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 3. Apéndices, anexos, glosarios y otros materiales deben incluirse después de las referencias 
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RESUMEN: Lupinus L. es un género de leguminosas con más de 200 especies, muchas 
con potencial agronómico. Esta investigación tuvo como objetivo establecer un 
protocolo de micropropagación para Lupinus campestris Cham. & Schltdl. Se evaluaron 
tres tratamientos de escarificación: inmersión en agua hirviendo por 24 horas sobre una 
placa de calentamiento, ácido sulfúrico concentrado (H2SO4, 98%) por 15 minutos y 
ácido clorhídrico (HCl, 36.5-38%) por 15 minutos. Posteriormente, todas las semillas 
fueron cortadas con bisturí antes de sembrarse en medio agar-agar. Las fases de 
multiplicación y enraizamiento se realizaron en medio Murashige & Skoog (MS). En la 
fase de multiplicación, se evaluaron cinco tratamientos con combinaciones de 
citoquininas con bencilaminopurina [(6BAP) y kinetina (Kin)], auxinas con ácido 
indolacético (AIA) y quitosano, todos con carbón activado (CA), seleccionándose los 
dos mejores para evaluar su efecto con y sin CA. En la fase de enraizamiento se usó 
ácido indol-3-butírico (AIB) en medios MS al 25% y 50%. Las semillas escarificadas 
con ácido sulfúrico y cortadas mostraron un 100% de germinación en cinco días. En los 
tratamientos T1 (6BAP 1.0 mg L⁻¹ + Kin 0.5 mg L⁻¹) y T4 (6BAP 1.0 mg L⁻¹ + Kin 0.5 
mg L⁻¹ + AIA 0.2 mg L⁻¹), el 100% de los explantes generaron múltiples brotes (10), 
pero solo en presencia de 2.5 g L-1 CA, sin embargo, en el T4 los explantes tuvieron un 
mayor coeficiente de multiplicación (4.54). Sin CA no se observó multiplicación. En la 
fase de enraizamiento, se obtuvo un 40% de plantas enraizadas con medio 50% MS + 
20% sacarosa + AIB 5.0 mg L⁻¹. Este trabajo constituye el primer reporte exitoso de 
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micropropagación in vitro de L. campestris, y sienta bases para su conservación y adaptación. 
Palabras clave: citoquininas y auxinas, escarificación, leguminosas, Lupinus campestris, 
micropropagación. 
 
ABSTRACT: Lupinus L. is a genus of legumes comprising more than 200 species, many of 
which have agronomic potential. The aim of this study was to establish a micropropagation 
protocol for Lupinus campestris Cham. & Schltdl. Three scarification treatments were evaluated: 
immersion in boiling water for 24 h on a hot plate, concentrated sulfuric acid (H2SO4, 98%) for 
15 min, and concentrated hydrochloric acid (HCl, 36.5–38%) for 15 min. Subsequently, all seeds 
were cut with a scalpel prior to sowing on water–agar medium. The multiplication and rooting 
stages were conducted using Murashige & Skoog (MS) medium. During the multiplication stage, 
five treatments were tested, combining cytokinins [6-benzylaminopurine (6BAP) and kinetin 
(Kin)], the auxin indole-3-acetic acid (IAA), and chitosan, all supplemented with activated 
charcoal (AC). The two best treatments were subsequently evaluated in the presence and absence 
of AC. In the rooting stage, indole-3-butyric acid (IBA) was tested in MS medium at 25% and 
50% strength. Seeds scarified with sulfuric acid and cut prior to sowing showed 100% 
germination within five days. In treatments T1 (6BAP 1 mg L⁻¹ + Kin 0.5 mg L⁻¹) and T4 (6BAP 
1 mg L⁻¹ + Kin 0.5 mg L⁻¹ + IAA 0.2 mg L⁻¹), 100% of explants produced multiple shoots (10), 
but only in the presence of 2.5 g L⁻¹ AC, however, in T4 the explants had a higher multiplication 
coefficient (4.54). No multiplication was observed in the absence of AC. During the rooting stage, 
40% of plantlets developed roots in 50% MS medium supplemented with 20% sucrose and 5 mg 
L⁻¹ IBA. This study represents the first successful report of in vitro micropropagation of L. 

