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RESUMEN 

 

El chocho andino (Lupinus mutabilis) es una leguminosa que se cultiva en la 

zona andina de América del Sur. En el Ecuador el chocho se cultiva en la 

región de la Sierra, principalmente en las provincias de Imbabura, Chimborazo 

y Cotopaxi. El grano es conocido y consumido por su alto contenido proteico, 

que representa aproximadamente el 40% de la composición. El chocho es una 

planta que se cultiva al aire abierto por lo cual requiere de varias etapas para 

su producción, en estas etapas existe una gran demanda de recursos hídricos 

y energéticos. Además, es común que los cultivos sufran de infestaciones de 

plagas y enfermedades lo cual causa perdida de las semillas. El cultivo de 

chocho in vitro es un área poco estudiada debido a los altos índices de 

contaminación que sufren y la liberación de compuestos oxidantes. El objetivo 

de esta investigación fue establecer un protocolo de cultivo de callos a partir del 

cotiledón de chocho. Primero se estableció un protocolo de desinfección de 

semillas. Se realizaron 6 tratamientos de desinfección de los cuales el 

tratamiento 6 resulto ser el más viable. En el tratamiento 6 se aplicó etanol al 

70% y una solución de hipoclorito de sodio 7%. También se formuló un medio 

de cultivo para la inducción a callogénesis que contenía macro y 

microelementos MS (Murashige y Skoog), 6-BAP (6 benzilaminopurina) (0.5 

mg/L), ANA (ácido naftalenacético) (1.5 mg/L), y un agente antioxidante que fue 

el carbón activado (2 g/L). Mediante el uso de este protocolo de desinfección y 

el medio de callogénesis se logró obtener 38.88% de explantes viables (libres 

de contaminación y necrosamiento). Estos explantes fueron sometidos al medio 

de inducción de callos donde se obtuvo un crecimiento máximo de 219.5 mg. 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Lupinus mutabilis, also known as chocho, is a legume that is cultivated in the 

Andean zone of South America. In Ecuador, chocho is cultivated in the region 

known as Sierra, mostly in the provinces of Imbabura, Chimborazo and 

Cotopaxi. The bean is known and consumed mainly due to its high protein 

content that represents approximately 40% of its composition. Chocho is a plant 

that is cultivated out in the open, for which it requires various stages for its 

production. In the main stages, there is a great demand for resources like water 

and energy. Also, it is common that crops suffer from plagues and illnesses that 

causes loss in the final product. In vitro culture of chocho is not a much studied 

area due to the high percentage of contamination and release of oxidizing 

compounds. The object of this investigation was to establish a protocol for a 

callus culture using chocho cotyledons. First a disinfection protocol was 

established for seeds. 6 treatments where tested, results showed that treatment 

number 6 was the best for producing viable explants. Treatment 6 consisted of 

submerging the seed in ethanol 70% and a solution of sodium hypochlorite 7%. 

A culture medium for callus formation was also formulated. It contained MS 

(Murashige and Skoog) macro and microelements 6-BAP (0.5 mg/L), ANA (1.5 

mg/L), and an antioxidant, in this case active carbon (2 g/L). Through the 

disinfection protocol it was possible to obtain 38.88% of viable explants (free of 

contamination and necrosis). When these explants were transferred to the 

callus medium, there exists callus formation with a maximum weight of 219.5 

mg. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Antecedentes 

 

Lupinus mutabilis es una leguminosa, también conocida como chocho, nativa 

de la zona de los Andes, principalmente de los países de Perú, Ecuador y 

Bolivia. En el Ecuador crece en varias zonas de la sierra, entre 2500 y 3400 

metros sobre el nivel del mar. El alto contenido proteico del chocho se ha 

convertido en el enfoque principal para su producción. El porcentaje de 

proteínas en el chocho puede variar de 30 a 50% (Carvajal, Linnemann, Nout, 

Kozoil, y Van Boekel, 2016, p. 1454). Estas proteínas llaman la atención por 

sus funciones tales como absorción de agua y aceites, actividad emulsionante, 

y capacidad de gelificación. Estas son algunas de las propiedades atractivas 

para la industria química y de alimentos (Carvajal et al., 2016, p. 1456). 

En el Ecuador el cultivo de chocho ha ido aumentando con el pasar de los 

años. Según datos del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias 

(INIAP), en el 2016 existían aproximadamente 10000 hectáreas sembradas de 

chocho en el Ecuador y con una superficie potencial estimada para el cultivo de 

chocho de 70000 hectáreas (Instituto Nacional de Investigaciones 

Agropecuarias [INIAP], 2016). Las provincias con mayor producción de chocho 

son Cotopaxi, Chimborazo, Tungurahua, Pichincha, Bolívar, Carchi e Imbabura 

(Parra, 2014, p. 14). 

Los cultivos de chocho a gran escala se realizan por siembra de semillas. Este 

trabajo tiene varias etapas, empezando desde la preparación del suelo. Es 

necesario rastrar, arar y surcar la tierra con tractor o manualmente. Las 

semillas se colocan en los surcos y se riegan. Para mejorar el crecimiento de la 

planta se aplican fertilizantes y se controlan las malezas normalmente con 

tractor; esto ayuda también a la aireación del suelo. Es muy común que estos 

cultivos se contagien de enfermedades, plagas o virus lo que causa una 

pérdida de producto final (INIAP, 2012). 
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Se han desarrollado métodos de propagación de chocho como alternativas de 

la reproducción tradicional: los cultivos in vitro. Esta técnica tiene como objetivo 

la regeneración de plantas a partir de muestras de tejidos de forma asexual. Un 

proyecto de titulación realizado en la ESPE en Ecuador induce a la formación 

de brotes de Lupinus mutabilis a partir de yemas axilares. Realizaron 

desinfección de los explantes con jabón, yodo y benlate y obtuvieron un 15% 

de contaminación, lo cual se considera un porcentaje bajo. En la multiplicación 

de los explantes se obtuvo una media de crecimiento a los 45 días, usando el 

bioregulador 6-BAP (6 benzilaminopurina). Eligieron las plantas más grandes 

para pasar al medio de enraizamiento donde se colocó ANA (ácido 

naftalenacético) y AIA (ácido indolacético); a los 62 días obtuvieron 33.33% de 

plantas enraizadas. Determinaron que el mejor crecimiento radicular se da con 

3 ppm de AIA u 1 ppm de ANA (Proaño, 2011). En 2014 científicos en Perú 

evaluaron la inducción de callogénesis en Lupinus mutabilis. Ellos utilizaron 

explantes de peciolo, foliolo e hipocótilo para iniciar la inducción a callogénesis. 

Utilizaron un medio de cultivo compuesto de sales Murashige Skoog, ácido 2, 

4-diclorofenoxiacetico (2,4-D), sacarosa y agua de coco. Obtuvieron éxito con 

75% de formación de callogénesis de los explantes obtenidos en condiciones 

de asepsia (Bonifaz, Dueñas, Quiñones, y Varillas, 2014, p. 20). 

Los métodos cultivos in vitro de chocho se desarrollan con distintos objetivos, 

uno de ellos que llama la atención es la producción de metabolitos de interés, 

que en el caso del chocho pueden ser las proteínas. Una de estas técnicas es 

el establecimiento de una suspensión celular. Una suspensión celular es una 

técnica de propagación celular en un medio en movimiento. Se inician a partir 

de callos o células, los cuales se obtiene del tejido vegetal que tenga las 

células deseadas que produzcan metabolitos de interés (Szabados, Mroginski, 

y Roca, 1993, p. 176; Maathius y Diatloff, 2013, p. 4). Debido a que el 

establecimiento de suspensiones celulares de da a partir de callos, se buscan 

maneras más efectivas y rápidas para la obtención de los mismos, a partir de 

distintos tejidos. 
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1.2 Planteamiento del Problema 

El grano de Lupinus mutabilis posee muchas ventajas nutricionales sobre otras 

plantas, tales como su contenido proteico, de ácidos grasos, hierro y vitaminas. 

A pesar de ello, la semilla de chocho tiene compuestos tóxicos para los 

humanos, entre ellos los alcaloides. Estos componentes se encuentran en 

menor proporción con respecto a los nutrientes, pero pueden causar daño si se 

consumen en gran cantidad. La principal desventaja de poseer alcaloides es la 

toxicidad que causan al ser ingeridos, pero también alteran las características 

organolépticas de las semillas, dándoles un sabor amargo (INIAP, 2009). 

Todas las especies del genero Lupinus contienen alcaloides. La concentración 

total de alcaloides puede encontrarse de 0.01 a 4%, dependiendo de la 

especie. Las semillas maduras tienen la mayor concentración de alcaloides; 

debido a ello su sabor es amargo (Falconí, Visser, y van Heusden, 2015, p. 

729). Los alcaloides más abundantes en las semillas de Lupinus son la 

lupanina, 13-hidroxilupanina y esparteína. El consumo de estos alcaloides en 

grandes cantidades puede resultar tóxico para los seres humanos y animales. 

Los principales daños que pueden causar son enfermedades en el hígado y 

taponamiento neuromuscular (Carvajal et al., 2016, p. 1455). En un estudio 

realizado por la Autoridad de Alimentos de Australia y Nueva Zelanda se 

determinó que la dosis letal de lupanina y 13-hidroxilupanina es de 25 mg de 

alcaloides totales por kilogramo de peso en adultos y 10 mg de alcaloides 

totales por kilogramo de peso en niños (Australia New Zealand Food Authority, 

2001). Esto, sin duda conlleva la obligación de buscar metodologías para 

eliminar los alcaloides del chocho. El método más aplicado para la remoción de 

alcaloides es el acuoso, el cual consiste en la cocción y remojo en agua de las 

semillas. Este proceso puede tardar hasta una semana y usa gran cantidad 

agua y energía por largos periodos (Villacrés et al., 2008, p. 163). Es necesaria 

también una infraestructura adecuada, lo cual lleva a una inversión económica 

grande, de la cual no se recupera el 100% en la primera cosecha. 
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Actualmente el método de siembra tradicional por semillas es el más usado por 

agricultores y empresas productoras de chocho. Pero la aplicación de este 

método para la producción de semillas de chocho supone varias desventajas 

para el agricultor, entre ellas las condiciones necesarias de altitud, 

precipitación, y pH del suelo. Además, el cultivo posee una alta demanda de 

recursos hídricos, maquinaria para tratar el suelo y mano de obra para cuidar 

las plantas (INIAP, 2012). Esto que implica una alta inversión económica y 

presión sobre el medio ambiente, sin tomar en cuenta el tiempo que se debe 

invertir para lograr una buena producción de semillas de Lupinus mutabilis. 

 

1.3 Objetivo general 

 

Establecer un protocolo para la obtención de callos in vitro a partir de 

cotiledones de chocho andino (Lupinus mutabilis) 

  

1.4 Objetivos Específicos 

 

 Optimizar un protocolo efectivo de desinfección de semillas de Lupinus 

mutabilis. 

 Formular un medio de cultivo adecuado para la inducción a callogénesis. 

 Establecer un cultivo de callos de Lupinus mutabilis estable. 

