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ResuMEN: En el presente trabajo se hace un estudio morfolégico ultraestructural del em-
brion de Arachis hypogea L. en sus variedades Criollo y Florida. Se encuentran bacterias
en cl interior de las células embrionarias, Estas bacterias son aisladas ¢ identificadas como
Bacillus pumilus,

INTRODUCCION

El cacahuate es originario del Nucvo Mundo. Prueba de ello es ol descubri-
miento por E. G. Squier, alrededor de 1875 (Gillier, P. y P. Silvestre, 1970) de
granos semejantes a los de las variedades actualmente cultivadas en Perd, en
tumbas precolombinas situadas en Ancon. Pachacamac y otros Iugares.

Aunque se desconoce en estado silvestre, la ausencia de especies del género
Arachis en otras regionss del mundo y su abundante distribucién como especie
cultivada en la zona que va desde Brasil hasta Argentina. situada aproximada-
mente entre los 1C° y los 353° de latitud sur, confirman el origen americano de
la planta.

% Una versién mas amplia de este articulo se presenté cn el VIII Congreso Nacional de
Fitopatologia del 5-7 de julio de 1978.
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Tal parece que la distribucién de la especic fue obra de los indios en ticmpos
precoloml)inos. Asi el cacahuate pudo extenderse a diferenles regiones de Amé-
rica del Sur, e islas antillanas asi como América Central y México.

Posteriormente, a principios del siglo XIX. los portugueses la introducen cn
la costa occidenlal de Africa. mientras que los cspanoles. en la misma época,
lo hacen en las Filipinas v posiblemente en Espana. a partir de la cosla occi-
dental mexicana. Desde &lli. el cultivo del cacahuate pudo extenderse a China.
Japén. sudeste asiatico. India v la costa este de Auslralia. v desde Espana v
Portugal a otros paises de Furopa. Es posible que. desde Ceilan o Malasia. lle-
gara posleriormente a Madagascnr v a la costa oriental africana. Por lo lanto.
Africa se convirtié en punto de unién de dos rutas diferentes de propagacion de
la especie.

Por otra parle, a pesar de que la |)|anla exislia 2n dilerentes 'uaurvs de Amé-
rica, fue introducida en los Estados Unidos de Norlcamérica desde la cosla oc-
cidental de¢ Alfrica. por medio del comercio de los esclavos.

El origen y la historia de la difusién del cacchuate, explican lTa gran diversi-
dad de los tipos exislentes en América del Sur y en olras regiones del mundo
(Fi]ipinas-Ma]asia—'ndonesia v Africa occidental) a las que hay que mencionar
como centros de diversificacion secundaria.

En la Reptblica Mexicana el cacahuate se culliva. principalmente, en Gua-
najuato, Guerrero, Sinaloa y parle de Jalisco. Su importancia comearcial radica
en que de la semilla se extrae un aceite (que ocupa 2| segundo lugar entre los
comeslibles va que el ajonjoli ocupa ¢l primero. También es importanle como
producto principal para la elaboracién de dulces y botanas, asi como [ruto de
boca.

El género Awachis pertenece a la familia de las T.cguminosas. sublamilia de
las Papilionaceas y a la tribu de las Aracnidineas.

Todas las ecspecies presenlan caracleres hotanicos comun=~s. l.os prinripa]es
son:

— Plantas herbaceas o lefosas en su base. perennes o anuales.

— Tubo del caliz largo v con aspeclo de pedanculo floral tzrminado por cin-

co lébulos, cuatro de los cuales estan soldados.

— Pétalos y- cstambres inserlados en la parte superior del tubo del caliz.

— Estambres reunidos en tubo sobre una parte de su longilucl v en ntmero

de 10, alternativamente largos y cortos.

— Opvario sésil, sentado, que conticne de una a seis camaras, filiforme, termi-

nado en un pcquerio estigma.

— Fructificacién enterrada por elongacién de la base del ovario.

El ntmero cromosémico del género Arachis es n = 10. El cacahuate cultiva-
do Arachis hypogea L. es tetraploide con 2n == 40 (Darlington, C. D. y A. P.
Wylie, 1945).

