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Resumen 

 

Rumex crispus L., es una planta medicinal, comúnmente conocida como “Lengua de vaca” 

caracterizada por crecer como maleza en zonas templadas y frías, proveniente de Europa, 

Asia y África con propiedades antimicrobianas, hipoglucemiantes, antihelmínticas, 

antiulcerogénicas, así como, también posee características hepatoprotectoras, antipiréticas, 

analgésicas, entre otras. Debido a la importancia y aplicación en la industria farmacéutica 

ha sido necesario aplicar técnicas de cultivo de tejido vegetales in vitro, la cual proporciona 

metodologías para la inducción de células madre y la subsecuente producción de 

metabolitos secundarios. Por tal motivo, el objetivo del presente estudio es inducir a células 

madre en hojas de Rumex crispus L., utilizando tres concentraciones de citoquininas y 

auxinas. Como primer paso se estandarizó un protocolo de desinfección el cual consistió de 

una solución de detergente al 2% por 15 min, fungicida al 1% por 10 min, hipoclorito de 

sodio al 5% por 3 min, obteniéndose un porcentaje de explantes libres de contaminación del 

81%. Seguido así, se optimizó un medio de cultivo semisólido con MS a la mitad de la 

concentración y MS a concentración completa, el cual dio un porcentaje de viabilidad del 

62%, siendo este el mejor resultado. Finalmente se indujo a la inducción de células madre 

en el cual, el tratamiento con mejores resultados fue de: 3 mg/L de 6-Bencilaminopurina (6-

BAP) + 1,17 mg/L ácido indolacético (AIA), con un porcentaje de formación de células 

madre del 87%, correspondiente al tratamiento 3.  

Palabras clave: Células madre, in vitro, ácido indolacético, 6-Bencilaminopurina.   
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Abstract 

 

Rumex crispus L., is a medicinal plant, commonly known as "Cow's tongue" characterized 

by growing in temperate and cold areas, from Europe, Asia and Africa with antimicrobial, 

hypoglycemic, anthelmintic, antiulcerogenic properties, It has hepatoprotective, antipyretic, 

and analgesic characteristics, among others. Rumex crispus L., has importance and 

application in the pharmaceutical industry, it has been necessary to apply in vitro plant tissue 

culture techniques, which provide methodologies for the induction of stem cells and the 

subsequent production of secondary metabolites. For this reason, the objective of this study 

is to induce stem cells in Rumex crispus L. leaves, using three concentrations of cytokinins 

and auxins. As a first step, a disinfection protocol was standardized, which consisted of a 2% 

detergent solution for 15 min, 1% fungicide for 10 min, 5% sodium hypochlorite for 3 min, 

obtaining a percentage of explants free of contamination. 29%. Following this, a semisolid 

culture medium was optimized with MS at half the concentration and MS at full 

concentration, which gave a viability percentage of 62%, this being the best result. Finally, 

the induction of stem cells was induced, in which the treatment with the best results was: 3 

mg/L of 6-Benzylaminopurine (6-BAP) + 1.17 mg/L indoleacetic acid (IAA), with a 

percentage stem cell formation of 87%, corresponding to treatment 3. 

Keywords: Stem cells, in vitro, indoleacetic acid, 6-Benzylaminopurine. 
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Capítulo I: Introducción 

Planteamiento del problema 

 

Rumex Crispus L., es considerada como una planta medicinal con múltiples 

beneficios. Ha sido estudiada para comprobar la efectividad antimicrobiana, 

hipoglucemiante, antihelmíntica, antiulcerogénica, hepatoprotectora, antipirética, analgésica, 

entre otras. Su efectividad se ha documentado en todo el mundo, sugiriéndose que tiene un 

buen potencial para el desarrollo de nuevos fármacos (Idris et al., 2017). 

Rumex Crispus L., es una planta perenne, proveniente de Europa, considerada 

como planta introducida en América y reconocida como maleza, crece fácilmente y es más 

resistente que otras plantas. Tiene una gran adaptación a los cambios climáticos. Por este 

motivo, su producción se facilita, pero, se desea producir a gran escala debido a sus 

aplicaciones farmacológicas (CABI, 2022). 

En la actualidad se conoce el cultivo in vitro de plantas como una técnica de 

propagación a gran escala, ya que disminuye los factores que interfieren en el crecimiento y 

producción, como: tiempo de madurez, condiciones climáticas, susceptibilidad a 

enfermedades o plagas, eficiencia, etc (Calva & Pérez, 2005). En efecto, esta técnica 

proporciona múltiples beneficios, los cuales son: micropropagación, producción de 

metabolitos, investigación de procesos bioquímicos y morfológicos, mejoramiento genético 

de las plantas, propagación clonal, entre otros (Rodríguez et al., 2014).  

