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Resumen

En esta investigacion se evalud los efectos de la temperatura, medios de cultivo y
reguladores de crecimiento sobre la germinacion de embriones cigéticos de durazno var.
Diamante. Los resultados de germinacién mostraron diferencias significativas (p<0,001)
entre las temperaturas 4° y 18°C. Embriones cultivados in vitro con un pretratamiento de
frio (4°C) por 40 dias en medio AM suplementado con lmgL'1 de BAP presentaron 84%
de germinacion, mientras que embriones cultivados sin pretratamiento de frio (18°C)
presentaron 50% de germinacion. No hubo diferencias significativas de interaccion entre
las variables Temperatura x Hormonas, ni Medios Nutritivos x Hormonas (p>0,05). Los
resultados sobre caracteristicas de las plantas como niimero de raices, hojas y altura del
tallo mostraron los mayores promedios cuando crecieron en medio AM suplementado con
ImgL™" de BAP con tratamiento de frio.

Los tratamientos de enraizamiento no mostraron diferencias significativas (p>0,05) basado
en el numero de raices por retofio. Sin embargo, los retofios cultivados en medio MS
suplementado con 3mgL™ de IBA por 16 dias presentaron raices mas grandes y gruesas
comparado con el tratamiento por 8 dias bajo las condiciones mencionadas. Los resultados
de aclimatacién mostraron un porcentaje de sobrevivencia del 80%. Finalmente, el mejor
tratamiento de germinacion de embriones fue seleccionado y usado para germinar
embriones resultantes de los cruces entre las variedades de durazno Diamante y Florida,
dando un promedio de germinacion del 61%.



Abstract

This research analyzed temperature, culture media and plant growth regulators in zygotic
embryo germination of peach var. Diamante. The germination results showed significant
differences (p<0,001) between temperatures (4°C and 18°C). Embryos cultured in vitro
with a cold treatment (4° C) for 40 days in AM medium supplemented with 1mg/L BAP
showed 84% germination, while embryos cultured without cold treatment showed 50%
germination. There was not a significant effect between temperature x plant growth
regulators or culture medium x plant growth regulators (p>0.05). Additionally root
number, number of leaves and shoot height showed the highest averages when seedlings
grew in AM supplemented with ImgL™' BAP and cold treatment.

There were not differences between rooting treatments (p>0,05) based on seedlings
root number; however, seedlings cultured in MS medium with 3mgL" IBA for 16 days
showed longer and thicker roots compared to those roots cultured under the same
conditions for 8 days. Acclimatization results demonstrated a survival rate of 80%. Finally,
the most effective treatment for embryo germination was selected and used to germinate
embryos from crosses between Diamante x Florida peach cultivars, obtaining germination
average of 61%.
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1. Introduccion
1.1.Caracteristicas del durazno, Prunus persica

1.1.1. Origen y Desarrollo Inicial

El centro de origen y diversidad del durazno, Prunus persica, es China. Hendrick
(1917) en sus viajes a China observo que en varias provincias crecian duraznos en forma
silvestre con distintas caracteristicas. Segin uno de los principios de Vavilov’s, una
especie presenta su mayor variabilidad en su centro de origen. Sin embargo, los primeros
escritos griegos afirman que el durazno vino de Persia al Mediterraneo, el nombre Prunus

persica aparentemente se debe al lugar de donde migré (Moore, 1993).

Los romanos se encargaron de dispersar este frutal por todos sus dominios. Las
primeras plantaciones de durazno provenian a partir de semillas y la técnica del injerto por
vareta y yema era dominada por éstos. Asi es como se pudo introducir de forma facil y

simple al durazno a zonas del norte de Africa y paises de Europa como Espafia, Francia e



Inglaterra. En los siglos XVI y XVII, la exploracién y colonizacion fue acompafiada de una
distribucion de plantas hacia las colonias. Los espafoles introdujeron al durazno en el
continente Americano en 1565, los indigenas del norte lo difundieron por todo el Sur,
Sureste y Este de lo que actualmente es Estados Unidos y de igual manera los portugueses

en la parte del actual Brasil (Moore, 1993).

El durazno es una de las especias frutales que mas se ha distribuido y adaptado a
una diversidad de zonas climaticas, pero su mayor produccion se localiza entre las latitudes
30° y 45° Norte y Sur. Existen cientos de variedades comerciales que se cultivan alrededor
del mundo. Una caracteristica especial de los caducifolios y especialmente del durazno es
la necesidad de horas frio, es decir deben cumplir con un cierto nimero de horas por
debajo de los 7°C para defoliarse y florecer normalmente. Por lo general los
requerimientos de frio van desde 350 a 1100 horas frio, aunque esto depende de si la

variedad es de bajo, medio o alto requerimiento de frio (Moore, 1993).
1.1.2. Oferta mundial del durazno Prunus persica

El cultivo y comercio de esta fruta es amplio, relacionado con una gran actividad
econdmica en las zonas templadas donde se concentra la mayor producciéon de las
variedades. El consumo de esta fruta se da en fresco o productos industrializados como

jugos, mermeladas y/o conservas (Moore, 1993).

La produccién de durazno en el mundo asciende a 15,6 x 10° toneladas métricas.
China es el primer productor mundial con 8 millones de Tm por afio, seguido por Italia con
1,7 millones de Tm, en tercer lugar se encuentra Espafia con una produccion anual de 1,16
millones de Tm, seguido en cuarto lugar por Estados Unidos con 1,0 millon de Tm. Paises

como Argentina, Chile y Brasil se encuentran dentro de los primeros veinte productores



mundiales de esta fruta con 2,7 x 10° Tm, 1,8 x 10° Tm y 1,8 x 10° Tm, respectivamente

(FAOSTAT 2007).
1.1.3. Clasificacion taxonémica del durazno Prunus persica

El durazno pertenece a la familia Rosaceae, subfamilia Prunoidea, género Prunus
L. y subgénero Amygdalus. Todos los cultivares modernos pertenecen a Prunus
persica(L.) Batsch. El nimero cromosémico es 2n = 16 y posee de 265 a 295 mil pares de

bases en un genoma haploide (Moore, 1993).

1.1.4. Caracteristicas morfologicas del durazno Prunus persica (L.)

Batsch.

El durazno, es un arbol caducifolio, de porte erecto, puede alcanzar hasta los 6 m de
altura. Presenta un tronco robusto y de madera fuerte con color gris hasta rojiza. Presenta
hojas de color verde claro, alargadas y de forma lanceolada, aserradas o doblemente
dentadas. Las flores se localizan en racimos, se caracterizan por ser pentameras,
generalmente de color rosado. Presenta numerosos estambres y son hermafroditas. El fruto
es una drupa de forma globosa con exocarpo liso o pubescente, el mesocarpo es dulce,
duro o blando, de color blanco y de amarillo hasta rojizo. El mesocarpo puede o no estar
adherido al endocarpo, el cual esta lignificado. La semilla presenta color marrén y los

cotiledones son blancos (Agusti, 2004).
1.2.El Durazno en el Ecuador

Ecuador se ubica en el puesto 51 en la lista de 70 paises que producen durazno y
nectarinas con 7200 Tm, anuales. La produccion de durazno se ubica por debajo de de la

produccion de manzanas. Los rendimientos a nivel nacional son reducidos y no satisface la



creciente demanda de la poblaciéon y la industria. El duraznero ha sido cultivado en los
valles altos de la Sierra desde la colonia, siendo su cultivo muy rudimentario sin una
tecnologia de manejo. Sin embargo, en la década de los ochenta el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) a través del Programa de Fruticultura y el apoyo de
la Cooperacion Técnica Suiza (COTESU), realizo varias investigaciones en este frutal con
el objetivo de adoptar nuevas tecnologias y aumentar la eficiencia en la produccion del

duraznero en el Ecuador (INIAP, 1993).

El cultivo del durazno se localiza en las provincias de: Azuay, Tungurahua,
Chimborazo, Cotopaxi, Loja y en algunas localidades en las provincias del norte Imbabura
(Pimanpiro, Cotacahi e Ibarra) y Mira en la provincia del Carchi con altitudes que varian

desde los 2000 hasta los 3000 msnm (INIAP, 1993).

Los climas abrigados o temperados son los Optimos para su desarrollo, ya que
necesita de abundante luz y calor durante la maduracion del fruto, aunque es importante
destacar que para la formacion de yemas florales es necesario que exista una acumulacioén
de horas frio bajo los 7°C. Muchas veces la falta de horas frio se compensa con inductores
de floracion como el Dérmex. Los cambios bruscos de temperatura, lluvias frecuentes y las
granizadas son perjudiciales para la floracion y de igual forma durante el desarrollo del
fruto. Los suelos donde se adapta mejor el duraznero son ligeros, profundos, blandos, de

naturaleza arenosa y calcarea (INIAP, 1993).

Las variedades que se cultivan en las fincas ecuatorianas son las denominadas
o ” : : .
criollas”, las cuales se caracterizan por desarrollarse con pocas exigencias tanto
nutricionales como de manejo agrondmico comparado con las variedades élite

provenientes de otros lugares. En el Ecuador se cultivan las siguientes variedades de



durazno: Diamante, Conservero amarillo, Chagrahuay tambo, Puka Shungo, Tajon,

Fortuna, Zapallo, Abridor amarillo y Sungold (INIAP, 1993)
1.3.Programas de Mejoramiento Genético del Durazno

Desde el siglo XVII hasta el XIX hubo un mejoramiento incipiente del durazno. Sin
embargo, la era moderna del mejoramiento del durazno se dio en Estados Unidos con la
implementacién de programas estatales (los de New York, lowa, Illinois, California,
Massachusetts, Michigan, Virginia, Carolina del Norte, Lousiana, Texas y Florida) en las
primeras décadas del siglo XX, al igual que en las estaciones canadienses de Vineland y
Harrow. Por otro lado, en Europa programas de gran importancia fueron los de Italia y
Espana, también paises como Sudafrica, Australia y Brasil han creado programas de

mejoramiento genético en el durazno (Byrne, 1988).

