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RESUMEN EJECUTIVO 

 

En esta investigación, se optimizó el proceso de desinfección y germinación de semillas, expuestas a 

diferentes condiciones experimentales como: medios de cultivo (Murashige y Skoog Completo y sin 

nitratos); reguladores de crecimiento (Metil Jasmonato y Ácido Salicílico) y transformación genética 

(AtMYB12 y GUS) para obtener plántulas y raíces transformadas. Se obtuvieron extractos para analizar 

el contenido total de antocianinas, capacidad antioxidante y antiinflamatoria. Los análisis mostraron 

que el uso de Ácido Giberélico a 4 grados, mejora la tasa de germinación en un 83.33 por ciento. El 

medio Murashige y Skoog sin nitratos favoreció la acumulación de antocianinas en las plántulas, 

alcanzando un contenido total de antocianinas de 45.07 mg Cianidina-3-glucósido por 100g, con una 

capacidad antioxidante del 65 por ciento y actividad antiinflamatoria de 76.49 por ciento. En las raíces 

transformadas el factor de transcripción AtMYB12 en medio completo Murashige y Skoog reporto 

mejores resultados con un contenido total de antocianinas de 49.49 mg Cianidina-3-glucósido por 100g; 

capacidad antioxidante de 72.10 por ciento y actividad antiinflamatoria de 79.4 por ciento. los 

resultados estadísticos sugieren que el medio de cultivo influye en la producción de antocianinas y en 

las raíces transformadas en el factor de transcripción es el más relevante. Los resultados sugieren que 

la transformación genética y optimización de condiciones de cultivo pueden aumentar la producción de 

antocianinas, con aplicaciones potenciales a escala industrial. 

 

Palabras clave: biofactorías vegetales, col morada, antocianinas, AtMYB12, MeJA, AS, 

transformación genética.  
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ABSTRACT 

 

In this research, the seed disinfection and germination process was optimized, exposed to different 

experimental conditions such as: culture media (Murashige and Skoog Complete and without nitrates); 

growth regulators (Methyl Jasmonate and Salicylic Acid) and genetic transformation (AtMYB12 and 

GUS) to obtain transformed seedlings and roots. Extracts were obtained to analyze total anthocyanin 

content and antioxidant and anti-inflammatory capacities. Analyses showed that the use of Gibberellic 

Acid at 4 degrees improved the germination rate by 83.33 percent. The Murashige and Skoog medium 

without nitrates favored the accumulation of anthocyanins in the seedlings, reaching a total anthocyanin 

content of 45.07 mg Cyanidin-3-glucoside per 100 g, with an antioxidant capacity of 65 percent and 

anti-inflammatory activity of 76.49 percent. In the transformed roots the transcription factor AtMYB12 

in Murashige and Skoog complete medium reported better results with a total anthocyanin content of 

49.49 mg Cyanidin-3-glucoside per 100 g; antioxidant capacity of 72.10 percent and anti-inflammatory 

activity of 79.4 percent. Statistical results suggest that the culture medium influences the production of 

anthocyanins, and the transformed roots in the transcription factor are the most relevant. These results 

suggest that genetic transformation and the optimization of culture conditions can increase anthocyanin 

production. 

 

 

Key words: plant biofactories, purple cabbage, anthocyanins, AtMYB12, MeJA, AS, genetic 

transformation 
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CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO 

1.1.  Antecedentes investigativos 

La Col Lombarda (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) es una verdura crucífera ampliamente 

cultivada por su valor nutricional y composición fitoquímica debido a la presencia de varios 

metabolitos secundarios de interés industrial a nivel alimentario, farmacéutico, cosmético y 

nutracéutico (Belwal et al., 2020a; Ullah et al., 2020).  

Los principales compuestos de la col lombarda son las antocianinas, isotiocianatos, polifenoles y 

vitaminas A, B y C (Nawaz et al., 2018), además se ha encontrado otros fitoquímicos en extractos 

metanólicos como alcaloides, carotenoides, esteroides, flavonoides, fenoles, fitoesteroles, 

glucosinolatos, polifenoles, saponinas, selenio, taninos y terpenoides (Biała & Jasiński, 2018); 

estos compuestos presentan actividades biológicas importantes como la capacidad antioxidante, 

antiinflamatoria, antidiabética, antihiperglucémica, anticancerígena, cardioprotectora, 

hipolipidémica y neuroprotectora (Zhang et al., 2021; Mejías et al., 2024).  

Las antocianinas son derivados fenólicos de gran interés, sin embargo, su disponibilidad se ve 

afectada debido a que se requieren optimizar procesos para la producción, extracción y purificación 

(Tan et al., 2023). Actualmente se emplean microorganismos genéticamente modificados (MGM) 

como alternativa donde predomina Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae (Belwal et al., 

2020a), pero estas plataformas requieren al menos 11 transgenes para inducir la síntesis de 

antocianinas simples como la pelargonidina, lo que implica un mayor coste energético, económico 

y tiempo (Zha & Koffas, 2017). 

La biotecnología es una opción sostenible para el cultivo y posterior extracción a nivel in vitro, 

dado que la micropropagación se da en tiempos cortos, de forma ilimitada y se puede utilizar 

diferentes explantes desde protoplastos hasta raíces, hojas y peciolos (Gerszberg, 2018). Una 

alternativa de producción son las biofactorías vegetales, debido a que las plantas poseen los genes 

necesarios para sintetizar antocianinas de forma natural (Appelhagen et al., 2018). 

La implementación de biofactorías vegetales combinado con técnicas de estimulación o 

sobreexpresión es una alternativa prometedora para aumentar la acumulación de antocianinas en 

la col lombarda (Thakur et al., 2019); por un lado; Halder et al (2019) destaca el uso de MeJA y 

AS que si bien actúan como inductores de estrés aumentando la respuesta metabólica y síntesis de 

metabolitos secundarios también son participan en la regulación del crecimiento y desarrollo 

celular (Shi et al., 2023a). 
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Por otro lado, Jha et al (2023) menciona que la transformación genética permite modificar rutas 

metabólicas aumentando la producción de metabolitos como las antocianinas al actuar en la ruta 

de los fenilpropanoides, específicamente al sobreexpresar y/o inhibir ciertos factores de 

transcripción que regulan la síntesis de antocianinas, al utilizar Agrobacterium tumefaciens o 

Agrobacterium rhizogenes como vector natural en la transformación (Kubra et al., 2021). 

Si bien estos enfoques han mostrado tener efectos sinérgicos para la acumulación de antocianinas 

en otras especies como Daucus carota, Vitis vinífera y Fragaria ananassa o en MGM (Murthy et 

al., 2023; Belwal et al., 2020), sin embargo, el rendimiento y eficiencia respecto al contenido total 

de antocianinas es bajo. Cabe destacar que hasta el momento dichas estrategias no han sido 

exploradas completamente en la col lombarda, por lo cual la aplicación de estos enfoques podría 

resultar interesante para mejorar la bioproducción de antocianinas en esta especie vegetal.   

En base a los antecedentes mencionados es interesante investigar alternativas para la bioproducción 

de antocianinas y optimización de procesos para en un futuro llevarlo a escala industrial. Por tanto, 

el presente proyecto busca evaluar matrices como las biofactorías vegetales de col lombarda en 

presencia de reguladores biológicos (transformación genética con factores de transcripción) o 

químicos (MeJA y AS) para evaluar si incrementan la acumulación de antocianinas. 

1.1.1. Taxonomía de la Col Lombarda 

La col lombarda, repollo morado, col morada o berza morada, es una crucífera de la familia 

Brassicaceae, perteneciente al género Brassica y de la gran especie Brassica oleracea, 

correspondiente a la variedad capitata y al grupo rubra. Existen 15 variedades de esta especie 

según Narvaez & Segura (2021), las cuales se clasifican de acuerdo con su estado de 

maduración en clases tempranas, clases semitempranas y clases de otoño y de conserva como 

se muestra en la figura 1. 

Figura 1.  

Variedades existentes de col lombarda (B. oleracea var. capitata f. rubra) 

 

Fuente: (Narvaez & Segura, 2021) 
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1.1.2. Características fisicoquímicas y valor nutricional 

La col lombarda presenta un perfil nutricional interesante debido a la presencia de macro y 

micronutrientes esenciales con propiedades antioxidantes, posee un bajo contenido calórico, es 

rica en fibra con propiedades laxantes, vitaminas esenciales y un aporte significativo de 

minerales; además su alto contenido en agua es útil en dietas (Vega et al., 2023a). 

De acuerdo con el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, 2022); 100 

gramos de col lombarda contienen 90,39% de agua ideal para hidratación y control de peso; 

además contiene 6.79 g de carbohidratos de los cuales la mayor parte proviene de la fibra 

dietética (2.1 g), y 3.83 g de azúcares totales correspondientes a monosacáridos como la glucosa 

(1.74 g) y fructosa (1.48 g), y disacáridos como la sacarosa (0.6g). 

Además contiene una variedad de vitaminas, como la vitamina A con 56 g RAE (6%) 

importante para la visión y el sistema inmune (Mejías et al., 2024), vitaminas del complejo B 

esenciales para el metabolismo energético y el funcionamiento del sistema nervioso (Gandhi 

et al., 2022) tales como Tiamina con 0.064 mg (5%), Riboflavina con 0.069 mg (5%), Niacina 

con 0.418 mg (3%), Ácido Pantenoico con 0.147 mg (3%), Piridoxina con 0.209 mg (12%) y 

otras vitaminas como Colina con 17.1mg (3%) y Folato con 18 g (4%) necesarias para 

funciones celulares y neurológicas (Xiao et al., 2012). 

