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Resumen

Semillas de Turbina corymbosa en distintas ctapas de desarrollo fucron obtenidas
de una planta cultivada y procesadas para su observacion con microscopia oplica y
electrénica. El examen de los cortes muestra que el desarrollo del endospermo es de
tipo nuclear y que la organizacion celular se alcanza mediante un patrén que sigue un
movimiento centripeto. A nivel ultracstructural, las células del endospermo mues-
tran una gran aclividad de sintesis durante todos los estadios aqui registrados. Al-
gunas evidencias apuntan a suponer que la formacidn de los cuerpos proteicos puede
estar ligada a organelos membranosos coma: el reticulo endopldsmico y los dictio-
somas. También sc observa que cuerpos de contenido homogénco —probablemente
esfcrosomas— aparccen en la vecindad del reticulo endopldsmico. Finalmente sc
propone un modelo para €l inicio de la formacién de cuerpos proleicos mediado por
vesiculas de transporte interno, denominados cuerpos electrondensos.




Introduccién

Generalidades

La impertancia de las semillas en Ia vida del hombre ha sido y serd fundamental.
Desde hace miles de aifios, ¢l hombre ha utilizado las scmillas corno alimento; sin
embargo, ¢l uso mas imporlante que hizo de ellas cristalizé en el establecimiento de
cultivos, Resulla imposible imaginar el cambio ¢ vida en el hombre de nomada a
seclentario sin ¢l desarrollo de la agricultura, y fdcil de cntender, que las plantas y
sus productos, las semillas, scan parte de la cultura de muchos pueblos (1). Un caso
particular lo tenemos con la especie Turbina corymbosa (L.) Ral., de la familia de
las Convolvuldceas llamada cominmente Cloliuhqui. Esta especic fue empleada por
los antiguos mexicanos con fines religiosos, migicos y medicinales. In el presente,
el uso principal de la semilla de T' corymbosa sc restringe a rituales de cardcter
adivinatorio practicados por distinias étnias del estado de Oaxaca (2).

En la actualidad las semillas son el principal alimento de la humanidad, Ademas,
las semillas se usan en la claboracién de importantes productos industriales, produc-
tos farmacéuticos, cosméticos y bebidas alcolidlicas, Tas semillas, sobre todo aquéllas
atiles al hombre han sido y son objeto de nunerosas investigaciones. En este tipo de
semillas se han adquirido cierlos conocimientos acerca de su composicién, estructura
y funcidn, aunque todavia [alta mucho por aprender sobre los procesos que se llevan
a cabo en su interior {3,4).

Las semillas, en términos generales, estin dotadas de cubiertas protectoras,
sustancias de reserva y de un esporofito en estado cmbrionario. Asi, las semillas
son estructuras altamente organizadas que protegen, sostienen y renuevan la vida
embrionaria cuando las condiciones ambicntales son adecuadas. Asimismo, son cl
recurso con que cuenlan las plantas para propagarse de un lugar a olro mediante la
accion del viento, el agua, los animales y el hombre {4).

Las plantas productoras de semillas pertenccen a las divisiones: Cicadofitas,
Gingofitas y Coniferofitas, todas Gimnospermas y a las Antofitas, o Angiospermas
().

La diferencia fundamental entre las Angiospermas y las Gimnospermas, radica
en la forma en que producen sus semillas. Las semillas de las Angiospermas son ¢l
resultado de la doble fecundacién intra-ovdrica, mientras que en las Gimnospermas
las semillas son el producte de una sola fecundacidn y no existe ovario {6).

En las Angiospermas después de la polinizacién, el gametofito masculino -grano
de polen- germina sobre la superficie del estigma mediante un proceso tubular que
cmerge del grano de polen, el cual crece a través del interior del cstigma 'y del
estilo hacia el ovario. Una vez que el tubo polinico alcanza el ovario, contintda
su crecimiento hasta que se pone en contacto con el évulo, El extremo del tubo
polinico entra por el micrépilo, atraviesa las paredes del gamelofito femenino y
poco despuéds descarga las células espermalicas en el saco embrionario. Una de las
células espermdticas alcanza la ovocélula, se une con ella, fusionan sus nicleos y se
forma un cigolo diploide (2n); mientras tanto otra célula espermdtica se une con la
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célula central y los niicleos se fusionan para formar una célula triploide (3n). En la
mayoria de los casos el cigoto permancee indivisible durante un lapso después de
la fecundacién, mientras que la cflula triploide o nicleo primario del endospermo,
pronto entra en un perfodo de rapida division y forma el tejido endospérmico. Algtn
tiempo después del inicio de 1a formacion del endospermo, el cigolo empieza fas divi-
siones nucleares y celulares que resultan en la formacion del esporofito embrionario
(5,6). El resultado del desarrollo subsecuente de estas estructuras, delos tegumentos
que dan origen a la testa y en algunos casos el dela nucela que origina ¢l perispermo,
serd la formacion de lo que Hamamos la semilla (b).

