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Ecologiada Germinagiode Sementesde Espéciesde Charcos TemporariosMediterranicos-Implicagdes paraaConservagao

1 — Enquadramento

As zonas humidas estao entre os ecossistemas mais importantes do planeta, devido
a sua biodiversidade e produtividade, e encontram-se distribuidas por todo o globo.
Séao frequentemente diversas em relacdo a origem, a geomorfologia e a fonte de
alimentacéo e ndo podem ser consideradas nem terrestres, nem aquaticas, pelo que
para a maioria dos autores a sua definicdo é complexa (Keddy et al., 2009; Mitsch &
Gosselink, 2015; Keddy, 2010). As caracteristicas que permitem identificar zonas
hamidas sédo solos hidricos e vegetacdo hidréfita (vegetacdo aquéatica). Estas
caracteristicas estardo presentes, exceto onde, e se, fatores fisicos, biéticos ou
antropogénicos especificos as removerem ou impedirem o0 seu desenvolvimento
(Silva, 2012).

De acordo com a definicdo proposta na Convencdo sobre zonas humidas de
Importancia Internacional (UNESCO, 1971; Ramsar, 2013), as zonas humidas séo
“areas de pantano, paul, turfeira ou agua, naturais ou artificiais, permanentes ou
temporarias, com agua parada ou corrente, doce, salobra ou salgada, incluindo agua

do mar cuja profundidade na maré baixa nao exceda os seis metros”.

Como se deduz desta definicdo, existe uma grande variedade de habitats dentro das
zonas humidas. Um tipo de zona humida muito interessante pelo seu funcionamento
ecolégico sdo os charcos temporarios, caracterizados pela alternancia de uma fase
seca e de uma fase inundada. Contrariamente aos charcos permanentes, a
persisténcia de boas condicdes ecoldgicas por longos periodos de tempo nos charcos
temporarios deve-se ao facto de, durante a fase seca, a matéria organica acumulada
durante a fase humida oxidar, ndo se verificando um aumento de sedimentos ao longo
do ano (Biggs et al.,, 1994; Willlams et al., 2001). Apesar da sua dimensao,
comparativamente com outros corpos de agua, 0s charcos temporarios constituem
uma parte importante dos recursos de agua doce continental e contribuem
significativamente para a biodiversidade aquatica (Williams et al., 2003; Davies et al.,
2008), uma vez que se encontram amplamente distribuidos na paisagem (Oertli et al.,

2009). Ocorrem por todo o globo e sdo varidveis em relagcdo a sua forma, tamanho,
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periodo de inundacao e biodiversidade (Williams et al., 2001). A area Mediterranica
particularmente rica em zonas humidas de grande valor ecoldgico, social e econémico
(Rossel6-Graell, 2003).

As caracteristicas do clima mediterranico — chuvoso no inverno e seco no veréo —
condicionam a ocorréncia de um habitat particular deste clima, os charcos temporérios
mediterranicos. Sao depressdées pouco profundas, de dimensfes reduzidas,
endorreicas e situadas sobre substratos impermeaveis com aguas oligotréficas e
pouco mineralizadas (Ruiz, 2008; Camacho et al.,, 2009). Caracterizam-se por
apresentar comunidades pertencentes as aliancas Isoetion, Nanocyperion
flavescentis, Preslion cervinae, Agrostion salmanticae, Heleochloion e Lythrion
tribracteati (EC, 2007). Apresentam alternancia entre uma fase em que se verifica
acumulacéo de agua da chuva, geralmente no inverno e inicio da primavera, em que
existe um periodo de submersao e, posteriormente, uma fase terrestre, quando ocorre
dessecacdo do solo anteriormente inundado sendo que estas variagdes hidrolégicas
séo um fator essencial na dindmica deste habitat (Grillas et al., 2004).

Embora a altura da coluna de agua nos charcos geralmente ndo exceda os quarenta
centimetros de profundidade e o periodo de inundacao geralmente néo ultrapasse 0s
cinco meses, o inicio e duracao deste periodo e a altura da coluna de dgua dependem
das condicbes meteoroldgicas de cada ano, que sdo muito variaveis (Canha & Pinto-
Cruz, 2010), ndo s6 de ano para ano como até ao longo do mesmo ano. Em casos
extremos, alguns charcos podem mesmo manter 4gua por mais de um ano enquanto
outros podem permanecer secos pelo mesmo periodo, dependendo da quantidade de
chuva (Zacharias et al., 2007).

Em consequéncia da adaptacdo a estas condi¢cdes ecoldgicas tdo especificas e
extremadas, 0s seres Vvivos que colonizam estes ambientes sdo muito peculiares, quer
do ponto de vista fisiol6gico, quer considerando as transformacées morfolégicas que
sofrem no decurso do seu ciclo de vida para poderem sobreviver nas melhores
condi¢bes (Grillas et al., 2004). Quanto a flora, caracteriza-se por uma elevada
heterogeneidade morfoldgica, taxondmica e ecolbgica, abrangendo espécies capazes
de tolerar solos alagados, espécies anfibias que habitam quer na terra quer na agua,
e plantas aquaticas adaptadas a aguas profundas (Barret et al., 1993; Baggela &
Caria, 2012).

AnaSofiaRamosSerralheiro 2
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O periodo de inundacéo, a altura e o tempo de permanéncia de 4gua séo fatores que,
conjugados com situacBes topogréficas de depressdo e impermeabilidade do solo,
determinam a zonacdo destas comunidades (Silva, 2009). Ocorrem trés zonas
concéntricas: na zona central dominam comunidades aquaticas de inicio de
primavera, na zona intermédia comunidades hidrofilas perenes e na zona externa
comunidades hidrdéfilas de pequenas plantas anuais (Bouhim et al., 2010; Pinto-Cruz
et al., 2011a). Além das varia¢des no elenco de espécies presentes a nivel espacial
existem também variacbes a nivel temporal, tanto intra-anual como inter-anual
(Espirito-Santo & Arsénio, 2005; Gomez-Rodriguez et al., 2009).

