ESTRUCTURA MORFO-ANATOMICA Y SALIDA DE
DORMICION FiSICA DE LAS SEMILLAS DE MALVASTRUM
COROMANDELIANUM SSP. COROMANDELIANUM (MALVACEAE)

MORPHO-ANATOMICAL STRUCTURE AND PHYSICAL DORMANCY BREAKING OF
MALvASTRUM COROMANDELIANUM SSP. COROMANDELIANUM (MALVACEAE)

Guadalupe Galindez'*
Valeria Pastrana-Ignes'

1. Laboratorio de Investigaciones
Botanicas (LABIBO), Facultad de
Ciencias Naturales, Universidad
Nacional de Salta-CONICET, Av.
Bolivia 5150, Salta, 4400, Argentina.
2. Sede Regional Metan-Rosario
de la Frontera, UNSa, Coronel Vidt
346, Metan, 4440, Salta, Argentina.
3. Laboratorio de Microscopia
Electrénica de Barrido (LASEM),
UNSa, Salta, Argentina.

4. Centro de Investigaciones
y Transferencia de Catamarca
(CITCA), CONICET-UNCA, Prado
366, San Fernando del Valle de
Catamarca (4700), Catamarca,
Argentina.

*galindez@natura.unsa.edu.ar

Citar este articulo
GALINDEZ, G., D. LOPEZ-SPAHR, C.
ANSELMO GOMEZ, V. PASTRANA-
IGNES, R. DIAZ, T. BERTUZZI & P.
ORTEGA-BAES. 2019. Estructura
morfo-anatémica y salida de
dormicién fisica de las semillas de
Malvastrum coromandelianum ssp.
coromandelianum (Malvaceae).
Bol. Soc. Argent. Bot. 54:509-517.

DOI: http://dx.doi.
org/10.31055/1851.2372.v54.
n4.24162

Recibido: 29 Abril 2019
Aceptado: 27 Agosto 2019
Publicado: 15 Diciembre 2019
Editora: Ana Maria Gonzalez

ISSN versién impresa 0373-580X
ISSN versién on-line 1851-2372

SEEDS

, Diego Lépez-Spahr'2(2, Carlos Anselmo Gémez?3(2),
, Rita Diaz'(¥, Tania Bertuzzi*!® y Pablo Ortega-Baes’

SUMMARY

Background and aims: The occurrence of seeds with physical dormancy is an obstacle
for the use and management of many plant species. Here, we studied the presence
of physical dormancy in mericarps (seed-dispersal units) and seeds, the morpho-
anatomical structures responsible for physical dormancy, and the effects of possible
methods for breaking dormancy in seeds of Malvastrum coromandelianum (Malvaceae).

M&M: Imbibition essays were used to confirm the presence of physical dormancy in
mericarps and seeds, and the morpho-anatomical seed structure was described by
using a scanning electron microscopy. The effects of mechanical, chemical and thermal
scarifications on seed germination and seed structure were also evaluated.

Results: Mericarps and scarified seeds increased > 160% of their initial weight, whereas
intact seeds increased < 40% of their initial weight. The presence of a palisade cell
layer in seed coat and a water-gaps complex in the chalazal region were observed.
Higher germination percentages and lower t,, were registered after mechanical
scarification, followed by chemical and thermal scarifications (dry heat). Chemical and
thermal scarifications caused the chalazal cap elimination and the contiguous cracks
to form around the chalazal region; whereas the formation of a chalazal blister and its
elimination were only observed after chemical scarification.

Conclusions: Seeds of M. coromandelianum have physical dormancy. Water enters the
seeds through a water-gap complex (Type |l compound) located in the chalazal region.
Mechanical, chemical and thermal scarifications are effective methods for breaking
physical dormancy and increase germination.

KEY WORDS

Malvastrum coromandelianum, physical dormancy, scarification, seed morpho-anatomy,
water-gap complex.