  

1.5 Justificación 

 

El Lupinus mutabilis es una planta común en el Ecuador conocida por su uso 

en platos típicos y alto contenido nutricional. Como se comentó anteriormente, 

el contenido de nutrientes es bastante llamativo para los consumidores. Sin 

embargo, estas semillas contienes alcaloides que le proporcionan un sabor 

amargo, a pesar de que estén en pocas cantidades lo que merma su calidad 

organoléptica y genera rechazo en el consumidor. Debido a que la mayoría de 
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chocho producido en el Ecuador es mediante cultivo de semillas, es necesario 

realizar un proceso de desamargado para reducir o eliminar los alcaloides. El 

tratamiento de semillas con químicos aún no se aplica a nivel industrial, aunque 

la reducción de alcaloides si fue significativa, 97.7% y se logró en 20 horas. 

Estos procesos poseen desventajas por el uso de químicos que necesitan 

equipos e instalaciones para su almacenamiento y el riesgo que causa al medio 

ambiente. También existen tratamientos biológicos, pero estos se han 

mostrado menos efectivos en la remoción de alcaloides, reduciendo solamente 

50% de la concentración inicial. De igual manera es necesaria una etapa de 

cocción y remojo, lo cual implica un gasto de recursos hídricos, energéticos y 

biológicos (Carvajal et al., 2016, p. 1454). Es por esta razón que la búsqueda 

de una alternativa a la eliminación de alcaloides de la semilla de Lupinus 

mutabilis. 

Ante estos inconvenientes, se han desarrollado técnicas de mejoramiento 

genético en base a la selección artificial de variedades con características 

deseables y cruzarlas hasta obtener un grano de calidad con menor cantidad 

de alcaloides. Una vez obtenida la planta deseada, se puede usarla para iniciar 

nuevos cultivos con las mismas características. Se ha logrado grandes avances 

para la consecución de este objetivo, sin embargo, la técnica tiene un costo 

elevado y al tratarse de un producto de una planta adulta el tiempo de espera 

es largo. Además, la reducción de alcaloides puede crear en la planta 

susceptibilidad a plagas y enfermedades, puesto que los alcaloides en las 

plantas tienen un propósito defensivo, lo cual inevitablemente lleva al aumento 

del uso de plaguicidas en estos cultivos (García, Ruiz, Salcedo y Zamora, 

2008, p. 188). La reducción de alcaloides tiene efectos adversos sobre los 

cultivos en campo, pero también la selección y cultivo de nuevas variedades sin 

estas sustancias puede causar alteraciones en la composición nutricional 

cambiando las concentraciones de proteínas y minerales lo cual puede 

disminuir el valor agregado y atractivo que posee la semilla. (Vioque, 2000, p. 

134) 

Debido a ello, se hace necesario buscar alternativas eficientes para aprovechar 

las características nutricionales del chocho sin perjudicar el medio ambiente y 
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ahorrar recursos económicos. Una de ellas es la implementación de un cultivo 

in vitro de callos para su futuro uso como tejido inductor a una suspensión 

celular. Un cultivo de callos tendría varias ventajas sobre los cultivos 

tradicionales y también de algunos in vitro, ya que al producir callos cantidad de 

espacio que se ocupa es mínima y se puede iniciar de cualquier tejido de la 

especie vegetal. Los callos son la base primordial para el establecimiento de 

una suspensión celular por lo cual su inducción y establecimiento de protocolos 

es necesario. 

El establecimiento de un cultivo de chocho constituiría una alternativa viable 

para la producción de metabolitos dentro de usa suspensión celular sin usar 

plantas adultas, estableciéndose un ahorro en recursos ambientales y 

económicos. Si bien un proceso de cultivo in vitro no es comparable con un 

cultivo agrícola, el desarrollo de este proyecto puede ser el punto de partida 

para futuras investigaciones sobre establecimiento de suspensiones celulares a 

partir de Lupinus mutabilis, producción o extracción de proteínas específicas de 

cualquier especie incluida el chocho, reduciendo drásticamente las áreas de 

cultivo, sin perder rendimiento de proteínas. 

 

2. MARCO TEÓRICO 
 

2.1 Lupinus mutabilis 

 

Lupinus mutabilis, o chocho, como se lo conoce en Ecuador es una leguminosa 

que fue domesticada en las regiones Andinas de Sur América. Así como en la 

antigüedad, la semilla es utilizada principalmente como alimento de las 

poblaciones de estas regiones. Es una especie importante, incluso desde la 

época Pre Hispánica debido a su alto contenido proteico (Mujica, 1994, p. 138). 

Los cultivos de L. mutabilis se fueron reemplazando por cultivos europeos, 

tales como el trigo, cebada, soya, maíz y centeno, debido a que la semilla de 

chocho tiene un contenido alto de alcaloides lo cual lo proporciona un sabor 
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amargo. Esto representa una desventaja frente a las gramíneas y otras 

leguminosas introducidas (Mujica, 1994, p. 139). 

 Es por esta razón, el cultivo de chocho disminuyó durante la colonia. Sin 

embargo, el redescubrimiento de las propiedades alimenticias de este cultivo 

ha significado el aumento de las hectáreas cultivadas de este alimento, aunque 

aún no se han alcanzado los niveles de cultivo prehispánico (Gross et al., 1988, 

p. 358, Eastwood y Hughes, 2008, p. 375). 

 

2.2 Descripción Botánica 

 

L. mutabilis es una planta anual que puede crecer hasta 3 metros de altura, 

dependiendo del genotipo y ambiente en el que crece. (Figura 1)  

 

Figura 1: Lupinus mutabilis. 

Tomado de: Granada Native Garden, 2013. 
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Posee una raíz principal con un tallo grueso principal. Las ramificaciones 

secundarias de la raíz tienen nudos simbióticos con bacterias del genero 

Rhizobium. (Figura 2) 

 

Figura 2: Raíz de Lupinus mutabilis con nodulaciones de Rhizobium.  

Tomado de: Granada Native Garden, 2013. 

 Los tallos de L. mutabilis son cilíndricos y huecos, y las hojas tiene forma de 

palma. Posee un racimo con varias flores colocadas verticalmente; cada uno 

posee cinco flores, con colores que varían desde azul, purpura, celeste, rosa o 

blanco. (Figura 3) 
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Figura 3: Racimo de Lupinus mutabilis y hojas.  

Tomado de: Kress, 1997. 

El fruto es una vaina indehiscente. La vaina es elíptica, y puntiaguda en ambos 

extremos posee hasta 7 semillas. El color de la semilla puede ser negro, 

blanco, plomo, o amarillo pálido. (figura 4) Posee un tegumento rígido que 

contiene alcaloides y representa el 10% del peso de la semilla (Kurlovich, 2002, 

p. 287). 

 

Figura 4: Vainas de Lupinus mutabilis.  

Tomado de: Van der Brink, 2009. 

El ciclo de crecimiento varía entre 150 y 360 días, dependiendo del genotipo y 

la duración de maduración del tallo central (Kurlovich, 2002, p. 287). 
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2.3 Distribución geográfica del cultivo 

 

L. mutabilis o chocho, es cultivado en la región andina de Sur América, 

principalmente en Ecuador, Perú, y Chile. (Figura 5) Es la única variedad de 

Lupinus de América en ser domesticado. Se distribuye desde Colombia hasta 

el norte de Argentina. Ha llamado la atención en Europa debido a su alto 

contenido nutricional (Wolko, Clements, Naganowska, Nelson, y Yang, 2010, p. 

164). 

En Perú L. mutabilis es cultivado en los alrededores del Lago Titicaca, desde 

Ilave hasta la frontera con Bolivia. También se pueden encontrar en áreas 

pequeñas en Cajamarca y Cuzco. En el Ecuador se produce principalmente en 

las provincias de Cotopaxi, Chimborazo y Pichincha. Se pueden encontrar 

cultivos de menor tamaño en las provincias de Carchi, Imbabura, Tungurahua y 

Bolívar (Atchison et al., 2016, p. 1601). (Figura 5)  
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Figura 5: Distribución de cultivos de L. mutabilis. 
(a) Distribución de cultivo de L. mutabilis en Sur América.  

(b) Distribución de cultivo de L. mutabilis en Ecuador. 

Cultivos de L. mutabilis andino se han intentado introducir en Europa. Los 

cultivos introducidos en Europa se caracterizan por un bajo rendimiento de 

semilla y largos periodos de crecimiento vegetativo, debido a las condiciones 

climáticas distintas que posee este continente (Eastwood y Hughes, 2008, p. 

375). 

 

2.4 Condiciones de cultivo 

 

2.4.1 Clima y suelo 

 

Se cultiva en regiones templadas y frías entre 2000 y 3850 metros sobre el 

nivel del mar. Con respecto a la demanda de lluvia, requieren entre 350 y 850 

mm de precipitación. Es un cultivo sensible al exceso de humedad y a sequias 
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en las etapas de floración y envainado. No se desarrolla en heladas, en 

especial las etapas iniciales y formación de vainas. Requiere de un tipo de 

suelo franco y franco arenoso, con un buen balance de nutrientes y drenaje, el 

pH óptimo para este cultivo esta entre 5 y 7 (Mujica, 1994, p. 141). 

 

2.4.2 Aspectos Agrotécnicos 

 

El cultivo de L. mutabilis no requiere de gran cantidad de mano de obra, sobre 

todo en zonas altas con suelos delgados. La técnica adecuada de siembra es 

preparar surcos con distancias de 60 a 80cm entre ellos, hacer hoyos 

separados por 30cm y colocar aproximadamente 3 semillas en cada hoyo 

(Peralta et al. 2008, p. 18). 

Otra labor importante que se debe hacer en el cultivo del chocho es la 

fertilización y aplicación de plaguicidas y fungicidas. Las principales plagas que 

afectan los cultivos de chocho son: Copitarsia turbata y Agromyza sp., las 

cuales mastican el follaje y son barrenadores de tallo; Frankiniella tuberosi y 

Myzus sp, conocidos comúnmente como trips, tienen la capacidad de picar y 

chupar la savia de la planta (Proaño, 2011, p. 21). 

Con respecto a las enfermedades, estas son causadas por distintos 

microorganismos. Una de las más importantes es la antracnosis causada por 

Colletotrichum acutatum; roya causado por Uromyces lupini y fusariosis 

causado por Fusarium oxisporium. La cosecha se realiza cuando la planta 

alcanza la etapa de madurez completa. Para ello se recogen las vainas y se 

separan los granos, para luego ser procesados para el consumo humano 

(Proaño, 2011, p. 22). 

 

2.5 Usos del chocho 
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Principalmente se usa el chocho en la alimentación humana. Existen varias 

maneras de preparar el chocho, previa la eliminación de alcaloides. 

Dependiendo de la región, el chocho se prepara de distintas maneras, por 

ejemplo; mote de chocho, en ensaladas, sopas, postres, ceviche o en ají. La 

semilla también se puede transformar en harina, la cual puede ser usada en 

panificación (Mujica, 1994, p. 143). 

