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RESUMEN

La especie mas importante para la produccién de pulpa y celulosa de fibra corta en
Chile es Eucalyptus globulus debido a sus excelentes propiedades fisicas, quimicas y
mecanicas de la madera y su rapido crecimiento. En los mejores sitios la productividad
puede alcanzar 40 m*/ha/afo considerando material genéticamente mejorado, como clones
o familias de hermanos completos (full-sib families). Sin embargo, la presencia de heladas
en la zona centro sur del pais y el extenso periodo seco de la zona centro norte son factores
limitantes de importancia para el establecimiento de plantaciones con la especie, o la extension
de su cultivo en otros ambientes forestales. INFOR ha desarrollado un largo y extenso
programa de investigacion desde la década de los sesenta, incluyendo la seleccion de
especies, procedencias, familias y clones en diferentes unidades edafoclimaticas del pais.
Como consecuencia, en la zona arida de Chile, donde las precipitaciones anuales varian
entre 100 y 250 mm, E. camaldulensis, E. cladocalyx y E. sideroxylon han sido seleccionadas
para la repoblacion forestal de sitios considerados marginales en las zonas aridas con
tendencia mediterranea, las que son denominadas como especies “bases”.

Estas especies presentan una comprobada tolerancia al déficit hidrico, pero
naturalmente, debido a las condiciones climaticas en las que son establecidas, los arboles
presentan una o varias caracteristicas restrictivas para su uso industrial, como lento
crecimiento (4 - 7 m*hal/afio), forma de los arboles, o las propiedades tecnoldgicas de la
madera. El disefio y establecimiento de una matriz de cruzamientos hibridos entre las especies
bases y aquellas como E. globulus, denominadas como especies “mejoradoras”, forma parte
de una estrategia de seleccion genética con fines de mejoramiento de caracteristicas multiples.
E. camaldulensis es una especie que ha presentado comprobada tolerancia a climas
semiaridos, cuando ha sido comparada con otras especies del género, posee una alta
variabilidad genética por lo cual ha sido plantada extensivamente en diferentes partes del
mundo. Su madera es de alto poder calorifico (4.800 kcal/kg), pero la alta concentracién de
extraibles de la madera (lignina) limita su uso industrial como materia prima para la industria
de la celulosa y el papel.

Aunque existen herramientas biotecnologicas para la recombinacién genética entre
especies, de alta tecnologia, como fusion de protoplastos, transferencia de genes y otras,
éstas son de elevado costo y requieren de equipamiento altamente tecnolégico, entre otros
aspectos. Por ello, se ha propuesto una tecnologia de hibridacion artificial mas apropiada a
los recursos existentes en la zona semiarida de Chile, por su bajo costo y factibilidad de
implementacion.
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El presente trabajo resume los resultados obtenidos con la aplicacién de la polinizacién
en una sola visita (one stop pollination) en madres de E. globulus y E. camaldulensis para la
generacion de semillas hibridas. La semilla obtenida de los cruzamientos sera probada en
ensayos de progenies hibridas y también empleada como plantas madres para su propagacién
clonal y posterior uso en programas operacionales de plantacion.

Palabras claves: Eucalyptus camaldulensis, E. globulus, hibridacion, zonas semiaridas.
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POLLINATION TRIALS USING OSP TECHNIQUE ON
Eucalyptus globulus AND E. camaldulensis WITH DROUGHT
RESISTANT Eucalyptus SPECIES

SUMMARY

One of the most important exotic species for pulp and paper production in Chile is
Eucalyptus globulus due to exceptional chemical and physical wood properties and tree fast
growing. In the best sites (costal and mild temperate zones of the south of Chile) with the
right silviculture technology and improved genetic material (controlled crosses seed, elites
clones propagated by cuttings) the species can achieve more than 40 m*/halyear.

Nevertheless, there are some limitations to extend commercial plantations for other
zones in Chile. Frost damage is the main problem for planting in the south and a long dry
season in the north and interior valleys (called “secano”). INFOR which is the forest research
branch of the Chilean state has been developing a large tree breeding program that included
species / provenance / progeny trials, o.p. family's selections and elite clones for different
soil and climatic conditions.