El évulo en Turbine corymbosa es anitropo, unitégmico, con un saco embrionario
recto, largo y delgado y un micrdpilo largo y muy estrecho (7). El ovulo maduro de
T. corymbosa, una vez fecundado, se desarrolla al cabo de 120 dfas en una semilla
madura y seca. Para entonces la semilla es dura, pequena (aproximadamente de
3 mm de longitud), ovoide, de color caslaiio rojizo y aspecto alerciopelado. Es
dicotiledénea, endospérmica y en su madurez conserva de dos a cuatro capas de
células de aleurona y restos de paredes celulares ricas en galactomanano (8, 9 y
10). Su desarrollo fue estudiado desde dvulo hasta semilla madura, con microscopia
Sptica (7).

‘Antecedentes

Las Angiospermas presentan tres tipos bésicos de formacidn del endospermo de cuyo
resultado se origina la siguiente clasificacion.

1) Nuclear o no cclular. El niclco primarie del endospermo se divide sucesi-
vamente y forma una célula polinucleada. Esta condicion del endospermo persiste
hasta que es consumido por el embridn o puede llegar a ser celular mas tarde.

2) Celular. La primera divisién del nicleo primario del endospermo y pocas divi-
siones nucleares subsecuentes son scguidas por divisién ciloplasmatica y formacidn
de paredes celulares

3) Helobial. El niicleo primario del endospermo migra hacia ef extremo calazal
del saco embrionario, donde sc divide y forma dos celulas; una grande Hamada
cidmara micropilar y otra pequefia llamada cdmara calazal (6,11).

En la familia de las Convolvuldceas ¢l endospermo cs de tipo nuclear (12).

Se han cstudiado los aspectos morfoldgicos de la diferenciacion celular que
acompafian el desarrollo del endospermo en las semillas de los generos pomoea y
Convobyulus, sin embargo, la atencién de los mVC\Ll radores se centra en los aspectos
anatémicos de baja resolucién.

Respecto a I sinula, I. purpurea ¢ I. carnca, el desarrollo del endospermo es
de tipo nuclear, ¢l cual llega a ser celular después del inicio de la formacién de
paredes celulares en el estado tardio del proembridn globular. Iin la semilla madura
el endospermo persiste como una banda de dos a cualro capas de células vivas de
grosor {13).

En Convolvulus arvensis el nicleo primario del endospermo se divide poco
después de la fecundacién. Hacia el quinto dia, el saco embrionario estd cubierlo
internamente por una capa periférica de citoplasma polinucleado y denso. Al noveno
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dia el endospermo liena completamente el saco embrionario y es totahnente celular,
excepto en ¢l extremo antipodal, donde la formacion de células se produce hasta los
doce o trece dias después de la fecundacion (14).

Las semillas pueden ser clasificadas como endospérmicas o no endospérmicas,
de acuerdo a la presencia o ausencia de un endospermo bien formado en la semilla
madura. En algunos casos, a pesar de que el endospermo esta presente, las semi-
lias no se consideran endospérmicas debido a que el tejido se¢ encuentra en forma
residual. Tal cs ¢l caso en las semillas de Glycire soja y Arachis hypogaca, donde el
endospermo ha side degradado durante el desarrolio de la semilla o en las scmillas
de Lacluca sativa donde el endospermo esta constituide por una capa de una a

. pocas células de grosor. En estos casos, los coliledones son ¢l principal drgano de
almacenamiento. En algunas semillas endospérmicas, este tejido es masivo y es la
fuente principal de reservas en la semilla madura, como es ¢l caso en las semillas
de los cereales, de las leguminosas endospérmicas como Piswin salivum, Trigonclla
Joenum-graccum y lymenaca courbaril, Phoeniz dactylifcra y Ricinus communis.
En los cercales y algunas leguminosas endospérmicas como en Trigenelle focnum-
graecum, la mayoria de las células del endospermo estén muertas en la madurez y
el contenido citoplasmatico ha sido ocluido por ¢l almacenamicnto de sustancias de
reserva durante el desarrollo. Sin embargo, las células mas externas llamadas capa
de aleurona, permanccen como tejido vive y juegan un importante papel durante la
germinacin (15).

Se ha visto que durante la germinacién de semillas de gramineas, el endospermo
juega un papel central en la fase de desarrollo heterdirofo de las plantas, dado que
las células de la capa de aleurona del cndospermo, responden a sefiales quimicas
provenientes del embridn, sceretando enzimas que degradan los materiales de reserva
del endospermo en sus distintos componentes, los cuales nutren al embrién (16,17).