Las plantas pueden inhibir su desarrollo por algunos microorganismos, dentro de 

ellos están: hongos, bacterias y levaduras, denominados como vitropatógenos, son 

perjudiciales para el cultivo de tejidos, a nivel celular, de tejidos u órganos. Al mismo tiempo, 

compiten con el explante por los nutrientes que tiene el medio de cultivo y llegan a colonizar 

el tejido o generar metabolitos tóxicos. Para obtener una mejor eficiencia en el fin deseado, 

es necesario tener una desinfección correcta, además de un medio de cultivo efectivo para 

el crecimiento, producción de metabolitos o células madres (Herández & González, 2010). 
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Justificación del problema 

 

Las plantas medicinales se han utilizado desde hace años como método 

antimicrobiano, analgésico, farmacéutico, insecticida, plaguicida, etc. Con el tiempo se ha 

preferido utilizar las plantas medicinales para prevenir o tratar ciertas enfermedades (Idris et 

al., 2019). Rumex Crispus L., es una planta medicinal que crece en la zona andina, y es 

utilizada como medicina natural para tratar afecciones en el tracto gastrointestinal, artritis, 

como laxante, antiinflamatorio, antimicrobiano, antioxidante, etc. Algunos grupos 

ancestrales, como: parteros, chamanes y hueseros, denominan a Rumex Crispus L., como 

“Lengua de vaca” (BUAP, 2017). 

Rumex Crispus L., es una planta invasora, considerada como maleza, ya que crece 

de forma silvestre y se adapta fácilmente. Tradicionalmente se tomaban raíces, hojas y 

partes aéreas para el tratamiento de enfermedades, tales como: cáncer, tumores, 

problemas en funciones hepáticas, urinarias y renales. Además, algunas tribus 

pertenecientes a la Provincia Oriental del Cabo en África usan esta planta medicinal como 

tratamiento de helmintos, heridas y para detener hemorragias internas (Idris et al., 2017). 

En Europa, Rumex Crispus L., es una planta cuyo uso es variado, se incluye como 

ingrediente para recetas culinarias en ensaladas, las hojas tiernas se consumen crudas 

como verdura, de preferencia las que son recolectadas en la estación de primavera (Saoudi 

et al., 2021). Actualmente, científicos se centran en el estudio de metabolitos que tiene el 

género Rumex, encontrándose 200 especies para uso farmacológico, fitoquímico, con el fin 

de identificar su potencial terapéutico (Vasas, Orbán, & Hohmann, 2015). 

La producción de metabolitos secundarios ha incrementado en los últimos años 

debido al gran interés por su investigación y aplicación en diferentes campos. Rumex 

crispus L se caracteriza por tener flavonoides, antraquinonas, saponinas, taninos y 

triterpenos. Las investigaciones acerca de estos metabolitos se han centrado en la 

regulación metabólica y localización tisular (Majid, Mitra N, & Simin, 2015).  
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Por lo mencionado, el presente proyecto tiene el objetivo de desarrollar ensayos que 

permitan la producción de células madre en Rumex crispus L, determinando un protocolo 

para la desinfección y optimización de un medio de cultivo adecuado con el fin de iniciar 

estudios que conlleven a su aprovechamiento 
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Objetivos 

 

Objetivo general 

 

Inducir a células madre en hojas de Rumex crispus L., utilizando tres concentraciones 

de Citoquininas y auxinas 

Objetivos específicos 

 

• Estandarizar un protocolo de desinfección en hojas de Rumex crispus L., para la 

obtención de células madre y su conservación en el banco de germoplasma de la 

Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, utilizando cultivo in vitro, en la provincia 

de Pichincha 

• Optimizar un medio de cultivo para la inducción a células madre de Rumex crispus L. 

y su conservación en el banco de germoplasma de la Universidad de las Fuerzas 

Armadas ESPE, en la provincia de Pichincha. 

• Obtener células madre de Rumex crispus L., para su conservación en el banco de 

germoplasma de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, utilizando tres 

concentraciones de 6- Bencilaminopurina (6-BAP) y Ácido indolacético (AIA). 

Hipótesis 

 

Las diferentes concentraciones de citoquininas y auxinas inducen a la formación de células 

madre a partir de hojas en Rumex crispus L. 
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Capítulo II: Marco Teórico 

Género Rumex 

 

Origen y distribución 

 

Rumex cripus L también denominada “Lengua de vaca” en Latinoamérica, es una 

planta herbácea dicotiledónea del género Rumex, de la familia Polygonaceae, incluye 120 

especies aceptadas. Proveniente de Europa, Asia y África, considerada como una planta 

invasora por encontrarse en todo el mundo (Conabio, 2009). Se adapta a las regiones 

templadas, pero también hay datos donde se han extendido a tierras altas con climas fríos. 

Desde áreas ecuatoriales hasta lugares más dispersos en el círculo polar ártico.  Su hábitat 

son los páramos, campos, terrenos baldíos, playas marinas y estuarios (CABI, 2022). 

Figura 1 
 
Distribución geográfica de Rumex crispus L. en el Ecuador 

 

Nota: Distribución geográfica regional de Rumex crispus L. en el Ecuador.  

Clasificación taxonómica 

 

Pertenece al género Rumex, nombrado por Carl von Linné en 1753. Este género lo 

conforman alrededor de 200 especies y se desarrollan en regiones templadas. El término 

“rumex” proviene del latín jabalina o lanza, debido a que este género posee hojas 
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puntiagudas. Así mismo, crispus proviene del epíteto rizado, haciendo referencia a sus 

hojas largas y rizadas (CABI, 2022). 

Tabla 1 
 
Clasificación Taxonómica de la Especie Rumex crispus L. 

Categoría Taxón 

Reino Plantae 

Filo Tracheophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Caryophyllales 

Familia Polygonaceae 

Género Rumex 

Especie Rumex 

crispus L. 

