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RESUMEN

En los programas de mejora de especies frutales adquiere gran importancia la
reducción del tiempo para la obtención de una nu eva ge n e ración. La estrat i ficación y
germinación in vitro de los embriones inmaduros permite mejorar tanto el porcentaje
de su germinación como acortar el tiempo necesario para el desarrollo de la nueva plán-
tula. A s i m i s m o , el cultivo in vitro de embriones permite superar con éxito la falta de
viabilidad de las semillas procedentes de cruzamientos.

En este trabajo se comparan dos temperat u ras de estrat i ficación in vitro (0º y 4 ºC), e n
relación al desarrollo de embriones provenientes de cruzamientos intere s p e c í ficos entre
c i ruelo y albari c o q u e ro. Del mismo modo, se estudia la influencia del tamaño del embri ó n
con el fin de optimizar el proceso de obtención de plantas en un programa de mejora. 

Los datos presentados aquí mu e s t ran que la ge rminación in vitro de embri o n e s
inmaduros,se ha realizado con éxito (más del 91%) cuando la estratificación se realizó
a 4 ºC. Durante la estratificación, tanto el peso de los embriones, como su incremento
de peso a los 30 y 60 días después de la siembra, fueron considerados indicadores de su
evolución. Se ha observado una gran influencia de la temperat u ra en el peso e incre-
mento de peso observado a los 60 días después de la siembra. Una influencia menor se
observó según el tamaño de siembra del embrión. El cultivo de embriones y la estratifi-
cación a 4 ºC permitió una adecuada germinación de semillas inmaduras procedentes
de cruzamientos de programas de mejora. 

Palabras clave: E s t rat i ficación in vitro , S e m i l l a s , G e rm i n a c i ó n , P ru nu s, H í b ridos inte-
re s p e c í fi c o s .

SUMMARY
IN VITRO GERMINATION OF IMMATURE EMBRYOS AT DIFFERENT
STRATIFICATION TEMPERATURES

Rapid obtaining of clonal plants is desirable to shorten crossing programs on fruit
tree breeding. In vitro stratification and germination allowed us to shorten time and to
improve germination rates by embryo rescue. 

In this work two stratification temperatures (0º and 4 ºC) were compared related to
development of interspecific hybrid embryos. Embryo size influence was also determi-
ned in order to optimise the process.



2 Germinación in vitro de embriones inmaduros a distintas temperaturas de estratificación

Introducción

El cultivo in vitro de embriones de espe-
cies de P ru nu s ha sido utilizado con éxito en
p rogramas de mejora , con el fin de superar la
falta de viabilidad de las semillas obtenidas
en ciertos cruzamientos. BL A K E (1939) fue el
p ri m e ro en aplicar la técnica en un progra m a
de mejora de melocotón; más re c i e n t e m e n t e
ha sido ampliamente usada en la obtención
de va riedades tempranas de la misma especie
c u yos embriones no están fo rmados corre c t a-
mente y no se desarrollan adecuadamente
(RA M M I N G, 1985). Del mismo modo se ha
empleado en la mejora de va riedades de uva
sin semillas (EM E R S H A D y RA M M I N G, 1 9 8 2 ) .
A d e m á s , la existencia de barre ras de incom-
p atibilidad postzigótica puede ori ginar la pér-
dida de los embriones resultantes de hibri d a-
ciones intere s p e c í ficas o intra e s p e c í fi c a s .
Esta limitación puede supera rse mediante el
re s c ate de estos embriones en medios de cul-
t ivo adecuados (RA M M I N G, 1 9 9 0 ) .