Los alcaloides provenientes del desamargado del chocho son empleados 

también para controlar ectoparásitos y parásitos intestinales de animales. 

También se puede usar el agua de remojo de chocho como laxante o como 

plaguicida. Por su contenido alto en alcaloides se siembra a menudo como 

cerco vivo para separar parcelas de diferentes cultivos. Este actúa como 

repelente y evita daños causados por animales (Jacobsen y Mujica, 2006, p. 3). 

 

2.6 Contenido nutricional  

 

Las semillas de L. mutabilis son el tejido con mayor valor nutritivo que posee la 

planta. La semilla posee proteínas y lípidos que forman más de la mitad de su 

peso. En general, las especies de Lupinus poseen gran cantidad de estos 

compuestos, 41 a 51% de proteínas y 14-24% de lípidos. Análisis realizados 

sobre la semilla de L. mutabilis nos muestran la composición de chocho, como 

se observa en la tabla 1 (Jacobsen y Mujica, 2006, p. 4). 

Tabla 1. 

Composición general de L. mutabilis. (g/100g). 

Componente L. mutabilis 

Proteína 40 – 45 

Grasa 15 – 20 

Carbohidratos 25 – 30 

Fibra 5 – 10 

Ceniza 2 – 4 
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Humedad 6 – 9 

Adaptado de Jacobsen y Mujica, 2006, p. 4. 

 

2.6.1 Proteínas  

Las proteínas de chocho se definen por sus propiedades estructurales y 

fisicoquímicas, como son; el tamaño, la forma, la composición, la relación 

hidrofobicidad/hidrofilicidad, carga neta, arreglos estructurales y la 

adaptabilidad de la estructura dominante (Hettiarachchy y Ziegler, 1994, p. 

519). Las proteínas con mayor presencia en las semillas leguminosas son 

globulinas (figura 6) y albuminas, otras proteínas como prolamina y gluteina 

están presentes en menor cantidad (Carvajal et al, 2015, p. 1463). 

 

Figura 6: Estructura cristalina de la gamma conglutina, una proteína globulina 

de L. angustifolius.  

Tomado de: PDB database; Accesión 4PPH. 

 

2.6.2 Lípidos 

 

Las especies del genero Lupinus posee distintos contenidos de lípidos. Por 

ejemplo L. luteus posee 6%, L. albus de 7 a 14% y L. mutabilis hasta 20% 

(Borek, Pukacka, Michalski, y Ratajczak, 2009, p. 3457).  Lupinus mutabilis 
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posee varios lípidos que conforman el 20% de su peso total seco. En la tabla 2 

se encuentra el rango de la composición de lípidos de L. mutabilis, estos 

valores varían debido a las distintas variedades que existen.  

Tabla 2: 

Composición de L. mutabilis comparado con Glycine max (soya) y Arachis 

hypogaea (maní) (Porcentaje de lípidos en semilla). 

Lípido Lupinus 
mutabilis  

Arachis 
hypogaea  

Glycine max 

Acido palmítico 13-14 11 11 

Ácido esteárico 2.5-8 3 4 

Ácido oleico 41-42 55 22 

Ácido linoleico 38.5-40 28 55 

Ácido linolenico 2.5-3 1 8 

Adaptado de: Gross et al., 1988 y Caicedo et al., 1998 

Las concentraciones bajas de ácido linoleico, favorece el almacenamiento y 

conservación del aceite de lupino, ya que este lípido posee la capacidad de 

rápida oxidación y puede causar cambios en el sabor del aceite. La variación 

de los lípidos dentro del chocho se da por cambios en factores ambientales 

(Caicedo C, Peralta E, Villacrés E., 1998). 

 

2.6.3 Glúcidos 

 

Las semillas de Lupinus poseen distintas cantidades de glúcidos dependiendo 

de la variedad. Por lo general las semillas de L. mutabilis tienen un promedio 

de 33% de glúcidos (Carvajal et al., 2015, p. 1465). Se han encontrado catorce 

tipos de glúcidos solubles. Dentro de estos se encuentra la fructosa, sacarosa, 

galactosil ciclitoles, y oligosacáridos de la familia de la rafinosa. En la tabla 3 se 

observa la concentración de los glúcidos en las etapas de maduración de la 

semilla.  
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Tabla 3:  

Composición de glúcidos en la semilla de Lupinus mutabilis (mg/g de semilla). 

Glúcidos solubles % en L. mutabilis 

Sacarosa 9 – 10 

Rafinosa 16 – 17 

Staquinosa 67 – 68 

Verbascosa 5 – 6 

Adaptado de: Gross et al., 1988 

2.6.4 Vitaminas y Minerales 

 

2.6.4.1 Minerales 

 

Las especies del genero Lupinus posee bajas concentraciones de calcio y 

fósforo, pero su contenido de hierro, zinc y cobre es lo que las hace mejor 

fuente de microelementos que otras leguminosas, su producción de magnesio 

también es superior a otras leguminosas (Carvalho, 2005, p. 327). La mayor 

concentración de calcio del chocho se encuentra en la cáscara, y el fósforo en 

el núcleo, por lo cual la relación calcio-fósforo cambia tras el proceso de 

descascarado. En la tabla 4 se puede observar la composición de minerales de 

L. mutabilis en plantas con condiciones de riego óptimas. 

Tabla 4: 

 Composición mineral de semillas de L. mutabilis, Lupinus albus y Glycine max. 

Mineral L. mutabilis L. albus Glycine max 

Calcio mg/g 1.07 – 1.53 1.94 1.82 

Sodio mg/g 0.25 – 0.75 0.19 0.11 

Potasio mg/g 11.06 – 13.56 10.4 22.6 

Magnesio mg/g 2 – 3.02 1.71 2.43 

Fósforo mg/g 0.44 – 0.88 - - 

Hierro mg/kg 46 – 73.3 33.4 143 

Zinc mg/kg 40 – 51.66 25.8 56.1 

Manganeso mg/kg 21.33 – 29.10 767 130 
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Cobre mg/kg 4 – 12.10 5.7 12.4 

Adaptado de: Rodríguez A., 2009 y Hill G, Hove E, King S., 2012 

2.6.4.2 Vitaminas 
 

La semilla de Lupinus mutabilis son una gran fuente de vitaminas, en especial 

de vitamina B. El contenido de vitaminas es similar al de otras leguminosas, por 

lo cual es una fuente aceptable de vitaminas para los humanos. En la tabla 5 se 

encuentran las vitaminas más abundantes en la semilla de chocho y sus 

concentraciones (Rodríguez, 2009). 

Tabla 5:  

Contenido de vitaminas en la semilla de Lupinus mutabilis. 

Vitaminas mg/100g 

Beta-caroteno 0.09 

Tiamina 0.51 

Riboflavina 0.42 

Niacina 4.1 

Adaptado de Rodríguez A, 2009 

 

2.7 Sustancias que confieren toxicidad al chocho 

 

Al igual en todas las semillas de leguminosas, el grano de chocho posee 

sustancias anti nutritivas que impiden el uso directo del chocho en alimentación 

animal o humana. Dentro de estas sustancias se destacan las saponinas y los 

alcaloides 

 

2.7.1 Saponinas 

 

Las saponinas son compuestos no volátiles de superficie activa presentes en 

muchas especies vegetales. Son moléculas estructuralmente diversas que se 
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dividen en dos grupos; triterpenos y glicósidos esteroidales. Son moléculas 

anfipáticas y consisten en una aglicona no polar enlazada a uno o más 

residuos de monosacárido. Las saponinas pueden poseer de una a tres 

cadenas de azúcar, siendo las más comunes D-glucosa, L-rhramnosa y D-

galactosa (Vincken, Heng, de Groot, y Gruppen, 2007, p. 276). 

Dentro del género Lupinus la concentración de saponinas varia de 8 a 29 g/kg 

de saponinas, en la tabla 6 se puede observar el contenido de saponinas de 

variedades de Lupinus y algunas otras leguminosas. 

Tabla 6:  

Contenido de saponinas totales en variedades de Lupinus y otras leguminosas. 

Especie Saponinas (g/kg) 

L. hispanicus 10 – 12 

L. Luteus 11 – 13 

L. angustifolius 8 – 10 

L. albus 8 – 9 

L. mutabilis 15 – 17 

Glycine max 16 – 18 

Medicago sativa 12 – 13 
Adaptado de Muzquiz et al., 1989 

Las saponinas tienen varios usos a nivel comercial; como agentes 

emulsificantes y espumantes en bebidas carbonatadas, farmacéutico; en 

productos de remoción de colesterol y suplementos dietéticos y cosmetológico 

en productos que contienen colores o sabores lipofílicos. También posee 

propiedades terapéuticas, por ejemplo, propiedades anticancerígenas, 

inmunoestimulatorias, anti-inflamatorias y anti-oxidantes (Sparg, Light, y van 

Staden, 2004, p. 219). 

 

2.7.2 Alcaloides 
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Las plantas de genero Lupinus contienen alcaloides de tipo quinolizidínicos 

(QA). Los QA son compuestos amargos y tóxicos que estructuralmente son 

similares a moléculas de sabor dulce. QA son alcaloides con uno o dos 

sistemas de anillos quinolizidínico. Los QA no están restringidos solamente 

para el género Lupinus, también se encuentran en las familias Fabácea, 

Berberidácea y Solanácea. Tampoco son el único tipo de alcaloide presente en 

Lupinus, pero son los más abundantes (Cheeke, 1989, p. 135). Los QAs son 

compuestos basados en el sistema de anillo de quinolozinidina bicíclico, esto 

incluye complejos de hasta 10 anillos. Dentro del género Lupinus se 

encuentran principalmente los QA de 2,3 y 4 anillos. 

 

2.8 Métodos de propagación del Lupinus mutabilis  

 

2.8.1 Cultivos in vitro 

 

El cultivo in vitro de especies vegetales se enfoca en propagar órganos, tejidos 

o células vegetales con el fin de obtener una planta con las mismas 

características de la que se inició. Esto se realiza mediante en ajuste de las 

condiciones (pH, luz, temperatura, humedad, nutrientes) para obtener 

respuestas fisiológicas y morfológicas deseadas. Todas estas condiciones 

varían dependiendo del enfoque de la investigación, se puede perseguir la 

formación de órganos como brotes, raíces y embriones con el fin de regenerar 

plantas completas. Estos órganos se obtienen generalmente a partir de yemas, 

una vez obtenidos los brotes se subcultivan en un medio establecido para 

formación de raíz, este proceso se denomina organogénesis directa. Por otro 

lado, se puede obtener conglomerados de células no diferenciadas para 

estudios bioquímicos, fisiológicos o formación de embriones. Estos embriones 

se pueden obtener a partir de callos o células en suspensión, este método se 

denomina organogénesis indirecta (Ibáñez, 2013). (Figura 7) 
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Figura 7: Cultivo de células y órganos vegetales.  

Tomado de: Universidad Nacional de Quilmes [UNQ], 2006. 