Nota: Datos obtenidos de iNaturalist Ecador. (s.f). 

Características botánicas  

 

La “Lengua de vaca” es una hierba erecta, perenne estacionaria, que crece de 

manera silvestre con una altura entre 40 a 120 cm de altura. La raíz tiene un tamaño 

aproximado de 4 cm de ancho y alcanza una profundidad de 150 cm en suelos que 

permiten penetración profunda.  La corona desarrolla hojas en forma de roseta y tallos 

erectos con hojas alternas (CABI, 2022). 

Las hojas son de color verde azulado de peciolos cortos. Sin embargo, las hojas 

superiores no tienen peciolo o son cortos. Las láminas de las hojas son lanceoladas, rizadas 

y onduladas, con puntas puntiagudas y con base estrecha. Las flores son racimos con 

valvas de 3 a 5 mm de largo y ancho de color verde que maduran y cambian a color marrón. 

Posee semillas polimórficas de 3 a 5 mm de largo y ancho (Conabio, 2009). 
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Figura 2 
 
 

Ejemplar de la planta Rumex crispus L. 

 

Nota: Imagen obtenida de Plantnet. (2021). 

Cultivo in vitro de tejidos vegetales 

 

El cultivo in vitro de tejidos vegetales nace a mediados del siglo XX, donde después 

de varios estudios se emplearon hormonas vegetales sintéticas en plantas madres. El 

primer cultivo de tejidos se atribuye al agrónomo e inspector Henri-Louis Duhamel, quien, al 

hacer publicaciones referentes a la cicatrización de las plantas, luego descubriría que el 

tejido amorfo descrito se denominaría callo, una masa de células indiferenciadas que crecen 

desorganizadas e indefinidamente (Suárez, 2020). 

El cultivo in vitro, analiza la capacidad de crecimiento que tienen las plantas en un 

ambiente aséptico, así también como sus partes, denominados explantes, que se 

conforman de: hojas, raíces, meristemos, etc. Se utiliza recipientes de vidrio o plástico con 

medios de cultivo que contienen los nutrientes necesarios para que la planta crezca. Se 

toma en cuenta las condiciones de luz y temperatura que son controladas para una mejor 

optimización (Suárez, 2020). 

Tipos de micropropagación in vitro 
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Esta técnica es utilizada para producir un gran número de plantas a partir de un 

explante. Permite cultivar tejidos, órganos, embriones, entre otros, y obtenerlos de forma 

rápida.  La fase de regeneración de una planta puede darse por embriogénesis directa e 

indirecta y la organogénesis directa e indirecta (Albarrán et al., 2011).  

Organogénesis directa 

 Proceso de morfogénesis donde se producen brotes o yemas a partir de un explante 

como meristemos, sin pasar por el estadío de callo.  Se producen brotes vegetativos 

mediante medios de cultivos específicos sin el desarrollo de raíces.  Las plantas in vitro 

utilizan esta técnica para mejorar los rangos de multiplicación o producir plantas 

transgénicas (Gamarra, 2014). 

Organogénesis indirecta (callogénesis) 

 Se da el desarrollo de células indiferenciadas, pasa por el proceso de desdiferenciar 

y rediferenciar, es decir, callo. El cual, se produce al cultivar explantes cuyo medio de cultivo 

tiene diferentes niveles de citoquininas y auxinas. Finalmente, se forman brotes y raíces, 

esta técnica utiliza principalmente protoplastos (Gamarra, 2014). 

Callogénesis 

 

La callogénesis es un proceso in vitro indirecto utilizado para la producción de 

células madre. Dichas células también denominadas callo, se pueden obtener de casi 

cualquier parte de la planta, con frecuencia como resultado de una herida realizada en el 

explante. Incluye varios grados de diferenciación, las células más jóvenes tienen mayor 

capacidad de potencialidad en crecimiento y división, en medios de cultivo especiales son 

capaces de regenerar órganos y embriones. Los suplementos hormonales para el desarrollo 

de callos se pueden clasificar de tres maneras: auxina sola, citoquinina sola, auxina y 

citoquinina (Saurabh et al., 2015). Denominadas células totipotentes. Poseen un suministro 

de células precursoras que se diferenciarán en tejidos u órganos. Las fuentes principales 

para la formación de las células madre o callo son los tejidos meristemáticos apicales y 
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laterales, tejidos que se encuentran en la planta. Poseen la capacidad de diferenciarse y 

autorrenovarse, no pasan por el proceso de envejecimiento y senescencia. Se diferencian y 

forman células especializadas y no especializadas (Aggarwal et al., 2020). 

Embriogénesis directa 

 Permite la regeneración en plantas in vitro a partir de la formación de embriones 

somáticos, son morfológicamente y fisiológicamente similares a los cigóticos, no requieren 

que se forme callo, da como resultado una planta completa. Se utilizan granos de polen que 

forman embriones haploides o diploides (Alva, Chico, & Cerna, 2013).  

Embriogénesis indirecta 

 Implica una inducción a callo, previo a la formación del embrión, así las células 

siguen la vía embriogénica. Los explantes que se pueden utilizar son: protoplastos, hojas, 

tallos y raíces. Al tener el callo no organizado, este posee la capacidad de dividirse y 

organizarse para formar pro-embriones. Los pro-embriones pasan a ser embriones y al 

interactuar con ciertas concentraciones de auxinas formarán una planta completa (Albarrán 

et al., 2011). 