RESUMEN

Introduccion y objetivos: Uno de los principales problemas para el manejo y uso
de muchas especies vegetales es la presencia de semillas con dormicién fisica. En
este trabajo estudiamos la presencia de dormicion fisica en mericarpos (unidad de
dispersion) y semillas, las estructuras morfo-anatémicas involucradas y los métodos de
salida de dormicion fisica en semillas de Malvastrum coromandelianum (Malvaceae).

M&M: Se realizaron ensayos de imbibicion en mericarpos y en semillas intactas
y escarificadas. Se describié la estructura morfo-anatémica de las semillas con
microscopio electronico de barrido y se evalud el efecto de la escarificacion mecanica,
quimica y térmica sobre la germinacion y estructura de las semillas.

Resultados: Los mericarpos y las semillas escarificadas incrementaron > 160% su peso
inicial, mientras que las semillas intactas incrementaron < 40% su peso. Las semillas
presentaron una cubierta con células en empalizada y un complejo de abertura al agua
ubicado en la regién chalazal. Los mayores porcentajes y menores t,, se registraron
luego de la escarificacién mecanica, seguido de la quimica y térmica (calor seco).
Las escarificaciones quimica y térmica produjeron la eliminacion de la tapa chalazal
y formacioén de grietas alrededor de la region chalazal, mientras que la formacién y
eliminacién de una ampolla chalazal sélo se observé luego de la escarificacion quimica.

Conclusiones: Las semillas de M. coromandelianum presentan dormicion fisica. El
ingreso de agua ocurre a través de un complejo de abertura (Tipo Il compuesto) en
la region chalazal de las semillas. Las escarificaciones mecanica, quimica y térmica
son métodos eficientes para la salida de la dormicion fisica y germinacion de semillas.

PALABRAS CLAVE

Complejo de abertura al agua, dormicion fisica, escarificacion,
coromandelianum, morfo-anatomia de semilla.

Malvastrum
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INTRODUCCION

La dormicion fisica (DF) ha sido citada en al
menos 18 familias de Angiospermas, incluyendo
Anacardiaceae, Bixaceae, Fabaceac y Malvaceae
(Baskin & Baskin, 2014). Este tipo de dormicion se
atribuye a la presencia de cubiertas impermeables
en las semillas o frutos, constituidas por una o mas
capas de células en empalizada (macroesclereidas
o células de Malpighi) impregnadas de sustancias
hidrofobicas (cutinas, ligninas, pectinas y ceras;
Rolston, 1978). En especies de Anacardiaceae,
Lauraceae, Nelumbonaceae y Surianaceae, se ha
indicado que el pericarpo es el impermeable al agua
y no la cubierta de la semilla (Baskin & Baskin,
2014). En semillas con DF, el ingreso de agua ocurre
por una region morfo-anatomica especializada,
conocida como complejo de abertura al agua
(water-gap complex), cuyo origen, ubicacion y
complejidad varia entre familias, subfamilias e
incluso entre tribus (Gama-Arachchige et al., 2013;
Baskin & Baskin, 2014).

Gama-Arachchige et al. (2011), describieron la
adquisicion de la dormicion fisica y la ontogenia
del complejo de abertura al agua en semillas de
Geranium carolinianum (Geraniaceae) y utilizaron
este término para incluir: (1) la abertura que se
forma cuando la DF se rompe, (2) las estructuras
especializadas que obstruyen o cierran la abertura
y (3) cualquier tejido especializado asociado a
ellas. Asimismo, Gama-Arachchige et al. (2013)
estudiando semillas de 15 especies de Bixaceae,
Cistaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae, Malvaceae,
Nelumbonaceae, Rhamnaceae y Sapindaceae
con distintos habitos de crecimiento, formas
de vida y procedencias (Norte América, China,
Australia y Francia) clasificaron a los complejos
de abertura al agua en tres tipos. El complejo de
Tipo [ se caracteriza por presentar aberturas lineales
obstruidas por células en empalizadas alargadas
modificadas; el de Tipo II presenta aberturas lineales
o circulares obstruidas por estructuras en forma
de tapa constituidas por células en empalizada
y el de Tipo III presenta aberturas lineales o
circulares obstruidas por estructuras en forma
de tapon formadas por células de esclerénquima
impermeables al agua. Por ultimo, estos autores
indicaron que los complejos pueden ser simples,
si solo un tipo de abertura estd involucrado en el
ingreso inicial de agua, o compuestos si dos 0 mas

510

tipo de aberturas estan involucradas en el proceso
de dormicion.

