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I.  INTRODUCCIÓN 
 

La búsqueda por una seguridad alimentaria sostenible ha creado 

interrogantes en la multiplicación y cultivo de los principales pilares 

alimenticios del mundo. En América del Sur los granos constituyen la 

base fundamental de la alimentación y economía, no solamente del sector 

rural sino también del urbano. Es por ello que se ha masificado el estudio 

de todo tipo de parámetros de crecimiento y conservación de estos 

alimentos. Lamentablemente son muy escasos los conocimientos 

científicos que permitan poseer un estándar fisiológico en algunas 

especies nativas, tales como el chocho, la quinua y el amaranto 

(Velásquez, 1993). 

 

Estudios internacionales en materia de conservación han demostrado que 

la utilización de diferentes dosis de hormonas en procesos in vitro es la 

clave para mantener con éxito un cultivo asegurando, además, su 

regeneración y viabilidad genética.  

 

En el Ecuador, la información acerca de la regeneración y conservación 

controlada de Lupinus mutabilis (chocho) es muy escasa, la mayoría de 

investigaciones acerca de este cultivo se dirigen hacia el tema fitosanitario 

más no a la aplicación de técnicas fisiológicas in vitro para la obtención 

de semillas híbridas. La necesidad de establecer e investigar dichos 

procesos deriva en la necesidad de todo investigador agrícola para 

asegurar el futuro alimenticio de América Latina y el mundo. 
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1.1 OBJETIVOS 
 

1.1.1 Objetivo General 
 

• Desarrollar protocolos in vitro para la regeneración y conservación mediante 

la técnica de crecimiento mínimo de L. mutabilis (chocho andino). 

 
1.1.2 Objetivos Específicos  

 

• Desarrollar un protocolo de introducción, multiplicación y enraizamiento a 

partir de brotes axilares de chocho colectados en campo.  

• Estudiar el comportamiento de brotes de L. mutabilis  en cinco filiales de 

multiplicación y la fase de enraizamiento para obtener regenerantes 

completos. 

• Establecer un protocolo de conservación para la dosificación de nitrato de 

plata, ácido abscísico y cloruro de (2-cloroetil) trimetil amonio. 

• Obtener semilla artificial de L. mutabilis utilizando brotes axilares de las 

plántulas in vitro como un método alternativo de conservación. 

•  Difundir la tecnología generada mediante boletín técnico. 
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II.  REVISIÓN DE LITERATURA 
 

 

2.1 GENERALIDADES 

2.1.1 Origen 

Lupinus mutabilis es una leguminosa anual, de la cual se utiliza el grano 

en la alimentación. Conocido como chocho en el norte de Perú y Ecuador, 

tarwi en el centro y tauri en el sur del Perú y Bolivia (Torres, 1976). 

 

El chocho presenta gran variabilidad morfológica y de adaptación 

ecológica en los Andes, por lo cual se ha sugerido a tres subespecies 

(Gross, 1982): 

 

• Lupinus mutabilis, chocho (norte de Perú y Ecuador), de mayor 

ramificación, muy tardío, mayor pilosidad en hojas y tallos, 

algunos ecotipos se comportan como bianuales, tolerantes a la 

antracnosis. 

• Lupinus mutabilis, tarwi (centro y sur de Perú), de escasa 

ramificación, medianamente tardío, algo tolerante a la antracnosis. 

• Lupinus mutabilis, tauri (altiplano de Perú y Bolivia), de menor 

tamaño (1-1,40 m) con un tallo principal desarrollado, muy precoz, 

susceptible a la antracnosis. 
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Según Mc Bride (1957), en los Andes se pueden diferenciar 83 especies 

del género Lupinus. El tarwi se debe haber originado probablemente de 

una mutación espontánea de una o varias especies. 

 

Gade (1969) supone que el cultivo del chocho no ha podido competir con 

otras leguminosas introducidas como el haba y la arveja, lo que ha 

motivado la declinación en el área cultivada.  

 

2.1.2. Taxonomía 

 

     2.1.2.1 Descripción botánica 

 

El lupino perteneciente a la familia de las fabáceas (papilionáceas), está 

representado por más de 300 especies. 

 

La hoja de Lupinus es de forma digitada, generalmente compuesta por 

ocho folíolos que varían entre ovalados a lanceolados. En la base del 

pecíolo existen pequeñas hojas estipulares, muchas veces rudimentarias. 

Se diferencia de otras especies de Lupinus en que las hojas tienen menos 

vellosidades. El color puede variar de amarillo verdoso a verde oscuro, 

dependiendo del contenido de antocianina (Gross, 1982). 

 

Según el tipo de ramificación que presente la planta, puede tener hasta 

tres floraciones sucesivas. La coloración de la flor varía entre el inicio de 

su formación hasta la maduración de un azul claro hasta uno muy intenso 
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y de allí se origina su nombre científico, mutabilis, es decir que cambia. 

Los colores más comunes son los tonos azul e incluso púrpura y los 

menos frecuentes los colores blanco, crema, rosado y amarillo (Tapia, 

1994). 

 

Las semillas de chocho están incluidas en número variable en una vaina 

de 5 a 12 cm, varían su forma (redonda, ovalada a casi cuadrangular), 

miden entre 0,5 a 1,5 cm. Un kilogramo tiene 3500 a 5000 semillas. La 

variación en tamaño depende tanto de las condiciones de crecimiento 

como del ecotipo o variedad. La semilla está recubierta por un tegumento 

endurecido que puede constituir hasta el 10% del peso total. Los colores 

del grano incluyen blanco, amarillo, gris, ocre, pardo, castaño, marrón ó 

colores combinados como marmoleado, media luna, ceja y salpicado 

(Blanco, 1980). 

 

La altura de la planta está determinada por el eje principal que varía entre 

0,5 a 2,00 m. El tallo de chocho es generalmente muy leñoso y se puede 

utilizar como combustible. Su alto contenido de fibra y celulosa, hace que 

se lo emplee como material de combustión, sin embargo podría permitir 

un proceso de industrialización. El color del tallo oscila entre verde 

oscuro y castaño. En las especies silvestres es rojizo a morado oscuro. El 

número de ramas varía desde unas pocas hasta 52 ramas. El número de 

vainas y de ramas fructíferas tiene correlación positiva con una alta 

producción (Ticona, 1975). 
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Como leguminosa, el chocho tiene una raíz pivotante vigorosa y profunda 

que puede extenderse hasta 3 metros de profundidad. 

 

En la raíz se desarrolla un proceso de simbiosis con bacterias nitrificantes 

que forman nódulos de variados tamaños (1 a 3 cm), se localizan 

principalmente en la raíz primaria, por encima de la ramificación 

radicular, e incluso en las raíces secundarias (McBride, 1957). 

 

  2.1.3. Valor Nutritivo 

 

Las semillas son excepcionalmente nutritivas. Las proteínas y aceites 

constituyen más de la mitad de su peso, estudios realizados en más de 300 

diferentes genotipos muestran que la proteína varía de 41- 51% y el aceite 

de 14-24% (Gross et al, 1988) (Cuadro 2.1).  

 

En base a análisis bromatológico, la semilla posee en promedio 35.5% de 

proteína, 16.9% de aceites, 7.65% de fibra cruda, 4.145% de cenizas y 

35.77% de carbohidratos, encontrando correlación positiva entre proteína 

y alcaloides, mientras que es negativa entre proteína y aceite. 
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Cuadro 2.1. Composición de ácidos grasos totales del chocho (%). 

 

 
 ACIDOS % 

Oléico (Omega 9) 40,4 
Linoleico (Omega 6) 37,1 
Linolénico (Omega 3) 2,9 
Palmítico 13,4 
Palmitoleico 0,2 
Esteárico 5,7 
Mirístico 0,6 
Araquídico 0,2 
Behénico 0,2 
Erúsico 0 
Cociente Polisat/Satur 2 

 

Fuente: Gross, 1988 

 

    2.1.4. Condiciones de Cultivo: Clima y Suelos 

 

Se cultiva en las zonas templadas y frías del Altiplano, en valles 

interandinos de 2.000-3.850 m. En cuanto a la precipitación pluvial, sus 

requerimientos se sitúan en 350-850 mm, siendo cultivado 

exclusivamente en condiciones de secano. Es susceptible al exceso de 

humedad y moderadamente susceptible a la sequía durante la floración y 

envainado. No tolera las heladas en las fases iniciales y en la formación 

de vainas, aunque algunos ecotipos cultivados en el Altiplano y a orillas 

del Lago Titicaca tienen mayor resistencia al frío (Mujica, 1994). 
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Los suelos que requiere deben ser francos y franco-arenosos con balance 

adecuado de nutrientes y buen drenaje, así como un pH que oscila entre 5 

y 7. En suelos ácidos, la fijación de nitrógeno por el Rhizobium lupini es 

muy escasa, debiendo utilizarse en lo posible cepas nativas de cada zona 

de cultivo. 

 

El cultivo se mantiene en forma tradicional en Bolivia, Perú y Ecuador en 

los valles interandinos, aunque en la actualidad se han efectuado 

introducciones en Venezuela, Colombia, Chile, Argentina, México y 

países de Europa con buenos resultados (Tapia, 1994). 

     

   2.1.5. Aspectos Agrotécnicos 

 

La práctica tradicional de cultivo consiste en sembrar con laboreo mínimo 

sobre todo en suelos delgados y zonas altas. La densidad de siembra 

óptima a 0.70 m entre surcos, 0.30 m entre golpes y tres semillas por 

golpe, usando 80 kg/ha de semilla (Mujica, 1994),  seleccionada y 

desinfectada contra C. acutatum que produce antracnosis en la planta 

(Talhinhas et al, 2002).  

 

Las labores culturales se limitan a una escarda y deshierbe (Mujica 1977). 

La técnica de cultivo mejorada consiste en sembrar en suelo previamente 

preparado y fertilizado con la fórmula NPK 0-60-0 ó 0-80-60, de acuerdo 

a la fertilidad del suelo. Se ha determinado a las principales plagas que 

afectan al cultivo. Las más importantes: masticadores de follaje y 
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barrenadores de tallo (Copitarsia turbata y Agromyza sp.) y picadores 

chupadores (Frankliniella tuberosi y Myzus sp.). Respecto a 

enfermedades: Antracnosis (Colletotrichun acutatum) (Talhinhas et al, 

2002), roya (Uromyces lupini) y fusariosis (Fusarium oxisporium). La 

escarda se realiza en la fase de ramificación, controlando al gorgojo 

barrenador (Apiun sp.). La cosecha se realiza cuando las plantas han 

alcanzado la madurez plena. Se separan los granos de la vaina mediante 

golpes con palos curvos o pisoteo del ganado.  