Por otra part e, en los programas de mejora
de especies frutales adquiere gran import a n c i a
la reducción del tiempo necesario para la
obtención de una nu eva ge n e ra c i ó n , y en este
sentido la estrat i ficación in vitro de los embri o-
nes inmaduros ha permitido mejorar tanto el
p o rcentaje de su ge rminación como acortar el
tiempo necesario para el desarrollo de la nu eva
plántula (AR B E L OA et al., 2000; GA R C Í A et al.,
2001; DAO R D E N et al., 2001a). Sin embargo ,l a

t e m p e rat u ra de estrat i ficación utilizada, h a
sido dife rente según la especie y las condicio-
nes del trab a j o , ya que el frío es necesario para
i n t e rrumpir el reposo de las semillas e inducir
el alargamiento de entre nudos en el tallo
(HA RT M A N N et al., 1990; HE R R E RO, 1 9 7 8 ) .
Estudiar la temperat u ra más adecuada para
cada mat e rial es del todo necesario para una
adecuada ge rminación de las semillas.

En el cultivo in vitro de embriones inma-
d u ro s , el tamaño inicial del embrión ha mos-
t rado tener una gran influencia en el re s u l t a d o
del cultivo , c reciendo la dificultad a medida
que el tamaño disminu ye (BU R G O S y LE B D E T-
T E R, 1993). El estudio del comportamiento de
embriones de diferente tamaño cobra una
gran importancia para optimizar las condicio-
nes de ge rminación in vitro de los embri o n e s .

En este trabajo se comparan dos tempera-
t u ras de estrat i ficación in vitro , en re l a c i ó n
al desarrollo de embriones provenientes de
c ruzamientos intere s p e c í ficos entre ciru e l o
y albaricoquero. Del mismo modo, se estu-
dia la influencia del tamaño del embri ó n
con el fin de optimizar el proceso de obten-
ción de plantas en un programa de mejora. 

Materiales y métodos

Tres clones de ciruelo Mirobolán (P ru -
nus cerasifera Ehrh) (Mb), cultivados en la

Data showed that germination took place in 91% of the seeds when the stratifica-
tion temperat u re was 4 ºC. During strat i fi c at i o n , e m b ryo weight and embryo - we i g h t
increment were assessed at 30 and 60 days after sowing. Stratification temperature sho-
wed a significant effect in both embryo weight and embryo-weight increment 60 days
after sowing, while embryo size showed a smaller influence. Embryo culture and stra-
t i fi c ation at 4 ºC allowed a sat i s fa c t o ry ge rm i n ation of immat u re seeds ori gi n ated in
crosses from breeding programs.

Key words: In vitro stratification, Seeds, Germination, Prunus, Interspecific hybrids.



Cuadro 1. Porcentaje de embriones según el tamaño inicial y el cruzamiento
Table 1. Percentage of embryos according to initial size and crossing genotype

< 3,5 % 4-7,5 % > 8 %

Mb 1 x MB 4,0 13,3 3,0 10,0 23,0 76,7
Mb 2 x MB 0,0 0,0 4,0 40,0 6,0 60,0
Mb 3 x MB 0,0 0,0 3,0 20,0 12,0 80,0
Total 4,0 7,3 10,0 18,2 41,0 74,5
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colección de la Estación Experimental de
Aula Dei (Zarago z a ) , f u e ron utilizados
como parentales femeninos. Como parental
masculino se utilizó un clon de albaricoque-
ro de la va riedad ‘ M o n i q u í ’ (P ru nus arm e -
niaca L) (MB). Los cruzamientos se lleva-
ron a cabo polinizando manualmente flores
emasculadas de ramas marcadas. La cose-
cha de frutos inmaduros se llevó a cabo 12
semanas después de la polinización. 

Utilizando procedimientos asépticos se
ex t ra j e ron las semillas y se disectaron los
e m b riones eliminando los tegumentos. Cada
e m b rión fue pesado y medido. Se sembra ro n
en tubos de vidrio con tapones de polipro p i l e-
no con 10 ml de medio de cultivo (CH E É y
PO O L, 1987) sin reg u l a d o res de crecimiento y
se envo l v i e ron en papel de aluminio para ev i t a r
la exposición a la luz. Se colocaron en dos tem-
p e rat u ras de estrat i fi c a c i ó n , a 4 ºC (28 embri o-
nes) y a 0 ºC (27 embriones) manteniendo la
o s c u ridad durante toda la estrat i fi c a c i ó n .