De igual forma, vitamina C con 53.9 mg de Ácido Ascórbico (61%) como fuente de 

antioxidantes para reparar tejidos (Statilko et al., 2024), vitamina K esencial para la 

coagulación sanguínea y salud ósea (Zhang et al., 2024) como filoquinona con 32.3 mg (32 

%), Dihidrofiloquinona y Menaquinona-4 con <0.1 mg (1%), y vitamina E importante por ser 

antioxidante de lípidos previniendo el envejecimiento prematuro (Lee et al., 2020) en forma de 

tocoferoles y tocotrienoles, siendo el más predominante el α-tocoferol con 0.11 mg (1%). 

1.2.  Producción de antocianinas de origen vegetal 

Stoica et al. (2023) indica que las antocianinas son metabolitos secundarios solubles glicosilados 

del grupo fenólico. Diversas especies poseen antocianinas con un perfil único, donde prevalecen la 

cianidina, delfinidina, pelargonidina, peonidina, malvidina y petunidina (Khoo et al., 2017). Sin 

embargo, su disponibilidad es afectada por factores como el pH, luz, temperatura y otros, al igual 

que la extracción, estabilidad a largo plazo y su producción a nivel industrial (Passeri et al., 2016). 

Las principales fuentes de antocianinas son cereales (20%), frutas (26%) y flores (54%), sin 

embargo, la producción mundial se ve marcada por el uso de MGM como Escherichia coli y 

Saccharomyces cerevisiae (Belwal et al., 2020a), pero estas plataformas requieren al menos 11 

transgenes para inducir la síntesis de antocianinas simples como la pelargonidina, lo que implica 

un mayor coste energético, económico y tiempo (Zha & Koffas, 2017). 
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Además, la obtención en estas plataformas presenta baja eficiencia siendo de 74,8 mg/L (Yan et 

al., 2008) y de 15,1 mg/L (Xu et al., 2022) respectivamente, por lo cual es más eficiente la 

extracción a partir de especies vegetales donde el rendimiento es estable hasta 30 mg/g peso seco 

(Appelhagen et al., 2018). 

1.3.  Antocianinas en B. oleracea var. capitata f. rubra 

La col lombarda contiene diferentes antocianinas con mejor termoestabilidad respecto a otras 

especies producto de sus estructuras aciladas (Stoica et al., 2023), contiene 36 antocianinas 

diferentes y más del 50% son glucósidos de cianidina con diferentes tonos desde rojizos a pH ácido 

hasta amarillos a pH básico (Kalthum Ib et al., 2011). 

Sin embargo, el perfil completo de la col morada no se ha logrado caracterizar, algunos autores 

informan el uso de técnicas analíticas como HPLC, donde se ha determinado 8, 13 y 20 antocianinas 

(Ahmadiani et al., 2014,Fang et al., 2018,Wiczkowski et al., 2013), donde predominan ácidos 

derivados de la cianidina-3-diglucósido-5-glucósido, como el ácido ferúlico, sinápico, cafeico y p-

cumárico (Fenger et al., 2019; Ghareaghajlou et al., 2021). 

1.4.  Micropropagación de B. oleracea var. capitata f. rubra 

Una alternativa de producción son las biofactorías vegetales, debido a que las plantas poseen los 

genes necesarios para sintetizar antocianinas de forma natural (Appelhagen et al., 2018); sin 

embargo, a nivel industrial pierden estabilidad y el rendimiento es variable.  

En los últimos años se han estudiado cultivos celulares, las especies utilizadas son Daucus carota, 

Vitis vinífera y Fragaria ananassa (Murthy et al., 2023); con un contenido total de antocianinas 

de 3.03 mg/g peso seco y 3.41 mg/g peso fresco (Barba et al., 2020; Saad et al., 2018); 4.6 mg/g 

peso seco y 1.02 mg/g peso fresco (Cai et al., 2012; Yin et al., 2012); y 1.2 mg/g peso fresco 

(Asano et al., 2002) respectivamente; en contraste algunos estudios informan valores máximos de 

1780 mg/g peso seco y 188 mg/g peso fresco en la col lombarda (Ahmadiani et al., 2014). 

Se han informado protocolos eficientes para la micropropagación de col lombarda con explantes 

como protroplastos (Chen et al., 2004), microsporas (Mineykina et al., 2021), cotiledones e 

hipocótilos (Gambhir et al., 2017), yemas (Pavlović et al., 2013), raíces, hojas y peciolos (Daud 

et al., 2015; Gambhir & Srivastava, 2015); sin embargo, la eficiencia de regeneración depende 

del genotipo, tipo de explantes, medio y reguladores de crecimiento (Gerszberg et al., 2015). 

La mayoría de los estudios emplean Murashige y Skoog como medio para germinación, por el 

contrario, para inducir callos y raíces se emplean auxinas y citoquinas (Hasan et al., 2021), sin 

embargo, algunos autores informan que usar auxinas disminuye la producción y acumulación de 

antocianinas (Siatka, 2019; Wang et al., 2018). 
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1.5. Estrategias para mejorar la producción de antocianinas en B. oleracea var. capitata f. rubra 

1.5.1. Estimuladores de crecimiento  

Los reguladores de crecimiento de las plantas (PGRs) de acuerdo con Sehgal & Joshi (2022) 

son compuestos químicos que permiten modular el crecimiento permitiendo un correcto 

desarrollo de los órganos de las plantas, tales como el Metil Jasmonato (MeJA) y Ácido 

Salicílico (AS); además varios estudios informan que estos reguladores influyen en la 

acumulación de estos metabolitos debido principalmente a que también actúan en las líneas de 

defensa en respuesta al estrés biótico y abiótico (Shi et al., 2023a). 

El MeJA según Moreno et al. (2024) podría estar implicado en procesos fisiológicos del 

desarrollo como la regulación del alargamiento celular, mientras que el AS como estimulador 

en procesos como la germinación, floración y senescencia (Koo et al., 2020). Sin embargo, se 

ha demostrado que inhiben el crecimiento a altas concentraciones (Krokene et al., 2023). 

Li et al. (2018) realizaron un estudio en especies como Healianthus annuus, Solanum 

lycopersicum y Glycine max con diferentes concentraciones de MeJA dando como resultado 

que las concentraciones altas causan una disminución en la altura (39%) y la biomasa (79%), 

además genera cambios anatómicos en las hojas, aunque los efectos varían con la especie; por 

su parte Gul et al. (2023) reporto cambios en raíces, brotes y tamaños de S. lycopersicum. 

Respecto al AS, aunque su papel en la inmunidad sistémica ha sido bien informado (Zhong et 

al., 2021), su acción sobre el crecimiento aun no es claro; aunque diversos estudios muestran 

pruebas indudables de su rol en la división y expansión celular meristemática alterando 

procesos que determina la altura final de la planta (Li et al., 2022).  

Estudios en Cucumis sativus, Triticum aestivum, Arabidopsis thaliana, y otros (Pasternak et 

al., 2019a); muestran que concentraciones mayores a 1 mM de AS disminuyen 

considerablemente la germinación y el crecimiento radicular primario afectado a otros procesos 

fisiológicos importantes como la elongación, ramificación y enraizamiento lo que conduce a la 

atrofia de la planta (Bagautdinova et al., 2022). 

1.5.2. Transformación Genética  

La biosíntesis de antocianinas implica genes biosintéticos tempranos (EBG) y tardíos (LBG) 

activados por factores de transcripción, en este caso la ingeniería metabólica es una forma de 

acumular antocianinas (Song et al., 2018), sin embargo, el proceso puede resultar ambiguo 

debido a la diversidad de metabolitos, genes y enzimas comprometidos en las rutas, por 

consecuente, los enfoques más eficientes radican en la sobreexpresión de factores de 

transcripción reguladores de genes (Hidalgo et al., 2017).  
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Las antocianinas derivan de la ruta de los fenilpropanoides como se observa en la figura 2 

producto de la desaminación de fenilalanina con ayuda de la fenilalanina amonio liasa (PAL) 

en ácido transcinámico, el cual se hidroliza en 4-cumarato activándose con la Coenzima A 

(CoA) para formar 4-cumaroil-CoA, paralelamente 3-malonil-CoA se forma a partir del Acetil-

CoA mediante la ayuda de la acetil-CoA carboxilasa, siendo estos dos compuestos los 

principales precursores de la ruta (Lepiniec et al., 2006). 

En general esta ruta esta mediada por organizaciones enzimáticas (metabolones) entre la 

Chalcona Sintasa e Isomerasa (CHS y CHI), Dihidroflavonol-4-Reductasa (DFR), Flavonona-

3-Hidroxilasa (F3H), Flavonol Sintasa (FLS) y Antocianidina Sintasa (ANS), UFGT (UDP-

glucosa: antocianidina 3-O-glucosiltransferasa) entre otras (Ferrer et al., 2008), permitiendo 

que se formen (iso)flavonoides, monolignoles y antocianinas (Biała & Jasiński, 2018). 

Autores como Liu et al. (2015) han analizado la sobreexpresión y/o inhibición de proteínas 

homólogas del oncogén viral (MYB) de mielobastosis V-myb una familia de factores de 

transcripción que regulan positivamente la biosíntesis de antocianinas (Farré et al., 2014). 