Estructura macroscépica del cacahuate. La vaina o fruto. cuya maduracién
se lleva a cabo bajo tierra. varia de 1 a 6 cm de longitud v de 0.5 a 2.5 cm de
ancho (Altschul, 1958). Su pericarpio o cascara es color crema, amarillo palido
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o naranja y muestra una superficie a modo de red con lineas salientes longitu-
dinales intersectadas por lincas lalerales o transversales. El fruto normalmente
conticne 2 o 3 semillas en la parle terminal. en forma de abultamientos. gene-
ralmentc colocadas en posicién diagonal. Las semillas varian de forma. desde
casi esléricas hasla oxageradamente cilindricas y miden de 10 a 20 mm. l.a va-
riacién de color esta dada por la testa. que pu(‘.dc ser roja o color cancla. pero
tamb:én pucdc ser crema o morada. [l rate y sus ramas s¢ ven claramente ¢n
la testa. La semilla consta de dos porciones lalerales que son los cotiledones y
¢l embrion propiamente dicho que esla constiluido por una zona radicular, una

porcién intermedia o hipocétilo y las plamulas o epicétilo.

Lstructura microscopica. La pared del fruto es el pericarpio que. a su vez,
esta constituido por dos capas: el cpicarpio v el hipocarpio. En secciéon trans-
versal (Winton, 1006, y Winlon. 1032) el cpicarpio presenla excrecencias sc-
mejantes a los tipicos pelos radiculares. La capa hipodérmica consta de varias
capas de células organizadas radialmentz; las mas externas presenlan parcdes
gruesas y punteadas. Estas células hipccarpicas punl(-acla:; son imporlantes ¢n
la identificacion microscopica de la cubierta dzl cacahuate. Dentro de la region
hipocérpi(‘n esta el mesocarpio. constituido de parénquima. Embcehido en este
parénquima hay una zona dec fibras muy caracleristica la cual se extiende ha-
cia los surcos del pericarpio. Tales proyecciones o prolongaciones normalmente
se bifurcan y encierran en paquetes fibrovasculares. Las fibras presentan gran
variedad de formas (Winton. 1966 y Winlon. 1932) y su arreglo entrclazado es
una diferencia valiosa para la identificacion de la cubierta del cacahuate.

las capas mas internas del pericarpio son de parénquima.

TESTA. La epi(]c;'mis externa de la tesla es atipica de las Lecguminnsas las cua-
les suclen poseer células en empalizada. En lugar de esto. Arachis liene mu-
chas células caracteristicas, altas. con diamectio superior de 23 micras en sec-
cién transversal y con las partes exlernas de las paredes muy cngrosadas y cri-
hosas.

Vistas superficialmente. dichas células ticnen un diametro de 20 a 50 micras
y debido a las puntuaciones sus pa:'o(los mucslran unas marcadas proyccciones.

El 12osto de la testa consiste en parénquima y algo de lejido vascular. Es una
caracteristica del parénquima quc presentan una gradacién desde una capa com-
pacta de células que se encuentran inmedialamente abajo de la epidermis ex-
terna hasta capas esponjosas en que las células estan mas ap[astadas.

£NposPERMO. Fuertemente adheridas a la superficie interna de la testa hay
una sencilla capa de células con didmetro tangencial, en seccién transversal, de
cerca de 30 micras. Conliene gotas de aceite v posib[emente pequeiiisimos granos
de aleurona. Esta capa ha sido interpretada a menudo como endospermo. como
la capa interna de la testa o como perispermo (Winton. 1906 y Wiaton, 1932).

EMBRION. Los cotelidones estan constituidos por células de parénquima, pero
que no son del tipo de empalizada. Todas estas células tienen paredes puntca-
das, pero en menor grado hacia la epidermis del cotelidén. Las células contienen
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gotas de aceile, granos de almidén con hilio central que miden de 4 a 12 micras
de diametro y granulos de aleurona de 5 a 12 micras de diametro.

Es conocido el hecho de la frecuente presencia de bacterias en las raices de las
leguminosas, siendo las mas conocidas las del género Rhizobium. Estas bacte-
rias se introducen en las raices de las plantas, provocando la formacién de nu-
dosidades donde viven gracias a los compueslos del carbono que extrae de la
planta. Esta a su vez, se beneficia del nitrégeno fijado por las bacterias. esla-
bleciéndose asi una simbiosis.