Después de aprobarse la Ley de Patentes Vegetales en Estados Unidos en 1930,
nacieron programas de mejoramiento del durazno y nectarinas en el &mbito privado. Entre
los mas importantes estadn: los programas de Grand Merrill, F. W. Anderson y el de la
compafiia de Viveros Armstrong desde 1930. Estos programas de mejoramiento tanto
publicos como privados, se encargaron de generar informacion relacionada con la
resistencia a heladas del arbol, dormancia de las yemas vegetativas y florales, horas frio
necesarias para florecer, entre los mas importantes. Como resultado de este esfuerzo
intensivo, los cultivares de origen norteamericano han ocupado posiciones de liderazgo en
muchas zonas productoras del mundo y ademds estdn siendo utilizados en varios

programas de fitomejoramiento en varios paises (Moore, 1993).
1.3.1. Limitaciones de la mejora clasica y el mejoramiento moderno

La mayoria de variedades élite en el durazno han sido producidas por la mejora

clasica utilizando la variabilidad genética disponible dentro de la especie. Sin embargo, la



obtencion de variedades de durazno con caracteristicas agronomicas importantes a partir de
métodos tradicionales actualmente presenta varias limitantes: poca variabilidad dentro de
las variedades comerciales, estados juveniles prolongados del arbol, expresiéon de
caracteristicas potencialmente importantes en estados adultos y la imposibilidad de
transferir caracteristicas de resistencia a enfermedades y tolerancia a estrés ambiental de
especies no relacionadas. Cabe resaltar que el tiempo necesario para generar un nuevo
cultivar mediante el mejoramiento clasico es de 10 a 15 afos, siendo necesario para esto

gran cantidad de mano de obra, espacio fisico y recursos economicos (Gémez et al., 2005).

Hoy dia con la suma de conocimientos sobre la herencia y genética, técnicas de
cultivo in vitro y ADN recombinante, las limitaciones a que se enfrentaba el
fitomejoramiento cldsico estan siendo superadas. La biotecnologia moderna o también
denominado mejoramiento moderno comprende un conjunto de técnicas muy poderosas (el
microinjerto, la regeneracion, la variacion somaclonal, el cultivo de embriones y la
transformacion genética) que junto a la mejora clasica permitirdn la obtencion de
variedades élite optimizando tiempo, mano de obra y recursos econémicos (Gomez et al.,

2005).

La principal ventaja del mejoramiento moderno es que permite transferir material
genético de interés agrondmico superando la barrera de especie, y permitiendo utilizar
genes de gran interés que se encuentran en cualquier ser vivo. Actualmente se investiga
liberar variedades de durazno que son mas productivas, resistentes a herbicidas y plagas,
tolerantes a estrés ambiental y un sinnumero de otros valores fruto del mejoramiento

vegetal moderno (Serrano, 2005).

1.4.Cultivo in vitro



El cultivo in vitro se utilizd por primera vez a inicios del siglo XX, y es la base del
mejoramiento moderno. Este consiste en cultivar cualquier tejido vegetal en forma aséptica
y bajo condiciones contraladas (nutritivas y ambientales) de laboratorio. La
micropropagacion a nivel industrial, el cultivo de embriones maduros e inmaduros, la
regeneracion, la variacion somaclonal y la transformacion genética no se lograria sin el

cultivo in vitro (Pierik, 1987).
1.4.1. Cultivo de embriones

El cultivo de embriones, es el aislamiento y desarrollo de un embriéon inmaduro o
maduro in vitro y la consiguiente obtencion de una plantula. Hinning (1904) fue el primero
en obtener plantas viables de Crucifera a partir de embriones aislados y cultivados in
vitro. Turkey (1933) perfeccion6 el cultivo de embriones en cerezas dulces, luego de
muchas investigaciones la técnica fue perfeccionandose. Ya para 1945 el cultivo de
embriones fue utilizado como una herramienta muy util para eliminar dormancia en
semillas de durazno y también para obtener hibridos interespecificos e intergenéricos en

los programas de mejoramiento del durazno con mucho éxito (Pierik, 1987).
1.4.1.1.Cultivo de embriones maduros

El cultivo de embriones maduros provenientes de semillas maduras es
relativamente facil, y es utilizado para eliminar la dormancia en algunas las semillas y para
acelerar e incrementar el porcentaje de germinacioén. En general las condiciones de cultivo
no son muy estrictas, un medio nutritivo basal (agar, azicar y minerales) suele ser
suficiente; sin embargo, cuando se quiere reducir el tiempo de germinacion y aumentar la
eficiencia la misma se adiciona reguladores de crecimiento o varios compuestos quimicos.

El cultivo de embriones maduros ha sido muy utilizado en programas de mejoramiento de



durazno para generar patrones resistentes a nematodos y tolerantes a estrés ambiental (Lipe

y Crane 1966; Pierik, 1987; Cetinbas y Koyuncu 2006).

1.4.1.2.Cultivo de embriones inmaduros

El cultivo de embriones inmaduros o rescate de embriones, es una técnica utilizada
para evitar el aborto del embrion y recuperar una planta viable. Este tipo de cultivo es
extremadamente dificil debido a que es necesario tener extremo cuidado durante la
manipulacion del embrion, ademdas los requerimientos nutricionales para inducir su
germinacion y desarrollo son muy complejos. El éxito del cultivo de embriones inmaduros

depende fuertemente del estado de desarrollo del embridon cuando es aislado (Pierik, 1987).

El cultivo de embriones inmaduros ha sido utilizado en programas de mejoramiento
genético para rescatar hibridos interespecificos e intergenéricos con caracteristicas
agrondémicas importantes. La hibridacidon interespecifica e intergenérica en el durazno
exige el empleo del cultivo y rescate de embriones debido las berreras postcigéticas (mal
desarrollo del endospermo, aborto del embrion y caida del fruto) que se presentan

(Kukharchyk y Kastrickaya, 2006).
1.4.1.3.Factores que afectan el cultivo de embriones

El éxito del rescate de embriones depende basicamente del medio de cultivo a

utilizarse, el estado de desarrollo del embrion y las condiciones del cultivo.

En frutales varios medios nutritivos de tipo sélido han sido utilizados con relativo
éxito, entre los mas importantes estdn: Medio Gilmore y Monet (George et al., 1987),
Medio Brooks y Hough (Scorza y Sherman, 1996). Medio para plantas lefiosas (Lloyd y

McCown, 1981), Medio MS y el modificado (Murashinge y Skoog, 1962). Estos



presentan propiedades semejantes como pH que va de 5.0 a 6.0, la sacarosa como fuente de
energia que va desde un 2 hasta el 12%, el agar que va del 0.6 a 0.8%. Muchas
investigaciones reportan que la adicion de reguladores de crecimiento como 6-BA (6-
benzil-aminopurina), IBA (acido indol butirico) e IAA (&cido 3-indol acético) tienen un
efecto positivo en la germinacion y desarrollo de embriones maduros e inmaduros,

especialmente en especies del género Prunus (Liu, 2006; Kuden et al., 1999).

El estado de desarrollo del embrion es un factor importante en el éxito del rescate
de embriones. Un embrién en estados muy tempranos de desarrollo es casi imposible que
germine in vitro, pero embriones con un estado de desarrollo intermedio en adelante

pueden germinar con relativa facilidad (Pierik, 1987).

Los factores ambientales como el oxigeno, la luz y la temperatura se deben tomar
en cuenta durante el cultivo de embriones. Los requerimientos de oxigeno aparentemente
son mayores que la concentracion que existe en el aire (Monnier 1980). En cuanto a la luz,
muchas veces los embriones aislados necesitan ser cultivados en oscuridad por 7 a 14 dias
y después ser transferidos a la luz lo que permitira la formacion de clorofila. Finalmente la
temperatura Optima para el cultivo de embriones normalmente va 22 a 28 °C. Sin embargo,
embriones de frutales como el durazno, la manzana y los perales requieren tratamientos
previos de frio (2 y 4°C por varias semanas) para romper la dormancia y germinar

(Anderson et al., 2002).

1.4.1.4.Aplicaciones practicas del cultivo de embriones

Dentro de las aplicaciones practicas del cultivo de embriones encontramos: Eliminar la
inhibicion de germinacion de semillas y germinar semillas parésitas, generalmente es
imposible obtener germinacion in vivo, por lo que el cultivo de embriones in vitro es

esencial. Acortar el ciclo de fitomejoramiento, en especies frutales donde las semillas



muestran dormancia debido a la acumulacién de 4cido abscisico (ABA) en sus tejidos, el
remover estos tejidos y cultivar al embrion in vitro, éste presenta germinacion inmediata

(Pierik, 1987).

También el cultivo de embriones es empleado para la produccion de haploides, por
ejemplo: en los cruces de Hordeum vulgare x H. bulbosum, la fertilizacién ocurre, pero
inmediatamente después los cromosomas de H. bulbosum son eliminados. Como resultado
se obtiene un embrién haploide de H. vulgare que germina solo mediante el cultivo de
embriones. Después se duplica los cromosomas y se obtiene un homocigoto de H. vulgare.
Prevencion de aborto de embriones en frutales de hueso que presentan maduracion
temprana, en estos el flujo de nutrientes y agua hacia el embrion es cortado, produciéndose

el aborto del mismo (Pierik, 1987).

Otra aplicacién importante esta destinada a evitar el aborto de embriones como
resultado de incompatibilidad en cruces interespecificos, intergenéricos y entre diploides y
tetraploides. Generalmente estos cruces presentan aborto del embridon en cualquier estado
de desarrollo, mal desarrollo del endospermo y caida del fruto, de ahi la importancia del
cultivo de embriones. Finalmente, el cultivo de embriones es empleado en propagacion
vegetativa, por ejemplo los embriones de Gramineae y Coniferae son generalmente usados
como una fuente de material para propagacion vegetativa. El objetivo es la formacion de
callo y luego una induccion hacia la generacion de embriones somaticos, lo cual es

relativamente sencillo en estos géneros (Pierik, 1987).
1.4.2. Investigaciones realizadas en cultivo de embriones en durazno

En la actualidad se encuentra gran cantidad de trabajos sobre rescate de embriones
en durazno. Embriones producto de la hibridacion en cultivares de maduracion temprana

germinaron exitosamente en medios cultivo Brooks y Hough, Gilmore, Monet y Woody



Plant (Jeegool y Boonprakob 2004). Otros trabajos se han basado en eliminar la dormancia
y estimular el desarrollo de embriones maduros e inmaduros del durazno combinando
tratamientos de frio o adicionando varios compuestos quimicos (citoquininas, auxinas,
giberelinas, nitrato de potasio y tiourea) previos a la germinacion (Tukey, 1933, Liu, et al.,

2007).

