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INTRODUCCION Y OBJEITIVOS

El cacahuate es originario del Nuevo lundo.
Prueba de ello es el descubrimiento por L.G.
Squicr, alrededor de 1875 (f£idi mas non vidi,
Gillier, P. y P. Silvestre. El cacahuate o ma-
ni. Ed. Blume. Barcelora., 1970), de granos,
gseme jJantes a loa de las variedades actualmente
cultivadas en Peri, en tumbas precolombinas
zituadas en Ancon, Pachscamnc y otros lugares,

Aunque se desconoce en estado siivestre,yla
nusencia de especies del gdénero Arachis en
otras reglones del mundo y su abundiante digtri-
bucidn como especie cultivada en la zona que
va desde Brasil hasta Argentina, situsda apro-
xim:damente entre los 10° y los 359 e latitud
sur, confirmuﬁ ¢l origen mmericano de la plan-.
ta.

Tal parece que la distribucién de la espe-
cie fue obraAde los indios en tiompos preco-

lombinos, Asi{ el cacahuate pudo extenderse a




diferentcs regiones de América del Sur, e io-
las antillonas asf como Ardrica Zentral y Né-
xico, |

Posteriormento, a principios del siglo XIX,
los portupuesges la introducen en la costa oc- »
cidental de Africa, mientras que los espafioles,
en lo misma época, 1o hacen en las Filipinas,
a partir de la costa occidental mexicana. Des-
de alli, el cultivo del cacahuate pudo exten-
derse a China, Japén, sudeste asidtico, Indis
¥ la costa este de Australia. Es posible que,
desde Ceildn o Malasian, llegara posteriormen—
te a ladagascar y a la costa oriental africa-
na. Por lo tanto, Africa ge convirtié en pun-
to de unidén de dos rutas diforentes de propa-
zacién de la especie.

Por otra parte, n pesar de que la planta
existi{a en diferentes lugares de América, fue
“introducida en los Zstados Unidos de Nortsa-
nérica desde la costa occidental de Africa,
por medlio del comercio de los esclavos.

Bl origen y la historia de la difueién del




~nccehucte, explican la gran divepsidnd de los
tipos existentes en América del Sur y en otras
regiones del mundo (Filipinas-i'alasia-Indoncsia
y Africa occidental) a las que hay que nrencio-
nar como centros de diversificacién secundaria.

3n la Repiblica Mexicana el cacahuate se cul-
tiva, prinecipalmente, en Guanajuato, Guerrero,
Sinnloa y parte de Jalisco. Su importancia co-
mercial radica en que de la senilla se sxtrae
un aceite que ocupa el segundo lugar sntre los
comestibles ya que el ajonjolf ocupa el prime~
ro. También es importunie como producto rrin-
cipnl para la elaboracidn de dulces y botanas,
asi como fruto de boca.

El pénero Arachis pertenece a la familia de
lag Ieguminosas, subfamilin de las Papiliond-
‘eeas v a la tribu de las Araquidineas.

Todas las especies presentan unos caracte-
res botdnicos comunes. JTos principales sont

~-Plantas herbdcecs o lefiosas en su base,
‘perennes o anuales.

~Tnbo del edllz larro y con aspecto de pe-
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unculo floral terminado por 5 1lébulos, cuo-
tro de los cuales ostdn coldados.

-T'étalos y estarbres insertndos en la par-
te superior del tubo del cAliz.

~T%stambres reunidos en tubo sobre una par-
te de su longitud y en nimero de 10, alterna-
tivarente largos y cortos.

~0vario sdsil, gentado, que contiene de una
2 seis cdmnras, filiforme, terminado en un pe-
quefio estipma.

~Pructificncidén énterrada por elongacidn
de la base del ovario,

71 mimero cromosémico bdsico del género Ara-
chis es n=10. E1 cacahuate cultivado Asrachis
hyporsea L. es tetraploide con 2n=40 (Frahm-Ie-
liveld, 1953 fidi ras non vidi, Darlington, C.
D. ¥y A, P, flylie. Chromosome Atlas of Flowe-
ring Plants. George Allen and Unwin ITD, Lon-

dres. 1945),

Zstructura mpcroscdpica del cacahuate, la
vaina o fruto, cuya maduracién se lleva a ca-

bo bajo tierra, varia de 1 a 6 cm de longi-




tud y de 0.5 a 2.5 cm de ancho (Altschul, 1958).
Su pericarpio o cdscarn es color crema, amari-
1lo pdlido o naranja y muestra una superficie a
modo de red con lineas longitudinales interco-
nectadas coﬁ 1{neas laterales o transversales,
E1 fruto normalmente contiene 2 o 3 semillas
en la parte terminal, en forma de abultamientos,
generalmente colocades en posicidn diagonal,
las semillas varian de forma, desde casl esfé-
ricas hasta exageradamente cilindricas y miden
de 10 a 20 mm.la variacidn de color estd dada
por la testa, que pucde ser roja o color cane-
la, pero también puede ser crema o morada. El
rafe y Bus ramas se ven claramente en la tea—
ta. Ia semilla consta de dos porciones latera-
lés nque son los cotilcdones y el embrién pro-
‘(piamente dicho que cstd constitufdo por una
zonn radicular, una porcidr intermedia o hi-
pocétilo y lag plimulas o episdtilo.

