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lo cual se acepta la hipótesis de trabajo, con lo cual este 
programa influenció favorablemente las situaciones 
ambientales de los estudiantes.

En cuanto al análisis de la segunda hipótesis específica 
se demostró que las medias logradas por el grupo de 
estudio, respecto a la evaluación inicial aplicada a los 
estudiantes arrojó como resultado un promedio de 
12,00;, luego de la aplicación del Programa Aulas 
Limpias, se presentó el post test con una media de 16,00 
puntos. De modo que el aprendizaje mediante esta 
modalidad resultó positivo porque se incrementó en 4,00 
puntos. Por lo cual se acepta la hipótesis de trabajo. Se 
confirmó que este programa influenció favorablemente la 
actitud ambiental cognitiva de los estudiantes.

En la tercera hipótesis específica, se encontró que las 
medias logradas por el grupo de estudio, respecto a la 
evaluación inicial aplicada a los estudiantes arrojó como 
resultado un promedio de 14,00; luego de la aplicación 
del Programa Aulas Limpias, se presentó el post test con 
una media de 18,00 puntos. De modo que el aprendizaje 
mediante esta modalidad resultó positivo porque se 
incrementó en 4,00 puntos. Por lo cual se acepta la 
hipótesis de trabajo. Con lo cual se confirmó que este 
programa influenció favorablemente en el conocimiento 
ambiental de los estudiantes.

Velázquez (2017), en su investigación sobre educación 
ambiental en estudiantes identificó que solo se evidencia 
en algunas asignaturas mediante el desarrollo de 
actividades que generan cultura y una conciencia 
ambiental, a pesar de haber tenido resultado alentador 
con el comportamiento de los estudiantes no son 
suficientes para desarrollar una buena educación 
ambiental en la institución, situación que también hemos 
comprobado se notó el incremento en los conocimientos 
ambientales pero este tiene que ser alimentado 
constantemente.

A diferencia de lo encontrado por Egaña (2018), su 
estudio solo se limitó a describir la problemática de la 
educación ambiental en las escuelas de Chile, que en 
resumen son básicas y no se ahondan mucho, por lo cual 
alerta urgentemente usar didácticas que le permitan a los 
estudiantes hacer una conexión rápida entre realidad 
ambiental y sus historias de vida para agilizar el proceso 
de aprendizaje significativo, aunque no lo comprobó con 
un programa nuestros resultados comprueban que es 
necesario implementarlos para ir formando en los 
estudiantes conciencia ambiental.

CONCLUSIONES

En base a los análisis realizados encontramos lo 
siguiente:

La aplicación del programa Aulas Limpias mejoró 
significativamente en la educación ambiental en 
estudiantes del primer grado de secundaria en la 
institución estudiada, respecto al aprendizaje de 
situaciones ambientales, la actitud ambiental y sobre 
todo del conocimiento ambiental.

Asimismo el  Programa Aulas Limpias mejoró 
significativamente en situaciones ambientales:   como el 
cuidado del medio ambiente, explicar porque suceden 
los cambios ambientales y describen sobre el ambiente 
saludable. 

A través del empleo de programa de   Aulas Limpias se 
mejoró notablemente, respecto a la actitud ambiental: 
participan en el cuidado, solución, valoración y la 
selección de materiales.

Mediante el programa de Aulas Limpias los estudiantes 
mejoraron: frente a las formas de actuar, conocen las 
normas de seguridad, sobre el impacto ambiental.
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Establecimiento in vitro de granadilla silvestre (Passiflora foetida L.) a partir de yemas 
axilares

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

1 1 1 1Angel David Hernández Amasifuen , Alexis Argüelles Curaca , Anthony Apolinario Cortez Lazaro , Hermila Belba Díaz 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 desinfección a difentes porcentajes de hipoclorito de 
sodio (0, 0.5, 1, 1.5 y 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 contaminación. Mientras tanto en la concentración de 
sales MS no se encontró diferencia significativa en la formación de brotes y longitud entre los tratamientos al 100, 75 y 50%. 
Conclusión: Se logró el establecimiento in vitro a la granadilla silvestre (Passiflora foetida L.) a partir de yemas axilares.

Palabras clave: Passiflora foetida L., granadilla silvestre, in vitro, yemas axilares. 

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.