Factores que influyen en la propagación in vitro 

 

Los factores que influyen en la propagación in vitro son: explante, planta madre, 

condiciones físicas y medio de cultivo. El principal factor es el explante, puesto que será el 

tejido u órgano de la planta deseada que se introducirá en el medio de cultivo para llegar al 

objetivo planteado. Se debe tomar en cuenta el explante más joven al momento de la toma 

de muestra. De ello dependerá un apropiado crecimiento (Roca & Mroginski, 1993). 

La planta madre, de donde se obtiene el explante debe cumplir con ciertas 

características: estar sana, libre de cualquier enfermedad, libre de cortes y quemaduras. 

Además, la edad de la planta y sus características también influyen, en cultivo in vitro las 

plantas serán genéticamente iguales a la planta madre (Hartmann & Kester, 1981). 
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Los microorganismos que interfieren en la salud de la planta son un factor importante 

en la propagación in vitro, un ejemplo, es el hongo característico de esta especie Rumex 

crispus L., que se denomina Uromyces rumicis, perteneciente a la familia Pucciniaceae, 

responsable de las lesiones en tallos y hojas, mismo que da un color rojizo en las zonas 

infectadas. Al no realizarse una correcta desinfección o escoger plantas visiblemente sanas 

pero contagiadas con dicho hongo, afectaría en los resultados esperados, puesto que el 

explante seguiría contaminado (Gautam et al., 2022). 

Figura 3 
 
 
Hongo Uromyces rumicis en hojas de Rumex crispus L. 

 

Nota. Se observa la coloración rojiza que muestra el hongo Uromyces rumicis en hojas de 

Rumex crispus L., (J.K.Lindsey, 2015). 

Dentro de los factores físicos se encuentran la temperatura y la luz. El rango de 

temperatura de incubación para lograr el crecimiento es de 20 °C a 24°C, fotoperiodo de 16 

horas de luz y 8 de oscuridad. Cada especie y tipo de explante tendrá una adaptación 

diferente y estas características ayudarán a que la planta logre la diferenciación (George, 

Hall, & Klerk, 2007). 

Por último, el tipo de medio de cultivo que se utilizará también es importante y son: 

solido, semisólido o líquido. Cada especie y tipo de explante requiere de diferente 

composición nutricional, así como también varían las concentraciones de los mismos. Los 
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medios de cultivo están compuestos de macro y micronutrientes, vitaminas, sales 

inorgánicas, carbohidratos, reguladores de crecimiento, agente gelificante y agua (Roca & 

Mroginski, 1993). 

Generalidades 

 

Para seguir con el proceso del cultivo in vitro, es necesaria la desinfección del 

explante seleccionado. La desinfección va a variar dependiendo de la planta y el tipo de 

explante. Se utilizan diferentes descontaminantes como es el hipoclorito de sodio, etanol, 

cloruro de mercurio, cetrimida, etc. En este proceso se eliminarán microorganismos que 

intervengan en el crecimiento in vitro de la planta (Borges et al., 2009).  

A continuación, los explantes que han sido previamente desinfectados son 

introducidos en medios de cultivo que han sido estandarizados, los mismos que contienen 

vitaminas, carbohidratos, agentes solidificantes, reguladores de crecimiento y un pH ideal a 

condiciones controladas (Gutierrez & Gonzales, 2019)  
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Medios de cultivo 

 

El medio de cultivo depende de cada planta, variando la concentración de hormonas 

y suplementos. En general se compone de macro, micronutrientes, suplementos orgánicos 

(vitaminas y carbohidratos) y reguladores de crecimiento. Los más utilizados son: Knop, 

Murashige & Skoog (MS), Gautheret, White, Gamborg (B5) y De Fossard. Dentro de los 

macronutrientes principales que servirán para alcanzar un crecimiento adecuado son: 

nitrógeno, fósforo, potasio, magnesio, calcio y azufre. Entre los micronutrientes más 

utilizados se encuentran el hierro, manganeso, zinc, cobre, boro y molibdeno (Perea et al., 

2009). 

La fuente de carbono puede estar en forma de azúcares simples o complejos. La 

sacarosa es la fuente de carbono y carbohidratos que más se utiliza hoy en día, 

considerada como una fuente importante de energía para la planta, se compara con la savia 

que se encuentra en el floema. Cada explante, así como el tipo de planta necesita de una 

concentración diferente en el medio de cultivo (Zahara et al., 2017). 

Los reguladores de crecimiento son moléculas que tienen efecto en el desarrollo de 

la planta, se encuentran en bajas concentraciones, además, se producen endógenamente 

ciertos reguladores para realizar procesos bioquímicos y morfológicos. Por lo tanto, utilizar 

reguladores en el medio de cultivo es necesario, ya que, dependiendo de la finalidad se 

utilizarán las concentraciones apropiadas (Perea et al., 2009). 