D u rante el período de estrat i ficación se
d e t e rm i n ó , en condiciones asépticas, el peso
de los embriones a los 30 y 60 días de su
s i e m b ra in vitro. Después de 18 semanas de
e s t rat i fi c a c i ó n , el mat e rial se pasó a la cáma-
ra de cultivo a 23 ºC en oscuridad dura n t e
unos días, p a ra posteri o rmente ex p o n e rlo a la
luz. Se evaluó el porcentaje y el momento de
la ge rm i n a c i ó n , c o n s i d e rando embri o n e s
ge rminados aquellos que poseían una ra d í c u-
la y un brote de por lo menos 5 mm cada uno. 

Se analizaron la influencia de la tempera-
t u ra de estrat i ficación y del tamaño del
e m b rión en el momento de su siembra in
v i t ro , tanto en el peso, como en el incre m e n-
to de peso del embrión a lo largo del período
de estrat i ficación. Los datos fueron analiza-
dos mediante los correspondientes análisis
de va ri a n z a , y se efe c t u a ron contrastes en los
casos donde se halló interacción entre ambas
fuentes de va riación. Se utilizó el progra m a
estadístico SPSS (Nours i s , M . S.J; 1999. Sta-
tistical Pa ck age for the Social Sciences /Pc
for the IBM PC / XT/ AT. SPSS Inc. , C h i c a-
go , I L . ) .

Resultados

Tamaño de embriones

Se sembra ron un total de 55 embri o n e s ,
que mostraron diferencias de tamaño según
los cruzamientos efectuados (cuadro 1). El
m ayor porcentaje (74,5%) correspondió a
tamaños comprendidos entre 8-10 mm,
m i e n t ras que un 25,5% correspondió a
tamaños infe ri o res. Entre estos últimos, u n
7,3% correspondió a embriones de un tama-
ño infe rior a 3,5 mm perteneciendo todos
ellos al cruzamiento Mb1 x MB. En todos
los cruzamientos el mayor porc e n t a j e
c o rrespondió a embriones de tamaño supe-
rior a 8 mm.



Influencia del tamaño del embrión y la
temperatura de estratificación en el peso
e incremento de peso de los embriones
estratificados

Los fa c t o res estudiados a lo largo de la
e s t rat i fi c a c i ó n : peso e incremento de peso,
se analizaron separadamente para los distin-
tos cruzamientos observándose dife re n c i a s
en respuesta entre los distintos genotipos.

El peso promedio de los embriones ha
sido diferente en los distintos cruzamientos
efectuados (figura 1).

Cruzamiento Mb1 x MB

En el cruzamiento de Mb1 x MB, e l
tamaño inicial del embrión tuvo una
i n fluencia altamente signifi c at iva en todos
los factores estudiados durante el período de
e s t rat i ficación. (cuadro 2). Tanto el peso
alcanzado a los 30 y 60 días de estrat i fi c a-
c i ó n , como el incremento de peso corre s-
pondiente, fue mayor para los embriones de
tamaño inicial mayor (figura 1).

La temperatura de estratificación en cam-
bio sólo influyó signifi c at ivamente para el

peso e incremento del peso a los 60 días de
la siembra (cuadro 2). Los incrementos de
peso fueron mayores a 4 ºC. 

A s i m i s m o , se encontró una intera c c i ó n
significativa (P < 0,01) entre el tamaño y la
t e m p e rat u ra para el peso a los 60 días de
e s t rat i ficación y muy signifi c at iva (P <
0,001) para el incremento de peso en ese
momento. Los embriones pequeños (< 8
mm) ga n a ron más peso a 0 ºC que a 4 ºC,
m i e n t ras que los embriones grandes (> 8
mm) ga n a ron más peso a 4 ºC que a 0 ºC
(figura 1).