En ¢l caso de las semillas endospérmicas dicotileddncas, sc ha empezado a cs-
tudiar la funcién de csie tejido durante la germinacion, Se ha visto que durante la
germinacion de algunas leguminosas endospérmicas, entre las que se encuentra Tri-
gonella foenum-graecum, las células de la capa de aleurona son las responsables de la
sintesis y sccrecion de las enzimas necesarias para la degradacion del galaclomanano
(18,19).

Los estudios estructurales rcalizados sobre estos aspectos, son a nivel de mi-
croscopia foténica (7,13 y 14) y serfa de gran importancia realizar investigaciones a
nivel ultraestructural. Cuando se usa el microscopio electrénico como instrumento de
observacién, el Lipo de procesamiento de especiinenes bioldgicos, es muy importante
para la obtencién de bucnas imégenes, -

Il procesamiento de especimenes tienc que ver con una seric de pasos bien
definidos, como son la fijacién, la deshidratacién y la inclusién, cuya meta cs la de
preservar la estructura fina del espécimen.

El crilerio generalmente empleado en la eleccidn del procesamicnto del mate-
rial biolégico, depende dcl éxito obtenido por otros investigadores en especimenes
similares {20) y de la introduccién de modificaciones cuando asi se requicre {21).



Objetivo

El presente trabajo tiene como propdsito cstudiar los cambios estruciurales
y ultraestructurales que ¢! endosperimo de Turbina corymbosa presenta en las

primeras etapas del desarrollo.




Material y Método

Las semillas de Turbine corymbosa utilizadas en la presenle investigacion fucron
colectadas a finales de septicmbre de 1983, de una planta cultivada en Nepantla,
Fdo. de México. Se separaron en tres grupos de acnerdo a la aparicncia externa
de los drganos florales. La letra A denota a lay senillas contenidas en los vestigios
florales con corola seca, la lelra I3 designa a las semitlas contenidas en flores que han
perdido la corola y presentan ¢l estilo verde y el estigma seco y la letra C aquellas
contenidas en el fruto verde sin estilo. La longitud de las semillas varid entre 2.0 y
5.0 mm.

Las scmillas fucron cortadas en pequeiios trozos de aproximadamente 1 mm? y
fijadas durante 24 h en una solucién de glutaraldehido al 3% y paralormaldehido al
1.5%, en tres distintos amortiguadores: fos{atos, cacodilatos y s-colidina a la misma
concentracién (0.05 M), pIl 7.2 y conlenido de sacarosa 0.06 M. Una vez transcu-
rrido el tiempo de fijacidn, las semillas fucron lavadas tres veces en sus respectivos
amortiguadores. Los tratamientos lcron diferenciados mediante la siguiente clave:
S para colidina, C para cacodilatos y I para fosfatos.

A continuacidn, una parte de las semillas fue postfijada en una solucién acuosa
de permanganato de potasio al 2% durante 20 min, y la olra parle en una solecion
amortiguada de tetrdxido de osmio al 2% durante 2 h. Las muestras postfijadas en
permanganalo dc potasio fucron designadas por la letra K, aquellas postfijadas cons
tetroxido de osmio, por la letra O.

Esta separacion se llevd a cabo en los tres grupos de semillas expuestas a los tres
distintos amortiguadores, manteniendo las mismas condiciones de concentracion,
osmolaridad y pl iniciales. Transcurrido ¢l tiempo de postfijacion, las muestras
tratadas con tetréxido de osmio, fueron lavadas tres veces en sus respectivos amor-
tiguadores, mientras que las tratadas con permanganato de potasio se lavaron cn
agua destilada.

Una vez climinado el exceso del segundo Bjador, las semillas fucron deshidra-
tadas en una scric gradual de alcoholes (30, 50, 70, 90 y 100%). A conlinuacién
se colocaron en dxido de propileno. Las muestras permanccicron 20 min, cn los
alcoholes de 30, 50 y T0%, cn los alcoholes de 90 y 100%, 40 min (2 cambios) y cn
éxido de propileno 40 min (2 cambios).

El siguiente paso fue colocar las muestras en una mezcla de resinas epdxicas
y 6xido de propileno en una proporcion de 1:2 durante 24 h. Al dia siguicnte se
colocaron en una mezcla de resinas y dxido de propileno en una proporcién de 1:1,
donde permanccicron 24 h. Después [ueron colocadas en resina pura durante 24 h
y finalmente en resina con catalizador (2,4,6,tris-dimetilaminofenol) ¢ incubadas en
una estufa durante dos dias a 60°C.

Una vez polimerizada la resina, se obluvieron cortes semifinos de 200 nm de
grosor cn un ultramicrotomo MT-2B, Sorvall, los cuales fucron tefiidos con azul de
toluidina. En la observacion de los corles y la loma de {folomicrografias se usé un
fotomicroscopio Zeiss I1.