Producto de estos trabajos se han obtenido cultivares hibridos interespecifcos entre
durazno con almendras (P. amygdalus), albaricoques (P. americana) y ciruelas (P.
domestica), con caracteristicas importantes como tolerancia a heladas, adaptabilidad a
suelos pobres y secos, menores requerimientos de frio, alta calidad de frutos entre otras.
Los programas mas intensivos de mejoramiento genético en durazno en paises como:
China, Italia, Espana, Estados Unidos, Japon, Turquia han empleado el cultivo y rescate de
embriones como una herramienta muy util para la obtencion de nuevas variedades de

durazno (Serrano, 2005).

En esta investigacion se evaluo el efecto de la temperatura, medios de cultivo y
concentracion de reguladores de crecimiento sobre la germinacion de embriones cigoticos
de durazno var. Diamante. Los resultados mostraron de manera significativa que los
embriones cultivados en medio AM suplementado con 1mgL™" de BAP, con tratamiento de
frio a 4°C por 40 dias tuvieron el promedio de germinacion mas alto (84%). Ademas, se
proboé dos tratamientos para enraizar, obteniendo generacion de raices en ambos
tratamientos. Finalmente, se aclimaté plantulas provenientes del experimento de
germinacion teniendo un porcentaje de sobrevivencia del 80%. Este protocolo fue
empleado para germinar embriones de un cruce entre las variedades de durazno Diamante

x Florida, teniendo un promedio de germinacion del 61%.

2. Objetivo General



Determinar el efecto de la temperatura, medios nutritivos y de reguladores de crecimiento
en la germinacién de embriones cigéticos de durazno Prunus persica var. Diamante in

vitro.

3. Objetivos Especificos

* Evaluar el efecto de la interaccion entre la temperatura, medios nutritivos y reguladores
de crecimiento en la germinacion de embriones de durazno.

* Probar concentraciones de auxinas para la induccion de raices de retofios de durazno.

* Establecer un proceso de aclimatacion para plantas generadas a partir de la
germinacion de embriones in vitro de durazno.

* Probar si el mejor tratamiento obtenido en la germinacion de embriones de durazno es
util para germinar embriones obtenidos a partir de cruces entre las variedades de

durazno Diamante x Florida.

4. Justificacion



El Ecuador es un pais eminentemente agricola, posee un sinnimero de pisos
climaticos que favorecen el cultivo de una diversidad de productos agricolas durante todo
el afio. Pese a las ventajas climdaticas, nuestro pais no se destaca por ser un gran productor
agricola especialmente en especies frutales como el durazno, la manzana y la pera. De
cinco mil hectareas de durazno que se cultivaban hasta el 2002, esta cifra se ha reducido a
cerca de mil hectareas a inicios del afio 2009 (Wilson Vasquez, comunicacion personal

INIAP).

Los altos costos de produccion, la falta de capacitacion de productores sobre
manejo agronomico, la falta de renovacion de las variedades y el abandono por parte de las
autoridades son las causas posibles que han obligado a dejar de lado la produccion de esta
importante fruta, obligando a su importacion desde paises como Chile y Estados Unidos

(Duarte, 2005).

Las variedades que se cultivan en el Ecuador no han sido renovadas y por ende no
pueden competir con la calidad del producto de origen chileno o americano. El mercado
ecuatoriano estd obligado a consumir producto importado ya sea para consumo en fresco
asi como procesado. La ventaja climatica que posee el Ecuador sobre Chile, Estados
Unidos y otros paises con cuatro estaciones, mds un programa intensivo de manejo
agrondmico y mejoramiento genético del durazno, convertiria al Ecuador en un productor

importante de este frutal (Duarte, 2005).

La presencia de fruta chilena y americana en el Ecuador indica que hay una
demanda interna insatisfecha, la que se podria cubrir a corto plazo mediante el incentivo de
la produccion de variedades élite o nuevas variedades de durazno obtenidas internamente
(Duarte, 2005). La mejora clasica estd limitada en la obtenciéon de nuevas variedades

debido a las barreras sexuales, la poca variabilidad dentro de los cultivares y ademas del



tiempo, mano de obra y dinero requerido para este fin (Goémez et al., 2005). De aqui que es
indispensable la utilizacion de técnicas modernas de fitomejoramiento. El cultivo de
embriones es empleado para rescatar embriones hibridos fruto de cruces interespecificos y
germinar embriones de variedades con bajos requerimientos de frio cultivados en el
Ecuador, abriendo un abanico de posibilidades para la obtencion de nuevos cultivares en el

durazno.

La importancia del presente trabajo de investigacion radica en que se determind el
efecto de tres variables (temperatura, medios de cultivo y reguladores de crecimiento) en la
germinacion de embriones cigoticos de durazno var. Diamante. Ademas, se probd periodos
de induccion de raices en retofios de durazno, también se establecid un proceso de
aclimatacion para plantas generadas a partir de la germinacion de embriones in vitro de
durazno. Esta investigacion establece una metodologia de cultivo de embriones que podra

ser utilizada en programas de mejoramiento genético del durazno en el Ecuador.

5. Area de estudio

Este proyecto se llevo a cabo en dos areas. La colecta de semillas y las

polinizaciones se llevaron a cabo en la plantacion San Felipe, ubicada en la Hacienda



Conrraqui, en las inmediaciones de Ibarra (Lat. 0.35° Long. -78.11° y 2192 msnm.),
mientras que los procedimientos de cultivo in vitro se los realizo en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito. Campus Cumbaya,

Ecuador.

6. Materiales

6.1.Material Vegetal

Semillas de durazno de la variedad Diamante provenientes de la plantacion San Felipe,

ubicada en la Hacienda Conrraqui, en las inmediaciones de Ibarra.
6.2.Liberacion del cuesco y desinfeccion de las semillas
Prensa para romper el cuesco
Solucion de alcohol potable al 70%
Solucion de Hipoclorito de Sodio 1,25 %
Tween 20
Cémara de flujo laminar LABCONCO Horizontal Clean Beanch
6.3.Medios de cultivo utilizados para el cultivo de embriones de durazno

Medio MS (Murashinge y Skoog, 1962) suplementado con 30gL™ de sacarosa, 7gL" de
agar, pH 5,8.
Medio AM (1/2 concentracion de sales que MS) suplementado con 30gL™ de sacarosa,

7gL'1 de agar, pH 5,8.

Medio WP (Lloyd y McCown, 1981) suplementado con 20gL™" de sacarosa, 6gL" de agar,

pH 5,8.



6.3.1. Reguladores de crecimiento utilizados
Benzil amino purina (BAP) 0.5, 1.0, 4.0 mgL™"' (SIGMA)
Acido indol butirico (IBA) 0.5 mgL™" (SIGMA)
Acido 3-indol acético (IAA) 0,5 mgL" (SIGMA)
6.4.Medio de Enraizamiento

Medio MS (Murashinge y Skoog, 1962) con 30gL" de sacarosa, 7gL' de agar, con pH 5,8

y suplementado con 3mgL™" de IBA.
6.5. Tratamiento de Frio

Camara de frio de la planta de alimentos de la Universidad San Francisco de Quito

regulada a 4°C +- 2°C.
6.6.Aclimatacion

Vasos de plastico 12 onzas

Fundas plésticas transparentes

Sustrato Vermiculita y Turba (1:1)

Fundas negras de vivero

6.7.Emasculacion y Polinizacion
Ramas en estadio floral de las variedades Diamante y Florida
Cajas de Petri
Pinzas

Fundas de papel



7. Metodologia

7.1.Disefio del Experimento

Reportes anteriores indican que un tratamiento de bajas temperaturas (4 a 6°C), medios de
cultivo y reguladores de crecimiento estimulan la germinacién y desarrollo de embriones
de durazno. En base a lo anterior, se quiso determinar el efecto que tiene tres factores sobre
la germinacion de embriones de durazno, para lo cual se realizd un disefio experimental
dispuesto en bloques completas al azar (DBCA). Los bloques fueron las temperaturas (4 y
18°C), medios de cultivo con tres niveles (AM, MS y WP) y concentraciones hormonales
con cinco niveles (0, 0.5ppmBAP, 1ppmBAP, 4ppmBAP+0.5ppmIAA, 4ppmBAP+
0.5ppmIBA). Se corrid un factorial completo 3 x 5 con tres réplicas en cada bloque (Tabla

2).

7.2.0btencion de Semillas de Durazno var. Diamante

Las semillas de durazno fueron obtenidas de frutos recién cosechados provenientes
de la plantacion San Felipe ubicada en la hacienda Conrraqui en la provincia de Imbabura.
El mesocarpo fue removido de los frutos y se liberd las semillas, éstas fueron lavadas con
agua corriente para eliminar residuos de pulpa existentes. Ya en el laboratorio con ayuda

de una prensa se elimino el endocarpo y se liber6 la semilla.

7.2.1. Desinfeccion de semillas de durazno

Una vez liberadas las semillas, se realiz6 un lavado con agua destilada para
eliminar pequenos residuos del endocarpo que se pudieron quedar. Se coloco las semillas
en un frasco de vidrio con tapa y se llevo dentro de la camara de flujo laminar para iniciar
con la desinfeccion. Se agregd al frasco que contenia las semillas, 150mL de alcohol al
76%, se las mantuvo alli por 5 minutos y luego se eliminé el alcohol. A continuacién se

puso 150mL de hipoclorito de sodio al 1,25% por 20 minutos con agitaciéon constante y



posteriormente se lavo las semillas con agua destilada estéril por cuatro ocasiones. Por
ultimo se hidrato las semillas desinfectadas con agua destilada estéril por veinticuatro

horas (Anexol).
7.2.2. Siembray germinacion de embriones de durazno

Después de la hidratacion de las semillas y dentro de la cdmara de flujo laminar, el
agua fue retirada. Se procedio a eliminar la cubierta seminal con ayuda de pinzas, bisturi y
papel toalla, acto seguido los embriones sin la cubierta seminal fueron sembrados en los
diferentes medios nutritivos que se iban a probar (20 embriones por tratamiento). Todo el
experimento fue puesto a un periodo de estratificacion (4°C) por 40 dias, luego del cual los
frascos que contenian los embriones fueron puestos en el cuarto de cultivo (fotoperiodo 16
horas luz/8 horas oscuridad) para que puedan germinar. Una réplica del mismo
experimento fue puesto directamente en el cuarto de cultivo (sin tratamiento de frio).
Treinta dias después de la incubacion de los embriones en el cuarto de cultivo, se tomo
datos sobre porcentajes de germinacion y caracteristicas de crecimiento de las plantulas

como: numero de raices, nimero de hojas y altura del tallo de los dos ensayos (Anexo 2).