Zatructura micrdscépipa. Ia pared del fru-
to es el pericarpio que, & su vez, estd cong-

titufdo por dos capas: el epicarpio y el hi-




pocarvio. Bn seccidn trunsversal (Winton, 1906
y Winton, 1932) el opicarpio presenta excrecen-
cias renejantes = los tipicos pelos radiculares.
I2 capa hipodérrmica consta de varins capas de
e¢élulns organizadas radialmente; las mds exter-
nas presentan paredes gruesas y c¢ribosas. Estas
células hipodérmicas cribosas son importantes
en la identificacidn ricroscdpica de la cubiér—
ta del cacahuzte, Dentro de la regidén hipoddr-
rica estd el mesocarpio, constitufdo de parédn-
quima, Umbebido en este pardnquima hay una zo-
na de fibras muy caracteristica la cual se ex-
tiende hacia los surcos del pericarpio. Tales
proyecciones o prolongaciones normalmente sge
bifurcan y enclerran paquetea fibrcvasoulares,
las fibras presentan gran variedad de formas
(Winton, 1906 y Winton, 1932) y su arreglo en-
'trelazado es una diferencia valiosa para la
identificacidén de la cubierta del cacahuate,
Ias capas mds internas del paricarpio son
de pardénquima,

Testa.- la opldermin externa de la testa
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.es atipica de las Jesguninosas las cuales sue-

len poseer células en empalizada., En luger de
esto, Arachis tiene muchus células caracteris-
ticas, latas, con didmetro superior de 25 mi-
cras en seccidn transversal y con las partes
extornas de las paredes muy engrosadas y cri-
bosas.

Vistas superficialmente dichas células tie-

nen un didmetro de 20 a 50 micress y debido a

las cribas las paredes muestran unas marcadas

proyecciones en forma de dedos,

Fl resto de la testa consiste de parénqui-
ma y algo de tejido vascular, Es una carag-
teristica del pardnquima que presenta una gra-
duncidén desde una capa compacta de célulasv' |
que se encuentra inmedintamente abajs de 1a
epidermis exterma hasta oapas eaponjosas en
que las células estdn mds aplastadas.

Endospermo.- Fuertsmente adherida a la su-
perficie‘interna de la testa estd uno senci-
1lla capa de células con didmetro tangencial,

en seccidn transverszl, de corca de 30 mi-




cras, Conticne ~otas de acelte y vosiblemente
peaquefiisinos gronos de aleourona. Hste capa ha
sldo interpretadn a menudo como endosperno, cé—
mo 1o capa interna de la testa o como perisper—
mo (Winton, 1906 y Winton, 1932).

Embridn.- Los cotiledoncs estdn constituf-
dos por c¢célules de varénquima, pero que no son
del tipo de empalizada, Todas estas células
tienen paredes cribosas, pero el grado de cri-

x; bosided es renor hacia la epidermis del coti-

w v 1ed6ﬁ. Ias cdlulas contienen gotas de aceite,
granos de almiddén con hilio ceniral que miden
de 4 2 12 micras de difdmetro y grdnulos de a-
leurona de 5 a 12 micrns de dldmetro.

Recientemente se descubrid en ILondres
(8xcelsior 15-B 14, Noviembre, 1976) que una
bacteria pusde shora utilizarse para gugtituir
los nbonos nitrogenados,cuyo coatolnumenta con-
tinunmente. Uno de los campoé nds prometedo~
res de la investimcidn agricola es el estudio

“de las bactorins oue dzn lugar a la fijacidén
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del nitréreno, elerento abundantiéimo en la na~-
turzlesa,

3o entiende por fijacidn el proceso & través
del cual el nitrdzeno atmosférico -no utiliza-
ble directamente por las plantas- se convierte
en compuestos de aronio que las plantas absor-
ben y transforran en proteinas vegetales. Estas,
absorbidas a su vez por los ramiferos, se trans-
fornan en vroteinas animales, necesarias para
la subsistencia,

%1 proceso de fijzcién de nitrdgeno por bac-
terias se conoce desde hace wnucho tiempo, so-
bre todo en lo referente a lus bacteriag del
género Rhizobium, Estas bacterias se introdu-
cen en las raices de las leguminosas, provo-
cando la forzacidén de nudosidades donde vive
‘gracias o loa compuestos dél carbono que ex-
trae de la planta. Is%a, a su vez, se benefi- -
cia del nitrdmeno fijado por las bacterias;
-establecidndose asf una simbiosis.

Deéde hace muchos afios, los agricultores

conocen erpiricemente esta simbiosis entre .




Rhizobium y'las plantas, ﬁues régularmente
siembran legumbres cuando cuieren enriquecer
un territorio empobrecido. Ahora bien, 33;237'
biwa sélo fija el nitrdgeno cuande vive en
gimbiosis con las leguminosas. Se ha descubier-

to que la bacteri~ Spirillum lipoferum es ca-

paz de una operacidn semejante con los cerea-
les. Efecti?amente, cient{ficos brasilefos
del Instituto de Investigaciones Agropecua~
rias del Centro Sur (I.P.3.A.C.S5.) han obser-
vado que en climas itropicales y en determina-
dos variedades de suelo, algunog tipos.dg
Spirillum infectan las rafces del trigo y
fijan el nitrépeno.

Ios mismos resultados produce Spirillum en
algunas variedades de hierba y, segun investi-

caciones efectunds en lag ¥ilipinas, en el

| ATToz,

Ta fijacién del nitrdgeno por Spirillum
da sus mejores roaultados,.segdn investipgn~
ciones de los clentificos brasilefos, cuando

la temperaturn del suelo oscila entre 1y
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40 praodos centigrados. T1lo significa que asta
bacteria puede usarse especialmente en los cli-
ros tropicales, para sustituir los abonos nitfo—
genados, cuyo costo zumenta continuamente;’En
efecto, semin un cdlculo del Fondo yonotario In-
ternacional, los paises en vias-de desarrollo
gastaron durante 1974 en abonos quimicos 1,400
‘millones de délares, suma tres veces mayor que
la que gastaron en 1971 para adquirir una cunQ
tidad andloga, compuesta en buena parte por a-
‘bonos nitrogenados,

la pogibilidad de usar el nitrégeno atmos-—
férico rediante las bacterias puede ser una
magn{fica solucién para resolver el gran pro-
blema del costo econdmico de los abonos arti-
ficiales. En numerosos paises se investiga
sobre lag bacterias que dan lugar a la f£ija-
cién del nitrdgeno, Asi por ejempio la Torh~
- manfted Experimental Station of Hertfordshire
~(Inglatarra) estd trabajando con 500 varie-

dodes de Rhizobium y con 50 de otras bacterias.
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Inicialmente se intentd hacer un estudio
rorfoldmico ultraestructural de los células que
constituyen el embridn del cacahuate., Al obser—
varse la presencic de bacterias en el interior
del erbridn ein que aparenterente existiera
dafio celular, el objetivo original pasé a segun-
do término.

