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VIABILIDAD Y ACIDOS GRASOS EN SEMILLAS DE Encyclia adenocarpa

1992), y de germinacion como medio de cultivo, fotoperio-
doy factores de crecimiento (Dutra et al., 2008; Johnson et
al, 2017, Lee et al,, 2010). Aunque la informacion de la fi-
siologia de la germinacion de semillas de orquideas es am-
plia, los cambios que ocurren en el perfil de acidos grasos
se conocen parcialmente (Colville et al., 2016). En semi-
llas diversas la temperatura y humedad elevadas durante
el almacenamiento pueden ocasionar lipo-peroxidacion y
pérdida de viabilidad (McDonald, 1999).

Los cambios en la morfologia de las semillas de orqui-
dea durante su almacenamiento a largo plazo tampoco se
conocen. Esta informacion podria ser valiosa en los ban-
cos de germoplasma. El objetivo del presente estudio fue
caracterizar los efectos del almacenamiento en condicio-
nes de banco de germoplasma y envejecimiento acelerado
de semillas de E. adenocarpa sobre su viabilidad, morfolo-
gia'y composicion lipidica.

MATERIALES Y METODOS

Prueba de viabilidad. Cinco mg de semillas de cada trata-
miento se mantuvieron en sacarosa 10 % por 24 h a 40 °C.
La solucion se elimind y las semillas se mantuvieron 24 h
en oscuridad con 1 mL de cloruro de tetrazolio a 0.43 % a
30 °C. Las semillas se enjuagaron y se evalud su reaccion
al cloruro de tetrazolio.

Envejecimiento acelerado. Se aplicd en un recipiente de
plastico provisto con tapa hermética que contenia 15 mL
de una solucion de LiCl a 40.5 % (Hay et al., 2008), para
mantener una humedad relativa de 45 % dentro de estas
camaras de envejecimiento se colocaron cajas Petri con
40 mg de semillas cosechadas en 2014 y ahi se mantu-
vieron por 6, 12 y 18 d. Las camaras estuvieron en oscuri-
dad y dentro de estufa a 45 °C, condiciones que aceleran
el envejecimiento de las semillas. Las semillas testigo se
mantuvieron en una camara de envejecimiento a tempera-
tura y humedad relativa ambiental en oscuridad. Después
se evalud la germinacion de las semillas envejecidas y del
testigo como se indica a continuacion.

Germinacion. La germinacion se evalud en semillas re-
colectadas en mayo 2014, almacenadas a 15°Cy 15 %
HR, y en septiembre 2007, almacenadas en condiciones
no controladas. Diez mg de semillas se desinfectaron con
solucion de NaClO (2.5 %) y Tween (1 %) por 15 min'y luego
se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. Cin-
co repeticiones por unidad experimental, se sembraron
en campana de flujo laminar, 100 semillas de cada lote en
caja Petri con medio Knudson C o Phytamax y agara 1.5 %,
esterilizado por 20 mina 120 °Cy 1.5 kg cm™2.

Las cajas se mantuvieron a 25 °C, con fotoperiodo de 12
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h luz/12 h oscuridad, e intensidad luminica de 110 pymol
fotones m? s™. Se cuantificd porcentaje de germinacion,
tasa maxima germinativa (TMG), tiempo medio de germi-
nacion (TMdG) y sincronia. El porcentaje de germinacion
se analizd con el valor del arcoseno. Cada variable se so-
metid a un analisis de varianza (ANDEVA) de dos factores
y en su caso se aplico la prueba de diferencia minima sig-
nificativa (LSD, por sus siglas en inglés) para determinar
diferencias entre medias.