AtMYB12 y su mecanismo de acción han sido estudiado a fondo en la producción de 

metabolitos que derivan de la ruta de los fenilpropanoides (Misra et al., 2010), especialmente 

en A. thaliana donde la transformación genética esta mediada por A. tumefaciens o A. 

rhizogenes (Gerszberg, 2018). Este factor afecta positivamente al metabolismo primario y 

secundario en la biosíntesis de flavonoides en la raíz (Hidalgo et al., 2017; Stracke et al., 

2007), activando genes enzimáticos de F3H, FLS, CHS y CHI (Pandey et al., 2012, 2014). 

Actuar en la ruta de los fenilpropanoides permite la acumulación de antocianinas en las 

vacuolas, debido a que la misma es una forma de protección contra el estrés biótico y abiótico 

desencadenando diversas rutas de señalización que conducen a la síntesis de antocianidinas 

principales precursores de las antocianinas (Dabravolski & Isayenkov, 2023; Z. Li & 

Ahammed, 2023). 
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Figura 2.  

Ruta de los fenilpropanoides 

 

Fuente: Adaptado de Lepiniec et al. (2006) 
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1.6.  Objetivos 

1.6.1. Objetivo general 

Evaluar biofactorías vegetales para la producción y extracción de antocianinas a partir de Col 

Lombarda (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) 

1.6.2. Objetivos específicos 

- Optimizar el cultivo in vitro de semillas para la obtención de plántulas genéticamente 

uniformes de col lombarda (B. oleracea var. capitata f. rubra) 

- Estimular los cultivos in vitro de col lombarda con reguladores de crecimiento y el factor 

de transcripción AtMYB12 

- Analizar la capacidad antioxidante y actividad antiinflamatoria de las antocianinas 

producidas en cultivos de col lombarda (B. oleracea var. capitata f. rubra) 
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CAPÍTULO II 

METODOLOGÍA 

2.1.  Materiales 

El presente trabajo de titulación fue de tipo experimental, el mismo que se llevó a cabo en los 

laboratorios académicos y el laboratorio de Biotecnología Vegetal de la Unidad Operativa de 

Investigación y Desarrollo de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología 

(UODIDE) de la Universidad Técnica de Ambato. En la Tabla 1 se enlistan los reactivos y en la Tabla 

2 el material fungible y equipos utilizados durante la investigación  

Tabla 1.  

Listado de reactivos  

Reactivos  

2,2-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH) Diclofenaco de Sodio 

Acetato de Sodio Etanol 70 y 96 % 

Acetosiringona Extracto de Carne  

Ácido Acético Glacial Extracto de Levadura 

Ácido Bórico Glicerol 

Ácido Clorhídrico Hidróxido de Sodio  

Ácido Etilendiaminotetraacético (EDTA) Hipoclorito de Sodio 5% 

Ácido Salicílico Isopropanol 

Agarosa Master Mix 

Agua Destilada Medio Murashige & Skoog 

Agua Estéril Medio Murashige & Skoog Nitrate Free 

Agua Libre de Nucleasas Metanol 

Agua Ultrapura Metil Jasmonato 

Alcohol Isoamílico Peptona 

Azul de Bromofenol Phytagel 

Bacto-Agar Proteinasa K  

Β-Mercaptoetanol Solución Salina Tamponada con Fosfato (PBS) 

Bromuro de Hexadecitrimetilamonio (CTAB) Sucrosa 

Claforan  Sulfato de Manganeso Heptahidratado 

Cloroformo Tris Base 

Cloruro de Potasio Tween 20 

Cloruro de Sodio Xileno Cianol 
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Tabla 2.  

Listado de equipos y material fungible  

Equipos Material Fungible  

Agitador Orbital Bisturís  

Autoclave Botellas de Vidrio Tapa Azul 100, 250, 500 y 1000 mL 

Balanza Analítica Cebadores 

Cámara Climática  Cepas Genéticamente Modificadas de A. rhizogenes 

Cámara de Electroforesis  dNTPs 

Centrífuga Espátulas 

Congelador Filtros de Jeringa 25 mm 

Destilador de Agua Frasco Ámbar 120 mL 

Espectrofotómetro Jeringas 1 y 3 mL 

Incubadora Magnetos Elicrom  

Microcentrífuga Matraces de 250 mL 

Microondas Micropipeta 0.5 – 10, 20 – 200 y 100 – 1000  

NanoDrop Papel Aluminio 

Nevera Paquete de Fundas Ziploc 

Plancha de Calentamiento Paquete de Vasos Plásticos de 16 oz 

Potenciómetro Pinzas 

Termociclador Placas Petri  

Ultracongelador Probeta 100 mL 

Vórtex Puntas de Micropipeta Amarillas y Azules 

 Rollo de Parafilm 

 Semillas de B. oleracea var. capitata f. rubra 

 Tubos de PCR 2 mL 

 Tubos Eppendorf 1.5 mL 

 Tubos Falcon 10 mL y 50 mL 
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2.2. Métodos  

2.2.1. Obtención del material vegetal y desinfección de semillas 

Las semillas de B. oleracea var. capitata f. rubra, se obtuvieron de la casa comercial “El 

Huerto”; las cuales se desinfectaron siguiendo el protocolo mostrado en la figura 3 descrito por 

Hasan et al. (2021) con ligeras modificaciones en los tiempos empleados con la finalidad de 

eliminar el recubrimiento de las semillas y reducir cualquier tipo de contaminación en el 

proceso de micropropagación. 

Primero, se lavaron con etanol al 70% por 15 min. Luego, se enjuagaron tres veces con agua 

estéril en tiempos de 2 min. Posteriormente, se colocaron en solución de hipoclorito de sodio al 

25% con 0.2 mL de Tween 20 por 10 min. Finalmente, se enjuagaron con agua estéril tres veces 

durante 2 min. Todos los lavados se realizaron con agitación constante con la ayuda de un 

vortex.  

Figura 3.  

Etapas y tiempos de desinfección de semillas 

 

Nota: I) Primera etapa con etanol al 70%; II) Segunda etapa lavados de agua destilada estéril; 

III) Tercera etapa con solución de hipoclorito 25% + tween 20; IV) Cuarta etapa lavados con 

agua destilada estéril. 
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Posteriormente las semillas desinfectadas fueron sometidas a 6 tratamientos previos a la 

germinación como se muestra en la Tabla 3 a diferentes temperaturas y en solución con ácido 

giberélico 500 µM (AG3), con la finalidad de interrumpir la dormancia y mejorar el proceso 

germinativo, disminuir la tasa de contaminación y analizar la tasa promedio de germinación. 

Tabla 3.  

Tratamientos previos al cultivo de semillas de col morada 

Tratamiento Condiciones post-desinfección 

1 4 °C en solución de AG3 

2 25 °C en solución de AG3 

3 -20 °C en solución de AG3 

4 25 °C con luz 

5 25 °C en oscuridad 

6 Desinfección normal 

Nota: Las semillas del tratamiento 6 fueron sembradas posterior a la desinfección para analizar 

la germinación, contaminación y promedio de germinación. 

2.2.2. Optimización de cultivos 

Posterior al proceso de desinfección y exposición da los tratamientos, se cultivaron las semillas 

en vasos plásticos de 16 oz en medio de cultivo sólido Murashige & Skoog completo (MS) y 

libre de nitratos (MS S/N) para la elaboración de estos se utilizó las composiciones descritas en 

el Anexo 1.  

Se cultivo 6 semillas en cada vaso por quintuplicado y se almacenaron en una cámara climática 

con temperatura promedio de 25 ± 2 °C, fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad y humedad 

relativa de 70 ± 5%. Después del cultivo, las semillas fueron monitoreadas durante 20 días con 

lo cual se evidenció el porcentaje de germinación, la tasa de contaminación y el promedio de 

germinación en días.  

Finalmente, una vez obtenido un lote primario se procedió a la micropropagación in vitro de las 

plántulas como se aprecia en la figura 4, se realizó cortando los tallos desarrollados a partir de 

los primeros brotes para incrementar el stock de material vegetal y obtener suficientes muestras 

para los análisis posteriores  
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Figura 4.  

Proceso de micropropagación in vitro de B. oleracea var. capitata f. rubra a partir de 

semillas 

 

Nota: I) Siembra de semillas desinfectadas en medio MS y MS S/N sin hormonas. II) 

Micropropagación para la obtención de plántulas genéticamente uniformes 

2.2.3. Transformación genética con A. rhizogenes cepa salvaje y factores de transcripción 

Para la inducción de raíces transformadas se utilizaron explantes foliares de plántulas in vitro 

de col lombarda como se muestra en la figura 5. Los cuales se infectaron con la cepa A4 Cepa 

Salvaje de A. rhizogenes (CS), la cepa A4 de A. rhizogenes con el vector de expresión pJCV52 

que contiene el gen AtMYB12 (MYB) y la cepa A4 de A. rhizogenes con el vector de expresión 

pJCV52 que contiene el gen GUS (Beta-glucoronidasa) como control negativo. Los explantes 

se cultivaron en medio MS y MS S/N libre de reguladores del crecimiento según lo descrito por 

Hidalgo et al. (2017).  

Las muestras se incubaron en oscuridad por 48 horas a 28 ± 2 °C para permitir la infección 

bacteriana. Posteriormente, las hojas infectadas se transfirieron a medio MS y MS S/N 

respectivamente con 500 mg/L de cefotaxima para eliminar la bacteria. Transcurrido 15 días, 

aparecieron raíces en la mayoría de explantes inoculados. Finalmente, se aislaron las raíces de 

los explantes foliares para subcultivar en medio sin antibiótico. 
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Figura 5.  