Keywords: Passiflora foetida L., wild granadilla, in vitro, axillary buds.
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INTRODUCCIÓN

El género Passiflora es el más importante dentro de la 
familia Passifloraceae, por presentar gran valor 
económico 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,  la granadilla (Avilán et al., 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 pálido y de 5 a 6 cm de 
diámetro con brácteas pinnatífidas de 2 a 4 veces en la 
base. La planta generalmente está dispersa, crece en 
matorrales y lechos de ríos y suelos  de bosques secos. 
Además se presentan productos naturales derivados de 
plantas como los flavonoides, terpenos y alcaloides han 
recibido una atención considerable en los últimos años 
debido a su método respetuoso con el medio ambiente 
para curar dolencias (Park, 2018).

Debido a las importantes propiedades medicinales de 
esta planta, se podrían apl icar herramientas 
biotecnológicas  como vienen siendo las técnicas de 
cultivo de células y tejidos vegetales para la rápida y 
masiva propagación de plantas valiosas medicinales y 
económicas (Shekhawat et al. 2015); así mismo provee 
ADN para estudios moleculares, plántulas para estudios 
ecológicos y material para usos económicos. Entre estas 
técnicas se encuentran la micropropagación, 
e m b r i o g é n e s i s  s o m á t i c a ,  o r g a n o g é n e s i s  y 
criopreservación (Sarasan et al., 2006).

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

meristemática. 

Por lo tanto se necesita de un explante inicial a partir de 
una planta madre adecuada, el cual será previsto de los 
nutrientes, fuentes de carbono, vitaminas y hormonas 
vegetales necesarias para la formación de brotes y/o 
raíces (Barnicoat et al., 2011) Se debe tener en 
consideración que el explante inicial puede ser cualquier 
parte de una planta, desde yema hasta una antera o 
microspora (Hernández y Díaz, 2019), pero la respuesta 
morfogenética deseada dependerá de la especie, 
explante y composición del medio de cult ivo, 
considerando que todo además estará regulado por el 
balance hormonal propio y por el estado fisiológico del 
órgano, tejido o célula puesta en cultivo (Segretín, 2006).

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

MATERIAL Y MÉTODOS

La presente investigación se llevó a cabo en las 
instalaciones del laboratorio de Biotecnología Vegetal de 
la Escuela Profesional de Biología con mención en 
Biotecnología, ubicado en la Universidad Nacional José 
Faustino Sánchez Carrión, Huacho, Lima, Perú. Asi 
mismo el material vegetal de la especie Passiflora foetida 
L. fue seleccionado del invernadero perteneciente al 
laboratorio de Biotecnología vegetal.

Las muestras vegetales fueron colectadas y 
seleccionadas de 3 a 4 nudos con un largo de 10 a 20 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 solución de 
alcohol al 70% por 60 segundos, luego se trasladó a la 
cámara de flujo laminar para continuar con la 
desinfección de los explantes, luego se sumergió en 
distintas soluciones de hipoclorito de sodio (NaClO) para 
determinar el porcentaje con mayor poder de 
desinfección y menor daño en el tejido vegetal, las 
concentraciones de las soluciones de hipoclorito de 
sodio fueron al 0; 0,5; 1; 1,5 y 2%, y se pusieron en 
contacto durante 10 minutos y se continuó 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 

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

El medio de cultivo MS, consistió en sales descritas por 
Murashige y Skoog (1962), las cuales fueron divididas en 
tratamientos para determinar las concentraciones 
óptimas 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 
esterilización a presión de 1,2 Bar con temperatura de 
121° C durante 20 minutos.

Tabla 1. 
Tratamientos del medio de cultivo in vitro para explantes de Passiflora foetida L.

Tratamiento 
Concentración 

de MS (%) 
Sacarosa (g/L) 

Agar agar 
(g/L) 

Tiamina 
HCl(mg/L) 

Mioinositol 
(mg/L) 

T1 100 25 7 0,1 100 

T2 75 25 7 0,1 100 

T3 50 25 7 0,1 100 

T4 25 25 7 0,1 100 

 
Los explantes se mantuvieron en cámara 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 diseño experimental fue al azar con 15 envases de 
plástico por tratamiento conteniendo cada uno de ellos 
un explante de granadilla silvestre. Durante el 
experimento se realizó la evaluación de contaminación 
(%), necrosis u oxidación (%) y explantes que 
sobrevivieron (%).  En la determinación del porcentaje 
del MS se evaluó longitud, número de hojas y 
enraizamiento. Se empleó el paquete estadístico 
agricolae del software libre R versión 3.6.1, donde se 
procesaron los datos mediante Análisis de Varianza 

(ANOVA) y Tukey (p ≤ 0.05) para la comparación de 
medias.