Extraccion y transesterificacion de acidos grasos de semillas.
Lotes de 2.5 mg de semillas se maceraron por 3 min con 1
mL de CHCI,:CH,OH (2:1) con mortero y pistilo. La muestra
se recuperd en tubos Eppendorf y luego se agité en vor-
tex Genie® 2 (Scientific Industries™, Waltham, Massachu-
setts, USA), por 5 min. Para separar las fases y recuperar la
fraccion orgénica, la muestra se lavé con NaCla 0.9 % (0.2
mL) y se centrifugd 5 min a 18,000 X g y 4 °C para evitar
la oxidacion (Priestley et al., 1985). Para la transesterifica-
cion, 100 pL de la fase organica se evaporaron con N,, se
adicionaron 500 pL de BF, a 12 % en CH,OH y la mezcla
se coloco en ebulliciéon por 20 min. Después de enfriarse a
temperatura ambiente se adicioné 1T mL de hexano y 500
UL de agua destilada, de acuerdo con el método de Priest-
ley et al. (1985) modificado de Morrison y Smith (1964). El
acido heptadecanoico se empled como estandar interno
para cuantificar los acidos grasos.

Andlisis de acidos grasos por cromatografia de gases acoplada
con espectrometria de masas (GC-MS por sus siglas en inglés).
Este andlisis se realizd en un cromatdgrafo de gases (Agi-
lent Technologies 6850, Santa Clara, CA, USA) acoplado a
un espectrometro de masas (Agilent Technologies 5975C
VL MSD, Santa Clara, CA, USA). El analisis se hizo con in-
yeccion en modo de fraccionamiento, temperatura del in-
yector de 200 °C, gradiente de temperatura de 100 (3 min
al inicio) a 250 °C (mantenida 4 min) y tasa de aumento
de 5 °C por min. La columna del cromatdgrafo fue del tipo
DB-1 (dimetilpolisiloxano). El gas acarreador fue He a 35
cms™.

Las condiciones del detector de masas fueron: linea de
transferencia a 250 °C, intervalo de 20 a 400 m z', pola-
ridad positiva, temperatura de la fuente de iones de 200
°C, el tipo de ionizacidn de impacto electrénico a 70 eV. La
muestra que se analizé fue de 2 pL de los acidos grasos
derivatizados. Los estandares de los ésteres metilicos y
patrones de fragmentacion se obtuvieron de bibliotecas de
referencia (Instituto Nacional de Estdndares y Tecnologia,
NIST, por sus siglas en inglés, (https://www.nist.gov).

Morfologia de la semilla. Las semillas de los cinco trata-
mientos de envejecimiento acelerado se montaron sobre
portaobjetos cilindricos de aluminio, se recubrieron con
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cerca de 7 nm de oro en una ionizadora a 1200 V y se anali-
zaron en un microscopio electrénico de barrido (Jeol JSM-
6380LV, Tokio, Japon).

Histologia de las semillas. Diez mg de semillas se embe-
bieron por 48 h en agua, se mantuvieron (fijaron) en for-
mol 10 % por 24 h y se enjuagaron por 1 h. Después se
aplicé (post-fijacion) acido cromico (0.5 %) por 24 h y se
enjuagaron por 1 h. Las muestras se deshidrataron en se-
ries graduales con etanol y xilol e incluyeron en parafina.
Los cortes de 7 um se tifieron con safranina-verde rapido
y con tincion especifica para lipidos (Zavaleta-Mancera et
al., 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las orquideas poseen semillas ortodoxas (Pritchard et
al., 1999) sin endospermo, por lo que dependen de una
fuente exégena de nutrimentos. Esta, en su medio natural
puede ser provista por hongos micorrizicos, y en el labo-
ratorio por los medios de cultivo (Eriksson y Kainulainen,
2011; Stewart et al., 2003).

Viabilidad. EI porcentaje de viabilidad fue (38.86 % + 3.92)
mayor (P <0.05) en las semillas de 2014 (Figura 1), respec-
to a las de 2007 (9.74 % + 1.94). Esto permite sugerir que
el almacenamiento a temperatura ambiente disminuye la
viabilidad de esas semillas. La longevidad de las semillas
fue equivalente a la obtenida en criopreservacion de la es-
pecie de Hadrolaelia grandis (Vudala y Ribas, 2017). Los
resultados de viabilidad se relacionan directamente con la
ausencia de germinacion de las semillas de E. adenocarpa
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de 2007. Ademas, los valores de germinacion de los tes-
tigos Knudson C (KC) y Phytamax (PH) (36 % y 40.2 %)
fueron cercanos a los de viabilidad de las semillas de 2014.