En condiciones naturales, la abrasion
mecanica por el suelo, la temperatura (altas,
bajas o fluctuantes), el contenido de humedad del
suelo y el paso a través del tracto digestivo de
animales han sido mencionados como algunos de
los factores que intervendrian en la salida de DF
(Van Assche & Vandelook, 2006; Geneve et al.,
2018). Asi, por ejemplo, en ambientes sometidos
a fuegos recurrentes, las altas temperaturas a las
que estarian expuestas las semillas favorecerian la
salida de este estado (Carreras et al. 2012; Baskin
& Baskin, 2014). En condiciones de laboratorio, la
escarificacion mecanica, quimica (acido sulftrico) y
térmica (calor seco o humedo) y el almacenamiento
en seco, facilitarian la salida de dormicién y por
lo tanto la germinacion de las semillas (Ortega-
Baes et al., 2002; Daws et al., 2006; Galindez et
al., 2010, 2015, 2016; Baskin & Baskin, 2014).
A nivel de la estructura de las semillas, se ha
indicado que estos tratamientos producirian dafios
en la cubierta seminal a través de la formacion de
grietas o espacios entre las células en empalizada
y el desprendimiento de tejidos asociados a la DF,
permitiendo el ingreso de agua a las semillas (Daws
et al., 2006; Baskin & Baskin, 2014; Erickson et
al., 2016).

En Malvaceae, las especies de la subfamilia
Malvoideae (tribu Malveae) se caracterizan por la
presencia de un complejo de abertura al agua en
la region chalazal, de Tipo III, formado por: (1) un
tejido residual materno externo con forma de tapa
(tapa chalazal) que sella desde el exterior dicha
region, (2) una hendidura delimitada por células
en empalizada (hendidura chalazal) y (3) un tejido
parenquimatico con forma de tapon (tapon chalazal)
que sella, desde el interior, la hendidura. Asimismo,
se ha indicado que el complejo es compuesto,
es decir que el ingreso del agua ocurre por dos
aberturas, primariamente a través de una ampolla
(ampolla chalazal) que se forma y desprende en el
extremo opuesto al hilo y secundariamente por la
hendidura chalazal (Egley & Paul, 1981; Kildisheva
et al., 2011; Gama-Arachchige et al., 2013; Baskin
& Baskin, 2014; Packa et al., 2014; Erickson et al.,
2016). Sin embargo, son pocos los estudios que han
evaluado en forma conjunta el efecto de distintos
tratamientos sobre las estructuras morfo-anatomicas
involucradas en la DF y la salida de este estado.
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El objetivo de este trabajo fue estudiar la presencia
de DF en mericarpos (unidad de dispersion) y
en semillas de Malvastrum coromandelianum
ssp. coromandelianum (Malvaceae); una especie
de distribucion cosmopolita, de importancia
agronomica y con un alto valor de uso medicinal.
Especificamente: (i) evaluamos la presencia de DF
en mericarpos y en semillas, (i) caracterizamos
la estructura morfo-anatomica de las semillas
(cubierta seminal y complejo de abertura al agua),
(iif) determinamos los métodos mas adecuados para
la salida de DF y (iv) identificamos los cambios en
el complejo de abertura asociados a la salida de DF.
Se espera que: (7) las semillas (no los mericarpos)
presenten DF; (ii) el ingreso de agua a las semillas
ocurra a través de un complejo especializado de
abertura al agua de Tipo III compuesto; (iii) las
escarificaciones mecanica, quimica y térmica sean
métodos eficientes de ruptura de la DF y (iv) las
escarificaciones quimica y térmica generen cambios
morfo-anatomicos en el complejo de abertura
que permitan el ingreso de agua y por lo tanto la
germinacion de las semillas.