INFOR has selected three species denominated "base species": Eucalyptus
camaldulensis, E. cladocalyx and E. sideroxylon for the semiarid zone with an annual rainfall
less than 100 mm which show good adaptation to drought and soil conditions, but have one
or more restrictions for industrial and commercial uses like slow growth (4 - 7 m*halyear),
deficient form of the trees and low quality of wood properties.

Based on genetic strategies to improve drought tolerance of genotypes, a controlled
cross matrix was designed with bases species and those like considered as “improved species”
using OSP technique. Reciprocal crosses considered E. camaldulensis which is well adapted
to drought and has a high genetic variability. The species has been widely planted in the
world for bioenergy due to high calorific wood properties, nevertheless a high wood lignin
content limits the use for pulp and paper industry.

Considering the high cost of emergent technological tools, like protoplast fusion and
genetic transformation for gene recombination of selected material between species, the
proposed technique for artificial hybridization is closer of social reality of the semiarid zone of
Chile due to low cost and feasibility of implementation.

This paper shows preliminary results of hybrid seedlings and clones obtained by using

OSP technique on E. globulus and E. camaldulensis females that will be planted on progeny
and clonal trials for operational production using mother plants.

Key Words: Eucalyptus camaldulensis, E. globulus, hybridization, semiarid zones
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INTRODUCCION

El programa de hibridacion de Eucalyptus de INFOR tiene como objetivo generar
semillas de cruzamientos interespecificos por polinizacién artificial entre especies con algun
potencial econdmico para las zonas semiaridas de Chile. La semilla de cruzamientos sera
probada en ensayos de progenies hibridas y también empleada como plantas madres para
su propagacion por estacas.

Para ello, INFOR ha seleccionado especies que han demostrado buena adaptacion a
zonas que presentan déficit hidrico y que ademas su madera presenta propiedades
tecnolégicas de interés comercial. Entre las especies potenciales para las zonas semiaridas
se ha seleccionado especies bases y mejoradoras’ de acuerdo a los resultados de ensayos
de progenies/procedencias de INFOR como: a) Eucalyptus camaldulensis, especie de gran
resistencia a climas semiaridos y de alta variabilidad genética en su distribucion natural. La
madera es de alto poder calorifico (4.800 Kcal/kg), pero su alta concentracion de extraibles
(lignina) dificulta su uso industrial para la produccion de pulpa. La especie se propaga
facilmente por estacas y su hibridacion artificial con otras especies también ha resultado
exitosa. La especie es muy afin con Eucalyptus tereticornis segun su taxonomia. La mejor
procedencia probada en Chile y otras latitudes de climas templados es Lake Albakutya,
material sobre el que se ha concentrado los cruzamientos hibridos del presente programa.
b) Eucalytus sideroxylon, ha demostrado buenos resultados de adaptacién a sitios con déficit
hidrico, sin embargo la forma y el crecimiento evaluado en parcelas experimentales ha sido
menor que otras especies forestales probadas en ambientes aridos. La corteza es rica en
taninos y su madera es muy densa, llegando a valores cercanos a los 1.000 g/cm?, y c)
Eucalyptus cladocalyx que constituye |la especie de mayor potencial para la zona semiarida
de Chile, debido a la forma, crecimiento de los arboles y propiedades tecnoldgicas de su
madera. La especie, sin embargo, presenta incompatibilidades genéticas asociadas al numero
y forma de los cromosomas para el cruzamiento con otras especies del mismo género
(Ruggeri, 1961; citado por Eldridge et a/, 1993)

Entre las especies consideradas “mejoradoras” de las caracteristicas de crecimiento
y de las propiedades tecnoldgicas de la madera se encuentra
Eucalyptus globulus, de gran adaptacion en Chile en zonas con precipitacion anual superior
a los 500 mm y sin presencia de heladas. Esta especie es de gran importancia industrial
debido a las excelentes propiedades de su madera para la produccion de pulpa. La especie
presenta incompatibilidades unilaterales para el cruzamiento con especies de flores pequerias,
por lo cual es necesario efectuar diversos tratamientos al estilo de la flor para asegurar la
fecundacion de los ovulos de las especies receptoras (Potts, 2003). El objetivo de la estrategia
de mejoramiento es generar semilla hibrida de Eucalyptus a través del sistema de polinizacion
en una sola visita (OSP) (Harbard, 1999), ya sea en flores de E. globulus o E. camaldulensis
como madres. El objetivo de la hibridacion en flores de E. camaldulensis es mejorar sus
caracteristicas de crecimiento y propiedades de la madera. La hibridacion basada en E.