 

   2.1.6. Rendimiento 

 

Los rendimientos del chocho alcanzan 3500-5000 kg/ha, cuando el cultivo 

es conducido en forma adecuada y se le proporciona todos sus 

requerimientos en forma oportuna. También tiene potencial la producción 

de alcaloides para uso como biocidas o repelentes de las principales 

plagas que afectan los cultivos de la zona andina (Mujica, 2004). 

 

   2.1.7. Usos del Chocho 

 

Este vegetal da lugar a infinidad de preparaciones en la gastronomía, 

como por ejemplo: ceviche de chocho, crema de chocho, tortilla de 

chocho, entre otros (Zapata, 2006). 
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Los alcaloides (esparteína, lupinina, lupanidina, etc) se emplean para 

controlar ectoparásitos y parásitos intestinales de los animales (Luglio, 

1980). 

 

En estado de floración, la planta se incorpora a la tierra como abono 

verde, con buenos resultados mejorando la cantidad de materia orgánica, 

estructura y retención de humedad del suelo (Bernal, 1982).  

 

   2.1.8. Cultivos IN VITRO 

 

Las aplicaciones más importantes del cultivo de tejidos vegetales in vitro 

en agricultura se orientan a la propagación, al saneamiento y a la mejora 

genética (García, 1991). 

  

Ball fue el pionero de la multiplicación vegetativa in vitro o 

micropropagación ya que en 1946, obtuvo el desarrollo in vitro de plantas 

enteras a partir de meristemos apicales de vástagos de Tropaeolum majus 

y de Lupinus albus L.  Esta línea requiere que el material a cultivar esté 

aséptico (esterilizado) y que se cultive en un medio nutritivo estéril, 

constituido principalmente por sales minerales de macronutrientes y 

micronutrientes, vitaminas, hormonas (citoquininas y/o auxinas 

principalmente), azúcar (sacarosa y/o glucosa entre otras), etc. Los 

medios nutritivos pueden permanecer en estado líquido o solidificarse con 

agar en base al tipo de cultivos in vitro. El medio ya sembrado se deposita 

en cámara de incubación o germinadora, equipada de factores ambientales 
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controlados (luz, temperatura, humedad relativa) u optimizados para cada 

tipo de cultivo (Inciarte, 2001). 

 

La propagación vegetativa in vitro o clonación puede ser una alternativa 

económicamente rentable, frente a los métodos de multiplicación clásicos 

(el sexual y el asexual). La micropropagación masiva de clones puede 

obtenerse vía organogénesis directa, es decir, a partir de meristemo o 

yema aislada de un vástago. Esta vía aporta estabilidad genética o 

ausencia de mutaciones, y también plantas libres de virus (saneamiento), 

mediante el cultivo de ápices meristemáticos de vástago. La vía indirecta 

o callo, consiste en regenerar plantas a partir de células desorganizadas y 

diferenciadas. Sin embargo, la vía "callo" se utiliza para obtener variantes 

somaclonales y mutantes, entre otros (Gautheret, 1983). 

 

    2.1.8.1. Morfogénesis en el meristemo apical 

 

Las pruebas para cultivar ápices y meristemas aislados de diferentes 

angiospermas datan del siglo pasado. En 1893 Rechinger intentó crecer en 

arena, con y sin nutrientes adheridos, yemas aisladas de Populus nigra y 

Fraxinus ornus L.; se observó formación de callos basales y una ligera 

expansión de las partes superficiales, aunque no hubo desarrollo del 

sistema radicular (Barlass, 1978). 

 

Posteriormente, Robbins (1922) hizo los primeros intentos para cultivar 

ápices aislados en un medio artificial (in vitro).  
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Ball (1960) probó el cultivo de meristemas apicales de Lupinus albus L. 

en un medio que contenía aminoácidos, leche de coco, ácido giberélico y 

vitaminas, observando sólo una pequeña elongación del meristemo. Al 

repetir el experimento, dejó algunos primordios de hoja a los meristemos 

y obtuvo plantas completas.  

 

Shabdé y Murashige (1977) demostraron la dependencia de fuentes 

hormonales de los meristemos apicales de clavel en hojas subyacentes y 

tejidos en tallo. Esto se debe a que cuando se inocula el demo 

meristemático en ausencia de primordios de hojas expandidas se deben 

incluir auxinas y citoquininas exógenas en el medio.  

 

Como se sabe, un balance adecuado de auxinas y citoquininas in vitro 

induce la formación de yemas y/o raíces, dependiendo de la concentración 

de ambas y de la especie en que esté actuando, lo que implica que las 

hojas jóvenes son capaces de producir las auxinas necesarias para el 

desarrollo adicional de la raíz y que cuando maduran sintetizan 

citoquininas que promueven la formación de brotes, ya sean primordios y 

hojas o yemas laterales (la principal fuente de citoquininas son las raíces) 

(Wetmore, 1954). 

 

Cabe recordar que la relación auxina – citoquinina in vitro es 

indispensable para la morfogénesis de los meristemos. Las 

investigaciones actuales se centran en encontrar la concentración óptima, 
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tanto de auxina como de citoquinina, tomando en cuenta las variaciones 

de respuesta inter específica que presentan los vegetales (Morel, 1949). 

 

    2.1.8.2. Multiplicación masiva de vegetales 

 

La facilidad de usar la técnica de cultivo de tejidos vegetales para la 

multiplicación masiva produce material vegetal in vitro por la iniciación 

de brotes adventicios, bulbos, tubérculos, embriones asexuales o por 

crecimiento de brotes de yemas axilares y producción masiva de plántulas 

a partir de meristemos (Hurtado, 1994). 

 

Los propagadores comerciales ya tienen estandarizado el método de 

mantenimiento de un lote comercial de material madre in vitro, en donde, 

a demás de tener la ventaja de mantener este material, se considera el gran 

número que se puede mantener en un espacio reducido con las 

condiciones ambientales requeridas y la calidad y sanidad deseables. Esto 

es debido al potencial morfogenético que tienen los meristemos y otros 

tejidos de la planta en la producción de brotes (Merino, 1994). 

 

    2.1.8.3. Recuperación de plantas libres de patógenos 

 

Muchos cultivos comerciales vegetales, particularmente los que son 

propagados vegetativamente, contiene virus sistémicos, los cuales afectan 

su funcionamiento o abaten su rendimiento. Por tanto, antes de librarse 
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comercialmente es deseable producir plantas libres de virus, que pueden 

ser clonalmente multiplicadas (Hurtado, 1994). 

 

En muchas especies lo anterior puede lograrse con tratamientos con calor 

de varios órganos in vitro, o de plantas compuestas, así como con la 

aplicación de productos químicos (García, 1991).  

 

Actualmente la alternativa de más éxito es el cultivo de meristemas 

apicales, frecuentemente combinado con quimioterapia o con tratamientos 

de calor. Cuando estos métodos son usados, las plantas no solo son 

liberadas del virus, sino también de hongos y otros patógenos (Barlass, 

1978). 

 

     2.1.9. Medios de Cultivo y Hormonas Utilizadas en Cultivos     

               IN VITRO 

 

Es importante señalar que el medio de cultivo es un factor esencial, ya 

que en él juegan un papel vital los requerimientos nutricionales, 

hormonales y ambientales, específicos de la especie que se esté 

cultivando; éstos deben de ser semejantes a los que se tienen en 

condiciones naturales (Merino, 1994). 
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Cuadro 2.2 Composición de medios de cultivo para células vegetales. 

Componentes  Características y ejemplos  

Agua destilada  Representa el 95% del medio nutriente.  

Fuente de carbono  

Generalmente se usa sacarosa. La fuente de 
carbono se necesita porque los explantos no son 
completamente autótrofos, y no pueden cubrir sus 
necesidades con la fotosíntesis que pueden realizar 
in vitro.  

Sustancias inorgánicas  

Macroelementos (N, P, K, Ca, Mg, S) y 
microelementos (Fe, Co, Zn, Ni, B, Al, Mn, Mo, 
Cu, I), en una proporción adecuada según la planta 
elegida.  

Vitaminas  
Vitaminas B1, B2, B6, vitamina H, vitamina E, 
ácido fólico, ácido nicotínico, entre otras.  

Hormonas y reguladores del 
crecimiento  

Auxinas: promueven la elongación celular, la 
formación de callos y raíces adventicias, inhiben la 
formación de brotes axilares adventicios y, a 
veces, inhiben la embriogénesis.  

Citoquininas: promueven la división celular, 
regulan el crecimiento y el desarrollo de los tejidos 
vegetales.  

Otras: giberelinas, ácido abscísico, etileno.  

Mezclas de sustancias poco definidas  Extracto de levadura, extractos vegetales.  

Materiales inertes  
Se usan como soporte: agar, agarosa, otros 
polisacáridos, lana de vidrio, papel de filtro, arena.  

 
Fuente: Biotecnología, UNQ 2006. 

 

2.1.9.1. Ácido Giberélico (AG3) utilizado en la  

                 germinación de cultivos in vitro 

 

El ácido giberélico o giberelina A3, AG, y AG3 es una fitohormona que se 

la encuentra en plantas. Su fórmula química es C19H22O6. Cuando es 

purificada, es un polvo cristalino blanco a pálido amarillo, soluble en 

etanol y algo soluble en agua (Barcello, 1995). 
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Este ácido estimula a las células de las semillas germinantes a producir 

moléculas de ARN mensajero (ARNm) que codifican las enzimas 

hidrolíticas. Es una hormona potente cuya presencia natural en plantas 

controla su desarrollo. Sabiéndose de su poder regulatorio, las 

aplicaciones de muy bajas concentraciones pueden resultar en profundos 

efectos, mientras que muy altas pueden dar el efecto opuesto. Se lo usa 

generalmente en concentraciones de 0,01 a 10 mg/L (García, 1991). 

 

Las giberelinas tienen un número de efectos sobre el desarrollo vegetal 

que son las siguientes: estimulan rápido crecimiento de tallos, inducen 

divisiones mitóticas en las hojas de algunas especies e incrementan la tasa 

de germinación de semillas (Bonner, 1933). 