MATERIALES Y METODOS

Especie estudiada

Malvastrum coromandelianum ssp.
coromandelianum (L.) Garcke (Malvoideae,
Malveae), conocida como afata o escoba dura, es
una hierba o subarbusto perenne de hasta 150 cm
de altura. Presenta flores agrupadas en glomérulos
plurifloros con corola amarilla. El fruto es un
esquizocarpo con 11-13 mericarpos uniovulados,
indehiscentes de < 2 mg (Krapovickas & Tolaba,
2012). Florece y fructifica desde verano hasta
mediados o fines de otofio. Es una especie de
origen americano, ampliamente distribuida en
regiones tropicales, subtropicales y templadas de
todo el mundo (Krapovickas & Tolaba, 2012).
En Argentina se la encuentra en las regiones del
noroeste, noreste y centro del pais (Zuloaga et al.,
2008), frecuentemente en terrenos abandonados,
disturbados por fuego (Carreras et al., 2012) y
bordes de caminos. Ha sido citada como maleza
y hospedante de virus de cultivos y como fuente
de forraje (Jiang & Zhou, 2005; Krapovickas &
Tolaba, 2012). Ademas, varias partes de la planta
son utilizadas en la preparacion de infusiones que se

utilizan como hepato protectores, purgantes, contra
infecciones y para curar la ictericia y la diabetes
(Sanghai et al., 2013).

Colecta de semillas

Durante la época de dispersion natural (mayo-
junio) de 2017, se colectaron numerosos frutos
(esquizocarpos) maduros de al menos 30 plantas
en la localidad de Villa San Lorenzo, Salta (24°
46’ S, 65° 29’ O). En el laboratorio, se limpiaron
y seleccionaron los mericarpos llenos (i.e., con
semillas) no infestados por insectos o por otro tipo
de daiio, los que fueron almacenados en bolsas de
papel a temperatura ambiente (c. 21°C, 50% HR)
hasta su utilizacion en los ensayos de germinacion
(< 15 dias). La viabilidad inicial de las semillas se
evaluo en 100 semillas sanas, utilizando la técnica
de tincion con cloruro de tetrazolio (ISTA, 2017), la
que fue del 98%.

Presencia de dormicion fisica

Para determinar la presencia de cubiertas
impermeables al agua en los mericarpos, se pesaron
tres lotes de 25 mericarpos cada uno con una
balanza de precision (Denver Instrument APX-200)
y se sembraron en cajas de Petri sobre agar al 1%
en agua a 20 £ 2°C con luz blanca (fotoperiodo
8/16 hs luz-oscuridad; Galindez et al., 2010).
A las 24 h, cada lote se coloco sobre papel de
filtro (para eliminar la humedad superficial) y se
pesaron nuevamente. La presencia de DF en las
semillas sin mericarpo se evalué mediante ensayos
de imbibicion (curvas de imbibicion). Para ello,
inicialmente se pesaron tres lotes individuales de
25 semillas intactas y tres lotes de 25 semillas
con escarificacion mecéanica (obtenida mediante
un corte con escalpelo en la region opuesta al
micropilo), los que fueron sembrados e incubados
en las mismas condiciones que los mericarpos. A
intervalos de 2 h para las primeras 8 h y luego cada
24 h se pesaron nuevamente cada uno de los lotes.
El experimento continu6 hasta que la mayoria de las
semillas escarificadas mecanicamente germinaron.
Se estimo el incremento relativo de peso (IRP, en
base al peso fresco inicial) en los mericarpos y en
las semillas intactas y con escarificacion mecanica,
mediante la formula: IRP (%) = [(peso final — peso
inicial) / peso inicial] x 100 (ISTA, 2017).

Debido a que los mericarpos presentaron
cubiertas permeables al agua (ver resultados), la
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estructura morfo-anatomica y los métodos de salida
de dormicion fueron evaluados so6lo en las semillas.

Estructura morfo-anatomica de las semillas

Para describir la estructura morfo-anatomica
de las semillas se procesaron 10 semillas, las que
fueron preparadas para el andlisis con Microscopio
Electronico de Barrido (MEB). Paraello, las semillas
fueron deshidratadas con una serie creciente de
alcoholes, secadas por punto critico con CO, y
posteriormente bafiadas con oro (D’Ambrogio,
1986). Se tomaron microfotografias con el MEB
(JEOL-JSM 5480 LV) de semillas intactas en cortes
longitudinales y transversales (ver Fig. 1).