Problema: Cudl es la relacidén existente en-
tre las bacterins y la semilla de Arachis hypo-
gea L.?

Hipétesis: Ias semillas de Arachis gxnogea L.
presentan bacterias en el embrién que les ayu-
dan a la germin&cién.

Variable dependientet la germinacién

Variable independiente: 1las bacterias.

Control de varisbles: el control de varia-
~ bles que ‘pudieran intervenir en los doé.eiperi- ‘
mentos a realizar se llevé a cabo de lalaiguieﬁ~‘
te maneral

Para arbos experimentoas
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Humedad & terperatura: constantes gracias o
la germinadora,

Serillas: todos de la misma variedad y ob-
tenidas de la misma cosecha,

Para el experimento No. 1,

No, de semillas: el mismo en ambos lotes:
100 |

lledio de desarrollo: el mismo pora ambos
lotest algoddn,

gantidad de liquido: 600 mwl de agua en la
bundeja testigo y la misma cantidad de bacteri-
cida para el ezper:mental

Tiempo: el experimento finalizd a los 5
d{as para ambos lotes.

Para al experimentb Ho. 2, »

o, de semillas: el mismo en cada lotet 10

Madio de desarrollo: el mismo en cada lote:!
verriculita, | |

cantidad do 1liquido correspondiente: 30
ml.

‘Piempo: el experimenﬁo-finalizé para todos

los ‘lotes o los 5 dfas.




DATERINLISS XY U 2T2DQOS

Se utilizoron semillas neleccionadas de Ara~-
ggig’hznogea L. obtenidas en la Productora Na-
cional de Semillas de la Secretarin de Agricul-
tura y Ganaderfa, de tres variedales distintass
Plorida, “riollo y RF—132; Se pusieron a germi-
nar de la forra usual (entre parel secante y
rezadas con agua destilada) y a los 5 dfas de
gerpinacidn, se aislaron los enmbriones de los
cotiledones y se cortaron en tres partes: epi—
cétilo o plimules, hipocdtilo o porcidn inter-
media y radfcula,

Se 1levé a cabo ¢l procesamiento del material
para microacopfa electrdnica de la siguienté
maneras

lo. ®*ijacidn: Ilas partes seflaladas del _
embrién, colocadns en tubos de ensaye, se fi-
jaron con glutaraldehido al 3% disuelto en .
anortiguador de foasfatos alun P4 de 7.4 duran-
te media hora. |

20, lavado: Enseguida se hiceron los la-
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v:dos nacesarios con amortiguédor de fosfatos
haste la eliminacidn total del fijador.

3o, Post-fijacidn: Se 1llevd a cabo con te-
tréxido de osmio al 17 disuelto en amortigua-
dor de fosfatos durante dos horas, hasta que
los fragmentos del ewmbridn tomaron colbr Pare
do oscuro.

40, Doshidratacidn: Ia deshidratacién se
realizd con aleoholes graduales de 504, 60%,
70%, 80%, 90%, 95% durante medic hora cada
uno y tres cambios de alcohol absoluto, de 20
min cada uno, Fosteriormente se hicieron tres
cambios de dxido de propileno, de 20 min cada
uno,

| 50, Preinclusidn: Al dxido de propileno.
del dltimo cambio se le agregé un 25% de la

siguiente mezcla de rosinas epdxicast

Mezola A) Epén 812 ,.. 31 ml
DDSA eveeess B0 ml

Mezcla B) %pén 812 ... SOkml

CMEA Jeeeeses 45 01




Zstando bien mezcledns las soluciones A y B
por separado se prepzra una mezcla de 5 ml cadn
und y por cada 10 ml de esta solucién se afiaden
0,18 1l de DMP (2,4,6 tri-dimetil-amino-metil-
fenol) que actia como catalizador.

Se fueron aumentando las concentraciones de
Epbén 812-éxido de propileno cada 12 horam, has-
ta obtener una concentracidn al 75% de Epbn
812, ‘

Al término de 12 horas, se destaparon los
. tubos que hasta el momento habf{an permanecido
tapados y en refrigeracidén, hasta la compléta
evaporacidn del dxido de propileno, a tempera-
tura amblente,

60. Inclusidn: Ia inclusién se llevé a ca-
bo en la mezcla de Epdn 812, colocando las
porciones del embridn en tabletas de inciu~
sidn vy la polimerizacidn se hizo en una sa~
tufa a 60% durante 32 horas.

los cortes se hicleron de un grosor de 300
a2 600 ], en un ultramicrotomo Sorvall MT-2,

Y fueron montndos on rejillas de cobre.
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Ias prepar-ciones se tifieron con una solucién
acuoga e citrato de plowo durante minuto y me-
dio.

