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RE SUMEN

La semilla madura de Turbina corymbosa "ololiuhqui", presenta un
endospermo formado por dos regiones: 1la capa de aleurona de
células vivas y la capa de galactomananos, una regién acelular,
constituida por restos de paredes celulares.

En el presente trabajo se estudiaron 1los cambios en la
organizacién subcelular del endospermo y 1la movilizacién de sus
reservas, durante la germinacién.

Se utilizaron semillas embebidas de una a noventa y dos horas, las
cuales se procesaron para su observacién al microscopio foténico y
al microscopio electrénico de transmisién. Ademds se realizaron
pruebas citoquimicas de alta resolucién.

Con microscopio foténico vy 1a reacciédn de 4cido peryddico-reactivo
de Schiff, se observaron 1los primeros cambios en 1la regién
acelular a partir de las cuarenta y ocho horas. A las setenta vy
dos horas los galactomananos desaparecen junto con las células de
la capa de aleurona._gon el microscopio electrénico, 1los cambios
se hacen aparentes &;sde la primera hora de imbibicié;. El
reticulo endopliasmico se organiza desde las veinticuatro horas de
imbibicién. Se nota la transformacién de los cuerpos proteicos en
vacuolas con restos de material de membranas y la introduccién de

esferosomas, plastos y mitocondrias a las vacuolas en las muestras



de cuarenta y ocho horas en adelante. Aparece hidrdélisis total de
las células a las setenta y dos horas. Las pruebas citoqui micas de
alta resolucién, demuestran la actividad de fosfatasa 4&cida, en
los cuerpos proteicos, desde la primera hora de imbibicién y 1la
actividad de lipasa neutra en los esferosomas, cuando penetran a
las vacuolas derivadas de los cuerpos proteicos.

Los resultados sugieren que la fuente de energia que el endospermo
utiliza durante la germinacién, proviene de la degradacién de 1los
glicéridos, almacenados en 1los esferosomas y que 1los cuerpos
proteicos funcionan como vacuolas autoliticas. Se propone que el
endospermo puede participar como captador y regulador de agua para
la germinacién y como fuente de energia, carbono, nitrdégeno vy

reguladores del crecimiento para el embrién.



CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES Y CITOQUIMICOS EN EL ENDOSPERMO DE

Turbina corymbosa (Convolvulaceae) DURANTE LA GERMINACION.

INTRODUCCTION

Turdbina corymbo?a (L.) Raf., sinom. Rivea corymbosa (L.) Hall.,
perteneciente a 1la familia Convolvulaceae, es una enredadera
lefiosa, de flores blancas en corimbos. En 1a ReplUblica Hexfcana se
localiza en zonas cidlidas del Sur y también se encuentra en
Centroamérica (Standley y Williams 1870). Su semilla se conoce en
México con los nombres de "ololiuhqui","semilla de 1la virgen",
"badoh amarillo" y "xtabentum". Se reporta como una planta muy
usada desde antes de la conquista espafiola y después en 1a época
colonial, en ritos indigenas de caracter migico-religiosos (Osmond
1955, Wasson 1963, Barrera et al. 1976, Diaz 1979, Schultes vy
Hofmann 1978). En 1960 Hofmann y Tscherter y en 1963 Hofmann
reportan el aislamiento y caracterizaci“n de 1los principios
activos que presentan‘]es semillas de esta especie, los que le
confieren propiedades psicotrdpicas. )

La semilla de Turbina corymbosa es ' pequefia y ovoide, mide en
promedio 4.3mm de largo y 3.6mm de ancho. Su color corresponde al
castafio rojizo en una tabla de colores (Kornerup y Wanscher 1978).
Su testa es dura, 1impermeable al agua, cubierta por tricomas

pequefios. Contiene un embrién bien desarrollado, con dos



cotiledones longiplicados, tres veces mas largos que el eje
embrionario, en medida perimetral. E1 embrién presenta abundantes
reservas de 1ipfdos y proteinas. La semfilla presenta un endospermo
constituido por dos regiones: una capa de aleurona, formada por
.uno a tres estratos de células vivas, que contienen abundantes
esferosomas (cuerpos lipidicos) y cuerpos proteicos. Esta capa
estid separada de la testa por una cuticula y hacia el embrién esti
directamente relacionada con la otra regién del endospermo que es
acelular, fibrosa brillante cuando estd seca y mucilaginosa cuando
estid hidratada, con un alto contenido de galactomananos
(MArquez-Guzmidn y Laguna-Hernindez 1982, Laguna-Hernindez et al.
1984, Brechi-Franco 1980).

Son numerosos los estudios que se han realizado respecto a 1la
germinacién de semillas de importancia agricola, relacionados con
su latencia, viabilidad y vigor. Se han 1investigado aspectos
bioqui micos, moleculares, celulares, fisiolégicos y morfolégicos,
va sea en la semilla completa, embrién, cotiledones, eje
embrionario o el eﬁaagpermo. .

En cuanto a 1investigaciones que tratan sobre el papel del
endospermo en la germinacién, existen muchos trabajos en el campo
bioquimico y fisioldgico, pero a nivel celular son muy escasos
(Hanson et al. 1959, Nieuwdorp y Buys 1964, Horner y Arnott 1966,

Eb Van Der y Nieuwdorp 1967, Srivastava y Paulson 1968, Ory et al.



1968, Breidenbach et al. 1968, Jones 1968a y 1969b, Jones y Price
1970, vigil y Ruddat 1973, Reid 1971, Reid y Meier 1972, Hallam et
al. 1972, Rost 1972, Jonesi1974, Jacobsen et al. 1976, Jacobsen vy
Pressman 1979, McClendon et al.1976, Jelsema et al. 1980, Thomas
et al. 1980, BrechlU-Franco et al. 1984, Gregerson y Taiz 1985,
Fernindez y Staehelin 1987, Brooks y Mitchell 1988, Sakai-Wada vy
Nakata 1987). Aun asfi, la informacién que estas investigaciones
han aportado, junto con las realizadas en e) campo bioquimico, ha
permitido un gran avance en el conocimiento 1integral de 1la
germinacién en las semillas de monocotiledéneas y sobre todo en
algunas gramineas (Jacobsen et al. 19798). En el caso de las
semillas dicotiledSneas y endospérmicas, 1l1os estudios son mis
escasos Yy se encuentran en sus primeras etapas (Reid 1971, Reid vy
Meier 1972 y 1973, Reid y Davies 1977, Rijven 1972, McCleary et
al. 1976, McCleary 1983, McCleary y Matheson 1983, Bewley et al.
1983, Ouellette y Bewley 1986). Estas semillas son un sistema
bioldédgico interesante para investigar la germinacién, porque 1la
mayoria de ellas presentan en su endospermo una regién acelular
constituida fundame;:;ﬁmente por galactomanano, como es el cdso de
algunas leguminosas (Meier y Reid 1982) Yy convolvuliceas
(Brechii-Franco 1980). Estas Ultimas poseen ademis una capa de
aleurona con abundantes reservas de 1{pidos Yy protef nas

(Laguna-Hernidndez et al. 1984), por otra parte, provienen de



plantas silvestres, 10 que las hace un sistema no perturbado por
1a manipulacién humana.

E1 presente estudio tiene el propdsito de aportar datos que
permitan avanzar en 1la integracién del conocimiento de 1a

germinacién en semillas dicotiledneas y endospérmicas.



OBJETIVO G ENERAL

EXPLICAR LOS CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES QUE SE PRESENTAN EN EL

ENDOSPERMO DE LA SEMILLA DE Turdbina corymbosa Y RELACIONARLOS CON

SU FUNCION DURANTE LA GERMINACION.

OBJETIVOS PARTICULARES
1- ANALIZAR LOS CAMBIOS ESTRUCTURALES EN EL ENDOSPERMO NO CELULAR

2- ANALIZAR LOS CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES EN LA ORGANIZACION

SUBCELULAR DE LA CAPA DE ALEURONA.

3- ANALIZAR LA MOVILIZACION DE LAS RESERVAS DEL ENDOSPERMO

MEDIANTE TECNICAS CITOQUIMICAS DE ALTA RESOLUCION.

4- RELACIONAR LOS HALLAZGOS ULTRAESTRUCTURALES Y CITOQUIMICOS CON

-

LA CINETICA DE IMBIBICION DE LA SEMILLA Y EL FLUJO DE SOLUTOS.



ANTECEDENTES

Ubicacién taxondmica (Cronquist 1981).

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase; Asteridae
Oorden: solanales
Familia: Convolvulaceae
Género: Turbina
Especie: Turbina corymbosa

Sinonimia:

Turbina corymbosa (L.) Raffinesque Fl1. Tell. 11:81. 1836

Convoluvulus corymbosa L. Syst. Nat. ed. 10:2983. 1759

Convolvulus sidaefolia H.B.K. Nov. Gen. et Sp. 3:99. 1818

Ipomoea sidaefolia THoisy Mem. Soc. Phys. Hist. Nat.

6:459. 1833

Geneve
-

Rivea corymbosa (L.) Hall. f., Bot. Jahrb. Syst. 18:157 1893



Cuando Hofmann y Tscherter (1960) y Hofmann (1963), reportaron sus
hallazgos acerca de los alcaloides contenidos en las semillas de
T. corymbosa, 1lo hicieron con el nombre sindnimo de Rivea
corymbosa a pesar de que Raffinesque en 1836 habla dado a esta
especie el nombre de Turbina corymbosa. Pérezamador Y
colaboradores (1960 y 1964), acerca del aislamiento y estructura
del glucdsido turbicorina, la refieren como Turbina corymbosa.

En lé actualidad el género estd bien caracterizado y se sabe que
presenta dos especies en el mundo, pero en México sbélo se
encuentra la especie I. corymbosa (Austin 1975).

La semilla de esta especie la hemos estudiado en su anatomia vy
morfologia, en 1a ultraestructura de las células de aleurona de
semillas en latencia, durante su desarrollo y en algunos aspectos
de su germinacién (MArquez-Guzmidn vy Laguna-Hernidndez 1982,
Laguna-Hernindez et al. 1984, MArquez-Guzmidn 1986, Brechd-Franco
et al. 1984, Brechi-Franco 1880). Esto nos ha permitido saber que
es una semilla que presenta latencia por testa dura, impermeable
al agua. Cuenta con un endospermo rico en carbohidratos,
principalmente ga]actoﬁanano vy en 1ipidos con abundante 'écido
linoleico, almacenados en los esferosomas de las células de
aleurona, las cuales también presentan cuerpos proteicos. La

semilla posee un alto porcentaje de germinacidén cuando se

escarifica.



Esta semilla es muy interesante en el aspecto etnobotianico por
uso que se le da en ritos migico-religiosos, en el campo de
farmacolog{a por las propiedades curativas que se le asignan y
su contenido de alcaloides del tipo ergolinas, en la quimica

la presencia de glucdsidos con un esqueleto bidsico de kaureno.
todo esto, ha recibido mucha atencidn de l1os cienti ficos y se

producido gran cantidad de reportes.

el

la

por

por

Por

ha

Ahora la estamos considerando como un sistema bioldégico apropiado

para el estudio de 1la germinacién en 1los aspectos de

movilizacidn de reservas, a través de 1los cambios observados

nivel celular, subcelular y citoquimico.

la

La germinacién es el nacer de un organismo, a partir de una espora

o una semilla.

En las fanerdgamas generalmente se ha dado este nombre

al

desarrollo de una planta joven, a partir del embridn (Baillon

1886) .