7.3.Enraizamiento In Vitro

Las plantulas, del experimento de germinacion de embriones, que no produjeron
raices fueron sujetas a dos tratamientos de induccion de raices. El primer tratamiento
consistid en la induccion de raices por un periodo de 8 dias en medio MS basal que
contenia 3mgL™" IBA, y el otro fue un periodo de induccion de raices por 16 dias en MS
basal mas 3mgL™' IBA. Ambos tratamientos fueron llevados en un fotoperiodo de 16 horas

luz/8 horas oscuridad y una temperatura de 18 a 20°C. Luego de estos periodos de tiempo,



las plantas fueron trasplantadas a medio MS basal para que se complete la regeneracion y

crecimiento de las raices en el cuarto de cultivo (Anexo 3).

7.4.Aclimatacion

Después de seis semanas de germinacion de los embriones de durazno en el cuarto
de cultivo (fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad y una temperatura de 18 a 20°C),
se selecciono plantulas provenientes de semillas que fueron sometidas a estratificacion y de
semillas que no fueron sometidas a este periodo de frio. Se formd dos grupos, el grupo 1
con plantulas provenientes de semillas estratificadas y el grupo 2 con plantulas
provenientes de semillas sin estratificacion. La extraccion de las plantulas del medio de
cultivo y la siembra en vasos plasticos se llevo a cabo bajo condiciones asépticas dentro de

la cdmara de flujo laminar.

Primero, las plantas fueron extraidas del medio de cultivo con mucho cuidado, se
retir6 los restos de agar de las raices con una pinza y papel absorbente estéril, se lavo las
raices de dos o tres veces con agua destilada estéril. Por ultimo las plantas completamente
libres de agar fueron puestas en vasos plasticos con sustrato estéril (vermiculita y turba
1:1), luego fueron cubiertas con fundas plasticas para no cambiar las condiciones de
crecimiento in vitro de forma drastica y evitar la deshidratacion. Por tltimo las plantulas
fueron puestas en el cuarto de cultivo con fotoperiodo 16 horas luz/8 horas oscuridad y 18

a 20°C.

Una vez por semana se regé las plantulas con agua potable. Luego de tres semanas
de iniciado el proceso de aclimatacion, las fundas que cubrian a las plantulas fueron
abiertas ligeramente, una semana después se abrieron a la mitad y pasada la quinta semana

se retird la funda. Las plantulas fueron transferidas a fundas negras de vivero y puestas



dentro de un pequefio invernadero en el cuarto de cultivo por dos semanas mas, finalmente
las plantulas fueron llevadas al invernadero de la Universidad San Francisco de Quito

donde se determinoé el porcentaje de sobrevivencia en los dos grupos de estudio (Anexo 4).

7.5.Cruces Variedad Diamante x Variedad Florida y Viceversa.

Los frutos de la variedad Diamante se caracterizan por su resistencia a la
degradacion, mientras que los frutos de la variedad Florida son muy aceptados en el
mercado por el color roja de su piel, pero su degradacion es muy répida. Se realiz6 cruces
entre estas dos variedades con el fin de obtener embriones que podrian conjugar

positivamente estas caracteristicas importantes.
7.5.1. Coleccion de polen

El polen se colecto de flores bien desarrolladas con boton cerrado de las variedades
Diamante y Florida. Se colect6 las flores de ambas variedades individualmente, con una
pinza se separ6 las anteras de las flores colocandoles en una caja de Petri y se las puso en
un lugar fresco y seco hasta que las anteras liberen el polen. Una vez que se habia liberado

el polen, éste fue utilizado para las polinizaciones.
7.5.2. Emasculacion

Las flores de las variedades Diamante y Florida que se iban a utilizar como
hembras debieron estar cerradas, se selecciono flores de ramas periféricas y ubicadas en la
parte superior del arbol. Los estambres fueron eliminados con ayuda de una pinza evitando
que el carpelo sea dafiado. Las flores emasculadas no se protegieron porque la polinizacion

se realizé pocas horas después.

7.5.3. Polinizacion



Segin Moore (1993), el estigma se vuelve receptivo desde horas después de la
emasculacion hasta por un periodo de doce dias. La receptividad del estigma se notd por la
cantidad de polen que se adheria debido a la poca o mucha humedad que éste poseia.
Notando la receptividad del estigma se procedié a polinizar las flores emasculadas de las
dos variedades con ayuda del borrador de l4piz (el polen se adhiere facilmente al borrador
de lapiz, debido a esto, éste fue utilizado para inocular el polen en el estigma de las flores a
ser polinizadas). La polinizacion se llevo a cabo desde la media manana hasta las dos o
tres de la tarde. Las flores polinizadas fueron protegidas con fundas de papel periddico
(30cm x 13cm) sujetadas con clips, cada funda fue rotulada con la fecha de polinizacion y
el numero de flores que fueron polinizadas. Las ramas que tenian las flores polinizadas
fueron marcadas con cinta amarilla. Se identific6 como cruce A al que la variedad
Diamante fue tomada como padre y el cruce B al que la variedad Florida fue tomada como

padre.

Cada semana se observo el desarrollo de los frutos y tres meses después de la
polinizacion los frutos fueron colectados y llevados al laboratorio de la Universidad San

Francisco de Quito.

7.5.4. Siembra y germinacion de embriones de durazno provenientes

de los cruces realizados

Se removio el exocarpo de los frutos provenientes de ambos cruces, posteriormente
se removiod el endocarpo con una prensa. Una vez obtenidas las semillas, éstas siguieron el
mismo procedimiento de desinfeccion mencionado en el punto 7.2.1. La siembra de los
embriones obtenidos de los cruces se realizod de acurdo al procedimiento mencionado en el
punto 7.2.2. El tratamiento de germinaciéon empleado fue: periodo de frio a 4°C por 40

dias, seguido de una incubacion de 30 dias bajo condiciones del cuarto de cultivo



(fotoperiodo 16 horas/8 horas oscuridad) en Medio nutritivo AM suplementado con 1mgL"

! de BAP.
7.6.Analisis de Datos

Los datos de porcentajes de germinacion de embriones de la var. Diamante fueron
corregidos mediante una transformacién angular (arco sin(x)) y después analizados
mediante analisis de varianza (ANOVA), las diferencias entre medias fue analizado con el
método de diferencia minima significativa (LSD) (p< 0,001), usando STATGRAPHICS
CENTURION PROGRAM. Los parametros de crecimiento de las plantulas fueron

analizados bajo resumen estadistico, que comprende promedios y desviacion estandar.

8. Resultados

8.1.Colecta y siembra de semillas de durazno var. Diamante.

Se tuvo tres colectas de semillas de durazno variedad Diamante con un promedio de
750 semillas por colecta, cada una con un intervalo de tres meses aproximadamente. De
cada recoleccion se seleccion6 y utilizd 600 semillas para cada réplica del experimento

(Tabla 1). El disefio del experimento se muestra en la Tabla 2.
8.1.1. Germinacion de semillas de durazno var. Diamante

El porcentaje promedio de germinacion en todos los tratamientos vari6 entre el 36 y
el 84%, (Tabla 3). El analisis de varianza (Tabla 4), muestra los efectos principales y la
interaccion entre los factores. La temperatura tiene un efecto significativo sobre el

porcentaje de germinacion en semillas de durazno con un promedio de 50 y 70% en 18 y



4°C respectivamente (p<0,001). También se observo que los medios de cultivo utilizados
tienen un efecto significativo sobre el porcentaje de germinacion con promedios que vario
del 47 al 71% (p<0,001) (ver Figuras 1 y 2). El efecto de las hormonas no fue significativo
ya que se mantuvo promedios de germinacion entre el 50 y 66 % en cada concentracion de

hormonas (p>0,05).

Se encontré que hay un efecto de interaccidon positivo entre el factor temperatura y
medios de cultivo (p <0,001) (Tabla 4). El efecto de interaccion se puede ver en las
Figuras 3 y 4, cuando se pasa de 18°C a 4°C hay un aumento notable en el promedio de
germinacion para cada uno de los niveles del factor medios de cultivo, aunque la
proporcién de cambio no es igual para cada nivel de medios. La interaccion entre 4°C y

AM es la mas fuerte, incrementando el porcentaje promedio de germinacion del 60 al 84%.

La interaccion entre temperatura y hormonas no fue estadisticamente significativa

al igual que la interaccion entre medios y hormonas (p>0,05) (Tabla 4 y Figuras 5y 6).

Se encontr6 que las plantulas provenientes de embriones de durazno germinados en
los medios de cultivo AM y MS suplementados con 0,5mgL™" de BAP y 1 mgL™' de BAP y
que fueron puestos a 4°C produjeron mayor nimero de raices principales por plantula (2 y
2,4 raices) respectivamente comparado con el promedio de raices en las plantulas
obtenidas a 18°C (1,5 raices). El promedio mas alto en cuanto al nimero de hojas fue para
el tratamiento AM suplementado con 4mgL" de BAP + 0,5mgL" IBA con tratamiento de
4°C. El promedio de mayor longitud del tallo se obtuvo con el tratamiento en medio AM

suplementado con lmgL'1 de BAP (2,9 cm) (Tabla 5).
8.2.Enraizamiento de retofios

Se encontrd que tanto el tratamiento de induccidn de raices por ocho dias y dieciséis dias

en medio MS suplementado con 3mgL™" de IBA presentaron regeneracion de raices en un



83 y 100% respectivamente, con 4,6 y 5,5 raices por explante (Tabla 6). Estadisticamente
la diferencia en el promedio de raices que se obtuvo en cada tratamiento fue significativo
(p>0,05) (Tabla 7). Sin embargo, visualmente se not6 que el tratamiento de induccion de
raices por 16 dias produjo raices mas gruesas y largas comparado con el tratamiento de
induccion de raices por 8 dias, también se present6 la formacion de callo en la base de los

explantes en pequena cantidad en ambos tratamientos (Figuras 9, 10 y 11).

