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Resumen. Cupania dentata Moc. et Sessé ex D.C. (Sapindaceae) es una especie
cuyo uso principal es como combustible. Se estudié la estructura de la semilla
en estado joven, temprano en el desarrollo (12 semanas después de antesis) y
en estado maduro (32 semanas después de antesis) mediante microscopia de
luz. Se practicaron tinciones generales con safranina “O” y verde fijo FCF y
especificas para detectar la presencia de lipidos, lignina, almidén y taninos. La
semilla es bitégmica, campilétropa con una curvatura nucelar de 103°. La semilla
desarrolla una paquicalaza que ocupa 43% del area de la cubierta seminal
madura. La exotesta joven estuvo constituida por una hilera de células en
empalizada de paredes gruesas ricas en taninos, las cuales en el estado maduro
se engruesan y lignifican. La mesotesta joven presentd de 10 a 26 estratos de
parénquima con taninos condensados en sus limenes. En la mesotesta tanto
joven como madura se encontraron numerosos idioblastos, ricos en lipidos,
uniformemente distribuidos. El tequmento interno joven mostré de 3 a 4 estratos
de parénquima en estado maduro, los cuales se encontraron totalmente
comprimidos y colapsados. El arilo de la semilla joven es blanquecino de color,
identificado como N,; A,, M, . En este estado de desarrollo, el arilo, rico en
idioblastos lipidicos, cubre aproximadamente el 70% del volumen de la semilla.
En el estado maduro, el arilo cubre sélo el 50% del volumen de la semilla el cual
se torna ceroso y de color amarillo N, A, M, , penetrado por una gran poblacion
de idioblastos de naturaleza lipidica. El arilo forma un arilostomo en la regién
micropilar. La semilla madura carece de endospermo; en contraste, el embrion,
rico en granos de almidon, constituye el principal tejido de reserva de la semilla
madura.
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Abstract. Cupania dentata Moc. et Sessé ex D.C. (Sapindaceae) is a species used
mainly as firewood. Seed structure was studied at an early stage of development,
12 weeks after anthesis and at mature stage, 32 weeks after anthesis, by light
microscopy. General staining with safranin “O” and fast green FCF, and specific
stainings for lipids, lignin, starch and tannins detection were also performed.
The seed is bitegmic, campylotropous with a nucellar curvature of 103°. The
seed develops a pachychalaza which comprises approximately 43% of the ma-
ture seed coat area. The young exotesta was composed of a palisade layer with
thick cell walls rich in tannins, which at the mature stage, became thicker and
lignified. The young mesotesta showed from 10 to 26 parenchyma layers with
condensed tannins in their lumens. Both in young and mature mesotesta tissue,
numerous lipidic idoblasts, evenly spread, were found. The young inner integu-
ment showed from 3 to 4 layers of parenchyma, which at mature stage, ap-
peared completely compressed and collapsed. The aril of the young seed is
pale, identified as N, A, . M, colour, at this stage of development the aril, rich

stage. the aril only covers up to 50% of the seed volume and it becomes waxy
and yellow N, A,, M, , penetrated by a large population of lipidic idioblasts.
The aril makes an arilostome at the micropilar region. The mature seed has no
endosperm but the embryo, rich in starch grains, constitutes the main storage
tissue of the mature seed.

Key words: Cupania dentata, Sapindaceae, seed, anatomy.