Ia observacidn y las fotografins se tomaron

en un microscopio electrdénico Zeiss ®I' 9,

pdiglamiento de bncteriag. Para el aislamiento

de las bacterians se siguid el método indicado a
continuacidn: Como en el caso anterior, se tra-

bajaron las misnes voriedades de Arachis hypogea

1.t ¥lorida, <riolle y RF-132, aplicdndoles los
siguientes trotamientos:

1.,- Se lavaron semillas con bactericida BTC
(Bdlsamo blanco, Villmaster Onyx International
2125 50% No. 6912), a una concentracidn de

‘5X10“4%, durante 3 min y vosteriormente para e~
liminar el exceso de bactericida, con agua des-
tilada estéril. Tn este proceso fue importante
no eliminar la testa de las somillas,

2.~ Semillas lavadns con solucidn acuosa de
hipoclorito de sodio en proporcidén 3t1 durante

tres minutos y posteriormente para eliminar
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el exceso de hipoclorito,'con agua destilada ep—
téril. Tampoco se elimind el temumento o testa
de las semillas.

3.- Se lavaron las semillas con BTC durante
3 minutos y con agua destilada estéril. Pogterior-
mente fueron colocadas sobre una gasé entéril
y all{ fueron desprovistos de su tegumento usan-
do para ellb pinzas flameadas y enfriadas en a-
gun. destilada estéril. '

4.- Se procedid a lavar las semillas con hi-
poclorito de sodio durante 3 minutos y enjua-—
gadas con agun destilandn estdril. También fueron
desprovigtas de su testa por el procedimiento
citado en el punto J. |

Todo esto se realizé cercs de dos mecheros
con el fin de cbtener un drea estéril, De ca-

da variedad de Arachis hypogoa I. ce utili-

zaron dos semillns pora cada tratardento an~
| tes descrito y se colocaron en tubos de ensa-
ye con caldo nutritivo BHI (3rain Heart infu-
gion dehvdrated 0037-01, DIFCO) que se nan-

tuvieron 2 37°C durante 24 horas. E1 aisla-
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miento se repitid en tres ocasiones.

11 curplirse ol plazo de incubucidn, las
bacterias obtenidas se reserxbraron por téc-
nica de 2islamiento en los siguientes medios
de cultivo: Racto Tueller Hinton redium de-
hyirsted 0757-01 (DIW2G), Bacto blood agar
base dehvdrated 0045-01 (DI®C0) (Idmina IV,
fimrar 1 y 2) v Mannitol Salt agar 11407
(BﬁL) e immalmente se mantuvieron a 37°%
durante 24 horas.

Posteriormente, ya con cultivos puros,
se roalizaron pruebas bioquimicas parsn
tratar de identificarlag. |

Asimispo ge hicieron frotis con los que
se llevd a cabo 1 tincidn de Gram para
" observar morfologia y la de Virtz parn
1n vorificacion de esporas. Como la segun-
da resultara positive, se llevd n cabo 1a
téenica de cosechz de esporas (Esquijel
N Hérrera, 1977) de la forma siguientes:

Trevin verificacidn de la purezn, se

inocularon dog cnjac de Fetri con wedio




mutritive (sutivliotic codiw Jlo. 1 9170Q), oo
t-s cnjrzo con indeulo ;nainJ se .antuvicron

1 3792 durante 2+ horas v con este pricer iné-
culo no inoculd unn botolla de Roux oue conte-
nia 500 rl de zedio nutritivo,

Se hizo la cosecha del cultivo de les cajns
de Tetri con 10 ml d4e solucidn palina estéril
2 una concentracidn de 8.5 g HaCl/l 1t agua y
procurando recoger a rayor cantidad posible
de bacterine, se prevard unn suspensidn que
fue repartiia uniformemente en la superficie
del nmedio nutritivo de 1la botella de Roux. Ia
votella se rantuvo a 37°C durante tres sema-
nos para provoear la esnorulucién,

Jote Ultimo cultivo se coseché de'la bote-
1la de Roux con 3O rl de amia destilalda es-
téril, pasando ol producto a tubos esterili-
zodos de tardn de roaco; dstos se colocaron
en un bafo I'arfa a una temperatura de 65°,
durcnte 3O pin , despuds se centrifugaron a
3000 rpr. durante 15 winutos, eliminande el

sobrenndsnte, y se agregd nuevanente agua
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destilada estdril; los tubos se agituron y.se
coloc :ron nuevamente o 65°C, 71 proceso de ca-
lentoriento y lavado so hizo trez veces y des—
puds solavonte se centrifusd y elirind el so-
bren-Aante restituyendo el asrun las veces que
fue necesnrio hast: observar que guedoara comple-—
tamente trancparcnte.,

Yo obtenido el concentrado de esporas, se
conzervd en refrissracidn 2 una terxmeratura

‘de 4=8%7, para on uso posterior.

De los cultives puros, se tomd una iuestra
'Eue fue procesni sura nicroscopia clectréni-
cr, s86lo que en este caso los tienpos se re-
dujeron o la nitad.

Ing bacterineg nsi obtenidng, se resembraron
en cajins de Yetri con nedio de Sacto nitrate
arar Qohvdrrted 0106-02(DI™0) unns en comple-
to aeroblogis w otris en auierobiogis. Se ren—
liz~ron frotis v tincidn de Oram para ambas
y asc log tomnron fotorr:fics de ricroacopia
1e luz. (Uiina v, fimurns 1oy 2).

gon el nropbaito de averirv:r oi dichos
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bretaring teninn o no influoncic eon 14 reruino-
cidn del cienhuate ne hicicron lgos simdentss
ioge exrerimentos.