El agar es un agente gelificante que funciona como superficie semisólida y hace de 

soporte para el crecimiento del explante, después de haber medido el pH del medio de 

cultivo se agrega como último paso el agar. Finalmente, se autoclavan los medios de cultivo 

que están listos para la introducción de explantes (Singh, 2021). 
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Reguladores de crecimiento 

 

Los reguladores de crecimiento pueden producirse en algunos organismos o 

sintetizarse químicamente. Cumplen un papel importante en la regulación de diferentes 

procesos bioquímicos y a nivel celular. Gracias a estos compuestos se ha permitido 

potencializar los procesos dentro del cultivo in vitro (Alcantara et al., 2019). 

Las auxinas son un tipo de fitohormonas cuya función es intervenir y dirigir procesos 

de división, diferenciación y elongación celular, aumento de la dominancia apical, entre 

otras. Esta hormona se encuentra en organismos vegetales. El cultivo de tejidos es capaz 

de diferenciar o dar origen algunos órganos como raíces, hojas y tallos. Promueven la 

inducción y elongación de tallo. Dentro de las auxinas más conocidas están: ácido 

indolacético (AIA) producida de manera natural, ácido indolbutírico (IBA), ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) y el ácido α-naftalenacético (NAA) (Alcantara et al., 2019). 

Ácido indolacético es una auxina con fórmula molecular 𝐶10𝐻9𝑁𝑂2, se encuentra en 

las plantas superiores, involucrado en el desarrollo de las plantas, interviene en algunos 

procesos fisiológicos como el alargamiento y división celular, fototropismo, diferenciación de 

tejidos, es un agente importante para la formación del xilema y floema (Vega et al., 2016). 

De igual manera, las citoquininas son fitohormonas derivadas de la adenina, tienen 

la capacidad de estimular e inducir la división celular, raíces y activar la senescencia de las 

hojas. Cumple un rol importante en la generación de brotes, las citoquininas se producen en 

la punta de la raíz y se transportan hacia las hojas (Castillo et al., 2019).  

6-Bencilaminopurina (6-BAP) es una citoquinina obtenida sintéticamente, de primera 

generación. Su nombre químico es F-fenilmetil-1H-purin-6-amina, cuya fórmula empírica es 

𝐶12𝐻11𝑁5. Dentro de sus funciones están: promover el crecimiento de las plantas, estimula 

la división celular, brotes laterales, formación de brotes basales, floración, entre otros 

(Alcantara et al., 2019). 
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Capítulo III: Metodología 

Fase de campo 

 

Ubicación geográfica del área de muestreo 

 

Las plantas se obtuvieron en la zona de Fajardo (-0.32673359653355166, -

78.4773574392652), las cuales se mantuvieron con un control fitosanitario con fungicida 

Phyton (procedencia: Ecuador) 1% 2 veces por semana.  

Fase de Laboratorio 

 

Selección del explante  

Se seleccionaron hojas visualmente sanas y jóvenes. Las hojas tenían 10 días 

desde su brotación. Se utilizó papel toalla humedecido para cubrir la muestra en una hielera 

y se trasladó al laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Universidad de las Fuerzas Armadas 

ESPE. En el laboratorio, se mantuvieron a los explantes en refrigeración. 

 

Desinfección de hojas de Rumex crispus L. 

 

Las hojas fueron lavadas con agua corriente durante 1 minuto. Seguido, se 

colocaron los explantes en la solución de detergente al 2% por 15 minutos, en agitación 

constante y al finalizar se realizaron lavados con agua corriente. Posteriormente, los 

explantes se sumergieron en una solución de Phyton fungicida al 1% y Tween 20 10 gotas 

por litro con agitación constante durante 10 minutos. El lavado se realizó con agua corriente. 

El último tratamiento que se aplicó fue una solución de hipoclorito de sodio como se indica 

en la Tabla 2. Los últimos enjuagues se realizaron en cámara con agua destilada estéril. 
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Tabla 2 
 
 

Diseño experimental del protocolo de desinfección para hojas de Rumex crispus L. 

Tratamiento Concentración de hipoclorito 

de sodio (%v/v) 

Tiempo (minutos) 

T0 0 0 

T1 4 3 

T2 5 3 

T3 6 3 

Nota: La tabla indica las concentraciones de hipoclorito de sodio que se utilizaron y el 

tiempo de duración. 

Figura 4 
 
 
Protocolo de desinfección en hojas de Rumex crispus L. 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. A) Explantes expuestos a una solución de detergente 2% (p/v), B) Hojas de Rumex 

crispus L. sumergidas en una solución de fungicida (Phyton) 1% con 0.5 mL/L de Tween 20, 

C) Muestra expuesta en una solución de hipoclorito de cloro según tabla 2.  

Evaluación: Se realizó en una cámara de flujo laminar ESCO (SHC 4A2), utilizando 

un medio de cultivo semisólido con sales de Murashige & Skoog, 1962 (MS), para esta 

A B C 
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etapa se utilizó 30 g/L de sacarosa comercial y 2,1 g/L de gelificante (Phytagel), se depositó 

el medio de cultivo semisólido en 30 frascos, con 30 mL cada uno, cada frasco contiene una 

capacidad de 250 mL. Se colocaron 4 explantes por frasco. Una vez terminada la siembra, 

se colocaron los frascos en la sala de incubación, cuya temperatura del ambiente es de 21 

±  2 °C, con luz natural. A los 14 días de cultivo se evaluó el porcentaje de contaminación. 

