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Establecimiento in vitro de granadilla sil_\{estre (Passiflora foetida L.) a partir de yemas
axilares

In vitro establishment of wild passion fruit (Passiflora foetida L.) from axillary buds

Angel David Hernandez Amasifuen’, Alexis Arglielles Curaca', Anthony Apolinario Cortez Lazaro', Hermila Belba Diaz Pillasca'’

RESUMEN

Objetivo: Establcer in vitro a la granadilla silvestre (Passiflora foetida L.) a partir de yemas axilares. Material y Métodos: El
material vegetal fue seleccionado de invernadero y se le realizo un proceso de desinfeccion a difentes porcentajes de hipoclorito de
sodio (0, 0.5, 1, 1.5y 2%), luego cada explantes fue colocado en envases de plastico conteniendo medio Murashige y Skoog (MS) a
diferentes concentraciones de las sales bases (100, 75, 50 y 25%). Resultados: Los resultados obtenidos mostraron que al
emplear Hipoclorito de Sodio a partir del 1% se presenta menor porcentaje de contaminacion. Mientras tanto en la concentracion de
sales MS no se encontré diferencia significativa en la formacion de brotes y longitud entre los tratamientos al 100, 75 y 50%.
Conclusion: Se logré el establecimiento in vitro a la granadilla silvestre (Passiflora foetida L.) a partir de yemas axilares.
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ABSTRACT

Objective: Establish in vitro the wild granadilla (Passiflora foetida L.) from axillary buds. Material and Methods: The plant material
was selected from the greenhouse and a disinfection process was carried out at different percentages of sodium hypochlorite (0,
0.5, 1, 1.5 and 2%), then each explant was placed in plastic containers containing Murashige and Skoog medium ( MS) at different
concentrations of the base salts (100, 75, 50 and 25%). Results: The results obtained showed that when using Sodium Hypochlorite
from 1%, there is a lower percentage of contamination. Meanwhile, in the concentration of MS salts there was no significant
difference in the formation of shoots and length between treatments at 100, 75 and 50%. Conclusion: In vitro establishment of wild
granadilla (Passiflora foetida L.) was obtained from axillary buds.
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INTRODUCCION

El género Passiflora es el mas importante dentro de la
familia Passifloraceae, por presentar gran valor
economico y tambien por ser usada en la medicina
tradicional. Su mayor caracteristica son sus frutos
comestibles, siendo los mas conocidos a nivel mundial el
maracuya, lagranadilla (Avilan etal., 1992).

También en la costa peruana se ha descrito a la
granadilla silvestre o granadilla de culebra (Passiflora
foetida L.). Es una hierba trepadora con zarcillos, y las
flores son de color blanco a crema palidoy de 5a6 cmde
diametro con bracteas pinnatifidas de 2 a 4 veces en la
base. La planta generalmente esta dispersa, crece en
matorrales y lechos de rios y suelos de bosques secos.
Ademas se presentan productos naturales derivados de
plantas como los flavonoides, terpenos y alcaloides han
recibido una atencién considerable en los ultimos afios
debido a su método respetuoso con el medio ambiente
para curar dolencias (Park, 2018).

Debido a las importantes propiedades medicinales de
esta planta, se podrian aplicar herramientas
biotecnolégicas como vienen siendo las técnicas de
cultivo de células y tejidos vegetales para la rapida y
masiva propagacion de plantas valiosas medicinales y
econdmicas (Shekhawat et al. 2015); asi mismo provee
ADN para estudios moleculares, plantulas para estudios
ecolbgicos y material para usos econémicos. Entre estas
técnicas se encuentran la micropropagacion,
embriogénesis somatica, organogénesis y
criopreservacion (Sarasan etal., 2006).

En el empleo de tejidos vegetales in vitro se aprovecha al
maximo la totipotencia de las células vegetales para
formar nuevos tejidos e inclusos individuos a partir de
una sola celula en acelerada multiplicacién, como
pueden otras células recuperar su condicién

meristematica.

Por lo tanto se necesita de un explante inicial a partir de
una planta madre adecuada, el cual sera previsto de los
nutrientes, fuentes de carbono, vitaminas y hormonas
vegetales necesarias para la formacién de brotes y/o
raices (Barnicoat et al., 2011) Se debe tener en
consideracion que el explante inicial puede ser cualquier
parte de una planta, desde yema hasta una antera o
microspora (Hernandez y Diaz, 2019), pero la respuesta
morfogenética deseada dependera de la especie,
explante y composicién del medio de cultivo,
considerando que todo ademas estara regulado por el
balance hormonal propio y por el estado fisiologico del
organo, tejido o célula puesta en cultivo (Segretin, 2006).