" Especies bases: de gran adaptacién a condiciones de secano, pero con limitaciones de crecimiento y/
o propiedades tecnoldégicas de la madera, por ej. E. camaldulensis. Especies mejoradoras: buen
crecimiento, propiedades tecnoldgicas de la madera, pero con poca tolerancia a la sequia. por ej. E.
globulus
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camaldulensis es una estrategia valida para las zonas semiaridas, debe sin embargo notarse
que las experiencias de hibridos F, (dependiendo de los genotipos usados como polen)
pueden ser en algunos casos menos resistentes a la sequia que las especies puras, lo cual
debe ser comprobado en los ensayos de progenies hibridas .

Algunas investigaciones realizadas en Australia sefialan que la resistencia al stress
hidrico es intermedia entre los padres. Por ejemplo el hibrido F, E. camaldulensis x E. grandis
puede ser de mejor forma que E. camaldulensis, pero sucumbir a un stress hidrico mas
rapidamente. Segun Bush (Comunicacién personal, 2004)?, la estrategia mas razonable es
la propagacion clonal o el cruzamiento controlado entre los mejores individuos (CP) de las
mejores familias. Segun otros autores una forma de fijar caracteristicas deseables en los
genotipos hibridos es efectuar “retrocruzamientos” o "backcrossing”. De esta forma el polen
colectado en las progenies hibridas es cruzado con el progenitor de mayor valor comercial,
por ejemplo cruzar el polen hibrido E. camaldulensis x E. globulus sobre madres de E. globulus
en una segunda generacién (F,). El nivel de inversién econémica en un programa de
hibridacion debe ser ponderado en funcion de los sitios potenciales de plantacion.

OBJETIVOS

El objetivo de la investigacion es explorar la factibilidad de producir semilla hibrida de
E. globulus y E. camaldulensis a través del sistema de polinizacion en una sola visita. Para
este proposito se evalua en las madres de E. globulus el efecto de la madre (clon), el genotipo
del polen, el tipo de yema floral, diferentes tipos de cortes en el estilo/estigma de la flor y el
efecto del aislante. En el caso de los cruzamientos en E. camaldulensis se evalua el efecto
del estadio floral y del aislante usado.

MATERIAL Y METODO
El Sistema de Polinizacion Artificial de una sola Visita OSP (One Stop Pollination)

Los sistemas tradicionalmente usados en la polinizacion artificial demandaban al
menos tres visitas al arbol, la primera para determinar la receptividad del estigma para efectuar
la polinizacién, la segunda para emascular, polinizar y aislar la flor y la tercera para retirar los
aislantes de la flor para evitar la contaminacién. El desarrollo de una nueva tecnologia,
iniciada en Chile y simultdneamente en Australia en la década de los noventa (Harbard et al,
1999; Williams et al, 1999), permitié reducir a una sola visita estas tres operaciones, reducir
drasticamente los costos de las polinizaciones artificiales y permitir la produccion de semillas
hibridas (intraespecificas) a gran escala. De esta forma las principales empresas forestales
del pais producen semillas de cruzamientos controlados "“full sib" de los clones de mayor
ranking genético de los huertos, constituyendo una alternativa a la plantacién de clones.

? David Bush. CALM, Australia. Visit Report to Chile, INFOR. 28 -7 May, 2004.
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Trabajo Polinizacion OSP

Flor Polinizada OSP

Figura N° 1
POLINIZACION ARTIFICIAL

La tecnologia OSP se sustenta en lo siguiente : a) no es necesario esperar el proceso
natural de maduracion del estigma para su receptividad del grano de polen y asegurar el
exito de la fertilizacion de los 6vulos y b) el uso de bolsas aislantes no es la unica forma de
proteger las flores de la contaminacion por los insectos. Debido a que E. globulus presenta
incompatibilidades unilaterales para el cruzamiento con especies de flores pequenas, fue
necesario efectuar diversos tratamientos al estilo de la flor para asegurar la fecundacion de
los ovulos de las especies receptoras
(Potts, 2004).