Para el estudio en el microscopio clectrénico se eligicron zonas del endospermo,
y se obtuvieron cortes finos de 60 a 90 nm de grosor con cuchillas de vidrio. Se
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montaren en rejillas de cobre previamente cubiertas con una pelicula de formvar, y
después se contrastaron con citrato de plomo al 2% por 3 min y/o acctato de uranilo

al 2% durante 20 min. Las rejillas fucron observadas en un microscopio clectrénico
Zeiss EM-9.



Resultados

Estadio A (Laminas [y 1)

Bin este estadio, (fig. 1), la semilla presenta la cubierta seminal constituida por
una capa de células epidérmicas prismaticas rectangulares grandes (Ep), con ndcleo
prominente que en algunos casos prescntan una proyeccion de la membrana, cl
primordio de los tricomas.

Subyacente a la epidermis se observan células pequeiias cuboidales con niicleos
densos que corresponden a la subepidermis (Se), diferenciables de las células paren-
quimatesas (PPa) de mayor tamaio y forma irregular,

El endospermo {En), (figs. 1 y 2), restringido a la periferia del saco embrionario,
cstd conslituido por una masa citoplasmatica rica en vacuolas y nicleos prominenles
los cuales pueden presentar uno o dos nucléolos muy densos. Hacia el centro queda un
espacio cuyo conlenido es homogénco lo que le da ¢l aspecto de una banda irregular
que rodea una vacuola central. IIn la region vecina a las células parenquimatosas
de la testa se observa una banda mas densa, que podria corresponder a la pared
celular.

Al microscopio electrdnico (fig. 6), se observa que el arreglo de las células cs en
forma de prolongaciones angostas que se ensanchan en la regién del micleo, mientras
gue en olras regiones, permanceen como proyecciones muy delgadas.

Se observa claramente (figs. 6 y 7), que cl citoplasma proximo al parénquima
presenta un conlorno digitiforme inmerso en un material fibrilar y laxo de baja
densidad electrénica tanto con KMnQO,4 como con 0sQ0y.

El citoplasma (figs. 3, 4 y 5), tienc apariencia granular, contiene itocondrias,
reticulo endopldsmico, dictiosomas, cuerpos electrondensos, plastos, polisomas, va-
cuolas y nicleo con un gran nucléolo.

Las mitocondrias (Mi) (fig. 3}, ticnen forma esferoidal o alargada y se puede
apreciar cn ellas crestas mitocondriales de contenido clectrondenso.

El reticulo endopldsmico (Re) (fig. 1), abundante, aparece como un conjunto de
tubos contorneados rugoses de didmetro regular.

Los dictiosomas (Di) (fig. 5), se observan como agregados muy electrondensos
y ligeramente resucltos en los extremos de las cisternas donde adquieren apariencia
vesicular.

Los cuerpos electrondensos (Ce) (fig. 5), tienen forma esferoidal, estin clara-
mente delimitados de otras estructuras cclulares. Su estructura interna es de densi-
dad electrénica variable. Se encuentran préximas a los dictiosomas.

Los plastos (P}) (fig. 5), tienen forma csferoidal o ligeramente eliptica y son re-
lativamente grandes. Aparecen constituidos por dos regiones. La region periférica cs
de apariencia granular. La regin interna aparcce clara, bajo el tratamiento aplicado.

Los ribosomas {Pr) {fig. 5), se cncuentran formando agregados de aparicncia
espiral (polisomas) y muchos unidos a membrana de reticulo endoplasmico (Rer).

El ndcleo {Nu) (fig 3 y 6), muestra una envoltura discontinua, constituida por
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fragmentos de doble membrana. La cromatina aparece constituida casi exclusiva-
mentc por eucromatina.

El nucléolo (flecha) {fig. 6), s grande y muestra diversas regiones. Se aprecian
claramente dos zonas que difieren aparentemente en su organizacion, ambas ticnen
estructura granular y densidad de masa distinta.

En este estadio (fig. 8), se observan numcrosas divisiones nucleares, en las que
se aprecian los cromosomas (Cr) y parte de los microtibulos (ML) del huso mitélico.

7stadio B (Ldminas Il y V)

En el estadio B (fig. 9), la semilla muestra la cubierta seminal constituida por tres
tipos cclulares basicos. Las células epidérmicas son grandes, levemente aplanadas
¥ con pequeias prolongaciones hacia el exterior de la semilla. Las células sube-
pidérmicas, ticnen apariencia cuboidal y nicleos densos. Finalmente, se observa
una capa de ctlulas alargadas perpendiculares a la epidermis que corresponde a las
primeras cclulas del esclerénquima en empalizada (Es). Subyacente a estaiiltima
capa se encuentran células parenquimatosas, que se extienden formando una gruesa
capa y cuyas paredes cclulares engruesan conforme se encuentran mds préximas al
endospermo.