Sxnerimento ilo. 1. Jon ¢l fin de obteticr un

edio libre de gdérrenes se esterilizaron dos

¥y ge colocaron

b,

bonisis ce aluinio con alroddn

100 genilins de Arachis hvioran 7. var, Priollo,

gn ¢ in ant, siendo una de los bandejus el lote
tectizo v la otrn el experitental, L1 primero

ne re~d con oyua destilade ealdril yiel segundo
con bueterieids 312 (Ndloaro lonco, !illmngter
Onyx Internationsl 2125 507% o, 6912)a una con-

-ty
LTS

gentricidn de 5720 %e utilizaron 600 ml de
liquido en enda bandeja y se rernron uniforne-
‘riente con nicotas. Tosterioruente, con ¢l fin
de rantener 1a temneratura r la husednd cong-
tantes, fueron coloczdng en unn esgtufa germi~
nador: o un: temperatura de 30°; y 2e obser-
varon periddicamente Jdurante wna sémana, al
final de 1n cual se realizd el recuento de

zonillna verrinndas en -wivns bandejos,

- 22 -
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Dxreriuvento o, 2. n aste caso se rrocodid

« Inodnoculneidn de s sorillas e arachis hy-
vosae T, wvar, . 2riollo, con lag bdacterins alsla~
Ane, 7o cosscht e viacterias ge vrepard de 1a
ai~uiente raneras “e obtuvo un cultive puro de
2 boeterin, cemdbrndo nor oztrizs, on una caja
de Totri con medio de cultivo RBacto Jueller
Hinton | cdiws dehydrited O757~0L (DIRIQ) cue

ce rantuvo durante 2+ horas 1 37%2. il d4fa si-
muiente se tomaron de 2 a 5 coloning con una
~se e serbrer estéril r so deposituron en
un tubo de cnsaye con 5 1l de solucidn salina
estéril a una concentracidn de 1.5 = I'asl/1

1t nsun, ¥y que a esin concentracidn se vo-
din evitar unn inhibicidn en la gersinacidn

de Ias penillas {Heimann, 1952}, Tar: compro-
bar gue las bacterias no resultaran dofiados

a esta concentracidn, se realizd un frotis

o6l cunl sme observd nl nicroscovpio de luz.

21 tubo se asitd hanst: obtener una gus~

nensidn de la cual se tomaron 2.5 nl para

cada unt de dos cajas de Petri con nmedlo de

- 23 .




cultivo, movicndo las cajas de tol manera que
los 2.5 .1 de 1la suspensidn cubrier~n toda la
superficie del medio, Posteriornente se elini-
nd el exceso de indeuwlo. Zatas cajas se mantu-
vieron durante 24 horas a 37%¢. Al dfa aiguien—
te ge levantd la cosecha del indeulo masive de
anbas enjus con solueidn salino estdril n wa
concentracidn de 1,5 g7 XaCl/1 1t ngua, en un
tubo de onsaye toanbldn estéril, Esta suspen-
sidn fue la que se utilizd para 1a inocoula-

cidn de 1lns cemillas de Arachis hyporen L,

var, Criollo.
shora bien, para conocer la cantidad de

acterics que ce estaban inoculando, se lle-~
vé a cabo ¢l método de recuento de ricroor-
conismos por diluecidn sericda en tubo, de

1z forma sienientat de 1a suspensidon anterior-
mente nencionadn, ze tomd wnn alicuotn (4 nl )
1% cunl fue dilufda 1:10 (factor de Ailucidn)-
en solucidn galimn estdril. De cota dilucidn
‘se tomé 1 rl y se wolocd on 9 1l de zolucidn

galine estdril, obieniéndose egty von una di-




lucidn de 1:100 y asi éucesivnmcnto haata 1le-
Far 2 una dilucidn de 171027 bacterias. Ya ho-
chas las diluciones, se tomdé 1 121 de cada uno
de los tubos y, por separado, se colocd en 15
]l de medio de cultivo funilido o un: tempera-
tura de 45°¢ par ser envasados en cajas de
Petri estdril, Se dejd pnsur ol tiempo sufi-
ciente para que solidificar~ el medio a
temperatura ambiente y rosteriormente se man-
tuvieron 2 37°C durante 2+ horas,

Al dia sisuiente se observd el misero de
unidndes formador:s de colonias (URC) en cada
unn de las cajas, vreviarente vreparndas con
las suspensiones deo bacterias y se realizd
el recuento en aguella cajn gue no tuviera
ris de 30 o 300 U v cue se encontraran pere
fectanrente distribuidas en toda le ecaja. 321
mimerh de UF] obteniio se multiplied por
¢l factor do dilucidn (131023) v de ento
forrn se obtuve 2l minero da bacterins por
ol w)"1023 une/ul
| t

| e
3ot
juN
:!

ron un to-

"
o

Parn eate experimento se




t~1l de 0 senillas puestns a renojar en vasog
~le rreecipdtado durante 2+ horos, de lo sicuion-

te mnerad

10 gexillas en 2mun destiladn cstéril,
10 senillis en solucion salina estdril

(0.5 £ 201/1 1t ~oun)

yx

10 seirill s en solucidn salina estéril
(1.5 = ~21/1 1t amua)

10 sewmillis en 1.45710%5 yTe/ml

Cado vuso con 30 nl de liquido correspon~
diente. Jon el fin de mntener la tenneratura
y huredad constanteg, peruwanccieron las 24
hora2g dentro de la catufa gercincdora.

Al diz sipuiente se colocaron las geri-
1llas en bandejns con vermiculita egterili-
zadns y después se veticron en lo germina-
dorz parn contar lag senillas 5ermﬂhadus al
cabo e cinco dina,

Unn vez obtenidog los resultados experi-

rentales de rerrinacidn y a los 30 dias se

- 26 -




procedid a procescr para ricroscopia electré-
nica con objeto de investigar a nivel ultra-
estructural ln posible causa de que los resul-
tados de la germinacidn no haynn sido los es—
perados, la radfcula del cacchuate tostigo ¥y
de aquel inoculado con bacterias en la formn
~aue anteriormente se indica. Se¢ realizaron

los cortes v fotogrofiaron en la forma usual.




n_= s__ U L T A D O S

Se observoron v fotorraTiaron los cortes de
roricteno rndicular de lus tres variedades de

Arochis hypogen I., 7*lorida, Oriollo y RP-132,

Ia descripcidn del material observado puede
verse en los nies de grabado de lzs ldminas I,
IT v III.