Germinacion. El porcentaje mayor de germinacion se ob-
tuvoen 6 d KCy 6 d PH, que representd mas del doble (P <
0.05) con respecto al testigo en medio KCy PH (Figura 1). A
partir de los 12 d de envejecimiento acelerado la germina-
cion disminuyd estadisticamente con respecto al testigo.
En las semillas con 7 afos de envejecimiento natural en
banco de germoplasma la germinacion fue 0 %.

La tasa méaxima germinativa (TMG) mas elevada (5.6)
fue la de las semillas con 6 d de envejecimiento en ambos
medios y en las envejecidas por 18 d en medio PH (5.5), sin
diferencias significativas con respecto al testigo (P < 0.05).
Las TMG menores (2.39y 2.32) correspondieron a 12 d en
ambos medios (Figura 2 A). El tiempo medio de germina-
cién (TMdG) fue mayor en 6 d en ambos medios (22.9 y
22.45 d) y superd por 8 d a los testigos (P = 0.05) que, a la
vez, fueron los tratamientos con menor TMdG (Figura 2 B).

Las semillas envejecidas por 12 d y germinadas en el
medio KC y PH presentaron la sincronia mas alta (0.77 y
0.75 d) respectivamente, y las envejecidas por 6 d germi-
nadas en KC con 1.78 d (Figura 2 C), fue el tratamiento con
menos sincronizacion en la germinacion (P < 0.05).

Los medios de cultivo no generaron diferencias estadis-
ticas en los porcentajes de germinacion. La tendencia del
valor mayor en medio Knudson C concuerda parcialmente
con el desarrollo mayor de Bletia gracilis en el medio Vacin
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Dias de envejecimiento acelerado
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Ac. Palmitico Ac. Z Linoleico
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Figura 1. Germinacion de semillas de Encyclia adenocarpa en medios de cultivo Knudson C (KC) y Phytamax (PH) y concentracion
de acidos grasos de las semillas. Columnas con la misma letra no son significativamente diferentes (LSD, 0.05).
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Figura 2. Parametros germinativos de semillas de Encyclia adenocarpa (Lex.) Schltr. Recolectadas en 2014. (A) Tasa
maxima germinativa (TMG), (B) Tiempo medio de germinacion (TMdG) y (C) Sincronia. Valores con la misma letra no son
significativamente diferentes (LSD, 0.05). KC: medio Knudson C; PH: medio Phytamax.

y Went que igual que Knudson C, consta Unicamente de
macronutrientes (Dutra et al., 2008). La tendencia de algu-
nas semillas de orquideas para germinar mejor en medios
de composicién sencilla, puede deberse a que en su medio
natural, suelen germinar en lugares con baja disponibilidad
de nutrientes (Johnson et al., 2011).

Las semillas del testigo y las envejecidas por 12y 18 d
tuvieron porcentajes mayores de germinacion y TMG en
el medio Phytamax, similar a lo que observaron Ruiz et al.
(2008). Particularmente, en el tratamiento testigo, como en
el estudio de Lee et al. (2070), después de la emergencia
del embrién en medio Phytamax la semilla mostré repro-
duccion vegetativa pues a partir de cada semilla se origi-
naron varios clones (formacion de callo embriogénico).

La composicion del medio Phytamax (macro y micronu-
trientes, y acido naftalenacético) cumple con los requeri-
mientos nutricios que Lee et al. (2010) sefialan como indis-
pensables para lograr la produccion exitosa de plantulas
con dicho proceso, también sefialaron que este fendmeno
es conveniente, porque aumenta la produccion de las plan-
tas seleccionadas. Sin embargo, para la conservacion de
germoplasma, la FAO (2014) indica puntualmente que la
embriogénesis somaclonal debe evitarse para reducir los
procesos de erosion genética del material resguardado.
Asi, se observo que el medio mas adecuado para germinar
las semillas que se han almacenado en banco de germo-
plasma es el Knudson C, pues propicia la germinacion y, en
contraste con Phytamax, el proceso natural de desarrollo
de cada plantula, lo que permite diferenciar en forma nor-
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mal sus estructuras (Johnson et al., 2011).