8.3.Aclimatacion
8.3.1. Aclimatacion de plantulas de durazno var Diamante

provenientes del ensayo de germinacion

El grupo 1 (plantas provenientes de embriones sometidos a 4°C) presentd un
porcentaje de sobrevivencia del 80%, mientras que el grupo 2 (plantas provenientes de
embriones sin tratamiento de frio) presentd una sobrevivencia del 50 % (Tabla 8 y Figuras
13 y 14). En las primeras etapas de aclimatacion se observo que tanto el grupo 1 como el 2
presentaron plantulas arrosetadas, pero en diferente proporcion siendo el grupo 2 donde se
presentd6 mayor nimero de plantas con esta caracteristica (50%) comparado al grupo 1
(33%) (Figura 12). Este fendmeno estuvo caracterizado por entrenudos cortos en donde
las hojas crecian unas sobre otras. Aproximadamente un mes después de aclimatacion, el
arrosetamiento empezo6 a desaparecer ya que el tallo principal o uno de los brotes laterales
iniciaban un crecimiento normal, con entrenudos largos y crecimiento rapido. En cuanto a

la aclimataciéon de embriones hibridos, se tuvo un 80% de sobrevivencia y un



arrosetamiento del 30 %, que igualmente fue perdiéndose conforme avanzo el proceso de

aclimatacion.

8.4.Germinacion de Embriones Provenientes de los Cruces Diamante x

Florida

De los cruces Diamante x Florida (cruce A) y Florida x Diamante (cruce B) realizados se
obtuvo 35 y 25 frutos, teniendo un éxito de polinizacion del 14 y 7 por ciento
respectivamente (Tablas 9 y 10). Luego de ser sometidos los embriones a un periodo de
estratificacion (40 dias a 4°C en medio AM suplementado con IppmBAP) y
posteriormente a condiciones del cuarto de cultivo (fotoperiodo 16h luz/8h oscuridad y de
18 a 20°C) para su germinacion, se obtuvo para el cruce A un 72% de germinacion y para

el cruce B 50% (Tabla 11 y Figuras 7y 8).

9. Discusion

9.1.Germinacion de Embriones de Durazno var. Diamante

La diferencia significativa que se encontré en la germinacion de embriones de
durazno, a 4°C (70%) y a 18°C (50%), muestra que un tratamiento de frio sobre éstos
incrementa el porcentaje de germinacion. Reportes anteriores demuestran que la mayoria
de semillas de especies del género Prunus entran en un periodo de dormancia luego de que
¢éstas son cosechadas. Piaggessi, et al., (1991) encontraron que durante el desarrollo de las
semillas de durazno, éstas acumulan acido abscisico (ABA) en sus tejidos (en cubierta
seminal o testa, en cotiledones e incluso en el mismo embrién) y que aumenta la
concentracion en la tltima etapa de desarrollo de la semilla. Normalmente las semillas de
durazno (Prunus pérsica) requieren un periodo de frio de entre 10 y 12 semanas para
romper la dormancia y permitir la germinacion (Tukey, 1933), en este periodo el embrién

sintetiza instantaneamente acido geberélico (GA), el cual promueve e incrementa la



actividad enzimatica en el embrion, mientras que la concentraciéon de ABA en los tejidos
de la semilla se reduce, permitiendo el inicio de la germinacion (Cetinbas y Koyuncu,

2006).

Anderson, et al. (2002) obtuvieron un promedio de germinacion del 97% utilizando
semillas de durazno var. Diamante desprovistas de la cubierta seminal cuando éstas fueron
sometidas por 45 dias a 5°C, mientras que en la presente investigacién se obtuvo un
resultado similar (84%) con embriones de la misma variedad desprovistos de la cubierta
seminal y que fueron sometidos 4°C por 40 dias en medio nutritivo AM. Esto demuestra
que la dormancia de los embriones de durazno es eliminada por la aplicacion de un
pretratamiento de frio, ratificando los resultados de trabajos anteriores (Tukey, 1933;

Jeegool y Boonprakob 2004; Kukharchyk y Kastrickaya, 2005).

La reduccion del periodo de estratificacion necesario para eliminar la dormancia de
semillas de durazno de entre 10 y 12 semanas (Tukey, 1933) a cerca de un mes y medio
que se reporta en el presente trabajo, se debe a que al remover la cubierta seminal de las
semillas, también se elimina una parte importante de ABA que se encuentra en esta
estructura (Lipe y Crane, 1966), por ende el periodo de frio necesario para que se reduzca
la concentracion de ABA y se promueva la germinacion se reduce a la mitad del periodo
normalmente requerido. Cetinbag M., Koyuncu (2006) reportaron que semillas de Prunus
avium L. germinan en mayor porcentaje cuando se removio la testa de la semilla (80% de
germinacion) comparado con semillas a las que no se retir6 la testa (57% de germinacion),
esta diferencia se debe a que la testa o cubierta seminal tiene una accion reguladora sobre
la germinacion y cuando esta estructura es eliminada una serie de factores quimicos y

fisiologicos activan los procesos de germinacion.



En lo que tiene que ver con los medios de cultivo probados, se encontré que el
medio nutritivo AM present6 el promedio mas alto de germinacion (72%) comparado con
MS (60%) y WP (47%). La diferencia obtenida entre los medios utilizados estaria
relacionada con su concentracion de sales. Liu, et al., (2007) reportaron que el medio de
cultivo AM present6 un promedio de germinacion del 90% en embriones de durazno. La
razon podria ser que los embriones de durazno prefieren medios con una moderada
concentracion de sales para germinar en forma adecuada, también Jeegool y Boonprakob,
(2004) encontraron que el medio BH (Brooks y Hough 1958), el cual posee baja
concentracion de sales promovié un alto porcentaje de germinacion en duraznos y
nectarinas con plantulas con abundantes raices, caracteristicas muy importantes que son
necesarias en cualquier programa de mejoramiento genético. De ahi que la interaccion
positiva entre la temperatura (4°C) y el medio de cultivo AM se manifiesta como un

incremento en la germinacidon de embriones de durazno.

En cuanto a los reguladores de crecimiento probados, éstos no influyeron de
manera significativa en la de germinacién de embriones de durazno, esto de ninguna
manera quiere decir que los efectos de tratamientos con distintas concentraciones
hormonales son iguales, sino mas bien que las diferencias encontradas entre los
tratamientos son muy reducidas y que estadisticamente no se pudieron detectar. Sin
embargo, se noté una diferencia en el promedio de germinacién entre tratamientos con
hormonas versus los sin hormonas, tanto a 4°C como a 18°C, siendo mayor el promedio de
germinacion en los tratamientos con hormonas. Esto indicaria que la adicion de
citoquininas promueve la germinacion de embriones de durazno, pero este efecto no se ve
reforzado por la concentracion de éstas. Concentraciones moderadas de citoquininas (0,5 —
ImgL™") promueven la divisién celular y aceleran la germinaciéon de semillas, ademas

contrarrestan el efecto de dormancia provocado por la acumulacion de ABA en la semilla



(Lipe y Crane, 1966; Jeegool y Boonprakob, 2004; Liu, et al., 2007). En forma separada se
corri6 un ensayo pequefio en donde se probd 0,5mgL™ de GAjz para medir el efecto que
este tenia sobre la germinacion de embriones de durazno; sin embargo, no hubo

diferencias en el promedio de germinacion con y sin GAs.

En cuanto a los parametros de crecimiento que presentaron las plantulas obtenidas
de la germinacion de embriones de durazno, se notd que no existe un tratamiento inico en
donde se encuentre plantulas que se diferencien notablemente con mayor nimero de raices,
de hojas y mayor altura de tallo. Lo que si esta claro es que los tratamientos con altas
concentraciones de citoquininas (>1mgL'BAP) y bajas de auxinas (0,5mgL™" IBA e IAA)
estimularon el desarrollo de brotes laterales, mayor nimero de hojas aunque pequefias,
pero inhibieron la iniciacion radicular en las plantulas obtenidas de la germinacion de
embriones de durazno. Por otra parte los tratamientos con bajas concentraciones de
citoquininas y nada de auxinas no presentaron desarrollo de brotes laterales, ni hojas
pequeiias, pero presentaron buena formacion de raices de las plantulas y mayor altura de

tallo.

Trabajos anteriores reportaron que una combinacion alta de citoquininas
(especialmente 6-BA) y baja de auxinas (IBA e IAA) estimul6 el crecimiento de brotes
laterales e inhibid la generacion de raices en explantes de durazno, pero en concentraciones
bajas de citoquininas los explantes presentaron mayor longitud de tallo, hojas normales y
buena formacion de raices (Pierik, 1987; Jeegool y Boonprakob, 2004). Fisiologicamente y
en funcion de la concentracion de citoquininas, éstas estan involucradas en varias
funciones celulares como: promover la division celular, acelerar la germinacion en semillas

que han entrado en dormancia, estimular el crecimiento meristematico y el desarrollo de



brotes laterales. Si el objetivo es la obtencion de plantulas completas seria indispensable
emplear tratamientos con baja concentracion de citoquininas, pero si el fin es la
micropropagacion de una variedad élite de durazno, los tratamientos a utilizar serian con

una combinacion alta de citoquinias (BAP) y baja de auxinas (IBA e IAA).

9.2.Enraizamiento de Retoiios.

El proceso de induccion de raices fue exitoso, con resultados similares a los encontrados
por Kalinina y colaboradores (2007), quien sometid6 a induccion de raices a varios
explantes de especies del género Prunus con periodos de 4 hasta 28 dias en medio AM
suplementado con 3mgL™ de IBA y Ning et al. (2007), quienes probaron tratamientos de
induccion de raices con 2,5 y 5 mgL™ IBA con una formacién de raices del 80% y con un

promedio 5 raices por explante en Prunus mume “Xue mei”.