Cruzamiento Mb2 x MB 

El tamaño inicial no influyó de manera
significativa en los factores analizados para
el cruzamiento Mb2 X MB (cuadro 3).
Únicamente se encontró influencia signifi-
cativa de la temperatura en el incremento de
peso a los 60 días de la siembra. A 4 ºC se
produjeron mayores incrementos de peso en
ambos tipos de embri o n e s , m i e n t ras que a
0ºC no se observaron diferencias en el peso
entre embriones de tamaño inicial diferente
(figura 1).
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Cuadro 2. Valores del estadístico F y significación del análisis de varianza  para el peso y el
incremento de peso durante la estratificación in vitro de embriones en el cruzamiento Mb1

x MB
Table 2. F-values and statistical significance of the analysis of variance of embryo weights

and embryo-weight increments during in vitro stratification of Mb1 x MB embryos

Fuente de variación GL Peso 30 Incremento 30 Peso 60 Incremento 60

Tamaño 1 32,629*** 17,218*** 36,877*** 13,810***
Temperatura 1 0,073 ns 3,407 ns 6,267* 38,129***
Interacción 1 1,546 ns 3,083 ns 7,722** 22,6***

(*,**,***) = diferencias significativas a P < 0,05, P < 0,01; P < 0,001 respectivamente.
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Figura 1. Peso promedio de los embriones de diferentes cruzamientos entre mirobolán y albaricoquero
a los 30 y 60 días de estratificación a diferentes temperaturas.

Figure 1. Mean weight of embryos from different crosses between Myrobalan and apricot at 30 and 60
days of stratification at different temperatures.



Cruzamiento Mb3 x MB

Pa ra el cruzamiento Mb3 x MB el tamaño
inicial del embrión influyó signifi c at iva m e n-
te en su peso a los 30 días, p e ro no a los 60
d í a s , cuando alcanzaron un peso similar
( c u a d ro 4). La temperat u ra tuvo una infl u e n-
cia signifi c at iva tanto en peso del embrión a
los 30 y a los 60 días de la estrat i fi c a c i ó n ,
como en el incremento de peso para este
m o m e n t o , siendo en ambos casos superior a
4 ºC (cuadro 4).

Cuando se partió de embriones más
pequeños se obtuvieron mayores incremen-
tos de peso a 4 ºC a los 30 y 60 días del perío-
do de estratificación (figura 1)

En ge n e ral a 0 ºC no hubo un incre m e n t o
de peso ap re c i able entre los 30 y 60 días para
todos los genotipos y para los dos tamaños
de embriones (fi g u ra 1)

Influencia de la temperatura, el tamaño
y el genotipo en la germinación de
embriones

El proceso de la ge rminación ha estado
i n fluido tanto por la temperat u ra de estrat i fi c a-
ción como por el tamaño y genotipo de la pro-
pia semilla. El efecto de la temperat u ra de
e s t rat i ficación ha sido muy notable ya que el
91% de las semillas ge rm i n a ron cuando la
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Cuadro 3. Valores del estadístico F y significación del análisis de varianza  para el peso y el
incremento de peso durante la estratificación in vitro de embriones en el cruzamiento Mb2

x MB
Table 3. F-values and statistical significance of the analysis of variance of embryo weights

and embryo-weight increments during in vitro stratification of Mb2 x MB embryos

Fuente de variación GL Peso 30 Incremento 30 Peso 60 Incremento 60

Tamaño  1 0,431 ns 0,431 ns 1,839 ns 4,575 ns
Temperatura 1 0,044 ns 0,044 ns 2,003 ns 16,295**
Interacción 1 0,368 ns 0,368 ns 1,523 ns 3,717 ns

(*,**,***) = diferencias significativas a P < 0,05, P < 0,01; P < 0,001 respectivamente.