El incremento en la germinacion de las semillas enve-
jecidas por 6 d respecto al testigo y a los otros tiempos
de envejecimiento, también se observd en orquideas te-
rrestres (Hay et al., 2010). E. adenocarpa se distribuye en
zonas aridas y semiaridas de México, que son sitios con
estacionalidad marcada, poca lluvia y generalmente con
humedad ambiental reducida (Hagsater et al., 2005). Para
que la especie sobreviva en esos lugares sus semillas
deben germinar a pesar de lo erratico de las lluvias. Un
comportamiento similar de memoria hidrica y acondicio-
namiento ecoldgico (“priming”) se ha reportado en algunas
cactaceas que presentan adaptaciones fisioldgicas que
les permiten aprovechar el suministro discontinuo de agua
para completar gradualmente su germinacion (Dubrovsky,
1998).

Los porcentajes de germinacion registrados después de
6 d de envejecimiento, sugieren que E. adenocarpa podria
presentar una adaptacion fisioldgica similar. Esta se esti-
mo con la elevada humedad ambiental (45 % HR) que se
proporciond durante el tratamiento; sin embargo, los valo-
res de TMdG altos y de sincronia difieren de la germinacién
rapida y uniforme observada por otros autores al aplicar
tratamientos de acondicionamiento de las semillas (Du-
brovsky, 1998; McDonald, 2004).

Baskin y Baskin (2001) y Kauth et al. (2008) ya habian
indicado la latencia en semillas de orquideas que habitan
en condiciones estresantes, lo cual coincide con los datos
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de germinacién aqui obtenidos en funcion del tiempo de
envejecimiento, que indican que con 6 d de envejecimien-
to la latencia se supera. Esto indica que la temperatura y
humedad de los tratamientos probablemente promovieron
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
las semillas, que en bajas concentraciones son indispen-
sables para el rompimiento de la latencia y la germinacion.
En relacion con esto, la acumulacion de H,O, disminuye la
concentracion de acido absicico (promotor de la latencia) y
aumenta la concentracion de giberelinas, que estimulan la
ruptura de la latencia de las semillas y propician su germi-
nacion (Jeevan et al., 2015; Kucera et al., 2005).

Andlisis de acidos grasos por GC-MS. El perfil de los 4cidos
grasos en las semillas de 2014 con 18 d de envejecimien-
to acelerado fue similar al perfil de las semillas de 2007,
con la excepcion del acido linoleico, que se presenta solo
en estas Ultimas. Asi se observo un leve decremento de la
concentracion de acidos grasos con 6 d de envejecimiento,
sequido de un marcado incremento prominente hacia el
dia 12, especialmente en el 4cido Z linoleico con respecto
al testigo; al dia 18 disminuyeron ligeramente las concen-
traciones, y en las semillas de 2007 se observé disminu-
cién pronunciada en la concentracion de todos los acidos
grasos (Figuras 1y 3).

El aumento desproporcionado de la concentracién
de ROS, genera gran cantidad de dafios, principalmen-
te en lipidos de membrana y de reserva, a través de la
peroxidacion lipidica, fendmeno que explica la disminucién
en la concentracion de acidos grasos al dia seis de enve-
jecimiento (Jeevan et al., 2015). El aumento en la concen-
tracion de estos acidos grasos con 12 y 18 d de envejeci-
miento, y el incremento en la TMG al dia 18 puede deberse
a que las semillas, por su tamafio pequefio, absorbieron
suficiente humedad ambiental durante el tratamiento, con
lo que sumetabolismo se reactiva y también se activan los
mecanismos de reparacion que contrarrestan la peroxida-
cion lipidica (McDonald, 2004).

En esas condiciones las semillas germinaron rapido y
uniformemente, y mantuvieron porcentajes de germina-
cién superiores a 20 %, la caida de este valor con respecto
al dia seis de envejecimiento, confirmé el deterioro de las
semillas al exponerse mas tiempo a condiciones de enve-
jecimiento acelerado, estos resultados coinciden con lo
gue antes reportaron Hay et al. (2010).