Dentro del género Prunus hay especies que requieren periodos cortos (4 a 8dias)
para inducir raices como: P. americana, P.x cistena, P. tomentosa, P. triloba, P. virginiana
vy P. pérsica v. GF305 y también variedades que requieren periodos largos (8 a 28 dias)
para inducir raices como: P. serrulata ‘Kwanzan’, P. sargentii and P. laurocerasus
(Kalinina et al. 2007). Por los resultados obtenidos en los dos tratamientos de induccion de
raices, la variedad Diamante puede ser identificada dentro del grupo que necesita periodos
largos para inducir raices. Esto se confirma ya que en un ensayo separado se someti6 a un
periodo de induccion de raices a explantes de la var Diamante durante cuatro dias en medio

MS suplementado con 3mgL™" de IBA sin obtener resultados favorables.

En los dos tratamientos utilizados (8 y 16 dias de induccion) se presentd una
pequeiia formacion de callo en la base del los retofios, es posible que se deba a la

concentracion de IBA o al tiempo de induccion al que fueron sometidos los retofios. Si



bien las especies de enraizamiento tardio presentan normalmente formacion de callo como
lo reportan Kalinina et al., (2007), se podria probar concentraciones menores a 3mgL™ de
IBA o de igual manera se podria disminuir los periodos de induccion de raices y comparar

estos resultados con los obtenidos en esta investigacion.

9.3.Aclimatacion de Plantulas Provenientes del Ensayo de Germinacion de

Embriones de Durazno var Diamante.

La tasa de sobrevivencia de las plantas (80 y 50%) que se encontr6 en los grupos 1y 2 esta
dentro del rango aceptable de sobrevivencia que ocurre en un proceso de aclimatacion
(Ponce y Monter, 2009). EI porcentaje mayor de arrosetamiento que se presentd en el
grupo 2 de plantas se debe directamente a la falta de estratificacion de las semillas
reportado por Moore (1993). Las plantulas arrosetadas al parecer presentan un nivel
considerable de ABA, el cual estd inhibiendo el normal desarrollo del tallo y que con el
tiempo éste desaparece, permitiendo un correcto desarrollo de la plantula. La
estratificacion al igual que compuestos quimicos como el acido giberélico, el nitrato de
potasio asi como la tiotrea reducen los niveles de ABA o lo inactivan (Lipe y Crane

1966; Cetinbas y Koyuncu 2006).
9.4.Cultivo de Embriones Provenientes de los Cruces Diamante x Florida.

El éxito de la polinizacion que se obtuvo en los cruces en este trabajo se encuentra dentro
del margen aceptable 10 al 40 por ciento segin Moore (1993). Especificamente en el cruce
A se tuvo un 14% de éxito de fertilizacion, que es el doble de lo que se obtuvo para el
cruce B, aparentemente esto pudo deberse a diferencias que pudieron existir en cuanto a la

fertilidad del polen de las dos variedades utilizadas. El cruce B, que fue el menos eficiente



donde la variedad Florida fue utilizada como padre posiblemente tenga una reducida
viabilidad de polen. Otra causa pudo ser la poca experiencia en el manejo de
polinizaciones en variedades de durazno y por ende errores en cuanto a interpretar la

receptividad del estigma y el punto exacto para realizar la polinizacion.

10. Conclusiones y Recomendaciones

10.1. Conclusiones

Se determind que un periodo de estratificacion de embriones de durazno sin
cubierta seminal por 40 dias a 4°C vy la incubacion bajo condiciones del cuarto de cultivo
(fotoperiodo 16h luz/8h oscuridad) en medio nutritivo AM suplementado con ImgL™" de
BAP incrementa significativamente su germinacion. Se notd que la eliminacion de la
cubierta seminal en las semillas redujo el periodo de incubacidn para eliminar la dormancia

de 12 semanas reportado anteriormente a 6 semanas.

El medio nutritivo AM tuvo el promedio mas alto de germinacion de embriones de
durazno, debido a que su moderada concentracion de sales crea condiciones favorables

para la germinacion y desarrollo de embriones de durazno.

Los resultados no mostraron una interaccion significativa entre los factores
temperatura y hormonas, ni entre los factores medios y hormonas que afecten de manera
significativa la germinacién de embriones de durazno. Sin embargo, fisiologicamente los
reguladores de crecimiento tienen efectos positivos sobre la germinacion y desarrollo de

embriones de durazno, pero en este trabajo su efecto estadisticamente no se pudo detectar.

El mejor tratamiento identificado permitié germinar embriones con una eficiencia

del 60%. Por lo que se puede afirmar que el protocolo de germinacion de embriones



descrito en esta investigacion puede ser utilizado para el cultivo y rescate de embriones de

durazno en futuros programas de fitomejoramiento.

Se determind que el tratamiento mas efectivo para el enraizamiento de retofios de
durazno es cultivar a éstos por un periodo de 16 dias en medio MS + 3mgL™" de IBA, en
base al numero de raices por retoiio, grosor y longitud de éstas. Por ultimo, se logro
aclimatar plantas de durazno obtenidas a partir de semillas germinadas in vitro teniendo

una alta tasa de sobrevivencia.



10.2. Recomendaciones

Se recomienda emplear esta metodologia de cultivo de embriones en programas de
mejoramiento genético del durazno, donde la hibridacion interespecifica presente

inconvenientes en cuanto al normal desarrollo del embrion.

Se recomienda emplear el tratamiento de induccion de raices en retofios de durazno
estandarizado en esta investigacion para programas de micro propagacion donde el

objetivo sea generar clones de una variedad ¢élite de durazno.

Seria importante realizar ensayos combinando reguladores de crecimiento como
citoquininas y giberelinas, debido a que se encontr6 varios trabajos donde reportan que la
combinacion de estas hormonas tiene efectos positivos en la germinacién de embriones de

durazno.

En lo que tiene que ver con la obtencion de hibridos, seria de gran importancia que
antes de realizar cruces entre variedades se realice pruebas de viabilidad de polen, esto

determinara si es factible o no el cruce entre variedades determinadas.
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12.1 Tablas

Tabla 1 Colecta y utilizacion de semillas de durazno provenientes de la plantacion San

Felipe, ubicada en la Hacienda Conrraqui en Ibarra

Numero de
Colectas semillas Fecha de colecta | Numero de semillas utilizadas | Fecha de desinfeccion
1 700 02/02/2009 600 11/02/2009
2 750 04/05/2009 600 13/05/2009
3 800 22/08/2009 600 01/09/2009

Tabla 2 Diserio experimental del proyecto (disefio de bloques completos al azar DBCA).
Muestra la forma en que estuvo arreglado el experimento, con dos bloques (4 y 18°C), tres medios
de cultivo (AM, MS y WP) y cinco concentraciones hormonales (0, 0.5ppmBAP, 1ppmBAP,




4ppmBAP+0.5ppmIAA, 4ppmBAP+0,5ppmIBA). En total se tienen treinta tratamientos con veinte
semillas por cada uno.

Temperatura Medios de cultivo Hormonas Numero de semillas
0 20
0,5ppmBAP 20
AM IppmBAP 20
4ppmBAP+0,5ppmIAA 20
4ppmBAP+0,5ppmIBA 20
0 20
0,5ppmBAP 20
18°C MS 1ppmBAP 20
4ppmBAP+0,5ppmIAA 20
4ppmBAP+0,5ppmIBA 20
0 20
0,5ppmBAP 20
WP IppmBAP 20
4ppmBAP+0,5ppmIAA 20
4ppmBAP+0,5ppmIBA 20
0 20
0,5ppmBAP 20
AM IppmBAP 20
4ppmBAP+0,5ppmIAA 20
4ppmBAP+0,5ppmIBA 20
0 20
0,5ppmBAP 20
4°C MS 1ppmBAP 20
4ppmBAP+0,5ppmIAA 20
4ppmBAP+0,5ppmIBA 20
0 20
0,5ppmBAP 20
WP IppmBAP 20
4ppmBAP+0,5ppmIAA 20
4ppmBAP+0,5ppmIBA 20

Tabla 3 Medias por Minimos cuadrados para % Germinacion con intervalos de confianza del
95%. Muestra los promedios acumulados de germinacion de embriones de durazno para
temperaturas, medios de cultivo y reguladores de crecimiento utilizados en el ensayo. También,
presenta el promedio acumulado debido al efecto combinado de los factores analizados. Se




observa que los mayores promedios de germinacidon se obtienen con un tratamiento a 4°C en
medio AM.

Nivel Casos | Media | Error Estandar. Limite Inferior | Limite Superior
Media Global 90| 59,74

Temperatura

18°C 451 50,32 2,95 44,43 56,21
4°C 451 69,17 2,95 63,28 75,06
Medios

AM 30| 71,63 3,61 64,41 78,84
MS 30 60,37 3,61 53,16 67,59
WP 30| 47,23 3,61 40,01 54,45
Hormonas

0,5ppmBAP 18| 60,38 4,66 51,07 69,70
IppmBAP 18| 56,37 4,66 47,06 65,69
4ppmBAP+0,5ppmIAA 18| 65,75 4,66 56,44 75,06
4ppmBAP+0,5ppmIBA 18| 65,96 4,66 56,64 75,27
sin Hormonas 18] 50,26 4,66 40,94 59,57
Temperatura por Medios

18°C,AM 15| 59,25 5,10 49,04 69,45
18°C,MS 15| 43,84 5,10 33,64 54,04
18°C,WP 15| 47,87 5,10 37,67 58,08
4°C,AM 15| 84,01 5,10 73,80 94,21
4°C,MS 15| 76,91 5,10 66,70 87,11
4°C,WP 15| 46,59 5,10 36,38 56,79
Temperatura por Hormonas

18°C,0,5ppmBAP 91 50,064 6,59 37,47 63,82
18°C,1ppmBAP 9| 40,16 6,59 26,98 53,33
18°C,4ppmBAP+0,5ppmIAA 9| 60,83 6,59 47,66 74,01
18°C,4ppmBAP+0,5ppmIBA 9| 63,80 6,59 50,63 76,97
18°C,sin Hormonas 91 36,17 6,59 22,99 49,34
4°C,0,5ppmBAP 91 70,12 6,59 56,95 83,30
4°C,1ppmBAP 91 72,59 6,59 59,42 85,76
4°C,4ppmBAP+0,5ppmIAA 9| 70,67 6,59 57,49 83,84
4°C,4ppmBAP+0,5ppmIBA 91 68,11 6,59 54,94 81,28
4°C,sin Hormonas 9] 64,34 6,59 51,17 77,52
Medios por Hormonas