 Los cultivos in vitro tienen varias aplicaciones desde el establecimiento de una 

especie vegetal hasta la mejora genética. Esto abarca estudios fisiológicos y 

bioquímicos, obtención de plantas libres de patógenos, conservación de 

germoplasma, producción de metabolitos secundarios, inducción de 

mutaciones e introducción de nuevas características (Seemann, 1993, p. 91). 

 

2.8.1.1 Etapas del cultivo in vitro 

 

Las etapas de cultivos in vitro se dividen en cinco estadios, los tres primeros 

estadios se desarrollan in vitro y los estadios cero y cinco se desarrollan en 

invernadero o en un área de desarrollo no estéril. A continuación, se enlistan 

los estadios según Debergh y Read (1991, p. 4): 
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Estadio 0. Preparación de los explantes. 

En este estadio se busca la descontaminación de los explantes vegetales. Este 

proceso se realiza para eliminar cualquier contaminante, en especial hongos. 

Con respecto a contaminación bacteriana, no se puede conocer los efectos de 

la desinfección debido a que pueden ser bacterias exógenas o endógenas. 

Generalmente para el proceso de desinfección se usa agentes desinfectantes 

como el hipoclorito de sodio y el alcohol. Este paso es uno de los más 

importantes en el cultivo in vitro debido a que si no se lo realiza bien puede 

existir contaminación del explante a futuro y causar pérdida total del progreso o 

el explante no podrá crecer por la proliferación de microorganismos que existe 

(SIGMA-ALDRICH, 2017). 

Estadio 1. Iniciación de cultivo 

Esta etapa depende principalmente del tamaño de explantes, estado de 

desarrollo, estado fisiológico y la edad de la planta madre. El medio de cultivo 

se formula dependiendo del tipo de explante y el objetivo del cultivo. Para la 

iniciación de un cultivo generalmente se usa un medio basal, en muchos casos 

se usa el medio Murashige y Skoog. 

Para la mayoría de cultivos in vitro se utilizan hojas y yemas, aunque existen 

casos donde se usa inflorescencias o endospermo. En esta etapa también se 

verifica si el proceso de desinfección del estadio 0 fue exitoso, a partir del 

tercer día ya se puede observar crecimiento microbiano. 

Estadio 2. Multiplicación 

La etapa de multiplicación se lo realiza con el fin de obtener brotes para 

posteriores subcultivos. Normalmente para este estadio es necesario 

subcultivar a un medio con una distinta formulación, óptima para la 

multiplicación de esta especie. La eficiencia de la multiplicación se ve reflejada 

en la homogeneidad de los cultivos. 

Estadio 3. Inducción de raíz y elongación de las plantas 
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La elongación o enraizamiento de las plantas se puede realizar in vitro o ex 

vitro. In vitro los explantes pueden transferirse a un nuevo medio de cultivo 

separando las plantas individualmente, sembrar todo el grupo de plantas para 

que la elongación y enraizamiento se haga en conjunto o añadir medio líquido a 

los recipientes en lugar de trasplantar el explante. Las raíces que se forman ex 

vitro suelen presentar un mayor desarrollo que las formadas in vitro, pero no se 

puede aplicar a todas las especies vegetales. 

Estadio 4. Aclimatación 

Las plántulas que se obtiene de cultivo in vitro son muy sensibles a cambios 

ambientales, por esta razón se debe adaptar lentamente a la planta para que 

sobreviva por si misma fuera del recipiente. La aclimatación debe ser 

progresiva por lo cual es conveniente contar con instalaciones que brinden la 

temperatura, luz y humedad relativa que se ajusten progresivamente a las 

condiciones encontradas en invernaderos o en el campo (Alonso, 2002). 

 

2.8.1.2 Factores que afectan los cultivos in vitro 
 

Los cultivos in vitro son muy susceptibles a cambios en las condiciones. El 

éxito del cultivo depende de la formulación del medio, las condiciones del 

cultivo y el material vegetal del cual se extrae el explante. Los medios de cultivo 

están compuestos de nutrientes como minerales, vitaminas, carbohidratos, 

reguladores de crecimiento y un agente gelificante (en cultivos semi-solidos). 

Cada componente del medio debe ser seleccionado y medido adecuadamente 

debido a que juegan un gran papel en el desarrollo del cultivo, la escases o 

exceso de alguno de estos componentes puede determinar el éxito del cultivo 

(Weldt, 2008). 

Dentro de los factores físicos que afectan el cultivo esta la luz, la temperatura, 

el pH, la humedad relativa (HR) y las concentraciones de CO2 y O2. Las 

condiciones de luz y temperatura generalmente se eligen de acuerdo a las 

condiciones de los cultivos in vivo. La humedad relativa es normalmente alta en 

cultivos in vitro debido a la condensación que se forma en las paredes del 
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recipiente, la HR dentro del área de almacenamiento influye la contaminación, 

a una mayor HR en el área de almacenamiento los cultivos son más 

susceptibles a contaminación (Alonso, 2002). 

 

2.8.2. Cultivo de callos 
  

Se denomina a la formación de una masa de células no diferenciadas (callos), 

los cuales al iniciar a diferenciarse puede posibilitar una organogénesis o 

embriogénesis indirecta (Ortega, 2013, p. 13) Esta masa de células puede 

presentar distintas morfologías. Algunas son compactas y duras mientras otras 

forman tejidos friables con espacios intracelulares. (Figura 8) 

 

Figura 8: Callos de Melaleuca alternifolia.  

Tomado de:Ling, Hong, y Hussein, 2007. 
(a) callo en medio MS con 2,4-D y kinetina.  

(b) callo en medio MS con 2,4-D.  

El crecimiento de callo posee distintas fases, la fase de reposo, la exponencial, 

lineal, disminución progresiva y estacionaria. En la fase de reposo el explante 

se adapta al medio de cultivo y no muestra división celular. En la fase 

exponencial la velocidad de división aumenta gradualmente y llega a un punto 

donde su crecimiento se ve estancado esta es la fase lineal. En la fase de 

disminución progresiva la velocidad de división disminuye hasta que se 

terminan los nutrientes y llega a la fase estacionaria. En esta fase se ha 
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alcanzado la máxima densidad celular pero el cultivo aun es viable (Torres F, 

2011, p. 31). 

2.8.2.1. Establecimiento 

 

Generalmente para iniciar un cultivo de callos, se parte de un explante de la 

especie vegetal deseada, es preferible que el tejido no sea maduro para que el 

cultivo inicie a partir de células “jóvenes”. Los cultivos de callos deben ser 

subcultivado periódicamente, la frecuencia de subcultivo depende de la 

velocidad de crecimiento celular (Moscatiello, Baldan, y Navazio, 2013, p. 76). 

Para poder establecer un cultivo viable es necesario tener en cuenta tres 

factores; la obtención de explantes axénicos, el medio de cultivo, las 

condiciones ambientales, y el tipo de callo a utilizar. 

Los explantes que se usan para cualquier tipo de cultivo in vitro deben ser 

descontaminados para tener explantes y cultivos libres de microorganismos. 

Además, es necesario estandarizar los protocolos de desinfección para obtener 

cultivos sin oxidación o con un porcentaje bajo de oxidación (Pérez, 2008, p. 

54). 

El medio que más se utiliza para cultivos in vitro es el medio Murashige y 

Skoog (MS), se compone principalmente de sacarosa, macro y micronutrientes 

y agar, se puede adicionar bioreguladores para la división y crecimiento óptimo 

de las células. Los bioreguladores que se adicionan para los cultivos celulares 

son auxinas y citoquininas, además se pueden adicionar agentes antioxidantes 

como polivinil piridona (PVP) o ácido absicico (Pérez, 2008, p. 56). 

 

3. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 

Esta investigación está compuesta de 2 etapas principales: La desinfección de 

explante de Lupinus mutabilis obtenidas en campo y establecimiento del 

cultivo; y la inducción a callogénesis. En la etapa de desinfección se 
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implementará un diseño experimental completamente al azar (DCA) que 

consistió en 6 tratamientos: 3 tratamientos con la desinfección directa de la 

semilla y 3 tratamientos con la desinfección a nivel de vaina. La variable 

independiente evaluada en este paso fue la concentración de coloro comercial 

(Clorox) (5%, 6%, 7%) al que son sometidas las muestras vegetales. (Tabla 7). 

A partir de ello, se evaluará el porcentaje de contaminación y necrosamiento 

por tratamiento como variables dependientes. Se tomarán los datos en el día 7 

y el día 15 a partir de la siembra.  

Tabla 7:  

Porcentaje de Cloro comercial aplicado para la desinfección de vainas de L. 

mutabilis. 

Tratamiento Tejido Hipoclorito de sodio (%) 

1 Vaina 5 

2 Vaina 6 

3 Vaina 7 

4 Semilla 5 

5 Semilla 6 

6 Semilla 7 

 

Para la inducción a callogénesis, se implementará un diseño experimental 

completamente al azar (DCA). Como variable dependiente se estableció el 

peso del callo a los 15, 30 y 45 días después de sembrados, y como variables 

independientes se evaluaron el tipo de citoquinina (6-BAP y kinetina), tipo de 

auxina (ANA y 2,4-D) y tipo de agente antioxidante (carbón activado y PVP) 

(Tabla 8). La temperatura al igual que el pH se mantiene constante, 22C y 5.6-

5.8. En este experimento, se evaluará el color del callo como una variable 

cualitativa, pues el color es un indicativo del grado de oxidación del callo 

obtenido. 

Tabla 8:  

Formulación de medios de cultivo para inducción a callogénesis. 
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 Medio Basal Auxina (mg/L) Citoquinina (mg/L) Antioxidante (g/L) 

 MS GD ANA 2, 4-D 6-BAP Kinetina C. activado PVP 

M1 + - 1.5 - 0.5 - 10 - 

M2 + - - 1.5 - 0.5 10 - 

M3 - + - 1.5 - - - 10 

 

Una vez obtenidos los resultados de todos los tratamientos en todas las etapas, 

se realizará un Análisis de varianza (ANOVA) Para determinar las variables 

independientes significativas e influyentes en la formulación de medios y 

crecimiento de callos. Adicionalmente, se realizarán pruebas de contraste de 

Duncan para destacar los mejores tratamientos. 

En la figura 9 se detalla un diagrama de bloques de las principales actividades 

realizadas. 

 

Figura 9: Diagrama de bloques de inducción a callogénesis de Lupinus mutabilis. 

 

4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Obtencion de plantas de 
Lupinus mutabilis 

Tratamientos de desinfeccion 
de Lupinus mutabilis 

Establecimiento de cultivo de 
explantes de semilla 

Seleccion de mejor 
tratamiento de desinfeccion 

Induccion de callogenesis de 
Lupinus mutabilis 

Seleccion de mejor 
tratamiento de induccion a 

callos. 
 (peso y tamano de callo) 

Analisis de datos 
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4.1 Material Vegetal 

 

Para el desarrollo de esta investigación, se emplearon vainas de L. mutabilis. 