Germinar (del latin germinare - brotar, echar vAstagos

la

planta), v. intr. En las espermatofitas, cuando el embridén

¥
e

contenido en la. semilla recobra su actividad “vital,

amortiguada durante mis o menos tiempo, se dice que germina y

el fendmeno recibe el nombre de germinacién. Lo provocan

la

absorcién de agua y una temperatura adecuada. E1 embrién y el



tejido nutricio embeben el agua y se hinchan, actian 1las
zimasas y movilizan las reservas, la plimula despierta de
nuevo a la vida y reviven los meristemos todos. (Font Quer
1953).
Las dos definiciones anteriores dan idea del conocimiento que se
tenia en ese tiempo, en 1886 se define el fendmeno con base en los
aspectos morfoldgicos aparentes a simple vista vy en 1953 vya se
incluyen en la definicién aspectos finos como son: la imbibicidn,
la actividad enzimitica, 1a movilizacién de reservas y los cambios
citolégicos en 1os meristemos.
Conforme ha avanzado 1a tecnologia en 1las diversas A4reas del
conocimiento, han avanzado los m@todos de estudio aplicados para
resolver las mdltiples 1incdgnitas planteadas en una drea
determinada. En el caso de la germinacién de las semillas se han
aplicado para su estudio las técnicas modernas de la fisica, de la
biofi sica, de la quimica, de 1la bioquimica, de 1l1a biologia
molecular y de l1a biologia celular, cuyos resultados han permitido
integrar el conocim#epto del fendmeno en algunas gramineas, que

-

son las que mis atencidén han recibido.

La gran cantidad de informacidén derivada de estos estudios y 1la
fragmentaci®n del conocimiento debido a los distintos enfoques de
estudio, han hecho que en la actualidad resulte dificil definir el

fenémeno. Muchos no aceptan la definicién simple de antes, o mis



ain, algunos consideran la germinacién como la captaci®n de agua,
pero que incluye numerosos eventos como: hidrataciédn de protefnas,
cambios estructurales subcelulares, respiracién, s{ ntesis
macromolecular y crecimiento celular (Bewley y Black 1982). Esto
lleva a definir el fendmeno desde varios puntos de vista, como por
ejemplo: morfoldgicamente, germinaci®n es la transformaci®én de wun
embrién en una plantula; fisioldégicamente, es 1la reanudacidédn del
metabolismo y crecimiento que fueron suspendidos o disminuidos vy
el comienzo en 1la transcripci®én del genoma; bioquimicamente,
germinacién es la diferenciacién secuencial de las vias oxidativa
y sintética (Jan y Amen 18977).

Asi{ se podrian sumar mis definiciones de acuerdo a las Areas
cognoscitivas que se ocuparan del fend®meno, pero en forma integral
se acepta que la germinacién es un proceso que lleva un embrién a
transformarse en una plantula y que esto involucra gran variedad
de eventos, directamente relacionados con 1a organizacidén de 1la
semilla.

Las semillas son u;;Fbarte fundamental en el ciclo de vida de las
angiospermas, porque contienen el embrién que se desarrollard en
una nueva planta, cuando la semilla germine. En este momento, el
embridn utiliza las substancias almacenadas en su cuerpo, en el
endospermo o en el perispermo, para crecer y transformarse en una

pladntula, que al establecerse y desarrollarse alcanza el estado de

10



planta madura, la cual, cierra el ciclo al producir semillas. Las
semillas de las plantas monocotiledbéneas, en general presentan un
embrién pequefio con un cotiledén que puede ser grande o pequefio en
relacién al eje radicula-hipocotilo, sin embargo, presentan un
endospermo bien desarrollado,que puede almacenar carbohidratos, en
su mayoria almidones, 1ipidos del tipo triglicéridos v/o
protei{nas, en diferentes proporciones, de acuerdo al taxon que
correspondan.

Las semillas de plantas dicotileddéneas, en general, presentan un
embrién grande, bien desarrollado, con dos cotiledones, que son
grandes en la mayoria de las semillas, en las cuales, por 1lo
general, el endospermo ha desaparecido durante el desarrollo del
embrién y las substancias de reserva se almacenan en los
cotiledones. Sin embargo, en este grupo hay semillas que en su
madurez presentan endospermo que puede almacenar carbohidratos
generalmente no almidonosos, lipidos y proteinas. De acuerdo a las
caracteristicas de 1las semillas arriba mencionadas, serid su
comportamiento dura;;;)1a germinacién. Los diferentes aspectds que
este fendmeno comprende, han sido estudiados a niveles y en
circunstancias diversas y desde varios puntos de vista, en gran
variedad de especies y sus resultados estin contenidos en multitud
de articulos y que l1lenan capi{tulos de varios 1ibros (Koslowsky

1972, Bewley y Black 1982, Khan 1982, Nozzolillo et al. 1983).

1



E1 presente trabajo estudia algunos aspectos del fendmeno de 1la
germinacién, con técnicas propias de la Biologia Celular, en una
semilla dicotiledénea, con endospermo mucilaginoso formado
principalmente por galactomananos, v una capa de aleurona con
abundantes reservas de 1{pidos y proteinas y escaso almidén.

E1 estudio de 1las células de aleurona en 1la semilla madura
deshidratada (Laguna-Hernindez et al. 1984) y la investigacién de
los fijadores y amortiguadores mis apropiados para el estudio de
semillas (Mollenhauer y Tottem 1971), permitié considerar que el
uso de dos técnicas de postfijacidn, con permanganato de potasio y
con tetratxido de osmio, es 1importante en 1la interpretacién
correcta de los resultados. La microscopia electrénica tiene gran
variedad de técnicas auxiliares que permiten abordar el andlisis
de problemas biolégicos desde varios puntos de vista. En el
presente trabajo se usé la microscopia electrénica de transmisidn
con dos técnicas de postfijacidn y técnicas citoquimicas para
demostrar la actividad de la fosfatasa 4cida y de la lipasa neutra.
La lipasa (glicerolfgéter-hidrolasa EC 3.1.1.3) es una enzimag que
cataliza la hidrdlisis de los triglicéridos en &cidos grasos libres
y glicerol. En estudios bioquimicos se ha demostrado que se
encuentra en tejidos de plantulas de varias especies.
Particularmente se ha investigado la 1ip&dlisis con gran detalle,

en el endospermo de semillas en germinacién de Ricinus (Ory et al.

12



1960, 1962 y 1968, Ory 1969, Muto y Beevers 1974). En este tejido
también se ha obtenido 1a mayor parte de 1la informacién en 1la
localizacidn intracelular de la 1ipdlisis, demostrindose que posee
dos diferentes actividades de lipasa (Ory et al. 1968, Muto vy
Beevers 1974), una enzima capaz de hidrolizar triglicéridos, que
es una lipasa Acida, con una actividad mixima a pH 5.0 y que se
localiza en la fraccidén subcelular de esferosomas, vy otra lipasa
alcalina, con una actividad &ptima a pH 9.0, la cual actda
solamente en ésteres monosubstituidos del glicerol vy se encontré
en membranas de reticulo endoplidsmico vy de glioxisomas. En 1967
Jacks et al. reportaron l1a presencia de actividad de l1ipasa en 1la
fraccién celular cruda de mitocondria vy posteriormente en 19876
Schousbue demostré l1a asociacién de actividad de 1lipasa con 1la
fraccién mitocondrial de levadura. MAs recientemente Wang y Huang
(1987) demostraron la biosintesis de una 1ipasa neutra en el
escutelo de mal z que se encontrd asociada a la membrana de 1los

esferosomas. A nivel celular se ha estudiado 1a movilizacién de
las reservas lipidi;;;'(aergfeld et al. 1978, Wanner et al. - 1982,
Ciamporova 1983, FerniAndez vy Staehelin 1987) v se habi a
establecido que hay varias corrientes para interpretar la forma de
hidr&élisis de los 1l1ipidos, una de las cuales podria ser 1la
transferencia de Acidos grasos a glioxisomas y otra, la via de 1la
membrana limitante del esferosoma (Trelease y Doman 1984), esta

13



dltima ha recibido apoyo y recientemente una modificacién con los
resultados del estudio de Fernidndez y Staehelin (1987).

La actividad de fosfatasa 4cida o fosfohidrolasa monoester
ortofosférico (EC 3.1-3.2) estid ampliamente distribuida en 1la
naturaleza, desde bacterias hasta el hombre. En éste se descubrié
la actividad en el plasma sanguineo, eritrocitos, leucocitos,
médula ésea, rifién, higado y préstata. La actividad en este Gltimo
érgano 1lega a ser hasta mil veces mis que en 1los otros vy
purificada en una unidad de 84,000 a 109,000 D, aunque en otros
tejidos, l1legan a ser cuatro subunidades con diferentes niveles de
actividad, de acuerdo a la asociacién de las mismas. Actualmente
se ha estudiado l1a actividad de fosfatasa Acida practicamente en
todos los tejidos (Hollander 1971).

En vegetales se estudi® en plantulas de 1lupino, una fosfatasa
4cida no especifica, con una purificacién de mil veces, que
hidrolizsd ésteres monofosfato y pirofosfato, con

p-nitrofenilfosfato como substrato. La actividad éptima fue entre

-
g L

pPH 5.2 a 5.5 (Newmarkuy Wenger 1960). También se reporté una
purificacién de fosfatasa Acida de 300 veces, en hojas de tabaco,
con una actividad 4ptima a pH 5.5 a 5.7 y una alta actividad en
ribonucledsidos 2' y 5' monofosfatos y glucosa-1-P (Shaw 1966).
Essner (1973) define la actividad de fosfatasa adcida

(fosfomonoesterasas II) como un grupo de enzimas no espec{ ficas,

14



que hidrolizan una variedad de ésteres orginicos con la liberacién
de iones fosfato. E1 pH éptimo varia de 4.5 a 6.0. En citoquimica
es una reaccidn utilizada para la localizacién de 1lisosomas. Los
primeros ensayos a nivel de microscopia electrénica fueron hechos
por Sheldom et al. (1955), Holt y Hicks (1961), Essner y Novikoff
(1961). En vegetales, entre los primeros reportes estin 1los de

Poux (1863).
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MATERTIALTES \{ METODOS

Material biolédgico

Se utilizaron semillas maduras y secas cosechadas en San Carlos
Yautepec, Oax., México, mantenidas en su capsula 1indehiscente
hasta el momento de su utilizacién. Todas las semillas usadas en
los diferentes ensayos fueron seleccionadas por flotacién,
desinfectadas superficialmente con hipoclorito de calcio al 2%
durante 10 minutos y lavadas con agua destilada estéril cinco
veces, durante 25 minutos, después se secaron con papel absorbente
y se 1lijaron en la regién calazal y por los lados; se enjuagaron

nuevamente con agua estéril y se secaron.