Estes habitats, considerados hot spots de biodiversidade, sdo vitais para muitas
espécies raras e ameacadas, quer de flora quer de fauna, tanto a nivel europeu como
global (Grillas et al., 2004; Céréghino et al., 2008; Canha & Pinto-Cruz, 2010). Além
disto, os complexos de charcos suportam meta-populaces de espécies de plantas,
anfibios e invertebrados aquaticos e tém um papel importante na conectividade entre
outros habitats de agua doce (Canha & Pinto-Cruz, 2010). Devido a sua importancia
bioldgica e ecoldgica tém elevado interesse do ponto de vista da conservacdo. No
contexto da Unido Europeia sdo considerados habitats prioritarios (habitat 3170*) pela
Diretiva Comunitaria 92/43/CEE — Anexo | e em Portugal pela transposicao desta
Diretiva no Plano Sectorial da Rede Natura 2000 — PSRN2000. Além disto, estes
ecossistemas estao reconhecidos pela Convencdo de Ramsar e abrangidos pela

Diretiva Quadro da Agua.

Apesar dos regimes de protecdo a taxa de destruicdo dos charcos temporarios
mediterranicos na Bacia Mediterranica é alarmante (Gallego-Fernandez et al., 1999;
Rhazi et al., 2001; Canha & Pinto-Cruz, 2010; Rhazi et al., 2011; Ferreira & Beja,
2013). As medidas de protecao por si s6 ndo se tém vindo a revelar suficientes para
a consciencializacdo do valor biolégico, econémico e cultural destes habitats pelos
cidadaos (Hay et al., 1999; Silva, 2009), que se encontram cada vez mais ameacados
devido a acdo humana, a sua fragilidade ecoldgica e ao desconhecimento do seu valor
natural (Zacharias & Zamparas, 2010).Tradicionalmente vistos como areas néo-
produtivas, estdo atualmente sujeitos a técnicas agricolas intensivas, como lavouras
profundas de solo, drenagem, irrigacao e fertilizacao de culturas nas suas imediacdes,
terraplanagem da superficie ou a sua transformagédo em reservatérios permanentes

para rega ou abeberamento do gado. As ameacas a este habitat também incluem a

AnaSofiaRamosSerralheiro 3



Ecologiada Germinagiode Sementesde Espéciesde Charcos TemporariosMediterranicos-Implicagdes paraaConservagao

pressao turistica, a florestacdo, a circulacdo de viaturas, o sobrepastoreio ou a
cessacdo do pastoreio, as espécies invasoras e as alteracdes climaticas, assim como
o desconhecimento e a falta de informacdo sobre o seu valor biolégico e ecoldgico
(Grillas et al., 2004; Dimitriou et al., 2006; EPCN, 2008).

A conservacado destes habitats € de extrema importancia e deve tentar abranger todo
o tipo de hidroperiodos, profundidades e areas, uma vez que diferentes espécies tém
diferentes preferéncias (Pereira, 2011). Além da conservacao in situ também é
importante a conservacgdo ex situ. A conservacao ex situ da flora esta intimamente
ligada & pratica de recolha e armazenamento de sementes em bancos de
germoplasma, que constituem uma forma efetiva, simples e econdémica para a
conservacao de material vegetal a longo prazo, ja que permitem a conservacao de

uma enorme diversidade genética num mesmo local (ENSCONET, 2009).

A conservacéo da diversidade vegetal nasceu com o objetivo de combater a perda
exponencial das espécies devida em parte a fendbmenos naturais, mas essencialmente
a atividades humanas, proteger as sementes de espécies ameacadas de extingao,
mas também manter, através de técnicas de preservacdo a longo prazo, esporos,
estacas, tecido ou qualquer outro material que constitui parte da biodiversidade
genética do planeta (Bacchetta et al., 2008). Foi a descoberta, na década de sessenta,
gue o mundo estava a sofrer uma grave crise de diversidade genética em culturas que
expbs a necessidade de tomar medidas concretas para a conservacdo da
biodiversidade vegetal e constituiu o catalisador para a criacdo do primeiro banco de
germoplasma (Bacchetta et al., 2008). De igual modo, a conservacdo ex situ de
plantas selvagens contribui para proteger e preservar as espécies selvagens da
extincdo, sendo reconhecida como um importante complemento das acfes
desenvolvidas no terreno. A recolha e conservagcdo do germoplasma das espécies
presentes nos charcos temporarios mediterranicos, muitas das quais sdo exclusivas
destes habitats, permite a minimizacdo da erosdo dos recursos genéticos de um
habitat ameacado e a disponibilizacdo desses recursos para acfes de restauro

futuras.

No entanto, ndo devemos esquecer que a conservagao ex situ ndo constitui um fim
em si e que todas as acgOes levadas a cabo séo parte de uma estratégia global de
conservagao. Em muitos centros de conservacéo de germoplasma sao desenvolvidos

estudos sobre biologia reprodutiva. Os ensaios de germinagédo Sdo essenciais como
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pontos de partida para desenvolver métodos de producao de plantas para projetos de
recuperacao para a conservacao in situ de espécies ameacadas. Assim, a filosofia da
conservagao converge para o desenvolvimento de atividades de conservagao in situ,
a fim de preservar plantas diretamente no seu ambiente natural (Bacchetta et al.,
2008).

A conservacao ex situ incluindo os ensaios de germinacdo de sementes e esporos,
deve por isso ser considerada uma ferramenta Gtil e essencial para as intervencgdes a
efetuar in situ e, especialmente em casos extremos de extingdo iminente das
populagées naturais, como o0 Unico caminho possivel para a sua preservacao
(Bacchetta et al., 2008).
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2 — Ecologia da germinacao de sementes de espécies de
charcos temporarios mediterranicos — implicacdes para a
conservacao

2.1 — Resumo

Devido as inUmeras ameacas que se fazem sentir sobre este habitat protegido — os
charcos temporéarios mediterranicos (CTM) — a recolecdo de germoplasma e 0s
estudos da reproducdo podem contribuir para a sua preservacdo. As espécies
caracteristicas dos CTM germinam em condic8es hidrologicas e climatologicas muito
variaveis de ano para ano e gque se verificam apenas durante um periodo de tempo
curto. No entanto, o conhecimento sobre a ecologia da germinacdo das suas espécies
mais emblematicas é escasso, em particular apds um periodo de conservacao ex situ,
durante o qual pode ocorrer dorméncia ou diminuicédo da sua viabilidade. E por isso
crucial obter este conhecimento de modo a poder planificar com sucesso a utilizacéo

destas sementes para efeitos de recuperacdo de CTM.