campestris, providing a foundation for its conservation and adaptation. 
Key words: cytokinins and auxins, scarification, legumes, Lupinus campestris, 
micropropagation. 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
El género Lupinus L., familia Fabaceae, comprende más de 200 especies, la mayoría de las cuales 
se encuentran en América Central. Aunque en México no se practica el cultivo de especies del 
género, el país alberga aproximadamente 110 especies nativas distribuidas en diversos estados, 
desde Baja California hasta Chiapas, principalmente concentradas en el Eje Neovolcánico 
Transversal y la Sierra Madre Occidental (Zamora-Natera et al., 2019). Dentro de estas especies 
se destaca Lupinus campestris Cham. y Schltdl, una planta con flores que pertenece a la familia 
de las leguminosas y que se cultiva en diversas partes del mundo, siendo sus principales regiones 
de cultivo Europa, países mediterráneos, América y Australia (Kamran et al., 2023). 
Las semillas de Lupinus, también conocidas como altramuces, tienen gran cantidad de nutrientes, 
proteínas (40% en peso), fibra (alrededor de un 28% en peso) y son bajas en carbohidratos y 
grasas (Pablo-Pérez et al., 2015), por lo que se consideran un suplemento dietético importante y 
una buena adición a una dieta equilibrada y saludable (Lima-Cabello et al., 2018). 
En cuanto a sus aplicaciones agrícolas es importante destacar que las plantas del género Lupinus 
L. poseen la capacidad de fijar nitrógeno atmosférico gracias a la simbiosis que establecen con 
bacterias del género Rhizobium, las cuales colonizan sus raíces y forman nódulos donde ocurre 
la fijación biológica de nitrógeno (Masson-Boivin & Sachs, 2018). Esta característica convierte 
a las especies de Lupinus en una opción atractiva para los agricultores, especialmente en 
esquemas de rotación de cultivos, ya que contribuyen a mejorar la fertilidad del suelo y reducir 
la dependencia de fertilizantes nitrogenados sintéticos (Petterson, 2016). Así mismo, las especies 
de Lupinus han sido utilizadas en asociación con diversos cultivos de relevancia económica para 
mejorar su rendimiento, como el maíz y el trigo (Barrientos et al., 2002; Rodas et al., 2001). 
No obstante, a pesar de su potencial agronómico, muchas especies del género tienen un alto 
contenido de alcaloides quinolizidínicos, compuestos tóxicos para el consumo humano, pero que 
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cumplen una función defensiva frente a patógenos y herbívoros (Mellal et al., 2019; Musco et 

al., 2017). Así mismo, las semillas de muchas especies de esta familia de plantas en su estado 
silvestre presentan latencia física (Rodrigues-Junior et al., 2014), lo que dificulta la germinación. 
En este sentido, Tiryaki y Topu (2014) sostienen que las semillas del género requieren 
tratamientos de escarificación, ya sea química o mecánica, para favorecer la germinación. Para 
semillas de L. campestris, Del Rivero-Bautista et al. (2025) obtuvieron un 63% de germinación, 
mientras que Corona et al. (2007) reportaron porcentajes de germinación entre 81% y 98% en L. 

elegans al utilizar H₂SO₄ durante 30 minutos. En un estudio similar, las semillas de L. montanus 
fueron escarificadas mecánicamente, aunque no se reportó el porcentaje de germinación 
(Ramírez-González et al., 2015). Estos antecedentes evidencian la importancia de aplicar 
tratamientos de escarificación para superar la latencia de las semillas en especies del género y 
mejorar la eficiencia de su propagación. 
En el caso particular de México, donde las especies de Lupinus son predominantemente silvestres, 
se requieren estrategias tecnológicas como la micropropagación que permitan su propagación 
eficiente y la producción de metabolitos de interés. Sin embargo, existe una escasa disponibilidad 
de información científica sobre el uso de esta tecnología en el género Lupinus L.  
Se han reportado estudios en los que se utilizaron brotes cotiledonales de Lupinus albus 
empleando distintas concentraciones del medio MS (½, ⅓ y ¼), suplementado con cuatro fuentes 
de carbohidratos (sacarosa, fructosa, maltosa y glucosa), así como dos reguladores de 
crecimiento: kinetina (Kin) y ácido naftalenacético (ANA). Los mejores resultados de 
regeneración (80%) se obtuvieron utilizando la mitad del brote cotiledonal, medio MS al 50 % 
suplementado con 4.0 mg L-¹ de Kin, 0.1 mg L-¹ de ANA y sacarosa como fuente de carbono. 
Asimismo, el 80% de los brotes enraizaron exitosamente con medio MS al 50% adicionado con 
1 mg L-¹ de ácido indolacético (AIA) y 0.1 mg L-¹ de Kin (Aslam et al., 2020). En otra 
investigación, se estableció un protocolo de micropropagación in vitro para L. rivularis, en el cual 
se alcanzó un número máximo de 2.6 a 2.8 brotes por explante durante la fase de multiplicación, 
utilizando concentraciones de 1.126 y 2.252 mg L-1 de 6-bencilaminopurina (6BAP) (Popova et 

al., 2021). Considerando estos antecedentes y la escasa información disponible sobre L. 