Pruebas de hidratacién

Se realizaron 1las pruebas de hidratacién en tres ensayos
separados. En cada ensayo se utilizaron tres lotes de 10 semillas
cada uno, se les deﬁermind el peso inicial y se colocaron en cajas
de Petri de 5 cm de diidmetro, con 10 ml de agua desionizada
estéril. Se mantuvieron en una estufa a 26°C y se les determind el

peso cada hora, se elimind el agua exterior con papel absorbente.
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Pruebas de conductividad y lixiviacidn

Se determind la cinética de conductividad, a partir de semilla
seca, en dos ensayos con tres 1lotes de 5 semillas cada uno,
durante siete horas. Tres lotes de semillas se incubaron durante
cuarenta y ocho horas y se determind al final la conductividad del
agua. De estas semillas se separaron las testas con endospermo vy
se incubaron durante una hora, midiendo cada cinco minutos 1la
conductividad. E1 agua de 1incubacién de 1los tres ensayos se
liofilizé en cada caso, se diluy® con tml de agua desionizada y se
tomaron alicuotas para determinar:

a) carbohidratos totales por el m&todo de la antrona

b) protei nas por el m&é#todo de Bradford

c) aminoAdcidos libres, por el método de la ninhidrina

d) aminodcidos libres, por analizador automitico

e) glucdsidos kauranoicos en placa delgada

f) taninos por el m®todo de gelatina sal

g) alcaloides con el reactivo de Dragendorff y en placa delgada

h) resinas glicosfa}%as en placa delgada .

i) muci{ lago por precipitacidén con etanol

Microscopia fotdnica y electrdnica
Se colocaron en cajas de Petri de 10 cm de didmetro, diez grupos

de 5 semillas cada uno, con papel absorbente y 5 ml de agua
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destilada estéril. Se incubaron en una estufa a 26°C y obscuridad.
A intervalos de: t, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 48, 60, 72 vy 96
horas, se tom® una semilla y se le midié la longitud, la anchura vy
la radicula en caso de que ya hubiera emergido. Se cortd en cuatro

cuartos longitudinales.

Microscopia fotdnica

Un cuarto de 1la semilla se fijbd en FAA (formol-Acido
acético-alcohol), se incluyd en parafina de acuerdo a 1la técnica
de Johansen (1940). Se obtuvieron cortes de 10 um de grosor y se
procesaron para la reaccién de APS (Acido peryddico-reactivo de

Schiff) para localizar polisacAridos insolubles (Jensen 1962).

Microscopia electrénica de transmisién

Un cuarto de 1la semilla se cortd en trocitos de 0.5 mm
aproximadamente, l1os cuales se fijaron durante tres horas en
glutaraldehido 3.0$w“é35 paraformaldehido 1.5% en amortiguador
S-colidina 0.05 M pH 7.2 con sacarosa 0.06 M en frio (Mollenhauer
y Totten 1971). Después se lavaron en el mismo amortiguador con

tres cambios durante 3 horas a 7°C, se separaron en cuatro

porciones y se procesaron como sigue:
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a) Extraccidn de 1ipidos y postfijacidn con 0sO4

Se deshidrataron con alcoholes graduales, etanol al 30, S50, 70 vy
96%, con cambios de 20 minutos cada uno, dos cambios de etanol
absoluto y dos de acetona, de 20 minutos cada uno y se colocaron
en hexano, con un primer cambio de 1 hora y un segundo cambio de
13 horas. Después se trataron con acetona, etanol absoluto vy
alcoholes graduales de etanol 96, 70, 50 y 30%, con cambios de 20
minutos cada uno y se enjuagaron con agua destilada,
posteriormente con amortiguador S-colidina y se postfijaron con
0s04 al 2% en amortiguador S-colidina durante t hora 30 minutos.
Se enjuagaron con el mismo amortiguador durante 30 minutos, con

tres cambios. Se deshidrataron y se procesaron para su inclusién.

b) Extraccién de 1l{pidos y postfijacién con KMnO4

Se siguid® el mismo méftodo de deshidratacién hasta hexano vy de
rehidrataci®n hasta agua destilada. Se postfijaron en KMnO« al 2%
en agua destilada durante 15 minutos. Se enjuagaron con varios

cambios de agua destilgda hasta que ésta no tuviera color. Se

——— .
"
-

deshidrataron y procesaron para su inclusién.

c) Postfijaci®n con 0OsO4
Se colocaron en 0s04 al 2% en amortiguador S-colidina durante 1

hora 30 minutos. Se enjuagaron con tres cambios de 10 minutos cada
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uno en el mismo amortiguador. Se deshidrataron y procesaron para

su inclusidédn.

d) Postfijacidn con KMnO4

Se enjuagaron con agua destilada y se colocaron en una solucién
acuosa de KMnO+¢+ al 2% durante 15 minutos . Se lavaron con varios
cambios de agua destilada hasta que no tuviera color. Se

deshidrataron y procesaron para su inclusiédn.

Pruebas citoquimicas de alta resolucién

Dos cuartos de la semilla se cortaron en trocitos de 0.5 mm
aproximadamente y se fijaron en glutaraldehido al 2.5% en
amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M pH 7.2 durante 3 horas,
se lavgron en el mismo amortiguador con varios cambios durante 3
horas vy se procedi® a efectuar 1las pruebas citoquimicas de
fosfatasa a4cida (Barka y Anderson 1962) y de lipasa neutra (Gomori

1949), con sus respectivos testigos, carentes de substrato. Al

final se deshidratanon/y procesaron para su inclusiédn.

Inclusidn en resina epbxica

Todas las muestras fueron deshidratadas con etanol, pasadas por
dos cambios de éxido de propileno, de 20 minutos cada uno,
preincluidas en resina epdxica Poly/Bed 812 con catalizador, en
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mezclas con &xido de propileno en proporciones de 1:2, 1:1 vy 2:1 y
resina pura por varias horas. Se incluyeron y polimerizaron a 60°C
durante 48 horas. Se efectuaron cortes finos en un ultramicrotomo
Sorvall Poter Blum MT-2 con cuchilla de diamante, 1los cuales
fueron colocados en rejillas de cobre cubiertas con Formvar. Se
contrastaron con una solucién de citrato de plomo al 0.3%, excepto
los cortes de las pruebas citoquimicas. La observacién sev efectud

en un microscopio electrénico de transmisién Zeiss EM-9.
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RESULTADOS

Pruebas de hidratacién, conductividad y 1ixiviacién

Las semillas dejan de hidratarse en forma ridpida a 1las 11 horas
(grafica 1). A partir de este momento 1a hidratacidén fue de 140 a
175 %, es decir, que 1las semillas pesaron aproximadamente 2.5
veces mis que el peso inicial.

La conductividad del agua de imbibici®én de las 48 horas fue en
promedio de 180 umho/cm.g . La cinética de conductividad mostrd
una salida de iones 1lenta durante las tres primeras horas,
manteniéndose entre 10 y 20 umho/cm.g , a partir de las 4 horas vy
hasta las 7 horas, fin de 1l1a medicién, el cambio en la
conductividad fue mis ridpido, de 30 a 70 umho/cm.g (grafica 2). La
conductividad mostrada por las capas de aleurona aisladas después
de 48 horas de imbibici®n de semillas enteras y colocadas en agua
desionizada durante una hora, mostré una salida de solutos ripida
durante los primerqg,gs minutos con un cambio de 30 a 45 umho/cm.g
y es lenta en los siguienfes tiempos, registrindose 51 umH;/cm.g
a8 los 60 minutos.

La determinaci®n de carbohidratos fue positiva, se cuantificaron
260 uM/ml en el agua de semillas remojadas por 7 horas.

La ninhidrina dio reaccién positiva y el analizador automitico de
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aminodcidos detectd indicios de un péptido.

La determinacién de protelinas por el método de Bradford fue
positiva, se cuantificaron t4 ug/ml en el agua de imbibicién de 48
horas y 52 ug/ml en el agua de incubacién de 1las capas de
aleurona.

La determinacidn de glucdsidos kauranoicos fue positiva, se
encontraron la turbicorina y la corimbosina en cromatograffia en
placa delgada.

En el perfil cromatogridfico para alcaloides se observan dos de los
marcadores testigos: 1la amida del 4dcido lisérgico Y la
chanoclavina.

E1 perfil de resinas glicosidicas registra una mancha para el
liofilizado, en tanto que en el del testigo (Jpomoea murvcotldes)
se observan seis.

La prueba para mucilagos fue positiva, al obtenerse un
precipitado.

La prueba para taninos‘resulté negativa.

——
T &,
v
v .

Microscopia foténica (LAmina I)

La reacciédn de APS (Acido peryddico-reactivo de Séhiff), permitid
seguir los cambios en la estructura del endospermo en forma
general en la estructura de la semilla. Se observd que a las

dieciocho horas de imbibicién (Fig. 1) las células presentan en su
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citoplasma escasas vacuolas (V) y pequefias; 1a zona acelular de
galactomanano (G) se nota compacta y fuertemente tefiida. A 1las
cuarenta y ocho horas, cuando 1la radicula tenia 3.0 mm de
longitud, se empieza a notar menos compacta (Fig. 2); las c&lulas
presentan mids vacuolas (V), sobretodo las del segundo estrato, que
tienen formas irregulares y son grandeé. A las sesenta horas y una
radicula de 1.3 cm de 1ongffud (Fig. 3), en las células del primer
estrato se observan grandes vacuolas (V), dobles o dnicas vy 1la
regidn acelular se presenta mis laxa. A las setenta y dos horas vy
una radicula de 1.6 cm de longitud (Fié.h). la regién acelular vya
no existia en las zonas laterales de la semilla y era muy escasa
en el septo que se encuentra entre los cotiledones, 1l1a capa de

aleurona muestra solamente paredes celulares y escasos restos

celulares.

Microscopia electrdnica de transmisién
Los cambios celulares a este nivel de observacién, son evidentes
desde la primera hora‘de imbibicién. Para que 1la descripcién de

los mismos sea mas précisa. se harA de acuerdo a las tétnicas

usadas:

24



Postfijacidn con KMnO4

Una hora (LAmina II, Figuras 5 a 7)

Las células presentan en la periferia del citoplasma, una banda
angosta (flechas), muy electrondensa sin 1imites precisos, que en
algunas células se ve fragmentada y en otras, se 1legan a observar
también pequefias manchas electrondensas en la regién central del
citoplasma (flechas), 1imitadas por membrana. Las mitocoﬁdrias (M)
en algunas zonas son abundantes, con escasas crestas cortas y poco
electrondensas. Los plastos (P1) son escasos y presentan uno o dos
gfanos de almidén. E1 ndcleo (N) de forma 4drregular, con un
contenido homogéneo poco electrondenso, con nucleolos (nu) poco
aparentes de aspecto compacto; 1a envoltura nuclear (en) en 1la
mayoria de los nlUcleos aparece ondulada e interrumpida en algunas
porciones. En relacidén a 1los cuerpos proteicos (cp), existen
diferencias notables, de acuerdo al estrato que ocupe 1la cé&lula;
las células que quedan junto a la cuticula, presentan los cuerpos
proteicos como vesicuhas grandes y pequefias, de forma m&s o menos
circular al corte, con un contenido homogéneo poco electron;enso;
las células de 1a segunda capa, vecinas a la regién del
galactomanano, presentan los cuerpos proteicos como una o dos
ves{ culas muy grandes de forma irregular y con un material mis

electrondenso en el centro. Los esferosomas no se observan como
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zonas pequefias, irregulares, electronclaras, como se aprecian en

preparaciones de semilla seca (Laguna-Hernindez et al. 1984).

Cuatro horas (L&mina III, Figura 10)

Sin cambio significativo respecto a 1a primera hora. La regidén
electrondensa periférica del citoplasma es mis angosta y junto a
ella coinciden algunas zonas pequefias electronclaras irregulares
(flechas); l1a zona electrondensa se acentlia en las células de 1la
segunda y tercera capas, en estas células 10s cuerpos proteicos
(cp) son grandes vesiculas rodeadas por angostas zonas de
citoplasma, en algunas de #&stas, en su regidn central, se
enpuentran cuerpos vesiculares y/o0 material fibrilar mi s

electrondenso.