Introduccién

Cupania dentata Moc. et Sessé ex D.C. es una especie que pertenece a la familia
Sapindaceae, de cuyo genero se documenta la existencia de aproximadamente 45
especies en América tropical (Long y Lakela, 1971). C. dentata esta representada
por arboles que se desarrollan en los climas tropicales y subtropicales de México
sobre las vertientes del Golfo y Pacifico (Pennington y Sarukhan, 1969). Se en-
cuentra desde los 10 hasta los 1000 m snm. La madera de este arbol se utiliza
principalmente para lefia, construccién y herramientas agricolas (Pennington y
Sarukhan, 1968). Cupania dentata es en nahuatl cuetzalcahuitl, palabra que significa
“arbol donde danzan los pajaros”, ya que las aves gustan de comer el arilo de la
semilla. En la comunidad de Santiago Ecatlan, Puebla, lugar de donde proviene el
material del presente trabajo, C. dentata es conocida con el nombre comdn de
garrochilla. Esta especie se reproduce principalmente por semilla; sin embargo,
registra una rapida pérdida de viabilidad y dificultades para su germinacion, des-
pués de un corto almacenamiento (Hernandez y Lopez, 1993). Respecto a la ana-
tomia de la familia, el trabajo de Metcalfe y Chalk (1979) incluye la anatomia de
flores, hojas, tallos y madera de la familia Sapindaceae, sin incluir descripciones
de la semilla. Corner (1976) describe la anatomia de 6vulos y semillas de Cupania
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spp. a partir de una colecta de frutos jovenes y maduros conservados en alcohol,
provenientes de Manaus, Brasil. La morfologia externa de la semilla madura de
Cupania dentata esta descrita por Niembro (1983), sin incluir detalles anatémicos.
Los autores Gulati y Marthur (1977) indican la falta de estudios embriolégicos de
la familia Sapindaceae y la necesidad de éstos para el mejor conocimiento del
grupo. Considerando la escasa informacion que existe sobre la anatomia de esta
especie y la importancia que algunos caracteres de semillas tienen en estudios
taxondmicos (Corner, 1976), el presente trabajo analiza la estructura y algunos
aspectos de composicion, de la semilla de Cupania dentata en estado juvenil y ma-
dura, mediante técnicas convencionales de microscopia de luz y algunas pruebas
histoguimicas.

Material y métodos

Se realizaron dos colectas en la comunidad de Santiago Ecatlan, Municipio de
Jonotla, Puebla (20" 03’ 10” Ny 97° 33’ 33” W). Los ejemplares de herbario, respal-
do del material que se usé en este trabajo, se encuentran en el herbario del Banco
Nacional de Germoplasma Vegetal (BANGEYV), Universidad Autbnoma Chapingo
(No. C00525, C00526, C00527, C00528, C00529 ). Se marcaron flores durante el
periodo de floracién de junio, de las cuales se colectaron 30 frutos jovenes de
aproximadamente 12 semanas después de antesis (SDA) y 25 frutos maduros de
aproximadamente 32 SDA. Para el estudio estructural parte del material se fijo en
campo con Craf 11 (Sass, 1958) y la otra parte se trabajé en fresco. ElI material
fijado se lavé con agua corriente y se colocd en GAA (25% v/v glicerol+ 50% v/v
etanol+ 25% v/v agua) para su posterior inclusién y corte en parafina. Se obtuvie-
ron cortes seriados de 8-10 micrémetros los cuales se tifieron con safranina “O”
saturada (0.05% safranina O + 13% pl/v sulfato de amonio (NH,)SO, + 0.01%
fenol en agua) y verde fijo FCF (0.12% de verde fijo FCF en etanol 95%). Durante
el estudio histoquimico, se realizaron las siguientes tinciones especificas: lipidos
con rojo “O” de aceite (0.5% p/v rojo “O” de aceite + 25% v/v de 1-butanol + 75%
vlv etilenglicol) segin Zavaleta-Mancera y Engleman (1991); almidon con LKI
(0.5% de yoduro de potasio en agua destilada + yodo elemental hasta saturacion)
(Johansen, 1940); lignina con fluoroglucinol y HCI seguin Sass (1958); polisacaridos
insolubles con &cido peryédico y reactivo de Schiff (Hotchkiss y Mcmanus 1948,
en Jensen (1962) modificada por Engleman (1991). El material que no fue fijado
(20% del total de las semillas) se us6 en fresco para la tinciébn de taninos con
vainillina-HCI (Gardner, 1975), y para la disociacion de las células de la testa con
solucion Jeffrey (Johansen, 1940). Se determind la extension (%) de la calaza y la
testa en la semilla con base en el perimetro de la cubierta seminal en corte media-
no, siendo el perimetro total de la cubierta seminal 100%. Este calculo se realizo
en cortes medianos provenientes de un total de 6 semillas por estado de desarro-
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llo. Dentro de los caracteres morfolégicos se evalué el peso, volumen, largo, ancho
y grueso de 20 semillas por estado de desarrollo provenientes de 4 arboles, de los
cuales se tomaron 5 semillas por arbol. El volumen de la semilla con y sin arilo se
calculé midiendo el volumen de agua desplazado por la semilla expresado en ml.
Se realizo un anélisis de varianza ANOVA para los datos morfolégicos. Los valores
promedios se presentan con = la desviacion estandar de la media (DS).

