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Abstract: Starch is a polysaccharide produced by plants, which varies in size, shape and appearance 

and can be observed at different levels. Pouteria campechiana is a fruit tree of the Sapotaceae family. 

The fruits contain one to five large seeds with a high starch content. Given the increasing demand for 

food, it is crucial to explore alternative sources of non‐conventional energy for human consumption. 

This  study  aims  to  characterize  the  starch  granules  of  P.  campechiana  seeds  at  various  stages  of 

germination.  Fruits were  collected  in  the  state  of Morelos, Mexico  and  seeds were  germinated. 

Samples were taken at 3, 33, 50, 50, 74, 98 and 130 days after sowing (das). They were fixed in FAA 

(formaldehyde, acetic acid and alcohol) and cut for embedding in paraffin. Sections were obtained 

with a microtome, stained with toluidine blue and mounted with resin. They were observed under 

the microscope.  The microphotographs  were  subjected  to  digital  analysis.  The  following  were 

measured: area, circularity, solidity, roundness, diameter. At 3 das, the highest amount of starch was 

found, while at 50 and 130 das, the lowest amount was recorded. The majority of the granules are 

simple,  round,  large  and  small. As  germination progresses,  they  become deformed,  taking  on  a 

polygonal shape. 

Keywords: canistel; germination; plant histology; plant development 

 

1. Introduction 

Pouteria campechiana (Kunth), commonly known as canistel, kanisté, and yellow sapote, is a fruit 

species of the Sapotaceae family that has been valued since pre‐Hispanic times in Central America 

and Mexico for its nutritious fruits, it’s potential in traditional medicine and ornamental [1]. The fruits 

of P. campechiana are globose in shape, yellow when ripe, and contain one to five large seeds. The 

seeds are oval‐shaped with a conspicuous hilum, dark brown in color, and have a shiny appearance 

[2]. They are generally propagated by seeds, which germinate within 3 to 6 weeks [3]. The seeds are 

recalcitrant, so  they should be sown as soon as possible after being extracted from  the  fruit. Seed 

viability can be over 90% when fresh but decreases to 14% after 20 days [5]. They have a high starch 

content in the endosperm. P. campechiana [6] seeds are rich in starch [2], a polysaccharide that serves 
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as an indispensable energy reserve during germination and is pivotal for the initial development of 

seedlings [5]. 

The  study of  the microstructure and  content of  starch granules  in P.  campechiana  seeds  is of 

relevance for a deeper understanding of the biological processes occurring during germination and 

for  the  potential  applications  of  these  starches  in  the  food  and  pharmaceutical  industry. Recent 

research  has  demonstrated  that  starches  derived  from  P.  campechiana  seeds  possess  distinctive 

structural and digestive properties  that could be harnessed  in  the development of  functional and 

health‐promoting food additives [2]. 

One of  the most  intriguing  findings of  the study  is  the  identification of P.  campechiana as an 

unconventional  and  underutilized  starch  source,  yet  one  that  possesses  properties  that  can  be 

exploited  in  industry  [6]. Recent studies have reported  the structural properties of starch  isolated 

from both the pulp and seeds of immature fruit. This starch displays textural, physicochemical, and 

plasticizing characteristics that distinguish it from other commonly utilized starches [7]. However, 

the relationship between germination and changes in microstructure and starch granule content has 

not yet been evaluated. Despite the importance of starch in germination, there is a lack of studies on 

the structural and starch content changes in P. campechiana during the seed germination process. This 

gap  in knowledge  limits  the ability  to develop efficient strategies  for seed conservation and  their 

potential in the industry. It has been proposed that P. campechiana seed starch may have potential as 

a food additive due to its low cost and high resistant starch content, which is particularly relevant in 

the formulation of health‐promoting foods [8]. Furthermore, P. campechiana seeds, which are typically 

discarded as a by‐product, could not only reduce waste but also provide an accessible and valuable 

source of starch. 

Despite  the  importance  of  starch  in  the  germination  process,  there  is  a  paucity  of  studies 

examining the structural and starch content changes that occur in P. campechiana during germination. 

This deficit of knowledge constrains the capacity to devise efficacious strategies for seed conservation 

and its potential in the industry. 