Ocho horas (LAmina III, Figura 11) -

En este momento, no se aprecia l1a zona electrondensa en forma de
banda periférica en las células. Los esferosomas (Es) aparecen
bien conservados cogﬁdformas circulares y algunos 1irregulares,
electronclaros, muy abdndantes. Los cuerpos proteicos (c;) se
presentan como vesf{culas de tamafio mediano, circulares e
‘"irregulares, muchas con cuerpos vesiculares o un material fibrilar

electrondenso. E1 nlcleo (N) presenta una forma irregular, su

contenido homogéneo poco electrondenso, 1la envoltura nuclear
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(en) bien definida, continua y con muchos poros.

Doce horas (Lamina IV, Figuras 12 a 14)

Las cé&lulas se ven muy bien conservadas, con abundantes
esferosomas §(Es) pequefios, regulares circulares o irregulares,
electroncliaros, con una membrana bien delimitada. En algunas
células se observa un sistema de reticulo endopldsmico (Re) muy
regular, con tuibulos muy rectos conectados con 1los esferosomas
(¥). En las c¢lulas del segundo estrato el aspecto sigue similar a
los tiempos anteriores. Se observan grandes vacuolas 1irregulares,
con un contenido heterogéneo de densidad variable a los
electrones. En este momento los nlicleos (N) se observan de forma
circular u ovoide, con un nucleolo (nu) pequefio, menos compacto vy
mas electrondenso, la envoltura nuclear bien marcada, continua vy
con muchos poros, la cromatina se empieza a notar granular vy
electrondensa. Las mitocondrias se observan mi&s electrondensas,
con las crestas mAs largas. La pared celular de las células de 1la
segunda capa, que quega en contacto con la regién acelular o

-

galactomanano, se observa laxa en algunas zonas.

Dieciseis horas (LAmina V, Figura 16)
El aspecto de. 1as células en general es similar al de 1las doce

horas, sélo que algunos nlcleos (N) presentan uno o dos nucleolos
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(nu) de aspecto granular y en algunos con una zona vacuolar, son
electrondensos; la cromatina es homogénea o con zonas de
heterocromatina (hc), 1la envoltura nuclear (en) esti bien
constituida, con poros (flechas) y heterocromatina (hc) adherida a
la membrana interna de 1a misma. Las mitocondrias (M) son mis
electrondensas. Los esferosomas (Es) son mas abundantes,
circulares, pequefios. Los cuerpos proteicos (cp) contienen un

material heterogéneo, fibrilar y granular.

Veinte horas (LAmina V, Figura 17)

Las c&lulas presentan menos esferosomas (Es) aunque la mayoria son
grandes e irregulares. Las mitocondrias (M) presentan abundantes
crestas, electrondensas, algunas mitocondrias se ven alargadas vy
con una constriccién, dando el aspecto de biparticién (¥). E1
retf culo endoplasmico (Re) es muy abundante, en forma de tdbulos
delgados, algunos ramificados . Tanto en las c®#lulas del primero
como del segundo estratos, se observan grandes vacuolas con
contenido fibrilar g]ectrondenso y en algunas hay cuerpos
vesiculares electrond;hsos. La pared celular se ve {ntegfla en

algunas zonas y en otras se ve laxa.

Veinticuatro horas (LAmina VI, Figuras 18 a 21)

Las c€lulas vecinas a l1a cuticula presentan abundantes esferosomas
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(Es)de contornos regulares, circulares y pequefios. Los cuerpos
proteicos (cp) son como vacuolas grandes, 1irregulares, poco
electrondensos, con algunas zonas circulares claras que contienen
un material electrondenso. En otras células se observan zonas de
citoplasma como en proceso de invaginacidédn a las vacuolas (¥). Las
mitocondrias (M) se observan electrondensas y varias como en
divisién (flecha). Continda la organizacidédn del ret{ culo
endoplasmico (Re) y se empieza a observar los primeros dictiosomas
(Di). Los nlicleos (N) siguen con un aspecto homogéneo, con uno o
dos nucleolos (nu) v de forma circular o elipsoidal. En 1las
células del segundo estrato se encuentran algunos plastos (P1) con
un cuerpo muy electrondenso circular y hasta tres granos de
almidén. Presentan una o dos vacuolas grandes irregulares. Las

paredes celulares con zonas laxas mis abundantes.

Treinta y treinta y seis horas (no ilustrado)

Ltos esferosomas presentan la membrana muy electrondensa vy de
bordes irregulares, dentados, su tamafio mis bien es grande. EI1

-,

reticulo endop]ésmico:es abundante, de forma tubular y en adgunas
zonas ramificado. Las mitocondrias son abundantes, de forma
alargada o circulares y muy electrondensas. Los plastos son muy
electrondensos, alargados como si estuvieran en divisién. Algunas

vacuolas son irregulares con cuerpos vesiculares parecidos a
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porciones de reticulo endoplasmico, y en otras vacuolas se observa
un precipitado electrondenso generalmente central. E1 ndcleo es
circular o alargado con la envoltura doble muy bien definida, con
abundantes poros; no se observan zonas de heterocromatina vy el
nucleolo es grande con un aspecto granular y fibrilar. La pared

celular tiene poco contraste y es laxa.

Cuarenta y ocho horas (LAmina VIII, Figura 26)
Las c®lulas vecinas a cuticula presentan un citoplasma con
abundante reticulo endoplismico (Re), muy electrondenso. Se
observan abundantes dictiosomas (Di) y mitocondrias (M) vy plastos
{(P1) muy electrondensos. Las vacuolas (cp) son muy grandes,
irregulares, contenien cimulos de pequefias ves{ culas
electrondensas (o). Los esferosomas (Es) son como espacios
electronclaros, regulares en forma, circulares o elipticos, desde
muy pequefios hasta grandes. Las paredes celulares (Pc) tienen
zonas laxas mAs abundantes.

-,
Sesenta horas (LAmina IX, Figuras 28 y 30) .
En este momento muchas células vecinas a 1a cuticula estan
totalmente degradadas, permanecen restos de citoplasma y membrana
celular (¥) como una banda muy delgada electrondensa, junto a 1la

pared celular (Pc), la cual aparece sin contraste y muy laxa.
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Algunas cé&lulas alin no se degradan totalmente y presentan una o
dos vacuolas (V) muy grandes que contienen algunos cuerpos
electrondensos, algunos restos de mitocondrias Yy cuerpos
electronclaros con su membrana electrondensa. En el citoplasma se
observan algunos plastos alargados; esferosomas, como zonas
electronclaras 1irregulares, de contornos electrondensos. Las
mitocondrias son muy electrondensas, circulares y de mediano
tamaflo. Las células del segundo estrato estin totalmente
degradadas, vaclas, las paredes celulares sin contraste, laxas vy
las lAminas medias adelgazadas. En algunas células todavia se
observé el nlicleo (N), cuya envoltura nuclear (en) apareci® con
los espacios perinucleares ensanchados, dando el aspecto de
ves{ culas o cisternas concatenadas. En una célula se 1localizé un
fragmento de envoltura nuclear, que se reconoce por la presencia

de varios poros.

Setenta y dos horas (LAmina XI, Figura 38)

Sé1o0 se encuentran paredes celulares muy delgadas, que todavia
-

mantienen 1a forma de ﬁa célula, ya que permanecen algunas fibras.

Las paredes celulares del segundo estrato casi no se observan y la

lAmina media es muy delgada. Se empieza a observar hidrdlisis de

cuticula.
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Noventa y seis horas (no ilustrada)
Las paredes celulares de 1a segunda capa se ven rotas, ya no se

observa el 1{mite celular, la cuticula se ve mis hidrolizada.

Postfijacién con 0OsO4

Debido a que los tejidos postfijados con osmio provienen de las
mismas semillas que proporcionaron el material postfijado con
permanganato de potasio, no se describird detalladamente cada
etapa como se hizo para la serie anterior vy sbélo se marcaridn o
destacarin detalles sobresalientes o diferentes a 1los observados

con la otra técnica de postfijacidn.

Una vy cuatro horas (LAmina III, Figuras 8 y 9)

En algunas c€lulas se observan los esferosomas (Es) muy grandes,
como fusionados, pero en otras se aprecian bien conservados, como
cuerpos de forma circular, pequefios, con un contenido homogéneo,
difuso, electrondqn§?. E1 ndcleo (N) presenta una forma irregular,
con la envoltura nuc;ear (en) no contrastada, e]ectronc]aréz como
en tincidén negativa, interrumpida en algunas zonas. Los cuerpos

proteicos (cp) aparecen como vesiculas de forma irregular con un

contenido fibrilar electrondenso.

32



Ocho y doce horas (Lamina IV, Figura 15)

Pricticamente el mismo aspecto que en los momentos anteriores. Los
esferosomas (Es) son pequefios y abundantes, electrondensos,
difusos. Los cuerpos proteicos (cp) con un contenido fibrilar
electrondenso. La envoltura nuclear (en) a las doce horas aparece
electrondensa y algunos nucleos tienen forma alargada o elipsoidal

{(no ilustrada).

Veinticuatro horas (LAmina VII, Figuras 22 y 23)

Las células presentan nlicleos (N) con dos nucleolos (nu) o con uno
grande, con 1la zona granular y fibrilar distinguibles, la
envoltura nuclear (en) bien definida, electrondensa. Los
esferosomas son escasos y la mayoria grandes. Se aprecian algunos
cuerpos electrondensos, circulares y pequefios, diferentes a 1los
esferosomas. Dentro de 1las vacuolas de contenido fibrilar
homog¥neo, se encuentran cuerpos membranosos espiralados (m)
(figuras mielinicas). Se observan abundantes ribosomas (r),
algunos adheridos a membrana de reticulo endopladsmico. Algunas
paredes celulares -se? laxas. Las mitocondrias (M) presentan

-

abundantes crestas, aunque poco electrondensas.

Treinta vy seis horas (no ilustrada)
Las mitocondrias se ven alargadas, muy electrondensas. Los plastos

33



se alargan en uno de sus extremos y contienen una inclusidn
circular muy electrondensa en la regién que permanece globosa,

similar a la que se observa en 1a figura 28.

Cuarenta y ocho horas (LAmina VIII, Figuras 27 y 28)

Se observan abundantes esferosomas (Es) de mediano tamafio o muy
pequefios, electrondensos, difusos. Los plastos (P1) con forma de
clava, hasta con tres granos de almidén vy una inclusién
electrondensa. En las células del segundo estrato se encuentran
una o dos vacuolas muy grandes con cuerpos electrondensos
semejantes a esferosomas y también cuerpos membranosos espiralados

y algunos restos de mitocondrias. Las paredes celulares (Pc) son

laxas.

Sesenta horas (LAmina X, Figuras 31 y 32)

Se observan abundantes plastos (P1) muy electrondensos. En las
células vecinas a la cuticula existen dos o tres vacuolas de
mediano tamafio con Gﬁibontenido e1ectron&enso heterogéneo, a]gunas
contienen cuerpos electrondensos circulares, seme jantes a
esferosomas. En las células del segundo estrato se aprecia una
vacuola central (V) muy grande con abundantes cuerpos
electrondensos, algunos esferosomas (Es) parece que penetran en

ella (*). La pared celular (Pc) de estas células, se observa muy
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clara y laxa, pero con la forma original de la c#1lula.