Salida de dormicion fisica

Para determinar los mejores métodos de salida
de DF de semillas se realizaron los siguientes
tratamientos: 1) escarificacion mecanica: mediante
un corte con escalpelo en la region opuesta al
micropilo; 2) escarificacion quimica: las semillas
se sumergieron en acido sulftirico (98%) durante
10, 20 y 30 minutos; 3) escarificacion térmica con
calor hiimedo: las semillas se sumergieron en agua
destilada a 60, 80 y 100°C durante dos minutos; 4)
escarificacion térmica con calor seco: las semillas
se colocaron en estufa a 90°C durante 10, 20 y 30
minutos y 5) semillas intactas (utilizadas como
control). Luego de la aplicacion de cada tratamiento,
cuatro repeticiones de 25 semillas fueron colocadas
en cajas de Petri con agar al 1% en agua e incubadas
en una camara de germinacion a 20 + 2°C con luz
blanca (fotoperiodo 8/16 h luz/ oscuridad). Los
tratamientos se eligieron con base en los resultados
obtenidos por Galindez et al. (2010). Los recuentos
de germinacion se realizaron diariamente por un
periodo de 30 dias, tomando como criterio de
germinacion la emergencia de la radicula (= 1 mm).
Al finalizar el ensayo, se cortaron las semillas que
no germinaron para determinar su viabilidad; las
semillas que permanecieron blancas y turgentes
fueron consideradas viables. A partir de los datos
obtenidos, se estimo el porcentaje de semillas
germinadas en base al ntimero total de semillas
viables (i.e., semillas germinadas + semillas
viables) y el tiempo (en dias) para la germinacion
del 50% del total de semillas germinadas (t,,).

Para evaluar los cambios morfo-anatdmicos en
el complejo de abertura luego de la aplicacion de
la escarificacion quimica y térmica, se utilizaron
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40 semillas. Diez semillas fueron escarificadas
con acido sulfurico (30 min), 10 con calor himedo
(inmersion durante 2 min en agua a 100°C), 10 con
calor seco (en estufa a 90°C durante 30 minutos)
y 10 permanecieron intactas como control (sin
escarificar). Las mismas fueron preparadas para
el analisis con el MEB y microfotografiadas,
siguiendo la metodologia previamente mencionada.

Andlisis estadistico

Para determinar los efectos de los distintos
tratamientos de salida de dormicion sobre el
porcentaje de semillas germinadas, se utilizaron
modelos lineales generalizados (GLMs) con
distribucion de errores binomial y funcion de
enlace logit en R (R Core Team, 2016). EI nimero
de semillas germinadas fue usado como variable
dependiente, especificando la cantidad de semillas
viables en cada unidad experimental, mientras que
los tratamientos fueron considerados como factores
fijos. Se estimaron mediante intervalos de confianza
las proporciones promedio con la funcion Ismeans
del paquete R. Los efectos de los tratamientos
sobre el t,, fueron analizados con un analisis de
varianza a una via (ANOVA). En ambos casos, se
utilizo la prueba DGC (Di Rienzo et al., 2002) para
comparar las medias cuando los efectos resultaron
significativos. Se utilizé el programa estadistico
Infostat version 2017 (Di Rienzo et al., 2017).

REsuLTADOS

Presencia de dormicion fisica

Los mericarpos registraron en promedio un IRP
de 163% luego de 24 h de imbibicion (35.5 2.8 vs
93.5 £ 13.5 mg). El IRP promedio de las semillas
intactas fue de 35% (32.6 = 1.1 vs 44.1 + 1.8 mg),
mientras que para las semillas escarificadas fue de
165% (31.9 + 0.7 vs 84.8 + 4.2 mg). El porcentaje
de germinacion de las semillas intactas fue 28 + 3%,
mientras que las semillas escarificadas germinaron
el 100%.