La ausencia de germinacion de las semillas de 2007 y su
viabilidad reducida son efecto de la peroxidaciéon prolon-
gada de sus lipidos. Luego de 7 afios de envejecimiento se
observo que el perfil lipidico consté de dos acidos grasos
saturados (palmitico y estedrico) y solo uno insaturado (li-
noleico), en sus formas cis y trans, de las cuales, la forma
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trans se comporta como un acido graso saturado, por su
acomodo estructural; ello afecta la integridad membranal
y viabilidad de las semillas (Balesevic-Tubic et al., 2005;
Jiménez et al., 2013; Stewart y Bewley, 1980).

Morfologia de la semilla. La microscopia electronica mos-
tré que las semillas de E. adenocarpa tienen forma fusifor-
me y engrosamiento de las paredes celulares. No se apre-
ciaron diferencias entre las semillas de los tratamientos
testigo, ED6, ED12 y del lote de 2007; pero en las del tra-
tamiento ED18 se observé al embrion emerger de la testa
durante el proceso de germinacion (Figura 4) .

Debido a la testa delgada y al tamafio reducido de las
semillas, 45 % HR por 18 d fueron suficientes para que las
semillas embebieran e iniciaran la germinacion. Este fené-
meno ya se ha reportado previamente (McDonald, 2004).
Pero esta reaccion en estas semillas es sobresaliente
porque carecen de endospermo (Yeung et al., 1996), y el
hecho de que hayan germinado sin una fuente exdgena
de nutrientes, permite sugerir que las semillas de esta es-
pecie cuentan con reservas suficientes para comenzar su
germinacion, y probablemente responden a las condicio-
nes limitantes de las zonas en las que habitan.

Histologia de las semillas. Las técnicas histologicas mos-
traron diferencias anatémicas en la afinidad del tejido por
el colorante, al tamano de las células, y a la integridad de
las estructuras entre las semillas de E. adenocarpa de los
diferentes tratamientos. Los cortes longitudinales eviden-
ciaron que en las semillas del testigo y envejecidas arti-
ficialmente, el citoplasma, nucleos y testa se tifieron con
mayor intensidad que las semillas del 2007. Los cortes
transversales mostraron el alto nivel de conservacion de
las regiones anatomicas de las semillas del testigo, que
contrastd con las alteraciones incipientes en las semillas
envejecidas por 18 d y las estructuras altamente dafiadas
luego de 7 afios de envejecimiento (Figura 5). La técnica
de tincion con rojo oleoso mostré las diferencias de con-
tenido y localizacion de lipidos entre las semillas de los
tratamientos. El tono de la tincion fue diferente entre las
semillas de 2007 y los demas tratamientos.

La microscopia Optica permitid observar la estructura
interna de las semillas. Hubo diferencias sobresalientes
entre las semillas testigo y las envejecidas naturalmente y
artificialmente: una de las mas notorias es la intensidad de
tincioén, ya que a pesar de haberse tefiido simultaneamente,
las semillas del lote de 2007 mostraron coloracién menos
intensa que todas las demas. La intensidad de tincion fue
directamente proporcional a la concentracion de sustan-
cias afines con el colorante (Conn, 1953), por lo que pue-
de afirmarse que, en las semillas envejecidas por 7 afos,
la concentracion tanto de material esclerosado y nuclear
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Figura 3. Cromatogramas de lipidos de las semillas de Encyclia adenocarpa (Lex.) Schltr. A) Testigo, B) Envejecidas por 6
d, C) Envejecidas por 12 d, D) Envejecidas por 18 d y E) Envejecidas por 7 afos en banco de semillas.

(safranina), y citoplasmico (verde rapido), se vio reducida.

Este efecto se debe a la peroxidacion de materiales ce-
lulares en la semilla completa, asociada al estrés oxidati-
vo durante su envejecimiento (Hendry, 1993). Estos mis-
mos dafos afectan la estructura general de las semillas
envejecidas, pues las semillas del 2007 mostraron zonas
anatdmicas poco diferenciadas y reducidas, citoplasma
poco marcado, y embrion colapsado con nucleos poco
visibles. En contraste, las semillas del tratamiento testigo
se mostraron en condiciones excelentes, con células em-
brionarias robustas, que poseen nucleos evidentes y bien
teflidos, y zonas anatomicas bien definidas, que incluye-

ron al embridn, suspensor uniestratificado, capa interna 'y
externa de la testa uniestratificadas en su mayoria, pero
pluriestratificada en algunas zonas, y exotesta (Sampaio et
al, 2011). Las semillas con 18 d de envejecimiento presen-
taron caracteristicas intermedias de deterioro estructural
del embrion.