 

El AG se usa a veces en laboratorio y en invernadero para acelerar la 

germinación de semillas que de otro modo permanecerían en dormancia. 

Es muy usado en la industria de las vides como la hormona inductora de 

la producción de más largos sarmientos (Barcello, 1995). 

 

2.1.9.2. Bencil amino purina (BAP) utilizado en la  

                 regeneración de cultivos in vitro 

 

Los reguladores del crecimiento son muy empleados en el cultivo in vitro, 

ya que sus efectos favorecen en gran medida el crecimiento y desarrollo 

de las plantas (Quemada, 2006).  
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La hormona bencil amino purina es una citoquinina que se sintetiza en los 

meristemos apicales de las raíces, aunque también se producen en los 

tejidos embrionarios y en las frutas (Bonner, 1933). 

 

El transporte en la planta es por vía acropétala, desde el ápice de la raíz 

hasta los tallos, moviéndose a través de la savia en los vasos 

correspondientes al xilema (Harzie, 1998). 

 

Esta hormona cumple con las siguientes funciones: estimular la división 

celular y el crecimiento de la planta, inhibir el desarrollo de raíces 

laterales, romper la latencia de las yemas axilares, a la vez promueve la 

organogénesis en los callos celulares, retrasa la senescencia ó 

envejecimiento de los órganos vegetales, promueve la expansión celular 

en cotiledones y hojas y el desarrollo de los cloroplastos (Jordan, 2007). 

     

2.1.9.3. Ácido naftalenacético  (ANA) utilizado en el  

                  enraizamiento de cultivos in vitro 

 

El ácido naftalenacético es un ácido carboxílico derivado de naftaleno. A 

temperatura ambiente se presenta como un olor ácido sólido blanco 

(Devlin, 1975). 

 

Es un regulador del crecimiento vegetal utilizado en diversos cultivos en 

la agricultura, es una auxina utilizada en el cultivo celular de los tejidos 

vegetales (García, 1991). 
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Cumple con las siguientes funciones: promueve la división celular en el 

cambium vascular y diferenciación del xilema secundario, aumenta el 

crecimiento de los tallos, estimula la formación de raíces adventicias, 

promueve la síntesis de etileno (influye en los procesos de maduración de 

los frutos), inhibe la abscisión o caída de los frutos  (Jordan y Casaretto, 

2007). 

 

2.1.9.4. Ácido indolacético (IAA) utilizado en el  

                  enraizamiento de cultivos in vitro 

 

El ácido indolacético es un ácido que actúa a nivel de los ápices, en los 

que hay tejido meristemático, el cual es indiferenciado (Sivori, 1980).  

 

Las funciones de este ácido son las siguientes: inhibir el desarrollo de las 

yemas axiales dando origen a un fenómeno que se conoce como 

dominancia apical, provocar el desarrollo de raíces laterales y adventicias, 

promover el fototropismo positivo y estimular el desarrollo de los frutos. 

La influencia de éste en las yemas depende del ángulo de crecimiento de 

la rama ya que la distribución de esta hormona presenta sentido basipeto 

(desde el ápice hacia abajo) (Barcello, 1995). 

 

La planta ha desarrollado 4 procedimientos para regular de forma precisa 

el nivel de IAA  para que produzca un determinado efecto fisiológico. 
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Los procesos son: Biosíntesis, Transporte, Catabolismo, Conjugación. La 

interacción entre estos 4 procesos es la que determina el nivel de este 

ácido en los tejidos, a esto se le denomina Homeostasis del IAA 

(regulación de niveles hormonales) (Bidwell, 1993). 

 

    2.1.9.5. Ácido abscísico (ABA) utilizado en la  

                 conservación de cultivos in vitro 

 

El ABA en su papel de regulador esencial del crecimiento de las plantas, 

se ve influenciado adicionalmente por su interacción con auxinas, 

citoquininas y giberelinas, la hormona se encuentra en todas las especies 

tanto monocotiledóneas como dicotiledóneas, también en  hongos 

fitopatógenos, algas verdes, cianobacterias  y algunos musgos (Zacarías  

y Lafuente, 2000), sintetizándose en bajas cantidades en casi todas las 

células que contienen cloroplastos o amiloplastos, en especial tejidos 

vasculares no sometidos a estrés, semillas, ovarios y frutos, 

distribuyéndose en todos órganos y tejidos vegetales (Jordán y Casaretto, 

2007). 

 

Al igual que otras hormonas, las respuestas a ABA dependen de la 

concentración en el tejido y la sensibilidad del tejido a la  

hormona. De este modo la biosíntesis y concentración de ABA fluctúa en 

forma importante en tejidos específicos en repuesta a cambios en las 

condiciones medioambientales, sin embargo  procesos de degradación, 
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compartímentalización, conjugación y transporte también son  factores 

que regulan su concertación  (Taiz y Zeiger, 2006).  

 

El ABA es transportado por vía floema, xilema a brotes y raíces, también 

a las células de parénquima fuera de las haces vasculares, aumentando su 

concentración en condiciones de estrés en estas vías,  

la magnitud de este cambio depende de las especies (Taiz y Zeiger, 2006).  

 

Los efectos fisiológicos del ABA son: la inducción de latencia en yemas y 

semillas, inhibe la producción de proteínas inducida por las giberelinas en 

las semillas, induce la senescencia y abscisión en hojas, inhibe el 

crecimiento de los tallos, la elongación celular, favorece la maduración de 

semillas, reduce la transpiración, participa en la formación de frutos, 

realiza una detención del crecimiento activo de órganos, participa en la 

tolerancia que tienen algunas plantas a condiciones de estrés y realiza un 

control de la apertura estomática (Quemada, 2006).   

 

Los efectos in vitro del ABA son: Esencial para la maduración y 

crecimiento normal de embriones somáticos y crioconservación de 

órganos y semillas con bajo contenido hídrico. El menor contenido 

hídrico disminuye la posibilidad de formar hielo que afecta negativamente 

la viabilidad de estructuras, por tanto, la conservación a bajas 

temperaturas es posible (Sondheimer y Galson, 1966).   
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    2.1.9.6. Nitrato de plata utilizado en la conservación de  

                  cultivos in vitro 

 

El nitrato de plata es una sal inorgánica (AgNO3). Este compuesto es 

utilizado para detectar la presencia de cloruro en otras soluciones. Cuando 

está diluido en agua, reacciona con el cobre formando nitrato de cobre, se 

filtra y lo que queda en el filtro es plata (Suárez, 2000). 

 

En la farmacopea de numerosos países el nitrato de plata, junto con la 

propia plata, se utiliza como antiséptico y desinfectante aplicado por vía 

tópica. También se utiliza como cauterizante en hemorragias superficiales 

o para refrescar úlceras encallecidas. Se utiliza en citoquímica para teñir 

el retículo endoplasmático rugoso (García, 1999). 

 

El nitrato de plata ha sido identificado como un efectivo inhibidor de 

etileno y ha logrado prolongar la conservación in vitro de yuca (Manihot 

esculenta) por 18 meses (Mafla et al, 2000).                 

 

También ha sido utilizado en propagación in vitro de Rosa damascena 

var. Jwala mediante la inducción directa de las yemas a partir de explantes 

de hojas in vitro (Escalettes y Dosba, 1993). 
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 2.1.9.7. Cloruro de (2-cloroetil) trimetil amonio utilizado     

              en la conservación de cultivos in vitro 

 

Durante las dos últimas décadas un gran número de compuestos han sido 

sintetizados en laboratorio con el efecto de crecimiento lento de anti-

giberelinas (Lockhart, 1962). 

 

Los compuestos de anti-giberelinas son llamados así por el efecto de 

mínimo crecimiento  en plantas, generalmente son conocidos como 

retardantes de crecimiento. Numerosos estudios nos muestran que la 

actividad inhibitoria influye en el crecimiento retardado de la planta que 

puede ser contrarrestado con la aplicación de acido giberélico (GA). Por 

ejemplo (Lockhart et al, 1962) demostró que la influencia inhibitoria de 

CCC  y Phosfon D en el alargamiento del tallo en fréjol puede ser 

completamente contrarrestado por GA3. En otro estudio, (Kende et al, 

1963),  encontró que AMO y CCC inhiben GA3 producción de cultivos 

de Gibberella pero no afecta en ninguna otra manera de crecimiento del 

hongo. Desde este y muchos otros estudios se concluye que el AMO, 

CCC y Phosfon D retardan el crecimiento de las plantas inhibiendo la 

biosíntesis de GA.  

 

Algunos argumentan que estos retardantes de crecimiento producen sus 

efectos por interferencia con la acción de GA en lugar de alguna manera 

bloquear su biosíntesis. Sin embargo, se puede notar que en tejidos 

vegetales  donde la respuesta a GA depende completamente en un 
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exógeno suplemento de la hormona, incluso las dosis masivas de los 

retardadores tienen poco o ningún efecto (Lang, 1970).    

 

Un trabajo realizado por Dr. Charles West y sus colegas de la Universidad 

de California fue señalado como el actual sitio de acción inhibitoria por 

AMO, CCC y Phosfon D. Parece que los tres retardantes bloquen la 

conversión de pirofosfato de Geranylgeraniol a pirofosfato de copalyl; al 

hacerlo ellos inhiben la síntesis de Kaurene y otros compuestos que son 

derivados de este compuesto. Phosfon D es menos especifico en la acción 

inhibitoria que AMO y CCC en el cual también se bloquea la conversión 

de pirofosfato de copalyl a kaurene (Kende, 1963). 

 

2.1.10. Semilla Artificial   

 

Muchas especies de plantas tienen la capacidad de conservar en su estado 

de semilla un poder vital por largo tiempo si las condiciones no son 

favorables para desarrollarse, pudiendo llegar a ser veinte años o más 

(Muñoz, 2006). 

 

Llegando a obtener de ellas varios beneficios, bien sea usándolas como 

alimento o como tejidos entre otros muchos usos. Pero existen muchas 

especies vegetales que no presentan ciertas cualidades para su 

explotación, ya sea porque sus semillas no son resistentes o porque no se 

desarrollan en determinadas condiciones (González, 2004). 
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Gracias a estos inconvenientes se han desarrollado métodos que permitan 

modificar algunas de estas cualidades, como por ejemplo la creación de 

semillas artificiales o embriogénesis somática, con la finalidad de crear 

semillas de plantas, mejoradas y con características apropiadas según 

interese (González, 2004).  