Os principais objetivos deste trabalho séo determinar qual a viabilidade das sementes
recolhidas e quais as condicfes de luz e temperatura mais adequadas a maximizagao
da germinacao de cada uma das espécies estudadas. A experimentacao foi efetuada
em ambiente controlado — camara de germinacdo sob um fotoperiodo de 12h e
temperaturas constantes de 15°C, a simular as condi¢cdes de temperatura que se
verificam no centro do charco no outono e primavera, ou alternadas de 20 e 10°C, a
simular as condi¢cdes de temperatura que se verificam na periferia do charco nos
periodos diurno e noturno, respetivamente. Os resultados obtidos permitiram concluir
que a viabilidade inicial dos lotes de semente colhida era elevada o que os torna
adequados para a conservacao ex situ. De um modo geral, a luz favoreceu a

germinacao das sementes, tal como a temperatura alternada.

Palavras-chave: conservacdo ex situ; fotoperiodo; temperatura; viabilidade das

sementes; Costa Sudoeste de Portugal.
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Germination ecology of seeds from species of Mediterra-
nean temporary ponds — implications for conservation

2.2 — Abstract

Considering the numerous threats to the protected habitat Mediterranean Temporary
Ponds (MTP), collecting germplasm and performing reproduction studies could
contribute to its preservation. The characteristics species of MTP germinate in variable
hydrological and climatological conditions each year during a short period of time.
However, knowledge about the ecology of germination of its most emblematic species
is scarce, particularly after a period of ex situ conservation, during which dormancy or
decreased viability may occur. It is therefore crucial to acquire this knowledge in order

to successfully plan the use of these seeds in MTP recovery.

The main objectives of this study were to determine the viability of the collected seeds
and which were the light and temperature conditions best suited to maximize the
germination of each species studied. The experimentation was performed in a
controlled environment - a growth chamber under a photoperiod of 12 hours and
constant temperatures of 15°C to simulate the temperature conditions of the pond
center) or alternating temperature of 20 and 10°C to simulate the temperature
conditions on the margins of the pond, during day and night, respectively. The results
allowed us to conclude that the initial viability of the collected seed batches was high
and thus adequate to ex situ conservation. We found that in general light enhanced

seed germination and that alternating temperature also favored seed germination.

Keywords: ex situ conservation; photoperiod; temperature; seed viability; SW Coast

of Portugal.
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2.3 — Introducéao

Os Charcos Temporérios Mediterranicos estéo classificados como um dos habitats de
adgua doce mais notaveis devido a riqueza especifica que albergam (Grillas et al.,
2004; Pinto-Cruz et al., 2011a). Para além da sua elevada importancia bioldgica e
ecologica apresentam ainda valor intrinseco, estético, educacional e cientifico (EPCN,
2008; Canha & Pinto-Cruz, 2010).

Na regido Mediterranica, os CTM apresentam um acentuado declinio (Zacharias et al.,
2007; Zacharias & Zamparas, 2010; Rhazi et al., 2011), encontrando-se sujeitos a uma
grande variedade de pressdes que levam a diferentes formas de degradacao e
alteram o seu funcionamento a diferentes niveis (Ruiz, 2008; Rhazi et al., 2011; Pérez-
Bilbao et al., 2015). De um modo geral, as ameacas aos CTM estdo relacionadas com
as alteracdes no funcionamento hidrolégico, a poluicdo, a ocorréncia de espécies
aloctones ou exoticas e os efeitos das alteragbes climaticas (Pérez-Bilbao et al.,
2015). A maioria deles tém sido transformados pela agricultura ou outras atividades
humanas. Entre as a¢cbes antropogénicas com mais impacto estdo a drenagem, o
desenvolvimento urbano, a agricultura intensiva, o despejo de lixos, a poluicdo por
fertilizantes e pesticidas, as atividades pecuarias, a extracdo de &gua, 0
aprofundamento para transformacdo em reservatérios para irrigacdo e as
perturbacdes das aguas subterraneas (Fonseca et al., 2008). Se as alteracbes
climaticas resultarem na reducdo da precipitacdo na regido do Mediterraneo, os
hidroperiodos dos charcos temporarios mediterranicos podem tornar-se mais curtos,
ou até desaparecerem, devido a queda dos niveis de agua subterranea e a reducéo
do input através da chuva e da escorréncia superficial (Zacharias et al., 2007). A
irregularidade do regime hidrico e a correspondente variacdo do periodo de inundacgéao
dos charcos pode implicar variagdes na dinamica do ciclo vital das espécies em anos

sSucessivos.

Os declinios na biodiversidade atingem maior expressao em ecossistemas aquaticos
do que em ecossistemas terrestres (Sala et al., 2000), pelo que, em muitos paises, as
plantas aquéticas se encontram entre 0s organismos mais ameacgados (Preston &
Croft, 2001). As muitas e variadas ameacas a que as plantas aquaticas estao sujeitas
(p.e., eutrofizacdo, competicdo com ervas daninhas e algas, aquecimento global,
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perda e degradacdo de zonas humidas) levou a que sejam consideradas prioritarias
medidas de conservacao in situ (Hay et al., 1999). No entanto, os regimes de protecao
por si sO ndo se revelaram suficientes, pelo que se tornou necessario recorrer
complementarmente a conservacgao ex situ (Hay et al., 1999). O armazenamento de
sementes em bancos de germoplasma permite que um grande niamero de sementes
viaveis sejam armazenadas por periodos mais ou menos longos (Walters et al., 2004)
e possibilita o fornecimento de material, tanto para investigagdo como para

reintroducéo na natureza (Hay et al., 1999).