campestris en el ámbito biotecnológico el objetivo de esta investigación fue establecer un 
protocolo de micropropagación para Lupinus campestris Cham. & Schltdl. como base para 
ampliar su uso agrícola en México. 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Material vegetal 
El material vegetal utilizado fueron semillas de L. campestris recolectadas en el mes de 
noviembre de 2010, en el Parque Nacional Izta-Popo, a una altitud de 3581 m.s.n.m., latitud Norte 
19°04'58.7" y a una longitud O 98°39´38.7”, el clima que predomina es templado subhúmedo, 
frío de altura con -5 a 5 °C, heladas nocturnas y nevadas invernales. El tipo de suelo tiende a ser 
andosol negro, volcánico, fértil, profundo, rico en materia orgánica (8-12%), pH 5.5-6.5 y 
capacidad de retención hídrica alta (Cruz -Sánchez et al., 2021). Las semillas colectadas se 
trasladaron a la ciudad de Delicias, Chihuahua, México. El material colectado se almacenó en 
bolsas de nylon en refrigeración a 4 oC hasta su utilización. La investigación se desarrolló entre 
los años 2020 y 2022 en el Laboratorio de Genética Molecular de la Facultad de Ciencias 
Agrícolas y Forestales de la Universidad Autónoma de Chihuahua, ubicado en Ciudad Delicias, 
Chihuahua, México. 
 
Fase de Establecimiento 
 
Escarificación de semillas 
Dado que la fisiología de las semillas del género Lupinus L. tiene la característica de una corteza 
dura, los tratamientos de escarificación fueron; T1: Inmersión en agua hirviendo (H2O) en un 
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vaso de precipitados que se dejó sobre una placa de calentamiento durante 24 horas 
(escarificación física); T2: inmersión en ácido sulfúrico concentrado (H2SO4-CTR Scientific, 
98%) durante 15 minutos (escarificación química); T3: inmersión en ácido clorhídrico 
concentrado (HCl- CTR Scientific, 36.5-38%) durante 15 minutos (escarificación química). En 
todos los tratamientos se cortó la semilla por la parte opuesta al embrión antes de la siembra en 
el medio de cultivo (escarificación mecánica).  
Una vez completado el proceso de escarificación, las semillas fueron lavadas con agua destilada 
tres veces y desinfectadas con hipoclorito de sodio al 2 % durante 20 minutos con dos gotas de 
Tween 80® (CTR Scientific). 
Después de la desinfección, las semillas se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y se 
colocaron en cajas de Petri con papel de filtro durante 15 minutos para que se secaran. Finalmente, 
para la germinación de las semillas, se colocaron 10 semillas por frasco en un medio de cultivo 
agar-agar (Sigma-Aldrich) (6.5 g L-1) y el pH ajustado a 5.8, obteniendo 5 frascos en total.  
Los frascos tenían una capacidad de 70 mL y se colocaron 25 mL de medio de cultivo por cada 
uno. 
Luego de sembrar las semillas en el medio agar-agar, se dejaron crecer durante un mes en un 
cuarto de cultivo estéril con una temperatura de 25 °C, 16 h de luz / 8 h de oscuridad, intensidad 
luminosa de 30–50 µmol m⁻² s⁻¹. En este tiempo se evaluó el porcentaje de germinación. 
Los medios de cultivo en todas las fases se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 min a 
1.1 kg·cm-² de presión; de igual manera, las pinzas, bisturís y placas de Petri fueron esterilizados 
durante 20 min. El pH de todos los medios de cultivo se ajustó a 5.8 
 
Fase de Multiplicación  
Para la multiplicación, los explantes que se utilizaron fueron yemas axilares que se subcultivaron 
al medio de cultivo Murashige & Skoog (Murashige & Skoog, 1962, Sigma-Aldrich), 
suplementado con 30 g L-1 de sacarosa (Sigma-Aldrich), 2.5 g L-1 de phytagel (Sigma-Aldrich), 
2.5 g L-1 de carbón activado (CA, Sigma-Aldrich) y diferentes concentraciones de reguladores de 
crecimiento (Tabla 1).   
 

