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ESTUDIO MORFOANATOMICO DE LA SEMILLA Y DE LAS RESERVAS
PROTEICAS Y LIPIDICAS EN TEJIDOS COTILEDONALES DE
CUPHEA GLUTINOSA (LYTHRACEAE)

Summary: Morphoanatomical study of seed and lipid and protein reserves in cotyledonal tissues of
Cuphea glutinosa (Lythraceae). The objective of the present work was to study the size and distribution
of lipid and protein bodies in Cuphea glutinosa mature seeds collected in Sierra de los Padres, Tandilia
system hills, Buenos Aires, Argentine. The protein bodies’ size was variable in the different cotyledonal
tissues, while the lipid bodies were largely uniform. Protein storage was observed mainly in the
mesophyll tissues, although the epidermis also showed protein bodies of small size and in a low number.
Lipid reserves were present in the three tissues, but around 50% was found in the cotyledonal epidermis
while the rest was located in both parenchymas. This means that at the moment of moving the
cotyledonal reserves, the three tissues were strongly involved providing an adequate amount of energy
during germination.
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Resumen: El objetivo del presente trabajo fue estudiar el tamafo y la distribucién de cuerpos grasos y
proteicos en tejidos cotiledonales de semillas maduras de Cuphea glutinosa Cham et Schitdl.,
recolectadas en Sierra de los Padres, Sistema de Tandilia, Buenos Aires, Argentina. El tamafio de los
cuerpos proteicos fue variable en los distintos tejidos cotiledonales, en tanto que los cuerpos lipidicos
mantuvieron una gran uniformidad en todos ellos. Cuphea glutinosa almacena sus reservas proteicas
fundamentalmente en el mesofilo, ya que si bien la epidermis presenta cuerpos proteicos, los mismos
se encuentran en bajo numero y son de muy pequefo tamafo. En cuanto a la reserva lipidica, se
acumula en los tres tejidos estudiados, pero alrededor del 50% se halla en la epidermis cotiledonal y el
resto esta distribuida en ambos parénquimas. Esto significaria que al momento de movilizar las grandes
reservas compartimentalizadas en los cotiledones, los tres tejidos se verian fuertemente comprometidos
para una adecuada provision de energia durante la germinacion.
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INTRODUCCION

En semillas maduras de dicotiledéneas el
almacenamiento de las reservas proteicas y lipidicas
se produce en organelas especializadas llamadas
cuerpos proteicos y lipidicos u oleosomas
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respectivamente (Bewley & Black, 1985; Cardinali,
2004). Se ubican en todos los tejidos cotiledonales a
excepcion del tejido vascular (Rest & Vaughan,
1972; Citharel & Citharel, 1985). Estas reservas
generalmente determinan la importancia econémica
de una especie, como ocurre en cereales vy
oleaginosas (Webber & Neumann, 1980).

Las semillas del género Cuphea poseen reservas
grasas y proteicas, y en consecuencia se le atribuye
un gran potencial agricola. Sus semillas producen
abundante cantidad de aceites ricos en triglicéridos
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saturados de cadena media a corta, tales como los
dcidos cdprico y ldurico (Jaworski & Phatak, 1990).
Dichos 4cidos son importantes no sélo para la
industria, en donde se usan para la elaboracion de
jabones y detergentes (Hirsinger, 1985), sino
también para la nutricion, especialmente el dcido
laurico aportado exclusivamente por el coco y la
médula de palmera (Graham, 1989).

Los cuerpos lipidicos generalmente adoptan una
forma esférica (Tzen & Huang, 1992; Tzen et al.,
1993; Cardinali, 2004). Estin formados por una
matriz de triacilglicéridos (TAG) rodeada por media
unidad de membrana de fosfolipidos (FL) (Yatsu &
Jacks, 1972), embebidos en proteinas, las oleosinas
(Huang, 1992).