Las vainas fueron obtenidas de la parroquia San Bartolomé de Pinllo en la 

ciudad de Ambato, provincia de Tungurahua, Ecuador. Las muestras se 

obtuvieron a partir de un único individuo cultivado de aproximadamente 1.30 

metros de alto. Las vainas poseían de 4 a 6 semillas. Ambato se encuentra a 

2577 metros sobre el nivel del mar y la temperatura ambiental oscila entre 7 y 

22 grados centígrados. Las ramas recolectadas se mantuvieron en agua 

destilada por un tiempo máximo de 48 horas. 

 

4.2 Establecimiento 

 

4.2.1 Desinfección 

 

Las vainas recolectadas en el campo fueron llevadas al Laboratorio de 

Biotecnología Vegetal (LQ3) de la Universidad de las Américas, donde se 

realizó la desinfección. 

Las vainas fueron lavadas con un detergente líquido por 10 minutos y 

sumergidas en una solución de alcohol al 70% por 30 segundos. 

Posteriormente se sumergieron las vainas en distintas concentraciones de 

hipoclorito de sodio (Tabla 7, Diseño Experimental). Una vez realizada la 

desinfección con Cloro comercial las vainas son lavadas 3 veces con agua 

destilada. 

4.2.2 Obtención de explantes 

 

Las vainas de chocho desinfectadas se cortaron dentro de la cámara de flujo 

laminar para obtener las semillas. A partir de este paso, se procedió de igual 

manera con la semilla desinfectada. Se retiró el tegumento de la semilla y la 
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radícula, El cotiledón restante se usó como explante. Los explantes obtenidos 

se colocaron en el medio de establecimiento, la cual se realizó en medios de 

cultivo MS basales (medios sin bioreguladores). Se cubrió la caja con plástico 

de laboratorio (parafilm) y se almacenaron las cajas en el área de desarrollo a 

22°C. La obtención de datos se realizó en los días 7 y 15, donde se evaluó el 

porcentaje de contaminación y necrosamiento (Laboratorio de Biotecnología 

Vegetal, 2016)  

El porcentaje de contaminación se evaluó mediante la ecuación 1, de la misma 

manera se evaluó el porcentaje de contaminación fúngica y bacteriana 

(ecuaciones 2 y 3).  

          (Ecuación 1) 

 

                         (Ecuación 2) 

 

 (Ecuación 3) 

 

El porcentaje de necrosamiento se calculó luego de desechar los explantes 

contaminados y se evaluó mediante el uso de la ecuación 4. 

         (Ecuación 4) 

 

 

4. 4 Inducción de callogénesis 

 

4.4.1 Preparación de medios de cultivo 
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Como se puede observar en la Tabla 8 (ver Diseño Experimental), se 

prepararon tres medios de cultivo con variaciones en la formulación de 

bioreguladores y agentes antioxidantes.  

Las formulaciones de medio de cultivo se basaron en investigaciones de 

inducción a callogénesis en especies del genero lupinus, un estudio realizado 

en la Universidad de Reading (Reino Unido) utilizó antioxidantes como PVP y 

carbón activado con mezclas distintas de bioreguladores para establecer como 

estos afectan la formación de callos de distintos tejidos de Lupinus mutabilis 

(Phloplonker y Caligari, 1993, p. 430). Otro estudio realizado por Bonifaz y 

colaboradores en Perú estudiaron la formación de callos de Lupinus mutabilis a 

partir de hipocótilo, peciolo y foliolo, usando un medio formulado solamente con 

un bioregulador, 2,4-D (Bonifaz et al., 2014, p. 19). La formulación de los 

medios se fueron modificaciones de los establecidos en estos estudios. Los 

medios de cultivos se prepararon según los volúmenes necesarios para cada 

siembra. En cada medio se colocó 30 g/L de sacarosa y se ajustó el pH en un 

rango de 5.6 – 5.8. Se colocó una concentración 8 g/L de Agar (Bacto agar, 

BD, Estados Unidos) en cada medio y se disolvió sobre una plancha de 

calentamiento a una temperatura promedio de 200°C. Se autoclavaron los 

medios a una temperatura de 121°C por 15 minutos a 15 psi de presión. Los 

medios se dispensaron dentro de una cámara de flujo en cajas Petri y se 

etiquetaron con la nomenclatura del medio correspondiente.  

 

4.4.2. Siembra de explantes para callogénesis 

 

Los explantes fueron extraídos del medio de establecimiento para colocarlos en 

los medios de callogénesis. Las cajas se cubrieron con papel aluminio para 

obtener total oscuridad para el crecimiento de callos y se colocaron dentro de 

una incubadora a 22°C. Los datos de peso se recolectaron a los 15, 30 y 45 

días de inducción. 
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4.5 Análisis de datos 

 

Para ambas etapas de esta investigación se realizaron análisis de 

determinación de normalidad, Shapiro-Wilk usando el programa estadístico 

SPSS. Posterior a ello, se realizó un análisis de varianzas ANOVA y una 

prueba de Duncan usando un alfa < 0.05. 

 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

5.1 Desinfección de explantes y establecimiento 

 

5.1.1 Porcentaje de contaminación 

 

Las cajas Petri con explantes se evaluaron mediante observación para 

determinación la presencia de contaminación ya sea bacteriana o fúngica 

(Figura 10). En la figura 11 se puede observar los porcentajes de 

contaminación bacteriana y fúngica a los 15 días. Todos los tratamientos de 

desinfección presentaron índices de contaminación, siendo la contaminación 

bacteriana la dominante en todos los tratamientos. Se pudo apreciar que el 

tratamiento 6 presentó solamente un 2.7% de contaminación fúngica 

presentándose a los 15 días. Sin embargo, la contaminación bacteriana fue alta 

en la mayoría de los tratamientos siendo el tratamiento 6, con un porcentaje del 

27.77% el que menor índice mostró. Además, se pudo evidenciar que los 

tratamientos con 6% de hipoclorito de sodio ya sea en la vaina cerrada o en la 

semilla presentaron una menor contaminación dentro de su grupo. El 

tratamiento 1 es el que obtuvo el mayor porcentaje de contaminación 

bacteriana en las tres réplicas. Esto podría indicar que el usar hipoclorito de 

sodio al 5% en un tejido como la vaina, es inefectivo al momento de eliminar 

impurezas y contaminantes. El tratamiento 2 tuvo baja eficiencia en la 

eliminación de contaminantes ya que en los primeros siete días de evaluación 
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más de la mitad de los explantes mostraron contaminación bacteriana, y en el 

día 15 ya se tuvo 61.11% de la misma y un 13.88% de contaminación fúngica. 

El tratamiento 3 que consistía el aplicar la mayor concentración de hipoclorito 

de sodio redujo la contaminación en comparación con los dos primeros 

tratamientos, pero aun así el porcentaje no era el deseado para un protocolo de 

desinfección adecuado. Los tratamientos 4, 5 y 6 son los que fueron aplicados 

a la semilla de Lupinus mutabilis. En general estos tratamientos obtuvieron un 

menor porcentaje de contaminación que los tratamientos 1, 2 y 3. Esto se debe 

a que el tratamiento de desinfección fue aplicado directamente sobre el tejido 

con el que se va a trabajar. El tratamiento 4 es uno de los tratamientos con un 

índice alto de contaminación fúngica (11.11%), sin embargo, la contaminación 

bacteriana fue minina (38.88%) en comparación con el tratamiento 5 en el cual 

se obtuvo 50% de contaminación bacteriana. Este porcentaje es mayor que el 

tratamiento 4 en cual se aplica una menor concentración de hipoclorito de 

sodio.  

 

 

Figura 10: Izquierda: Contaminación fúngica en explantes de cotiledón de 

Lupinus mutabilis. Derecha: Contaminación bacteriana. 
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Figura 11: Porcentajes de contaminación a los 15 días de aplicados los 

tratamientos de desinfección.  

Derecha: Bacteriana. 

Izquierda: Fúngica. 

En cuanto a la contaminación global (Figura 12), se pudo determinar que el 

tratamiento 6 es el que menor índice de contaminación reportó, ya que 

presentó un 30.55% de explantes contaminados. Los tratamientos 1, 2 y 3 

siguen la tendencia de disminuir el porcentaje de contaminación con el 

aumento de concentración de hipoclorito de sodio siendo el tratamiento 1 el 

que demuestra el mayor porcentaje de contaminación global (91.66%) y el 

tratamiento 3 el menor de ese grupo de tratamientos (61.11%). Con respecto a 

los tratamientos 4, 5 y 6 la contaminación no sigue la tendencia de disminuir. El 

tratamiento 5 muestra un porcentaje alto (55.55%) en relación a los 

tratamientos 4 y 6.  

El análisis de varianza ANOVA de un factor demostró que existe una diferencia 

entre los tratamientos dado que el valor F critico es mucho menor al valor F 

(3.10 ≤ 28.68). Esto indica que las concentraciones de hipoclorito de sodio 

afectan directamente el porcentaje de contaminación de los explantes. De igual 

manera en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk se evidencio que los datos 

siguen una distribución de normalidad.  El análisis estadístico de Duncan indicó 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

T1 T2 T3 T4 T5 T6

%
 d

e 
co

nt
am

in
ac

ón
 fú

ng
ic

a 

Tratamiento 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

T1 T2 T3 T4 T5 T6

%
 d

e 
co

nt
am

in
ac

ió
n 

ba
ct

er
ia

na
 

Tratamiento 



33 
 

 

que entre los tratamientos 4 y 5 no existieron diferencias significativas por lo 

cual las distintas concentraciones de hipoclorito de sodio, aplicados sobre la 

semilla de chocho no influyen en la contaminación. Tampoco existió diferencia 

significativa entre estos tratamientos (4 y 5) y el tratamiento 3, esto se debe al 

cambio de tejido entre vaina y semilla. Esto demuestra que es más factible 

aplicar la desinfección sobre la semilla de Lupinus mutabilis ya que al usar la 

menor concentración de hipoclorito de sodio se tiene resultados similares 

comparado con usar la concentración más alta de hipoclorito de sodio sobre la 

vaina. El análisis también demostró diferencia significativa entre el tratamiento 

1,2 y 6 comprobando lo que ya se había observado en los gráficos, la eficiencia 

del tratamiento 6 al momento de eliminar y reducir contaminantes. Por lo cual 

se puede inferir que el tratamiento 6 es el mejor para la desinfección de 

semillas de Lupinus mutabilis.  

Figura 12: Contaminación global a los 15 días de aplicada de desinfección. 
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La desinfección del material vegetal es un paso esencial para iniciar un cultivo 

vegetal in vitro. Se han descrito muchos protocolos para la desinfección de 

ciertos tejidos o de plantas específicas. Todos los protocolos de desinfección 

usan uno o dos agentes antioxidantes, los más comunes siendo cloruro de 

mercurio, hipoclorito de sodio, hipoclorito de calcio y etanol (SIGMA-ALDRICH, 

2017). Muchas veces se adiciona también un detergente para romper la tensión 

superficial y permitir un mejor contacto del desinfectante con la superficie 

vegetal, usualmente se adiciona Tween 20 u 80 para realizar esto. Tween 80, 

que es el detergente que se usa en esta investigación, actúa reduciendo la 

unión bacteriana a la superficie vegetal e inhibir la formación de biofilm (Brandl 

y Huynh, 2014, p. 5040). En una investigación realizada en el Instituto de 

Química Bioorgánica de Polonia, utilizaron dos agentes desinfectantes para 

eliminar impurezas de cuatro especies de Lupino: etanol al 70% e hipoclorito de 

sodio en su forma comercial al 1.5% al que se le adiciono Tween 20. En este 

estudio se obtuvo un 80% de explantes sobrevivientes, los cuales sirvieron 

para generar raíces y brotes (Pniewski, Kapusta, y Legocki, 2002, p. 419).  