Tabla 1. Reguladores de crecimiento vegetal (Sigma-Aldrich) utilizados en la fase de multiplicación. 
Table 1. Plant growth regulators (Sigma-Aldrich) used in the multiplication phase. 

Tratamientos Medio de Cultivo Reguladores de crecimiento vegetal (mg L-1) 
1 MS 6BAP 1.0+ Kin 0.5 
2 MS 6BAP 1.0+ Kin 0.5+ Quitosano 60.0 
3 MS 6BAP 1.0+ Kin 0.5+ AG3 0.3 
4 MS 6BAP 1.0+ Kin 0.5 + AIA 0.2 
5 MS Kin 0.5+ Quitosano 60.0 

MS: Murashige & Skoog, 6BAP: 6 bencilaminopurina, Kin: kinetina, GA3: ácido giberélico; AIA: ácido indolacético. / 
MS: Murashige y & Skoog, 6BAP: 6 benzylaminopurine, Kin: Kinetin, GA3: Gibberellic acid; IAA: Indoleacetic acid 

 
 
Se prepararon 5 frascos por tratamiento, sembrándose 10 explantes en cada uno de ellos para ser 
evaluados semanalmente. Los frascos tenían una capacidad de 250 mL y se colocaron 25 mL de 
medio de cultivo por cada uno. Una vez que culminó la siembra el material vegetal se almacenó 
en una habitación estéril con una temperatura de 25 °C, 16 h de luz / 8 h de oscuridad e intensidad 
luminosa de 30–50 µmol m⁻² s⁻¹. 
Después de un período de 21 días, los explantes se subcultivaron hasta obtener 200 por 
tratamiento evaluado. Durante este tiempo se hicieron observaciones de color, altura y número 
de brotes. 
El porcentaje de multiplicación se obtuvo mediante la siguiente fórmula: 
 
% Multiplicación= (Número de brotes producidos por todos los explantes en un tratamiento) x 100 
 Número total de explantes 
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El coeficiente de multiplicación se determinó contabilizando el número brotes producidos por 
explante.  
Una vez evaluados los tratamientos, se seleccionaron los 2 mejores, que fueron T2 y T4, para 
corroborar la utilidad del carbón activado.  
Todos los reactivos utilizados en esta fase tenían grado celular de la marca Sigma-Aldrich. 
 
Fase de Enraizamiento 
Para la fase de enraizamiento se emplearon los siguientes tratamientos, con el medio MS al 50 % 
o al 25 % suplementado con 20 g L-1 de sacarosa (Tabla 2). 
 
 

Tabla 2. Reguladores de crecimiento vegetal (Sigma-Aldrich) utilizados en la fase de enraizamiento. 
Table 2. Plant growth regulators (Sigma-Aldrich) used in the rooting phase. 

Tratamientos Medio de Cultivo (MS) 
Regulador de crecimiento AIB: 
Ácido indol-3-butírico (mg L-1) 

1 50% 5.0 
2 50% 50.0 
3 25% 5.0 
4 25% 50.0 

MS: Murashige & Skoog; AIB: ácido indol-3-butírico. / MS: Murashige & Skoog; IBA: Indolebutyric acid  
 
 
Se prepararon 5 frascos por tratamiento con 5 vitroplantas en cada uno. Los frascos con el material 
vegetal fueron almacenados en una habitación estéril con una temperatura de 25 °C, 16 h de luz 
/ 8 h de oscuridad e intensidad luminosa de 30–50 µmol m⁻² s⁻¹. Las observaciones y mediciones 
se realizaron semanalmente durante un mes, identificando el color, grosor, así como la longitud 
de las raíces formadas. El experimento se repitió tres veces para validar los resultados obtenidos. 
Todos los reactivos utilizados en esta fase tenían grado celular de la marca Sigma-Aldrich. 
 
Análisis estadístico 
Los datos se analizaron para determinar la normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk, y la 
homogeneidad de varianzas se determinó mediante la prueba de Bartlett. Posteriormente, se 
realizó una prueba ANOVA para determinar las diferencias entre tratamientos (p ≤ 0.05). Si se 
encontraran diferencias significativas, se realizaría una prueba post hoc de Tukey (p ≤ 0.05) para 
comparar las diferencias entre tratamientos. Todos los análisis se realizaron con el paquete 
estadístico R versión 4.5.1 (R Core Team, 2025). 
El diseño experimental fue completamente aleatorizado. En la fase de establecimiento, el tamaño 
de la muestra fue 50 semillas por tratamiento, sembrándose 10 semillas en cada frasco. Para la 
fase de multiplicación se colocaron 10 explantes por frasco, y para el enraizamiento, 5 
vitroplantas. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento.  
 