La tincidn de lipidos permitié apreciar que a pesar de no
tener endospermo, las semillas de E. adenocarpa portan
cuerpos oleosos con forma esférica en las células embrio-
narias, como es comun en monocotiledéneas (Perea-Flo-
res et al.,, 2011); como en Cymbidium sinense (Yeung et al.,
1996) y otras orquideas (Arditti, 1992), estos tienen forma
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Figura 4. Micrografia electrénica de barrido de la superficie de semillas de Encyclia adenocarpa (Lex.) Schltr. A) Testigo,
B) Envejecidas por 6 d, C) Envejecidas por 12 d, D) Envejecidas por 18 d y E) Envejecidas por 7 aiios en banco de semillas.

esférica. Las diferencias entre los tratamientos, incluyeron
coloracion roja intensa en semillas de 2007 y color ana-
ranjado amarillento en los otros tratamientos. Esto puede
deberse a una afinidad mayor del rojo oleoso por los lipi-
dos saturados que son mas abundantes en las semillas
del lote envejecido por 7 afios.

Las semillas del tratamiento testigo y los tratamientos
de envejecimiento acelerado tuvieron cuerpos oleosos
bien formados y delimitados, en contraste con las de 2007
gue mostraron manchones de lipidos no encapsulados.
Esto permite sugerir que los cuerpos oleosos colapsaron
durante el proceso de envejecimiento (Murphy et al., 2001).
También, se observé aumento en el nimero de cuerpos
oleosos en las semillas envejecidas 18 d lo que puede de-
berse a la reactivacion de su metabolismo. De este modo,
el andlisis cromatografico se complementd con el histold-
gico para explicar los cambios en las semillas de E. adeno-
carpa que perdieron su capacidad germinativa.
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CONCLUSIONES

El medio de cultivo Knudson C es mejor para germinar
semillas de E. adenocarpa y propiciar el desarrollo de plan-
tulas en comparacion con el medio Phytamax. Las semi-
llas en condiciones de 45 °C y 45 % HR por 6 d elevaron
significativamente su porcentaje de germinacion, debido
al acondicionamiento de las semillas y disminucion de la
latencia. Tiempos mayores de exposicion a esas condi-
ciones disminuyen la germinacion hasta eliminarla total-
mente. El dafio se relaciona con el proceso de peroxidacion
lipidica que disminuye la concentracién de acidos grasos
insaturados. El cambio en el perfil lipidico de las semillas
provoca dafios celulares que pueden relacionarse con las
alteraciones microestructurales y colapso de las células
embrionarias y los cuerpos oleosos. Asi las alteraciones
en la morfologfa de la semilla se relacionan con la pérdida
total de la capacidad germinativa.
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Figura 5. Cortes histolégicos de semillas de Encyclia adenocarpa (Lex.) Schltr. Tincion de: 1) Safranina-verde rapido (A-
F). Cortes longitudinales: A) Testigo, B) Envejecidas por 18 d y C) Envejecidas por 7 ainos en banco de semillas. Cortes
transversales: D) Testigo, E) Envejecidas por 18 d y F) Envejecidas por 7 aifos en banco de semillas. N: Nucleo, S: Suspensor,
CE: Capa externa de la testa, Cl: Capa interna de la testa, E: Embridn, ET: Engrosamiento de la testa, 2) Rojo Oleoso (G-L).
Cortes longitudinales: G) Testigo, H) Envejecidas por 18 d, y 1) Envejecimiento por 7 afios en banco de semillas. Cortes
transversales: J) Testigo, K) Envejecidas por 18 dias y L) Envejecidas por 7 afos en banco de semillas; C: Cuticula y CO:

Cuerpos oleosos.
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