A conservacao ex situ proporciona uma opc¢ao eficaz e economicamente viavel para
conservar a diversidade genética de populacdes de plantas (Hong & Ellis, 1996),
desempenhando um papel importante na salvaguarda de espécies vegetais terrestres
e aquaticas (UNEP, 1992). A conservacao ex situ da flora selvagem em bancos de
germoplasma constitui uma ferramenta de conservacao cuja relevancia tem vindo a
ser reconhecida face ao aumento verificado de espécies ameacadas, parte das quais
requer medidas imediatas de conservacgéo (Bacchetta et al., 2008). Por outro lado, os
bancos de germoplasma podem constituir igualmente uma medida de conservacéo
preventiva, funcionando como um seguro contra ameacas futuras, situagcao
particularmente importante em espécies que apresentam maior probabilidade de
extincdo por terem populagcbes pequenas ou muito localizadas, isto €,
geograficamente muito circunscritas (ICNF, s/data). Efetivamente, este recurso pode
permitir a reintroducao ou o refor¢co populacional, sendo por essa razao tao importante
assegurar a adequada representacdo genética das espécies conservadas ex situ
(ICNF, s/data).

As sementes de espécies de plantas aquaticas tendem a ser sensiveis as condi¢cdes
ambientais e requerem temperaturas especificas e regimes hidricos apropriados para
a sua germinacao (Casanova & Brock, 2000; Grillas et al., 2004). A maior parte das
espécies possuem sementes que podem apresentar dorméncia para evitar que ocorra
germinacdo, e 0 subsequente desenvolvimento de plantulas, antes ou durante o
periodo em que as condi¢cdes ambientais sdo desfavoraveis (Baskin & Baskin, 1998).
Esta adaptacdo pode ser vista como um mecanismo de sobrevivéncia a um ambiente
sazonalmente variavel (Westoby, 1981). A dorméncia tende a ser uma caracteristica
de vida mais importante nas espécies anuais do que em espécies perenes devido ao

carater efémero dos seus estadios vegetativos (Forbis, 2010), mas os requisitos de
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guebra de dorméncia de sementes de plantas aquaticas sdo muitas vezes complexos

e/ou desconhecidos.

O conhecimento sobre a ecologia da germinacdo das espécies de charcos
temporarios mediterranicos € escasso (Leck, 1989), mas essencial para o
desenvolvimento de protocolos e técnicas de restauracdo apropriadas (Bowes, 1999).
Por isso é crucial determinar quais as condi¢des de luz e temperatura mais adequadas
a maximizacao da germinacao das espécies estudadas, apés a sua colheita. Por outro
lado, essa informacédo também permite determinar posteriormente, por comparacao,
quais as alteragdes que ocorrem nas taxas de germinacéo e na viabilidade durante as
fases subsequentes da conservacéo ex situ — a secagem e a conservacgao no frio — e
com isso decidir se estas técnicas de conservacdo sao ou ndo adequadas para as

espécies em causa. Essa caracterizacdo iniciou-se com este trabalho.

Os objetivos deste estudo sao determinar qual a viabilidade das sementes recolhidas,
determinar a ecologia da germinacéo de espécies importantes para a conservacéao de
charcos temporarios mediterranicos e servir de base de comparacéo para detecao de
alteracdes na viabilidade e nas taxas de germinacao durante as fases subsequentes
da conservacao ex situ. Os regimes de luz e de temperatura escolhidos visam simular
as condicdes ecoldgicas do centro e da periferia de um charco durante a primavera e

outono.

2.4 — Material e métodos

Foram selecionadas 19 espécies de sementes e uma de macrosporos (Isoetes
setaceum) de CTM por serem exclusivas deste habitat ou importantes para a sua
conservacao. As espécies alvo deste estudo foram Agrostis stolonifera L., Baldellia
ranunculoides (L.) Parl., Caropsis verticillato-inundata (Thore) Rauschert, Eleocharis
palustris (L.) Roem. & Schult., Erica ciliaris Loefl. ex L., Eryngium corniculatum Lam.,
Exaculum pusillum (Lam.) Caruel, Hyacinthoides vicentina (Hoffmanns. & Link)
Rothm., Hypericum elodes L., lllecebrum verticillatum L., Isoetes setaceum Lam.,
Juncus emmanuelis A. Fern. & J. G. Garcia, Juncus heterophyllus Dufour, Juncus

rugosus Steud., Lobelia urens L., Lythrum borysthenicum (Schrank) Litv., Potentilla
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erecta (L.) Raeusch., Romulea ramiflora Ten. subsp. ramiflora, Scilla autumnalis L.,
Solenopsis laurentia (L.) C. Presl. A nomenclatura das espécies esta de acordo com
a Flora Ibérica (Castroviejo et al., 1986-2012).

As sementes e 0s macrosporos destas espécies foram coletadas entre os meses de
maio e setembro de 2014 em charcos estudados no ambito do projeto LIFE+
"Conservacao de charcos temporarios na costa Sudoeste de Portugal" e guardadas

em local seco até a sua limpeza e posterior utilizacao.

Antes de delinear a experiéncia foi realizada consulta da bibliografia disponivel e de
bases de dados, como a Seed Information Database, RBGK (Liu et al., 2008:
http://data.kew.org/sid/sidsearch.html), LEDA traitbase (http://www.leda-
traitbase.org/tomcat/LEDAportal/index.jsp), ou ENSCOBASE: the ENSCONET Virtual
Seed Bank (© ENSCONET. European Native Seed Conservation Network). Esta
consulta é fundamental para identificar os requisitos de germinagcdo das espécies

selecionadas. Quando ndo existe informacédo prévia, a sele¢cdo das condi¢cdes de

germinacao devera basear-se em informacdes sobre a ecologia (habitat e clima).

As sementes e 0s macrésporos foram limpos meticulosamente de detritos utilizando

crivos (®Retsch) de malha adequada (Figuras 1 e 2).