 
RESULTADOS 
 
Fase de Establecimiento  
 
Escarificación de las semillas  
Los mejores resultados se obtuvieron en el T2, en donde se utilizó el ácido sulfúrico concentrado 
(H2SO4) durante 15 min combinado con el corte de la semilla antes de la siembra (100% de 
germinación). En el T3 (inmersión en HCl concentrado por 15 min y corte de la semilla antes de 
la siembra) solo el 60% de las semillas germinaron, y el T1 (inmersión en H2O hirviendo por 24 
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h y corte de la semilla antes de la siembra) fue el tratamiento con más bajos resultados (0% de 
germinación) siendo estadísticamente diferente con el T2 y T3 (Figura 1).   
 

 
Figura 1. Porcentaje de germinación de las semillas de L. campestris en los tratamientos de escarificación a los 21 
días, donde T1= agua hirviendo por 24 h y cortar la semilla antes de la siembra, T2= H2 SO4 concentrado por 15 min y 
cortar la semilla antes de la siembra, y T3= HCl concentrado 15 min y cortar la semilla antes de la siembra. 
Figure 1. Germination percentage of L. campestris seeds in the scarification treatments after 21 days, where T1= 
boiling water for 24 h and cutting the seed before sowing, T2= concentrated H2SO4 for 15 min and cutting the seed 
before sowing, and T3= HCl concentrated 15 min and cutting the seed before sowing. 

 
 
La germinación de las semillas de L. campestris se muestran en la Figura 2.  

 
 

 
Figura 2. Germinación in vitro de las semillas de L. campestris con los tratamientos de escarificación, donde A: T1 
(inmersión en H2O por 24 h y corte de semilla antes de la siembra), B: T2 (H2SO4 concentrado por 15 min y corte de 
semilla antes de la siembra) y C: T3 (inmersión en HCl concentrado durante 15 min y corte de la semilla antes de la 
siembra), barra: 1 cm.  
Figure 2. Germination of L. campestris seed in vitro with scarification treatments, where A: T1 (immersion in H2O 
for 24h and cut the seed before sowing), B: T2 (H2SO4 concentrated for 15 min and cut the seed before sowing) and 
C: T3 (immersion in concentrated HCl for 15 min and cutting the seed before sowing), bar: 1 cm. 

 
 
En el T1 ninguna semilla germinó y en el T3 las vitroplantas apenas se desarrollaron después de 
germinar. En el T2 se observa que la mayoría de las semillas germinaron y las vitroplantas 
crecieron, obteniéndose mayor número de hojas y altura (Figura 2). 
 
Fase de multiplicación  
En la fase de multiplicación los explantes de los tratamientos T1 (6BAP 1 mg L-1 + Kin 0.5 mg 
L-1) y T4 (6BAP 1 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1 + AIA 0.2 mg L-1) estaban más vigorosos, con mayor 
altura, color verde intenso, sin amarillamiento a comparación con los tratamientos T2, T3 y T5, 

T1 T2 T2 
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así mismo mostraron un porcentaje de multiplicación del 100 %, ya que cada uno de los explantes 
desarrollaron 10 brotes. En los tratamientos T3 (6BAP 1 mg L-1 + AG3 0.3 mg L-1 + Kin 0.5 mg 
L-1) y T5 (Quitosano 60 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1) fue donde se obtuvo menor desarrollo de los 
explantes con un porcentaje de multiplicación por debajo del 50 % (Figura 3).  
 

 
Figura 3. Crecimiento y desarrollo de los explantes de L. campestris en los diferentes tratamientos utilizados en la 
fase de multiplicación in vitro a los 21 días de crecimiento, barra: 1 cm. 
Figure 3. Growth and development of L. campestris explants in the different treatments used in the in vitro 
multiplication at 21 days of growth, bar: 1 cm. 

 
 
El porcentaje de multiplicación fue del 100% en los tratamientos T1 (6BAP 1.0 mg L-1, Kin 0.5 
mg L-1) y T4 (6BAP 1.0 mg L -1 + Kin 0.5 mg L -1 + IAA 0.2 mg L -1). En el tratamiento T2 se 
obtuvo un porcentaje de multiplicación del 70% al combinar Quitosano 60.0 mg L-1 + 6BAP 1 
mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1. En los tratamientos T3 (6BAP 1.0 mg L-1 + AG3 0.3 mg L-1 + Kin 0.5 
mg L-1) y T5 (Quitosano 60.0 mg L- 1 + Kin 0.5 mg L-1) hubo un porcentaje de multiplicación del 
30 % de los explantes. Los tratamientos T1 y T4 fueron significativamente diferentes del resto de 
los tratamientos (Figura 4). 
 