Ensayo de Polinizacion en E. globulus. Huerto Clonal Anilehue (IX Region)

Las polinizaciones fueron efectuadas en el Huerto Semillero Clonal Anilehue,
perteneciente a Forestal y Agricola Monteaguila (FAMASA) y ubicado en las proximidades
de Angol (IX Region). El huerto tiene una superficie de 6 hectareas y tiene en la actualidad
22 clones, cuya ganancia genética estimada en volumen varia entre 7 y 29.7%. Se
seleccionaron cuatro clones de acuerdo a su ranking genético, disponibilidad y acceso a las
flores con escalas de 3 metros y baja tasa de abortos. El polen fue proporcionado por CSIRO/
ALRTIG® desde Australia, incluyendo 3 genotipos: de E. camaldulensis (C1,C2,C3), 1 genotipo
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de E. tereticornis y 1 genotipo de E. benthamii. La empresa FAMASA colaboro con el polen
mix 751 de E. globulus, que fue empleado en los cruzamientos OSP que sirvieron de control
a los cruzamientos hibridos. El disefio consideré 7 tratamientos OSP mas 2 controles; uno
de polinizacién artificial OSP con polen mix de E. globulus y otro de polinizacién abierta. Los
tratamientos de polinizacion fueron asignados al azar dentro del arbol, siendo la unidad
experimental de 20 polinizaciones por rama. El nimero de réplicas (ramas/arbol) fue desigual
entre clones.

Cuadro N° 1
DESCRIPCION DEL PROTOCOLO DE POLINIZACION ARTIFICIAL EN E. globulus

Tratamiento Descripcién protocolo de polinizacion

1 Testigo, yemas florales de polinizacién abierta

2 Yemas florales no dehiscentes, corte transversal de 1/3 del estilo, polinizacién y aislacién con
Tygon sellado con algodén.

3 Yemas florales no dehiscentes, corte oblicuo de 1/3 del estilo, polinizacion y aislacion con Tygon
sellado con algodén.

4 Yemas florales no dehiscentes, corte longitudinal 1/3 del estilo, polinizacion y aislacién con
Tygon sellado con algodén.

5 Yemas florales dehiscentes, emasculacién con bisturi curvo, corle transversal de 1/3 del estilo,
|polinizacién y aislacion con Tygon sellado con algodén

6 Yemas florales dehiscentes, emasculacion con bisturi curvo, corte oblicuo de 1/3 del estilo con
tijeras quirurgicas, polinizacion y aislacién con Tygon sellado con algodén.

7 Yemas florales dehiscentes, emasculacién con bisturl curvo, corte longitudinal 1/3 del estilo,

inizacion y aislacion con Tygon sellado con algodén.

8 Yemas florales no dehiscentes, emasculacion con bisturi curvo, corte transversal de 1/3 del
estilo, polinizacion y sin aislante.

9 Control OSP Forestal Monteaguila. Polinizacidon corte del estigma en forma longitudinal, hasta
del largo del estilo y aplicacion de polen mix con mondadientes, sin aislante

Ensayo de Polinizacién en E. camaldulensis. Predio El Tangue (IV Regién)

Las polinizaciones fueron efectuadas en El Tangue (Tongoy, IV regién), con personal
de la misma Comunidad Agricola que fue capacitado para efectuar los diferentes tratamientos
de polinizacién. Para esto se aislo flores cercanas al estadio de antesis, se las emasculo y
aislo con bolsas. Al segundo dia, una vez receptivo el estigma se aplico la polinizacion en las
flores.

3 Commonwealth Scientific Research Research Organization. Australian Low Rainfall Tree Improvement Group
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Aislamiento con Bolsa

Figura N°® 2
PROCESO DE POLINIZACION ARTIFICIAL

Se usaron 4 madres y 6 genotipos de polen de diferentes especies, 2 de E.
camaldulensis (C2, C24), 2 de E. globulus (EGG. G00066), 1 de E. grandis y 1 de E.
tereticornis. Los arboles corresponden a una plantacion de la Hacienda El Tangue, que fueron
seleccionados por el estadio de floracion predominante (yemas en antesis y pre-antesis) y
por la accesibilidad de las flores desde el suelo o con escala de 3 metros.