Procedimiento para la transformación de explantes foliares de B. oleracea var. capitata f. 

rubra mediada por A. rhizogenes  

 

Nota: I) Se utilizaron explantes foliares maduros de 2x2 cm los cuales se infectaron con ayuda 

de una jeringa de 3 mL en las nervaduras del envés de las hojas. II) Las hojas se incubaron para 

permitir la infección y fueron subcultivadas a los 2, 7 y 21 días en medios con antibiótico para 

facilitar la generación de raíces transformadas (RT).  

2.2.4. Confirmación genética de las raíces transformadas  

La naturaleza de las RT, se comprobó mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

El ADN genómico total se obtuvo por el método CTAB modificado descrito por Moreau et al. 

(2012) y para la extracción se utilizaron 200 µg de material inicial.  

El análisis PCR se realizó empleando Dream Taq Green Polymerase con 200 ng de ADN de 

cada muestra y utilizando cebadores específicos de genes diseñados por Hidalgo et al. (2017) 

los cuales se muestran en la tabla 4. 

Las condiciones de PCR en el termociclador de las secuencias genéticas fueron las siguientes: 

(95 ºC 5 min; 30 ciclos; 95 ºC 1 min; 60 ºC 40 seg; 72 ºC 90 seg y 72 ºC 10 min) y el tamaño 

del amplicón se analizó en gel de agarosa al 1% a 90 V.  
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Tabla 4.  

Secuencias de cebadores específicos para PCR 

Gen Tipo Secuencia Primer 
Tamaño 

amplicón bp 

AtMYB12 
Forward CACCATGGGAAGAGCGCCATGTTG 

1117 
Reverse TGACAGAAGCCAAGCGACCA 

rolC 
Forward TAACATGGCTAGAAGACGACC 

534 
Reverse AAACTTGCACTCGCCATGCC 

virD 
Forward ATGTCGCAAGGCAGTAAGCCCA 

438 
Reverse GGAGTCTTTCAGCATGGAGCAA 

GUS 
Forward CATGAAGATGCGGACTTGCG 

647 
Reverse GCTAACGTATCCACGCCGTA 

Fuete: (Hidalgo et al., 2017)  

2.2.5. Extracción de antocianinas 

La extracción de antocianinas se realizó en las plántulas a los 60 días de cultivo mientras que 

el extracto de las raíces se realizó posterior a la confirmación por PCR a los 30 días de cultivo 

en medio sin antibiótico. Se siguió la metodología descrita por Strauch et al. (2019), utilizando 

100 g de material fresco de plántulas o raíces transformadas de col lombarda in vitro por 

maceración con etanol al 96% como solvente orgánico y ácido clorhídrico 1M para acidificar 

el medio y facilitar la extracción en una proporción 85:15.  

El material vegetal se pesó en una balanza analítica (Ohaus pioneer) y se mezcló con 100 mL 

del solvente en proporción 1:2, posteriormente mediante calentamiento por agitación (Corning 

PC-620D) se maceraron las muestras a 800 rpm durante 120 min a 70 °C y finalmente se 

separaron los sólidos del extracto con ayuda de una centrifuga (Rotina 380) a 5000 rpm por 10 

min.  

Finalmente se recogió el sobrenadante el cual se almacenó en botellas ámbar cubiertas con papel 

aluminio a 4 °C con la finalidad de evitar la degradación antes de realizar los análisis 

correspondientes. 

2.2.6. Determinación de antocianinas totales 

Primero se determinó la concentración relativa de antocianidinas en los extractos por 

espectrofotometría UV-Vis con ayuda de un Espectrofotómetro de microplacas Fisher 

Scientific AccuSkan GO utilizando las absorbancias de la tabla 5 que corresponden al máximo 

de absorción característico de cada antocianidina. La concentración fue calculada utilizando el 

coeficiente de extinción molar de la cianidina-3-glucósido. 
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Tabla 5.  

Longitudes de onda máximas de absorción (λmáx) de las principales antocianidinas 

Antocianidina Sustitución λmáx 

Espectro visible Anglicona R1 R2 

Pelargonidina H H 494 Naranja 

Cianidina OH H 506 Naranja - Rojo 

Delfinidina OH OH 508 Azul - Rojo 

Peonidina OCH3 H 506 Naranja -Rojo 

Petunidina OCH3 OH 508 Azul - Rojo 

Malvidina OCH3 OCH3 510 Azul - Rojo 

. 

Nota: Longitudes de onda máximas correspondientes a la forma catiónica flavilio (Núcleo 

estructural de las antocianidinas) Fuente: (Sadowska & Bartosz, 2024) 

El contenido total de antocianinas (CTA) se realizó utilizando el método diferencial de pH 

descrito por Vega et al. (2023) y Zhang et al. (2016). Se utilizo el extracto de col lombarda 

ajustando el pH con buffer de cloruro potásico 0.025 M a pH 1.0 y en buffer de acetato sódico 

0.4 M a pH 4.5, la absorbancia de cada muestra se midió a 510 nm y 700 nm, frente al blanco 

con agua destilada. 

La Absorbancia (A) se calculó mediante la siguiente ecuación 

𝐴 = (𝐴510 − 𝐴700)𝑝𝐻 1.0 − (𝐴510 − 𝐴700)𝑝𝐻 4.5             (1) 

Mientras que el CTA se cuantifico en términos de cianidina-3-glucósido (Cya-3-glu) principal 

antocianina de la col lombarda, y se calculó mediante la siguiente fórmula, expresado en mg 

Cya-3-glu/100 g de material vegetal. 

𝐶𝑇𝐴 =
𝐴∗𝑀𝑊∗𝐹𝐷∗𝑚∗1000

(𝜀∗1∗𝑉)
                          (2) 

Donde: 

A = Absorbancia 

MW = Peso molecular de la cianidina-3-glucósido (449.2 g/mol) 

ε = Absortividad molar de la cianidina-3-glucósido (26 900 L/mol * cm) 

FD = Factor de dilución (1:25) 

V = Volumen utilizado para la extracción 

m = Peso de la muestra 
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2.2.5. Análisis de la capacidad antioxidante por DPPH 

La capacidad antioxidante se cuantifico con el método de la actividad eliminadora de radicales 

libres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), siguiendo la metodología descrita por Pusty et al. 

(2024). Donde se mezcló 0,5 µL del extracto con 3 µL de solución de DPPH, se incubó las 

muestras por 30 minutos en oscuridad y se midió la absorbancia a 517 nm frente a un blanco. 

La actividad antioxidante se expresó en términos del porcentaje de inhibición de eliminación 

de DPPH y se calculó mediante la siguiente fórmula: 

%𝐷𝑃𝑃𝐻 = [1 − (
𝐴𝑚−𝐴𝑏

𝐴𝑐−𝐴𝑏
)] ∗ 100                      (4) 

Donde: 

Ab = Absorbancia del blanco 

Ac = Absorbancia del control 

Am = Absorbancia de la muestra 

2.2.7. Análisis de la actividad antiinflamatoria por desnaturalización de albúmina  

La actividad antinflamatoria se evaluó mediante la desnaturalización de proteínas utilizando 

albúmina de huevo para el proceso y se realizó siguiendo la metodología descrita por Yesmin 

et al. (2020) con modificaciones en las concentraciones analizadas. La albúmina se obtuvo de 

la clara de huevos frescos la cual se colocó en un vaso de precipitado con 100 mL de agua 

destilada, se agitó la solución para obtener un precipitado y se centrifugó a 4000 rpm por 15 

min para recuperar el sobrenadante rico en ovoalbúmina. 

Se mezcló 2 µL del sobrenadante con 2,8 µL de solución salina tamponada con fosfato (PBS) 

al cual se le agregó 2 µL de extracto a diferentes concentraciones (1000, 800, 600, 400 y 200 

µg/mL). Se empleo como control la solución con agua destilada y de referencia diclofenaco 

sódico a las mismas concentraciones. Las soluciones se incubaron a 37 °C ± 2° por 15 min y se 

midió la absorbancia a 660 nm; posteriormente se incubaron en baño térmico a 70 °C por 10 

minutos, se dejó enfriar a temperatura ambiente y finalmente se midió la absorbancia a 660 nm. 

El porcentaje de inhibición del proceso se calculó mediante la siguiente fórmula: 

% 𝐼𝑛ℎ𝑏𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 = (1 −
𝑂𝐷2−𝑂𝐷1

𝑂𝐷3−𝑂𝐷1
) ∗ 100                      (4) 

Donde: 

OD1 = Absorbancia de la muestra previo a la desnaturalización 

OD2 = Absorbancia de la muestra posterior a la desnaturalización 

OD3 = Absorbancia del control negativo posterior a la desnaturalización  
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2.2.8. Análisis estadístico 

Se implementó un diseño experimental factorial con dos factores adaptado a las características 

específicas de las plántulas y las raíces transformadas como se indica en la tabla 6. En el caso 

de las plántulas, el factor A corresponde al medio de cultivo con dos niveles, mientras que el 

factor B se refiere a la estimulación: control, MeJA y AS. Por otro lado, en las raíces, el factor 

A mantiene los mismos niveles, pero el factor B incluye tratamientos con CS, MYB y GUS. 

El análisis estadístico se llevó a cabo con el programa Statistical Package for the Social Sciences 

(SPSS). Los datos obtenidos correspondientes al CTA, DPPH y actividad antiinflamatoria se 

evaluaron mediante un análisis multifactorial ANOVA, seguido de una prueba de comparación 

múltiple de Tukey, asumiendo un valor de significancia de p < 0,05 para encontrar diferencias 

significativas.  

Tabla 6.  