 
Figura 4. Porcentaje de multiplicación de los explantes de L. campestris en cada tratamiento utilizado, donde: T1- 
6BAP 1.0 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1; T2- Quitosano 60.0 mg L-1 + 6BAP 1.0 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1; T3- 6BAP 1.0 mg 
L-1 + AG3 0.3 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1; T4- 6BAP 1.0 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1 + AIA 0.2 mg L-1; T5- Quitosano 60.0 
mg L-1 + Kin 0.5 mg L -1 a los 21 días de cultivo. 
Figure 4. Percentage of L. campestris explant multiplication in each treatment, where: T1 – 6BAP 1.0 mg L⁻¹ + Kin 
0.5 mg L⁻¹; T2 – Chitosan 60.0 mg L⁻¹ + 6BAP 1.0 mg L⁻¹ + Kin 0.5 mg L⁻¹; T3 – 6BAP 1.0 mg L⁻¹ + GA₃ 0.3 mg 
L⁻¹ + Kin 0.5 mg L⁻¹; T4 – 6BAP 1.0 mg L⁻¹ + Kin 0.5 mg L⁻¹ + IAA 0.2 mg L⁻¹; T5 – Chitosan 60.0 mg L⁻¹ + Kin 
0.5 mg L⁻¹ after 21 days of culture.  

 
 
La utilidad del CA como suplemento en el medio de cultivo se comprobó con los dos mejores 
tratamientos siendo estos el T1 y T4 (Figura 5). 
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Figura 5. Porcentaje de explantes de L. campestris multiplicados con y sin CA adicionado al medio de cultivo, donde: 
A: Sin CA y B: Con CA; T2- 6BAP 1 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1; T4- 6BAP 1 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1 + AIA 0.2 mg L-1 

a los 21 días de cultivo. 
Figure 5. Percentage of explants of L. campestris multiplied with and without CA added to the culture medium, where: 
A: Without CA and B: With CA; T2- 6BAP 1 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1; T4- 6BAP 1 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1 + AIA 
0.2 mg L-1 at 21 days growth. 
 
 

En el medio de cultivo que no se suplementó con CA los explantes se necrosaron y murieron a 
los 15 días después del subcultivo, mientras que al utilizar este agente antioxidante todos los 
explante multiplicaron y tuvieron un mayor crecimiento y desarrollo (100%). 
Con respecto al coeficiente de multiplicación el resultado más alto se obtuvo en el tratamiento 
T4, con un coeficiente de 4.54, siendo estadísticamente diferente al resto de los tratamientos 
(Figura 6).  
 

 
Figura 6. Coeficiente de multiplicación de los explantes de L. campestris en cada tratamiento utilizado, donde: T1- 
6BAP 1.0 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1; T2- Quitosano 60.0 mg L-1 + 6BAP 1.0 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1; T3- 6BAP 1.0 mg 
L-1 + AG3 0.3 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1; T4- 6BAP 1.0 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1 + AIA 0.2 mg L-1; T5- Quitosano 60.0 
mg L-1 + Kin 0.5 mg L -1 a los 21 días de cultivo. 
Figure 6. Multiplication coefficient of the explants of L. campestris in each treatment used, where: T1- 6BAP 1.0 mg 
L-1 + Kin 0.5 mg L-1; T2- Chitosan 60.0 mg L-1 + 6BAP 1,0 mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1; T3- BAP 1.0 mg L-1 + AG3 0.3 
mg L-1 + Kin 0.5 mg L-1; T4- 6BAP 1.0 mg L-1+ Kin 0.5 mg L-1+ IAA 0.2 mg L-1; T5- Chitosan 60.0 mg L-1 + Kin 0,5 
mg L-1 at 21 days growth.  
En el tratamiento T1 el coeficiente de multiplicación fue 3 y en el resto de los tratamientos fue 2 (T2, T3 y T5).  

 
 
Fase de Enraizamiento 
Los resultados correspondientes a la fase de enraizamiento se muestran en la figura 7. En el 
tratamiento 1 (50% MS + AIB 5.0 mg L -1) el 40 % de los explantes formaron raíces. En los 
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tratamientos T2, T3 y T4 no se observó formación de este importante órgano, por lo que existieron 
diferencias significativas entre el tratamiento 1 (T1) y el resto de los tratamientos probados. 

