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RESUMO

Nativa da Mata Atlantica e integrante da familia Lauraceae, Ocotea porosa ou
Imbuia € uma arvore de grande importancia econémica, cultural e ecolégica. Seus
frutos provém alimento para uma diversidade de espécies animais e sua madeira é
utilizada para a producao de mobiliario de luxo. Devido a exploragcdo humana, a
espécie se encontra em risco de extingdo. Considerando seu local de origem e sua
familia botanica, as sementes da espécie apresentam grande probabilidade de
sensibilidade a dessecacdo, caracteristica que dificulta o armazenamento destas a
longo prazo. Para que a espécie supere o risco de extingdo, se faz necessario
estudar a fisiologia de suas sementes, para que sejam desenvolvidos procedimentos
adequados de germinagao e armazenamento a serem utilizados para a produgao de
mudas e para a sua conservagao ex situ. Foi realizada coleta de frutos e
caracterizagao de suas sementes quanto ao seu tegumento, seu perfil de poliaminas
e seu comportamento frente a dessecagdao e ao armazenamento. Sementes com
conteudo de agua preservado apresentaram germinagao baixa, devido a dorméncia
de seu tegumento, enquanto sementes que passaram por dessecagdo minima
conseguiram superar essa dorméncia e manter uma taxa germinativa satisfatoria. Ja
sementes que passaram por dessecacao intensa, mas ainda mantendo conteudo de
agua acima do descrito na literatura, perderam sua capacidade germinativa. Isso
demonstra elevada sensibilidade a perda de agua pela semente. Os dados obtidos
neste estudo expandem o entendimento de sementes recalcitrantes e servem de
base para futuros estudos de conservacéao ex situ de Ocotea porosa.

Palavras-chave: Imbuia; Semente; Recalcitrante; Tolerancia a dessecagao.



ABSTRACT

Native to the Atlantic Forest and a member of the Lauraceae family, Ocotea porosa
or Imbuia is a tree of significant economic, cultural, and ecological importance. Its
fruits provide food for a wide variety of animal species, and its wood is used for
luxury furniture production. Due to human exploitation, the species is at risk of
extinction. Given its native habitat and botanic family, the seeds of this species have
a high probability of desiccation sensitivity, a characteristic that complicates their
long-term storage. To help the species overcome the risk of extinction, it is necessary
to study the physiology of its seeds to develop appropriate germination and storage
protocols for seedlings production and ex situ conservation. Fruit collection and seed
characterization were carried out, focusing on seed coat structure, polyamine profile,
and behavior under desiccation and storage. Seeds with preserved water content
exhibited low germination due to seed coat dormancy, while seeds that underwent
minimal desiccation were able to overcome this dormancy and maintain a
satisfactory germination rate. However, seeds subjected to intense desiccation,
although still retaining water content above values reported in the literature, lost their
germinative capacity. This indicates high sensitivity to water loss in the seeds. The
data obtained in this study expand our understanding of recalcitrant seeds and
provide a foundation for future ex situ conservation studies of Ocotea porosa.

Keywords: Imbuia; Seed; Recalcitrant; Desiccation tolerance.
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1 INTRODUGAO

A degradacédo de ambientes florestais € uma pratica humana antiga, com
cerca de um terco das florestas do planeta tendo sido destruidas desde o inicio do
processo civilizatério (RITCHIE, 2021). Mas essa pratica vem se intensificando, e
junto dela o avango do aquecimento global provocado pela emissdo de gases.
Ironicamente, as florestas possuem o importante papel de sequestro do CO2 da
atmosfera. Portanto, com o aumento constante da emissdo de gases, somado a
destruicdo dos ambientes que poderiam ciclar esses gases, percebemos que algo
precisa ser feito para sairmos dessa espiral destinada a extincdo de milhdes de

especies, incluindo a nossa.