Diseño Factorial AxB para el análisis estadístico 

Biofactorías 

(Matriz) 

Medio de cultivo 

(Factor A) 

Regulador de crecimiento 

(Factor B) 

Plántula  

MS 

Control 

MeJA 

AS 

MS S/N 

Control 

MeJA 

AS 

Raíz  

MS  

CS 

CS + MeJA 

CS + AS 

MYB 

GUS 

MS S/N 

CS 

CS + MeJA 

CS + AS 

MYB 

GUS 

Nota: Se realizo el análisis de varianza con tres respuestas experimentales: 1) Contenido total 

de antocianinas, 2) Capacidad antioxidante y 3) Actividad antiinflamatoria. Los tratamientos 

CS + MeJA y CS + AS en ambos medios se excluyeron para el análisis estadístico ya que no se 

observaron resultados óptimos para la extracción de antocianinas.  
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1.  Tratamiento de semillas previo a la obtención de plántulas in vitro de B. oleracea var. 

capitata f. rubra 

Las plántulas in vitro de col lombarda se obtuvieron a partir de semillas desinfectadas con ETOH, 

H2O y NaOCl, siguiendo el protocolo de Hasan et al. (2021) con ligeras modificaciones en los 

tiempos de desinfección. Posteriormente las semillas desinfectadas se sometieron a 6 tratamientos 

previos a la siembra, con el fin de analizar la tasa de germinación, contaminación y tiempo promedio 

de germinación; factores que se analizaron por quintuplicado en medio MS y MS S/N. 

Los factores fueron analizados diariamente durante 20 días, y se observó que el tratamiento 1 (4 °C 

en solución de AG3 500 μM) tuvo un porcentaje de germinación mayor y disminuyo la tasa de 

contaminación. (Anexo 2). Estos resultados son similares a los reportados por Hasan et al. (2021) 

quienes indican que el uso de NaOCl reduce significativamente la contaminación. 

De acuerdo con la investigación realizada por Miceli et al. (2019), el AG3 al ser una hormona clave 

en la regulación del crecimiento y desarrollo celular, desempeña un papel fundamental en diferentes 

procesos fisiológicos, tales como la germinación, elongación y diferenciación celular. Debido a que 

esta hormona promueve la activación del metabolismo interno de la semilla, favoreciendo la 

liberación de energía para que el embrión inicie su desarrollo (Johnson et al., 2023). 

Además, esta hormona juega un papel crucial en la eliminación de la dormancia en las semillas, 

como señalan Salazar et al. (2018), ya que actúa sobre los mecanismos inhibitorios que impiden 

la germinación, contribuyendo a romper las barreras físicas y químicas que bloquean el inicio del 

proceso germinativo. Un mecanismo clave que facilita este proceso es la síntesis de enzimas que 

permiten hidrolizar macromoléculas que se encuentran al interior. Según Johnson et al. (2023), 

esta acción acelera la embriogénesis al proporciona nutrientes y energía a la semilla. 

Como se observa en la figura 6 la mayor tasa de germinación fue de 84.17% y 15,83% de 

contaminación en MS, así también se obtuvieron valores muy cercanos en el tratamiento con MS 

S/N el cual fue de 82.50% de germinación y 17.50% de contaminación. Esto puede deberse a que 

los tratamientos fueron sometidos a AG3 y se ha comprobado que rompe la dormancia aumentando 

la germinación, especialmente cuando se combina con otros factores como la estratificación que es 

la exposición a bajas temperaturas. Por otro lado, en aquellos tratamientos donde no se utilizó esta 

hormona y/o se exponen a temperaturas mayores a 20 °C, el efecto AG3 sobre la tasa de 

germinación no es significativa e incluso es menor al control, lo cual se confirma en estudios 

reportados por Tuan et al. (2018). 
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La mejor tasa promedio de germinación se obtuvo en el tratamiento T1 (AG3, 4 °C) a los 7 días. 

Estudios previos, como los realizados por Kumchai et al. (2013), indican que la adición de prolina, 

un compuesto con un efecto similar al AG3, permite la germinación y formación de raíces en un 

período de 10 a 12 días. Esto sugiere que el uso de agentes con acción germinativa no solo favorece 

este proceso, sino que también induce un crecimiento más rápido y saludable de las plántulas, 

aumentando así la eficiencia en el cultivo in vitro de col morada. 

Figura 6.  

Resultados del cultivo de semillas de col morada para la obtención de plántulas 

 

Nota: Tasa de germinación en color morado, tasa de contaminación en color rojo, promedio de 

germinación en color verde.  

3.2.  Optimización de cultivos 

El AG3 según Miceli et al. (2019b) tiene un efecto sinérgico con las hormonas modulando la 

formación de raíces y promoviendo la expansión y el alargamiento celular del embrión, se evidencio 

una diferencia significativa en el crecimiento, la elongación y generación de raíces en el medio MS 

y MS S/N como se muestra en la Figura 7. 

Si bien los nutrientes benefician el crecimiento y desarrollo, la deficiencia de los mismos como 

indica Pei et al. (2024) generan estrés biótico lo que induce a la senescencia foliar y lo que a su vez 

provoca que la planta pase por una transición de asimilación a reactivación de nutrientes, siendo los 

cloroplastos los principales organelos afectados, por consecuente las hojas presentan deficiencia y 

desequilibrio interfiriendo en la acumulación de antocianinas como respuesta al estrés (Jezek et al., 

2023). 
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Investigaciones previas de Zhang et al. (2017) en A. thaliana han demostrado que durante la 

senescencia este metabolito minimiza el estrés oxidativo facilitando el transporte de nutrientes de 

hojas viejas a tejidos jóvenes, autores como Zhang et al. (2024) han identificado una acumulación 

de antocianinas en las hojas cuando se cultivan en deficiencia de N ya que está implicado en la 

regulación de genes como PAL, CHS y F3H que son parte de la ruta biosintética de las antocianinas. 

En plántulas in vitro de col, el medio MS, promovió un crecimiento promedio de 13.25 cm, debido 

a su composición rica en nutrientes, vitaminas y sales minerales los cuales favorecen la elongación 

celular y la expansión en dirección de la pared celular, lo cual resulta en un crecimiento robusto, 

como lo corroboran otros autores (Pasternak & Steinmacher, 2024). 

En el medio MS S/N donde la ausencia de N limita la síntesis proteica y de ácidos nucleicos (Maia 

et al., 2020); se observó un crecimiento y elongación celular más reducido, con un promedio de 

9.32 cm de las plántulas. Ye et al. (2022) mencionan que el N es crucial para sintetizar pigmentos 

fotosintéticos, lo que afecta de forma directa en la producción de energía y por consecuente 

afectando el tamaño de las plántulas. 

Por su parte, se ha demostrado que el MeJA inhibe la elongación reduciendo el crecimiento al 

inducir la senescencia prematura y/o limitando la división celular, de acuerdo con Major et al. 

(2017)  y Kamińska (2021) los jasmonatos exógenos suprimen la proliferación y expansión celular, 

probablemente interfiriendo con la replicación del ADN. Sin embargo, el efecto puede depender de 

la concentración empleada, en este estudio las plántulas tratadas con MeJA mostraron un 

crecimiento promedio de 2.43 cm en MS y 1.67 CM en MS S/N, lo que podría estar relacionado 

con la concentración empleada, como sugieren Lakehal & Bellini (2019) además de la deficiencia 

de nitrógeno que es un estrés adicional. 

Finalmente, aunque el efecto inhibidor de AS sobre el crecimiento no se comprende completamente 

(Müller et al., 2024). Algunos estudios reportan concentraciones elevadas de AS tienden a afectar 

la elongación celular; como indica Pasternak et al. (2019) puede conllevar a fenotipos de estatura 

atrofiada dependiendo de la especie vegetal al suprimir la división y expansión celular. Pokotylo 

et al. (2022) sugieren que las NPRs (Genes no expresivos del gen 1 relacionado con la patogénesis), 

SABPs (Proteínas de unión a AS) junto con otras hormonas, modulan la activación de genes 

relacionados con la respuesta inmune y el crecimiento de forma positiva o negativa afectando el 

desarrollo celular, lo que podría explicar los resultados obtenidos en este tratamiento, que mostraron 

un crecimiento promedio de 1.85 cm en MS y 0.94 cm en MS S/N. 
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Figura 7.  

Crecimiento (cm) de las plántulas de col lombarda en medio MS sólido 

  

Nota: Promedio de mediciones en diferentes muestras. A) Crecimiento en MS MeJA (2.5 cm), B) 

Crecimiento en MS AS (1.9 cm), C) Crecimiento en MS (13.9 cm), D) Crecimiento en MS S/N 

MeJA (1.7 cm), E) Crecimiento en MS S/N AS (1.0 cm) y F) Crecimiento en MS S/N (10.1 cm) 

3.3. Estimulación de cultivos in vitro de B. oleracea var. capitata. f. rubra 

Se obtuvieron cultivos de RT de col morada (RT) mediante la infección en explantes foliares de 

plántulas de col morada in vitro con una cepa de A. rhizogenes tipo salvaje (CS) y bacterias 

modificadas de A. rhizogenes con el factor de transcripción AtMYB12 (MYB) y el gen reportero 

GUS (GUS). Las RT fueron obtenidas entre los 15-20 días de cultivo, posteriormente se 

subcultivaron en medio MS y MS S/N suplementado con cefotaxima (500 mg/L) para su selección. 

Respecto a los explantes foliares infectados y cultivados con MeJA y AS, se excluyeron para los 

análisis posteriores debido a que no se obtuvieron RT, probablemente como sugiere Zlotorynski 

(2020) debido al estrés elevado al que fueron sometidos los explantes, provocó la senescencia foliar 

y posterior apoptosis inhibiendo la formación de RT, dicha observación resalta la importancia de 

controlar el estrés para asegurar una correcta transformación. 