Optimización del medio de cultivo  

 

En la etapa de optimización se determinó la viabilidad del explante para lo cual se 

utilizaron dos tratamientos que consistieron: el primero con sales MS a la mitad de su 

cantidad de concentración y el segundo con sales MS concentración completa, se utilizó la 

cantidad de 15 g de sacarosa comercial, pH 5,7-5,8 y gelificante (Phytagel) 2,1g/L para MS 

1/2, mientras que para MS completo se utilizaron las concentraciones completas, al igual 

que en el acápite anterior, se dispensó 30 mL de medio de cultivo semisólido por frasco, en 

frascos con capacidad de 250 mL. Se colocaron 4 explantes en cada frasco. Al terminar la 

siembra se colocaron las muestras en la sala de incubación. A los 14 días de cultivo se 

evaluó la viabilidad y la presencia o ausencia de células madre.  

Inducción a células madre a partir de hojas de Rumex crispus L. 

 

 Se utilizó una cámara de flujo laminar, medio de cultivo semisólido con el resultado 

del mejor tratamiento del acápite anterior y suplementado con MS, 2,1 g Phytagel como 

agente gelificante, 3% de sacarosa comercial, pH 5,7-5,8 y suplementado a diferentes 

concentraciones de 6- Bencilaminopurina (6-BAP) y Ácido indolacético (AIA) como se indica 

en la tabla 3. La siembra se realizó en frascos de vidrio con capacidad de 250 ml 

conteniendo 3 mL de medio de cultivo semisólido cada uno, con 4 explantes cada uno. Una 

vez que se terminó el proceso de inducción se llevaron las muestras a la sala de incubación. 

Se evaluó la presencia de células madre y su desarrollo a los 7 y 49 días.  
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Tabla 3 
 
 

Medio de cultivo para la inducción a células madre en hojas de Rumex crispus L. 

Tratamiento Reguladores de crecimiento 

 6-BAP (mg/L) AIA (mg/L) 

T0 0 0 

T1 1 0,39 

T2 2 0,78 

T3 3 1,17 

Nota: La tabla muestra los tratamientos que se utilizaron para la inducción a callo a partir de 

hojas de Rumex crispus L. Se hicieron tres repeticiones de cada tratamiento. 
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Capítulo IV: Resultados 

Desinfección de hojas de Rumex crispus L. 

 

Al obtener una menor contaminación, el mejor resultado corresponde al tratamiento 

dos (T2) con un porcentaje de contaminación de 19%, seguido del tratamiento 3 (T3) con un 

porcentaje de 29%, a continuación, el tratamiento 1 (T1) obtuvo un porcentaje de 45% y 

finalmente el control (T0) dio como resultado un porcentaje de 99% (figura 5). Los 

microorganismos que se encontraron dentro de la contaminación fueron hongo y bacteria 

(figura 6). 

Figura 5 

Gráfico correspondiente a contaminación, necrosamiento y viabilidad a los 15 días de cultivo 

de hojas en Rumex crispus L. 

 

Nota: Análisis de contaminación (hongo y bacteria) y viabilidad. 
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Figura 6 

Representación gráfica de contaminación fúngica y bacteriana en los explantes de Rumex 

crispus L. 

 

Nota: Se muestra en A) Presencia de contaminación por hongo a los 7 días de siembra de 

los explantes. En la imagen B) Presencia de contaminación por bacteria a los 7 días de 

siembra.  

Se analizó el efecto de los tratamientos de desinfección sobre las variables 

dependientes: contaminación. Dentro del análisis de la normalidad dio un valor p=0.0927, lo 

que indica que los resultados siguen una distribución normal.  

Los resultados para el análisis de la varianza por Duncan muestran que los 

tratamientos no son significativamente diferentes. Se formaron dos grupos: A y B, el grupo A 

pertenece a los tratamientos 1,2 y 3 (figura 7). 
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Figura 7 

Análisis de varianza de Duncan para contaminación a los 14 días de inducción en hojas de 

Rumex crispus L. 

 

 

 

 

 

 

 

El mejor tratamiento corresponde al tratamiento 2, con una viabilidad de 50.83% y una media 

de 0.19 

Optimización del medio de cultivo 

 

Para la optimización del medio de cultivo se analizó la viabilidad obtenida en el 

medio de cultivo semisólido MS.  En los resultados del medio de cultivo MS ½ se observó a 

los 7 días una viabilidad del 100%, mientras que a los 14 días de cultivo se presentó una 

viabilidad del 29%. Mientras que la viabilidad en MS completo obtuvo un porcentaje de 62%. 

El análisis de normalidad obtuvo un valor p= 0,1216, lo que significa que sigue una 

distribución normal.  
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Figura 8 

Análisis de varianza de Duncan para optimización del medio de cultivo a los 14 días de 

inducción en MS ½ y MS completo de Rumex crispus L. 

 

 

 

 

 

 

Nota. R1, correspondiente a MS ½ con una media igual a 0,29 y R2 correspondiente a MS 

completo igual a 0,62.  

 

Inducción a células madre a partir de hojas de Rumex crispus L. 