Los tratamientos de polinizacion fueron asignados al azar dentro del arbol, siendo la unidad
experimental de 25 polinizaciones por rama. El numero de réplicas (ramas/arbol) fue desigual
entre clones.
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Cuadro N° 2
DESCRIPCION DEL PROTOCOLO DE POLINIZACION ARTIFICIAL EN E. camaldulensis

Tratamiento Protocolo de polinizacién
1 Testigo de polinizacion abierta
2 Técnica OSP. Yemas florales en antesis, dehiscentes. Corte 1 mm del estilo, polinizacién, sin
aislante.
3 Yemas en antesis. Emasculacion con bisturi curvo. Aislacion de la flor con bolsa con ventana. 2

dias después retiro de la bolsa y polinizacién sin corte del estilo. Aislacion con bolsa. Retiro de la
bolsa 10 dias después

4 Seleccion de yemas florales pre-antesis, no dehiscentles. Corte 1 mm del estilo, polinizacion, sin
aislante. ldentificacion de la cruza.

5 Operacional. Seleccién de yemas florales antesis, dehiscentes, no dehiscentes. Corte 1 mm del
estilo, polinizacion, sin aislante.

Colecta de las Capsulas y Procesamiento de las Semillas

Las capsulas de los cruzamientos hibridos efectuados en Anilehue (Angol, IX Regién)
y de El Tangue (Tongoy, IV Regién) fueron colectadas en bolsas de papel individual,
manteniendo la identificacion de las cruzas para el secado y procesamiento de las capsulas.
En el caso de ambos tipos de capsulas se efectud un secado a 25° C en estufa por un
periodo de 24 horas.

Secado de las Capsulas Limpieza Bajo Lupa Semillas Hibridas
Figura N° 3
PROCESO DE EXTRACCION DE SEMILLAS

Las capsulas fueron mantenidas en placas Petri o envases de vidrio, manteniendo la
identificacion de la combinatoria hibrida especifica. Para la limpieza de las semillas se usé
una lupa electronica, de forma de separar con un pincel paréfisis (dvulos no fertilizados). En
el caso de los cruzamientos en E. globulus esto resulté sencillo, por cuanto las semillas son
de color mas oscuro y de forma y tamanos diferentes. En el caso de los cruzamientos en
E. camaldulensis |la separacion se efectud en base a la forma de las potenciales semillas, ya
que el color y el tamano de la paralisis son similares a las semillas, lo cual no permite su
separacion a simple vista.
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Analisis Estadistico

Para la evaluacién estadistica considerd un modelo ANOVA para un disefio
completamente aleatorizado en la cual la variable respuesta a los tratamientos de polinizacion
hibrida fue la cantidad de semillas obtenida por polinizacion efectuada, segun la siguiente
formula :

Semilla hibrida / flor polinizada = (n® de polinizaciones * % supervivencia * n°® semillas/capsula)

Cuando hubo diferencias significativas entre los tratamientos éstos se compararon a
traves del Test de Duncan.

RESULTADOS

Se resume en los siguientes cuadros las polinizaciones efectuadas por madre y
genotipo de polen y la cantidad de semillas hibridas obtenidas por cruzamiento especifico
en E. globulus (Cuadro N° 3) y E. camaldulensis (Cuadro N° 4). En las Figuras N** 4 y 5 son
indicadas las diferencias estadisticas entre tratamientos de polinizacion y los hibridos
obtenidos para E. globulus. En las Figuras N° 6 y 7 aparecen las diferencias estadisticas
entre tratamientos para E. camaldulensis. Los tratamientos con la misma letra no presentan
diferencias significativas entre si (p<= 0,05).

Cuadro N° 3
MATRIZ DE CRUZAMIENTOS EN E. globulus. ANILEHUE (I1X REGION)