RESULTADOS

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos de la 
evaluación del efecto del hipoclorito de sodio en la 
desinfección los explantes de granadilla silvestres, la 
cual se realizó a los diez días posterior a la introducción in 
vitro. Los mejores resultados de desinfección se 
obtuvieron a partir del empleo del hipoclorito de sodio al 
1%, pero a medida que incrementan las concentraciones 
se produce oxidación de los explantes.

Tabla 2
Efecto del hipoclorito de sodio en la desinfección de los explantes de Passiflora foetida L.

Tratamiento 
NaClO 

(%) 
Contaminación 

(%) 
Oxidación 

(%) 
Sobrevivencia 

(%) 

1 0 92 a 0 c 8 e 

2 0,5 39 b 0 c 61 c 

3 1 7 c 0 c 93 a 

4 1.5 0 d 12 b 88 b 

5 2 0 d 54 a 46 d 

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

Se realizó además observaciones semanales para 
apreciar los posibles cambios morfológicos que tendrían 

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

Tabla 3
Efecto de concentración de MS en explantes de Passiflora foetida L.

Tratamiento 
Promedio de 

longitud de brotes 
(mm) 

Promedio de N° 
de hojas por 

explante 

Promedio de 
explantes 

enraizados 

T1 42,4 a 5,3 a 11,2 a 

T2 41,7 a 5,2 a 9,8 b 

T3 41,4 a 4,1 b 9,5 b 

T4 19,7 b 2,6 c 4,7 c 

 

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

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

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

El método de desinfección para Passiflora foetida L. con 
hipoclorito de sodio al 1% permitió obtener mayor 
porcentaje de sobrevivencia (93%), presentando mayor 
sobrevivencia en comparación a los resultados 
obtenidos por  otros autores en distintas especies de 
Passiflora, como Otahola y Díaz (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 Hernández 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 determinación 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 número 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 regeneración de 
brotes a partir de yemas axilares se logró obtener que el 
medio de cultivo MS fue suficiente para la regeneración y 
elongación del explante de P. foetida. Resultados 
similares se compararon  in vitro de P. edulis, P. 
quandragularis (Otahola & Díaz, 2010; Hernández et al., 
2018) y P. mollissima (Palacios, 2015); mientras que 
Flores et al. (2015), en  su etapa de establecimiento in 
vitro y micropropagación de P. ligularis necesito adicionar 
al medio MS la citoquinina 6-bencilaminopurina (BAP) en 
una concentración de 3,5 mg/L para lograr que sus 
explantes presentaran brotes.

Cabe señalar 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 
raíces. Por lo que se puede tener en cuenta que esta 
especie vegetal no necesita de hormonas exógenas para 
iniciar con la organogénesis, en relación a la intervención 
tanto de la formación de brotes, hojas y raíces por 
hormonas endógenas las cuales son frecuentes en 
plantas herbáceas silvestres que promueven la 
organogénesis in vitro (Randall et al., 2014).

CONCLUSIONES

Se estableció 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 
logró encontrar diferencias significativas al emplear las 
sales MS en concentraciones entre 100 al 50%.
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Análisis de la contaminación microbiológica (coliformes totales y fecales) en el río 
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Analysis of microbiological contamination (total and fecal coliforms) on the Huaura River 
- 2018
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la calidad microbiológica del rio Huaura y reportar si está en condiciones óptimas para emplear en el riego de los 
cultivos de la zona. Materiales y Métodos: Las muestras se colectaron en cinco puntos de muestreo, se determinó el pH, 
temperatura y el número más probable de coliformes totales y fecales, coliformes termotolerantes y E. coli. Resultados: Todos los 
puntos de muestreo presentaron más de 1000 NMP/100 mL de coliformes totales, mientras que cinco de los cuatro puntos 
muestreados presentaron coliformes termotolerantes mayores a los 1000 NMP/100 mL, estos niveles son mayores en los puntos 
que se encontraba más cercanos a la población, por ende, la zona con mayor proximidad a contaminación de los vecinos de los 
alrededores. Conclusiones: Las aguas del rio Huaura cercanas al puente Huaura presentan niveles superiores a los Entándares 
de  Calidad Ambiental (ECAS) y Limite Máximo Permiciple (LMP) establecido por el Ministerio de Ambiente (MINAM) en el 2017, 
poniendo en peligro la salud de los pobladores por su directo consumo e indirecto al ser empleado para el riego de sus cultivos.

Palabras claves: Coliformes, E. coli, termotolerantes, Huaura, NMP.