El endospermo (fig. 10), ocupa una regién mayor, el citoplasma se empicza a
organizar en porciones nucleadas con prolongaciones radiales hacia las regiones mds
internas que demarcan mejor el cspacio homogéneo. Los niicleos son voluminosos
con nucléolos conspicuos y estan rodeados por una fina capa de citoplasma que se
prolonga en forma mds o menos radial, y dan la apariencia de red al endospermo.
Este se encuentra desplazado a la periferia, mis préximo a las células parenquima-
tosas de la cubierta seminal, las cuales en esta regién han engrosado sus paredes y
toman un aspecto aplanado.

A nivel ultracstructural (figs. 1t y 12), s¢ aprecia claramente que el endos-
permo préximo al parenquima es de constitucién celular. En algunas zonas vecinas
al parénquima se observa un material fibrilar, clectrodenso, entre las proyecciones
celulares. Entre algunas células ya sc observa una fina linea electrodensa.

El citoplasma (figs. 12 13 y 14), presenta una composicién granular y diversos
organclos citoplasmaticos, entre los que se encuentran: mitocondrias, reticulo en-
doplasmico, dictiosomas, vacuolas electrondensas, plastos, polisomas y un ndclco,
con su nucléolo.

Las mitocondrias (figs. 12 y 13), ticnen forma esferoidal. Las crestas mito-
condriales se definen pitidamente y tienen apariencia de estructuras alargadas y
esferoidales. Evidencian un contenido de baja densidad electrénica en lo que es la
maltriz mitocondrial. Parece ser que varias de cllas estdn en divisién.

El reticulo endopldsmico (figs. 12 y 14), sc presenta tipicamente como un con-
junto de tiibulos rugosos. Los ribosomas se encuentran sobre los tibulos en gran
cantidad, ademas, forman abundantes polisomas.

Los dictiosomas (fig. 12), aumentan en nimero en Jas células observadas, mues-
tran con bastante definicion su estructura. Se puede apreciar que estian constituidos
_por cisternas apiladas. Las cisternas son paralelas entre si y casi planas. En algu-
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nos dictiosomas puede observarse que estan constituidos por tres o mas cisternas.
Algunas cisternas muestran sus extremos dilatados. Los dicliosomas se encucntran
en la vecindad de vesiculas o granulos muy electrondensos.

Las vesiculas o cuerpos electrondensos (figs. 12 y 14), tienen forma esferoidal,
estan claramente delimitadas de otras estructuras celulares. Su estructura interna es
de densidad variable, arreglada en forma granular y laminar. Se encuentran proximas
a los dicliosomas.

Los plastos (fig. 13}, son de dinensiones refativamente grandes, de forma esfe-
roidal y se encuentran diferenciados en dos regiones nitidamente distinguibles. La
region externa presenta apariencia granular y la regida interna esta constituida por
material soluble bajo el tralamiento aplicado.

Los nticleos {fig. 14), son muy grandes y alargados. Se observa claramente la
membrana nuclear cuyo clemento externo presenta granulos electrondensos (riboso-
mas). La cromatina tienc aspecto granulo-fibrilar,

El nucléolo, es grande y pueden destacarse en él diversas regiones.

Estadio C (Ldmines V y VI)

Ll estadio C {figs. 15 y 16), se cararacleriza por presentar la cubierta seminal
mas diferenciada, la epidermis presenta células de forma irregular mas o menos
planas con nicleos o sin cllos y con proyeccicnes externas conspicuas. Las células
subepidermicas muestran un pequenio alargamiento en direccién perpendicular a
la epidermis. Las células subyacentes han constituido dos o tres capas de células
alargadas perpendicularmente a las células epidérmicas, formando el esclerénquima
en empalizada. Las <élulas parenquimatosas alcanzan una mayor diferenciacidn;
aquéllas que se encuentran cercanas al esclerénquima son pequeiias mientras que las
células cercanas al endospermo son vohuminosas y de paredes celulares mucho mas
gruesas y las vecinas al mismo quedan como restos de paredes celulares colapsadas.
En este estadio las células del parénquima contienen abundantes granos de almidén.

En el endospermo (fig. 16), se pucde observar que el tamaiio de las porciones
delimitadas por el citoplasma difieren en varios aspectos. En la regién proxima al
parénquima ¢l tamafio de las porciones es pequeiio y forman una capa uniforme
de células, mientras que cn las regiones mds distantes son de mayor tamafio y uni-
formes, las porciones cercanas al embridn aparecen como restos celulares. Ademds,
el material contenido en las porciones delimitadas por finos hilos citoplasmaticos
presentan distintos arreglos, ya que en algunos casos se observan depdsitos granulo-
sos y en otras aunque el material tenga un aspecto homogénco muestran distintas
densidades.

A nivel ultracstructural (fg. 17}, las células del endospermno préximas al parén-
quima tienen paredes celulares muy delgadas que se interrumpen a intervalos, por
conexiones citoplasmaticas, los plasmodesmos (Ui).