Los cuerpos proteicos son de origen vacuolar y
estdn rodeados por una membrana tipica (Lott, 1981;
Galili & Herman, 1997). Internamente estin forma-
dos por una matriz proteindcea que en determinadas
especies pueden presentar inclusiones (Buttrose &
Lott, 1978; Lott, 1981), globoides, drusas y proteina
cristaloide (Spitzer & Lott, 1982a).

Los cuerpos proteicos y lipidicos hasta el presen-
te no son considerados en estudios sistematicos; sin
embargo, las variaciones en nlimero y caracteristicas
de éstos podrian ser también utilizados como carac-
teres taxonomicos (Lott, 1981).

Hay estudios bioquimicos realizados en Cuphea
sp. sobre la identificacion y caracterizacion de las
reservas, pero no sobre las estructuras que las contie-
nen, cuerpos grasos y proteicos. Especificamente,
para Cuphea glutinosa Cham et Schltdl. no existen
estudios sobre estos tOpicos, y muy pocos sobre los
caracteres morfoanatomicos de su semilla. Por ello,
el objetivo de este trabajo fue determinar las carac-
teristicas morfoldgicas y anatomicas de semillas de
Cuphea glutinosa y establecer la ubicacion y distri-
bucién de las reservas lipidicas y proteicas en los
tejidos seminales.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Semillas de C. glutinosa fueron recolectadas en
Sierra de los Padres (37° 56 457 S; 57° 46° 45” W),
Partido de Gral. Pueyrredon, Provincia de Buenos
Aires, Republica Argentina, en los meses de marzo y
abril de 2003.

48

La determinacién sistemdtica se realizé segtin
Cabrera (1965).

Se utilizaron semillas con un tamafio promedio
de 1,8 + 0,1 mm de longitud, 1,51 + 0,1 mm de
ancho y un peso por mil de 0,8 + 0,048 grs.

Procesamiento de las muestras

Un grupo de semillas escarificadas con una lija al
agua AX- 51-AA-400 fueron fijadas en FAA (Sass,
1964) y procesadas segin el método rdpido de
inclusién en parafina (D’Ambrogio de Argiieso,
1986). Los cortes longitudinales y transversales de
8 um de espesor realizados con micrétomo rotatorio
tipo Minot, fueron coloreados con azul de toluidina
(Sakai, 1973) y montados en bédlsamo de Canada.
Sobre dichos cortes se realizaron las observaciones
de cubiertas seminales y de células de tejidos
cotiledonales a través de un microscopio Optico
binocular Olympus CX21, y la observacién de
cristales con un microscopio de luz polarizada
C.Zeiss Jenna, Modelo 1980.

Un segundo grupo de semillas, destinado al
estudio de cuerpos lipidicos, fue hidratado durante
24 horas, removida sus cubiertas, montados en
gelatina glicerina y enfriados a — 18°C con nitrégeno
liquido. Los cortes longitudinales y transversales de
15 um de espesor realizados con un criomicrétomo
marca Cryo-Cuit II Micrétomo Reichert-Jung,
fueron coloreados con Suddn III (Martoja &
Martoja, 1970), montados en gelatina-glicerina y
observados con microscopio 6ptico (MO).

Un tercer grupo de semillas libres de cubiertas y
cortadas transversalmente fue destinado a la
observacién con microscopio electronico de barrido
(MEB) marca Joel JSM 6460-LU. La fijacion se
realizé en glutaraldehido 3% en buffer cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,.2-74. Fueron deshidratadas a
través de una serie creciente de alcoholes, secadas
con hexametildizilasame (HMDS) y metalizadas con
oro/paladio.