Estructura morfo-anatomica de las semillas

Las semillas presentaron un embrién curvo bien
diferenciado, con el extremo de la radicula opuesto
a los extremos de los cotiledones (Fig. 1A). Ambos
extremos, corresponden morfologicamente a dos
protuberancias, la del area micropilar (radicula) y la
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Fig. 1. Estructura de las semillas intactas y escarificadas de Malvastrum coromandelianum ssp.
coromandelianum (MEB). A: Corte longitudinal de semilla intacta. B: Vista frontal de semilla intacta. C:
Vista frontal de la region chalazal. D: Vista frontal de la region chalazal luego de la remocion de la tapa
chalazal. E: Corte longitudinal de la hendidura chalazal de semilla intacta. F: Corte transversal de la
hendidura chalazal de semilla intacta. G: Region chalazal luego de escarificacion quimica (Ac. Sulfdrico: 30
min) donde se observa la ampolla. H: detalle de G. I: Region chalazal luego de escarificacion quimica (ac.
sulfarico: 30 min) donde se observa el tejido subyacente luego del desprendimiento de la ampolla. J: detalle
de |. K: Region chalazal luego de escarificacion térmica con calor himedo (2 min a 100°C). L: detalle de
K. M: Region chalazal luego de escarificacion térmica con calor seco (30 minutos a 90°C). N: Detalle de
M. Abreviaturas= AC: ampolla chalazal, Co: cotiledones, Em: células en empalizada, En: endosperma, HC:
hendidura chalazal, Ra: radicula, Tap: tapon chalazal, TC: tapa chalazal, Ts: tejido subyacente.
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del area chalazal (cotiledones). En el area chalazal
se registrd la presencia de un tejido materno
residual en forma de una tapa (tapa chalazal; Fig.
1A, B, C). Cuando se eliminé dicha tapa se observo
una fisura o hendidura delimitada por células en
empalizada dispuestas en forma radial (hendidura
chalazal; Fig. 1D, E). En el corte transversal a nivel
de la hendidura chalazal se observo la presencia
de la cubierta seminal formada por células en
empalizadas y en el interior un tejido de parénquima
con forma de tapon (tapon chalazal; Fig. 1F).

Salida de dormicion

Elmayor porcentaje de germinacion se registro en
las semillas escarificadas mecanicamente (> 95%),
seguido de los tratamientos de acido sulftrico (20 y

30 min) y de los de calor seco (todos los tiempos;
Tabla 1). Los t,, fueron significativamente mayores
en las semillas intactas y en las escarificadas
térmicamente con calor huimedo a 100°C (Tabla 1).

Todos los tratamientos provocaron la eliminacion
de la tapa chalazal y la formacion de espacios o
grietas (ruptura de los tejidos en empalizada) en la
region chalazal (Fig. 1G, H, I, J). En las semillas
sometidas a escarificacion quimica se observo
ademas el levantamiento de la capa de células
en empalizada en la region chalazal opuesta al
micropilo, es decir la formacion de una ampolla
(Fig. 1G). Asimismo, en otras semillas sometidas
a este mismo tratamiento, se observd el tejido
subyacente a las células en empalizada resultado
del desprendimiento de la ampolla.

Tabla 1. Porcentaje de semillas germinadas (media + 95% intervalo de confianza) y tiempo (en dias)
para la germinacion del 50% de las semillas (t
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media + error estandar) para cada tratamiento

evaluado. Tratamientos con letras iguales no difieren estadisticamente (p > 0.05) de acuerdo con la

prueba post hoc DGC.