El citoplasma (fig. 17), es muy rico en reticulo endopldsinico y polisomas, estos
tiltimos le dan apariencia granular. .

Los dictiosomas (fig. 18), asi como las vesiculas que de ellos derivan son mas
abundantes y se ven claramente resueltos.
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Los cucpos electrondensos y las mitocondrias (figs. 17 y 18), estdn presentes
en el citoplasma. Los primeros ticnen una forma mds o menos definida, que en
muchos casos cs esférica y siempre se les observa delimitados por membrana. Estos
en algunos casos sc hallan asociados a vacuolas en las que puede apreciarse un
malcrial fibrilar. '

El niicleo (fig. 19), tienc en su mayorfa la cromatina distribuida homogéncamente
y casi no se observa cromatina condensada.

El nucléolo es atin de gran tamaiio y presenta dos zonas claramente distinguibles
de apariencia gramlar fina,

En cortes correspondientes a etapas finales del mismo estadio (fig. 19), las células
vecinas al parénquima tienen paredes celulares mucho mas estructuradas y clara-
mente visibles que en etapas anteriores, y se observa nitidamente la lamina media
(L) y los espacios intercelulares (Ei). .

En el citoplasma (figs. 19 y 20), se observan regiones de aparicncia homogénea,
granular fina, parcialmente compartamentalizadas, por estar rodeadas de reticulo
endoplasmico, mientras que en olras sc concentran en gran cantidad organelos mem-
branosos del tipo dictiosomas, rcticulo endopldsmico y mitocondrias.
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Limina I
Estadio A

Fig. 1. Se observa externamente la epidermis (B}, la subepidermis {Se), un parén-
quima abundante {Pa) y el endospermo {En). x 26.

Fig. 2 Detalle del endospermo. Sc observa: algunas células parenquimatosas de la
testa (Pa), la pared celular (Pc), citeplasma (Ci), nicleos (Nu) y nucléolos (flecha).
x 65.

Fig. 3. Se observa una regién citoplasmitica del endospermo préximo a la pared
celular (Pc), mitocondrias (Mi), reticulo endoplismico (Re), un niicleo (Nu), ¢l
nucléolo {flecha) y espacios clectronclaros (Ee). Postfijacidon con KMnOy. x 9280.

Iig. 4 Se observan dictiosomas con vesiculas en sus extremos {Di), mitocondrias
(Mi) y reticulo endoplasmico (Re). Postfijacién con KMnO4. % 18480.
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Limina II
Estadio A

Fig. 5 Se observan cucrpos clectrondensos {Ce), un plasto (P1), reticulo endopldsmico
rugoso (Rer}, mitocondrias (Mi) y polisomas (Pr). Postlijacion con OsOy. x 18480

Tig. 6 Se observa una porcién del nicleo (Nu) y el nucléolo (flecha), reticulo en-
dopldsmico (Re) y mitocondrias (Mi). Postfijacién con KMnO4. x 9280.

Fig. 7 Se observa la parcd cclular (Pc) y material fibrilar (MI) inmediata al paren-
quima, mitocondrias (Mi) y reticulo endoplésmico {Re). Postfijacién con 0sOy4. x
18480.

Fig. 8 Se observa una divisién nuclear, cromosomas (Cr), microtiibulos (Mt). Post-
fjacién con KMnOy4. x 14580.
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Lamina 111
Estadio B

Fig. 9. Se observa: células epidérmicas aplanadas con prolongaciones citoplasmati-
cas (Ep), células subepidermicas cuboidales (Se), células alargadas precursoras del
esclerénquima cn empalizada (Es) y células parenquimatosas (Pa). x 105.

Fig. 10. Se observa el endospermo {En) con niicleos (Nu), proyecciones citoplasmi-
ticas (Ci) que forman una red y células parenquimatosas aplanadas (Pa). x 42,

Fig.11. Se aprecia el caracter cclular del endospermo (En) préximo al parénquima,
la pared celular que lo define (Pc) y Material fibrilar (Mf)}. Postfijacién con KMnOy.
x 3570.

Fig.12 Célula del endospermo préximo al parénquima. Se observa: pared celular (Pc)
mitocondrias (Mi), reticulo endoplasmico rugoso (Rer), polisomas (Pr), cuerpos
electrondensos (Ce), dictiosomas (Di) y ¢l inicio de la organizacién de la ldmina
media (L). Postfijacién con OsQy4. x 18480,
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Lémina IV
Fstadio B

Fig.13 Se observan varios plastos (Pl), un gran ndmero de pollsomas (Pr) y mito-
condrias (Mi). Postfijacién con 0s04. x 92826.