 

La semilla artificial es una estructura vegetal que tiene un origen 

normalmente asexual y que es obtenida in vitro a partir de cultivo de 

tejidos intentando imitar una semilla natural. Estará formada por tejido 

meristemático totipotente con la capacidad de producir una planta 

completa o por brotes originados por cultivos de meristemos, una cubierta 

y endosperma artificiales en el caso de tenerlos (Castillo, 1998). 

 

Los embriones somáticos pasan por los mismos estados morfológicos de 

desarrollo que un embrión cigótico que son los siguientes: proembrión 

globular, trapezoidal, embrión cordiforme y torpedo (Barcello, 1995). 

 

El desarrollo de semillas artificiales se lo realiza para la producción de 

plantas que sean genéticas y morfológicamente iguales a la especie de la 

que derivan ya que interesa conservar individuos o grupos de plantas que 

tengan un cierto valor. En la agricultura seria de mucha utilidad el cultivo 

de plantas con una producción y calidad apropiadas, así como la 

posibilidad de obtener semillas resistentes y duraderas de plantas que de 

otra manera no se podrían cultivar (Fuji, 1987). 
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En el laboratorio los embriones obtenidos son frágiles y muy pequeños, 

siendo incapaces de soportar las condiciones medioambientales y las 

técnicas de manejo a las que tendrían que someterse para su desarrollo. 

Por esto es necesario proteger su viabilidad, tomando en cuenta los 

siguientes métodos de producción de semillas:   

 

1- Fabricando un sistema hidratado mediante una encapsulación en 

hidrogeles (Radenbaugh, 1986).   

 

2- Utilizando un sistema de desecación de los embriones (Kitto y 

Janick, 1985).  

 

El segundo método se asemeja más a las semillas naturales, este sistema 

elimina los problemas causados por los hidrogeles como la deshidratación 

de los mismos, la germinación prematura del embrión y el rápido 

deterioro de éste (Kitto y Janick, 1985).  
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III.  MATERIALES Y MÉTODOS 
 

3.1. UBICACIÓN DEL LUGAR DE INVESTIGACIÓN 

 

         3.1.1. Ubicación Política 

 

El proyecto se realizó en el Laboratorio de Control Biológico de la 

Carrera de Ciencias Agropecuarias-IASA Área de Cultivo de Tejidos de 

la Escuela Politécnica del Ejército ESPE, República del Ecuador, 

Provincia de Pichincha, Cantón Rumiñahui, Parroquia San Fernando, en 

la Hacienda “El Prado”. Las condiciones de  temperatura se encuentran 

entre 20-25oC y humedad relativa entre 43 y 60%. 

 

La recolección de muestras se realizó en la Provincia de Cotopaxi, Cantón 

Latacunga, Parroquia Aláquez, en el Instituto Tecnológico Agropecuario 

Simón Rodríguez, de plantas de chocho S1 desarrolladas por Ing. César 

Falconí.  

 

     3.1.2. Ubicación Geográfica 

 

La Hacienda “El Prado” se encuentra en una posición geográfica de 

78º24´44´´ (O) y 0º 23´ 20´´ (S) y a una altitud de 2748 m.s.n.m. 
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El Instituto Tecnológico Agropecuario Simón Rodríguez se encuentra en 

una posición geográfica de 00º 02.628´ (N) y 78º 08.809´ (O) y a una 

altitud de 2859 m.s.n.m. 

 

         3.1.3. Ubicación Ecológica 

 

El laboratorio de Control Biológico, se encuentra ubicado en la zona de 

vida: Bosque húmedo pre-montano, Altitud: 2748 m.s.n.m., Temperatura 

mínima: 8,08oC, Temperatura máxima: 20,06oC:   Temperatura promedio: 

16, 35oC, Precipitación: 1200mm/año, Vegetación: Bosque primario 

andino (Árboles, arbusto y pastos). 

 
 
 

3.2. MATERIALES  

           

Los materiales que se utilizaron para la desinfección de muestras de 

chocho fueron: jabón líquido, yodo (povidin), benlate, agua destilada 

estéril, frascos de 1 litro, soluciones nutritivas, fundas ziploc.  

 

Para la fase de cultivo in vitro, conservación y semilla artificial se utilizó: 

tubos de ensayo, cajas petri, envases plásticos de 1 litro, soluciones 

nutritivas, hormonas de crecimiento, inhibidores de crecimiento, alginato 

de sodio, cloruro de calcio, material vegetal, parafilm, mascarillas, 

guantes quirúrgicos, papel periódico, papel toalla, alcohol antiséptico, 
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alcohol industrial, papel aluminio, reglas de papel aluminio graduadas de 

1cm.  

 

En la fase de campo se utilizaron macetas plásticas, material vegetal y 

sustrato (fibra de coco).  

 

Los equipos que se utilizaron fueron: Esterilizador o incubadora, auto 

clave, pH-metro, balanza analítica, agitador - calentador, refrigeradora, 

cámara de flujo laminar, cuarto de crecimiento, cámara de fotos. 

 

Las herramientas que se utilizaron fueron: pinzas anatómicas, mecheros, 

probetas, pipetas, goteros, vasos de precipitación, buretas, botellas 

graduadas. 

 
3.3. MÉTODOS 

  

 En este proyecto se realizaron cuatro fases: 

 

1.-  Fase de introducción, multiplicación, enraizamiento in vitro con 

adaptación dentro de invernadero de L. mutabilis: Primeramente se 

recolectó el material vegetal (100 plantas madres de chocho S1 

desarrolladas por Ing. César Falconí del cultivar I-450 ANDINO) ubicado 

en el Instituto Tecnológico Agropecuario Simón Rodríguez. Se realizó un 

proceso de desinfección, colocando los brotes axilares de chocho en una 

solución de agua destilada con 1 gr. de benlate, 5 ml de yodo y 10 ml de 
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jabón líquido por 2 minutos agitándolos constantemente. Se realizaron 

dos lavados en agua destilada estéril por 5 minutos y finalmente se 

introdujeron los brotes axilares en fundas ziploc con medio nutritivo 

(medio MS al 100%). Al momento de la introducción en laboratorio se 

procedió a utilizar el siguiente medio de multiplicación: solución MS con 

la mitad de sus macroelementos, Fe EDTA 5 ml., vitaminas MS normal, 

con 30 gr. de sucrosa, 7 gr. de Agar y 0,1 ppm de BAP, pH de 5,6 a 5,8. 

Se realizaron evaluaciones a la segunda, cuarta y sexta semana tomando 

en cuenta el tamaño y número de brotes de cada planta.  

 

Al final de la sexta semana se eligieron 15 plantas que pasaron a un 

medio de enraizamiento, con 25% de macroelementos y 50% de 

microelementos de la solución MS, 100 ppm de Mio Inositol, 1 ppm de 

acido nicotínico, 0,1 ppm de piridoxina, 10 ppm de tiamina HCl, 3 ppm 

de AIA, 1 ppm de ANA, 30 gr. de sucrosa, 7 gr. de Agar y 1 gr. de carbón 

activado. La solución tuvo un pH de 5,7 a 5,8. 

 

A los 62 días se evaluaron las quince plantas enraizadas tomando en 

cuenta el tamaño y número de raíces. Se pasaron a macetas plásticas con 

sustrato. Se evaluó el tamaño de cada una y el número de brotes de cada 

planta, luego de 82 días.     

        

   2.- Comportamiento de brotes de L. mutabilis en cinco filiales de 

multiplicación y enraizamiento in vitro: En esta fase se utilizaron semillas 

de tres grupos S1 de chocho desarrolladas por Ing. César Falconí: 5 
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plantas tempranas, 5 plantas moderadamente tardías y 5 plantas tardías. 

Las semillas fueron colectadas en el Instituto Tecnológico Agropecuario 

Simón Rodríguez. Las semillas se sembraron en laboratorio en un medio 

de germinación de 9 gr./l de agar y 250 ppm de ácido giberélico diluidos 

en 2 ml de etanol. Esta solución tuvo un pH de 5,6 a 5,8. Luego de 8 días 

se realizó la siembra de las semillas germinadas en el medio de 

multiplicación  antes  mencionado. Se recogieron brotes de cada planta 

hasta por cinco generaciones y se evaluó enraizamiento al cabo de 140 

días. También se evaluó el tamaño y número de brotes para determinar la 

eficiencia de multiplicación. 

       

3.-  Fase de conservación utilizando diferentes dosis de inhibidores de 

crecimiento vegetal: Se utilizaron tres inhibidores de crecimiento vegetal: 

nitrato de plata (AgNO3), acido abscísico (ABA) y cloruro de (2-cloroetil) 

trimetil amonio (CCC). Se introdujeron 38 brotes axilares de chocho por 

cada inhibidor de crecimiento. Se realizaron mediciones cada 8 días hasta 

los dos meses del tamaño de cada planta y se tomó en cuenta también el 

número de brotes. Posteriormente, se realizó la regeneración de estas 

plantas utilizando el medio de multiplicación mencionado anteriormente 

con sus respectivos explantes. Luego de un mes se tomaron los datos de 

tamaño y número de brotes de cada plántula.  

 

4.- Obtención de semilla artificial de L. mutabilis utilizando brotes 

axilares de plántulas in vitro: Para esta fase se utilizaron 30 semillas S1 de 

lupinus I-450. Se realizó la siembra en el medio de germinación 
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mencionado anteriormente. Luego de 8 días se procedió a pasar los 

explantes al medio de multiplicación. Después de 14 días se realizó la 

semilla artificial utilizando brotes laterales de 0,5 cm de largo de las 

plantas S1 de lupinus ya multiplicadas. Se sumergieron en medio MS con 

los siguientes porcentajes (100%, 50% y 25%) adicionando alginato de 

sodio al 1%.  

 

Luego se mezcló la solución antes mencionada con los brotes de lupinus 

sobre una caja petri; con una pipeta de 10 ml se trasladó a la solución de 

cloruro de calcio (1%) para la formación terminal de la perla que 

constituyó la semilla artificial. Luego de treinta minutos se realizaron tres 

lavados a las perlas en agua destilada estéril y secado sobre un papel 

filtro.  