POLEMN / GENOTIPOS POR ESPECIE
MADRES E. benthamil E_camaidutensis E. teraticornis E_globulus
E globulus Variable £ ct c2 c24 c3 =4 mix 751 Pol. abierta Totsl
7011 Nores polrizadas 140 138 139 140 68 59 682
capsules | B 4 16 8 66 39 142
wermilas, 57 36 151 [ 2133 498 2961
lumt{iﬂ!{ull 8.3 9.0 9.4 10.8 323 12.8 209
7095 Nores polinizadas 128 139 | 134 | 138 139 65 53 796
capsulas E] [ 2 33 2 85 12 127
womillas 31 118 32 294 o 1733 165 2373
sam/capsuta 10.3 131 | w0 | as 00 267 12.7 8.7
7135 | CO T 740 | 138 | 138 740 E3 a =]
Capsulas 30 1 s 1 16 Fa 74
samiias 12 &7 28 o 304 11 unz_J
sermicapsula — | o4 ar 56 o | 9 196 0.8
e ——
7143 Povos pobruZadas 137 136 148 138 67 38 664
capsulas _ Ay oz ] s0d | a7 ] 38 e |
sermillas [ [:] [ 1890 61 1957
som/capsula o 3 a 402 16 198
Total flores polinizadas 128 279 549 552 286 557 254 191 ﬁn_'
Total capsulas 3 18 | a7 52 106 I 194 111 532
Total semillas 31 175 | 80 as8 | 28 86 6060 1136 8.093
Total sem/capsula 103 9.7 22 28 18 78 3.2 10,2 18,3
da sup: 2 3 7 9 ar F 76 58 19
Somillas hibridasifior polinizada 0.2 06 | o1 08 | 01 0z 239 5.9 2,89
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Cuadro N° 4
MATRIZ DE CRUZAMIENTOS EN E. camaldulensis. EL TANGUE (IV REGION)

FOLEN /| GENOTIPOS POR ESPECIE
MADRES E. Icdilensi: E. g E. E.
E. camaidutensts  |variable cz CAzZa PA i s/l EGG Goooss Total
1 Fiores polinizadas 70 100 1660 550 75 50 3105
i capsulas 5 a2 518 182 7 794
somilas 14 72 392 123 32 633
samicapsulas 1.8 1.0 1.7 2.3 9.3 2
2 Flores polinizadas 50 50 125 200 81 75 581
capsulas 73 as 26 23 166
I __nem\lla!k 155 165 T i 311 _ 438
sonvcapsulas. 23 a2z 1,7 4.0 3.6
3 Flores polinizadas 50 s 125 125 75 75 525
CApsulas i 56 38 5 123
[semias X 8T T T Li]
Semicapsulas za 57 5.8 35 a0
a Flores polinizadas 50 | 125 160 159 50 154 7086
B capsulas 100 | a7 29 1 167
samillas 523 313 360 12 1208
san/capsulas 52 1.5 130 12 EX
. [ Fiores polinizadas 50 1 125 - |907 B 100 75 5{)_
cApsulas as 22 2 2
samillas ar8 188 43 11
senvcapsulas 5,4 85 21,6 5.5
Total flores polinizadas 200 195 600 2453 1385 as0 254
Total cApsuias 410 660 238 38
1580 1371 603 117
Total semicapsuia i 4.0 38 7.8 5.8
Porcentaja de supervivencia o | 97 68,3 26,9 17.4 10.9 0,0
[Semilias hibridusifior polinizada 6 | 02 2,7 0.6 0.4 0.3 0,0
i
a
a
2864~ 2864,
279
21,48+ 21 484
o k=]
=% I -9
E= 14,32 b g 14,32
b 8,08 g
7164 7164
cccecececece
081
0,004 0,004
2 3 4 56 7 8 91 €2 751 PA C1 ETRC24EBE C3
trat genotipo
Figura N° 4 Figura N° 5
Tratamientos E. giobulus Hibridos E. globulus
a a
324
2434

162

semfor

081

0,00+

C24 ETR EGR PA EGG GE6 C2
POLEN

Figura N° 6

Tratamientos E. camaldulensis

Figura N° 7
Hibridos E. camaldulensis
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DISCUSION
Polinizaciones Hibridas en E. globulus

Considerando como variable respuesta de las polinizaciones la cantidad de semillas
hibridas obtenidas por flor polinizada, es decir considerando la eficiencia de las polinizaciones,
se puede apreciar en la Figura N° 4 que el mejor resultado del ensayo correspondio al
tratamiento 9 de las cruzas intraespecificas de E. globulus usando la técnica OSP operacional
(22,8 semillas/flor polinizada). Este tratamiento de polinizacidon presenta diferencias
estadisticamente significativas (p<= 0,05) con respecto a la polinizacion abierta (8,08 semillas/
flor polinizada) y al resto de los tratamientos de polinizacion OSP interespecifica. La
polinizacion asistida OSP efectivamente mejoro la cantidad de semillas obtenidos en relacion
a la polinizacion abierta. Esto se explica por la polinizacién asistida y en parte por efecto de
la técnica, ya que segln diferentes autores aumentaria la cantidad de dvulos fertilizados
exitosamente (Borralho, 2001).