Sin embargo, el trabajo realizado por Rezazadehfar et al. (2024) muestra que ciertos inductores 

de estrés como el cloruro de calcio y penconazol a una concentración <500 µM mejora la 

acumulación de metabolitos secundarios en las RT, lo que sugiere que la concentración de los 

inductores empleados en este estudio podría ser menor para futuros análisis. 
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En su mayoría las RT aisladas posterior a la infección con A. rhizogenes crecieron bajo la selección 

de cefotaxima, tras varios subcultivos durante 20 días se obtuvieron líneas radiculares transgénicas. 

Sin embargo, la formación de raíces adventicias vario respecto al medio, como se ha mencionado 

anteriormente debido a la deficiencia de nitrógeno, en el caso de las raíces obtenidas en MS se 

lograron observar nodulaciones y varias ramificaciones, mientras que en MS S/N las ramificaciones 

era apenas visibles como se aprecia en la figura 8. 

Figura 8.  

Raíces transformadas de col morada con A. rhizogenes en los diferentes medios 

 

Nota: Raíces transformadas en los medios de cultivo a 40X. A) Raíces transformadas obtenidas en 

medio MS S/N y B) Raíces transformadas obtenidas en medio MS. 

Una vez retirado el antibiótico, se extrajo el ADN genómico de las RT para confirmar la 

transformación mediante PCR como se muestra en la figura 9. La ausencia de los genes virD 

permitió determinar la correcta eficiencia y eliminación de colonias de Agrobacterium en el cultivo 

vegetal, la presencia de genes rolC indica la proliferación de RT por acción de Agrobacterium  

(Bulgakov, 2008) y finalmente se comprobó la correcta inserción del gen factor de transcripción 

AtMYB12 y el gen GUS como control negativo de la transformación genética (Wu et al. 2024). 

Figura 9.  

Análisis PCR del ADN genómico de raíces transformadas de col morada con A. rhizogenes 

 

Nota: Análisis de los amplicones correspondientes donde A) MS + MYB, B) MS + GUS, C) MS 

+ CS , D) MS S/N + MYB E) MS S/N + CS y F) MS S/N GUS  
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3.4. Análisis de la concentración relativa de antocianidinas 

Las antocianidinas como expresa Mattioli et al. (2020) son los principales precursores de 

antocianinas siendo el 50% derivados de cianidina (Cya), 12% de Pelargonidina (Pg), 12 % de 

Delfinidina (Dfl), 12 % de Petunidina (Ptn), 7% de Peonidina (Pnd) y 7% de Malvidina (Mvd) (Lu 

et al., 2024), por lo cual se analizó la distribución en las diferentes condiciones experimentales del 

cultivo in vitro de col morada a los 60 días de cultivo (Anexo 3). 

De forma general se observa una variación significativa respecto a la cantidad total como la 

composición relativa de cada antocianidina en los diferentes tratamientos, siendo Cya la más alta, 

lo que se relaciona con lo reportado en la bibliografía. Stoica et al. (2023) menciona que más del 

50% de antocianinas presentes en la col derivan de la cianidina-3-o-glucósido tales como los ácidos 

sinápico, cafeico, ferúlico y p-cumárico (Fenger et al., 2019). 

Por el contrario, las antocianidinas con menor proporción en todos los medios fueron Mvd y Ptn, 

lo cual puede estar relacionado con la baja actividad enzimática de metiltransferasas que permiten 

su producción a partir de la metilación de cianidina (Cappellini et al., 2021), de igual forma sucede 

con Pg, Dfl y Ptn como indican Dong & Lin (2021) posiblemente por una disponibilidad baja de 

sus precursores como son el dihidrokaempferol y dihidroquercetina. 

En la figura 10 se observa que la Cya se destaca como el compuesto predominante en todas las 

condiciones experimentales. En el caso de las plántulas cultivadas con MS S/N presentaron niveles 

más altos de antocianidinas: 22.84 mg/g de Cya, 5.76 mg/g de Pg y 3.19 mg/g de Mvd debido a la 

deficiencia de nitrógeno que activa señales de defensa frente al estrés por déficit nutricional lo que 

ayuda a la acumulación de estos compuestos en las hojas y raíces. 

Por el contrario, el medio MS no facilito la acumulación de antocianinas donde se obtuvieron 

valores de 15.03 mg/g Cya, 4.44 mg/g Dfl y 2.30 Mvd siendo los mismos menores a los encontrados 

en el repollo comercial; 20.23 mg/g Cya, 4.95 Dfl y 2.84 Mvd. En el resto de los tratamientos el 

total de antocianidinas analizadas fue menor a 35 mg/g. 

Por otro lado, en las RT la concentración relativa de antocianinas es mayor en los tratamientos 

donde se introdujo el factor MYB con los cuales se obtuvo 27.85 mg/g en MS y 21.31 mg/g en MS 

S/N, según Song et al. (2018) esta concentración podría estar relacionada directamente con la 

activación y/o regulación de EBG y LBG un mecanismo activado por el factor MYB que regula 

positivamente la expresión de genes que codifican enzimas esenciales de la ruta de los 

fenilpropanoides. 
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Figura 10.  

Concentración relativa de las diferentes antocianidinas presentes en los extractos a diferentes 

condiciones experimentales 

 

Nota: Concentración de antocianidinas promedio de plántulas y RT de col morada expresadas en 

términos de Cya-3-glu en mg por cada 100 g de material vegetal. 

El mapa de calor presentado en la figura 11, basado en las concentraciones de antocianidinas, 

evidencia diferencias claras en la acumulación relativa. Los tonos azules representan bajas 

concentraciones, mientras que el rojo intenso indica altas concentraciones, proporcionando una 

representación visual nítida de los perfiles de antocianidinas entre las muestras. 

El tratamiento MS MYB muestra un tono rojo intenso, lo que indica una concentración 

significativamente mayor de cianidina. Por otro lado, las muestras del tratamiento MS S/N también 

presentan concentraciones altas, aunque son inferiores a las de MS MYB. Esto sugiere que el gen 

MYB combinado con el medio MS, potencia la síntesis de antocianinas al activar genes clave en la 

ruta de los fenilpropanoides. Asimismo, la eliminación de nitratos por sí sola favorece la 

acumulación, aunque en menor medida. 

En el caso de los reguladores de crecimiento, el MeJA incrementa ligeramente los niveles de 

antocianidinas lo que concuerda con su papel como regulador en condiciones de estrés. Finalmente, 

los tratamientos MS, GUS, CS y AS muestran tonos cercanos al cero, lo que indica que estas 

condiciones no tienen un impacto significativo, a diferencia de los tratamientos anteriormente 

mencionadas. 
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Figura 11.  

Mapa de calor de la acumulación relativa de antocianidinas en diferentes condiciones 

experimentales 

 

Nota: Los colores representan la acumulación relativa de antocianinas en función de la intensidad; 

rojo (alta acumulación), azul (baja acumulación). Las condiciones evaluadas incluyen tratamientos 

respecto a la composición del medio y el estimulador utilizado. 

3.5.  Análisis del contendido total de antocianinas 

Los resultados obtenidos en las plántulas in vitro de col lombarda muestran que cuando se emplea 

las dos composiciones de medio MS y MS S/N, la deficiencia de Nitrógeno (N) influye en la 

producción de antocianinas, lo cual se puede analizar en la Figura 12. En MS S/N se obtuvo un 

valor mayor de CTA de 44.75 mg Cya-3-glu/100g, en contraste al del medio MS, donde el valor 

fue de 30,12 mg Cya-3-glu/100g, por consecuente se demostró que la deficiencia de nitrógeno 

influye considerablemente en la acumulación de este metabolito. 
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En los medios de cultivo se emplean nitratos (NO3
-) y amonio (NH4

+) formas asimilables para las 

plantas como fuente de N, por ende, en el medio MS S/N se acumulan metabolitos secundarios 

como las antocianinas debido al estrés; por su parte Meng et al. (2020) menciona que utilizar 

nitrógeno libre de amonio a bajas concentraciones es mejor para la acumulación de antocianinas.  

De igual forma, se utilizaron reguladores de crecimiento como el MeJA y AS, mismos que se 

colocaron en el medio a una concentración final de 500 µM (Phillips & Garda, 2019). Según Naik 

& Al-Khayri (2016) estas fitohormonas inducen la resistencia sistémica adquirida, lo que coindice 

con la acumulación de antocianinas como respuesta al estrés biótico, dado que están involucradas 

en las vías de señalización de defensa. Además de ser estimuladores de crecimiento en determinadas 

especies y según la concentración empleada (Yang et al., 2019).  

Los resultados muestran que el MeJA indujo una mayor acumulación de antocianinas en ambos 

medios, con concentraciones de 32.90 mg/g en MS y 23.91 mg/g en MS S/N. En contraste, las 

muestras tratadas con AS mostraron una menor acumulación: 29.73 mg/g en MS y 19.80 mg/g en 

MS S/N. Esta diferencia puede estar relacionada con el mecanismo de acción de cada fitohormona 

y como afectan la ruta de los fenilpropanoides en cada medio. 

Figura 12.  