Fig. 1 e 2 - Limpeza de sementes em crivos
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De cada espécie foram separadas 100 sementes ou macrosporos e colocados em 4
eppendorfs (25 por eppendorf) devidamente etiquetados onde foram desinfetados
com uma solucéo 1:1 de hipoclorito de sodio (lixivia comercial a 5%) e agua destilada,

e lavados depois duas vezes com agua destilada (Figura 3).

Fig. 3 — Desinfe¢éo das sementes

Apds serem bem escorridos, as sementes e 0s macrosporos foram colocados na
estufa (Memmert®) a 40°C, dentro dos mesmos eppendorfs, durante quatro a cinco

dias para garantir a secagem completa por evaporacao.

Para todos os ensaios foram usadas placas de Petri de vidro com tampa de 9 cm de
diametro. Estas placas foram lavadas e esterilizadas em estufa (®Memmert) a 180°C
durante 2 horas antes de receberem aproximadamente 64 ml de uma preparagéo de
agar bacteriolégico a 1% cada, o meio onde foram colocadas as 25 sementes ou
macrésporos previamente separados e desinfetados. Tanto a colocacao do agar como
das sementes e dos macrdsporos e a posterior selagem das caixas com ®Parafilm
foram realizadas numa camara de fluxo laminar (®Nuaire) para evitar contaminacdes
(Figura 4).
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Fig. 4 — Camara de fluxo laminar

Cada espécie foi distribuida por 4 placas de Petri (totalizando 25 sementes ou
macrésporos em cada placa) devidamente identificadas, duas das quais foram
embrulhadas em papel de aluminio para simular a germinagdo na auséncia de luz,

perfazendo 80 caixas.

As amostras foram colocadas numa incubadora (Figura 5) com temperatura e
luminosidade controladas durante 34 dias sob um fotoperiodo de 12/12h e dois
regimes de temperatura: temperatura constante de 15°C para simular as condi¢des
de outono/primavera no centro do charco e temperaturas alternadas (12h sem luz a
10°C/12h com luz a 20°C), correspondentes as condi¢cBes que se verificariam na

margem do charco.

Durante os ensaios foram efetuadas contagens periddicas, com aproximadamente 4
dias de intervalo, tendo-se considerado como germinadas as sementes com uma
radicula de pelo menos 1mm. A germinacdo ocorrida na auséncia de luz foi
contabilizada uma Unica vez no final do ensaio. As sementes ou 0S macrosporos nao
germinados no final deste periodo, sempre que o seu tamanho o permitia, foram

cortados longitudinalmente com um bisturi para observagéo do estado do embrido ou
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gamatofito e consequente determinagdo da viabilidade de acordo com esse estado.
Foram consideradas viaveis as sementes cujo embrido apresentava tecidos brancos,
firmes e sem necroses. Quando as sementes eram demasiado pequenas (p.e., Erica
ciliaris, Solenopsis laurentia, Lobelia urens) o teste a viabilidade foi feito utilizando o
teste de pressdo, em que sdo consideradas viaveis apenas as sementes que
oferecem resisténcia a pressao exercida por uma pin¢a de pontas finas. Em ambos

0S casos, 0s embrides ou gametofitos foram observados com lupa binocular.

"

s 5;\
i’i!mﬂ__;_“"‘

Fig. 5 - Incubadora com temperatura e luminosidade controladas

Os dados foram analisados utilizando um modelo linear generalizado (GLM) em R (R
Development Core Team 2011) com a fungéo logit link, com estrutura binomial, tendo
em consideracdo as eventuais interacfes entre os tratamentos. Quando as interacdes
nao eram significativas (P>0,05) entre tratamentos o modelo foi repetido sem

considerar as interagoes.
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2.5 — Resultados

A viabilidade das sementes estudadas foi elevada (superior a 70%), a excecdo das
sementes de Potentilla erecta, cuja taxa de viabilidade nao atingiu 40% (Figura 6), e
gue nao foi considerada na analise das taxas de germinacdo por esse motivo. As
espécies cujas sementes tiveram uma taxa de viabilidade mais elevada (superior a
95%) foram Romulea ramiflora com uma taxa de viabilidade de 100%, Hyacinthoides
vicentina com 99,5%, Juncus emmanuelis com 97,6% e Juncus heterophyllus com
95,4% (Figura 6).
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Isoetes setaceum N

Potentilla erecta I

Hypericum elodes
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Exaculum pusillun
Solenopsis laurentia S
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Eryngium corniculatum

Baldellia ranunculoides

Hyacinthoides vicenting  EE—
Lythrum borysthenicum  HE—
Caropsis verticillato-inundata  E—

Fig. 6 —Viabilidade das sementes em estudo.
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Em relacdo a germinacao, lllecebrum verticillatum, Juncus emmanuelis, Juncus
heterophyllus, Lythrum borysthenicum e Romulea ramiflora (Figura 7) apresentaram
taxas de germinacao elevadas (> 75 %) em pelo menos uma das modalidades dos
tratamentos. A percentagem de germinagéo das sementes de Baldellia ranunculoides
foi muito reduzida (2,3%), e deu-se apenas com luz e temperatura constante. Erica
ciliaris apresentou igualmente uma percentagem de germinacdo muito reduzida
(3,7%) com luz e temperatura alternada (Figura 8). Com as condicdes de temperatura
e luz utilizadas n&o se verificou germinagao nas sementes de Eleocharis palustris,
Lobelia urens e Scilla autumnalis nem nos marcrosporos de Isoetes setaceum. Devido
a falta de germinacgédo ou a apresentarem taxas de germinacéo muito reduzidas estas

espécies ndo foram abrangidas nas analises estatisticas.