Cuadro 4. Valores del estadístico F y significación del análisis de varianza  para el peso y el
incremento de peso durante la estratificación in vitro de embriones en el cruzamiento Mb3

x MB
Table 4. F-values and statistical significance of the analysis of variance of embryo weights

and embryo-weight increments during in vitro stratification of Mb3 x MB embryos

Fuente de variación GL Peso 30 Incremento 30 Peso 60 Incremento 60

Tamaño  1 8,438** 0,194 ns 10,17 ns 0,289 ns
Temperatura 1 5,363* 2,169 ns 22,890*** 19,053***
Interacción 1 1,095 ns 1,229 ns 1,328 ns 0,572 ns

(*,**,***) = diferencias significativas a P < 0,05, P < 0,01; P < 0,001 respectivamente. 



e s t rat i ficación tuvo lugar a 4 ºC, m i e n t ras solo
el 26% ge rminó con una estrat i ficación a 0 ºC
( fi g u ra 2). La ge rminación tuvo lugar ge n e ra l-
mente cuando se pasaron a condiciones de luz
y temperat u ra alta, p e ro en algunos casos
sucedió durante el periodo de estrat i fi c a c i ó n .

El tamaño del embrión influyó en la ger-
minación. Los va l o res de ge rminación en
condiciones óptimas (4 ºC) han sido del
95,6% para embriones superi o res a 8 mm,
m i e n t ras que solo del 60% para tamaños
inferiores a 8 mm. 

Los distintos cruzamientos re s p o n d i e ro n
de manera dife rente respecto a la ge rm i n a-
c i ó n , m a rcando unas dife rencias más nota-
bles a 0 ºC. Los porcentajes de germinación
oscilaron entre el 86 y el 100% a 4 ºC,mien-
tras que a 0 ºC oscilaron entre el 0 y el 60 %. 

El momento de ap a rición del brote y la
radícula durante el proceso de estrat i fi c a-
ción se produjo de manera muy dife re n t e

p a ra las dos temperat u ras de estrat i fi c a c i ó n
en los distintos cruzamientos estudiados
(figura 3). A 4 ºC y en los tres cruzamientos
re a l i z a d o s , los embriones se encontrab a n
germinando en más del 50% de los casos a
la 8ª semana. A 0 ºC, la germinación ocurrió
a partir de la semana 18, cuando el material
ya se encontraba en la cámara de cultivo a
23 ºC. La aparición de la radícula a 4 ºC es,
en ge n e ra l , a n t e rior a la ap a rición de un
incipiente bro t e, no encontrándose dife re n-
cias en la secuencia del proceso entre los
distintos cruzamientos.

Discusión

Los datos presentados aquí mu e s t ran que
la ge rminación in vitro de embriones inma-
d u ro s , de los genotipos híbridos utilizados,
se ha realizado con éxito (más del 91%)
cuando la estrat i ficación se realizó a 4 ºC.
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Germinación in vitro de embriones 
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Figura 2. Porcentajes de germinación in vitro de embriones de diferentes cruzamientos entre
mirobolán y albaricoquero a diferentes temperaturas de estratificación in vitro.

Figure 2. Germination percentages of embryos from different crosses between Myrobalan and apricot
at different stratification temperatures.
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Esto ha permitido su aplicación en la obten-

ción eficaz de plántulas de semillas de cru z a-

mientos intere s p e c í ficos dentro de un progra-

ma de mejora de pat rones de albari c o q u e ro

(AR B E L OA et al., 2001;  DAO R D E N et al.,
2001a y b).

El éxito del cultivo de embriones está
re l acionado con el estado de madurez del
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Figura 3. Evolución de los embriones de diferentes cruzamientos entre mirobolán y albaricoquero
durante la estratificación a distintas temperaturas mostrando la aparición de la radícula y del brote

(germinación).
Figure 3. Evolution of embryos from different crosses between Myrobalan and apricot at different

stratification temperatures showing the appearance of the radicle and the shoot (germination).