Determinacion del niimero y tamario de los
cuerpos grasos y proteicos

El nimero de cuerpos grasos (CG) y cuerpos
proteicos (CP) de cada tejido cotiledonal se obtuvo a
través de observaciones con MO. Los recuentos se
realizaron en una unidad de volumen celular (UVC)
conformada en un édrea de 10 wm de lado y una
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profundidad de 8 um, equivalente al espesor del
corte histologico. Los resultados se expresan en
nimero de CG y CP por micrén cubico. El tamafio
promedio de ambas organelas se obtuvo midiendo el
didmetro de todos los cuerpos interceptados por la
regla graduada del ocular del microscopio éptico en
cada UVC y confirmadas por las observaciones en
MEB.

RESULTADOS Y DisCcUSION
Cubierta de la semilla

Las semillas de C. glutinosa, ovoides y compri-
midas dorsiventralmente (Fig. 1 A), presentan una
cubierta sumamente dura, lisa al tacto y sin protru-
siones visibles. Sin embargo, el género se caracteri-
za por la presencia de pelos seminales (Stubbs &
Slabas, 1982). Ocurre que los pelos estdn presentes
como estructuras preexistentes localizadas en célu-
las de la cubierta seminal (Fig. 1 B). En cortes lon-
gitudinales se aprecia claramente un tegumento
externo o testa, seglin la nomenclatura de Corner
(1976), con células periféricas, algunas de las cuales
poseen en su interior excrecencias filiformes heli-
coidales densas, procedentes de la pared (Fig. 1 By
D). Estas estructuras se externalizan cuando la semi-
lla es hidratada, dando lugar a los pelos seminales
(Fig. 1 C). Esto es coincidente con lo observado por
Correns (1892) para Cuphea viscosisima Jacq. y por
Stubbs & Slabas (1982) en Cuphea procumbens
Cav.

Otras células periféricas presentan cristales que
se visualizan con microscopia de campo claro. Estas
estructuras recurrentes a lo largo del tejido epidér-
mico se aprecian nitidamente en microscopio de luz
polarizada (Fig. 1 E). La birrefringencia y la morfo-
logia prismética rectangular son indicadores de bio-
mineralizaciones cdlcicas (Franceschi & Horner Jr.,
1980). Estas parecen jugar un papel central en algu-
nas plantas, entre las que se incluyen la regulacién
en los niveles de calcio, la proteccién contra herbi-
voros y la detoxificacién de metales pesados
(Briones Cerecero et al.,2006). Cuphea glutinosa es
una especie que habitualmente crece en suelos ricos
en calcio, que se ubican en las cumbres o pendientes
serranas en contacto directo con la roca, constitu-
yendo suelos someros de muy baja capacidad de
almacenamiento de agua (Yagueddu et al., 20006).

Monje & Baran (2002) sugieren que las biominera-
lizaciones célcicas, especificamente de oxalatos de
calcio, en los tejidos pueden estar relacionadas a
aspectos fisioldgicos, particularmente a la retencién
de agua. De manera que la presencia de biominera-
lizaciones célcicas en C. glutinosa podria ser una
estrategia para aumentar la resistencia a la frecuente
desecacion.

Internamente, la endotesta presenta una capa
notable de células esclerenquimadticas, que va sien-
do sustituida por células parenquimaticas hacia el
extremo mds aguzado de la semilla (Fig. 1 D).

Por su parte, el tegumento interno o tegmen
muestra varias capas de células parenquimadticas
(exotegmen), una capa de macroesclereidas (meso-
tegmen) y una de osteoesclereidas (endotegmen)
que rodea al embrién (Fig. 1 D). La capa de macro-
esclereidas radialmente alargadas, llamada capa de
Malpighi, acompafiadas de células en forma de
hueso corresponde a una estructura tipica observa-
ble en transcortes de cubierta de numerosas semillas
de dicotiledoneas (Netolitzky, 1926). Estas capas de
células de paredes fuertemente engrosadas que
incluyen la presencia de lignina, le confieren resis-
tencia mecdnica y ejercen el control sobre la veloci-
dad de hidratacion, fundamental para una adecuada
germinacién (Cardinali, 2004).