Fig.14 Se observa: cuerpo electrondenso (Ce), polisomas (Pr), una porcién del niicleo
(Nu) y el nucléolo {flecha) en el que se distinguen zonas de densidad clectrénica
variable. Postfijacion con OsQ4. x 18480.
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Lamina V
Estadio C

Fig.15 Se observa: células cpidérmicas aplanadas (Ep), células subepidermicas (Se),
esclerénquima en empalizada (Es) y células parenquimatosas (Pa) con abundantes
cuerpos refringentes (granos de almiddén). x 67,

Pig.16 Detalle del endospermo. Se observa: células parenquimatosas aplanadas (Pa),
células pequefias (Cp), células grandes (Cg) y una poreidn del cotileddn (Ct). x 26.

Fig.17. Se observan dos células vecinas préximas al parénquima, paredes cclulares
(Pc), uniones intercelularcs (Ui), cucrpos clectrondensos (Ce) y mitocondrias (Mi).
Postfijacién con 0s04. x 9280.

Fig.18 Se Observa: el reticulo endopldsmico rugoso (Rer), dictiosomas con vesiculas
en sus extremos (Di) y cuerpos electrondensos asociados a vesiculas (Ce). Postfi-
jacidn con 0sQy4. x 9280.
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Limina VI
Estadio C

Fig.19. Etapa avanzada. Regién de unidn de tres células del endospermo. El cito-
plasma presenta zonas con material homogéneo (Mh). La limina media clectrodensa
(L), paredes celulares (Pc), espacio intercelular (Ei), reticulo endoplismico (Re),
nicleo {Nu) y nucléolo {flecha). Postfijacion con KMnO4. x 9280.

Fig.20 Se observa una. regidn citoplasmatica rica en reticulo endopldsmico (Re), y
dictiosomas (Di). Postfijacién con KMnO4. x 9280.
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Discusién

De las obscrvaciones realizadas cn las primeras elapas de desarrollo del endospermo
en Turbina corymbosa se muestra a nivel de la microscopia dplica, la organizacion dei
citoplasma como una banda irregular desplazada hacia el parénquima, la cual cstd
scparada de ¢ste por una pared celular que debe corresponder a la célula central,
ya que no se observa ainguna intermpeién en lodo su conlorno. Por otra parte,
s¢ menciona en los resultados la presencia de un espacio central, que pudiera ser
la vacuola de la misma célula, pero que a nivel de la microscopia electdnica no
se observa bien definida en su contorno, es decir, no se aprecia una membrana
continua o tonoplasto. También se observan proyecciones citoplasmalicas, que con
microscopia Optick, s¢ muestran como un contorno irregular rugoso. Por esta razdn
se piensa que este cstado sea ¢l prineipio en la organizacion del citoplasma hacia la
comparlamentalizacion en células, ya que a lo largo de toda esta banda se ditinguen
varios nicleos. Este citoplasma visto con el microscopio dplico, ticne un aspeclo
“espumoso” debido a Ja presencia de numerosas “microburbujas”, que a nivel de
microscopia clectrénica aparcecen como espacios clecironclaros con cscaso material
clectrondenso fibrilar, cuando la postfijacion es con KMnQy. Cuando la postlijacién
es con OsQ4, aparccen cucrpos esferoidales muy electrondensos, en la vecindad de
dicliosomas y rcticulo endoplasinico, que pudieran contener material de sccrecidn
altamente condensado.

Conforme avanza e} desarrollo, s¢ obscrva més claramente definido ef limile de
la regién central del endospermo a univel de Ja microscopia dptica; el citoplasma
muestra un aspecto reticular, que a nivel de la microscopia cleclrénica, se debea la
presencia de una multitud de proyecciones citoplasmaiticas, las cuales se extienden
a partir de zonas nucleadas. Asimismo, sc empiczan a observar las conecciones de
material fibrilar con la pared célular periférica, que suponcmos corresponde a la
organizacién de la ldmina media, ya que en el esladio C, se observan claramente
paredes celulares con conecciones intercelulares, es decir, plasmodesmos.

Desde un principlo, se aprecia la organizacidn de reticulo endopldsmico rugoso,
reticulo endopldsmico lise y dictiosomas, ademds, de la organizacién nucleolar y de
la cromatina, lo cual indica una alla sintesis de proteinas, lipidos y seguramente
oligosaciridos que culmina en la organizacion de la Jamina media y paredes celu-
lares. De igual manera, csto nos hace suponer la sintesis de cuerpos proteicos y
esferosomas, puesto que cn las 1iltimas mucstras del estadio C, se observan en cf
citoplasma, las primeras etapas de la organizacion de material granular ligeramente
compartamentalizado, rodeado por abundante reticulo endopldsmico y dictiosomas.