Con base en las pruebas bioquimiccs vy en
las claves de identificacidn, se considera
que las bacterias aislades del eacahuate per-
tenecen al género Zacillug sp.

Zetas bacterias presentan laos simuientas
earacteristicas:

De cultivo:

Colonias de forwa circular, de Y1 de
didmotro, superficie lisa, borde entero,
planus y aspecto crormoso (ldmina IV).

l'orfoldgicas:

félulas de forma bacilar con exiremos re-
iondeados, .o

Pamafo promedio en aerobiosis: largo, 3.6
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mieras y 1 micra de nncho.

‘annfo promedio en antnerobiosis: largo,
10.0 rdcras y 1 micra de ancho.

Presoncia de capsula.

Prosoncia de una espora en cada uno de los
extraros (Ver Iduinaiv, fimuras 1 y 2).

Tincidn de Grané positiva.

Pincidn de iliss para cdpsula! positiva.

Tincidn de Witz para esporas: positiva.

3

iovilidnd: nogativa.

?isioldesicas:

Un redios nitratados producen nitrito
pero no s,

Yesprendimiento de hidrdreno: nesativo.

Her:dlisist positiva o<

Indol: negativo.

‘ﬁnuerobio facultativo, v

ILicuefaccidn o direstidén de proteinaast

Gelating: positiva. '

Cageinat poaitiva,

Suoro sanguineo: negativa,

Reduccidn de indicadorest
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4zul de metileno: negativa,
Yroduccidn de deidos .
Slucosgnal vnositiva,

Inectosal nesativa,
3acarosal nositiva,
Rafinosat negativa.
Jorbitol: negativa,

vanitol: positiva,

Resultados del oxperimento Mo, 1, Con apli-
cacidén de bactericida,
Lote tcstigoi88 serillas germinadas.
22 gernillas no germinadas.
lote experimentnl:73 semillas germinadas.
- 27 semillas no germinadas.
Se pplicd la prueba de x? y s6 obtuvo un

valor de 3.09.

Resultados del experimento No. 2. Serillas
inoculadns con bacterins.
Semillas on agua deatil&da;

Gerninadase 7-
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corillas on solueidn salina eatdril
(8.5 ~ 1ia0l/1 1t amun).

Geryin das 6

serill~s en solucidn salinn estéril
(1.5 z ¥aC1/1 1t agua).

Germinadas 9
Zerilles inoculadas con 1.45X1023 URC/ml

Germinadas 3

“n la ldmina ¥I, fiz 1, que corresponde

al testigo del oxperimento lo. 2, se obeervan
células con escasas bacterias, presencia de
vacuolas en ¢l citorlasma y micleos bien con-
servados con nucleolo en algunos casos. En
las semillas testigo las bzeterizs se encuon—
tran localizadng prefercntomente en los es~
pecios intersticiales (Idmina VI, fig 2) de
donde posgteriormente emigrén 2l interior del
eitoplnsra celular lisando la pared celular
¥y la membranz plasmética. Se observan en el
interior de las células diferentes gfados de

floculncién del ecitoplasma, sin embargo no
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se observa citdlicin y ce conserva la integri-
dad celular (Idminn VI, figuras 1 y 2).

i1l observarse al microscopio electrénico
las c¢dlulas del ambridn inoculado se encontrd
que habia un alto grado de destruccidn o li-
asis celular que llesaba hasta la médula, co-
mo puede arrccicrse en la Idmina VII. Ias cé-
lulas mis internhs que todavia conservan sus
raredes y, sus rembrabas celulares, presentan
una gran invasidn de bacterias que tienden a
forrar conprlornerados sobre las paredes celu-
lnres, destruyendo usualmente el micleo y el
resto de los organelos citoplasrdticos (Id-
rina ¥IT, fis 2). 5S¢ consider: que debido
a2l hocho anterior ol srodo de germinacidn de
los somdillas fue wmucho menor de lo osperado.

11 comprrr-rne 1ns edlulas del interior de
1 néduls en lns raoiiculas testigo y en las
inoculadns se observe que ol dn’o debido a
bactarias fue 1y similer (Tdiina VI, fis
1 ¥ Idwino VII, fir. 1). Tor lo tooto conpiw

deraroa que este daflo g debido o lis bac —-




- terins inocul:id:s no penetraron o lug capas
rAg vrofunins, rroduciendo dufle celular solo-

mente en la periferin,




Iimint I.- Célula de la radfcula de Arachis
hyporgea I, var, Zriollo en la que el cito-~
plasza tiene numerosas inclusiones lipfdi-
cas. 31 micleo presenta dos nucleolos y
~los bacterias 3acillus sp. muy préximas a
1a menbrann nuclear, una de ellas introdu-
cid~ hasta la #ditad del nmdcleo, & pesar de
lo cuarl el micleo se conserva integro,

sunmento 51,800 I,




Arachis hypoges
| var. Criollo




Idmina T1.- Cédlulna de la radicula de Arachis
hyporea T. var., Florida entrg las que se ob-
serva la vared celular (pe) que separa las
dos cdlulas. Too nicleos (n) presentan la
hetorocromating localizain preferentenente
sobre merbrana nuclear y una bacteris Bacillug 3
sp. introduciéndosc al micleo en una de las

célulze, Aumento 56,000 X,

[N T




achis hypogea L
“var. Florida




' TAminn TTI.- fitoplasma de Arachis hxpogea.L.
var. RP-132 que presenta inclusiones en forma
de granulos y gldbulos lipidicos. Sobre una
vacuola se observa un cuerpo en forma de

bacteria. Aumento 47,250 X,
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Tdmina IV.- Tir 1, Zultivo puro de Bacillus sp.
en Bacto Yueller Hinton medium dehydratod'0757—
01 {(DI™0). ¥ig 2. Zultivo puro de Bacillus sp.
en Tacto blood amair bugse dehydroted 0045-01
(nIP20), %n ambas fotografius se pueden apre~
ciar 1lgunas de lae erracteristicas de las

colonins formadag ror Azcillus ap.