Intactas

Escarificacién mecanica

Escarificacion quimica
Acido Sulfurico (10 min)
Acido Sulfurico (20 min)
Acido Sulfurico (30 min)

Escarificacion térmica
Calor himedo (60°C)
Calor himedo (80°C)
Calor himedo (100°C)
Calor seco (10 min)
Calor seco (20 min)

Calor seco (30 min)

t,, (dias)

11(7.8;4.8)d 13.89 (1.19) a
96 (2.5;6.2) a 0.87 (0.16) ¢
52 (9.6; 9.0) ¢ 1.90 (0.76) ¢
75 (7.5,9.4)b 1.87 (0.06) ¢
63(8.9;9.9) b 1.82 (0.49) ¢
48 (9.7;9.6) ¢ 4.31(0.50) ¢
46 (9.8; 9.5) ¢ 9.69 (0.95) b
23(9.2;7.3)d 12.88 (1.47) a
65 (8.7,9.8) b 1.05 (0.09) ¢
60 (9.1;9.9) b 0.84 (0.05) ¢
60 (10.0; 8.9) b 0.81(0.09) ¢
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DiscusioN

La dormicién fisica es causada por la
impermeabilidad al agua de las cubiertas de los frutos
o semillas (Baskin & Baskin, 2014). Para especies de
Anacardiaceae, Lauraceae (solo el género Cassytha),
Nelumbonaceae y Surianaceae, el pericarpo de
los frutos es el impermeable al agua, por lo que
la imposibilidad de germinar estaria impuesta por
las cubiertas del fruto y no de las semillas (Baskin
& Baskin, 2014). En este trabajo registramos que
los mericarpos de M. coromandelianum fueron
permeables al agua ya que, incrementaron mas del
160% su peso inicial. En el caso de las semillas sin
mericarpo encontramos que, en semillas intactas, el
incremento en peso fue menor al 40%, con un 30% de
semillas germinadas, mientras que en las escarificadas
el incremento fue superior al 160%, con un 100% de
semillas germinadas. Estos resultados indican que
los mericarpos no presentan ningin impedimento
fisico al ingreso de agua, siendo las semillas las
que presentan una cubierta impermeable al agua.
Resultados similares han sido registrados para otras
especies de Malvaceae, indicando que las semillas, no
el pericarpo, son las que presentan DF (Daws ef al.,
2006; Galindez et al., 2010; Baskin & Baskin, 2014,
Packa et al., 2014; Geneve et al., 2018).

La impermeabilidad de la cubierta seminal ha
sido atribuida a la presencia de una o mas capas de
células en empalizada, impregnadas de sustancias
hidrofébicas, por lo que el ingreso de agua ocurre por
una region especializada (Baskin & Baskin, 2014).
Particularmente, para especies de la tribu Malveae se
ha documentado la presencia un complejo de abertura
al agua (Tipo III) ubicado en la region chalazal,
donde la capa de células en empalizada se encuentra
en forma discontinua. La discontinuidad resultante
forma o delimita una fisura o hendidura (hendidura
chalazal), sellada externamente por un tejido residual
materno (tapa chalazal) e internamente por células
de parénquima en forma de tapon (tapon chalazal;
Egley & Paul, 1981; Gama-Arachchige ef al., 2013;
Packa et al., 2014). Esta descripcion concuerda con
lo observado en este estudio, ya que, las semillas
presentaron una cubierta seminal formada por una
capa de células en empalizada y en la region chalazal
una tapa, una hendidura y un tapén chalazal. Asi, las
semillas de esta especie presentarian un complejo de
abertura al agua de Tipo III, similar a lo documentado
para otras especies de la Tribu Malveae.