En el presente estudio, observamos que la masa ciloplasmitica muitinucicada del
endospermo tiene una disposicién periférica (estadio A), Conforme avanza el desa-
rrollo del mismo (estadio B) se presenta la formacion de proyecciones citoplasmaticas
muy delgadas radiales a partir de masas citoplasmaticas nucleadas, que corresponde
a una organizacién celular con un movimicnto aparentemente centripeto, es deair,
en direccion al embridn. )

Estas células (estadio C), presentan vacuolas de diferente tamafio, hacia las
cuales se vierten los cuerpos electrondensos, lo cual hace suponcr que corresponda
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al origen de los cuerpos proteicos, que en ¢l estadio maduro se observan en la capa de
aleurona. Esto concucrda con lo registrado para la formacion de cucrpos proteicos
en Pisum sativum (22), como se muestra en ¢l diagrama 1.

La comparlamentalizacion del citoplasma que se presenta cu la ctapa avanzada
del estadio C puede corresponder a la formacion de los esferosomas, debido a su
estructura y a la relacion espacial que guarda con el reticulo endoplasmatico. Tsto
estaria de acuerdo a la formacion de los cuerpus lipidicos que en Ruephanus sativus
se reporta (23).

En términos generales, los resultados obtenidos en el desarrollo del endospermo
de Turbina corymbosa, concucrdan con aquellos obtenidos para Convolvulus arven-
sis {14), en donde se ha visto que aproximadamente entre los doce y trece dias
después de la fecundacion, las células del endospermo tienen finas paredes celulares
y son altamente vacuoladas. Asimismo, se menciona que aproximadamente entre los
quince y veinle dias después de la fecundacion, las células del endospermo préximas
al paréncuima, tienen paredes célulares gruesas y que aquellas células mas distantes
al mismo, son de mayor tamano y mas vacuoladas, También se dice que entre los
veinte y Lreinta y cinco dias despucs de la fecundacidn, las ¢élulas del endospermo
vecinas a los coliledoncs son digeridas, y quedan sélo de dos a seis capas de células,
cuando la semilla es madura (14). Sin embargo, se ha reportado que en T. corymbose
el desarrollo de la semilla hasta sn estado maduro y seco, dura aproximadaimente
cientoveinte dias y que cuando el embridn alcanza ¢l estado de torpedo, es decir,
cuando comienza a desarrollar los cotiledones, se inicia la degradacion de las células
mds internas (7).

Como se ha mencionado anteriormente, el procesamiento de especimenes bio-
logicos es un paso crucial en la obtencion de resultados reproducibles, cuando se
trabaja con el microscopio electrénico. Asi, se puede apreciar que en las muestras
tratadas con KMnOQ4 como segundo fijador, los componentes de la pared celular se
resuclven mcjor, es decir aparecen mds nitidamente definidos y son mas clectron-
densos, mientras que en aquellas muestras postfijadas con 0sQy aparccen difusos.

Otra diferencia fundamental es la que tiene que ver con el aspecto que muestra
la cromatina en el nicleo. Se puede constatar, en muestras postfijadas con KMnO,4
y contrastadas con acctato de uranilo, a diferencia de aquellas contrastadas con
citrato de plomo, que permiten una mayor diferenciacién de la cromatina en hete-
rocromatina y eucromalina.
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Conclusiones

En cl presente trabajo se demuestra que el desarrollo del endospermo en la
semilla de Turbina corymbosa es de tipo nuclear, como cn otras Convolvuldceas.
Asimismo, se pone de manificsto que dicho desarrollo pasa por dos fases; la pri-
mera, involucra numerosas divisiones nucleares, mientras que la segunda involucra
la organizacion celular con aparicion y desarrollo de paredes celulares. La primera
fase ocurre tempranamente durante la ontogenia de la semilla, es decir, cuando él
embridn sc encuentra en la etapa temprana del estado globular(7).

Algunas evidencias hacen suponer que el origen de los esferosomas y cuerpos
proteicos pudiese ser a parlir del reticulo endoplasmatico y de los dictiosomas.

Es evidente, que el desarrollo del endospermo, puede ser un sistema adecuado
en ¢l estudio de la génesis de las paredes celulares, de los cuerpos proteicos y de los
esferosomas.

En cuanto a las técnicas de procesamiento del espécimen, el uso de los dos
segundos fijadores y de los contraslantes nos proporciona mayor informacién sobre
la estructura de las células del endospermo.

Por lo que respecta a los vehiculos para la fijacién, es dificil evaluar su papel
con los resultados obtenidos.

Seria importante realizar este tipo de estudios con plantas cultivadas en inverna-
deros, con el fin de obtener semillas con un tiempo de desarrollo preciso. Asimismo,
estudios citoquimicos y aulorradiogrificos ayudarian a dilucidar la naturaleza de
estructuras tales como los cuerpos electrondensos y el origen de cuerpos proleicos
y esferosomas, y desde luego, correlacionar el estudio integro de las estructuras de
la semilla.
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