Accordingly, the objective of this study was to delineate the alterations in microstructure and 

starch  content within  the  endosperm  cells  of  P.  campechiana  seeds  throughout  the  germination 

process. This was undertaken to ascertain the morphological and physiological characteristics that 

could potentially influence the cultivation and conservation practices of this species. It is hoped that 

this study will contribute to the existing knowledge about P. campechiana starches, which could have 

practical applications in the food, agricultural, and pharmaceutical industries. 

2. Materials and Methods 

2.1. Plant Material 

The plant material was obtained from fruit collected in the state of Morelos, Mexico. Semi‐ripe 

fruit with a green‐yellow color were selected  [9]. These  fruit were numbered, weighed, and  their 

equatorial and polar diameters were measured. The pulp was removed from each fruit, and the seeds 

were cleaned and characterized (weight, equatorial, and polar diameters). 

2.2. Sample Preparation 

The seeds were cleaned, disinfected, and manually scarified before inducing germination in 1‐

liter  plastic  pots  filled  with  inert  agrolite  substrate.  They  were  placed  on  movable  beds  in  a 

greenhouse covered with treated white plastic, semi‐acclimatized with fans (average temperature of 

30°C, and watered with 300 ml of potable water every third day until the final sample was collected. 

Seed samples were taken 3, 33, 50, 74, 98, and 130 days after sowing. Each seed was cut into three 

parts (basal, central, and distal), and the basal part was used. Samples were fixed by immersion in 

jars with a 10:1 volume ratio of the fixing solution (FAA: Formaldehyde 37‐40% (J.T. Baker), glacial 

acetic  acid  (SIGMA),  ethanol  96%  (Fermont),  distilled  water)  at  concentrations  of  10:50:5:35, 

respectively [10], for 48 hours. The fixation process aims to preserve the tissues by halting autolysis, 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 19 February 2025 doi:10.20944/preprints202502.1503.v1

https://doi.org/10.20944/preprints202502.1503.v1


  3  of  11 

 

allowing the tissues to remain unchanged after subsequent treatments [11]. Ideally, the tissues harden 

slightly without fragmenting, maintaining their structure similar to their in vivo state [12]. 

After fixation, the seeds were washed with distilled water for 30 minutes and dehydrated using 

an  alcohol  gradient,  starting  with  low  alcohol  concentrations  (35,  50,  70,  85,  and  100%).  Each 

concentration was applied for 24 hours. The dehydrated samples were placed in embedding cassettes 

to  prepare  paraffin  blocks.  Sections  were  obtained  from  each  sample  using  a  microtome  and 

immediately transferred to a distilled water bath at 40°C before being placed on slides  (Corning). 

They were left at room temperature in a plastic slide tray (KALTEK) to remove moisture. 

2.3. Staining and Microscopy 

The samples were stained with toluidine blue by applying 1% toluidine drops directly onto the 

non‐deparaffinized sample  for 2 minutes,  followed by washing with distilled water. The samples 

were deparaffinized in an oven at 60°C for 30 minutes and then immersed in absolute xylene for 20 

minutes. After drying for 24 hours, the samples were mounted in synthetic resin (60% xylene), and 

applied drop by drop before placing the coverslip. This technique produces a metachromatic reaction, 

meaning it can stain different structures in different colors [10]. Finally, the samples were mounted 

with resin and observed under an optical microscope (Nikon Eclipse model 80i). 

2.4. Image Analysis 

Microphotographs were subjected to digital image analysis using ImageJ software version 1.54j 

to  count  the  visible  starch  granules  per  field.  First,  the  measurement  scale  was  standardized 

according to the images. Then, the micrographs were segmented using the Color Threshold tool to 

separate the pigmented starch granules. After segmentation, the  images were converted to binary 

format and edited to differentiate granules from other pigmented objects. The sequence  in ImageJ 

was: Edit > Fill > Draw > Clear outside. Finally, quantitative analysis was performed using Analyze 

> Analyze particles, specifying circularity values between 0.5 and 1 to ensure only starch granules 

were counted. 