 

Se realizó una prueba para determinar normalidad (Shapiro Wilks), cuyo valor p= 

0,0013, lo que indica que no sigue una distribución normal (tabla 4). Para lo cual, se probó 

un análisis de varianza no paramétrica (Kruskal Qallis) que se observa en la tabla 5, dando 

un valor p= 0,045, indicando que los tratamientos no siguen distribuciones iguales. El mayor 

valor de la media corresponde al tratamiento 3 con una media igual a 0,87, seguido por el 

tratamiento 2 cuya media fue de 0,80. Finalmente el tratamiento 1 obtuvo una media de 

0,62.  
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Tabla 4 

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks para inducción de células madre en hojas de 

Rumex crispus L. 

Tiempo de evaluación Valor p 

49 días 0,0013 

 

Nota. Se indica el valor p= 0,0013 en un tiempo de 49 días después de la inducción a callo 

en hojas de Rumex crispus L. 

Tabla 5 

Análisis de varianza no paramétrica de Kruskal Wallis para inducción de células madre en 

hojas de Rumex crispus L. 

Tratamientos Media Valor p 

T0 0 0,0451 

T1 0,62  

T2 0,80  

T3 0,87  

 

Nota. Se muestran los tratamientos: control (T0), tratamiento 1 (T1), tratamiento 2 (T2) y 

tratamiento 3 (T3). Con medias de: 0, 0,62, 0,80 y 0,87 correspondientemente. 
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Figura 9 

Diagrama de barras de las medias de cada tratamiento utilizado en la inducción de células 

madre en hojas de Rumex crispus L. 

 

 

Nota. El diagrama indica que la media más alta de porcentaje de inducción a callo 

corresponde al tratamiento 3 (T3). 
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Figura 10 

Proceso de inducción a callogénesis in vitro a partir de hoja de Rumex crispus L en el 

transcurso de 49 días. 

 

 

 

 

 

 

Nota.  Se indica el proceso de desdiferenciación celular A) Día 7 de cultivo, el color 

comienza a cambiar al igual que su morfología, empieza la formación de células madre, B) 

Día 49 de cultivo, las células madre comienzan a formarse en un 30%, presenta un color 

café. Las imágenes fueron tomadas en un estereoscopio con aumento 0,63x. 

Observando los resultados el tratamiento 3 presenta los mejores resultados, puesto que 

presenta un mayor porcentaje de inducción a células madre. 

  

B A 
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Figura 11 

Raíces adventicias en células madre de Rumex crispus L. 

 

 

 

 

 

 

Nota. A) Células madre, B) Raíces adventicias de color blanco en células madre a partir de 

hoja de 22 días de siembra en Rumex crispus L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

A B 



38 
 

Capítulo V: Discusión 

Desinfección de hojas en Rumex crispus L. 

 

La desinfección es fundamental en el cultivo in vitro para poder eliminar 

microorganismos que se encuentran en la superficie del explante. Se utilizan soluciones de 

desinfección como detergentes, fungicidas, hipoclorito de sodio y etanol (Herández & 

González, 2010). En la investigación realizada se aplicó distintas concentraciones de 

hipoclorito de sodio; donde, el mejor resultado, con un porcentaje de explantes libres de 

contaminación. fue del 81% perteneciente al tratamiento 2, correspondiente a hipoclorito de 

sodio al 5%. En un estudio realizado en el año 2017 por Tabin y colaboradores en Rheum 

emodi Wall, se utilizó detergente Extran al 0.5%, Tween 20 en el cual se empleó diferentes 

concentraciones de hipoclorito de sodio; donde se obtuvo un porcentaje de explantes libres 

de contaminación del 10%, con una concentración al 10% de hipoclorito de sodio. Lo que 

demuestra que el hipoclorito de sodio sirve como un agente desinfectante en combinación, 

debido a tiene una fuerte propiedad oxidante que lo hace altamente reactivo con 

aminoácidos, ácidos nucleicos, aminas y amidas, siendo así altamente efectivo contra 

bacterias, hongos y virus (Yildiz et al., 2012).  

Se observaron dos tipos de microorganismos dentro de la contaminación: hongo y 

bacteria, con un porcentaje de 33, 06% y 4, 44% respectivamente. Gautam y sus 

colaboradores en 2022, en su investigación mencionaron que el hongo Uromyces rumicis 

amenaza a la especie Rumex crispus L., perteneciente a la familia Pucciniaceae. Este 

hongo presenta la característica de dar una tonalidad rojiza que se observa en las lesiones 

en tallos y hojas. Además, existen factores como: las fuertes lluvias, el cambio de 

temperatura y la humedad que aumentan la severidad de esta enfermedad en la planta 

“Lengua de vaca”. La desinfección ayuda a eliminar ciertos microorganismos, pero no en su 

totalidad, por ende, la contaminación mostrada en los explantes se debe a este hongo 

característico de la especie, como se observa en la figura 3.  
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En otro estudio, Hernandez & Gonzáles en el 2010, encontraron que la 

contaminación por bacteria es influenciada por el área de trabajo, corrientes de aire, 

partículas de aire cargadas de esporas y células de microorganismos que penetran en el 

aire acondicionado o son transportados por el operador y permanecen en el ambiente. Esta 

multiplicación de microorganismos se debe al tipo de planta y las condiciones climáticas en 

las que se encuentre.  

Optimización del medio de cultivo 

 

En cultivo in vitro de tejidos vegetales, la composición del medio de cultivo es el 

factor determinante que influye en el resultado final, por ende, es importante investigar la 

viabilidad que se obtiene al variar las concentraciones de sales MS a la mitad y completo. 