En muchas investigaciones se usa hipoclorito de sodio como el agente 

desinfectante principal. Es así como, en un estudio realizado en Irán en el 2012 

donde prueban distintas concentraciones de hipoclorito de sodio (1, 2 y 4%) por 

20 minutos y cloruro de mercurio 1% por 10,15,20 y 25 minutos, demostraron 

que el hipoclorito de sodio a 4% fue un mejor agente esterilizante, ya que se 

obtuvo en 80 y 90% de explantes sobrevivientes; de igual manera, con este 

tratamiento se obtuvo un mayor porcentaje de germinación de plantas de 

Ziziphus spina, casi 70% (Ahmadi, Nasr, Jalilvand, y Savadkoohi, 2012, p. 

1301). 

Como se puede evidenciar en estas investigaciones, el hipoclorito de sodio es 

el agente desinfectante más usado, normalmente en conjunto con un 

detergente. A medida que se aumenta la concentración de hipoclorito de sodio 

el porcentaje de contaminación va decreciendo, es por esto que en el 

tratamiento 6 y 3 que tienen el mayor porcentaje de hipoclorito de sodio el 

porcentaje de contaminación es menor a los otros 2 tratamientos de cada grupo 

(Ahmadi et al., 2012, p. 1301). El hipoclorito de sodio es el desinfectante más 
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usado debido a su capacidad de eliminar microorganismos, logra esto debido a 

su capacidad oxidativa, el hipoclorito de sodio oxida moléculas biológicas como 

proteínas y ácidos nucleicos. Esto con lleva a la muerte celular de los 

microorganismos impidiendo que siga su crecimiento en el medio de cultivo 

(Yildiz y Er, 2002, p. 259). 

Otro factor importante que afecta la eficiencia del proceso de desinfección es el 

origen del material vegetal. Los porcentajes de contaminación obtenidos son 

relativamente altos. Esto se debe a que los explantes fueron obtenidos a partir 

de una planta cultivada en el ambiente, debido a la presencia de 

microorganismos, del ambiente o patógenos en su superficie o en su interior 

(Caicedo y Peralta, 2001). Esto fue comprobado por Bonifaz y colaboradores 

en 2014, cuando utilizaron una solución de 96% de alcohol y 2% de hipoclorito 

de sodio para desinfectar tejido de Lupinus mutabilis con el fin de obtener 

callos. En los tres tratamientos que realizaron ninguno obtuvo resultados ya 

sea por contaminación, necrosis o despigmentación. La diferencia de los 

porcentajes de contaminación en el tipo de tejido sometido a desinfección 

también tiene una diferencia notable. La vaina a ser un tejido expuesto al medio 

ambiente es más susceptible a microorganismos, por lo cual los tratamientos 

realizados sobre la vaina se mostraron poco efectivos. Esto es debido a que las 

bacterias que son los contaminantes más comunes, y son los más difíciles de 

eliminar. Estos microorganismos no son detectables a simple vista y algunos 

resisten a los tratamientos de desinfección, y continúan su crecimiento una vez 

iniciado el cultivo in vitro (Hernández y Gonzales, 2010). 

 Al presentarse una mayor contaminación bacteriana que fúngica, se puede 

aseverar que la contaminación bacteriana pudo haberse producido por la 

presencia de bacterias endógenas y superficiales que no fueron removidas 

completamente, ya sea por su resistencia a los agentes desinfectantes o 

porque se encontraban dentro de grietas o lesiones en la superficie donde no 

llegó el desinfectante. Los géneros de bacterias que afectan mayormente a las 

plantas de chocho son las Pseudomonas y Xanthomonas (Kurlovich, 2002, 

287).  
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Las Pseudomonas viven como saprofitas y parásitos en la superficie y dentro 

de las plantas. Pueden ayudar al crecimiento de la planta, inhibiendo el 

crecimiento de microorganismos patógenos, aumentando la resistencia a 

enfermedades y produciendo fitohormonas para promover el crecimiento. a su 

vez, también existen subespecies de Pseudomonas que viven como parásitos y 

causan daños en la planta como necrosis, pudrición e inhibición de crecimiento 

(Preston, 2004, p. 907). Por otro lado, las Xanthomonas causan marchitez y 

manchas en la superficie de tejidos vegetales y, al igual que Pseudomonas, 

infectan a la planta por heridas y se multiplican dentro y fuera de los tejidos 

(Boch, y Bonas, 2010, p 420). La presencia de estos microorganismos, 

beneficiosos o no, dentro de la planta constituye un problema al intentar iniciar 

un cultivo in vitro. Al momento de colocar el explante en el medio de cultivo, la 

bacteria, en el caso de estar contaminado el explante, empezará a proliferar 

por la gran cantidad de nutrientes que forman parte del medio. Debido a que un 

microorganismo tiene un tiempo de duplicación mucho más rápido que el de 

células vegetales, este le privará de nutrientes e impedirá el desarrollo y 

crecimiento del explante (Cassells, 2001, p. 353). 

La muestra vegetal puede tener un gran número de contaminantes que no se 

removieron completamente con la desinfección, pero también existe el riesgo 

de contaminación por el ambiente en el que se encuentre el cultivo. Según un 

estudio realizado en Nigeria se encontraron 18 tipos de microorganismos en 

asociados a un laboratorio de cultivo de tejidos, 11 de los cuales eran bacterias 

y 8 hongos. Ente las bacterias que identificaron se encontraba Pseudomonas, 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Bacillus subtilis, y en 

el grupo de los hongos se encontraba Aspergillus niger, Cladosporium sp., y 

Fusarium oxysporum. Estos y otros microrganismos se aislaron de todas las 

superficies de los laboratorios, del aire, los cultivos de plantas y de la piel 

humana. (Odutayo, Amusa, Okutade, y Ogunsanwo, 2007, p. 77). Esta 

investigación demuestra que la contaminación en los cultivos de tejidos no se 

debe solamente a los microorganismos endógenos o superficiales de planta, 

sino también por mala manipulación del investigador o por mala desinfección 

del área de trabajo y los utensilios a usar.  
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5.1.2 Porcentaje de necrosamiento y viabilidad 
 

Para la variable necrosamiento se evaluó la mortalidad de los explantes con 

respecto a la concentración de hipoclorito de sodio. Visualmente el tratamiento 

1 obtuvo 0% de necrosamiento, esto se debe a que existió solamente un 

explante sobreviviente de la desinfección y este no se necrosó. Los 

tratamientos que presentaron el menor porcentaje de necrosamiento son los 

tratamientos 2 y 4 con 11.11% y el mayor porcentaje se presentó en los 

tratamientos 3 y 6 con 19.44% de necrosamiento. La comparación de los 

tratamientos se puede observar en la figura 13 y 14.  

 

Figura 13: Porcentajes de necrosamiento de los tratamientos de desinfección.  
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Figura 14: Necrosamiento y oscurecimiento del medio de cultivo.  

El ANOVA realizado demuestra que los datos poseen diferencias significativas 

debido a que el valor F critico es menor al F (3.10 ≤ 8.03). Como se puede 

observar los valores no son muy distante lo cual explica los resultados de la 

prueba de Duncan. El análisis de Duncan demuestra que no existen diferencias 

significativas entre los tratamientos (Figura 13), pero como se mencionó 

anteriormente, los tratamientos 2 y 4 reportaron ser los mejores para evitar el 

necrosamiento. El tratamiento 5 es el siguiente tratamiento con menor 

porcentaje de necrosamiento (13.88%). Por último, están los tratamientos 3 y 6 

con los mayores porcentajes de necrosamiento. Debido a lo observado en los 

análisis estadísticos, la concentración de hipoclorito de sodio no influye en la 

muerte de los explantes, por lo que los porcentajes de necrosamiento son 

similares entre tratamientos. El análisis Shapiro-Wilk demostró una distribución 

normal entre los tratamientos para necrosamiento. 

Con respecto a la viabilidad de los explantes se tomó en cuenta la 

contaminación total y el necrosamiento producido en los explantes. Estos datos 

se evaluaron con respecto a los tratamientos de desinfección (concentración de 

hipoclorito de sodio). Se determinó que el tratamiento T6 es el que más 

explantes viables proporcionó, con un 38.88% de viabilidad (ver figura 15 y 16).  
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Figura 15: Porcentajes de viabilidad de los tratamientos de desinfección de 

chocho. 

 

Figura 16: Explantes de Lupinus mutabilis viables.  
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En el análisis ANOVA se tiene un F critico menor al F (3.10 ≤ 9.91). 

Conociendo estos datos se concluye que existe diferencia significativa entre los 

tratamientos. La prueba de Duncan determinó que entre el tratamiento 1 y 2 no 

existieron diferencias significativas; y son los tratamientos con menor 

porcentaje de viabilidad. El tratamiento 5 es significativamente mayor que el 1, 

2 y 3 con 30.55% de viabilidad. Estos datos permiten identificar al tratamiento 6 

como el más eficiente en la desinfección de Lupinus mutabilis. El tratamiento 6 

fue aplicado a directamente a las semillas y consiste en sumergir las semillas 

en hipoclorito de sodio 7%. Este tratamiento fue el indicado para reducir el 

porcentaje de contaminación. A pesar de ser el tratamiento con un alto 

porcentaje de necrosamiento, se obtuvo el mayor número de explantes 

sobrevivientes. La prueba de Shapiro-Wilk demuestra que los datos de los 

tratamientos para viabilidad poseen una distribución normal. 

Aunque el hipoclorito de sodio no sea significativamente influyente, si es un 

factor que afecta directamente al necrosamiento de los tejidos. Esto fue 

demostrado por Wegayehu, Firew y Belayneh (2015, p. 658) donde evaluaron 3 

distintas concentraciones de hipoclorito de sodio (0.15, 0.25 y 0.5%), variando 

los tiempos (10, 15 y 20 minutos) para la desinfección de yemas de Prunus 

persica (durazno). Determinaron que a medida que aumentaba el tiempo de 

inmersión, la contaminación se reducía, al igual que al aumento de 

concentración de hipoclorito de sodio. A pesar de la reducción de 

contaminantes, al aumentar la concentración de hipoclorito de sodio y tiempo 

de inmersión existía menor porcentaje de sobrevivencia de los explantes 

(Wegayehu etal., 2015, p. 658). Ellos tomaron en cuenta la concentración de 

hipoclorito de sodio en el cloro comercial que es aproximadamente 5%, lo 

opuesto a lo que se realizó en esta investigación donde se variaron las 

concentraciones de cloro comercial (Clorox). Esto puede explicar por qué 

existió un alto índice de contaminación y relativamente bajo índice de 

necrosamiento, pues las concentraciones de hipoclorito de sodio utilizadas 

fueron bajas (0.35, 0,30 y 0.25%). En los tratamientos evaluados por 

Wegayehu y colaboradores, el menor porcentaje de necrosamiento se obtuvo 

en 0.15% de hipoclorito de sodio lo cual coincide con el tratamiento 1, pero a su 
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vez el porcentaje de contaminación fue el mayor de todos los tratamientos. Lo 

mismo se puede observar con el mayor porcentaje de necrosamiento que se 

obtuvo cuando se usó 0.5% de hipoclorito de sodio y en los tratamientos 3 y 6 

donde se usó 0.3%. 