O regime de luz influenciou significativamente a taxa de germinacao das sementes de
Agrostis stolonifera (Figuras 9 e 10), Caropsis verticillato-inundata, Exaculum pusillum,
Juncus emmanuelis, Juncus rugosus, Lythrum borysthenicum e Solenopsis laurentia
(Tabela 1), favorecendo a germinacdo sob o fotoperiodo de 12/12h. No caso de
Agrostis stolonifera existiu interagdo entre luz e temperatura, pelo que o efeito da luz
dependeu da temperatura, ou seja, a germinacgéao foi favorecida pela luz unicamente
com temperaturas alternadas. A germinacao das espécies do género Juncus foi muito
diminuta na auséncia de luz e, no limite, nenhuma das sementes de Juncus

heterophyllus germinou sem luz (Figura 8).

O regime de temperatura (temperatura constante versus temperatura alternada)
influenciou significativamente a germinacdo das sementes da maioria das espécies
estudadas: Agrostis stolonifera, Caropsis verticillato-inundata, Eryngium corniculatum,
Exaculum pusillum, Hyacinthoides vicentina, Hypericum elodes, lllecebrum
verticillatum, Juncus emmanuelis, Juncus heterophyllus, Romulea ramiflora e
Solenopsis laurentia. As sementes de C. verticillato-inundata, E. pusillum, H. vicentina,
H. elodes, I. verticillatum, J. emmanuelis e J. heterophyllus, apresentaram maior taxa
de germinacao com temperaturas alternadas. Ja a taxa de germinacdo das sementes
de Romulea ramiflora e Solenopsis laurentia foi maior em temperatura continua. Nos
casos de Agrostis stolonifera e Eryngium corniculatum existiu interagcdo entre os
tratamentos de luz e temperatura (Tabela 1). O regime de temperatura afetou a
germinacdo das sementes destas espécies unicamente na auséncia de luz, mas de

forma oposta (Figura 8; Tabela 1). Enquanto a taxa de germinacdo de Eryngium
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corniculatum aumentou com a temperatura alternada de 10 e 20°C, a taxa de

germinacao de Agrostis stolonifera foi maior com temperaturas constante de 15°C.

Figura 7 — Germinag&o de sementes de Romulea ramiflora
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Fig.8- Percentagem de germinagdo das 15 espécies de sementes em estudo expostas a dois

regimes de luz — um fotoperiodo de 12/12 h (Luz) e auséncia de luz (Escuro) — e dois regimes

de temperatura — temperatura constante (15°C) e temperaturas alternadas (10°C/20°C).
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Fig. 9 e 10 — Germinacgdo de Agrostis stolonifera em dois regimes de luz — com fotoperiodo

de 12/12 h (Luz) a direita e auséncia de luz (Escuro) a esquerda.

Tabela 1 — Resultados do modelo linear generalizado da germinacdo de sementes com
indicagdo dos valores de P do regime de luz (RL), do regime da temperatura (RT) e da

interacao entre eles.

Espécies AL BT RL x RT
Agrostis stolonifera <0,001 0,003 0,011
Caropsis verticillato-inundata | <0,001 0,01 0,988
Eryngium corniculatum 0,913 0,037 0,034
Exaculum pusillum 0,001 <0,001 0,988
Hyacinthoides vicentina 0.833 <0,001 0,774
Hypericum elodes 0,722 0,03 0,992
lllecebrum verticillatum 0,917 <0,001 0,443
Juncus emmanuelis <0,001 <0,001 0,991
Juncus heterophyllus - <0,001 0,999
Juncus rugosus <0,001 0,912 0,992
Lythrum borysthenicum <0,001 0,085 0,989
Romulea ramiflora 0,991 0,002 0,999
Solenopsis laurentia <0,001 0,002 0,160
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Como se pode constatar na Figura 11, as primeiras sementes a germinar (primeira
contagem, 5° dia), foram de lllecebrum verticillatum e Lythrum borysthenicum. Os
méaximos da germinagdo acumulada, obtidos com um fotoperiodo de 12/12h e
temperatura alternada, foram alcancados ao 13° dia para lllecebrum verticillatum
(89%) e ao 10° dia para Lythrum borysthenicum (100%). A germinacao das sementes
de Agrostis stolonifera, tanto para temperatura constante como alternada, deu-se

entre 0 5° e o0 10° dia, estabilizando em seguida.

Na segunda contagem, no 10° dia, j& se observava germinacdo em ambas as
modalidades de temperatura nas sementes de Eryngium corniculatum, Exaculum
pusillum e Solenopsis laurentia. Nas sementes de Eryngium corniculatum (Figura 12)
registou-se estabilidade da taxa de germinagdo, em ambas as modalidades de
temperatura, a partir do 17° dia. Para as sementes de Exaculum pusillum, a
percentagem de germinacdo ao 10° dia era ligeiramente superior a temperatura
constante. No entanto, verificou-se um aumento de germinacdo consideravel sob
temperatura alternada que se manteve até final. Na Solenopsis laurentia, a
germinacdo iniciou-se de forma idéntica e no final do ensaio obtiveram-se

percentagens muito semelhantes em ambos os regimes de temperatura.

A germinacao das sementes de Hyacinthoides vicentina, Juncus emmanuelis, Juncus
heterophyllus e Juncus rugosus comecou mais cedo (antes do 10° dia, segunda
contagem) na modalidade de temperatura alternada. Nas sementes de Juncus
rugosus observou-se uma diferenca consideravel na percentagem de germinacéo
entre 0 10° e o0 20° dia entre as duas modalidades de temperatura. Esta diferenca foi
diminuindo e, no fim do ensaio, a percentagem de germinagéao foi quase idéntica, em

ambas as modalidades.

Nas sementes de Hypericum elodes a germinacéo iniciou-se a partir do 10° dia sob
temperatura alternada, s6 ocorrendo germinacao com temperatura constante a partir

do 20° dia, embora de forma muito incipiente.