 
Figura 7. Enraizamiento in vitro de los explantes en los diferentes tratamientos de donde: T1= 50 % MS + AIB 5.0 mg L-1; 
T2= 50 % MS + AIB 50.0 mg L -1; T3=25 % MS + AIB 5.0 mg L-1 y T4= 25 % MS + AIB 50.0 mg L-1 durante un mes.  
Figure 7. In vitro rooting of the explants in the different treatments where: T1= 50 % MS + IBA 5.0 mg L-1; T2= 50 
% MS + IBA 50.0 mg L-1; T3=25 % MS + IBA 5.0 mg L-1 and T4= 25 % MS + IBA 50.0 mg L-1 for one month.  

 
 
La formación de raíces y su coloración en el tratamiento 1 (T1) se pueden apreciar en la Figura 
8. La longitud promedio de las raíces obtenidas fue de 2.98 cm, con una coloración crema-
blanquecina. Además, en términos de grosor, predominaban las raíces delgadas en su conjunto. 
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Figura 8. Tamaño y coloración de las raíces de los explantes en el tratamiento 1 (50% MS + 20% sacarosa + AIB 5.0 
mg L-1) durante un mes, barra: 2 cm. 
Figure 8. Size and coloration of the roots of the explants rooted in treatment 1 (50% MS + 20% saccharose + IBA 5.0 
mg L-1) for one month, bar: 2 cm 

 
 
Fases de micropropagación in vitro para Lupinus campestris Cham. & Schltdl. 
La figura 9 representa las fases de esta investigación para la micropropagación in vitro de L. 

campestris. 
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Figura 9. Esquema que representa las fases de micropropagación in vitro para Lupinus campestris Cham. & Schltdl. 
Figure 9. Diagram representing the stages of the in vitro micropropagation protocol for Lupinus campestris Cham. & 
Schltdl. 

 
 



                                           Núm. 62: 187-202           Julio 2026          ISSN electrónico: 2395-9525 

 

 

 

199 

DISCUSIÓN 
 
La propagación in vitro de especies silvestres como L. campestris representa un desafío debido a 
las particularidades fisiológicas y bioquímicas de sus semillas y tejidos. En esta investigación se 
evaluaron distintos aspectos del proceso de micropropagación, desde la germinación hasta el 
enraizamiento, con el objetivo de establecer un protocolo eficiente que pueda ser utilizado en la 
adaptación de la especie a condiciones agrícolas, permitiendo la obtención de suficiente material 
vegetal para su propagación masiva y el aprovechamiento sostenible de sus usos potenciales.  
Las semillas de L. campestris presentaron un porcentaje de germinación bajo o nulo cuando no 
se les aplicó ningún tratamiento de escarificación, lo que confirma la necesidad de romper la 
latencia para permitir una absorción adecuada de agua y oxígeno (Corona et al., 2007). Diversos 
autores han señalado que este tipo de tratamientos mejora significativamente las tasas de 
germinación (Baskin & Baskin, 2021; Carta et al., 2022). En este trabajo, los mejores resultados 
se obtuvieron al sumergir las semillas en ácido sulfúrico (H₂SO₄) durante 15 minutos, seguido de 
un corte con bisturí en la parte opuesta al embrión, alcanzando un 100% de germinación. 
Estos resultados son consistentes con lo reportado en diversas especies del género. Por ejemplo, 
para semillas L. campetris Del Rivero-Bautista et al. (2025)obtuvieron un 63% de germinación 
y Corona et al. (2007) porcentajes de germinación de 81% y 98% en L. elegans al utilizar H₂SO₄ 
durante 30 minutos. En un estudio similar las semillas de L. montanus solo fueron escarificadas 
mecánicamente sin que se reportara el porcentaje de germinación (Ramírez-González et al., 
2015). En este sentido, Tiryaki & Topu (2014) sostienen que las semillas del género Lupinus L. 
requieren escarificación, ya sea química o mecánica, para lograr una germinación uniforme y 
rápida. Estos antecedentes refuerzan la efectividad de los tratamientos utilizados en este estudio 
para L. campestris.  
En la fase de multiplicación la elección de los componentes y tipos de medios puede afectar 
significativamente la eficiencia de regeneración de los brotes de las plantas en cultivo de tejidos 
(Gambhir et al., 2017; Gerszberg et al., 2015). En esta fase se utilizó CA en el medio de cultivo 
y aunque el efecto del mismo sobre la absorción de reguladores del crecimiento de las plantas 
(RCV) aún no está claro, algunos investigadores creen que el CA puede liberar gradualmente 
ciertos productos adsorbidos, como nutrientes y RCV (Buckseth et al., 2018). Esto puede explicar 
el mayor vigor de las plantas multiplicadas en el medio suplementado con este antioxidante.  
Este efecto positivo del CA ha sido documentado en otras especies del género Lupinus L. Por 
ejemplo, Ramírez-González et al. (2015) reportaron que en explantes de L. montanus, el uso de 
CA a 50 y 100 mg L-¹ redujo la necrosis en un 90 % y 70 %, respectivamente. En la presente 
investigación, una concentración mayor (2.5 g L-¹) eliminó completamente la necrosis y mejoró 
el desarrollo general de los explantes. Otros estudios también han confirmado el efecto 
beneficioso del CA en la germinación y micropropagación de otras especies como Nothapodytes 