Se ha descubierto que la bacteria Spirillum lipoferum es capaz de una ope-
racién semejante con los cereales. Efectivamente. cientificos brasilenos del Ins-
titulo de lnvesligaciones Agropecuarias del Cent-o Sur (|.P.E.A.C.S.) han ob-
servado que =n climas tropicales y en determinadas variedades de suclo. algunos
tipos de Spirillum infectan las raices del trigo v [ijan cl nitrégeno.

l.os mismos resultados produce Spirillum en algunas variedades de hicrbas vy,
segin investigaciones efectuadas en las Filipinas. en el arroz.

El presente trabajo tiene por ol)jeto investigar la posible presencia de bacte-

rias en el embrién del cacahuate (Arachis hypogea L..).
MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron semillas seleccionadas de Arachis hypogea L. obtenidas en la Pro-
ductora Nacional de Semillas de la Secrctaria de Agricultura y Recursos Hi-
draulicos, de dos variedades distintas: Criollo y Florida. Se pusicron a germinar
de la forma usual (entre papel secante y regadas con agua destilada en condi-
ciones de asepsia); a los cinco dias de germinacion, se aislaron los embriones de
los cotiledones y se cortaron en tres partes: epicotilo o plamula. hipocétilo o por-

cién intemedia y radicula.
Se llevé a cabo el procesamienlo del material para microscopia electrénica de

la siguiente manera:

1. La fiiacién se llevo a cabo en glulaml(lvhido al 3% disuelto en amorti-

guador de fosfatos a un pH de 7.4. durante media hora.

2. Las porciones senaladas se lavaron con amortiguador de fosfalos para eli-

minar el fijador.

3. La post-fijacién se realizé con tetréxido de osmio al 1 % disuelto en amor-
tiguador de fosfatos. durante dos horas.

4. La deshidratacion se realizé con alcoholes sucesivos de 50% a absoluto.

5. Se utilizé como intermediario de la preirclusiéon 6xido de propileno. Esta
se realiz6 agregando al é6xido de propileno la siguiente mezcla de iesinas epé-
xicas:

Mezcla A) Epén 812 51 ml.
DDSA ....... 50 ml.
Mezcla B) Epén 812 50 ml.
NMA 45 ml,
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6. l.a inclusién se llevé a cabo en Epén 812 y la polimerizacién se hizo a
60°C durante 32 horas.

Se obtuvieron cortes de 500-600 A en un ultramicrotomo Sorvall MT-2. y fue-
ron monlados en rejillas de cobre.

Las preparaciones se tifieron con citrato de plomo. La observacién y las fo-
tografias se realizaron en un microscopio eclectrénico EM 0 Zeiss.

Las bacterias fueron aisladas por las técnicas hacteriolégicas usuales. Los cul-
tivos se realizaron por la técnica de Burdon vy Williams (1971) v Verna (1945)
en agar nutritivo Muller-Hinton v fueron incubadas a 37°C.

REesuLTADOS

St_z observaron y fotografiaron los cortes de meristemo radicular de las varie-
dades Florida y Criollo de Arachis hypogea.

En estas dos variedades se encontraron intracelularmente bacterias de la espe-
cie Bacillus pumilus.

En la lamina I se observa una célula de meristemo radicular de embrién de
Arachis hypogea L. de la variedad criollo en la que se presenta la pared celular
atravesada por una bacteria en el margen inferior izquierdo de la lamina. Se
observa también otra bacteria bordeando la membrana nuclear vy. sobre ella una
lercera que se encuentra atravesando el ntcleo y préxima al nucleolo. Las tres
bacterias mencionadas przsentan una pared celular como una linea tenue que las
circunscribe. En el nacleo se presentan dos nucleolos y en el citoplasma abun-
dantes inclusiones lipidicas, algunas vacuolas y granulos electrodensos que pro-
bablemente correspondan a lisosomas o a resultado de digestion lisosomal.

En la lamina II se observa la pared celular que separa dos células vecinas. El
citoplasma celular presenta multiples inclusiones de lipidos. EI nicleo presenta
dos nucleolos v la heterocromatina esta especialmente localizada sobre la mem-
brana nuclear.