Ldmina ?.—’Fig 1. Se observa a microscopia de
iuz un cultivo dec bacterias (Bacillus sp.),
en acrobviosis, que presenton forma de basto-
nos cortos. Aunento 2,000 ¥X. Bl recuadro co-
rresvonde 2 Bacillus ep. del mismo cultivo,
a nicroscopin electrénice en corte trasver-
anl y longitudinal, Aucento 14,581 X. Fig 2.
ierosrafia de ricroscopia de luz de un cule-
tivo annerdébico de bazctericsm que presentan
forma de cadenas larges. Aumento 2,000 X.

71 recundro redresentza la bacteria intrace-
lulnr encontrada en la variedad Criollo,

Aumontor77,000 X
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Bacillus sp.




Tdrin~ VI.- Fin 1. Se observan al microscopio
de 1ﬁz 1los células con rmrandes ospnciog vacios
debidos 2 17 accidn bacterizna y en algunas cé-
lulas que 12 desinterrncidn es totel, quedando
solrrente 1n pared celulnr., “m las cdlulas de
1n parte centril se observan todavia el micleo
v ¢l nucleolo. lumento 985 X, Fig 2. derogri-
fi: electrdnicn de bnajo aunento en la que se
ohservai

n) esvaeio intersticial con gran cantidad
de bhueterias,

b) unn edluln que todavie conserva su mi-
cleo » cu nucleolo,

¢} citoplasia nireinlrente dirmerido por
bactering,

d) rdltiples bacterics con el asvecto de
una)zonn glectrodensa rodend:s e wn halo
c¢laro, frecuentenente adheridas en forra de
racito n la zona vacuolar de citoplaswka 1i-
”ﬁdo;

e) las células »rdxii °s v no rresentan
contenid¢o y solnmente se observan alpgunos
lisdsoiwas v bacterias adheridas o la parte

intern- 4o 1t pared, Auwnesto 22,400 X.
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No noculado




Idrina VII.- Piz 1, dicrografia de microsco-
pia de 1luz en la que se observa gran cantidad
de wacuwolas en el citoplasma hay bacterias
presentes. ILa lipis bneteriana llega al mi-
‘leo y se conserve solamente el nucleolo,
Aumento 3,465 Y. ®ix 2, rierografia de micros-
copfa clectrénica en la que se observal

2) enpacion intersticiales zn los que no
aparecen bactorias,

b) ninguna edinlz conserva ndcleo ni mu-
cleoclo,

¢) ecitonlnoemn totalrente direrido por las
bicterias nue »rosentan zonas suﬁamente vacuoév

lizades, dusento 21,994 X.
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" Inoculado
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3

Idvina VIIT.- Jstructuras nniboideas observa-

i4g en 1n norcidn mds externa de la radfeula.
Ze oheerva: fig 1

») vacuolas en ol interior de las cdlulas
que frecuenterente contienen Lacillus sp.

b) on ocasioncs sc encuentran también ien-
tro de lus vacuolas las llanadns flgurns de
mielinn aque corregspondon a residuos de diges-
tién lipidica. Aumento 17,500 ¥.

c) en las células de la fir 2 se observa
el ndcleo y el nucleolo. swsente 10,570 X.

4) Zn log citoplmomas se observa reticulo
endoplasmwitico (flechas largns) y mitocon-
drias (flechzs cortan).

¢) se obgervon prolonyaciones con aspocto
do rseuddpodos.

T 3. lumento 22,400 X,
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D2I°CUSION N® LOS RESULT LH0S

%1 principal problema con gque nos enfrenta-
mos al 1levar a cabo este investigacidn con-
pistid en 1a falto de bibliografia rospecto a
la presencia de bacterias en ewbriones de se-
nillas y su cfecto sobre la germinacidn ya
cve las dnicas publicaciones de que dispusi-
nos se refieren principalmente o bacterias de
tipo nitrificantes que no se encuentran pro-
piamente en el embridn de las semillas sino
en nddulos de las rafces de la planta y cuyo
afecto fisioldmico es bien conocido,

11 intentar separar los cubriones del res-

to de la semillz para trabzjarlo & microsco-

pia electrdnica, se encontrd que, estando

lns somillas secas, la operacidn resultaba

euramente diffcil pues con frecuencia dichos
exbriones quednbon dafndos.o incormpletos, De
nhi oue ce hiclern nececenrio voner las seni-
.1lns 2 rerminar durante 5 dfas para lbgr3r 

unn fieil separacidn y adecuads yreservacion




del owbridn en rodfeula, epicdtilo e hipocd-
tilo.

Ios ticmpos de ynrocesamiento para nicros-
copfa electrénicn del cacahuate se redujeron,
en el caso del procesamniento de las bacterias,
a la mitad. Zsto se explica porque el tiempo

requerido por las células de Arachis hypogea

I., que constituyen un tejido y ademds presen-.
tan una pared celular gruesa, dificulta la

rapidn penetracidn de los reactivos. 5n cambio,

an el caso de lag bacterieg estn penetracién,.
es wds rapida y, por‘tanto, el tieﬁpd de pro-
cesarlento respecto a las células del caca-
huate, disminuyd en un 50%.