Por lo cual, en esta investigación se determinó el porcentaje de viabilidad en el medio de 

cultivo MS ½ y MS completo. Se obtuvo una viabilidad del 29 % en MS ½ y 62% en MS 

completo después de 14 días de cultivo. Siendo el mejor resultado el medio de cultivo con 

MS completo. Rezali y sus colaboradores en 2017, indicaron que las diferentes 

concentraciones de sales MS intervienen en el crecimiento y desarrollo de brotes, 

observando una mayor producción en el medio que contenía las sales de MS completo, a 

diferencia de las sales con concentración a la mitad de MS.  

Las sales MS aportan con minerales importantes para el crecimiento y desarrollo de 

las plantas, proporcionando macronutrientes (calcio, magnesio, nitrógeno, potasio, fósforo y 

azufre) y micronutrientes (cobre, hierro, zinc, cloro, boro, manganeso y molibdeno) 

necesarios para la morfogénesis y organogénesis óptimas. Se han reportado casos de 

trastornos fisiológicos y/o toxicidad por su deficiencia en la composición inorgánica de los 

medios de cultivo (Hameg et al., 2020). Esto demuestra que la viabilidad puede variar 

dependiendo de la concentración que se utilice de MS, lo cual se comprobó en este estudio 

que la concentración de medio MS completo presenta mejores resultados en la especie 

Rumex crispus L., a comparación con MS ½ (Figura 8). 
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Inducción a células madre a partir de hojas de Rumex crispus L. 

El cultivo in vitro se aplica, frecuentemente en plantas medicinales para su 

propagación masiva, producción e incremento de metabolitos secundarios y mejora 

genética. Las plantas naturalmente poseen concentraciones bajas de reguladores de 

crecimiento, en el cultivo in vitro se aplican las concentraciones ideales para poder obtener 

el objetivo deseado. Las auxinas por lo general, se encuentran acompañadas de 

citoquininas a concentraciones similares para obtener una proliferación de células no 

diferenciadas (Alcantara et al., 2019).  

La investigación presente, desarrolló un protocolo de inducción a células madre a 

partir de hojas en Rumex crispus L., una planta medicinal con fines terapéuticos. Se 

emplearon diferentes concentraciones de 6-BAP y AIA. Donde a las 7 semanas de siembra, 

se obtuvo que el mayor porcentaje de inducción a callo fue de 87%, empleando 3 mg/L de 

6-BAP + 1,17 mg/L AIA. Los resultados difieren con el estudio realizado por Tabin y sus 

colaboradores en el 2017, donde a las 12 semanas de cultivo el mayor porcentaje de 

formación de callo en los explantes (hojas) de Rheum emodi Wall., fue de 70%, utilizando 

10  𝜇𝑀 de 6-BAP + 5 𝜇𝑀 de AIA.  

En la morfología del callo se observó raíces adventicias en explantes como se 

observa en la figura 11. A la cuarta semana de cultivo, los explantes presentaron raíces 

adventicias de tonalidad blanca.  Según Chen y sus colaboradores (2014), determinaron la 

capacidad de los explantes de hoja en la formación de raíces adventicias durante el proceso 

de obtención de callo, para lo cual, señalaron que la formación de raíces adventicias a partir 

de hoja se encuentra influenciado por la edad de la hoja y ciertos reguladores de 

crecimiento encontrados en el medio de cultivo. Además, mencionaron que las hojas más 

jóvenes contienen mayor cantidad de auxinas endógenas, generando mayor cantidad de 

raíces adventicias a comparación de las hojas maduras. 
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Capítulo VI: Conclusiones  

 

Se estandarizó el protocolo de desinfección en hojas de Rumex crispus L., para la 

obtención de células madre. El mejor tratamiento obtenido corresponde al tratamiento 2, el 

cual se conforma de:  detergente al 2% por 15 min, fungicida al 1% por 10 min, hipoclorito 

de sodio al 5% por 3 min, con un porcentaje del 81% de explantes libres de contaminación.  

Se optimizó un medio de cultivo semisólido para la inducción a células madre de 

Rumex crispus L., donde el mejor tratamiento obtenido corresponde al tratamiento 2 que 

pertenece al medio de cultivo con sales MS concentración completa, con un porcentaje de 

viabilidad del 62%.  

Se obtuvo células madre a partir de hojas de Rumex crispus L., con un porcentaje de 

inducción a callo del 87% en el mejor tratamiento, perteneciente al tratamiento 3, con las 

concentraciones de: 3 mg/L de 6-BAP + 1,17 mg/L AIA.  
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Capítulo VII: Recomendaciones 

 

Es importante realizar la recolección del material vegetal en zonas con diferentes 

condiciones climáticas y seleccionar las hojas visiblemente sanas y jóvenes para analizar si 

su viabilidad aumenta.  

Se recomienda utilizar un mayor porcentaje de fungicida Phyton, el cual reduce la 

cantidad de agentes patógenos como hongos dentro del protocolo de desinfección de hojas 

de Rumex crispus L.,   

Se sugiere utilizar la combinación de diferentes reguladores de crecimiento como el 

ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), que ayuden a determinar la formación de células 

madre en la especie Rumex crispus L. 
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