Contenido Total de Antocianinas (CTA)  en los extractos a diferentes condiciones experimentales 

 

Nota: Contenido total de antocianinas promedio de plántulas y RT de col morada expresadas en 

términos de Cya-3-glu en mg por cada 100 g de material vegetal 
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Si bien ambas fitohormonas actúan en la ruta de los fenilpropanoides, la diferencia radica en su 

mecanismo de acción (Belwal et al., 2020b). El MeJA activa la ruta al inducir la expresión de genes 

clave para la expresión de CHS, DFR, F3H y UFGT  (Wang et al., 2019) , lo cual en lugar de ser 

un regulador del crecimiento se evidencio que actúa como un inductor del estrés, lo que favorece 

la biosíntesis de antocianinas A su vez este proceso se ve facilitado por la degradación de proteínas 

JAZ (JA-ZIM) lo que permite liberar el complejo MYB-bHLH y por ende promoviendo la 

acumulación de metabolitos secundarios en las plantas (An et al., 2021), este mecanismo podría 

explicar el por qué existe una mayor acumulación de antocianinas en las muestras tratadas con 

MeJA. 

Por otro lado, el AS, regula la inmunidad al activar líneas de defensa contra patógenos biotróficos 

y semibiotróficos. Aunque también permite acumular metabolitos secundarios como expresa Shi et 

al. (2023b); sin embargo, su efecto depende de la interacción con otras vías de señalización; razón 

por la cual la concentración en ambos medios es menor a las muestras tratadas con MeJA (Pacheco 

& Gorni, 2021)  

3.6. Análisis de la capacidad antioxidante 

El análisis DPPH realizado con el extracto de antocianas mostró diferencias entre las condiciones 

experimentales como se observa en la figura 13, teniendo como referencia al repollo con un valor 

de 62.71%; resultados similares a los reportados en el trabajo de Vasugi (2018) quién obtuvo 59.55 

± 4.17% en la misma especie vegetal, pero utilizando polvo de col lombarda. Por consecuente se 

puede inferir que utilizar el material vegetal fresco permite una mejor extracción con solventes 

orgánicos, por consecuente las muestras tratadas con MYB mostraron un aumento en la actividad 

antioxidante.   

Respecto a los análisis con las antocianinas extraídas de plántulas, se obtuvo una capacidad 

antioxidante de 44.53% en MS y 65.00% en MS S/N, valores similares a los reportados por Sharma 

& Kumar (2011) analizados con extracto etanólico de R. ellipticus en diferentes medios dando 

resultados de 35.10% y 60.85% lo que sugiere que la extracción etanólica es mejor que la 

metanólica en la col morada.  

En el caso del tratamiento con MeJA la actividad disminuyó a 46.84% en MS y 33.49% en MS S/N 

sugiriendo que el metabolismo priorizó la producción de otros compuestos como los alcaloides 

(Chavan et al., 2021), de manera similar el AS también redujo la actividad a 42.59% en MS y 

30.13% en MS S/N probablemente producto de la señalización de defensa para producir 

compuestos y/o proteínas antimicrobianas por encima de la producción de compuestos bioactivos 

con poder antioxidante (Munim Twaij et al., 2019).  
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En contraste, el análisis de DPPH realizado con el extracto de antocianinas de RT con MYB 

evidenció un porcentaje mayor de 72,10% en MS y 69.50% en MS S/N; estudios similares 

reportados por Nguyen et al. (2024) en RT de Agastache rugosa presentaron alrededor del 90% de 

capacidad antioxidante; sin embargo, los datos difieren debido a la especie vegetal utilizada 

Por su parte las muestras donde se introdujo el gen GUS dieron como resultado actividades 

antioxidantes bajas similares a las plántulas sin estímulos; 33.49 % en MS y 59.07% en MS S/N; lo 

que indica que su presencia no afectó directamente a la síntesis de antocianas, de forma similar 

sucede con las muestras tratadas con CS indicando que el vector de infección bacteriana no influyó 

en los resultados obtenidos, ya que en ambos casos no existe una acumulación anormal del 

metabolito. 

Figura 13.  

Capacidad antioxidante por el método DPPH 

 

Nota: Se presenta el promedio de la capacidad antioxidante con aleatoriedad en las muestras  

3.7.  Análisis de la actividad antiinflamatoria 
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antiinflamatoria significativa. El diclofenaco sódico, un antiinflamatorio no esteroide (AINE) de 
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Estos resultados coinciden con estudios previos como el de Saeed et al. (2024) quienes reportaron 

inhibiciones similares con extractos metanólicos (76 ± 0.13%) y etanólicos (78 ± 0.5%) de Carissa 

carandas. Por el contrario, los tratamientos con MeJA y AS mostraron una menor inhibición a la 

mayor concentración (<50%), lo que indica que los reguladores de crecimiento pueden influir 

negativamente en las vías que regulan la actividad biológica de compuestos bioactivos. 

Los resultados también demostraron un claro efecto dosis – dependiente, con una disminución en 

la inhibición a medida que disminuye la concentración del extracto; este comportamiento puede 

estar relacionado con la pureza de los extractos ya que, como indica Shen et al. (2025) las 

diluciones pueden reducir la actividad biológica de los compuestos presentes en la muestra.  

Figura 14.  

Actividad antiinflamatoria a diferentes concentraciones 

 

Nota: Se presenta el porcentaje de inhibición de la desnaturalización de la ovoalbúmina promedio 

con aleatoriedad en las muestras a diferentes concentraciones  
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Como se observa en la figura 15 la interacción entre los factores destaca que el efecto del 

estimulador depende principalmente de la disponibilidad de nutrientes en el medio, específicamente 

del nitrógeno. 

Los resultados muestran que el medio MS S/N es óptimo para obtener un mayor CTA en las 

plántulas, mientras los estimuladores muestran una mayor efectividad en el medio MS, lo que 

sugiere que el nitrógeno es esencial para que los estimuladores sean efectivos. Por el contrario, en 

las raíces el medio MS y MYB producen un contenido mayor de antocianinas, pese a que el medio 

MS S/N y MYB también permite un CTA alto, sin embrago su incidencia es menor. Finalmente, el 

gen GUS no presenta diferencias significativas respecto al control. 

Figura 15. 

Medias marginales del contenido total de antocianinas del ANOVA de diseño factorial AxB 

 

Nota: Los valores representan las medias ajustadas del contenido total de antocianinas en función 

de los niveles de los factores medio de cultivo y estimulador. Los análisis fueron realizados en SPSS 

y se utilizó un modelo de efectos principales 

Los resultados de la capacidad antioxidante presentados en la figura 16 muestran que las 

antocianinas extraídas de las plántulas cultivadas en el medio MS S/N presentan mejor actividad 

biológica, mientras que las interacciones entre el medio y el estimulador disminuyen esta capacidad, 

respecto al medio MS no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05). Por su parte en las RT 

aquellas con el factor MYB presentaron una mejor capacidad cuando se combinan con el medio 

MS pese a que la diferencia con el medio MS S/N no es significativa; lo que sugiere que la 

estimulación con MYB tiene un efecto similar en ambos medios. 
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Figura 16.  

Medias marginales de la capacidad antioxidante del ANOVA de diseño factorial AxB 

 

Nota: Los valores representan las medias ajustadas de la capacidad antioxidantes en función de los 

niveles de los factores medio de cultivo y estimulador. Los análisis fueron realizados en SPSS y se 

utilizó un modelo de efectos principales. 

Respecto a la actividad antiinflamatoria de las antocianinas extraídas de las plántulas como se 

observa en la figura 17, muestra diferencias significativas respecto al medio de donde se obtuvieron 

siendo mayor cuando se cultivan en MS S/N. Mientras que, las interacciones entre el medio y el 

estimulador, si bien muestran diferencias significativas, la inhibición obtenida es casi similar. Por 

otro lado, en las raíces transformadas se observa que la actividad biológica de las antocianinas varía 

respecto al medio en las que se obtuvieron, afectando a la actividad antiinflamatoria e indicando 

que es más significativa en las antocianinas producidas en el medio MS. 

Figura 17.  

Medias marginales de la actividad antiinflamatoria del ANOVA de diseño factorial AxB 

 

Nota: . Los valores representan las medias ajustadas de la actividad antiinflamatoria en función de 

los niveles de los factores medio de cultivo y estimulador. Los análisis fueron realizados en SPSS 

y se utilizó un modelo de efectos principales. 
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Finalmente,  se realizó una prueba post hoc de Tukey para analizar las diferencias significativas, 

donde se observó que la capacidad antioxidante en plántulas respecto a los reguladores de 

crecimiento no difiere significativamente entre sí, aunque ambos difieren del control; reflejando 

valores de significancia mayores a 0.05 ( p value > 0.119) y un error cuadrático de 7.982 que refleja 

la variabilidad entre las medias, la prueba post hoc se reporta en el anexo 6 
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CAPÍTULO IV 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1. Conclusiones 

• El tratamiento más efectivo para establecer plántulas de col morada fue el tratamiento 1 en el 

cual las semillas fueron sumergidas en una solución de AG3 a 4°C posterior a la desinfección, 

logrando una tasa de germinación promedio del 83% en ambos medios, favoreciendo la ruptura 

de la dormancia y reduciendo significativamente el tiempo de germinación y obteniendo 

plántulas a los 7 días. 

• En la optimización de cultivos se observó que el medio MS promovió un mayor crecimiento y 

elongación (> 13 cm) en comparación con el medio MS S/N (< 10 cm), que indujo la atrofia 

celular debido a la deficiencia de nitrógeno e inhibiendo el crecimiento y la elongación de los 

haces vasculares, tanto en plántulas como en las raíces transformadas. 