En relacion al resto de los tratamientos OSP donde se efectud cruzamientos hibridos,
el mejor protocolo de polinizacion correspondié al Tratamiento 8 (0,91 semillas/flor polinizada)
que consider¢ la aplicacién de polen en yemas florales no dehiscentes, el corte transversal
1/3 del estilo y sin aislamiento de la flor. Esto es coherente con las siguientes hipdtesis: a)
Corte de estilo permitiria romper la incompatibilidad unilateral de E. globulus (Rojas et al,
2003), b) Los mecanismos de incompatibilidad fisiolégicos asociados al estilo no estan activos
cuando la flor se encuentra inmadura (“no dehiscente”), lo cual permitiria el crecimiento del
tubo polinico de otra especie hacia el ovario de la flor, ¢) El efecto del corte del estilo con la
técnica OSP podria hacer receptiva la flor y d) La sonda Tygon podria tener un efecto negativo
en el desarrollo de las capsulas y de las semillas al generar un ambiente indeseable para la
flor.

En relacion a las combinatorias hibridas probadas, se concluye la importancia de la
especificidad de los cruzamientos. De esta forma entre los genotipos de polen probados el
mejor resultado se obtuvo con el polen de E. camaldulensis C24 en todas las cruzas con E.
globulus (0,92 semillas/flor polinizada) (Figura N° 5), siendo éptima la cruza especifica E.
globulus Clon 7095 x E. camaldulensis C24 (Cuadro N° 3).

Polinizaciones Hibridas en E. camaldulensis

Al igual que en E. globulus, si se considera como variable respuesta la cantidad de
semillas hibridas obtenidas por flor polinizada, se puede apreciar en la Figura N° 6 que el
mejor resultado del ensayo correspondid a la polinizacién abierta (2,65 semillas/flor
polinizada), siendo estadisticamente significativa su diferencia respecto al resto de las cruzas
interespecificas con polen de otras especies.

En relacién al resto de los tratamientos OSP donde se efectud cruzamientos hibridos,
el mejor protocolo de polinizacién correspondio al Tratamiento 2 (1,38 semillas/flor polinizada)
que considerd la aplicacion de polen en yemas florales dehiscentes, el corte del estigma en
1 mm y sin aislamiento de la flor. Esto es coherente con las siguientes hipotesis: a) El corte
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del estigma podria hacer receptiva la flor y b) Los aislantes tradicionales en E. camaldulensis
como las bolsas de aislacion podrian tener un efecto negativo en el desarrollo de las capsulas
y de las semillas al generar un ambiente indeseable para la flor (mayor temperatura, radiacion,
falta de intercambio gaseoso adecuado). En relacion a las combinatorias hibridas probadas,
el mejor resultado se obtuvo con E. grandis (1,13 semillas/flor polinizada) (Figura N° 7).

Aunque algunos trabajos sefialan que la contaminacion de polen en E. globulus es de
4% y de 5.5% en
E. grandis (Harbard, 2000) cuando no se aisla las flores polinizadas y que seria viable la
produccién comercial de semillas hibridas con el sistema OSP sin aislante, resulta esencial
confirmar la identidad genética de las cruzas hibridas con marcadores genéticos (SSR,
isoenzimas).

CONCLUSIONES

Es factible la produccion de semillas hibridas, tanto en E. globulus como en E.
camaldulensis, con el sistema OSP

El protocolo de polinizacion hibrida OSP en E. globulus consideraria yemas florales
no dehiscentes, emasculacion con bisturi curvo, corte transversal de 1/3 del estilo,
pelinizacion y sin aislante.

El protocolo de polinizacion hibrida OSP en E. camaldulensis consideraria yemas
florales en antesis, dehiscentes, corte 1 mm del estilo, polinizacion, sin aislante.

Existe una alta especificidad entre madre (clon) x polen (genotipo).

Aungue la contaminacion es pequefia sin uso de aislante, es importante confirmar
la identidad genética de las cruzas hibridas con marcadores genéticos (SSR,
isoenzimas).
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