To obtain micrographs of the starch granules, a solution was prepared using. To prepare a starch 

suspension  in water and observe  its granules under a microscope, a small amount  flour  from  the 

basal part of the seed mixed with distilled water (1/20) mixing well until a homogeneous suspension 

was obtained. Then, a drop of this suspension was placed on a clean slide and carefully covered with 

a coverslip to prevent the formation of air bubbles. For observation, an optical microscope was used, 

starting with a 10X magnification to locate the granules and then increasing to 40X to examine their 

shape and structure in greater detail. The starch granules appeared as oval or polygonal structures, 

with  variations  in  size  depending  on  the  starch  source.  The morphostructure  of  the  cells was 

described based on size and shape, and for the study of starch granules, the selected variables were 

area and circularity. 

2.5. Statistical Analysis 

Measurements  of  the  sizes  and morphological  characteristics  of  the  granules were  obtained 

using ImageJ software. Statistical analyses of size distributions and averages were performed with 

IBM SPSS 20. For multivariate element analysis, Minitab 17 software was used 

3. Results and Discussion 

3.1. Endosperm Cells 

Differences  in cell shape and appearance at each stage were evident  (Figure 1). Cells had an 

average diameter of 60 μm and mostly circularity greater than 0.7 (in an interval from 0 to 1, where 

0 is a polygon and 1 is a circle). A change in cell density and compaction was observed over time. In 

the first micrographs (Figure 1a,b), the starch granules appear larger and more defined, while in later 

micrographs (Figure 1e,f), a reduction  in  their size and greater compaction can be observed. Dots 
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stained blue in different shades were observed, which correspond to starch granules agglomerated 

in the endosperm cells as an energy reserve [13]. As reported [14], the red or purple hues observed 

in  the stained samples  indicate a high degree of metachromasia, attributable  to  the presence of a 

substantial quantity of pectin in that structure. Conversely, the dominance of blue hues is indicative 

of ortocromasia, characterized by a reduced pectin content. Staining with toluidine blue highlights 

specific tissue components, such as starch and cell walls. Over time, variations in color intensity were 

observed, which could be related to changes in the tissue’s chemical composition. 

Figures  1a–f  show  the physical  changes  in histological  cross‐sections  of P.  campechiana  seed 

endosperm at 10x magnification. 3 days after sowing (das), a purple color predominated in the cell 

structures  because  the metachromatic  dye  toluidine  blue  turns  deep  purple when  a  significant 

amount of pectin is present. Some bright green staining was also observed, indicating lignified cell 

walls [15]. At 33 das (Figure 1b), the purple color was still predominant due to the action of pectin in 

the  cell wall.  The micrograph  in  Figure  1c  shows  the  change  at  50  das, where  the  green  color 

predominates in the stained structures, indicating lignification of the secondary walls as germination 

progresses, that is, the walls have thickened. 

These results are related to those reported in a study, where lignification is regulated in space 

and time, and there is also a variation in lignification, which depends on the plant species, age, tissue 

and whether the walls are primary or secondary [16]. Another report mentions that the lignin content 

in the tegument of Araucaria angustifolia is higher compared to levels reported for seeds of other tree 

species [17]. 

 

Figure 1. Micrographs of  transverse sections of P.  campechiana seed endosperm at six stages of germination. 

Magnification 10X and prepared with toluidine blue staining (a) at 3 das (days after sowing), (b) at 33 das, (c) at 

50 das, (d) at 74 das, (e) at 98 das and (f) at 130 das. 
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At 74 das (Figure 1d), the predominant color is green, and the cell structure is polygonal rather 

than circular. At 98 das (Figure 1e), the staining is like that observed previously. There are no evident 

changes in the structures. However, at 130 das (Figure 1f), the changes are obvious. This is because 

the cut is less stained because of the degradation of the structures and the use of the energy reserve 

for the development of the seedling [18,19]. These reserves are mobilised during germination into the 

growing seedling, resulting in increased metabolic activities, which in turn lead to chemical changes 

in macromolecules. Increased enzyme activity in seeds during germination is often associated with 

the modification and generation of new compounds. [20]. 