AM,0,5ppmBAP 6| 68,63 8,07 52,50 84,77
AM,1ppmBAP 6| 70,42 8,07 54,28 86,55
AM,4ppmBAP+0,5ppmIAA 6| 74,58 8,07 58,45 90,72
AM,4ppmBAP-+0,5ppmIBA 6| 81,33 8,07 65,20 90,47
AM, sin Hormonas 6| 63,17 8,07 47,03 79,30
MS,0,5ppmBAP 6| 59,17 8,07 43,03 75,30
MS,1ppmBAP 6| 50,40 8,07 34,27 66,53
MS,4ppmBAP+0,5ppmIAA 6| 73,47 8,07 57,33 89,60
MS, 4ppmBAP+0,5ppmIBA 6| 70,48 8,07 54,35 86,62
MS, sin Hormonas 6| 48,35 8,07 32,22 64,48
WP,0,5ppmBAP 6| 53,35 8,07 37,22 69,48
WP, 1ppmBAP 6| 48,30 8,07 32,17 64,43
WP, 4ppmBAP+0,5ppmIAA 6| 49,20 8,07 33,07 65,33
WP, 4ppmBAP+0,5ppmIBA 6| 46,05 8,07 29,92 62,18




WP, sin Hormonas | 6 ‘ 39,25 ‘ 8,07 23,12 55,38

Tabla 4 Analisis de Varianza para germinacion de embriones cigoticos de durazno
(Suma de cuadrados Tipo III). Muestra el analisis de varianza (ANOVA), donde los efectos



principales de la temperatura y medios de cultivo sobre la germinacion de embriones son
estadisticamente significativos (p<0,001), mientras que el efecto principal de los reguladores de
crecimiento no presentan un efecto significativo en la germinacion de embriones (p>0,05). Por otra
parte la interaccion entre temperatura y medios de cultivo presentan interaccion con p<0,001. Sin
embargo el efecto de interaccion entre temperatura y hormonas, y entre medios de cultivo con
hormonas no es significativo con p>0,05.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado |Razon-F|Valor-P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Temperatura 1,63616 |1 1,63616 24,08 {0,0000

B:Medios 1,67288 |2 0,836438 12,31 0,0000

C:Hormonas 0,527423 |4 0,131856 1,94 0,1154

INTERACCIONES

AB 0,779837 |2 0,389918 |5,74 0,0052

AC 0,391867 |4 0,0979668 |1,44 0,2314

BC 0,439951 |8 0,0549939 10,81 0,5971

ABC 0,290521 |8 0,0363151 0,53 0,8260

RESIDUOS 4,07758 |60 10,0679596

TOTAL (CORREGIDO) [9,81621 (89

Tabla 5 Promedio acumulado para numero de raices, de hojas y altura del tallo en
plantulas provenientes de la germinacion de embriones de durazno var. Diamante.
Muestra el promedio acumulado de numero de raices, de hojas y altura del tallo de plantulas
generadas de la germinacion de embriones de durazno var. Diamante por tratamiento. Los mayores
promedios en las tres caracteristicas medidas en las plantas se presentaron en el bloque a 4°C.

Temperatura Medios de Hormonas Promedio Promedio All)tl;lorl:?l("i;;)lo
P cultivo N° de Raices | N° de Hojas (cm)
0 2 3,7 2,2
18°C AM 0,5ppmBAP 1 6,2 1,9
1ppmBAP 1 7,2 1,9




4ppmBAP+0,5ppmIAA 1 8,0 1,8
4ppmBAP+0,5ppmIBA 0 7,2 1,9

0 1 5,5 1,7

0,5ppmBAP 0 6,1 1,9

MS IppmBAP 1 7,6 2,1
4ppmBAP+0,5ppmIAA 0 6,5 1,7
4ppmBAP+0,5ppmIBA 0 5,1 1,7

0 3 3,6 2,2

0,5ppmBAP 2 8,9 2,4

WP IppmBAP 2 9,8 2,5
4ppmBAP+0,5ppmIAA 0 8,8 2,1
4ppmBAP+0,5ppmIBA 1 9,3 2,5

0 2 6,7 2,2

0,5ppmBAP 1 8,8 2,5

AM IppmBAP 2 10,2 23
4ppmBAP+0,5ppmIAA 1 9,1 2,1
4ppmBAP+0,5ppmIBA 1 10,0 2,2

0 2 5,6 1,9

0,5ppmBAP 3 9,3 2,7

4°C MS IppmBAP 2 9,6 2,9
4ppmBAP+0,5ppmIAA 2 9,7 2,3
4ppmBAP+0,5ppmIBA 2 10,4 2,4

0 2 53 2,0

0,5ppmBAP 2 10,1 2,4

WP IppmBAP 2 9,9 2,8
4ppmBAP+0,5ppmIAA 0 9.3 2,7
4ppmBAP+0,5ppmIBA 0 8,3 1,8

Tabla 6 Numero de raices generadas por retoiio de durazno en dos tratamientos de
induccion de raices investigados. Muestra el nimero de raices por cada tratamiento. El
tratamiento de induccion por 16 dias presentd 100% de regeneracion de raices, mientras que el
tratamiento de induccion de raices por 8 dias presentdé un 83%. El promedio de raices por retofio
fue de 4,6 para el periodo de 8 dias de induccion y de 5,5 para el periodo de 16 dias de induccion
de raices.

Tratamientos
MS + 3mg/L IBA MS + 3mg/L IBA
Ocho dias Dieciséis dias




Retoiio Numero de raices x retofio Numero de raices x retofo
1 8 4
2 4 7
3 3 1
4 8 5
5 2 1
6 5 12
7 5 8
8 7 6
9 0 5
10 0 6
11 7 4
12 6 7

Total 55 66

Media 4,6 5,5

°

Enraifa(rineiento 83 100

Tabla 7 Andlisis de Varianza para numero de raices de retofios en los tratamientos de
induccion de raices investigados. Muestra los tratamientos de induccion de raices, no hay
diferencia significativa (p>0,05) en el promedio de raices producidas por retofio de durazno en los
tratamientos analizados.

Andlisis de la Varianza
Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Ualor
Entre grupos 5.om167 1 5,04167 0,59 08,4505
Intra grupos 187,917 22 8,50167
Total (Corr.) 192,958 28

Tabla 8 Porcentaje de sobrevivencia luego de nueve semanas de aclimatacion de plantulas
obtenidas de la germinacion de embriones de durazno var. Diamante.



Grupos | Pretratamiento de frio | Numero de Plantas

% %

arrosetamiento | de Sobrevivencia

1 Si

33 80

2 No

50 50

Tabla 9 Cruces realizados variedad Diamante x variedad Florida y viceversa.

Padre
Madre Variedad Diamante | Variedad Florida
Variedad Diamante | No es de interés Cruce B
Variedad Florida Cruce A No es de interés

Tabla 10 Flores polinizadas en el cruce A y B, y éxito de la polinizacion. Muestra el
numero de flores polinizadas en cada cruce (cruce A actué como padre var. Diamante y cruce B
actu6 como padre var. Florida), los frutos que lograron cuajar y el éxito de la polinizacion.

Cruces Flores polinizadas | Frutos obtenidos E.Xl.t 0 d.e ,
polinizacion
Cruce A 185 25 14%
Cruce B 142 10 7%
Total 327 35 21%
Promedio 163,5 17,5 10,5

Tabla 11 Porcentaje de germinacion de embriones obtenidos de los cruces A y B bajo el
tratamiento de 4°C por 40 dias en medio AM suplementado con 1ppmBAP.




. Semillas %
Tratamiento . .y
sembradas Germinacion
Cruces |Temperatura| Medio | Hormonas
Cruce A 4°C AM IppmBAP 18 72,2
Cruce B 4°C AM IppmBAP 8 50

12.2 Figuras

Medias e intervalos de confianza en cada bloque (4 y 18°C)
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Figura 1. Separacion de Medias de germinacion de embriones de la var. Diamante en cada bloque
(4y 18°C).



Se observa que no hay solapamiento de los intervalos de confianza entre los bloques (4 y 18°C). A
4°C el promedio de germinacion de embriones de durazno vari6 desde un 67% hasta un 75%,
mientras que a 18°C vari6 de 47 a 55%.

Medias e intervalos de confianza en cada nivel de medios de cultivo
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Figura 2 Medias de germinacion entre los medios nutritivos investigados
Se observa que los intervalos de confianza en la germinacion de embriones de durazno var
Diamante no se solapan. El medio AM produjo germinacion que vario del 69 al 70%, el medio MS
vario del 55 al 67% y el medio WP que vari6 del 44 al 54%.
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Figura 3 Interaccion entre Temperatura y Medios nutritivos

Se observa una interaccion positiva sobre el porcentaje de germinacion de embriones de durazno
var. Diamante entre la temperatura y los medios AM y MS. Cuando los embriones son sometidos al
periodo de frio, se observa un incremento en el porcentaje de germinacion en los medios AM y
MS.



Interaccion Temperatura x Medios de Cultivo
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Figura 4 Interaccion entre Medios y Temperatura
Se observa una interaccion positiva en el porcentaje de germinacion de embriones de durazno var.
Diamante entre la temperatura y los medios AM y MS. Cuando los embriones son sometidos al
periodo de frio, se observa un incremento en el porcentaje de germinacion en los medios AM y
MS.



Interaccion no significativa entre Medios de Cultivo x Hormonas
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Figura 5 No interaccion entre Medios de cultivo y Hormonas

Se observa la no interaccion entre medios y hormonas, las concentraciones de hormonas
empleadas en este trabajo tienen el mismo efecto sobre la germinacion de embriones de
durazno. Las diferencias encontradas en cada concentracion hormonal no son
estadisticamente significativas p>0,05.



Interaccion no significativa entre Temperatura x Hormonas
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Figura 6 No interaccion Temperatura x Hormonas

Se observa que la interaccion entre temperatura y hormonas no es significativa (p>0,05), se nota
que si se va de 18°C a 4°C, el porcentaje de germinacion aumenta independientemente de la
concentracion hormonal utilizada.



Figura 7 Germinacion de embriones hibridos cruce A.