Resultados

1. Fruto. El fruto es una cépsula dehiscente, trilobada (tricarpelar), con tres
I6culos por fruto, un évulo por léculo y placentacion axial. La capsula mide en
promedio 1 + 0.15 SD cm de largo (de la base a la punta del estigma sin incluir el
pedicelo), con un promedio de dos semillas maduras por capsula. Los frutos se
desarrollan en un lapso aproximado de 8 a 9 meses desde la antesis. Generalmen-
te liberan sus semillas entre marzo y abril.

2. Semilla. La semilla madura es de forma ovoide, la cubierta seminal es de
color marron obscuro, identificado como N, A ., M, en las tablas de color de
Kippers (1979), cubierta parcialmente por un arilo. Las dimensiones promedio
de la semilla sin arilo son: 9.80 = 0.49 mm de largo 7.20 & 0.50 mm de ancho y
6.10 & 0.63 mm de espesor, con un peso y volumen promedio de 4.5 + 0.87 gy
2.2 = 0. 54 ml respectivamente. El arilo ocupa un 35.5% del peso y un 50% del
volumen promedio (Fig. 1).

La semilla joven es bitégmica y campilétropa con una curvatura nucelar de
aproximadamente 103 °. El 43 % de la cubierta seminal es calaza (union de
tegumentos con nucela) y el 57% restante es testa, proveniente del tegumento
externo (Fig. 2A).

La semilla joven sin arilo mide 4.0 mm = 0.63 de largo, 3.0 = 0.54 mm de
ancho y 2.80 = 0.65 mm de grosor (Fig. 1). La semilla con arilo tiene un peso
promedio de 1.20 = 0.23 g y un volumen promedio de 1.2 % 0.08 ml. El arilo pesa
en promedio 0.50 & 0.02 g equivalente a 41.6% del peso total de la semilla y su
volumen es en promedio el 33.3 % del volumen de la semilla joven

3. Tegumento externo. En las edades estudiadas se distinguieron los limites entre
la exotesta, la mesotesta y limites entre testa y tegmen (Fig.2A y 4A). La exotesta
joven (12 SDA) esté constituida por un estrato de células de parénquima en empa-
lizada con taninos en sus lumenes (Figs. 4A 'y 4B). La exotesta joven esti formada
por un estrato de células no lignificadas, impregnadas de taninos y ligeramente
alargadas en sentido anticlinal (Fig. 4B). La mesotesta joven consta de 10 a 26
estratos celulares, siendo més gruesa (26-30 estratos) cerca de la cdlaza. Las células
de la mesotesta son parenquimatosas e isodiamétricas, muchas de ellas con taninos
condensados en sus limenes (Fig. 4A). En la mesotesta joven y madura se detecta-
ron numerosos idioblastos de naturaleza lipidica cuyo contenido tifié intensamen-
te con Rojo “O” de aceite. El contenido lipidico de los idioblastos de la cubierta
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Fig. 1. Apariencia externa de la semilla joven (A) y madura (B) de C. dentata. Abreviaturas. s:
cubierta seminal, en color oscuro; ar: arilo, area blanca; f: funiculo.

seminal fue poco soluble en propanol, celosolve y xileno usados durante la
microtecnia. Los didmetros de los idioblastos de la mesotesta joven son entre 4y 8
veces mayores que los diametros de las células vecinas de parénquima (Fig. 4A).
Durante el desarrollo las paredes de las células en empalizada de la exotesta se
engruesan, lignifican y se impregnan de taninos (Fig. 4D). En corte tangencial
estas células se observan con formas pentagonales y hexagonales (Fig. 3B) . Este
estrato confiere a la cubierta seminal una apariencia lisa, dura y de color marrén
oscuro y brillante (N, A,; M, Klppers, 1979). Esta exotesta se encuentra cubierta
por una gruesa y resistente cuticula (Fig. 3A 'y 4B) la cual fue resistente a los trata-
mientos de disociacidn con el reactivo de Jeffrey a 55°C. En la madurez, las células
de la mesotesta se presentan parcialmente colapsadas, con limenes vacios y sus
paredes celulares ligeramente engrosadas, lignificadas e impregnadas con abun-
dantes taninos (Fig. 4D). En la semilla madura los idioblastos de la mesotesta se
observaron parcialmente colapsados y con menos contenido lipidico (Fig. 4D).