Setenta y dos horas (no ilustrada)
Todas las células estin totalmente degradadas. Los restos de las
paredes celulares mantienen 1a forma original de 1la célula, 1la

estructura fibrilar es muy laxa; la 1Amina media muy delgada.

Extraccién de 1{pidos con hexano (LAmina VII, Figuras 24 vy 253
LAmina X, Figuras 33 y 34)

Las muestras extraidas con hexano y postfijadas con permanganato
de potasio presentan los esferosomas electronclaros con una matriz
fibrilar electrondensa en diferentes grados de abundancia. A las
veinticuatro horas de 1imbibicién en 1las células del segundo
estrato de 1a capa de aleurbna, se observan en la vecindad de 1los
cuerpos proteicos (cp) (Fig. 24, flecha) zonas electronclaras con
un contenido fibrilar electrondenso, semejante al de ellos . Estos
presentan su 1imite muy bien definido, por una membrana
electrondensa, cdn?i un contenido fibrilar-granular fino,
electrondenso, con zonas claras (*) irregulares o circulares que
separan porciones del contenido de 1los cuerpos proteicos. Las

’
mitocondrias (M) (Fig. 25) permanecen electrondensas, algunas con

una zona central clara, pequefia. En los plastos permanece 1la

inclusién circular electrondensa en 1a regién globosa del mismo.
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En las muestras postfijadas con tetradxido de osmio el aspecto
pricticamente es el mismo que en 1la serie anterior. Los
esferosomas (Es) (Fig. 33 y 34) aparecen electronclaros con un
material fibrilar reticulado muy fino, electrondenso. Las zonas
internas de l1a vacuola, colindantes con el citoplasma, aparecen
discontinuas (*¥) en forma de delgadas proyecciones citoplidsmicas y
tienden a la forma ovoide. Los plastos (P1) presentan forma de
clava, es decir, con una regién globosa y un extremo alargado, en
la regién globosa se observa un material granular-fibrilar, con
una apariencia similar al citoplasma, 1las 1inclusiones circulares
electrondensas contindan con el mismo aspecto. Las mitocondrias

(M) aparecen electrondensas circulares o alargadas.

Citoquimica de alta resolucidn

Fosfatasa 4cida (LiAmina XII, Figuras 39 a 42)

La reaccién fue positiya desde la primera hora de imbibicién, se
—y

localiza en la membran; plasmitica v en los cuerpos proteicos,

también se encontré en 1a 14mina media de todas 1las células del

endospermo. Aunque en la primera hora de imbibicién, se observd en

el nicleo y en el citoplasma un precipitado, éste fue de granulos

muy pequefios, por 1o que no se consideréd como producto de 1la

reaccidn enzimidtica. A las cuatro horas de imbibicién 1a reaccién
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es parecida a la de una hora y a las ocho horas todavia se aprecia
la reacciédn en los cuerpos proteicos y 1a 14mina media, pero ya no
se localiza en 1a membrana plasmitica. A las dieciocho horas 1la
reaccivn es positiva en los cuerpos proteicos, en 1a 14mina media
vy en la pared celular. A las cuarenta y ocho horas la reaccidén es
positiva en 1lalamina media, 108 cuerpos proteicos Yy las
mitocondrias, en especial en sus crestas. En este momento el
precipitado en 1a vacuola se encuentra desplazado a 1a periferia,
la regién central aparece electronclara. Los testigos no presentan

ninglin tipo de precipitados.

Lipasa neutra (LAmina XIII, Figuras 43 a 45)

La reaccidn de lipasa fue positiva desde 1las primeras horas de
imbibicidn, se localizdé en reticulo endoplasmico ubicado entre los
esferosomas o dentro de ellos vy en 1a membrana de 1l1o0s cuerpos
proteicos (flechas). A las cuarenta y ocho horas, cuando 1los
esferosomas se intrqggsen a las vacuolas derivadas de los cuerpos
proteicos, el producto de l1a reaccién se localiza dentro d; los
esferosomas electrondensos, en zonas electronclaras, 1imitadas por
membrana, a 1a que se encuentra adherido el producto de 1la
reaccidn. En estas muestras, 1la reaccin en mitocondrias es
evidente, el precipitado parece que se 1localizaen el espacio
intermembranal. Los testigos no presentaron precipitado.
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DI SCUSION

La utilizacién de 1las dos técnicas de postfijacidn: con
permanganato de potasio y con tetradxido de osmio, permitié
obtener informacidn complementaria, importante en la
interpretacién de los sucesos que tuvieron lugar en las cé&lulas
del endospermo durante la germinacién de las semillas; de igual
forma fue el apoyo que dieron 1los resultados de 1las ' técnicas
citoquimicas empleadas. De este modo, 1la presencia de 1la zona
electrondensa que aparece en la periferia de las células, en las
muestras procesadas con permanganato de potasio, a 1a hora y a las
cuatro horas de imbibicién, se interpreta como 1a fusién de 1los
esferosomas, mezclados con protel{ nas, debido a que el permanganato
de potasio es buen fijador de lipoproteinas pero no de grasas
{(Luft 1956), permite su flujo, coalescencia y mezcla. Esto se
deduce, porque en las muestras de los mismos tiempos, postfijadas
con tetradxido de osmio, los esferosomas, en la mayorfa de 1los
casos, aparecen intgggos como zonas pequefias circulares u ovoides,
electrondensas, 1imi£adas por membrana, distribuidos en la
periferia y regién central del citoplasma. AlUn as{, hubo células
en las que se observaron zonas electrondensas largas de 1ipidos,
1o que puede indicar la coalescencia de esferosomas. Esto fue mis

frecuente en las primeras etapas de 1l1a 1imbibicién, posiblemente
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por una organizacidn molecular diferente de las membranas en el
estado seco de l1a semilla, vy que 1las primeras cuatro horas de
imbibicién no fueron suficientes para alcanzar 1l1a organizacién
molecular normal de estado hidratado. Simon en 1974 y 1978 sugirid
que cuando las semillas estidn deshidratadas, sus membranas
celulares son incapaces de funcionar como barreras permeables
selectivas, debido a que cambian de su configuracién de bicapa de
fosfolf pidos a una configuracién hexagonal o micelar. Seewaldt et
al. en 1981, en un estudio de la organizacidén de las membranas en
semillas de soya durante la hidratacidén, reportan que sélo se
detecta un espaciamiento mayor de 1la bicapa de fosfolipidos,
cuando el nivel de deshidratacién de las semillas, es por abajo
del 12%, pero que no se pierde su estructura de bicapa. Lo
anterior indica que en los sistemas celulares con escaso contenido
de agua, la organizacién molecular cambia, respecto a los sistemas
con un alto contenido de agua. Se ha propuesto que 1a membrana de
los esferosomas esti constituf da por una monocapa de fosfoli{pidos,
es decir, por la mitad de una membrana unitaria (Yatsu y Jacks
1972), por lo que -;;ge ser menos 1inestable que una mewmbrana
unitaria. También el cambio en organizacién molecular, podria
explicar la apariencia en tincidén negativa que presenta 1la
envoltura nuclear con la postfijacién con tetradxido de osmio, en
las muestras de una y cuatro horas de 1imbibiciédn, y que se
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consign® también en las células de 1a semilla seca
(Laguna-Hernidndez et al. 1984). Ademis, 1la envoltura nuclear no
solamente presenta este aspecto, sino que se observa discontinua
en ciertas regiones durante 1las primeras cuatro horas de
imbibicién, y alcanza su organizacién completa a partir de 1las
ocho horas; este momento coincide con 1la hidratacidn de 1las
semillas al 100%. A las dieciseis horas las c®#lulas presentan un
aspecto en su organizacién, que denota una actividad plena, como
por ejemplo, el nlcleo presenta su cromatina nitida en forma
granular y electrondensa, 1a envoltura nuclear bien delimitada vy
con varios poros, 1os nucleolos con el aspecto granular fibrilar y
vacuolado que marca la caracter{stica de actividad de sintesis de
poliribonucleétidos. Es importante sefialar, que es aproximadamente
en este momento, cuando la hidratacién de 1a semilla, respecto al
aumento de peso, se empieza a estabilizar. La reaccidn positiva de
fosfatasa Acida localizada en 1a membrana celular en las primeras
horas de imbibicién, podria estar marcando, la fusién de 1los
1{ pidos con proteina;ﬁdel tipo enzimas hidroliticas de citoplasma
v no la presencia de fosfatasa 4&cida de membrana, ya que .no se
observa actividad a las ocho horas y en tiempos posteriores.

La abundancia de esferosomas en las células del endospermo de T.
corymbosa en 1la semilla latente, permite pensar que los glicéridos

almacenados en ellos, son una fuente fundamental de energia para
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la semilla durante su latencia y de gran 1importancia en su
germinacién. Los cambios observados en los diferentes lapsos, en
la abundancia de los esferosomas, marca una movilizacién intensa
de los mismos, a partir de las veinticuatro horas y alcanza su
punto midximo entre las cuarenta y ocho y las sesenta horas de
imbibici®n, cuando se observa que existe una marcada movilizacién
de los esferosomas hacia 1a o 1las vacuolas derivadas de 1los
cuerpos proteicos, a las cuales se introducen en forma ‘Integra.
Esta evidencia indica que los esferosomas se degradan dentro de la
vacuola, ya que algunos de ellos se notan menos electrondensos o
con zonas mis claras vy en otras muestras se observan también
restos de membranas. CiamporovA en 1983, en un estudio de 1la
movilizacién de las reservas lipidicas en primordios de rafiz en
tallo de Fopulus niger "chopo" muestra que 1os esferosomas se
introducen en vacuolas en 1las que se encuentran restos de
estructuras membranosas y esferosomas con espacios claros de
diferente tamafio, por 10 que propone que en esas vacuolas se
degradan los esferosomas, aunque no explica el mecanismo; ademas
de los que se degraJ;;' en el citoplasma. Esto Ultimo no fue
observado en las muestras de nuestro estudio.