foetida (Srividya & Dharavath, 2023) y Hylocereus spp. (Lee & Chang, 2022), al combinarlo con 
reguladores como 6BAP, AG3 y ANA. 
En cuanto al enraizamiento, la combinación de baja concentración de AIB (5 mg L-¹) y 50 % del 
medio MS con 20% de sacarosa indujo la formación de raíces en L. campestris, aunque en un 
porcentaje relativamente bajo (40%). Esta dificultad para obtener raíces in vitro podría deberse a 
que, en la naturaleza, las especies de Lupinus producen raíces en racimo o raíces proteoides, las 
cuales presentan una apariencia agrupada y se caracterizan por la presencia de raíces densamente 
empaquetadas y raíces laterales en un área compacta (Lambers et al., 2013). 
De manera consistente, en un estudio con L. albus se informó que el 80 % y el 66% de la inducción 
de raíces se generaron en medio MS al 50% suplementado con AIA 1.0 mg L⁻¹ + Kin 0.1 mg L⁻¹, 
mientras que al combinar AIB-Kin o AIB-AIA se formaron raíces entre 46 y 60 % (Aslam et al., 
2020). Asimismo, en la especie L. rivularis se observó la inducción de raíces con 3.504 mg L-1 
de AIB, obteniéndose un 45% de los brotes enraizados y un número y longitud promedio de raíces 
de 7 y 2.1 cm, respectivamente (Popova et al., 2021). Estos resultados son comparables a los 
obtenidos en esta investigación, donde se alcanzó un 40 % de raíces con una longitud promedio 
de 2.98 cm al utilizar AIB. 
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En conjunto, los resultados de este trabajo evidencian que la composición de los medios de cultivo 
y la concentración adecuada de sus componentes son factores cruciales para establecer un sistema 
eficiente de regeneración de cultivos de tejidos para L. campestris. 
 
 
CONCLUSIONES 
 
La presente investigación permitió establecer un protocolo de micropropagación in vitro para L. 

campestris a partir de semillas, abarcando desde la germinación hasta la fase de enraizamiento.  
En la fase de establecimiento in vitro, los mejores resultados se obtuvieron escarificando las 
semillas de L. campestris con H2SO4 concentrado (98%), desinfectándolas con hipoclorito de 
sodio al 2% durante 20 min, cortándolas con bisturí y sembrándolas en medio agar agua (6.5 g L-1). 
Las semillas deben permanecer en este medio durante un mes, obteniéndose un 100% de 
germinación. 
En la multiplicación de los explantes, el mejor tratamiento fue el T4 (6BAP 1 mg L⁻¹ + Kin 0.5 
mg L⁻¹ + AIA 0.2 mg L⁻¹) debido a que el 100% de los explantes multiplicaron en presencia de 
CA (2.5 g L-1) y presentaron un coeficiente de multiplicación de 4.5. 
La formación de raíces (40 %) se observó en un medio MS al 50% suplementado con 20% 
sacarosa, y AIB 5 mg L⁻¹. 
Los resultados obtenidos evidencian que la combinación de condiciones de cultivo y reguladores 
de crecimiento utilizados favorece el establecimiento, multiplicación y enraizamiento de los 
explantes, constituyendo una base metodológica sólida para la propagación in vitro de la especie. 
En conjunto, este protocolo representa una herramienta confiable para la producción de material 
vegetal en condiciones controladas, y sienta las bases para futuros estudios orientados a la 
optimización de las técnicas de micropropagación en L. campestris. 
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