Por lo tanto en la busqueda de medios de conservacion y
multiplicacion de especie silvestres con importancia y
valoracion a futuro se considera la aplicacion de técnicas
de cultivo de tejidos vegetales in vitro, de esta manera el
presente trabajo de investigaicon presenta como objetivo
establcer in vitro a la granadilla silvestre (Passiflora
foetida L.) a partir de yemas axilares.

MATERIALY METODOS

La presente investigacion se llevd a cabo en las
instalaciones del laboratorio de Biotecnologia Vegetal de
la Escuela Profesional de Biologia con mencion en
Biotecnologia, ubicado en la Universidad Nacional José
Faustino Sanchez Carrion, Huacho, Lima, Peru. Asi
mismo el material vegetal de la especie Passiflora foetida
L. fue seleccionado del invernadero perteneciente al
laboratorio de Biotecnologia vegetal.

Las muestras vegetales fueron colectadas vy
seleccionadas de 3 a4 nudos con unlargode 10 a20 cm.
Una vez cortados, los explantes se lavaron con agua
destilada con una gota de “Ayudin Actibacterial” durante
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5 minutos y a la vez fueron cepilladas suavemente.
Posteriormente se sumergieron en una solucion de
alcohol al 70% por 60 segundos, luego se trasladé a la
camara de flujo laminar para continuar con la
desinfeccidén de los explantes, luego se sumergié en
distintas soluciones de hipoclorito de sodio (NaClO) para
determinar el porcentaje con mayor poder de
desinfeccién y menor dafio en el tejido vegetal, las
concentraciones de las soluciones de hipoclorito de
sodio fueron al 0; 0,5; 1; 1,5y 2%, y se pusieron en
contacto durante 10 minutos y se continué con tres
enjuagues en agua destilada estéril. Posteriormente los
explantes se enjuagaron y colocaron sobre papel filtro
estéril para realizar los cortes los extremos, y luego se

Tabla1.

introdujo un explante en un envase de plastico con medio
de cultivo MS.

El medio de cultivo MS, consistio en sales descritas por
Murashige y Skoog (1962), las cuales fueron divididas en
tratamientos para determinar las concentraciones
optimas para el establecimiento in vitro de la grandilla
silvestre (Tabla 1). Luego se ajustado a un pH de 5,8, y
los medios fueron llevados al autoclave para su
esterilizacion a presion de 1,2 Bar con temperatura de
121° C durante 20 minutos.

Tratamientos del medio de cultivo invitro para explantes de Passiflora foetida L.

Concentracion

Agar agar Tiamina

' Mioinositol

Tratamiento de MS (%) Sacarosa (g/L) (g/L) HCI(mg/L) I(|*r|1g/LI)
T1 100 25 7 0,1 100
T3 50 25 7 0,1 100
T4 25 o5 7 0,1 100

Los explantes se mantuvieron en camara de crecimiento
a una temperatura de 25° C, 75% de humedad y 1500
Lux, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de
oscuridad.

El disefio experimental fue al azar con 15 envases de
plastico por tratamiento conteniendo cada uno de ellos
un explante de granadilla silvestre. Durante el
experimento se realizé la evaluacion de contaminacion
(%), necrosis u oxidacién (%) y explantes que
sobrevivieron (%). En la determinacién del porcentaje
del MS se evalu6 longitud, niumero de hojas y
enraizamiento. Se empled el paquete estadistico
agricolae del software libre R version 3.6.1, donde se
procesaron los datos mediante Analisis de Varianza

Tabla 2

(ANOVA) y Tukey (p < 0.05) para la comparacion de
medias.

RESULTADOS

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos de la
evaluacion del efecto del hipoclorito de sodio en la
desinfeccion los explantes de granadilla silvestres, la
cual se realizd alos diez dias posterior a la introduccion in
vitro. Los mejores resultados de desinfeccién se
obtuvieron a partir del empleo del hipoclorito de sodio al
1%, pero a medida que incrementan las concentraciones
se produce oxidacion de los explantes.

Efecto del hipoclorito de sodio en la desinfeccion de los explantes de Passiflora foetida L.