El hipoclorito de sodio y cualquier otro agente desinfectante actúa como un 

agente fitotóxico sobre el explante en altas concentraciones. Una vez realizada 

la desinfección y colocado el explante sobre el medio de cultivo se puede 

empezar a evidenciar oscurecimiento alrededor del explante. Esto es causado 

por el estrés oxidativo que sufren las células del explante. Este estrés es 

causado por el incremento en la generación de radicales libres. Estos 

compuestos tienen la capacidad de oxidar compuestos celulares hasta el punto 

de causar la muerte celular (Azofeifa, 2009, p. 154). La oxidación y 

oscurecimiento del medio también es causado por compuestos fenólicos que 

se liberan al medio de cultivo. Estos inhiben la actividad celular e impiden el 

crecimiento del explante (Abdelwahd, Hakam, Labhilili, y Udupa, 2008, p. 999). 

Los compuestos fenólicos no son los únicos que causan inhibición de 

crecimiento; también puede existir oxidación proteica y actividad de enzimas 

peroxidasas que causan oxidación en presencia de peróxido. Todos estos 

compuestos y reacciones son liberados durante las fases de corte de 

explantes, desinfección y cultivo de explantes (Titov, Bhowmik, Mandal, Alam, y 

Uddin, 2006, p. 98). 

Existe también la posibilidad de que el porcentaje de viabilidad y necrosis este 

definido por el tipo de tejido que se propaga. Por ejemplo, un estudio realizado 

en Polonia experimentó con la obtención de callos a partir de distintos tejidos 

de Lupinus angustifolius, Lupinus polyphyllus y Lupinus hartwegii. Probaron con 

tejidos de hipocótilo, ejes embrionarios, hojas, cotiledón y raíz. El mayor 

porcentaje de callogénesis se obtuvo a partir del hipocótilo, donde el 100% de 

explantes produjo callos. Sin embargo, cuando se indujo callogénesis en 

cotiledón se obtuvo un máximo de 15% de callogénesis y el resto de explantes 

no crecieron. Esto indica una menor susceptibilidad a producir callos a partir de 

cotiledón y la implicación de muerte celular en los tejidos y explantes que no 

lograron crecer (Sroga, 1987, p. 246). 
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Conociendo la disponibilidad que el cotiledón tiene a sufrir de necrosis es 

necesario tener una razón para la elección de este tejido para iniciar el cultivo 

de callos. El cotiledón, que conforma la mayor parte de la semilla, tiene un 

porcentaje alto de proteínas (40 a 45%). Es la parte de la planta de Lupinus 

que posee mayor cantidad de proteínas en comparación a las hojas y el tallo 

que poseen aproximadamente 25%. También posee más ácidos grasos (35 a 

45%) en comparación a las hojas y tallo (0.1 a 2 %) (Pérez, Lagunes, López, 

Aranda y Ramos, 2015). Es por esta razón que se eligió el cotiledón como el 

tejido indicado para iniciar un cultivo de callos. El establecimiento de un cultivo 

de callos viable inducido a partir de cotiledón puede tener aplicaciones a futuro 

para la producción y extracción de proteínas ya se directamente de los callos o 

a partir de una suspensión celular.  

 

5.2 Inducción a callogénesis 

 

5.2.1 Crecimiento de callo 

 

El crecimiento y formación de callo se determinó visualmente y mediante el 

incremento del peso del explante a los 15, 30 y 45 días de sembrado, en la 

figura 17 se pude observar la formación de callos en cada medio de cultivo. En 

la figura 18 se puede observar los gráficos de crecimiento de callos a los días 

15 y 30. La diferencia de pesos entre tratamientos muestra una clara 

superioridad de tratamiento 1 sobre los demás. En el día 15 se observó un 

incremento de la masa celular hasta los 93.75 mg, seguido por el tratamiento 2 

que aumentó hasta los 80.75 mg y por último el tratamiento 3 con un peso final 

de 10.5 mg. En los datos tomados del crecimiento en el día 30 se observó la 

misma tendencia de los datos, siendo el tratamiento 1 el que obtuvo el mayor 

incremento (62.25 mg), el tratamiento 2 tuvo 38 mg y el tratamiento 3 que 

mostro un incremento mínimo de 4 mg.  
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Figura 17: Callos posterior a subcultivo. 
a) tratamiento 1.  

b) tratamiento 2.  

c) tratamiento 3. 

 

 

Figura 18: Crecimiento de callos a los días 15 y 30 en mg. 

Una vez evaluado el crecimiento en el día 45, se pudo observar que, en efecto 

el tratamiento 1 fue el mejor estadísticamente como lo demuestra la prueba de 

Duncan en la figura 19, y también fue el tratamiento que demostró mejores 

resultados visualmente. Se obtuvo una masa total de 219.5 mg en el 

tratamiento 1, seguido del tratamiento 2 donde se obtuvo una masa final de 

148.25 mg; y el tratamiento 3 en donde se no se observó un incremento 
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marcado de la masa del callo, siendo su masa final de 20.5 mg. El crecimiento 

de callos se puede observar en la figura 19. 

 

Figura 19: Formación de callos en el día 45. 

En la figura 19 se puede observar la diferencia entre tratamientos. El análisis 

estadístico ANOVA reportó la presencia de diferencias significativas entre los 

tratamientos a nivel de masa de callo obteniendo un F critico mucho menor al 

valor F (4.25 ≤ 927.13). En la prueba de contraste de medias de Duncan indicó 

que tratamiento 1 fue el más óptimo para el crecimiento de callos de Lupinus 

mutabilis. Esto debido a la formulación del medio de cultivo, así como las 

concentraciones adecuadas de citoquininas y auxinas. De la misma manera se 

realizó en análisis Shapiro-Wilk en el cual se demostró que los tratamientos de 

formación de callo siguen una distribución normal. 
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Los medios basales usados (MS o GD) fueron elegidos por su efectividad 

mencionada en algunas investigaciones, como la realizada es S. aucuparia 

donde se inició un cultivo de embriones con el fin de obtener callos. Se 

probaron tres medios de cultivo GD, MS y WPM (medio para plantas leñosas). 

Los mejores resultados se obtuvieron con el medio MS suplementado con 

bajas concentraciones de auxinas y citoquininas, de los embriones obtenidos, 

donde se logró inducir la formación de callos, seguido del medio GD (Chalupa, 

2012, p. 222). Estos medios de cultivo también son usados en otras 

investigaciones de formación de callos, como el estudio realizado en Estados 

Unidos sobre pasto de trigo. Se comprobó la formación de callos en medio MS 

y GD, suplementado con auxinas y citoquininas; y se obtuvo un mayor 

porcentaje de callogénesis en el medio MS (88%); de igual manera se tuvo una 

mayor tasa de formación de brotes a partir del callo (90%), en comparación al 

medio GD, donde se obtuvo 82% de brotes (Matand, y Acquaah, 2009, p. 223).  

Existen también estudios donde aplican solamente el uso del medio GD. Como 

es la investigación realizada en Reino Unido, donde indujeron la transformación 

y regeneración de yuca a partir de embriones somáticos. Aseguraron que, al 

mantener el embrión en medio GD, se obtiene un callo embriogénico friable 

que es lo ideal para ser transferido a un medio líquido y obtener proliferación de 

más embriones somáticos (Hillocks, Thresh, y Bellotti, 2002, p. 190). Otra 

investigación que reporta la efectividad del medio GD es la realizada en India, 

donde estudian la viabilidad de usar el medio de cultivo GD para la 

regeneración de distintas variedades de trigo. Usan medio GD suplementado 

con 2,4-D como el único bioregulador. Obtuvieron éxito en la inducción a 

callogénesis en la mayoría de variedades usando una concentración de 2 mg/L 

de 2,4-D; el mayor porcentaje de callos fue de 93%. A pesar de que en 

investigaciones se ha reportado la efectividad del medio GD, en la presente 

investigación no concuerda. Posiblemente esto se deba a la baja concentración 

de sales que posee, pues es la principal diferencia entre los medios MS y GD; 

el medio MS es más salino, ya que la concentración de macronutrientes es alta 

y esto ayuda al crecimiento de callos en ciertas plantas (Murashige y Skoog, 

1962).  
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Al ser los explantes provenientes de cotiledones jóvenes necesitan de la mayor 

cantidad de nutrientes para continuar con su crecimiento y transformase en una 

planta adulta. En este caso el objetivo es tener callos para lo cual se necesita 

formular un medio con la concentración suficiente de nutrientes. Uno de los 

elementos importantes para el crecimiento del explante es el nitrógeno. El 

nitrógeno normalmente es fijado mediante la bacteria Rhizobium que forma una 

simbiosis con la raíz. Sin embargo, en el cultivo in vitro no existe formación de 

raíz y el explante necesita una forma de obtener nitrógeno. Es por esta razón 

que el medio de cultivo deber tener una concentración relativamente alta de 

nitrógeno, lo cual es proporcionado por el medio basal MS. El potasio también 

es otro elemento que influye en el crecimiento celular. El potasio tiene un efecto 

directo a la expansión celular y crecimiento, y también posee la actividad de 

reducir el efecto caotrópico que ocurre dentro del citoplasma, logra esto 

rompiendo puentes de hidrogeno entre moléculas de agua y macromoléculas 

sin interrumpir puentes de hidrogeno que sean de importancia para el 

crecimiento celular. El potasio cumple un papel muy indispensable dentro de la 

célula, por lo cual la concentración en el medio de cultivo debe ser la adecuada 

para el correcto crecimiento y funcionamiento celular. Otro elemento que es 

importante en las funciones celulares es fósforo. El fósforo es importante para 

la generación de energía dentro de la célula, también está presente en la 

síntesis de ácidos nucleicos y metabolismo de azucares y fosfolípidos. 

Además, también regula actividad de proteínas. El fósforo al igual que los otros 

elementos mencionados debe estar en concentraciones adecuadas para 

abastecer la demanda de las células para un buen crecimiento y formación de 

callos. Estos elementos se encuentran en concentraciones altas en las sales 

del medio MS, excepto el fósforo que se encuentra en mayor concentración en 

el medio GD. A pesar de tener una mayor cantidad de fósforo, los demás 

nutrientes están en concentraciones bajas, lo cual no es lo óptimo para inducir 

callogénesis (Maathius y Diatloff, 2013, p. 10). 