As sementes de Romulea ramiflora foram as que mais tarde iniciaram a germinagao:
sob temperatura constante e a partir do 13° dia. E no entanto de salientar que a
percentagem de germinacao no final do ensaio foi de 98%. No caso da temperatura

alternada, a germinagédo so6 se iniciou a partir do 10° dia e atingiu apenas 65,4%.
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Fig. 11 — Germinacdo acumulada (%) ao longo do periodo de tempo que durou o ensaio das
15 espécies de sementes em estudo, expostas a um fotoperiodo de 12/12 h e dois regimes
de temperatura — temperatura constante (15°C) e temperaturas alternadas (10°C/20°C).
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Fig. 12 e 13 — Germinagao de sementes de Eryngium corniculatum

2.6 — Discussao

A viabilidade das sementes utilizadas foi elevada, com excecéo de Potentilla erecta.
Por vezes o periodo em que é possivel efetuar a recolha de sementes maduras, ou
quase maduras, antes da dispersdo € muito curto. Como resultado, algumas das
sementes de um lote sao suscetiveis de ser imaturas, especialmente quando se trata
de espécies com habitos de floracdo muito especificos (Hay et al., 1999) afetando a
viabilidade. A tolerancia a dessecacdo, por exemplo, € adquirida durante o
desenvolvimento da semente e, consequentemente, mesmo com espécies ortodoxas
uma colecao pode conter sementes imaturas que se revelam recalcitrantes, isto €, ndo

tolerantes a dessecacédo (Hay et al., 1999).

Apesar da elevada taxa de viabilidade, algumas espécies, de entre as que nos
propusemos estudar, ndo encontram as suas condi¢cdes 6timas de germinacao no
intervalo de temperaturas selecionado, o que ficou confirmado com as baixas
percentagens de germinacdo que atingiram nas experiéncias levadas a cabo, ou
mesmo com a auséncia de germinacdo. Perante a impossibilidade logistica de testar
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no periodo de tempo considerado para este ensaio mais do que duas modalidades de
temperatura com duas modalidades de luz, foram escolhidas, para comecar, aquelas
gue dariam garantias de germinacdo para um maior niumero de espécies de acordo
com bibliografia especializada (Baskin & Baskin, 1998; Probert, 2000).

Dada a elevada taxa de viabilidade, podemos afirmar que as espécies que nédo
germinaram se encontravam dormentes, ou dito de outro modo, as condi¢des
fornecidas ndo foram adequadas a quebra dessa dorméncia, ou o0s tratamentos
efetuados n&o continuaram durante um periodo de tempo suficiente (Hay et al., 1999),
como parece ser o caso de Baldellia ranunculoides e de Erica ciliaris, cujas sementes

comecaram a germinar nos ultimos dias do ensaio.

Relativamente a Eleocharis palustris embora tenha revelado possuir uma
percentagem de viabilidade elevada, a sua germinacdo ocorre a temperatura mais
elevada (ENSCONET Virtual Seed Bank). Para além disso, niveis elevados de
germinacdo sé sdo alcancados quando a dorméncia mecéanica é removida por
escarificacdo para expor a semente, tal como comprovado por Brochet et al. (2010).
A taxa de germinacdo mais elevada foi obtida num regime de temperatura alternada
—12h sem luz a 19°C/12h com luz a 33°C — depois das sementes serem escarificadas
(lascadas com bisturi) e sujeitadas a um tratamento quimico com &acido giberélico
(ENSCONET Virtual Seed Bank). Para Hypericum elodes também estdo
documentadas taxas de germinacdo com temperaturas mais elevadas (ENSCONET
Virtual Seed Bank).

Para as sementes de Lobelia urens € necessario um regime de temperatura alternada
— 12h sem luz a 16°C/12h com luz a 26°C — para se obter uma taxa de germinacgao
elevada (ENSCONET Virtual Seed Bank).

No que concerne a Scilla autumnalis, embora o comportamento de germinacéo seja
variavel, outros estudos comprovaram como favoravel para a germinagdo um regime
de temperatura constante, com maior niumero de horas no escuro (ENSCONET Virtual
Seed Bank). Niveis elevados de germinagdo foram obtidos a temperatura constante
de 10°C com um fotoperiodo de 8h com luz/16h sem luz. No entanto, também foram
obtidas percentagens elevadas de germinacédo com temperatura constante alta — 31°C
— e fotoperiodo de 12/12h, apoOs ser efetuada a escarificacdo das sementes

antecedida por um pré-tratamento que consistia em manter as sementes embebidas
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em 1% de agar durante algum tempo a baixa temperatura (ENSCONET Virtual Seed
Bank).

No caso do Isoetes setaceum, ndo se conseguiu observar o gametofito em nenhum
dos macrosporos nas condi¢des de luz e temperatura estudadas. Nao foi encontrada
informacdo sobre a germinacdo do gametdfito desta espécie em condicdes
especificas de luz e temperatura.

A luz e a temperatura constituem dois parametros considerados de extrema

importancia na regulacdo da germinacéo (Baskin & Baskin, 1998).

Os resultados deste estudo documentam os efeitos da luz e da temperatura na
germinacgdo das sementes das espécies analisadas.

Embora o comportamento de germinacéo tenha variado entre as espécies estudadas
verificou-se que o regime de temperatura (temperatura constante versus temperatura

alternada) influencia significativamente a germinagéo.

Para espécies de plantas aquaticas em todo o mundo, as temperaturas preferenciais
para a germinacdo abaixo dos 15°C ndo sdo comuns (Baskin & Baskin, 1998).
Sementes de espécies ndo dormentes geralmente germinam com temperaturas entre
0s 5 e 0s 20°C (Tuckett et al., 2010). No geral, espécies que ocorrem em habitats
caracterizados por periodos de inundacgdo que alternam com periodos de seca, num
clima mediterraneo, germinam preferencialmente com temperaturas baixas, embora a
germinacao possa ocorrer em qualquer més a partir do outono até inicio da primavera
(Tuckett et al., 2010; Carta et al.,, 2012). Em estudos efetuados, embora o
comportamento de germinacdo seja variavel entre espécies, observou-se como
temperatura favoravel para germinacdo, uma tendéncia predominante para
temperaturas inferiores ou iguais a 15°C, tendo a percentagem de germinacao sido
maior com temperaturas de cerca de 15°C associadas com o periodo de chuvas
(Tuckett et al., 2010; Cochrane et al., 2011; Carta et al., 2012). Temperaturas similares
tém sido registadas como Otimas para espécies caracteristicas de climas
mediterranicos (Tuckett et al., 2010; Cochrane et al., 2011, Carta et al., 2012).