 

Posteriormente, se separaron los medios MS en las tres concentraciones 

antes mencionadas en distintas cajas petri para colocar diez perlas por 

cada caja, sellándolas con parafilm. Se mantuvo a 4 centígrados hasta su 

posterior utilización como semilla. 

 

Luego de dos meses se realizó la regeneración de las semillas artificiales, 

el medio que se utilizó para este proceso fue: solución MS con la mitad de 

sus macroelementos, Fe EDTA 5 ml., Acido nicotínico 5 ppm, 

Piridoxina.HCL 0,5 ppm, Tiamina.HCL 5 ppm, Glicina 2 ppm con 30 gr. 

de sucrosa, 1000 ppm de mio inositol y 7 gr. de Agar, con un pH de 7 ± 

0,2. Además se adicionó 50 mg/l de Claforam como antibiótico.     
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      3.3.1. Diseño experimental 

 

      3.3.1.1 Factores a probar 

 

        FASE DE RECOLECCIÓN 

 

-  100 plantas madres de chocho S1 desarrolladas por Ing. César Falconí 

cultivar I-450 ANDINO,  ECU-8415 y cruzas I-450 x ECU-8415 

 

        FASE DE REGENERACIÓN 

 

- Dosis de BAP en multiplicación, ANA y AIA en enraizamiento: Para esto 

se utilizó 0,1 ppm de BAP en multiplicación, 3 ppm de AIA y 1 ppm de ANA 

en enraizamiento. 

 

        FASE DE CONSERVACIÓN  

 

- Diferentes dosis de cada inhibidor de crecimiento vegetal: Nitrato de plata, 

ABA y CCC. 

 

        OBTENCIÓN DE SEMILLA ARTIFICIAL  

 

- En esta fase se probaron tres dosis diferentes de medio MS en los siguientes 

porcentajes: 100, 50 y 25%.  

 



 

 
 
 

 

        FASE DE CONSERVACIÓN

 

- Dosis de nitrato de plata

ppm (A3) (Mafla, 2000).

 

- Dosis de acido abscísico

ppm (B3) (Espinosa, 2003).

 

 - Dosis de Cloruro de (2

(C1), 7,5 ppm (C2) y 10 ppm (C3) (Salas, 2008).

 

      

Para la fase de regeneración se utilizó

siguientes fórmulas (Pniewski, Kapusta y Femiak, 1995):

 

                     Media Aritmética:
 

 
 Donde: 

 = Media aritmética de los brotes recientemente formados
 = Suma de los brotes recientemente formados

 = Número de brotes parentales
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      3.3.1.2. Tratamientos a comparar 

FASE DE CONSERVACIÓN 

Dosis de nitrato de plata (A): 0 ppm (A0), 5 ppm (A1), 7,

ppm (A3) (Mafla, 2000). 

Dosis de acido abscísico (B): 0 ppm (B0), 5 ppm (B1), 7,

ppm (B3) (Espinosa, 2003). 

Dosis de Cloruro de (2-cloroetil) trimetil amonio (C): 0 ppm (C0), 5 ppm 

5 ppm (C2) y 10 ppm (C3) (Salas, 2008). 

      3.3.1.3. Tipo de diseño 

ase de regeneración se utilizó un análisis descriptivo usando las 

siguientes fórmulas (Pniewski, Kapusta y Femiak, 1995): 

 

Media Aritmética:  

 

= Media aritmética de los brotes recientemente formados
= Suma de los brotes recientemente formados 
= Número de brotes parentales 

(A): 0 ppm (A0), 5 ppm (A1), 7,5 ppm (A2) y 10 

(B): 0 ppm (B0), 5 ppm (B1), 7,5 ppm (B2) y 10 

(C): 0 ppm (C0), 5 ppm 

un análisis descriptivo usando las 

= Media aritmética de los brotes recientemente formados 
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                     Desviación estándar: 
 

 
Donde: 

 
 = Desviación estándar de la población 

  = Suma de los cuadrados de los brotes recientemente formados 
 = Número de brotes parentales 

 
 
 
                     Índice de multiplicación: 
 
 

 
 
                     Media Geométrica: 
 

 
 

Donde: 

 = Media geométrica 
 = Producto de los brotes recién formados o parentales 

 = Número de pases 
 

Para la fase de conservación se utilizó el diseño experimental Completamente 

al azar con tres repeticiones en arreglo factorial (4x3x3): cuatro dosis, tres 

cultivares de chocho y tres inhibidores de crecimiento, en el cual se 

distribuyeron los diferentes tratamientos en las mismas condiciones físicas. 

 

      3.3.1.4. Modelo Matemático 

 

  Se utilizó el siguiente modelo matemático: 



48 
 

 
 
 

Yijk = u + Di + Vj + Ik + DVij + DIik + VIjk + DVIi jk  + eijk 

Donde: 

 Yijk = Variable aleatoria 

u = Media general 

Di = Efecto de la i – ésima dosis 

Vj = Efecto de la j – ésimo cultivar 

Ik = Efecto de la k – ésima inhibidor 

DVij = Efecto de la interacción Dosis  x Cultivar 

DIik = Efecto de la interacción Dosis  x Inhibidor 

VIjk = Efecto de la interacción Cultivar x Inhibidor 

DVIijk = Efecto de la interacción Dosis x Cultivar x Inhibidor 

eijk = Error experimental 

 

Se realizaron comparaciones ortogonales, efecto lineal cúbico de Dosis y de 

Inhibidores. 

 

      3.3.1.5. Características de las UE 

 

La unidad experimental para la fase de conservación se estableció como 

el tubo de ensayo con la muestra vegetal, el tamaño del tubo de ensayo 

fue de 20 cm de largo y 2,5 cm de diámetro.   
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3.3.1.6. Croquis del diseño 
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IV.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1 Introducción, multiplicación, enraizamiento in vitro de L. mutabilis 

        

Los brotes axilares se recolectaron de 100 plantas madres de un genotipo de 

chocho I-450 ANDINO cultivado en el Instituto Agropecuario Simón 

Rodríguez, Latacunga. Los regenerantes o muestras de semilla corresponden 

a plantas cuyos números ó códigos se asignaron en estudios anteriores, estas 

se mantuvieron en el presente estudio. 

 

4.1.1 Introducción in vitro de L. mutabilis 

 

El material vegetal que se obtuvo de las 100 plantas madres de L. mutabilis 

para la introducción in vitro, fue llevado al medio de iniciación para controlar 

la sanidad y la viabilidad, luego de seguir el proceso de desinfección 

mencionado en la metodología para la eliminación de contaminantes 

externos. Los brotes axilares tuvieron una contaminación del 15% con hongos 

y bacterias, siendo considerado este porcentaje como bajo. Según datos 

obtenidos por Rivero (2001) en investigaciones realizadas en el 

establecimiento in vitro de Annona muricata, se presentó un rango de 

contaminación entre 4,28% a 16,66%. Explantes que no presentaron 

contaminación y que lograron tener crecimiento vegetal, fueron seleccionados 

para la fase de multiplicación in vitro.  
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4.1.2 Multiplicación in vitro de L. mutabilis 

 

Cuarenta y nueve plantas de chocho fueron seleccionadas para la 

multiplicación in vitro, tomando en cuenta que estas sobrevivieron en la fase 

de introducción mostrando crecimiento de planta, presentando nuevos brotes 

y sin contaminación. Al utilizar 0,1 ppm de BAP en el medio y cuantificar su 

tamaño a los 15, 30 y 45 días, se obtuvieron medias de 2,87; 5,48 y 8,71cm, 

respectivamente (Cuadro 4.1). Kapusta (1995) estableció que 0,1 - 0,05ppm 

de BAP son concentraciones adecuadas para la regeneración de lupino.   

Cuadro 4.1: Desarrollo del tamaño de planta hasta los 45 días  
Variable Media E.E Mín. Máx. 

Tamaño de planta 15 días 2,87 0,11 0,93 4,65 
Tamaño de planta 30 días 5,48 0,2 2,33 8,33 
Tamaño de planta 45 días 8,71 0,29 3,9 12,38 

 
 
 

4.1.3 Crecimiento radicular in vitro de L. mutabilis, con                

          adaptación dentro de invernadero 

 

Quince plantas de chocho se seleccionaron considerando el mayor tamaño de 

explante de la fase de multiplicación después de 45 días, con resultados de: 

8,23cm para la planta #95; 7,33cm de la #152; 6,88cm para la #62; 5,56cm 

para la #54; obteniendo así los resultados de las plantas seleccionadas 

(Gráfico 4.1).   
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Gráfico 4.1: Tamaño de explante de 15 plantas de L. mutabilis 
seleccionadas para enraizamiento in vitro 

 

Al analizar las 15 plantas que entraron en la fase de enraizamiento in vitro 

con 3 ppm de AIA y 1 ppm de ANA, se obtuvieron resultados de cinco 

plantas codificadas con los números 25, 54, 62, 63 y 100, presentando 

sistema radicular, siendo evaluadas en su tamaño y número, a los 62 días. El 

33,33% de plantas enraizaron, considerando bajo este porcentaje. Sroga 

(1987) obtuvo un 96% de eficiencia en enraizamiento de L. angustifolius al 

utilizar un medio con 0,1ppm de ANA.   

 

La planta codificada con el número 63 desarrolló 21 raíces, con un tamaño de 

raíz de 9,1cm, presentando los valores más altos; mientras que la planta 

número 25 tuvo 9 raíces y 6,6cm en tamaño de raíz. En el Cuadro 4.2 se 

observa las medias tanto de número como de tamaño de raíz, a los 62 días. 
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A los 82 días, el tamaño de planta tuvo una media de 14,5cm y el número de 

brotes fue de 11,2, presentando un 33,33% de capacidad y adaptación frente 

al medio de enraizamiento con AIA y ANA. 

  

Cuadro 4.2: Crecimiento radicular in vitro de L. mutabilis, con  
            adaptación dentro de invernadero 

Variable Media E.E Mín. Máx. 
Número de raíces 62 días 14,4 2,23 9 21 
Tamaño de raíz 62 días 7,66 0,44 6,6 9,1 
Tamaño de planta 82 días  14,5 0,98 11,5 17,2 
Número de brotes 82 días 11,2 1,16 8 15 
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4.2 Comportamiento de brotes de L. mutabilis en cinco filiales de  

       multiplicación y enraizamiento in vitro  

 

El objetivo fue determinar la variabilidad regenerativa que podrían presentar 

las plantas de chocho, a través del tamaño de planta, número de brotes y 

comportamiento radicular durante cinco generaciones. Kapusta (1995) 

determinó que algunos cultivares de lupino fueron multiplicados por 20 pases 

o más para poder determinar su variabilidad regenerativa.   