Fernindez y Staehelin (1987) en un trabajo con c®lulas de aleurona

de cebada y con la técnica de criofractura, observan que hay una

intima relacién entre los esferosomas y los cuerpos proteicos, lo
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que les indica que la monocapa de fosfolipidos que 1limita a 1los
esferosomnas, estid directamente unida con la capa externa de 1la
bicapa de fosfolipidos de 1a membrana que redea a 1los cuerpos
proteicos . De ésto , ellos proponen que la actividad de 1lipasa
localizada en los eferosomas después de un tratamiento con GA3
(giberelina) durante dos horas, en 1las celulas de aleurona de
semillas embebidas durante cuatro dias , se debe a la
transferencia de 1a enzima , del cuerpo proteico al esferosoma; en
este caso la actividad determinada fue 1la de 1lipasa neutra. Los
resultados en 7. corymbosa indican que 1la actividad de 1lipasa,
tambi®n neutra ,en los esferosomas, esti presente, solamente
cuando éstos han penetrado a la vacuola derivada de 1los cuerpos
proteicos, por 1o que, se puede pensar que la enzima se encuentra
en los cuerpos proteicos y solo tiene actividad cuando entra en
contacto con los glicéridos del esferosoma, va que en ninguno de
los tiempos muestreados se observ®d actividad de 1lipasa en el
interior de 1las vacuolas o cuerpos proteicos ni en los
esferosomas, lo cuql_indicaria una alta especificidad de 1a lipasa
por el sustrato. Por ;tra parte, el hecho de que 1los esferosomas
no presenten la actividad de 1lipasa, sino hasta que tienen
contacto con la vacuola, puede apoyar el modelo de transferencia
de 1a enzima, del cuerpo proteico al esferosoma, propuesto por
Fernidndez y Staehelin (1987), en el que establecen que 1la 1lipasa
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se localiza incluida en 1l1a bicapa de 1a membrana del cuerpo
proteico y que al ponerse en contacto con 1a membrana sencilla del
esferosoma, la 1lipasa se transfiere a esa monocapa de
fosfolipidos. Las imAgenes mostradas en 1las figuras 32 vy 45,
indican zonas de degradacién periféricas en 1los esferosomas, es
decir, junto a su membrana, 1o cual puede apoyar que la
localizacién de 1a enzima es en la membrana. Lin et al. .en 1983
demostraron que en el escutelo de plantulas de maiz, 1la actividad
de 1lipasa neutra aumenta con el desarrollo, y se 1localiza
fuertemente unida a los esferosomas y permanece en 1a membrana de
ellos, despu®s de la extracci®tn de 1los glicéridos. Ademids, 1los
cuerpos lipidicos aislados sufren autolisis de los
triacilgiiceroles internos, que produce una liberacién de Acidos
grasos. Esta enzima tiene una actividad d&dptima a pH 7.5 vy
solamente en acilgliceroles de 4cido oleico o linoleico, que son
los constituyentes principales del aceite de malz. También Lin et
al. (1982) en un estudio sobre 1ipasa en cotiledones de soya,
durante la germinac{Z;E descubren que existe una lipasa neutra en
esferosomas, que pudo hidrolizar solamente monolinolei na y
N-metilindoxilmiristato y disminuyd rapidamente su actividad en
las primeras etapas de crecimiento de las plintulas (tres dias).
Estos resultados refuerza 1la observacidn de que 1l1a localizacién

de l1a enzima, es membranal y que es altamente especi{fica. En
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nuestro estudio, se observw en algunas cé&lulas, actividad de
lipasa en 1a membrana de los cuerpos proteicos, en la primera hora
de imbibicién (Fig. 43), lo que puede significar un apoyo a 1los
hallazgos de Fernindez y Staehelin (1987). La marca de actividad
de lipasa en mitocondrias, parece estar localizada en el espacio
intermembranal, 1o cual, plantearia 1a posibilidad de que 1a
enzima se localice en 1a membrana externa y que la hidrélisis de
glicéridos ocurra en este sitio, 1o que facilitaria el 'paso de
4dcidos grasos al interior de la mitocondria, para su degradacién
por beta-oxidacién. Aunque Allmann et al en 1966 realizaron wun
estudio encaminado a 1localizar el sistema oxidante de Aacidos
grasos, en mitocondrias de corazén de res y, demostraron que las
enzimas que activan a los acidos grasos, la aciltransferasa y las
enzimas de la beta-oxidacidén, se localizan exclusivamente en 1la
membrana externa de 1la mitocondria, asi como el sistema de
carnitina; discuten en este trabajo sus resultados compariandolos
con los de Yates y Garland (1968), quienes proponen que los acidos
grasos son convertiggs a ésteres de acil-CoA por una
ATP-tiocinasa, 1oca1iz;da en el Tlado externo de 1la meébrana
interna de 1la mitocondria. Cualquiera que fuera el resultado
aceptable, 1a hidrélisis del ester glicérido, tendria que darse en
la mebrana externa, por 10 que con 1la prueba citoquimica puede

ocurrir precipitacién de producto en el espacio intermembranal con

44



la reaccidn de lipasa neutra. Este hallazgo, podria apoyar ademis,
la posibilidad de que las mitocondrias estén wutilizando A4cidos
grasos como fuente importante para la produccién de ATP, ya que el
aumento en la electrondensidad de las mismas se debe probablemente
a un incremento en el contenido de protef nas, puesto que en las
muestras extralidas con hexano y postfijadas con permanganato de
potasio, la electrondensidad en ellas no cambia. Nieuwdorp y Buys
(1964) describen cambios en 1las mitocondrias de céiulas de
escutelo de cebada durante la germinacidn, que coinciden con 1los
observados en T. corymbosa, pero no proponen ninguna causa.

La presencia de arreglos membranales en forma espiral,semejando
figuras mielinicas, dentro de los cuerpos proteicos o vacuolas,
indica una actividad de degradacién de materiales, transformando
la vacuola en una vacuola autofidgica. Matile (1978) menciona que
el englobamiento de material citopldsmico por la invaginacién del
tonoplasto, produce la formaciot®n de vesiculas intravacuolares,
que contienen una porcidén de citoplasma, la cual, al ser degradada
deja como restos, 952?. arreglos membranales; ésto se muestra
también en un estudio ;0r Ciamporovad (1983). Por otra parte, desde
1968 Yatsu y Jacks reportan que en cotiledones de semillas secas
de algoddn, se presenta actividad de fosfatasa Acida y proteinasa
Acida, asociada a los granos de aleurona (cuerpos proteicos) in

situ y cuando fueron aislados por centrifugacién en glicerol puro,
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presentaron un 77% de actividad de fosfatasa 4cida y 100% de
actividad de proteinasa Acida, por lo que se puede considerar a
los cuerpos proteicos como organelos autoliticos. En 19870 Yoo,
considera que la vacuolizacidén de los cuerpos proteicos, observada
en embrién de chicharo durante 1la germinacién, se puede
interpretar como 1la digestidén vy utilizacidén de protei nas
almacenadas y vya que su membrana limitante permanece intacta, las
enzimas hidroliticas se 1localizarfan dentro de ellas, .se
considerarian autoliticos y actuarian como lisosomas. Wilden et al
(1980) demuestran la presencia de varias hidrolasas en l1os cuerpos
proteicos de cotiledon de haba, entre 1a que se encuentra la
fosfatasa Acida; en este mismo articulo se reporta, que
observaciones al microscopio electrdnico de transmisién, de tejido
de plantulas al tercer dia de germinaci®n, mostraron la presencia
dentro de los cuerpos proteicos de pequefias vesiculas (0.3 a 1.0
um) que contenian porciones de citoplasma como: membranas,
rfbosomas, mitocondrias, v que al final del crecimiento de 1la
plantula, esas vesic:;;S aparecen vacfas, por 1o que proponen. que
son vesiculas autofigicas, cuyo contenido es degradado por las
hidrolasas presentes en los cuerpos proteicos. La presencia de
actividad de fosfatasa 4Acida, demostrada desde las primeras horas
de imbibicién, en los cuerpos proteicos o vacuolas, en las células

de aleurona de 7. corymbosa, comprueba la presencia en ellos de
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enzimas hidroliticas, permaneciendo hasta las etapas finales de la
germinacién, cuando en las células solo existe una gran vacuola,
en este caso, con la evidencia de que entre las sesenta y las
setenta v dos horas de inbibicidén, las células se degradan
totalmente, se podria apoyar que las vacuolas formadas por 1los
cuerpos proteicos son vacuolas autofidgicas, vya que presentan
restos de material citoplasmico como: mitocondrias, reticulo
endoplasmico, plastos, esferosomas, en diferentes etapas de
degradacidén y restos membranosos en forma de figuras mielinicas;
sin embargo, la reaccidén de fosfatasa Acida positiva, comprueba
que la capacidad de hidrélisis en 1los cuerpos proteicos se
encuentra desde el inicio del proceso de la germinacién o desde
que la semilla entra en latencia. Ory y Henningsen (1969) reportan
la presencia de fosfatasa Acida en granos de aleurona de cebada;
en las muestras analizadas de células de aleurona de semillas
latentes de cebada y en la fracci®®n purificada de cuerpos
proteicos, observan un material altamente electrondenso asociado a
los cuerpos proteicos, que a grandes aumentos, se distingue
consitutuido por léﬁ;gés con un alto contraste, alternadas, con
espacios electronclaros, similar a 1a disposicidn que toman las
capas de mielina en 1a c&lula animal; en su interpretaci®én, se

refieren a la de Jennings et al (1963), quienes proponen que el

mismo arreglo se debe a 1a presencia de lipoprotefinas en 1los
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cuerpos proteicos de trigo, o también a 1la posibilidad de que
pudiera ser la forma de almacenamiento del A4cido fitico. En el
caso de las células del endospermo de T. corymbosa, 1los arreglos
membranales en forma de figuras mielinicas, s%1o se observan
dentro de los cuerpos proteicos o vacuolas y como productos o
restos de la degradaci®n de material citoplidsmico, muy diferentes
al arreglo del material descrito en esos trabajos; aunque el
aspecto de ese material altamente electrondenso a bajos aumentos,
es similar al material electrondenso en forma de banda o manchas
irregulares, observado en 1as muestras de las primeras horas de
imbibicidn, postfijadas con permanganato de potasio, 1a diferencia
en este caso es la postfijacidn, que en 1o0s otros estudios fue con
tetradxido de osmio; pero son coincidentes en que se puede tratar
de lipoproteinas. Jelsema et al (1980) describen cuerpos laminares
fuertemente osmiofilicos, localizados junto a los esferosomas y a
los cuerpos proteicos en las cflulas de aleurona de trigo con doce
horas de imbibicién y en 1las mismas estructuras, aisladas por
centrifugacidn; po;‘?%a caracteri{stica de 1a densidad de 1la
fraccién en la que se encontraron los cuerpos laminares, proponen,
que semejan dictiosomas y por lo tanto, pueden ser derivados de
reticulo endoplasmico, o que &ste se forme a partir de los cuerpos

laminares. En el caso de 1l1a banda o manchas electrondensas

irregulares de las células de aleurona de T. corymbosa, durante
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las primeras horas de imbibicién, ya se argument®d la posibilidad
de que corresponda a lipoprotel nas.

E1 cambio observado en los plastos en relacién a su alargamiento,
al aumento de granos de almidén v a 1la aparicién del material
electrondenso, puede significar un aumento en su actividad de
sl ntesis de almidén y de lipoproteinas, como una respuesta a 1la
necesidad de energia de las cflulas.

E1 hecho de que el endospermo acelular se note con una estructura
laxa, a partir de las ocho horas de imbibicién (Fig. 36) vy 1la
pared celular de la ultima capa de aleurona en contacto con 1la
regidn acelular, sea laxa a las veinticuatro horas de imbibicién
(Fig. 37), puede significar una simple dilucién y difusién de 1los
polisacAridos no celulésicos, o 1l1a hidrdlisis de estos a
carbohidratos mas sencillos (monosacAridos), 1o cual, podria estar
apoyado por la reaccién positiva a carbohidratos en el agua de
imbibicién; sin embargo, en el agua de imbibici4én de semillas que
permanecieron sesenta horas, se formd un material de consistencia
de malvavisco o a[g9?6n de azucar, al 1liofilizarlo, que al
disolverlo en agua vy e%ectuar]e la prueba con etanol, precfbité.
1o que demostrd su naturaleza de muci lago; esto podria indicarque
el endospermo acelular, se difunde en forma de mucilago vy
permanece en el medio.