ABSTRACT

Objective: to evaluate the microbiological quality of the Huaura river and report whether is in optimal conditions to be used for 
irrigation of the crops in the area. Materials and Methods: Samples were collected at five sampling points, the pH, temperature and 
the most probable number of total and fecal coliforms, thermotolerant coliforms and E. coli were determined. Results: All sampling 
points presented more than 1000 NMP / 100 mL of total coliforms, while five of the four sampled points showed thermotolarant 
coliforms greater than 1000 NMP / 100 mL, these levels are higher at the points that were closest to the population, therefore, the 
area with the closest proximity to contamination of the neighbors of the surroundings. Conclusions: The waters of the Huaura river 
near the Huaura bridge have higher levels in the ECAS and LMP established by the MINAM in 2017, endangering the health of the 
inhabitants due to their direct and indirect consumption when used to irrigate their crops.

Keywords: Coliforms, E. coli, thermolorants, Huaura, NMP.
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INTRODUCCIÓN

El agua es un elemento vital para los seres vivos, por 
consiguiente, el acceso al agua potable es esencial para 
la vida, sin embargo, el crecimiento de la población, el 
incremento de la industrialización, la escasez de fuentes 
de agua para consumo libres de contaminantes, es decir, 
inocuas, constituye un problema que enfrenta la 
población peruana. El agua puede convertirse en un 
vehículo transmisor de diversas enfermedades ya que 
están expuestas a una amplia gama de factores que 
pueden alterar su calidad biológica (Tarqui et al., 2016); 
ocasionando cambios simples y complejos con 
diferentes niveles de intensidad, originando así una 
producción de aguas residuales de la industria minería y 
agricultura, entre otras. La contaminación fecal de las 
fuentes de aguas superficiales para abastecimiento de 
consumo humano es uno de los problemas más 
preocupantes en los países en vías de desarrollo. En las 
grandes ciudades esta contaminación se debe 
principalmente al vertimiento de los desagües sin ningún 
tratamiento. También se ha observado que la 
contaminación fecal es intensa en las zonas de arrastre 
provenientes de los corrales de engorde de bovinos y de 
las avícolas (OMS, 1996).

Las bacter ias col i formes son indicadoras de 
contaminación fecal y, por lo tanto, de la posible 
presencia de otros patógenos como virus, bacterias, 
protozoos y fases enquistadas de metazoarios. Se 
asume que los indicadores y las bacterias patógenas 
pueden encontrarse juntos o estar relacionados, es 
recomendable seleccionar el indicador más adecuado a 
las condiciones locales. Ellas responden a factores 
ecológicos diversos, que influyen en su permanencia y 
sobrevivencia. Las bacterias coliformes fecales están 
adaptadas para vivir en el tracto gastrointestinal, 

considerado como su hábitat primario, aunque pueden 
sobrevivir en el agua residual y cuerpos acuáticos 
receptores, que son considerados hábitats secundarios 
(Ashbolt et al., 2001; Harwood et al., 2005; Savichtcheva 
y Okabe, 2006)

Perú enfrenta problemas de abastecimiento y 
contaminación de agua sobre todo en las zonas rurales o 
recientemente pobladas. En las zonas rurales, 
frecuentemente existen problemas de disponibilidad de 
agua, falta de potabilización y contaminación de agua, 
debido a que una parte de la población consume agua 
potable, otras se abastecen de agua que proviene de 
manantiales, ríos, arroyos, ojos de agua u otras fuentes 
naturales de agua, que están expuestas a partículas 
orgánicas e inorgánicas. (OMS. 1996). Un estudio 
realizado en hogares de niños menores de cinco años, 
mostró que el 38,3 % de las muestras de agua tuvieron 
ausencia de coliformes totales y E. coli, siendo más 
afectados los hogares de la zona rural, en donde se 
observó que menos del 5 % tuvieron agua libre de 
coliformes totales y E. coli. Existen escasos estudios que 
evalúan la calidad del agua en los hogares peruanos, por 
ello, la Dirección Ejecutiva de Vigilancia Alimentaria y 
Nutricional realizó la vigilancia bacteriológica del agua 
en algunos departamentos con mayor pobreza 
(Huancavelica, Cajamarca y Huánuco) (INEI, 2014).

La fuente continua está dada por la afluencia del rio 
Huaura en la Bahía de Carquin, adicionándose a ella la 
descarga de efluentes domésticos de Huaura y Carquin. 
EI volumen de aguas servidas vertidas a través del rio 

3Huaura alcanza el volumen de 288 m  por año, 
conteniendo una carga orgánica expresada en DB05 de 
732,73 t/año. Esto se refleja en la alta concentración  de 
bacterias coliformes  tanto en verano como en 
primavera, donde los valores sobrepasan  los límites 
permisibles según la Ley General de Aguas vigente en el 
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