Una bacleria se encuentra atravesando la membrana nuclear. Se considera im-
porlante para investigaciones que actualmente sc estan llevando a cabo. el hecho

e (ue esta bacteria carece de pared celular. Es imporlante también hacer no-
lar que en el extremo terminal de la bacteria que se encuenlira dentro del nucleo
se observa alrededor una zona de lisis de diferente electrodensidad que pmlria
sugerir cambios bioquimicos a nivel de cromatina. Este fenémeno también pue-
de observarse en la region de la membrana nuclear que esta siendo alravesada
por la bacteria. en donde los grénulos de heterocromatina que se encuentran bor-
deando esta zona han desaparecido.

En la lamina Il en las cajas de Petri con placas de medio de cultivo sélido,
las cuales se sembraron por el mélodo de separacién por estria. se observa (figu-
ras 1 v 2) el desarrollo de colonias redondas, lisas, de aspecto cremoso. Estas
colonias se obtienen después de 24 horas de incubacién a 36° C.

Con base en las pruebas bioquimicas y en las claves de identificacién, se con-
sidera qque las bacterias aisladas del cacahuate corresponden ala especie Bacillus

pumi lus.
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Estas bacterias presentan las siguientles caraclerislicas:
CULTIVOS

Colonias de forma circular. de = 1 mm de diametro, superficie lisa, borde en-
tero, p[anas y aspecto cremoso (Lamina 1.

MORFOLOGIA

Células de forma bacilar con cxtremos redondeados.

Tamano promedio en aerobiosis: largo, 3.6 micras y 1 micra de ancho.
Presencia de capsula.

Presencia de una espora en cada uno de los extremos.

Tincién de Gram: positiva.

Tincién de Hiss para capsula: positiva.

Tincién de Wirtz para esporas: positiva.

Movilidad: negativa.

FISIOLOGIA

En medios nitratados produce nitrilo pero no gas.

Desprendimiento de hidr(’)geno: negativo.
Hemolisis: alfa positiva.
Indol: negalivo.

Licuefaccién o digestion de proteinas:
Gelatina: positiva.

Caseina: positiva.

Suero sanguineo: negativa.

Reduccién de indicadores:
Azul de mealileno: negativa.

Produccién de acido:
Glucosa: positiva.
lactosa: negativa.
Sacarosa: positiva.
Rafinosa: negativa.
Sorbitol: negaliva.
Manitol: positiva.

DiscusiéN DE LOS RESULTADOS

El principal problema con que nos enfrentamnos al llevar a cabo esta inves-
tigacién consistié en la falta de bibliografia respecto a la presencia de bacterias
en embriones de semillas y en particular del cacahuate, ya que las tinicas publi-
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caciones de que dispusimos se refieren principalmente a bacterias de tipo nitri-
ficante que no se encuentran propiamente en el embrién de las semillas sino en
nédulos de las raices de la planta y cuyo efecto fisiolégico es bien conocido.

Al intentar separar los embriones del resto de la semilla para observarlos en
microscopia electrénica. se encontré que, estando las semillas secas, la operacién
resultaba sumamente dificil pues con frecuencia dichos embriones quedaban da-
fados o incomp[etos. De ahi que se hiciera necesario poner las semillas a ger-
minar (_:lurante cinco dias para lograr una facil separacién y adecuada preserva-
cién del embrion.

Se desconoce por el momento el significado [isiolégico de la presencia de Ba-
cillus pumilus en Arachis hypogea L. Se estan realizando actualmente investi-
gaciones en este sentido.

Dado que la clasificacién de la bacteria presenté serias dificultades se recu-
rié a la ayuda de la Dra. Ruth E. Gordon del Waksman Institute of Micro-
[)iology en Estados Unidos de Norteamérica, quien clasificé a la bacteria como
Bacillus pumilus.

CoNCLUSIONES

lo. Se seiala la presencia de una bacteria en las variedades Florida y Crio-
llo de Arachis hypogea.

20. Esta bacteria fue aislada e identificada como Bacillus pumilus.

30. Se localiza Bacillus pumilus generalment: en el nucleo de las células del
embrién de Arachis hypogea L. en las dos variedades antes citadas.

SuMMARY

An ultrastructural morphological study of Arachis hypogea 1.. embryo is made.
Bacteria are found inside the embryo cells. This bacteria has been isolated and
identified as Bacillus pumilus.
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