 

4.2.1 Crecimiento vegetal in vitro 

 

Para este estudio se tomó en cuenta 15 plantas de lupino, que fueron 

clasificadas en tres grupos, tomando en cuenta su precocidad para llegar a 

floración y producción, así: 1. Tempranas (P), 2. Moderadamente Tardías 

(MT) y 3. Tardías (T) (Falconí, 2009).  

 

Al analizar las 15 plantas dentro de las 5 generaciones, se determinó un 

efecto significativo para el factor generación (p<0,0001), para tamaño de 

planta y número de brotes, para los factores cultivar (p<0,0079) y tiempo 

(p<0,0302) para el número de brotes y para la interacción cultivar * tiempo 

(p<0,0028) para tamaño de planta, (p<0,0038) para número de brotes (Cuadro 

4.3).  
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Cuadro 4.3: Análisis de varianza para tamaño de planta y número de 
brotes de L. mutabilis durante cinco generaciones                

F.V Tamaño de planta Número de brotes 
Generación <0,0001 <0,0001 
Cultivar 0,0401 0,0079 
Tiempo 0,0793 0,0302 
Generación * Cultivar 0,9973 0,9466 
Generación * Tiempo 0,9687 0,9199 
Cultivar * Tiempo 0,0028 0,0038 
Generación * Cultivar * Tiempo 0,2986 0,5011 
CV% 30,67 27,69 

Tamaño de planta y número de brotes asociados a cada fuente de variación 
 

Se pudo determinar que el tamaño de planta y número de brotes mostraron 

diferencias significativas en cuanto al efecto de las generaciones, indicando 

que hasta la segunda generación hubo variabilidad para las dos variables, 

luego se estabilizó hasta la quinta generación. La segunda generación 

presentó valores de 7,92cm para tamaño de planta y 4,32 para número de 

brotes (Cuadro 4.4). 

Cuadro 4.4: Promedio (+ error estándar) de tamaño de planta y número 
de brotes de L. mutabilis durante el efecto de cinco generaciones 

Generación  Tamaño de Planta Número de Brotes 

1 2,59±0,57 a 2,15±0,33 a 

2 7,92±0,57 c 4,32±0,33 c 

3 5,95±0,57 b 3,70±0,33 bc 

4 5,55±0,57 b 3,81±0,33 bc 

5 5,58±0,57 b 3,40±0,33 b 

CV% 30,67 
 

27,69 
 

p-valor <0,0001 
 

<0,0001 
 

Tamaño de planta y número de brotes, muestran que letras distintas en la 
misma columna indican diferencias significativas, p <0,05 
 

Al analizar el tamaño de planta y número de brotes durante las cinco filiales 

se estableció diferencias significativas (p<0,05) para cultivar * tiempo. La 

interacción de los tratamientos C1T2, C1T3 y C2T2 tuvieron los resultados 
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más altos siendo estadísticamente similares, con un coeficiente de variación 

de 30,67%. Para el número de brotes los tratamientos C1T1, C1T2, C1T3 y 

C2T2 presentaron valores significativos (p<0,05), siendo los más altos con un 

coeficiente de variación de 27,69% (Cuadro 4.5).    

Cuadro 4.5: Promedio (+ error estándar) de tamaño de planta y número 
de brotes de L. mutabilis durante el efecto de la interacción Cultivar * 
Tiempo 

Cultivar Tiempo Tamaño de Planta Número de Brotes 

C1 T1  
5,33±0,35 def 3,46±0,21 ef 

C1 T2  
5,72±0,39 efg 4,04±0,23 F 

C1 T3 
 

7,09±0,45 g 4,41±0,27 F 

C2 T1  
0 a 0 a 

C2 T2 
 

6,9±0,78 fg 4,14±0,46 F 

C2 T3  
4,3±0,78 de 2,26±0,46 d 

C3 T1 
 

0 c 0 c 

C3 T2 
 

0 b 0 B 

C3 T3  
3,76±0,78 d 2,54±0,46 de 

CV%  
 

30,67 27,69 

p-valor  
0,0028 0,0038 

Tamaño de planta y número de brotes, muestran que letras distintas en la 
misma columna indican diferencias significativas, p <0,05 

 

4.2.2 Eficiencia de multiplicación in vitro 

En el Cuadro 4.6 se observan las diferentes varianzas durante el proceso de 

multiplicación tomando en cuenta las distintas generaciones. El número de 

brotes fue la variable que se tomó en cuenta para analizar la eficiencia de 

multiplicación debido a que indica el número de individuos que se puede 

obtener de una planta. Las medias presentaron diferencias significativas en la 

primera, segunda y tercera generación, con valores de 4 brotes en la planta 32 

I-450 que es la que presentó el valor más alto en la primera generación, en 

cuanto a las medias de la segunda generación las plantas: 206 I-450, 31 I-450, 
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3 8415, 32 I-450, 41 I-450 y 63 I-450 no mostraron diferencias significativas, 

siendo estas las más altas para esta filial. En la tercera generación los 

mayores resultados  obtuvieron las plantas: 31 I-450 y 63 I-450 que no 

indicaron diferencias significativas. Las medias obtenidas de la cuarta y 

quinta generación no presentaron diferencias significativas. En la 

multiplicación in vitro de cuatro especies de lupino, Kapusta (1995) obtuvo 

un promedio de la eficiencia de multiplicación de brotes en 10 generaciones, 

obteniendo datos con diferencias significativas hasta esta filial.          

Cuadro 4.6: Eficiencia de multiplicación de brotes de chocho L. mutabilis 
durante cinco generaciones 

  
                                              Generaciones    

Tiempo Variedades I II III IV V 

Tempranas 206 I-450 2,67+0,33 abc 5,67+0,33 b 4,33+0,88  ab 4,33+0,33 a 4,00+0,58 a 

31 I-450 2,33+0,33 abc 5,33+1,20 b 6,67+1,45 b 5,67+0,33 a 4,33+0,33 a 

62 I-450 1,33+0,88 ab 3,33+1,67 ab 3,33+1,76 ab 3,00+1,53 a 2,67+1,33 a 

201 I-450 1,67+0,33 ab 4,33+0,33 ab 3,67+0,67 ab 3,00+1,53 a 2,67+1,33 a 

19 I-450 1,33+0,88 ab 3,00+1,53 ab 2,33+1,20 a 2,67+1,33 a 3,00+1,53 a 
Mod. 

Tardías 10 I-450 2,00+1,00  abc 4,33+0,33 ab 4,67+0,88 ab 4,67+0,33 a 2,67+1,33 a 

3   8415 2,00+0,58 abc 5,67+0,33 b 3,67+0,33 ab 5,33+0,33 a 4,00+0,00 a 

32 I-450 4,00+0,58 c 6,00+1,00 b 4,33+0,33 ab 5,00+0,58 a 3,33+1,67 a 

41 I-450 2,00+0,58 abc 5,33+0,33 b 5,67+0,33 ab 5,33+0,67 a 5,00+0,58 a 

27 I-450 3,00+0,58 abc 5,00+0,58 ab 2,67+1,33 a 2,67+1,33 a 3,00+1,53 a 

Tardías 20  X 1,00+0,58 a 4,00+2,08 ab 2,67+1,45 a 2,33+1,20 a 2,67+1,33 a 

5   8415 2,33+1,20 abc 1,67+0,88 a 2,33+1,20 a 2,33+1,20 a 2,67+1,33 a 

20 I-450 2,67+0,33  abc 4,67+0,88 ab 4,67+0,67 ab 5,00+0,58 a 5,00+0,00 a 

63 I-450 3,33+0,88 bc 5,67+0,67 b 6,33+0,88 b 4,33+2,19 a 3,67+1,86 a 

95 I-450 3,00+0,00 abc 4,67+0,33 ab 4,33+0,67 ab 5,00+1,15 a 3,67+0,33 a 
Generaciones muestran que letras distintas en la misma columna indican diferencias 
significativas, p <0,05 

 
Al analizar la eficiencia de multiplicación durante las cinco generaciones 

entre las variedades tempranas, moderadamente tardías y tardías de L. 

mutabilis no se encontraron diferencias significativas (Cuadro 4.7).   
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Cuadro 4.7: Eficiencia de multiplicación de brotes de L. mutabilis de 
variedades tempranas, moderadamente tardías y tardías 

  Generaciones 
Tiempo I II III IV V 

Tempranas  1,87+0,27 a 4,33+0,52  a 4,07+0,61 a 3,73+0,53 a 3,33+0,46 a 
Mod. Tardías  2,60+0,34 a 5,27+0,27 a 4,20+0,39 a 4,60+0,39 a 3,60+0,51 a 
Tardías  2,47+0,35 a 4,13+0,56 a 4,07+0,55 a 3,80+0,61 a 3,53+0,51 a 
Generaciones muestran que letras distintas en la misma columna indican diferencias 
significativas, p <0,05 

 

El grafico 4.2 muestra la eficiencia de multiplicación de cada una de las 

plantas en estudio, usando la fórmula de índice de multiplicación basado en 

las medias geométricas aplicadas para la eficiencia de regeneración completa. 

Se aplicó la media geométrica porque este parámetro ayudó a diferenciar la 

eficiencia multiplicativa de las plantas a través de generaciones sucesivas.  

 

Se observó estabilidad en la eficiencia multiplicativa de las plantas 

Tempranas (P), mostrando un equilibrio entre las cinco plantas dentro de este 

grupo. Las plantas de chocho Moderadamente Tardías (MT) mostraron mayor 

variación en cuanto a eficiencia, tomando en cuenta que las plantas 32 y 27 

(I-450) quedaron rezagadas por la variable multiplicación de brotes que mide 

la capacidad de multiplicación generacional. Por otro lado, la planta 20X 

presentó el mayor índice de multiplicación de 2,85, siendo un alto valor. En 

comparación con datos obtenidos por Kapusta (1995) quien alcanzó 2,7 como 

índice de multiplicación en L. mutabilis. 
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Gráfico 4.2: Eficiencia en la multiplicación de nuevos regenerantes de 
plantas tempranas, moderadamente tardías y tardías de L. mutabilis, 
durante cinco generaciones (media geométrica ± desviación estándar). 
 