Se observa la germinacion de embriones del cruce A 6 dias después de que fueron
sometidos a un periodo de frio a 4°C por 40 dias en medio AM suplementado con
IppmBAP.



Figura 8 Germinacion de embriones hibridos Cruce B.

Se observa la germinacion de embriones del cruce B 6 dias después de que fueron
sometidos a un periodo de frio a 4°C por 40 dias en medio AM suplementado con
IppmBAP.



Figura 9 Enraizamiento de retorios de durazno después del tratamiento de induccion de
raices por 8 dias en MS con 3mgL™ de IBA

Se observa retofios de durazno enraizados, 6 semanas después de haber sido trasplantados
en medio MS basal, los cuales fueron sometidos a induccion de raices por 8 dias en medio
MS suplementado con 3mgL™" de IBA.



Figura 10 Enraizamiento de retorios de durazno después del tratamiento de induccion de
raices por 16 dias en MS con 3mgL™ de IBA

Se observa retofios de durazno enraizados, 6 semanas después de haber sido trasplantados

en medio MS basal, los cuales fueron sometidos a induccién de raices por 16 dias en medio

MS suplementado con 3mgL™ de IBA.



Figura 11 Retoiio de durazno enraizado que fue sometido al tratamiento de induccion de
raices por 16 dias en medio MS con 3mgL” de IBA

Se observa retofio de durazno enraizado, 6 semanas después de haber sido trasplantado en medio

MS basal, proveniente del tratamiento de induccion de raices por 16 dias en medio MS

suplementado con 3mgL™" de IBA. Retofio fue sometido al proceso de aclimatacion estandarizado

en este trabajo.



Figura 12 Aclimatacion de plantulas provenientes de la germinacion de embriones de
durazno var Diamante in vitro

Se observa planta aclimatada con arrosetamiento temporal proveniente de embriones que no fueron
sometidos a tratamiento de frio, los espacios entre nudos casi no se distinguen, las hojas se
disponen muy juntas.



Figura 13 Aclimatacion de plantulas provenientes de la germinacion de embriones de
durazno var Diamante in vitro.

Se observa plantas aclimatadas normales provenientes de embriones que fueron sometidos al
tratamiento de frio a 4°C por 40 dias, los espacios entre nudos son grandes.

13. Anexos

Anexol Desinfeccion de semillas de durazno var. Diamante.



Anexo 2 Siembra y germinacion de embriones de durazno var. Diamante.



Anexo 3 Enraizamiento de retorios de durazno con dos periodos de induccion de raices.



Anexo 4 Aclimatacion de plantulas de durazno generadas a partir de la germinacion de
embriones de durazno var. Diamante in vitro



Anexo 5 Porcentaje de germinacion de embriones y parametros de crecimiento de
plantulas obtenidas de los embriones germinados de durazno var. Diamante después de
30 dias de permanecer en el cuarto de cultivo.

Temperatura Medi?s de Hormonas % .. N°’de N* d € Altura (cm)
cultivo Germinacion Raices Hojas
18°C WP 0 16,70 2,50 3,50 2,60
18°C WP 0 50,00 2,46 3,31 2,08
18°C WP 0,5ppmBAP 25,00 1,00 11,50 2,50
18°C WP 0,5ppmBAP 83,30 2,00 9,00 2,35
18°C WP 1ppmBAP 21,40 1,67 15,67 3,00
18°C WP 1ppmBAP 66,70 1,88 8,25 2,44
18°C WP 4ppmBAP+0,5ppmIAA 40,00 0,00 8,50 1,78
18°C WP 4ppmBAP+0,5ppmIAA 75,00 0,44 11,17 2,31




18°C WP 4ppmBAP+0,5ppmIBA 33,30 1,50 9,50 3,00
18°C WP 4ppmBAP+0,5ppmIBA 70,00 0,29 9,14 2,21
18°C MS 0 18,75 1,67 6,67 2,33
18°C MS 0 25,00 1,00 2,00 1,10
18°C MS 0,5ppmBAP 18,70 0,00 5,67 1,60
18°C MS 0,5ppmBAP 62,50 0,60 5,60 2,25
18°C MS 1ppmBAP 25,00 0,67 8,67 2,50
18°C MS 1ppmBAP 33,30 0,50 8,25 2,00
18°C MS 4ppmBAP+0,5ppmIAA 55,50 0,00 6,20 1,50
18°C MS 4ppmBAP+0,5ppmIAA 62,50 0,80 6,52 1,60
18°C MS 4ppmBAP+0,5ppmIBA 37,50 0,00 4,33 1,67
18°C MS 4ppmBAP+0,5ppmIBA 91,70 0,73 5,58 1,65
18°C AM 0 25,00 2,00 3,20 2,40
18°C AM 0 80,00 2,50 2,50 1,88
18°C AM 0,5ppmBAP 25,00 1,00 5,50 2,00
18°C AM 0,5ppmBAP 85,00 1,71 6,88 1,94
18°C AM 1ppmBAP 30,00 0,67 8,50 1,83
18°C AM 1ppmBAP 65,00 1,69 6,46 1,77
18°C AM 4ppmBAP+0,5ppmIAA 50,00 0,90 6,40 1,45
18°C AM 4ppmBAP+0,5ppmIAA 81,20 1,00 7,69 1,62
18°C AM 4ppmBAP+0,5ppmIBA 65,00 0,00 5,92 1,88
18°C AM 4ppmBAP+0,5ppmIBA 85,00 1,00 4,33 9,83
18°C WP 0 35,00 3,00 3,86 2,00
18°C WP 0,5ppmBAP 50,00 2,88 6,13 2,25
18°C WP 1ppmBAP 41,66 1,20 5,40 2,10
18°C WP 4ppmBAP+0,5ppmIAA 60,00 0,23 6,69 2,31
18°C WP 4ppmBAP+0,5ppmIBA 50,00 0,38 9,13 2,38
18°C AM 0 50,00 1,50 5,40 2,40
18°C AM 0,5ppmBAP 62,50 1,20 6,30 1,90
18°C AM 1ppmBAP 45,00 0,67 6,56 2,06
18°C AM 4ppmBAP+0,5ppmIAA 65,00 0,00 9,92 2,23
18°C AM 4ppmBAP+0,5ppmIBA 75,00 0,00 9,79 1,82
18°C MS 0 25,00 1,25 5,75 1,63
18°C MS 0,5ppmBAP 43,75 0,43 7,14 1,79
18°C MS 1ppmBAP 33,33 0,75 6,00 1,88
18°C MS 4ppmBAP+0,5ppmIAA 58,30 0,00 6,86 1,86
18°C MS 4ppmBAP+0,5ppmIBA 66,66 0,00 5,50 1,75
4°C WP 0 15,00 1,00 6,67 1,87
4°C WP 0 75,00 2,17 4,08 2,21
4°C WP 0,5ppmBAP 11,80 1,00 11,50 2,25
4°C WP 0,5ppmBAP 95,00 2,68 9,47 2,61
4°C WP 1ppmBAP 15,00 0,67 10,67 4,00
4°C WP 1ppmBAP 90,00 1,94 9,78 2,33
4°C WP 4ppmBAP+0,5ppmIAA 11,80 0,00 12,50 2,75




4°C WP 4ppmBAP+0,5ppmIAA 66,70 0,63 7,25 1,81
4°C WP 4ppmBAP+0,5ppmIBA 15,00 0,00 6,67 1,83
4°C WP 4ppmBAP+0,5ppmIBA 58,00 0,43 7,29 1,50
4°C MS 0 81,25 1,62 4,08 2,00
4°C MS 0 75,00 2,17 4,08 1,42
4°C MS 0,5ppmBAP 75,00 2,44 10,78 2,78
4°C MS 0,5ppmBAP 80,00 2,33 9,00 3,06
4°C MS 1ppmBAP 67,00 2,63 12,25 3,56
4°C MS 1ppmBAP 75,00 2,25 7,92 2,67
4°C MS 4ppmBAP+0,5ppmIAA 92,00 0,73 11,27 2,45
4°C MS 4ppmBAP+0,5ppmIAA 85,00 2,76 8,76 2,24
4°C MS 4ppmBAP+0,5ppmIBA 67,00 1,75 12,75 2,63
4°C MS 4ppmBAP+0,5ppmIBA 85,00 2,47 9,12 2,24
4°C AM 0 64,00 1,29 8,57 2,86
4°C AM 0 85,00 2,18 6,53 2,09
4°C AM 0,5ppmBAP 75,00 1,22 8,89 3,11
4°C AM 0,5ppmBAP 83,00 0,80 8,30 2,10
4°C AM 1ppmBAP 95,00 1,75 13,17 3,58
4°C AM 1ppmBAP 100,00 1,21 8,05 2,16
4°C AM 4ppmBAP+0,5ppmIAA 80,00 0,88 9,88 2,44
4°C AM 4ppmBAP+0,5ppmIAA 90,00 0,88 9,33 1,86
4°C AM 4ppmBAP+0,5ppmIBA 83,00 0,40 9,30 2,25
4°C AM 4ppmBAP+0,5ppmIBA 100,00 1,95 9,60 2,23
4°C WP 0 43,75 2,00 5,14 2,00
4°C WP 0,5ppmBAP 55,00 2,91 9,18 2,27
4°C WP 1ppmBAP 55,00 1,91 9,36 2,27
4°C WP 4ppmBAP+0,5ppmIAA 41,66 0,00 8,00 2,40
4°C WP 4ppmBAP+0,5ppmIBA 50,00 0,00 11,00 2,08
4°C AM 0 75,00 1,25 8,00 1,79
4°C AM 0,5ppmBAP 81,25 1,77 9,54 2,31
4°C AM 1ppmBAP 87,50 2,50 8,79 2,07
4°C AM 4ppmBAP+0,5ppmIAA 81,25 1,54 9,46 2,04
4°C AM 4ppmBAP+0,5ppmIBA 80,00 1,44 8,69 2,09
4°C MS 0 65,00 3,38 8,62 2,35
4°C MS 0,5ppmBAP 75,00 4,11 8,22 2,22
4°C MS 1ppmBAP 68,75 2,55 8,73 2,41
4°C MS 4ppmBAP+0,5ppmIAA 87,50 1,57 9,07 2,18
4°C MS 4ppmBAP+0,5ppmIBA 75,00 2,67 9,25 2,21