4. Tegumento interno. En la semilla joven (12 SDA) el tegumento interno tiene
3-4 estratos de células isodiamétricas de pared primaria delgada con taninos con-
densados en los lumenes (Fig. 4B). A medida que avanza en el desarrollo el tegu-
mento interno se colapsa totalmente quedando ausente en la madurez (32 SDA)
(Fig. 3A).

5. Paguicalaza. La calaza, definida como la unién de los tegumentos con la
nucela, se extiende hasta en un 43% de la cubierta seminal en corte mediano (Fig.
2a). Dada la extension de la célaza ésta es clasificada como paquicalaza segun
Corner (1976). La paquicalaza tiene una estructura similar a la del tegumento
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Fig. 2. A. Esquema de un corte mediano de la semilla joven. Abreviaturas. pc: paquicalaza; i:
idioblastos; et: exotesta; mt: mesotesta; ti: tegumento interno, cn: cuticula nucelar; n: nucela;
0: micropilo; ar: arilo; am: arilostomo; tv: tejido vascular; en: endospermo; e: embrion; B.
Esquema de un corte mediano de la semilla joven mostrando la curvatura de la nucela. A-A
: eje de la punta de la nucela; B-B’: eje de la base de la nucela; curvatura 103°.

externo pero penetrada por una red de haces vasculares anastomosados que la
recorren en su totalidad. Las partes que se pueden distinguir en la zona de la
paquicélaza son: a) un estrato externo de células en empalizada (et). b) 9 a 34
estratos de parénquima con taninos condensados en sus limenes con NUMerosos
idioblastos (i) de naturaleza lipidica similares a los de la mesotesta (mt) (Fig. 4C)
cuyo parénquima en la madurez se colapsa parcialmente y muere (Fig. 4D). ¢) una
red de haces vasculares (tv) anastomosados que caracterizan a la paquicalaza (Fig.
4C)

6. Nucela. La nucela es curva porqgue el eje de la punta (A-A) y el eje de la base
(B-B’) de la nucela forman aproximadamente un angulo de 103° (Fig. 2B). Hacia
la madurez la nucela se absorbe y desaparece (Fig. 3A) pero la semilla madura
mantiene su curvatura.

7. Embrion. En la semilla joven (12 SDA) el embrién ocupa cerca del 3% del
volumen de la semilla. En esta edad los cotiledones tienen la apariencia de dos
hojas carnosas (Fig. 2A). Durante el desarrollo el endospermo constituye el princi-
pal tejido de reserva (Fig. 2A) mientras que en la semilla madura (32 SDA) el
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Fig. 3. A. Esquema de un corte transversal de la semilla madura. B. Vista tangencial de la
exotesta, ndtese el grosor de la pared. Abreviaturas. c: cuticula; et: exotesta; mt: mesotesta;
i: idioblasto; cn: cuticula nucelar, co: cotiledon con granos de almidén representados por
puntos.

endospermo no esta presente y el embriéon ocupa la mayor parte del volumen
interno de la semilla, constituyendo el principal tejido de almacenaje (Fig. 3A 'y
5B).

La tincion temporal de almidon con | Kl y la tincion de polisacaridos insolu-
bles PAS permitieron identificar abundantes granos de almidon distribuidos uni-
formemente en todo el embrion maduro, incluyendo los cotiledones y el eje
hipocétilo-radicular (Fig. 5B). En el tejido embrionario, la tincién para grasas con
rojo “O” de aceite y para taninos con vanillina y HCI resultaron negativas.

8. Hilo. EIl corte mediano de la semilla madura revel6 la presencia de abun-
dantes braquiesclereidas (r) con paredes muy engrosadas en la zona hilar (Fig.
5C). En la semilla joven este tejido es parénquima.