 Existen también estudios que avalan la efectividad del medio MS. Tal como el 

estudio realizado en Nueva York por T.R Ganapathi y colaboradores, donde 

establecen la formación de una suspensión celular a partir de células 
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embriogénicas. Para obtener las células embriogénicas es necesario inducir la 

callogénesis de los explantes de banano. Los explantes se obtuvieron de 

yemas de plantas cultivadas en el laboratorio. Ellos probaron dos medios de 

cultivo, MS y HS (Schenk y Hidebrandt) usando los bioreguladores Kinetina y 

2,4-D, o picloram. Obtuvieron mejores resultados en los tratamientos done se 

usó MS como el medio basal y kinetina y 2,4-D como bioreguladores, donde el 

porcentaje de callogénesis que ellos obtuvieron fue de un 42%. En otras 

investigaciones también reportan los mismos resultados con respecto al medio 

basal. Es así que en una investigación realizada por Sator (1985, p. 126) 

estudian la regeneración de brotes de Lupinus spp. Para llegar a la 

regeneración ellos indujeron callogénesis en 3 tejidos distintos (hoja, hipocótilo 

y raíz) en cuarto especies de lupino diferentes (L. luteus, L. angustifolius, L. 

polyphyllus y L. hartwegii). Ellos usaron las sales de MS con variaciones de 

auxinas y citoquininas, y en la mayoría de los tratamientos obtuvieron un buen 

crecimiento de callos.  

Esto nos lleva a considerar otro factor importante a la hora de formular medios 

para callogénesis: El balance auxinas/citoquininas. En el mismo estudio, se 

varió las concentraciones de auxinas y citoquininas y la combinación de las 

mismas. Desarrollaron 5 medios de cultivos con combinaciones de 6-BAP (1,5 

y 2 mg/L) y ANA (0,2 y 2 mg/L) y también de 2,4-D (2 mg/L) y Kinetina (1,25 y 2 

mg/L). Como se mencionó anteriormente todos los tratamientos obtuvieron 

buenos resultados, pero en general los tratamientos con 6-BAP (1,5 mg/L) y 

ANA (2 mg/L) mostraron mayor presencia de callos (aproximadamente 37 

explantes hipocótilo de 40 sembrados) (Sator, 1985, p. 126). De igual manera, 

en otro estudio indujeron callogénesis en la leguminosa Stylosanthes scabra 

usando una combinación de 2,4-D con alguna citoquinina, ya sea kinetina o 6-

BAP. Demostraron que al usar solamente una auxina como 2,4-D o una 

citoquinina como Kinetina no fue posible inducir la formación de callos, pero al 

adicionar 6-BAP, la tasa de transformación aumentó. En todos los medios con 

6-BAP hubo una mayor formación de callos que cuando se usó kinetina 

(Godwin, Gordon, y Cameron, 1987, p. 5). Otra investigación que estudia el 

efecto de combinación de bioreguladores es la realizada por Phoplonker y 
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Caligari (1993, p. 430). Evaluaron el efecto de distintas auxinas (picloram, 

dicamba, 2,4,5-T, ácido fenilacético, ácido p-clorofenilacético, y algunos 

derivados de ácido indolacético (AIA) en conjunto con la citoquinina Kinetina. 

En este estudio determinaron que el tipo de bioregulador no tenía influencia 

sobre la formación de callos, en general, reportan que la mejor formación de 

callos se obtuvo al usar una concentración baja de auxinas. Estos resultados 

concuerdan con los obtenidos en tratamiento 3, donde solamente se usó una 

auxina como bioregulador. De igual manera Godwin y colaboradores 

demuestran que el uso de una auxina no es suficiente para promover el 

crecimiento de callos. Es por esto que la combinación de auxinas y citoquininas 

fue necesaria para tener crecimiento de callos de los explantes de Lupinus 

mutabilis.  

 

5.2.2 Efecto de agente antioxidante en explantes  

 

Se adicionaron dos distintos antioxidantes (carbón activado y PVP) a los 

medios de callogénesis para prevenir la oxidación y muerte del tejido. La 

evaluación de realizo de manera cualitativa basándose en una escala 

propuesta en esta investigación, que muestra el grado de oxidación del callo. 

(Figura 20). Como se puede observar, el tratamiento 1 fue el tratamiento con 

menos índice de oxidación con valores entre 2 y 1 según la escala de 

oxidación. El tratamiento 2 tampoco tuvo mucha oxidación encontrándose en el 

mismo rango que el tratamiento 1, y por último el tratamiento 3 fue el que tuvo 

mayor índice de contaminación llegando hasta 5 en la escala. 
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Figura 20: escala de valores de oxidación. 

Los agentes antioxidantes que se emplearon presentaron buenos resultados a 

la hora de reducir el índice de oxidación. Se eligió al carbón activado como un 

agente antioxidante por propiedad de alta absorción. El carbón activado actúa 

absorbiendo compuestos inhibitorios en el medio de cultivo y disminuye la 

concentración de metabolitos tóxicos, como son los compuestos fenólicos que 

oxidan y oscurecen el medio. El carbón activado también posee una actividad 

estimulatoria, la cual promueve el crecimiento, absorción de vitaminas y 

bioreguladores (Thomas, 2008, p. 618). El PVP tiene un mecanismo de acción 

similar al del carbón activado, actúa absorbiendo compuestos fenólicos, los 

cuales inhiben la actividad de proteínas. También se ha reportado que mejora 

la estabilidad de enzimas (Sigma, 2017). 

 El empleo de los agentes antioxidantes se basó en bibliografía que reportó su 

uso. Es así como un estudio realizado en la Universidad Autónoma de 

Chapingo en México, evaluaron el nivel de oxidación de explantes de Lupinus 

montanus, experimentaron con dos agentes antioxidantes, carbón activado 

(100 y 150 mg/L) y ácido cítrico (50 y 100 mg/L). Los experimentos realizados 

con carbón activado tuvieron un menor porcentaje de necrosamiento (menor a 

30%) en los tratamientos. La actividad antioxidante de estos compuestos fue 

evaluada también sobre distintos tejidos: hipocótilo, cotiledón y epicótilo, siendo 

en el cotiledón donde existió mayor porcentaje de necrosamiento en relación 

con los otros tejidos (Ramírez, Rodríguez, Arreola, y Álvarez, 2015, p. 19). 

Estos resultados concuerdan con la presente investigación, dado que el carbón 

activado como agente antioxidante fue el mejor para evitar necrosamiento.  De 
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igual manera existe otro estudio realizado por Prajapati y colaboradores donde 

incluyen carbón activado y PVP en la composición del medio para regeneración 

de Curculigo orchioides. Aseguran que la presencia de carbón activado ayuda 

a reducir drásticamente la oxidación del medio por compuestos fenólicos, pero 

que los medio con PVP no mostraron mejor en la inhibición de oxidación 

(Prajapati, Patel, Mehta, y Subramanian, 2003, p. 74). Esta investigación 

también aporta sobre el beneficio de colocar carbón activado en el medio de 

cultivo, siendo este uno de los mejores agentes usados para reducir la 

oxidación y necrosamiento de los explantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 
 

 

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 

6.1 Conclusiones 
 

Se desarrolló un protocolo eficiente de desinfección de semillas, en el cual se 

obtuvo 40% de explantes libres de contaminación y necrosamiento. Esto se 

logró mediante el tratamiento 6 en el cual se aplicó 7% de cloro comercial 

directamente a semillas de Lupinus mutabilis. La concentración de hipoclorito 

de sodio fue la óptima para la desinfección de semillas debido a que eliminó la 

mayoría de contaminantes en relación con los otros tratamientos y el 

porcentaje de necrosamiento fue relativamente bajo. 

Debido a la aplicación de sales MS y carbón activado (2 g/L) se logró tener un 

crecimiento óptimo de callos de Lupinus mutabilis con el máximo de 

crecimiento encontrándose en 219.5 mg en 45 días. El crecimiento de callos 

con este medio   tuvo ventaja sobre los demás debido a que la combinación de 

auxinas y citoquininas cuyas concentraciones fueron las necesarias para la 

proliferación celular. Además, el uso del antioxidante, carbón activado, fue 

favorable para el medio debido a que redujo la oxidación de los explantes y de 

esta manera pudiesen tener un buen desarrollo. 

Se concluye que las auxinas y citoquininas fueron los bioreguladores más 

influyentes para el desarrollo de callogénesis en Lupinus mutabilis, siendo las 

combinaciones de ANA 1.5 mg/L y 6-BAP 0.5 mg/L las mejores. La 

combinación de bioreguladores fue necesaria para la proliferación celular ya 

que al usar solamente un bioregulador (auxina) se tuvo la mínima cantidad de 

crecimiento.  

Se logró inducir callogénesis en explantes de cotiledón de chocho (Lupinus 

mutabilis) mediante el uso de macro y micronutrientes Murashige Skoog (MS), 

carbón activado, con la adición de los bioreguladores 6-BAP (0.5 mg/L) y ANA 

(1.5 mg/L). 
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6.2. Recomendaciones 
 
Para la fase de desinfección se recomienda aplicar una solución de antibióticos 

para reducir la contaminación bacteriana y también incluir una solución de 

antioxidantes al proceso de desinfección para que se elimine el factor de 

necrosamiento. 

Para el establecimiento de un cultivo de callos de chocho se recomienda probar 

más combinaciones de concentraciones entre auxinas y citoquininas para 

optimizar el crecimiento y también la variación de macro y micronutrientes para 

conocer que compuestos son influyentes en la formación de callos. 

Se recomienda establecer un cultivo de chochos viable, mediante el subcultivo 

continuo para que de esta manera en el futuro se pueda implementar una 

suspensión celular a partir de estos callos. 
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ANEXOS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

1. Composición de medios basales 

 

1.1 Medio Murashige y Skoog (1962) 
 

Microelementos mg/L 

CoCl2.6H2O 0.025 

CuSO4.5H2O 0.025 

FeNaEDTA 36.7 

H3BO3 6.2 

KI 0.83 

MnSO4.H2O 16.9 

Na2MoO4.2H2O 0.25 

ZnSO4.7H2O 8.6 

Macroelementos mg/L 

CaCl2 332.02 

KH2PO4 170 

KNO3 1900 

MgSO4 180.54 

NH4NO3 1650 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

1.2 Medio Gresshoff y Doy (1972) 
 

Microelementos mg/L 

CoCl2.6H2O 0.025 

CuSO4.5H2O 0.025 

FeNaEDTA 36.7 

H3BO3 0.3 

KI 0.8 

MnSO4.H2O 1 

Na2MoO4.2H2O 0.025 

ZnSO4.7H2O 0.3 

Macroelementos mg/L 

Ca(NO3)2.2H2O 208.81 

KCl 65 

KH2PO4 300 

KNO3 1000 

MgSO4 17.09 

NH4NO3 1000 

 

1.2.1 Vitaminas Gresshoff y Doy (1972) 
 

Vitaminas mg/L 

Glycina 4 

mio-Inositol 100 

Ácido nicotínico 1 

Piridoxina HCl 1 

Tiamina HCl 10 

 

 



 
 
 