Tratamiento NaClO Contaminacion Oxidacién Sobrevivencia
(%) (%) (%) (%)
1 0 92 a Oc 8e
2 0,5 39b Oc 61c
3 1 7c Oc 93 a
4 1.5 0d 12b 88 b
5 2 0d 54 a 46d

Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey p < 0,05).
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De los resultados obtenidos en la determinacion de la
concentracion del medio MS para granadilla silvestre
(Tabla 3), no se presento diferencia significativa entre los
tratamientos T1, T2 y T3. Por lo que se puede emplear el
medio MS desde una concentracion al 50% para
considerar como posible ahorro de costos.

Se realiz6 ademas observaciones semanales para
apreciar los posibles cambios morfolégicos que tendrian

los explantes, de esta manera transcurrida la primera
semana del cultivo se observé el crecimiento de los
primeros brotes, al pasar los 14 dias se dio el incremento
del tamafo de las hojas (Figura 1A), mientras que a los
21 dias mayor longitud en los explantes (Figura 1B). A
partir de la tercera semana se presentaron mayor
numero de hojas (Figura 2A) mientras que a la cuarta
semana presentaron un promedio de 6 hojas por
explante (Figura 2B).

Tabla 3
Efecto de concentracion de MS en explantes de Passiflora foetida L.
Promedio de Promedio de N° Promedio de
Tratamiento  longitud de brotes de hojas por explantes
(mm) explante enraizados
T 42,4 a 53a 11,2a
T2 41,7 a 52a 9,8b
T3 41,4 a 41b 95b
T4 19,7 b 26¢c 47 c

Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey p < 0,05).

Figura 1 Brotes de Passiflora foetida L. a los 14 dias (A) y a los 21 dias (B) del establecimiento in vitro.

Figura 2 Medios con Passiflora foetida L. a los 28 dias (A) y a los 35 dias (B).
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DISCUSION

El método de desinfeccion para Passiflora foetida L. con
hipoclorito de sodio al 1% permiti6 obtener mayor
porcentaje de sobrevivencia (93%), presentando mayor
sobrevivencia en comparacion a los resultados
obtenidos por otros autores en distintas especies de
Passiflora, como Otahola y Diaz (2010), quienes
obtuvieron 78,67% y 66,67 % de sobrevivencia a partir de
yemas laterales de P. edulis y P. quandragularis
respectivamente, experimento en el cual emplearon
hiplocorito de sodio al 1,25% durante 20 minutos.
Mientras que Hernandez et al. (2018), obtuvieron 86% de
sobrevivencia a partir de yemas axilares de P. edulis al
emplear NaClO al 1,5% durante 10 minutos.

En la determinacion del porcentaje de sales MS en el
medio de cultivo, no se presentaron diferencias
significativas al emplear 100%, 75% y 50% en la altura de
los brotes regenerados, pero en el numero de hojas los
tratamientos que presentaron diferencias significativas
fueron el T1 y T2, mientras que en promedio de
enraizamiento el que presente mayor explantes
enraizados fue el T1. Por lo que en la regeneracion de
brotes a partir de yemas axilares se logré obtener que el
medio de cultivo MS fue suficiente para la regeneracion y
elongacion del explante de P. foetida. Resultados
similares se compararon in vitro de P. edulis, P.
quandragularis (Otahola & Diaz, 2010; Hernandez et al.,
2018) y P. mollissima (Palacios, 2015); mientras que
Flores et al. (2015), en su etapa de establecimiento in
vitro y micropropagacion de P. ligularis necesito adicionar
al medio MS la citoquinina 6-bencilaminopurina (BAP) en
una concentracion de 3,5 mg/L para lograr que sus
explantes presentaran brotes.

Cabe sefalar que no fue necesario emplear auxinas en el
medio de cultivo para lograr el enraizamiento, ya que en
el mismo medio MS los explantes llegaron a formar
raices. Por lo que se puede tener en cuenta que esta
especie vegetal no necesita de hormonas exégenas para
iniciar con la organogénesis, en relacion ala intervencion
tanto de la formacién de brotes, hojas y raices por
hormonas endogenas las cuales son frecuentes en
plantas herbaceas silvestres que promueven la
organogénesis in vitro (Randall et al., 2014).

CONCLUSIONES

Se establecio in vitro a la granadilla silvestre (Passiflora
foetida L.) a partir de yemas axilares, obteniendo de un
porcentaje de sobrevivencia del 93% empleando
hipoclorito de sodio al 1% durante 10 minutos, y no se
logré encontrar diferencias significativas al emplear las
sales MS en concentraciones entre 100 al 50%.
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