9. Sistema vascular. Numerosos haces vasculares (tv) provenientes del fruto en-
tran por el funiculo de la semilla, posteriormente suben y forman un solo haz
cerca del hilo, més adelante se dividen y ramifican para formar la red de tejido
vascular de la paquicélaza (Fig. 2Ay 4C). En la semilla madura los haces vasculares
de la paquicélaza quedan colapsados en la parte interna de la cubierta seminal.

10. Arilo. El arilo joven es de color verde blanquecino identificado como N,
A, M,, (Kippers, 1979) y cubre cerca del 70% de la semilla. Hacia la madurez, el
arilo se torna aceitoso y de un color amarillo intenso (N, A ./ M, Klppers, 1979),
cubriendo el 50% de la semilla madura. A reserva de estudiar estados mas jovenes,
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Fig. 4. A. Corte transversal de la cubierta seminal joven. B. Acercamiento de la figura ante-
rior (Fig. 4A) ndtese el alargamiento anticlinal de la exotesta y los taninos en los Ilimenes. C.
Corte mediano en la region de la paquicalaza de la semilla joven tefiida para lipidos. Las
flechas indican los idioblastos con contenido lipidico. D. Corte transversal de la cubierta
seminal madura. Notese la presencia de idioblastos vacios. Abreviaturas. et: exotesta; mt:
mesotesta; i: idioblasto; ti: tegumento interno; n: nucela; c: cuticula; tv: tejido vascular.
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Fig. 5. A. Corte mediano en la zona micropilar de la semilla joven. B. Corte transversal del
cotileddn maduro tefiido con APS, las flechas indican granos de almidén. C. Corte media-
no en la region del arilostomo de la semilla joven, las flechas indican los idoblastos del
arilo. Abreviaturas. n: nucela; ti: tegumento interno; te: tegqumento externo; am: arilostomo;
o: micrépilo; ar: arilo; r: braquiesclereidas f: funiculo; tv: tejido vascular .
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se piensa que el arilo se origina en su mayor parte del funiculo (Fig. 5C). En la
region micropilar el arilo forma un arilostomo (am) que es una extensién del
micropilo (o) a través del arilo, formando un canal, al final del cual el arilo forma
un labio o lengua (Fig. 5C). En la semilla madura, las células del tejido fundamen-
tal del arilo se alargan en sentido periclinal guardando una relacion entre largo y
ancho de 2 a 1. Tanto en el arilo joven como maduro se encuentran dispersos
numerosos idioblastos ovoides y esféricos de naturaleza lipidica. Los contenidos
de los idioblastos sélo pudieron observarse en cortes en fresco tefiidos para grasas,
mientras que en el tejido procesado para parafina éstos se observaron vacios debi-
do a que durante la microtecnia los lipidos fueron disueltos por los solventes y
alcoholes.

Discusion y conclusiones

La forma columnar de las células de la exotesta es una caracteristica que compar-
ten las semillas de la familia Sapindaceae (Corner, 1976). El caso de Cupania dentata
no es la excepcidn, encontrandose una exotesta en empalizada formada por célu-
las columnares de paredes engrosadas, lignificadas e impregnadas de taninos en el
estado maduro. La tincion de taninos de la exotesta madura con vainillina y HCI
presento problemas para la penetracion del colorante, hecho que sugiere que la
impregnacién de polifenoles a paredes secundarias les confiere caracteristicas
impermeables. Para futuros trabajos, se considera interesante profundizar en el
estudio de la interaccién de los polifenoles con la pared celular de cubiertas
seminales y su papel en la permeabilidad de semillas.