• En cuanto a los reguladores de crecimiento; se encontró que concentraciones altas de MeJA y 

AS tuvieron un efecto más relacionado con la inducción de estrés que con la regulación de 

crecimiento, mostrando efectos similares a los de la deficiencia de nitrógeno. En las plántulas 

estos reguladores redujeron el crecimiento considerablemente mientras que en las raíces 

transformadas lo inhibieron parcial o totalmente. En cambio, AtMYB12 como factor de 

transcripción promovió la formación de raíces transformadas robustas con una mayor presencia 

de ramificaciones en MS en comparación con las raíces cultivadas en MS S/N. 

• La cianidina resultó ser la antocianidina predominante (~ 50%) en todas las condiciones 

experimentales. La deficiencia de nitrógeno en el medio favoreció la acumulación de 

antocianinas en las plántulas debido al estrés, alcanzando un total de 45.07 mg Cya-3-glu/100 

g. Por otro lado, en las raíces transformadas se confirmó la influencia del factor MYB en la ruta 

de los fenilpropanoides incrementando la biosíntesis de antocianinas lo que resultó en un 

contenido total de antocianinas de 49.49 mg Cya-3-glu/100 g; un 9.8% más que en las plántulas 

demostrando el potencial uso de la transformación genética para acumular metabolitos 

secundarios. 

• En los análisis de capacidad antioxidante los extractos de raíces transformadas mostraron una 

mayor eficiencia en comparación con las plántulas, destacando el efecto positivo del factor 

MYB en la biosíntesis de compuestos bioactivos donde se obtuvo 72.10%, a diferencia del 

extracto de plántulas cultivadas en MS S/N donde la capacidad antioxidante fue del 65%. 
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• De manera similar la actividad antiinflamatoria fue mayor en los extractos de raíces 

transformadas con MYB alcanzando una inhibición del 79.4% a una concentración de 

antocianinas de 1000 µg/mL mientras que el extracto obtenido de las plántulas en medio MS 

S/N fue del 76,49%. Aunque la diferencia no fue significativa, los resultados sugieren el 

potencial uso de los extractos obtenidos de cultivos in vitro como potenciales agentes naturales 

antioxidantes y antiinflamatorios. 

• En términos generales se puede concluir que el uso de biofactorías vegetales ya sea plántulas o 

raíces transformadas genéticamente con factores de transcripción, podrían representar una 

alternativa viable para la producción de antocianinas a escala industrial.  

4.2. Recomendaciones 

- Realizar estudios con diferentes concentraciones menores a 500 µM de MeJA y AS con 

la finalidad de determinar los umbrales de concentración que inducen estrés sin 

comprometer el crecimiento de las plántulas y raíces, evaluando su impacto sobre el 

crecimiento, biosíntesis de metabolitos secundarios puntuales que interviene en la ruta de 

la producción de antocianinas y actividades biológicas de estos extractos. 

- Complementar este estudio con un perfil detallado de los metabolitos secundarios 

presentes en las muestras como flavonoides, ácidos fenólicos, terpenoides, ácidos grasos 

entre otros compuestos bioactivos, además de confirmar los tipos de antocianinas 

presentes en los extractos mediante técnicas más precisas como HPLC-MS 

- Para complementar el perfil de compuestos bioactivos presentes en la col morada se 

debería realizar un estudio metabolómico no dirigido mediante resonancia magnética 

nuclear (RMN) , para obtener una visión más detallada de las interacciones metabólicas. 

- Evaluar la actividad antiinflamatoria con pruebas más precisas como la inhibición de la 

producción de citoquinas o investigar la reducción de genes proinflamatorios como COX-

2 en líneas celulares control, además de considerar estudios in vivo en modelos animales 

para comprender de mejor manera los mecanismos de acción de las antocianinas en 

condiciones fisiológicas reales. 
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ANEXOS 

Anexo 1.  Composiciones de los medios MS y MS S/N 

Tabla 7.  

Descripción de los componentes inorgánicos y orgánicos para un litro (L) de medio MS completo 

Componentes Inorgánicos Componentes Orgánicos  

Macronutrientes Vitaminas 

KNO3 1900 Piridoxina HCl 0.50 

CaCl2‧2H2O 440 Ácido Nicotínico 0.50 

MgSO4‧7H2O 370 Tiamina HCl 0.10 

NH4NO3 1650 Glicina 2.00 

KH2PO4 170 
  

Micronutrientes Otros 

KI 0.83 Sucrosa 30 g/L 

H3BO3 6.20 Mionositol 100 

MnSO4‧H2O 22.30 Phytagel 2.7 g/L 

ZnSO4‧7H2O 8.60 
  

Na2MoO4‧2H2O 0.25 
  

FeSO4‧7H2O 27.80   

Na2EDTA‧2H2O 37.30   

CuSO4‧5H2O 0.025 pH 

CoCl2‧6H2O 0.025 5.8 ± 0.2  

 

Nota: Todas las cantidades se encuentran expresadas en mg/L 
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Tabla 8.  

Descripción de los componentes inorgánicos y orgánicos para un litro (L) de medio MS libre de 

nitratos 

Componentes Inorgánicos Componentes Orgánicos  

Macronutrientes Vitaminas 

KCl 709.91 Piridoxina HCl 0.50 

CaCl2 332.20 Ácido Nicotínico 0.50 

MgSO4 180.70 Tiamina HCl 0.10 

K2SO4 1637.89 
  

KH2PO4 170.00 
  

Micronutrientes Otros 

KI 0.830 Sucrosa 30 g/L 

KCl 709.91 Mionositol 100 

H3BO3 6.200 Phytagel 2.7 g/L 

ZnSO4‧7H2O 8.600   

MnSO4‧H2O 16.900 
  

Na2MoO4‧2H2O 0.250 
  

FeSO4‧7H2O 27.80   

Na2EDTA‧2H2O 37.26   

CuSO4‧5H2O 0.025 pH 

CoCl2‧6H2O 0.025  5.8 ± 0.2  

 

Nota: Todas las cantidades se encuentran expresadas en mg/L 
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Anexo 2. Resultados de los tratamientos post-desinfección 

Tabla 9.  

Tratamientos de semillas para la obtención de plántulas de col lombarda 

Resultados Medio 

Tratamiento 

AG3 

4 °C 

AG3 

25 °C 

AG3 

-20 °C 

Luz  

25 °C 

Oscuridad 

25 °C 
Control 

Tasa de 

germinación 

MS 84,17% 69,17% 75,00% 58,33% 65,00% 73,33% 

MS S/N 82,50% 67,50% 73,33% 55,83% 63,33% 71,67% 

Tasa de 

contaminación 

MS 15,83% 30,83% 25,00% 41,67% 35,00% 26,67% 

MS S/N 17,50% 32,50% 26,67% 44,17% 36,67% 28,33% 

Promedio de 

germinación 

MS 7,21 8,46 9,24 7,46 8,02 8,94 

MS S/N 7,82 9,01 9,86 8,21 8,65 9,30 

 

Nota. Promedio de germinación, contaminación y tiempo analizados por quintuplicado en 30 semillas 

por cada tratamiento en cada medio. 
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Anexo 3. Resultados de la concentración relativa de antocianidinas 

Tabla 10.  

Concentración de las diferentes antocianidinas presentes en los extractos de los medios empleados y 

su total 

Antocianina Cya Pnd Pg Dfl Ptn Mvd Total 

REPOLLO 20,23 4,86 4,88 4,95 2,73 2,84 40,49 

MS 15,03 3,40 3,65 3,53 2,23 2,17 30,02 

MS MEJA 16,36 4,36 4,24 4,40 2,15 2,30 33,82 

MS AS 14,67 3,38 3,51 3,42 2,05 2,11 29,14 

MS S/N 22,84 5,18 5,76 5,59 3,15 3,19 45,71 

MS S/N MEJA 10,12 2,76 2,59 2,55 1,32 1,94 21,27 

MS S/N AS 9,00 2,23 2,11 2,19 1,17 1,69 18,39 

MS CS 11,81 2,67 2,65 2,73 1,29 1,52 22,69 

MS MYB 27,85 6,70 6,66 6,55 3,97 3,84 55,57 

MS GUS 14,34 3,36 3,44 3,32 2,07 1,82 28,35 

MS S/N CS 16,03 3,86 3,59 3,74 2,28 2,13 31,62 

MS S/N MYB 21,31 5,01 5,05 4,97 2,96 3,13 42,44 

MS S/N GUS 17,47 4,15 4,20 4,38 2,23 2,28 34,71 

 

 

Nota: Todos los valores son el promedio de tres réplicas y se encuentran expresados en mg de Cya-3-

glu por cada 100 g de material vegetal utilizado. 
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Anexo 4. ANOVA del diseño factorial con dos factores en plántulas 

Tabla 11.  

Análisis de la varianza del contenido total de antocianinas, capacidad antioxidante y actividad 

antiinflamatoria del extracto de antocianinas de plántulas 
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Anexo 5. ANOVA del diseño factorial con dos factores en raíces transformadas 

Tabla 12.  

Análisis de la varianza del contenido total de antocianinas, capacidad antioxidante y actividad 

antiinflamatoria del extracto de antocianinas de las raíces transformadas 
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Anexo 6.  Pruebas post hoc con análisis estadístico HSD de Tukey 

Tabla 13.  

Análisis estadísticos de los tratamientos mediante prueba de Tukey 

 
Nota: Los valores promedios representan la influencia de los factores en las respuestas experimentales. 

Se realizaron comparaciones de medias utilizando la prueba HSD de Tukey (α=0.05). Las letras en los 

subconjuntos homogéneos de la capacidad antioxidante en plántulas indican que no hay diferencias 

significativas entre AS y MeJA (p>0.05). Los datos están basados en medias observadas, con un error 

cuadrático medio de 7.982. 
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