Cotiledones

Internamente la semilla de C. glutinosa, cuenta
con dos cotiledones y el eje embrional. Los
cotiledones, claramente distinguibles, surgen como
estructuras opuestas que se asemejan a hojas
verdaderas, al igual que en otras familias como las
Compuestas, Cucurbiticeas, Rubidceas vy
Euforbiaceas (Lindorf et al., 1999).

En ellos se diferencia, en sentido adaxial-
abaxial, una epidermis superior, una capa de
parénquima en empalizada, varias de parénquima
esponjoso y una epidermis inferior (Fig. 2 A).

Las epidermis superior e inferior, estdn formada
por una dnica capa de células alargadas paralelas a
la superficie, de forma rectangular y tamafio varia-
ble. El parénquima en empalizada posee una sola
capa de células en forma de prisma cuboides bien
compactadas, sin espacios intercelulares. El parén-
quima esponjoso se presenta en varias capas de
células mds o menos esféricas y poco compactadas.
Entre las capas de este tejido se observan nitidamen-
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Fig. 1. A-C: Semilla de Cuphea glutinosa (MEB). D, E: Detalles de la cubierta seminal en corte longitudinal. A: Vista
superficial. B: Pelos seminales localizados en células de la cubierta. La flecha sefala una célula periférica con pelo
seminal previa externalizacion. C: Pelos seminales hidratados. D: Observado al microscopio de campo claro. M =
macroesclereidas; O = osteoesclereidas; P = parénquima; Ti = tegumento interno (tegmen); Te = tegumento externo
(testa). La flecha sefiala un pelo en el interior de una célula del tegumento externo. E: Observado con microscopio de luz
polarizada. Las flechas indican biomineralizaciones en el Ti. Escalas. A: 500 pm, B-E: 50 pm.

te haces vasculares que recorren las hojas seminales Cuerpos proteicos
en sentido acrépeto (Fig. 2 A).
El interior de las células de los distintos tejidos Los CP son esféricos y estdn conformados por una

cotiledonales muestran nitidamente CG y CP matriz con inclusiones claramente visibles (Fig. 2 B).
ocupando la mayor parte del citoplasma (Fig. 2 A).  Estos resultados son coincidentes con los obtenidos

50



F.J. Cardinali et al. - Estudio morfoanatémico de semilla de Cuphea glutinosa

Fig. 2. A, C, D: Tejidos cotiledonales en cortes transversales de semilla de Cuphea glutinosa observados con microscopio
de campo claro. B, E: Detalle de células del parénquima esponjoso (MEB). A: Pem = parénquima en empalizada; Pes =
parénquima esponjoso; Hv = haz vascular; Ep Ad = epidermis adaxial. B: La flecha indica un hueco que registra una
inclusion. CP = cuerpo proteico. C: Cuerpos proteicos en célula del mesofilo. La flecha sefala inclusiones globoides. D:
La flecha indica biomineralizacion en parénquima esponjoso. E: CP = cuerpo proteico; CG = cuerpo graso. Escalas. A, D:
50 um, B, E: 5 um, C: 20 um.
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para las Umbeliferas (Spitzer & Lott, 1982c¢), para
Vicia faba L. (Briarty et al., 1969) y para Cytisus
scoparius L. (Citharel & Citharel, 1985).

Los didmetros varian entre 3,33 = 1,16 um y
7,15 £ 1,71 um dependiendo del tipo de tejido
(Tabla 1). Esta variacion en el tamafio se aproxima
al de las Umbeliferas (Spitzer & Lott, 1982a) y al de
las Leguminosas (Citharel & Citharel, 1985) y son
mds grandes que los CP encontrados en Datura
stramonium L. (Maldonado & Lott, 1991).

Cuphea glutinosa presenta los CP mds pequefios
en la epidermis y los més grandes en el mesofilo, sin
diferencias significativas entre los parénquimas que
lo componen (Tabla 1). Investigaciones realizadas
en Datura stramonium (Maldonado & Lott, 1991) y
Cucurbita mdxima Duch. (Lott et al., 1971)
muestran resultados semejantes.