Na maioria das espécies estudadas verificou-se que a germinacao foi estimulada com
temperaturas alternadas (10 e 20°C), indicando uma preferéncia para germinacao
dessas espécies nas margens dos corpos de agua ou quando os niveis de agua

comecam a baixar como ja foi referido por Carta et al. (2013). Nos estudos efetuados
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por Thompson & Grime (1983), a temperatura alternada foi também considerada como
requisito essencial na germinagcdo de espécies de zonas humidas. Outras espécies
germinaram bem em ambos o0s regimes de temperatura (temperatura constante e
alternada), indicando que a germinacao pode ocorrer igualmente quando se verifica
alagamento e quando o charco esta seco como ja foi referido por Carta et al. (2013).
E este o caso da Romulea ramiflora, que apresentou uma percentagem de
germinacao elevada tanto a temperatura constante de 15°C quanto a temperatura
alternada de 10 e 20°C.

O regime de luz (fotoperiodo de 12/12h versus auséncia de Iluz) influiu
significativamente na taxa de germinacéo, tendo-se comprovado que a luz favorece a

germinacao.

Quase nao houve sementes de espécies do género Juncus a germinar na auséncia
de luz, e no caso de Juncus heterophyllus nenhuma das sementes o fez. A exigéncia
de luz para a germinacdo encontra-se geralmente associada a sementes pequenas
que se encontram préximo da superficie do solo (Tuckett et al., 2010) e € um requisito
comum nas plantas de zonas humidas (Thompson & Grime, 1983; Probert, 2000),

particularmente dentro do género Juncus (Grime et al., 1981).

De acordo com os resultados obtidos (elevadas viabilidades, baixas taxas de
germinacao, variabilidade nas condicdes Otimas para germinacdo das diferentes
espécies) e do pouco conhecimento sobre as condicbes de germinacdo e dorméncia
de sementes, considera-se que a qualidade de um lote de sementes a preservar deve
ser estimada pela sua viabilidade e n&o pela percentagem de germinacgéo obtida. O
mesmo foi previamente concluido por Godefroid et al. (2010).

Os requisitos para a quebra de dorméncia de sementes de plantas aquaticas sao
muitas vezes complexos e/ou desconhecidos. Também ndo se conhecem as
condi¢cdes Otimas de germinacdo de muitas espécies. Ambos conhecimentos séo
indispensaveis para poder efetuar com sucesso a recuperagdo ou o restauro de
habitats degradados, pelo que a continuacdo do desenvolvimento de trabalhos nesta

area é fundamental.
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3 — Consideracdes finais

O armazenamento de sementes ex situ constitui a forma mais eficaz para a
conservacao de germoplasma de sementes tolerantes a dessecacao (Smith et al.,
2003). Sendo considerado o método mais facil e menos dispendioso, tornou-se a
Opcao comum para as espécies que possuem sementes ortodoxas, e que podem

portanto ser conservadas a longo prazo por esta via (ICNF, s/data).

Neste estudo, constatou-se que as sementes utilizadas apresentaram niveis de

viabilidade bastante elevados.

Manter a viabilidade dessas sementes durante longos periodos de tempo € um
elemento-chave na conservacdo dos recursos genéticos vegetais (FAO, 2014). No
entanto, o armazenamento a longo prazo podera levar a perda de viabilidade das
sementes, pelo que se torna necessario proceder a avaliacdo da sua deterioracao ao
longo do tempo (Walters et al., 2005; Hay & Probert, 2013). Todo o trabalho aqui
desenvolvido pode constituir uma base para a monitorizacdo de alteragcdes na

viabilidade das sementes das espécies conservadas ex situ.

A luz e a temperatura constituem dois parametros considerados de extrema
importancia na regulacdo da germinacao, tal como a complexa interacdo entre o

estado das sementes e a humidade do solo (Baskin & Baskin, 1998).

Verificou-se neste estudo que os regimes de luz e temperatura sao relevantes para a
germinacgdo mas que as espécies respondem de forma diferenciada. A grande maioria
das espécies em estudo alcancou uma percentagem de germinacao elevada, apesar
de as condi¢Bes de luz e temperatura escolhidas para a sua realizacdo nao terem
abrangido as condi¢cdes necessarias para a germinacdo das sementes de todas as
espécies. Ainda que os resultados sejam promissores, mais experimentacao é
necessaria para determinacdo das condi¢gdes 6timas de germinacado, que sdo aquelas
gue a maximizam, e que claramente ndo foram atingidas para algumas das espécies.
Entre elas é de salientar Isoetes setaceum, pela sua relevancia enquanto espécie

bioindicadora do habitat prioritario (3170%) e, particularmente, pelo estatuto de espécie
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guase ameacada na Lista Vermelha da Unido Internacional para Conservacao da
Natureza (UICN).

Um teste de germinacdo ¢ o método padrdo usado para proceder a avaliagdo da
viabilidade de sementes conservadas ex situ (Smith et al., 2003; FAO, 2014). No
entanto, de acordo com os resultados obtidos, considera-se que a qualidade de um
lote de sementes a preservar deve ser estimada pela sua viabilidade. Considerando
gue a taxa de viabilidade € mais adequada para monitorizar a qualidade dos lotes de
sementes a preservar a longo prazo do que a taxa de germinacao, os resultados
obtidos neste estudo relativamente a viabilidade das sementes sdo encorajadores
para a conservacao ex situ, cujo principal objetivo € preservar a viabilidade e a
identidade genética das sementes pelo maior periodo de tempo possivel em
infraestruturas que visam a conservacao de recursos genéticos vegetais, os bancos
de germoplasma. A conservacgao ex situ deve, no entanto, ser considerada como um
método complementar, e deverdo sempre ser procuradas vias para recuperar as
espécies nos seus habitats naturais (in situ), ou seja, deve ser adotada uma estratégia
integrada (ICNF, s/data).
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