Quedar{ a por comprobar, cuanto de estos polisacAridos se hidroliza
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a monosacaridos y en qué momento. Estudios realizados con semillas
que también presentan en su endospermo galactomanano, como las de
algunas leguminosas (Reid 1971, Reid y Meier 1972, 1973; Rijven
1972; Reid y Davies 1977) plantean que la capa de aleurona produce
enzimas hidrolasas de galactomananos. Bewley et al (1983)
demostraron en semillas de lechuga, que las paredes celulares del
endospermo, constituidas por hemicelulosas, fueron degradadas por
las enzimas endo-beta-mananasa, manosidasa y alfa-galactosidasa, y
en 1986 proponen un modelo que explica el posible papel de estas
enzimas (Ouellette y Bewley 1986). Es probable que por 1la
similitud en la organizacid®n y naturaleza del endospermo de T.
corymbosa, con esas semillas, 1la movilizacién del galactomanano
durante 1a germinacidén ocurra en forma parecida. Por otra parte,
la presencia de glucdsidos kauranoicos en el agua de imbibicidn de
las semillas, plantea 1a posibilidad de que se encuentren en el
endospermo acelular y que interaccionen con el embrid®n como
precursores de giberelinas (Osuna et al 1887), vyva que se ha
demostrado que el macerado de semillas de 7. corymbosa, en
-3
diferentes etapas de {ﬁbibicién, contiene mayor concentracién de
derivados de 1o0s glucésidos turbicorina y corimbosina, conforme
avanza el tiempo de 1imbibicidn, asi como también aumenta 1la
actividad hidrolitica para 1os mismos (Perezamador et al 198t1).
Como estos estudios fueron relizados con 1la semilla completa,
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seria conveniente separar el embién del endospermo y efectuar las
determinaciones por separado, para discernir si 1os glucésidos se
encuentran en el endospermo o en el embrién, asi como las enzimas
que los hidrolizan. Los ensayos preliminares en este sendido,
parecen indicar que los glucésidos kauranoicos se 1localizan en
gran concentracién en el endospermo y que no son hidrolizados por
éste en sesenta horas de 1imbibicién y que 1los cotiledones si
tienen la capacidad de hidrolizarlos.

De acuerdo a todo 1o anteriormente expuesto se propone dque 1los
cambios ultraestructurales observados en las células de aleurona,
demuestran una actividad de sintesis de proteinas y de secrecién ,
importantes, muchas de las cuales, dében corresponder a enzimas
hidrolizantes de carbohidratos, ya que otras, especificas para
proteinas y 1ipidos, deben estar presentes en 1los cuerpos
proteicos o vacuolas autol{ticas. Que 1la fuente de energia vy
carbono fundamental en esta actividad, se obtiene de los
glicéridos almacenados en los esferosomas. Que 1los carbohidratos
hidrolizados deben sepgir como fuente de energia y de carbono al
embrién, el cual también recibe 1la accién de 1los g1uo§§idos
kauranoicos, presentes en el agua de imbibicién, los que
probablemente participen como precursores de reguladores de
crecimiento. La naturaleza de muci lago del endospermo acelular,
debe representar para l1la semilla un sistema adecuado para el
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control de la cantidad dptima de agua, para la actividad de 1las
células de aleurona y del embridén, durante las primeras horas del
proceso.

Brechd et al (1984) en un estudio con microscopia foténica,
muestran que el endospermo de la semilla de T. corymbosa empieza a
movilizarse a partir de las sesenta horas de germinacién, tomando
como el principio de ésta, la emergencia de 1l1a radicula y que
1lega al maximo de degradacién en las sesenta horas siguientes. En
el anAdlisis con microscopia electrénica, objeto del presente
trabajo, se observa que los cambios en el endospermo acelular se
notan desde las ocho horas de imbibicidn y que a las setenta y dos
horas, ya habia desaparecido. Esto significa, que corresponde
aproximadamente a 1a mitad del tiempo establecido en el trabajo
anterior. Asi{ también, se muestran aspectos nuevos en la
estructura celular, durante el proceso, que permiten plantear
hip&tesis acerca de su funcidn.

Es necesario considerar, que los resultados de este trabajo, deben
relacionarse con el—‘égtudio bioquimico de algunas etapa§ del
proceso y con el anilisis de l1os cambios ocurridos en el embrién,
a nivel subcelular y bioquimico durante 1las mismas etapas
estudiadas en esta investigacién. Asli mismo, queda establecido
que, abordar un fendmeno biolégico desde diferentes aspectos de
anilisis o con diferentes técnicas de observacién, puede producir
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resultados complementarios, que ayudan a integrar el conocimiento

del fendmeno, de manera mis precisa.
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CONCLUSTIONES:

I. Las c®lulas del endospermo de la semilla de Turdina
corymbosa, presentan una organizacidn é6ptima en sus sistemas
membranales y en las estructuras nucleares, para las funciones

planteadas, a partir de las dieciseis horas de imbibicidn.

II. La actividad hidrolitica en el endospermo empieza a notarse

a partir de las veinticuatro horas de imbibicién.

IIX. La hidrdlisis total del endospermo ocurre a las setenta y

dos horas de imbibicién.

IV. Los 1ipidos contenidos en los esferosomas parecen ser la
fuente de energia mAds importante durante todo el proceso

estudiado.

-
-~
-

V. Los 1{pidos son degradados en su propio compartimiento

(esferosomas), dentro de vacuolas autoli ticas.

VI. Las mitocondrias participan en forma muy importante en el
proceso, probablemente en su funcién de produccién de energia a
partir de la beta-oxidacién de los Acidos grasos.
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VII. La sintesis de protel nas, probablemente enzimas, debe

ocurrir, a partir de las dieciseis horas de imbibicién.

VIII. Los cuerpos proteicos funcionan como vacuolas hidroli ticas

desde el cio del proceso.

IX. La degradacidn del endospermo se completa cuando 16
longitud de la redicula apenas es de 15 mm y el resto de la

plantula se encuentra dentro de l1a testa.

X. E1 endospermo de la semilla de Twurbina corymbosa, puede
estar participando como fuente de energia, carbono y nitrdgeno
para el embrién, como captador y regulador de agua para la

germinaci®n y como fuente de reguladores del crecimiento.
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LAMINA I

Microscopia fotdnica. Acido peryddico-reactivo de Schiff Y

Hematoxilina.

Fig. 1 Semilla a las dieciocho horas de imbibici%n.

Las células de aleurona (A) presentan su citoplasma compacto, con
escasos espacios claros pequefios, correspondientes a vacuolas. La
region acelular del endospermo (G) se ve compacta y muy tefiida, en

intimo contacto con el cotiledén (Co). 1700x

Fig. 2 Semilla a las cuarenta y ocho horas de imbibicién.

Las células de aleyrona (A) presentan en su citoplasma mis
espacios claros irregulares de tamafio mayor, que corresponden a
las vacuolas (V), sobretodo, en las del segundo estrato. La regidn

acelular del endospermo (G) se presenta menos compacta, mis clara.

1100x

Fig. 3 Semilla a las sesenta horas de imbibicidn.

Las c®lulas de aleurona presentan vacuolas (V) muy grandes, el
volumen celular aumenta. La regién acelular del endospermo (G)
presenta zonas laxas (¥). 1100x

Fig. 4 Semilla a las setenta y dos horas de imbibicién.

Regidn del septo. Paredes celulares (Pc), algunos restos celulares

(Ci) y restos de regi®dn acelular (G). 720x






LAMINA II

Postfijacidén con permanganato de potasio. (Figuras 5 a 7)

Una hora de imbibicién.

Fig. 5 Células del primero (A) y del segundo (B) estratos de 1la
capa de aleurona. Se observa: un material muy electrondenso en
forma de banda periférica (flechas) o de pequefias zonas
irregulares en la regién central del citoplasma (flechas); 195
cuerpos proteicos (cp) en forma de vesiculas irregulares, algunos
con un material electrondenso; las mitocondrias (M) circulares,
con escasas crestas poco electrondensas; el nldcleo (N) con 1la
cromatina poco electrondensa, difusa; las paredes celulares (Pc)
con una organizacidén fibrilar uniforme y compacta; 1la cuticula
(Cu) con forma de banda angosta, muy electrondensa, que separa el

endospermo de la testa. 5200x

Fig. 6 Célula del segundo estrato, que presenta: un ndcleo (N)
con su cromatina difusa y clara, con dos nucleolos (nu) poco
electrondensos y compactos, con 1la envoltura nuclear (en)
ondulada, interrumpida en algunas zonas (*); la banda
electrondensa (flechas); mitocondrias (M) vy cuerpos proteicos

(cp). 12500x

Fig. 7 Célula del segundo estrato en 1a que se observa: una
porci®n del <citoplasma que contiene un plasto (P1) poco
electrondenso, de aspecto granular, con dos porciones ovoideas maAs
claras; mitocondrias (M) circulares, poco electrondensas, con
escasas crestas; zonas pequefias, irregulares, electrondensas

(flechas), 1imitadas por membrana. 24600x






LAMINA III
Postfijacién con tetradxido de osmio (Figuras 8 y 9).

Fig. 8 Semilla embebida una hora. Célula del primer estrato. Se
observan: cuerpos proteicos (cp) con un material fibrilar-granular
electrondenso, homogéneo; esferosomas (Es) pequefios, circulares,
electrondensos. 12000x

Fig. 9 Semilla embebida cuatro horas. Célula del primer estrato
que muestra: un ndcleo (N) de forma irregular, con 1la cromatina
homogénea electrondensa, 1a envoltura nuclear (en) electronclara,
como en tincién negativa, ondulada; 1los esferosomas (Es) son

circulares o elipsoidales, pequefios. 13700x

Postfijacién con permanganato de potasio (Figuras 10 y 11)

Fig.10 Semilla embebida cuatro horas. C€lulas del primero (A) vy
del segundo (B) estratos de 1la capa de aleurona, que muestran: una
zona electrondensa, periférica angosta o porciones pequefias
irregulares en la regién central del citoplasma, que coinciden con
zonas electronclaras pequefias (flechas); cuerpos proteicos (cp)
circulares o irregulares de tamaffio variable; nlcleo (N), con su
envoltura nuclear (en) ondulada vy un nucleolo (nu) de bordes
irregulares, compactgwé’difuso; algunas mitocondrias (M) pequefias
circulares. 4900x

Fig. 11 Semilla embebida ocho horas. Células del primer estrato en
las que se oserva: la cuticula (Cu) electrondensa; 1la fusién de
cuerpos proteicos (cp) pequefios, contorneados, con un material
fibrilar electrondenso; los esferosomas (Es) aparecen como zonas

electronclaras, circulares, pequefias. 5300x
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LAMINA IV

Postfijacién con permanganato de potasio (Figuras 12 a 14)
Postfijacidn con tetradtxido de osmio (Figura 15)

Doce horas de imbibicién

Celula del primer estrato en 1a que se observa: 1los
esferosomas (Es) como zonas electronclaras pequefias,
circulares o irregulares; reticulo endoplasmico (Re) de

forma tubular, conectado con algunos esferosomas (X)

22500x

Célula del primer.etrato que muestra: un nldcleo (N) con la
cromatina granular electrondensa y un nucleolo (nu)
granular, electrondenso, poco compacto; 1los esferosomas
(Es) en su mayoria de forma circular, pequefios,

electronclaros. 22500x

Fig 14 C€lula del segundo estrato, en la que se observa: la regién

Fig.
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terminal de 1a c&lula vecina a la regiédn acelular del
endospermo; los esferosomas (Es) como zonas electronclaras

irregulares; la pared celular (Pc) con zonas laxas. 22500x
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Célula del primer estrato que muestra: un cuerpo proteico

(cp) con un contenido fibrilar electrondenso;
poliribosomas (r) y esferosomas (Es) circulares u ovoides,

electrondensos, difusos. 28400x






LAMINA v

Postfijacién con permanganato de potasio (Figuras 16 y 17)

Fig.