En cuanto al nimero por UVC, los valores mas
elevados se muestran en el parénquima en
empalizada, que presenta diferencias altamente
significativas con respecto al parénquima esponjoso
y a la epidermis, entre los cuales no se observan
diferencias significativas (Tabla 1).

Estudios en numerosas familias de
Angiospermas han mostrado que los CP son com-
plejas estructuras subcelulares. Algunos son de
estructura simple constituida tUnicamente por una
matriz proteinidcea, mientras que otras poseen
inclusiones (Lott, 1981). Los CP presentes en C.
glutinosa mostraron dos tipos de inclusiones: glo-
boides y cristaloides. Las mds frecuentes son las
globoides, que al MO aparecen de color rojizo luego
de la tincién con azul de toluidina. En su mayoria
son esféricas y varian en tamafo y nimero dentro de
los CP, atin de las mismas células. Los CP menores
a 5 wm, generalmente, presentan una a tres globoi-
des. En aquellos mayores a 5 wm se observan nume-
rosas globoides de tamafio variable. Este patron se
repite tanto en el parénquima esponjoso como en
empalizada (Fig. 2 C).

Las globoides concentran cantidades significati-
vas de fitina que asocia a su estructura cationes
esenciales, constituyendo una fuente fundamental
de reserva mineral (Maldonado & Lott, 1991;
Buchanan et al., 2000). Se identificaron dada la pro-
piedad metacromatica del colorante azul de toluidi-
na que presentd coloracion rojiza indicadora de pre-
sencia de mioinositol fosfato 4acido (Citharel &
Citharel, 1985).

Las observaciones con MEB son coincidentes
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con las realizadas con MO, y muestran claramente
los CP con numerosos huecos, indicadores de la
presencia de inclusiones globoides perdidas durante
el procesamiento de los cortes histoldgicos (Fig.2 B
y C). Esta situacién ya ha sido reportada por Bagley
et al. (1963), Horner & Arnott (1965) y Maldonado
& Lott (1991).

Otro tipo de inclusiones que suelen observarse
en los CP, son las biomineralizaciones calcicas. En
varias especies de umbeliferas se reportan drusas
(Spitzer & Lott, 1982 b). Pueden aparecer solas o
junto a pequefios globoides (Lott, 1981).

En C. glutinosa no hay antecedentes al respecto,
sin embargo, se observan claramente biomineraliza-
ciones poliédricas en algunos CP de unas pocas
células del parénquima esponjoso y aparecen acom-
pafiadas por pequeiios globoides. Al microscopio de
luz polarizada son claramente distinguibles dada su
birrefringencia, a diferencia de las globoides que
permanecen opacas (Fig. 2 D), coincidentemente
con lo observado por Spitzer & Lott (1982a) y
Lanzilotta et al. (2005).

Cuerpos grasos

Los CG se disponen compactadamente rodeando
a los CP y en gran parte del citosol (Fig. 2 E). Son
de forma esférica con didmetros promedio que
oscilan entre 3,03 + 0,87 um y 3,34 + 0,99 um,
segun el tejido considerado (Tabla 2). Estos tamafios
son notablemente mds grandes que en otras especies
estudiadas, como Brassica napus L. (0,5 wm),
Brassica juncea L. (0,73 wm), Gossypium hirsutum
L. (0,97 um), Linum usitatissimum L. (1,34 um), Zea
mays L. (1,45 um), Arachis hypogaea L. (1,95 wm)
y Sesamum indicum L. (2 um) (Tzen et al., 1993).