Con relacion a los métodos empleados para
la salida de la dormicién y por lo tanto para la
germinacion, se ha indicado que los mayores
porcentajes de germinacion en menores tiempo se
registran luego de la escarificacion mecanica, quimica
y/o térmica (Baskin & Baskin, 2014). En este estudio
en particular, los mayores porcentajes y menores
tiempos de germinacion se registraron luego de la
escarificacion mecanica, seguida de los tratamientos
de escarificacion quimica con acido sulfurico y
térmica con calor seco. Los altos valores observados
en los dos primeros tratamientos son esperables y
similares a los documentados para otras especies
con DF ya que, mediante la escarificacion mecanica
y quimica, se remueve o elimina parte de la cubierta
seminal, lo que permite el ingreso del agua sin ningiin
impedimento de tipo fisico (ver Baskin & Baskin,
2014). En el caso de la escarificacion térmica con
calor hiimedo, los menores valores de germinacion
podrian indicar que las temperaturas evaluadas
(particularmente a 100°C) produjeron dafios o muerte
de los embriones o que su efecto no fue suficiente para
romper la dormicion; contrariamente a lo registrado
para otras especies con DF (Baskin & Baskin, 2014;
Galindez et al., 2010, 2015, 2016). Por otra parte, los
mayores valores de germinacion registrados luego de
la escarificacion térmica con calor seco son similares
a los registrados para otras especies de Malvaceae
procedentes de ambientes sometidos a incendios,
sugiriendo que la germinacion de estas especies podria
estar estimulada por el fuego (Galindez et al., 2010;
Carbone et al., 2017; Arcamone & Jaureguiberry,
2018). Asi, se ha indicado que las especies con
semillas pequefias (< 2 mg) enterradas en los primeros
cm del suelo estarian sometidas a temperaturas entre
70 y 100°C durante fuegos moderados o de bajas
intensidades, lo que favoreceria la salida de dormicion
y por lo tanto la germinacion (Baskin & Baskin, 2014;
Arcamone & Jaureguiberry, 2018). Estos resultados
permitirian explicar la distribucion y abundancia
de M. coromandelianum y de otras especies de
Malvaceae presentes en ambientes sometidos a
incendios recurrentes (Carreras et al., 2012) o
antropicos (Krapovickas & Tolaba, 2012).

Por 1ltimo, se ha indicado para especies de la
tribu Malveae que las escarificaciones quimica y/o
térmica producen a nivel del complejo de abertura
al agua: (1) la eliminacion de la tapa chalazal, (2)
la formacion de grietas o espacios en las células en
empalizada que delimitan la hendidura chalazal,
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(3) el desprendimiento del tapoén chalazal por
desagregacion de las células parenquimaticas y (4)
el levantamiento de las células en empalizadas en la
region opuesta al hilo (i.e, formacion de una ampolla
chalazal), lo que permitiria el ingreso de agua a las
semillas (Egley & Paul, 1981; Packa et al. 2014;
Baskin & Baskin, 2014; Erickson et al., 2016).
En este trabajo registramos un desprendimiento
total de la tapa chalazal y la formacion de grietas,
luego de la aplicacion de la escarificacion quimica
y térmica. Ademas, en las semillas escarificadas
quimicamente también se observd la formacion
y desprendimiento de la ampolla chalazal. Estos
resultados, junto con los datos de germinacion
obtenidos en estos tratamientos, indicarian que la
hendidura chalazal es el sitio principal de ingreso
de agua y el desprendimiento de la ampolla chalazal
el sitio secundario de ingreso del agua a las
semillas; contrariamente a lo documentado para
otras especies de la tribu Malveae, en donde
el ingreso de agua ocurre principalmente por
la ampolla y secundariamente por la hendidura
chalazal (Egley & Paul, 1981; Packa et al., 2014;
Erickson ef al., 2016). No obstante, nuevos estudios
deberan realizarse con otras poblaciones de esta
especie y en otras especies del género y de la tribu
para corroborar estos resultados.

En sintesis, las semillas de Malvastrum
coromandelianum ssp. coromandelianum: (1)
presentan dormicion fisica por lo que deben pasar
por un proceso de escarificacion para germinar; (2)
el ingreso de agua a las semillas esta asociado a un
complejo de apertura al agua de Tipo III compuesto,
ubicado en la region chalazal de las semillas;
(3) el método mas eficiente para la salida de la
dormicion es la escarificacion mecanica seguida
de las escarificaciones quimica y térmica con calor
seco y (4) las escarificaciones quimica y térmica con
calor seco producen cambios morfo-anatémicos en el
complejo de abertura que permiten el ingreso de agua
a las semillas y, por lo tanto, su germinacion. Este es
el primer estudio en el que se evalud la presencia de
dormicion fisica, los mecanismos involucrados y los
métodos de salida de este estado para una especie
del género Malvastrum. Asimismo, la informacion
generada en este trabajo puede contribuir a explicar
la abundancia y distribucion de esta especie en
ambientes disturbados por el uso agricola y/o por
el fuego y al uso de semillas en programas de
produccion de plantas para uso medicinal.
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