16 Semilla con dieciseis horas de 1imbibicidn. Célula del

segundo estrato. Se observa: el nlicleo (N) con zonas bien
definidas de heterocromatina (hc) y 1a envoltura nuclear
(en) con poros (flechas), un nucleolo (nu) granular 1laxo;
los esferosomas (Es) de diferentes tamafios, circulares vy
electronclaros; las mitocondrias (M) circulares,
electrondensas; un cuerpo proteico (cp) grande con un
contenido fibrilar homogéneo (f) vy zonas granulares

electrondensas (g). 13200x

Semilla embebida veinte horas. Célula del primer estrato
que muestra: un nlUcleo (N) elipsoidal con su cromatina
homogénea con escasa heterocromatina, la envoltura nuclear
(en) con varios poros (flechas); las mitocondrias (M)
electrondens;;@bon abundantes crestas, algunas alargadas
como en proceso de biparticidén (*¥); abundante reticulo
endopliasmico (Re) de forma tubular; los cuerpos proteicos

con su membrana (t) bien definida. 13300x






LAMINA VI
Postfijacidn con permanganato de potasio (Figuras 18 a 21)
Veinticuatro horas de imbibicidn.
Fig.18 Célula del primer estrato, que muestra: 1las mitocondrias
(M) alargadas, algunas aparentemente en divisién (flecha),
electrondensas con abundantes crestas; el reticulo endoplidsmico
(Re) es muy abundante en forma de tubulos electrondensos; 1los
plastos (P1) alargados con zonas claras vy electrondensas; 1los
esferosomas (Es) circulares de tamafio variable; la pared. celular

(Pc) con una estructura fibrilar laxa. 13200x

Fig. 19 Célula del primer estrato en 1la que se observa: el
reticulo endoplasmico (Re) en forma de tibulos; dictiosomas (Di)
electrondensos; esferosomas (Es) circulares, pequefios Yy

electronclaros. 13200x

Fig. 20 Célula del segundo estrato en la que se observa: varios
plastos (P1) hasta con tres granos de almiddn (a) vy un cuerpo
circular muy electrondenso; un cuerpo proteico (cp) muy grande,
con la membrana (t) bien definida, con aspecto de vacuola, su
contenido granular fino, homog#neo, algunas zonas periféricas como
material citoplasmico en invaginacidén (¥). 13200x
-4,

Fig. 21 Célula del segu;do estrato que muestra: un cuerpo pro{eico
(cp) grande, irregular, que presenta varias zonas pequefias que
estin en contacto con el citoplasma (*); la pared celular (Pc) en
su regidn vecina al endospermo acelular, con una organijzacidn

fibrilar laxa. 13200x






LAMINA VII

Postfijacidn con tetradxido de osmio (Figuras 22 y 23)

Extracci®dn con hexano. Postfijacidn con permanganato de

potasio (Figuras 24 y 25). Veinticuatro horas de imbibicién
Fig. 22 Célula del segundo estrato en 1a que se observan: cuerpos
proteicos (cp) de contenido homogéneo granular, con figuras
mielinicas (m) y 1a membrana bien definida (t); esferosomas (Es)
pequefios, circulares, electrondensos, difusos; las mitocondrias
poco electrondensas con 1las crestas poco definidas, pero
abundantes; ribosomas (r) abundantes. 21000x
Fig. 23 Célula del primer estrato que muestra: un ndcleo (N) con
su cromatina homogénea, un nucleolo (nu) con una zona granular vy
otra fibrilar, 1l1a envoltura nuclear (en) bien definida,
electrondensa; cuerpos proteicos con un contenido granular, con
algunas figuras mielinicas (m); ret{ culo endoplésmico con
ribosomas (r); mitocondrias (M) con abundantes crestas, poco
electrondensas. 12300x
Fig. 24 C%lula del primer estrato, que presenta: un cuerpo
proteico (cp) muy grande, de contenido granular-fibrilar
homogéneo, con algunas zonas electronclaras que limitan porciones
del mismo material (X*); esferosomas (Es) algunos con un material
fibrilar electrondenso, semejante al de 1l1a vacuola, algunos
fusionados con 1a membrana de ésta (flecha). 12300x
Fig. 25 Cé¢lula del primer estrato, que muestra: varios cuerpos
proteicos (cp) de conﬁenido homogéneo, granular-fibrilar fino,
algunos con material vesicular electrondenso; los esferosomas'(Es)
grandes y pequefios, electronclaros con un contenido fibrilar
electrondenso; abundante reticulo endoplismico (Re) de forma
tubular, ramificado; las mitocondrias (M) muy electrondensas con

una zona central mis clara. 12300x
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LAMINA VIII

Postfijaci®dn con permanganato de potasio (Figura 286)
Postfijacidn con tetradxido de osmio (Figuras 27 y 28)

Cuarenta y ocho horas de imbibicién.

Células del primer estrato en las que se observa: cuerpos
proteicos (cp) grandes, en forma de vacuolas 1irregulares,

algunos de ellos presentan un contenido vesicular
electrondenso (o); esferosomas (Es) pequefios, circulares,
abundantes, electronclaros; reticulo endoplidsmico (Re)
abundante; plastos (P1) con la 1inclusién electrondensa
circular (flecha); las mitocondrias (M) electrondensas con
abundantes crestas; dictiosomas abundantes (Di); la pared
celular (Pc) laxa en la vecindad del endospermo acelular.

7600x

Célula del primer estrato en la que se observa: una zona
difusa 1imitada por membrana (t) que contiene cuerpos en
degradacién (*); abundantes esferosomas (Es) pequefios vy
grandes, electrondensos; las mitocondrias poco

contrastadas; reticulo endopldsmico rugoso (Re). 14000x

Célula del primer estrato, que muestra: reticulo
endop1ésmico__(8e) rugoso; esferosomas (Es) grandes vy
pequefios, e1ect;ondensos; plastos (P1) en forma de éﬁava
con una inclusidén electrondensa y zonas electronclaras;
nicleo (N) con 1la cromatina finamente fibrilar vy 1la
envoltura nuclear (en) bien definida; un arreglo membranal

(m) de tipo miellnico. 14000x






LAMINA IX

Postfijacién con permanganato de potasio (Figuras 29 y 30)

Sesenta horas de imbibicién.

Fig. 29 C&lulas del primer estrato. Se observa: una de las células
completamente degradada, con restos de citoplasma
electrondensos incluidos en 1o que fue la vacuola central
(V); junto a 1a pared celular (Pc) se encuentra una
membrana delgada (*), 1la pared muy hidrolizada, que
contrasta con la vecina, un poco mis electrondensa, menos
hidrolizada; esta célula presenta restos de citoplasma en

forma de franja angosta periférica. S400x

Fig. 30 Célula del primer estrato en estado avanzado de
degradacién en la que se observa: el nicleo (N) con 1la
envoltura nuclear (en) con 1los espacios perinucleares
(flechas) muy grandes, que 1le dan el aspecto de un
conjunto de vesficulas o cisternas concatenadas; una
vacuola (V) que contiene numerosos cuerpos membranosos,
algunos de los cuales apenas en proceso de penetracidédn
(*); abundante reticulo endoplasmico (Re) y dictiosomas

-G

(Di). 15400x

-






LAMINA X

Postfijacidén con tetradxido de osmio (Figuras 31 y 32)
Extraccidn con hexano. Postfijacidn con tetrabxido de

osmio (Figuras 33 y 34). Sesenta horas de imbibicidn.

Fig. 31 C#lulas del primer estrato en las que se observa:
abundantes esferosomas (Es) electrondensos, circulares, pequefios y
grandes; vacuolas (V) grandes o pequefias que contienen esferosomas
en diferentes estados de degradacién y algunos en proceso de
penetraci®n (*); restos de plastos (P1) muy electrondensos, con
una o varias zonas electronclaras; restos de nlicleo (N) difuso vy
ligeramente electrondenso; las paredes celulares {(Pc) difusas,
electronclaras. 4100x

Fig. 32 Célula del primer estrato, que muestra: una vacuola (V)
con restos membranales (flechas); esferosomas en diferentes etapas
de degradaci®n (*); un plasto (P1) en grado avanzado de
degradacién y otro que empieza a penetrar a la vacuola.
9200x

Fig. 33 Célula del primer estrato, en 1a que se nota wuna gran
vacuola central (V) electronclara con zonas de proyeccidn
citoplasmica, que le dan un aspecto irregular al tonoplasto (*);
los esferosomas (Es) aparecen electronclaros con un material
fibrilar electrondenso; los plastos (P1) con 1inclusiones muy
electrondensas. 9700% .

Fig. 34 Célula del primer estrato, que presenta: varios plastos
(P1) en forma de clava con una zona electronclara de aspecto
similar al citoplasma; abundantes ribosomas (r) vy membranas que
parecen restos de dictiosomas (Di); los esferosomas (Es)

electronclaros con un material fibrilar electrondenso. 9700x






LAMINA XI

Endospermo acelular. Postfijacién con permanganato de

potasio (Figuras 35 a 38).

Semilla embebida cuatro horas. Las zonas mis

electrondensas (flechas), parecen restos de citoplasma.

4900x

Semilla embebida ocho horas. Se observa un material

fibrilar l1axo (f) y restos de citoplasma (flecha). 4400x

Semilla embebida veinticuatro horas. Se observan restos de
citoplasma del Ultimo estrato de 1la capa de aleurona

(flechas) y pared celular laxa (Pc). 13200x

Semilla embebida setenta y dos horas. Se observa: restos
de citoplasma de las células del primer estrato de la capa
de aleurona (flechas) y restos de paredes celulares (Pc)

del segundo estrato; 1a 14mina media (Lm) muy delgada.

4300x
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LAMINA XII

Prueba de fosfatasa &cida.

Semilla embebida una hora. Se muestra una célula del
primer estrato, que presenta reacci®n positiva (flechas)
en 1aAmina media (Lm), membrana celular (mc) vy cuerpos

proteicos (cp). 9700x

Semilla embebida veinticuatro horas. Se muestra una célula
del primer estrato, que presenta reaccién positiva

(flechas) en cuerpos proteicos (cp). 9700x

Semilla embebida veinticuatro horas. Se observa el 1{mite
entre la capa de aleurona y el endospermo acelular, con

reacci®n positiva (flechas) en pared celular (Pc). 16500x

Semilla embebida cuarenta y ocho horas. Se observa una
célula del primer estrato, que muestra una gran vacuola
contorneada (V) con precipitado, que 1indica reaccién
positiva. También se 1localiza en mitocondrias (M),

aparentemenf@*&n su membrana interna. 8700x






LAMINA XIIX

Prueba de l1ipasa neutra

Semilla con una hora de imbibicién. Se observa una célula
del primer estrato de la capa de aleurona, que presenta
reaccién positiva (flechas) en algunas zonas de reticulo
endoplasmico (Re) y membrana de cuerpos proteicos (cp)

17200x

Semilla embebida cuarenta y ocho horas. Se observa una
célula del primer estrato en 1la que se muestra con detalle
la reaccidén positiva (flechas) en reticulo endoplasmico

que rodea a los esferosomas (Es) v en mitocondrias (M).

24000x

Fig. 45 Detalle de la reaccidn positiva (flechas) en esferosomas

{(Es) que se encuentran dentro de la vacuola (V). 21000x
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