Los CG pueden ser de distinto tamafio en las
diferentes células o tejidos. Asi, en un embrion de
maiz los CG del escutelo son mds grandes que los
del eje embrionario (Huang et al., 1993). Esto no se
observa en C. glutinosa, ya que no hay diferencias
significativas en el tamafio de dichos cuerpos entre
los diferentes tejidos cotiledonales. Asimismo,
dentro de las células de cada tejido, las pequenas
variaciones de tamafio son estadisticamente no
significativas. Lo mismo se aprecia en otras
especies como S. indicum y A. hypogaea (Tzen et
al., 1993).

Existe una alta correlacion entre el tamaifio de la
organela y el porcentaje de sus constituyentes
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Tabla 1. Tamafio y nimero de cuerpos proteicos en los diferentes tejidos cotiledonales.

Tejidos Diametro (um) N2 CP/UVC

Epidermis 3,33+1,16 1,92 £ 0,82
P. empalizada 6,41 £ 1,32 3,87 £ 1,47
P. esponjoso 7,15+ 1,71 2,48 + 1,04

Tabla 2. Tamafio y nimero de cuerpos grasos en los diferentes tejidos cotiledonales.

Tejidos Diametro (pm) N2 CP/UVC

Epidermis 3,14 £ 1,30 11,27 £ 2,93
P. empalizada 3,03 + 0,87 6,38 + 2,23
P. esponjoso 3,34 £ 0,99 4,49 + 1,66

oleosina y triacilglicéridos (Tzen, 1993). Mds
precisamente, cuanto mayor es el tamafio del CG
mayor es la relacién triacilglicérido / oleosina.
Especies que contienen altas cantidades de oleosina,
como B. napus, tienen pequeios CG, a la inversa S.
indicum, que presentan un bajo contenido de la
proteina poseen CG de un considerable tamafio
(Tzen et al., 1993). Similares resultados fueron
descriptos para frutos de diferentes lineas hibridas
de maiz (Hsieh & Huang, 2004) y para semillas de
distintos genotipos de Arabidopsis thaliana L.
(Siloto et al., 2006). En funcién del tamafio de los
CG observados en este trabajo podemos inferir que
C. glutinosa cuenta con una alta proporcién de
triacilglicéridos, principalmente 4cido laurico y
caprico, como lo determinaron Graham et al.
(1981).

Por otra parte, Crane et al. (2003) precisan que
cuanto mds grandes son los CG, menos eficiente es
la movilizacién de los lipidos y mayor la tendencia
a coalescer. Esto no se observa en C. glutinosa,
cuyos CG no coalescen, como se ha apreciado en
este trabajo tanto en preparados frescos como en
cortes que han sufrido distintos tipos de
procesamientos (Fig. 2 E). Igual comportamiento se
vio en A. thaliana, cuyos CG tienen didmetros de

2.8 um (Jolivet et al., 2004), levemente inferiores a
los que presenta C. glutinosa.

Estudios realizados en hojas adultas, comtn-
mente reportan la presencia de CG en sus parénqui-
mas, pero no en células epidérmicas (Lersten et al.,
2006). El presente estudio se realizd sobre hojas
embrionales de semillas, las cuales los presentan en
los tejidos parenquimadticos y en la epidermis, con
notables diferencias en el nimero por UVC. Asi, la
epidermis presenta la mayor cantidad de CG por
UVC, con notables diferencias con el mesofilo, que
muestra un parénquima en empalizada con un
nimero algo superior al esponjoso (Tabla 2).

En resumen, lo observado demuestra que C.
glutinosa almacena sus reservas proteicas funda-
mentalmente en el mesofilo, ya que si bien la epi-
dermis presenta CP, los mismos se encuentran en
bajo nimero y son de muy pequefio tamafo. En
cuanto a la reserva lipidica, se acumula en los tres
tejidos estudiados, pero alrededor del 50% se halla
en la epidermis cotiledonal y el resto estd distribui-
da en ambos parénquimas. Esto significaria que al
momento de movilizar las grandes reservas com-
partimentalizadas en cotiledones los tres tejidos se
verian fuertemente comprometidos para una ade-
cuada provision de energia durante la germinacion.
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