Ins bacterins se colocaron en medios de
cultivo aerdbico y unzerdbico con objeto de
obgervar fendienos e pleomorfisro bvacteria-
no, ,

71 aspecto slarsndo que se observd en las
bacterins en anaerobiosis es similar al que

se vrescnia en el veristemo radicular de.

Arachis hyocosea I., 10 cual ropresente ung
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pruehe objetiva de 1n oresencia do Ngeillus
s, en 1o rvorcidn rndicular de la memilla
del cnrcahuate. (Jdwina v, fir 2).

Tog experimentos realizados nara tratar de
deteryinar si lo bacteris tenio almguna in-
fluencin en 1a zerninacidn de las semillas

de ‘rachis hyporea 7., se hicicron con la

variedad Sriocllo ya oue en ella e observd
vor »rimera vez lag bacterias intracelularss.
Jon respecto 2 los resultados obtenldos
del experimento 3o 1 {con nplicucidn de
bictericida) cave indicur lo siguicnte: 1a
pruoba de 12 arlicada a log datos obtenidos,
indiet gque si el experipento se ropiticrn
habrio un 50% de probabilidnl de obtener
los rismos resultados, es decir, que hasta
el momento se mantiene la duda rogpecto a
ci Bacillug sp. ayuda ¢ no a la merminceidn

de ‘rachig hyporea L. lderds es proboble

que en el experimento havan intervenido
ciertos factores como son! cue el bneteri-

cida (3T7) ha dafiedo 2 lng cdlulas de las

- 4G .




abéillas, por lo nue el porcentaje de gercina~
cién fue menor que cn ol lote testigo; que la
concentracidn del TG resultara quizd demesia-
4o altn, aunque dicha concentracidn es la que
se usa regularrente;’ que &l 3TC no hubiese pe-
netrado lo suficiente y por lo tanto la in-
fluencia de Bacillus sp. continunra. Adenmds
el experimento s8dlo ce realizd una vesz, v

3n ¢l primer cnso, la solucidn seria utili-
zar unn sustancia gue carantizara dnicamente
1n destruccidn o inhibicldn de las funciones
baeteriunas sin dafar lus células de 1o seri-
1la del cacshuate, verificando l& concentra-
cién y hnciendo observaciones tales que nos
nerritan comprobar la totzl destruceidn dé
1ns bactorins., In el sepundo caso, la solu-
cidén ser{c ropotir el experinento varias‘ve;
coa ol como awientar el tomaflo de 1n mmes-
tra,

Con raagpecto » los resultndos obtenidos
en ol oiparimanto o 2 (semillas inoculadan

con boctarias) diremos que el mimero do so




~illns sersinid~s cunndo se usd asun destila~
An eétéfil‘y solueidn saline estéril o una
concentr~ecidn de 1.5 g NaCl/1 1t ngua, son
se:ojntes: T y 9, respactivarente., Is decir
coro se espertha que ccurriern con las semi-
1las iaoculadas con bacterias, el porcentaje
de qcerrinncidn fue 2lto. Zn ¢l caso de lag
éemillas reradas con solucidn asalina ostdril
a unz concentracidn de 8.5 g Hasl/1 1t agua
el rosultndo obtenido concuerda con el dato
sefalido en la bibliograffn (Heimamn, 1953).
Sin embnrgo, el resultado obtenido de la
inoculncidén de las semillas, es el mds impor-
Etahte por discutir, ya que se esperaba que
el total de semillas germinadas fuese el
mis alte, puesto que se planted como hipé-
tesis que las bacterias influfan positiva-
mente en la germinacién. Aunque esto no es
definitivo, el experimento parece nmaostrar.
;Que no es asi. Zxiaten, en efecto, varias
razones para no descartar la hipétesiat

lo 71 ndmero de semillas utilizodo en es-
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te experimento no es representativo, por lo
tanto, no se pueden aplicar pruebas estadis-
ticce a los resultndos obtenidos.

20 ia concentracidn del indculo utilizado,
pudo ser excasiva, Esto se plantea pensando
en que las bacterias, al encontrarse intrace-~
iularmonte.en la rad{cula del embridn y si
intervienen en la germinacidn, podrian rea-
lizar funciones, gque en mayor o menor grado,
influyoran en las c¢dlulas radiculares del ca-
cochuate, Si tomnnos en cuenta que al empszar
a realizar sus funciones, el mimero de bac-
terias era demasiado alto, las cdlulas del
coenhunte se verian dafiadas y no beneficiodas.
Y0 ohi podria resultar cue, de acuerdo al re-
sﬁltaio del experimento, =1 porcentaje de
cerminacidn disminuiria,

3o lo anterior se confirmd observando la
ultraestructura del materizl inoculado,

0 se puede determinar exactamente cuil
es la influencia de 3acillus ap. on la ger~

rinacidn del cocahunte on la vroporcidn on

L= AT -




que normaluente aprroce. Sin ombargo si se
puede decir que csta proporcidn de bacterias
auenta notablerente durante ln germinacidn
sin que, aparentemente, tal fendmeno perjudi-
gue al proceso.

Se considera conveniente realizar una inves-
tizacidn sobre la preséncia vy cantidad de
bzcterias durante toda la vida de la planta,
desde la germinacidn hastn la fructificacidn
y posiblemente esto proporcione la informa- -

cidn respecto a la influencia de la bacteria

~en la germinacidn.




ts evidente la presncia de bacterias en
el interior del embridn del cacahuate (Arachis
hypogea L.).

Zn funcidén de la viabilidad de los embrio-
nes se consideran a estas bacterias como
simbiontes.

Con bise en los resultaéos~obtenidbs.ae
infiere que, en grandes concentraciones, Ba~
cillug sp. es dafilno para ol embrién de

Arachis hypogen L.
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