Corner (1976) indica la presencia de aerénquima en la mesotesta de
sapindéceas. Sin embargo las observaciones realizadas en el presente trabajo no
evidencian la existencia de aerénquima en la mesotesta. El concepto de aerénquima
se ha definido como el tejido, preferentemente parénquima, con grandes espacios
intercelulares aeriferos, normalmente de dimensiones mayores a las de las células
vecinas (Esau, 1985; Fahn, 1985). El origen de los espacios intercelulares puede
ser a) esquizogeno por separacidén de las células existentes debido al crecimiento
celular o b) lisigeno por lisis de células presentes con evidencias de ruptura celular
(Paniagua et al., 1997, Esau 1985, Fahn, 1985). ). En estos términos, la mesotesta
de C. dentata no posee espacios intercelulares grandes y por lo tanto no puede
considerarse como aerenquimatosa. La mesotesta tiene una apariencia aerifera a
bajos aumentos (10X); sin embargo, el andlisis estructural detallado a mayores
aumentos y la tincion especifica para lipidos indicaron que los aparentes espacios
intercelulares en realidad se trataba de grandes células aisladas o idioblastos con
paredes celulares bien definidas y de naturaleza lipidica, las cuales en la madurez
se vacian parcialmente, dejando espacios vacios con aire en sus lumenes. Se con-
cluye que la apariencia aerifera de la mesotesta madura en C. dentata estd conferi-
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da por los lumenes vacios de los idioblastos y no por espacios intercelulares como
fue descrito por Corner (1976).

Los contenidos lipidicos de los idioblastos de la mesotesta no fueron solu-
bles en propanol, celosolve y xileno, usados durante la preparacion de muestras,
mientras que los contenidos lipidicos de los idioblastos del arilo si fueron solubles
en estos solventes. Estas observaciones evidencian diferencias quimicas entre los
contenidos lipidicos de los idioblastos del arilo y mesotesta.

Para la familia Sapindaceae, Corner (1976) describe célazas pequefias
(Alectryon, Dodonaea), de mayor tamafio (Guioa, Sapindus), y paquicélazas (Allophylus,
Cardiospermum, Cupania, Euphoria, Harpullia, Paullinia, Nephelium). La paquicalaza
de Cupania dentata descrita en el presente trabajo ocupa aproximadamente 43%
del perimetro de la cubierta seminal en corte mediano. Laamplia variacion que
existe en las calazas de Sapindéceas sugiere que este carcter anatébmico pudiera
tener valor taxonémico de interés.

La ausencia de endospermo y la presencia de un masivo embridn rico en
granos de almiddn en C. dentata, concuerdan con las descripciones generales para
la familia Sapindaceae (Ellis et al., 1985).

El hilo circular y cerrado por una masa de esclereidas a la madurez es una
caracteristica que comparte C. dentata con Alectryon, Allophylus, Cardiospermum,
Euphoria, Harpullia, Paullinia, Sapindus (Corner, 1976). Se piensa que las esclereidas
constituyen una barrera fisica, similar a la testa en el momento de la abscision.

Corner (1976) apunta que el arilo de Cupania spp. es de color blanco. En
contraste y de acuerdo con las observaciones descritas en este trabajo, el color del
arilo fresco de C. dentata fue ubicado dentro de las tablas de color de Kuppers
(1979) como amarillo N, A,/ M, . Este arilo al conservarlo en alcohol 70% perdio
su color original amarillo tornandose blanquecino N,j A, ' M  (Kuppers, 1979).

En Cupania dentata joven se observo continuidad celular entre el arilo y
funiculo principalmente en la zona hilar. Asi mismo, se observé continuidad celu-
lar con el tegumento externo en la zona micropilar. (Fig. 5A y 5C). Se considera
necesario el estudio de estadios mas tempranos en el desarrollo de la semilla para
determinar el origen del arilo.

La teoria Durian ( Corner, 1949 citado en Corner 1976) propone la presencia
de arilo como un caracter primitivo en las semillas. Esta consideracion, entonces,
ubica la semilla de C. dentata dentro del grupo de las semillas poco evolucionadas
junto con otras semillas de las familias Celastraceae, Clusiaceae, Meliaceae, Myristicaceae
y Violaceae siendo la variacion en el tipo de desarrollo a nivel genérico o subgenérico.

El arilo es una estructura muy importante para la diseminacién de las semi-
Ilas, ya que en la madurez es casi siempre de colores vivos y sirve de premio para
los animales dispersores (Engleman, 1991). De acuerdo con lo observado en el
lugar de colecta, Santiago Ecatlan, los pajaros son atraidos por el arilo de C. dentata
y gustan de comer la semilla, fenédmeno que pudiera estar relacionado con la natu-
raleza lipidica del mismo. En el laboratorio y en el campo observamos que el arilo
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es facilmente atacado por bacterias y hongos; creemos que este hecho puede favo-
recer la escarificacion de la semilla para su germinacion en condiciones naturales.
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