The  cell  count  per  field  (Figure  2)  revealed  that  as  germination  and  seedling  development 

proceeded, the number of cells increased by the growth in biomass resulting from cell division. At 

the onset of germination, the seed undergoes rapid water absorption, increasing in cell size. At 74 

das, a notable decline in cell number was observed, potentially due to reduced water absorption or 

unfavorable environmental conditions that impede metabolic activity within the seed. Additionally, 

the cells at the initial stage of germination possess a substantial starch reserve, contributing to their 

larger size. 

 

Figure 2. Cell count per 10X field of view at different germination stages. Bars represent mean and standard 

deviation, n= 10. Means with the same letter within columns are equal according to Tukey’s test at P < 0.05. 

It  is hypothesized  that  the cells  (Figure 1a–f) adopt a polyhedral shape; however, during  the 

initial  stages of germination,  they are observed  to be  relatively  rounded  in  the plane. With  time, 

because of the degradation of structures and starch, they transform shape, becoming polygonal. 

A  study has determined  the morphological  characterization of  starch  from different natural 

sources  such as maize,  cassava and potato.  In  the  case of maize  starch,  the perimeter  shape was 

different, as the large granules had an irregular polygonal shape and the small granules had a circular 

shape. With respect to cassava starch, the shape reported was regular elliptical or circular for all its 

dimensions; the small granules of potato starch presented circular shapes, while the large granules 

presented elliptical and sometimes irregular shapes [21]. 

The distribution of the area and circularity of the endosperm cells was not normal (Figure 3), 

which is related to the high variability that occurs in biological data matrices. Circularity indicates 

that the structures are not completely spherical, with an average of 0.4452, which implies that many 

have irregular shapes. The difference in the distributions of area and circularity indicate biological 

processes in which the structures change in size and shape over time. 
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Figure 3. a) Size distribution (area=μ2) and b) circularity index (shape) of endosperm cells. 

3.2. Starch 

In Figure  1a–f,  the blue  to purple‐colored dots  are  indicative of  the  starch granules present 

within  the cell structure at  the various germination stages.  In  the early stages of germination,  the 

starch granules appear more separated and with a well‐defined structure. As time progresses, their 

density and distribution change, possibly indicating a process of starch degradation or conversion. 

The greatest concentration of starch granules is observed at 3 and 33 das (Figure 4). At 50 das, the 

starch granule content decreases drastically, likely because, at this stage of germination, the plant has 

already developed true leaves and requires more energy to complete the metabolic process in which 

the mobilization of this energy reserve occurs [22]. At 74 das, the starch granule content decreases, 

primarily due to the continued mobilization of reserves for utilization in plant development. In the 

final  two stages of germination,  the number of starch granules  remains  low, depleting  the  starch 

reserve. However,  it  is  not  entirely  exhausted,  as  the  plant  has  initiated  photosynthesis  and  is 

producing starch for further development. 

 

Figure 4. Starch count in P. campechiana endosperm cells by 10X field of view at different germination stages. 

Bars  represent mean  and  standard deviation,  n=  10. Means with  the  same  letter within  columns  are  equal 

according to Tukey’s test at P < 0.05. 
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The size and shape of the starch granules vary according to the germination stage of the seed 

(Figure 5). Like what was observed in the cells, their distribution is abnormal. This is due to the great 

variability of the granules in the different germination stages [23] and the source from which they are 

obtained [24]. The distribution is right‐skewed, with most areas concentrated in lower values and a 

long  tail  extending  towards  higher  values,  indicating  many  small  structures  (Figure  5a).  The 

structures have circularity values close to 1,  indicating a tendency towards more spherical shapes 

(Figure 5b). 

 

Figure  5.  a)  Size  distribution  (μm2)  and  b)  circularity  index  of  starch  granules  in  endosperm  cells  of  P. 

campechiana at the 6 stages of evaluation. 

The general shape of starch granules from P. campechiana seeds is circular and round, but the 

size varies considerably. In Figure 6a the granules of different sizes are observed, and in Figure 6b 

with polarized  light, where  the  characteristic birefringence of  starch  can be appreciated, and  the 

Maltese  cross  can  be  seen.  Figure  6c,d  correspond  to micrographs  at  50 das,  in  bright  field  and 

polarized light respectively, the granules have different sizes and shapes, less circular than at 3 das. 