     4.2.3 Crecimiento radicular in vitro 

 

Se realizó el análisis radicular de las plantas de lupino al finalizar la 

regeneración. En la primera generación (parental) no se colectaron datos ya 

que las plantas pasaron directamente a multiplicación de la segunda 

generación, por tanto se obtuvieron plantas enraizadas desde la segunda hasta 

la quinta filial. Las variables evaluadas fueron tamaño de raíz y número de 

raíces. 

 

Al analizar la capacidad de crecimiento radicular in vitro, se determinó un 

efecto significativo para la generación (p<0,0962) y tiempo (p<0,0867) 

considerando la variable tamaño de raíz, con un coeficiente de variación de 
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22,83%. En cuanto a la variable número de raíces no se obtuvieron efectos 

significativos (Cuadro 4.8).  

Cuadro 4.8: Análisis de varianza para el tamaño y numero de raíces de 
L. mutabilis in vitro 

F.V Tamaño de raíz Número de raíces 
Generación 0,0962 0,6257 
Cultivar 0,6958 0,8093 
Tiempo 0,0867 0,2844 
Generación * Tiempo 0,3479 0,6771 
Cultivar * Tiempo 0,429 0,4158 
CV% 22,83 38,65 
Tamaño de raíz y número de raíces asociados a cada fuente de variación 

 
 

4.2.4 Crecimiento de regenerantes de chocho en macetas bajo  

        condiciones de invernadero 

 

Las plantas regeneradas fueron analizadas por su crecimiento radicular in 

vitro también fueron evaluadas por su crecimiento y adaptación en macetas 

dentro de un invernadero, en base al tamaño de planta y número de brotes, en 

cada generación.  

 

En el Cuadro 4.9, se presentó el efecto significativo para los factores de 

cultivar (p<0,0439), la interacción generación * tiempo (p<0,0488) y cultivar 

* tiempo (p<0,0715) considerando la variable tamaño de planta. En cuanto a 

la variable número de brotes los factores que presentaron efecto significativo 

fueron generación (p<0,0053) y la interacción generación * tiempo 

(p<0,0801).     
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Cuadro 4.9: Análisis de varianza para el tamaño de planta y número de 
brotes de L. mutabilis en macetas dentro de invernadero 

F.V Tamaño de planta Número de brotes 
Generación 0,1171 0,0053 
Cultivar 0,0439 0,4408 
Tiempo 0,1238 0,3811 
Generación * Tiempo 0,0488 0,0801 
Cultivar * Tiempo 0,0715 0,4617 
CV% 5,17 10,94 
Tamaño de planta y número de brotes asociados a cada fuente de variación 
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4.3 Fase de conservación utilizando diferentes dosis de inhibidores de  

      crecimiento vegetal  

       

Para esta fase se seleccionaron tres plantas: tardía #63, moderadamente tardía 

#10 y temprana #19, conservadas durante dos meses con inhibidores de 

crecimiento vegetal (AgNO3, ABA y CCC) a diferentes dosis. La eficiente 

conservación se evaluó en base al tamaño de planta y  número de brotes, cada 

ocho días. 

 

El análisis de varianza indicó que el tamaño de planta y número de brotes, 

tuvo un efecto altamente significativo para inhibidores (p<0,0001), para la 

interacción dosis * inhibidores (tamaño de planta p<0,0001 y número de 

brotes p<0,0009) y para la interacción inhibidores * planta (tamaño de planta 

p<0,0373), con coeficientes de variación de 68,39% y 69,17%. Los otros 

factores no presentaron diferencias significativas (Cuadro 4.10).     

Cuadro 4.10: Análisis de varianza para el tamaño de planta y número de 
brotes en tres plantas de chocho L. mutabilis  

F.V Tamaño de planta Número de brotes 
Dosis 0,8943 0,3786 
Inhibidores <0,0001 <0,0001 
Planta  0,3161 0,0515 
Repeticiones 0,8567 0,9638 
Dosis * Inhibidores 0,0001 0,0009 
Dosis * Planta 0,2089 0,4219 
Inhibidores * Planta 0,0373 0,4984 
Dosis * Inhibidores * Planta 0,4664 0,4433 
CV% 68,39 69,17 

Tamaño de planta y número de brotes asociados a cada fuente de variación 
 

Como se indica en el cuadro 4.11, para la variable tamaño de planta se 

encontraron diferencias significativas entre las diferentes dosis e inhibidores, 
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destacando que con 10ppm de CCC se obtuvo un valor de 0,78cm que es el 

más bajo y el más alto de 4,70cm con 10ppm de AgNO3; en cuanto a la 

variable número de brotes con 10ppm de CCC se obtuvo un valor de 0,89 

siendo el más bajo y el valor más alto de 6,44 con 10ppm de AgNO3. Mafla 

(2000), utilizó AgNO3 para inhibir el crecimiento vegetal en Solanum 

quitoense (Naranjilla) y Solanum betaceum (Tomate de árbol) mostraron 

resultados similares a las variables estudiadas, el análisis de varianza mostró 

que para S. quitoense el tamaño de planta varió entre 4,1 y 11,4 cm al ocupar 

10 ppm de nitrato de plata, observándose un menor crecimiento cuando se 

utilizaron concentraciones de 4,0 y 8,0 ppm; en cuanto a S. betaceum no se 

observaron diferencias significativas.  

Cuadro 4.11: Efecto de la interacción Dosis * Inhibidores en el tamaño 
de planta y número de brotes en tres plantas de chocho L. mutabilis  

Dosis (ppm) Inhibidores Tamaño de Planta Número de Brotes 

0 AgNO3  
1,89±0,53 bc 3,89±0,88 bcd 

0 ABA 
 

1,58±0,53 c 2,67±0,88 abc 

0 CCC  
3,71±0,53 a 6,33±0,88 de 

5 AgNO3  
3,24±0,53 ab 4,89±0,88 cde 

5 ABA 
 

1,40±0,53 c 3,56±0,88 bc 

5 CCC  
1,61±0,53 c 2,67±0,88 abc 

7,5 AgNO3 
 

3,82±0,53 a 6,33±0,88 de 

7,5 ABA  
1,57±0,53 c 2,00±0,88 ab 

7,5 CCC 
 

1,52±0,53 c 3,33±0,88 abc 

10 AgNO3 
 

4,70±0,53 a 6,44±0,88 e 

10 ABA  
1,11±0,53 c 1,89±0,88 ab 

10 CCC 
 

0,78±0,53 c 0,89±0,88 a 

CV%   
68,39 69,17 

p-valor 
 

0,0001 0,0009 
    Tamaño de planta y número de brotes, muestran que letras distintas en la misma  
    columna indican diferencias significativas, p <0,05 
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La interacción inhibidores * planta presentó diferencias significativas en su 

tamaño con AgNO3 en la planta temprana #19 un valor de 3,66cm siendo el 

más alto y con el inhibidor ABA en la planta temprana #19 la de menor valor 

1,00cm, con un coeficiente de variación de 68,39%; considerando la variable 

número de brotes el AgNO3 en la planta tardía #63 presentó el valor más alto 

de 5,58 y con ABA en la planta Moderadamente Tardía #10 presentó el 

menor valor de 1,33 y un coeficiente de variación de 69,17% (Cuadro 4.12).   

Cuadro 4.12: Efecto de la interacción Inhibidores * Planta en el tamaño 
de planta y número de brotes en tres plantas de chocho L. mutabilis 

Inhibidores Planta Tamaño de Planta Número de Brotes 

AgNO3 Temprana #19   
3,66±0,44 a 5,42±0,74 a 

AgNO3 Mod. Tardía #10  
3,84±0,44 a 5,17±0,74 ab 

AgNO3 Tardía #63  
2,75±0,44 ab 5,58±0,74 a 

ABA Temprana #19  
1,00±0,44 e 2,33±0,74 cd 

ABA Mod. Tardía #10  
1,03±0,44 de 1,33±0,74 d 

ABA Tardía #63  
2,22±0,44 bcde 3,92±0,74 abc 

CCC Temprana #19  
1,12±0,44 cde 2,42±0,74 cd 

CCC Mod. Tardía #10  
2,34±0,44 bc 3,17±0,74 bcd 

CCC Tardía #63  
2,25±0,44 bcd 4,33±0,74 abc 

CV%   
68,39 69,17 

p-valor  
0,0373 0,4984 

Tamaño de planta y número de brotes, muestran que letras distintas en la misma 
columna indican diferencias significativas, p <0,05 

 

Al realizar el análisis de regresión entre el tamaño de planta y número de 

brotes con cada inhibidor de crecimiento (AgNO3, ABA y CCC), se pudo 

obtener la dosis mínima y máxima óptimas de cada uno, ya que se encontró 

que el crecimiento vegetal está en función de las dosis de los inhibidores 

utilizados. Estas fueron explicadas mediante el modelo de regresión lineal 

cúbica.  
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Al realizar las primeras derivadas a las ecuaciones de las regresiones, se 

obtuvieron resultados como: AgNO3 para la variable tamaño de planta no se 

obtuvieron resultados, mientras que para el número de brotes se obtuvieron 

datos con dosis máxima que es la que produce mayor número y una dosis 

mínima que logra obtener un menor número de brotes; en cuanto al ABA y 

CCC presentaron valores máximos y mínimos para las dos variables. Como 

se puede observar en el cuadro 4.13, las dosis máximas y mínimas óptimas 

obtenidas se encuentran dentro de los rangos de las dosis utilizadas en el 

presente estudio.  

Cuadro 4.13: Dosis máximas y mínimas óptimas de AgNO3, ABA y CCC 
para conservación in vitro de L. mutabilis 
Inhibidor  Dosis ppm Tamaño de planta Número de brotes 
AgNO3 Máxima - 3,51 

Mínima - 0,92 
ABA Máxima 2,7 3,55 

Mínima 1,96 1,68 
CCC Máxima 3,17 3,10 

Mínima 2,38 2,06 
 

4.3.1 Regeneración in vitro de las plantas conservadas 

 

Las plantas de chocho que fueron tratadas con inhibidores de crecimiento 

durante dos meses, se sometieron a una prueba de regeneración in vitro con el 

medio utilizado en la fase de multiplicación para comprobar su capacidad de 

regeneración. Se analizó el tamaño de planta y número de brotes de las tres 

plantas de chocho L. mutabilis.    
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4.3.1.1 Regeneración in vitro de la planta de chocho tardía  

   #63 

 

Para la planta tardía #63 se tuvo una influencia del AgNO3 con una media de 

4,97 cm en el tamaño de planta, seguido por CCC con 4,36 cm y finalmente 

con 4,24 cm para ABA. En cuanto al número de brotes el CCC presentó los 

mejores resultados con 6,25, seguidos por 4,75 con ABA y 4,5 con AgNO3, 

demostrando una regeneración positiva (Gráfico 4.3). 