e m b ri ó n , del que depende el tamaño del
mismo (BU R G O S y LE D B E T T E R, 1993). Cuan-
to menor es el tamaño del embrión hay una
m ayor dependencia del medio en el cual se
c u l t iva n , siendo más difícil su desarrollo para
fo rmar plantas. Cuando el tamaño de los
e m b riones es muy pequeño no llegan a desa-
rro l l a rse in vitro (PI E R I K, 1990). En el mo-
mento en que se llevó a cabo la cosecha de
los frutos inmaduros (12 semanas después de
la polinización), se encontra ron embri o n e s
en dife rentes estados de desarrollo y con
d i fe rentes tamaños por ser semillas prove-
nientes de cruzamientos intere s p e c í fi c o s ,c o n
un grado de incompatibilidad polen-pistilo.
En ge n e ra l , los embriones poseían un tamaño
s u p e rior a los 8 mm, lo cual ga rantiza su ge r-
m i n ab i l i d a d, p e ro un 25,5% de los embri o n e s
utilizados fueron de menor tamaño. A pesar
de esto, en nu e s t ro caso se obtuvo una ge rm i-
nación total del 91% de los embriones culti-
va d o s , i n cl u yendo los embriones menores de
8 mm que se consideran como no viabl e s .

D u rante la estrat i fi c a c i ó n , tanto el peso
de los embri o n e s , como su incremento de
peso, fueron considerados indicadores de su
evolución. Estas características estuviero n
condicionadas de diferente manera por dife-
rentes factores: 1) la temperatura de estrati-
fi c a c i ó n , 2) el tamaño del embrión en el
momento de su siembra y 3) el cruzamiento
e fectuado. De esta fo rm a , se ha observa d o
una gran influencia de la temperat u ra en el
peso e incremento de peso observado a los
60 días después de la siembra. Una influen-
cia menor se observó según el tamaño de
siembra del embrión. Diferentes temperatu-
ras y tiempos de estratificación in vitro han
sido utilizadas en especies de P ru nu s p o r
d ive rsos autores. Las temperat u ras va r í a n
e n t re 0 y 5 ºC, m i e n t ras que la estrat i fi c a-
ción osciló entre 30 y 120 días (BA S S I e
INFANTE, 1994; BURGOS y LEDBETTER, 1993;
CH A PA R RO y SH E R M A N, 1994; EM E R S H A D y

RA M M I N G, 1994; LE D B E T T E R et al., 1 9 9 8 ) .
En este trab a j o , en todos los cru z a m i e n t o s
eva l u a d o s , se adv i rtió una mayor re s p u e s t a
en el peso de los embriones y en su ganancia
de peso cuando la temperat u ra de estrat i fi-
cación fue de 4 ºC. 

La temperatura durante la estratificación
resultó ser, a d e m á s , un factor crítico tanto
en la evolución de los embriones (momento
de aparición de la radícula y del ápice cauli-
nar), como en el porcentaje de germinación,
i n d ependientemente del cruzamiento efe c-
t u a d o , de fo rma similar a la estrat i fi c a c i ó n
de semillas convencional (HE R R E RO, 1 9 7 8 ) .
La estrat i ficación a 4 ºC adelantó el inicio
de la germinación 10 semanas, en compara-
ción con la estratificación a 0 ºC, permitien-
do reducir sensiblemente el tiempo necesa-
rio para la obtención de plántulas in vitro. A
esta temperatura (4 ºC) se lograron porcen-
tajes de ge rminación del 91% en los
embriones inmaduros de los tres cruzamien-
tos frente a un promedio del 31% a 0 ºC. 

El cultivo de embriones y la estrat i fi c a-
ción a 4 ºC permitió una adecuada ge rm i n a-
ción de semillas inmaduras procedentes de
c ruzamientos de programas de mejora. La
técnica de la ge rminación in vitro descri t a
aquí ha permitido la puesta a punto de un
método altern at ivo (AR B E L OA et al., 2 0 0 1 ;
DAO R D E N et al., 2001b) efi c a z , más rápido y
que ha pro p o rcionado un mayor número de
plantas híbridas obtenidas respecto al méto-
do convencional de ge rminación de semillas. 
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