Figure 6e,f correspond to micrographs at 98 das, where the granules vary considerably in size. At all 

stages of germination, the hilum of the granules is concentric, indicating radially symmetric granule 

growth. 

Figure 7 illustrates the mean for each stage, demonstrating the variability of granule size. At 3 

das, the largest granules are observed with a mean of 9.53 μm², while at 33 and 130 das, no significant 

difference in size is evident. Conversely, at 50, 74, and 98 das, the smallest granules are identified. 

There is a study in which the morphology of starch granules in the pulp and seed of immature 

fruits of Pouteria campechiana is reported. Small granules with smooth surface were observed, in the 

starch  of  the  pulp  and  seed  the malt  cross was  observed,  thus  confirming  the  semi‐crystalline 

structure of the starch. Larger granules (11 μm) were observed compared to those of the seed (8 μm) 

[2]. Similar data were reported for the determination of starch granules from seed (14. 38 μm) and 

pulp (15.28 μm) [7]. 

Additionally, an elemental analysis was conducted to ascertain the circularity of the granules 

(Figure 8). The starch granules of P. campechiana seeds were observed to be circular, as depicted in 

the micrographs. It can be assumed that these granules are perfectly round. The shape of the granules 

remains consistent throughout the entirety of the germination process, exhibiting no variation across 

the six stages. 

These results are related to those reported for quinoa (Chenopodium quinoa Willd), where large 

changes  in  morphology,  crystalline  structure,  and  physicochemical  properties  of  starch  were 

observed during germination. An  increased number of pores due  to enzymatic action and  starch 

degradation was also observed  in the germinated quinoa seeds. In addition, the molecular size of 

starch‐forming amylose and amylopectin gradually increased in the germination process [26]. 
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Figure 6. Micrographs of starch granules at 3 das (a) 40x brightfield and (b) 10x polarised light. 

 

Figure 7. Starch granule size per germination stage. The individual standard deviations were used to calculate 

the ranges. 

Another study investigated the synergistic effect of germination and NaCl on the microstructure 

and physicochemical properties of wheat starch using the application of a 60 mmol/L NaCl solution. 
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The  results  obtained  showed  that  the  germination  process  is  very  important,  as  it  significantly 

influenced the variations in granule size, crystallinity, lamellar order, chemical composition, as well 

as  the microstructure  of wheat  starch.  In  addition,  hydrogen  bond  breakage  and  the  degree  of 

branching occurred [27]. 

 

Figure 8. Interval plot representing the shape of starch granules per germination stage. The individual standard 

deviations were used to calculate the intervals. 

4. Conclusions 

The seed endosperm cells of P. campechiana exhibit considerable variability  in size and shape 

throughout the germination period. At the onset of germination, the cells are circular in the plane. As 

germination  progresses,  they  transform,  becoming  polyhedral  and  polygonal  in  the  plane.  The 

number of cells per field increases as germination progresses. This change in shape and increase in 

number is due to the degradation of starch, which is contained in the cells as an energy reserve. 

The  starch  granules  exhibited  considerable variability  in  size  across  the  evaluated  stages  of 

germination.  In general,  they were observed  to be  relatively  small  in  comparison  to other major 

sources, such as corn. The granules were observed to be circular in plan and round in appearance, 

with  a  concentric hilum. During  the germination process,  there  is  a  reduction  in  starch  content, 

accompanied by a variation  in size between each stage. The shape of  the granules  is consistently 

circular throughout the germination process. It is important to mention that starches from different 

plant  sources  have  different  amounts  of  amylose  and  amylopectin  and  therefore  a  crystalline 

structure of type A, B or C, which  is why the starch granule morphology, thermal properties and 

swelling rates are unique to each plant source. 

Due to their spherical shape and diminutive size, these granules demonstrate enhanced water 

absorption capacity, which facilitates swelling and gelatinization. It can therefore be concluded that 

starch from P. campechiana seeds can be exploited and used in the food industry as a raw material to 

encourage fruit development and the propagation of this underutilized species. 
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