 
 

 
Gráfico 4.3: Efecto de Inhibidores de crecimiento para el tamaño de 
planta y número de brotes en la planta de chocho tardía #63. 
 

 

4.3.1.2 Regeneración in vitro de la planta de chocho  
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            moderadamente tardía #10 

 

Para la planta moderadamente tardía #10, el AgNO3 presentó una media de 

7,13cm para el tamaño de planta y 2,5 en número de brotes, 2,63 cm en el 

tamaño de planta y 1,5 número de brotes con CCC y 0,29 cm para el tamaño 

de planta y 0,17 brotes con ABA, indicando que los datos obtenidos para el 

primer inhibidor fueron los mejores en la regeneración para esta planta 

(Gráfico 4.4).   

 

 

Gráfico 4.4: Efecto de Inhibidores de crecimiento para el tamaño de 
planta y número de brotes en la planta de chocho moderadamente tardía 
#10. 
 

 

4.3.1.3 Regeneración in vitro de la planta de chocho  
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            temprana #19 

 

El AgNO3 presentó el valor más alto para el tamaño de planta (4,27 cm) y 

para el número de brotes de 3,58. Seguido por el CCC con 2,44cm y 2,5 

brotes y para ABA 0,26 cm y 0,5 brotes. Se muestra que la prueba de 

regeneración in vitro que se realizó arroja valores positivos para el primer 

inhibidor, valores medios para el tercero y bajos para el segundo (Gráfico 

4.5). 

 

Gráfico 4.5: Efecto de Inhibidores de crecimiento para el tamaño de 
planta y número de brotes en la planta de chocho temprana #19. 

 

 
 
 
 

4.4 Obtención de semilla artificial de  L. mutabilis utilizando brotes  
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      axilares de plántulas in vitro 

 

Al utilizar brotes axilares de plántulas in vitro de L. mutabilis, se logró 

obtener semilla artificial, utilizando el protocolo descrito en metodología 

como un método alternativo de conservación de material vegetal, llegando a 

obtener semillas con buenas características en cuanto a su forma y textura 

para su conservación durante dos meses. 

  

Después de transcurrido este tiempo de conservación de la semilla en sales 

MS a bajas temperaturas, los resultados que presentó en cuanto a su forma y 

textura fueron adecuados ya que se mantuvieron intactos durante el tiempo 

que estuvieron almacenados. Con estos resultados se realizó la regeneración 

de la semilla artificial ocupando el medio de regeneración mencionado en la 

metodología propia para semilla artificial, se sembraron diez semillas de cada 

tratamiento y se analizó el tamaño de la planta después de un mes. 

 

4.4.1 Regeneración de semilla artificial de chocho L. mutabilis con  

         100, 50 y 25% de sales MS 

 
De las diez semillas que fueron sembradas en el medio de regeneración con 

100% de sales MS, solamente cinco semillas mostraron resultados, 

demostrando un 50% de eficacia en este proceso, obteniendo valores en el 

tamaño de planta como 3,9cm como el mayor y 0,7cm como el menor valor. 

Para el caso del medio con el 50% de sales MS se obtuvieron cuatro semillas 

con resultados de regeneración, siendo equivalente a un 40% de germinación, 
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presentando el valor más alto en el tamaño de planta de 3,1cm. Finalmente 

cuando se utilizó el 25% de sales MS se obtuvo un porcentaje de 

regeneración de 60%, al comparar este porcentaje de germinación con la 

investigación de Cartes (2003), se observó una similitud en su porcentaje, en 

cuanto al valor más alto para el tamaño de planta de 4,1cm. La germinación 

de las semillas se vio afectada por el grado de vigor o madurez que 

presentaron los embriones al momento de encapsularse, ya que la resistencia 

mecánica ofreció un encapsulado excesivamente duro (Jimenez y Quiala, 

1998).  

 

Se realizó un análisis de regresión para establecer el porcentaje óptimo de 

medio MS para la conservación y la posterior regeneración de la semilla 

artificial, tomando en cuenta la variable tamaño de planta, utilizando un 

modelo de regresión lineal cúbica: 1,82 – 0,03P + 0,00026P². Llegando a 

obtener un porcentaje de medio MS de 58% que sería el óptimo.  

 1,82 – 0,03P + 0,00026P² 

0 = -0,03 + 2(0,00026)P 

P = 0,03/0,00052 

P =  58% 

 

 

 

 

 

V.  CONCLUSIONES 
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• El ácido giberélico a concentraciones de 250ppm, permitió un 100% 

de germinación de semillas de chocho, luego de 4 días. 

• En la fase de multiplicación in vitro, el BAP a concentraciones de 0,1 

ppm mostró un incremento promedio de 8,71cm en 49 plantas de 

chocho, a los 45 días.  

• La planta tardía in vitro #63 logró los valores más altos de tamaño de 

raíz con 9,1cm y 21 raíces a los 62 días cuando se usó AIA (3ppm) y 

ANA (1ppm). En la adaptación dentro de invernadero la misma planta 

logró valores positivos de 17,2cm en tamaño de planta y 15 brotes, a 

los 82 días.  

• La mayor eficiencia de multiplicación y enraizamiento in vitro de 15 

plantas, se logró en la segunda generación mostrando los valores de 

multiplicación más altos en número de brotes y enraizamiento durante 

5 filiales. El crecimiento del resto de filiales fue estable. 

• En la fase de conservación in vitro el cloruro de (2-cloroetil) trimetil 

amonio (CCC) con 10 ppm, logró el mayor periodo de conservación 

de brotes axilares de L. mutabilis, presentando los valores más bajos 

para el tamaño de planta (0,78cm) y número de brotes (0,89). 

•  El porcentaje óptimo de medio Murashige Skoog para conservar 

embriones somáticos de L. mutabilis en semilla artificial fue de 58%, 

permitiendo conservarla durante, por lo menos dos meses. 

• La mejor estabilidad de crecimiento se obtuvo a partir del lote de 

poblaciones tempranas de chocho. 
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VI.  RECOMENDACIONES 
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• Se recomienda utilizar 0,1ppm de BAP para la multiplicación de L. 

mutabilis in vitro ya que se logra los mayores tamaños de planta. 

• Utilizar por máximo dos generaciones de replicación de los explantes, 

ya que en esta filial se logran los mejores valores de eficiencia de 

multiplicación y enraizamiento in vitro de L. mutabilis.  

• Se recomienda realizar estudios complementarios para probar la 

regeneración de L. mutabilis, considerando poblaciones tempranas.  

• Se recomienda utilizar 10ppm de CCC para la conservación de plantas 

in vitro, ya que presentó los mejores resultados de almacenamiento. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

VII.  RESUMEN 
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El presente estudio se realizó con el objetivo de desarrollar protocolos in vitro 

para la regeneración y conservación de Lupinus mutabilis (chocho andino) 

mediante la técnica de crecimiento mínimo. En la fase de introducción el 

ácido giberélico (250ppm), permitió un 100% de germinación de semillas de 

chocho luego de 4 días. El BAP (0,1ppm) en la fase de multiplicación in 

vitro, mostró un incremento promedio de 8,71cm en 49 plantas de chocho a 

los 45 días. Para el enraizamiento in vitro el uso de AIA (3ppm) y ANA 

(1ppm) logró los valores más altos en la planta in vitro #63 con 9,1cm en el 

tamaño de raíz y 21 raíces a los 62 días. En la fase de adaptación dentro de 

invernadero la misma planta logró valores de 17,20cm en tamaño de planta y 

15 brotes, a los 82 días. La mayor eficiencia de multiplicación y 

enraizamiento in vitro de 15 plantas en cinco filiales, se logró en la segunda 

generación mostrando los valores de multiplicación más altos en número de 

brotes y enraizamiento; el crecimiento del resto de filiales fue estable. La 

mejor estabilidad de crecimiento se obtuvo a partir del lote de poblaciones 

tempranas. Para la fase de conservación in vitro el cloruro de (2-cloroetil) 

trimetil amonio (CCC) con 10 ppm, logró el mayor periodo de conservación 

de brotes axilares de L. mutabilis, presentando los valores más bajos para el 

tamaño de planta (0,78cm) y número de brotes (0,89). En la fase de semilla 

artificial el porcentaje óptimo de medio Murashige Skoog para conservar 

embriones somáticos de L. mutabilis en semilla artificial fue de 58%, 

permitiendo conservarla durante, por lo menos dos meses. 

 

VIII.  ABSTRACT 
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This study was conducted in order to develop protocols for in vitro 

regeneration and conservation of Lupinus mutabilis (Andean lupine) by the 

technique of minimal growth. In the introductory phase the gibberellic acid 

(250ppm), allowed 100% germination of lupine after 4 days. The BAP (0.1 

ppm) in the multiplication phase in vitro, showed an average increase of 8.71 

cm in 49 lupine plants at 45 days. For rooting in vitro using AIA (3 ppm) and 

NAA (1 ppm) achieved the highest values in the plant in vitro # 63 with 

9.1cm in size and 21 root root at 62 days. In the adaptation phase in the same 

plant emissions reached values of 17.20 cm in size and 15 plant shoots at 82 

days. The increased efficiency of in vitro multiplication and rooting of 15 

plants in five branches, was achieved in the second generation showing 

values higher multiplication in number of shoots and roots, the growth of 

other subsidiaries was stable. The greater stability of growth was obtained 

from the batch of early populations. For in vitro conservation phase chloride 

(2-chloroethyl) trimethyl ammonium chloride (CCC) with 10 ppm, achieved 

the highest shelf of axillary buds of L. mutabilis, presenting the lowest values 

for plant size (0.78 cm) and number of shoots (0.89). In the artificial seed 

stage optimal percentage to preserve Murashige Skoog, somatic embryos of 

L. mutabilis in artificial seed was 58%, allowing them to keep for at least two 

months. 
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