Apesar de entendermos a importancia das florestas, elas interagem com
seus ecossistemas de formas que ainda ndo compreendemos totalmente. Em um
editorial da revista Nature (2022), sdo analisados diferentes estudos, os quais
mostram que ainda desconhecemos muito sobre como o comportamento das
arvores e o sequestro de CO2 varia, pois estes estdo sujeitos a inumeros fatores
ambientais. Dessa forma, se quisermos preservar e regenerar as florestas e
utiliza-las para reduzir os impactos do aquecimento global, precisamos primeiro

entender como suas interagdes funcionam.

A Mata Atlantica é uma regiao fitogeografica ja bastante marcada pela perda
de suas florestas, consequéncia da urbanizacdo e expansao agraria. Essa regiao é
marcada por ser um hotspot de biodiversidade, que oferece uma gama de servigos
ecossistémicos e possui papel direto na regulacdo do clima global (SCARANO;
CEOTTO, 2015), o que torna ela fundamental para o ser humano e inUmeras outras
espécies. A Mata Atlantica se estende ao longo do litoral brasileiro de Sul a
Nordeste, compreendendo 17 estados (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA; INPE,
2023). Em grande parte de sua extensao, a Mata Atléntica € composta por florestas
umidas, as quais favorecem fitofisionomias especificas adaptadas a grande
disponibilidade de agua. A germinagao, processo que € iniciado pela embebicao de
agua pela semente (BEWLEY; BLACK, 1994), é altamente favorecida por essa
condigdo. Isso resulta em uma alta taxa de germinagdo desde o momento em que
as sementes sao dispersas, fazendo com que estas sementes figuem menos tempo

expostas a fatores externos como a dessecacgao.
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Frente a dessecacao, as sementes podem apresentar diferentes respostas
comportamentais. Em 1973, Roberts classificou as sementes em ortodoxas ou
recalcitrantes quanto a sua resposta a secagem e ao armazenamento (HONG;
ELLIS, 1996), as ortodoxas teriam a capacidade de suportar a perda de agua até
0,07 gH.O/gMS e as recalcitrantes seriam sementes que perdem sua viabilidade ao
passar por uma perda substancial do seu conteudo de agua, com cerca de 0,2
gH.O/gMS (WALTERS, 2015). Essa classificagao foi posteriormente aprimorada com
as sementes intermediarias, mas hoje se sabe que essas caixas, ainda que muito
utilizadas, nao representam tdo bem o que é encontrado na natureza. A ideia mais
adequada seria um gradiente entre sementes tolerantes e intolerantes a dessecagéao
(ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990; BARBEDO; CENTENO; RIBEIRO, 2013).

A capacidade de tolerar dessecagdo € uma habilidade que pode
proporcionar grande longevidade, algumas espécies apresentam sementes que
podem ultrapassar mil anos de idade (BUITINK; LEPRINCE, 2008). Essa
longevidade permite uma estratégia comum para a conservagdo de espécies
ortodoxas, que € o armazenamento de suas sementes em baixa temperatura, isso
porque estas nao possuem agua passivel de congelamento em seu interior
(BERJAK; PAMMENTER, 2013). Ja organismos com sementes recalcitrantes n&o
suportam a dessecagao e congelamento necessarios para esse método, portanto é
necessario o desenvolvimento de estratégias para conservagao de espécies desta
categoria (LI; PRITCHARD, 2009).

Acredita-se que essa tolerancia seja uma estratégia desenvolvida por
pressao seletiva que surgiu diversas vezes ao longo da evolugéo, isso porque ela se
da por uma série de diferentes adaptagcdes (LEPRINCE; BUITINK, 2015). Apesar de
a estratégia ter sido decisiva para a conquista de ambientes terrestres com baixa
umidade, alguns grupos eventualmente perderam essa habilidade, o que
provavelmente ocorreu com o favorecimento de uma germinagéo acelerada e um
rapido estabelecimento de plantulas (MARQUES et al., 2018). Portanto, florestas
umidas como a Mata Atlantica, que dispdem de muita agua, sdo ecossistemas

ideais para espécies que perderam essa tolerancia.

Essa ideia vai de acordo com o que é sugerido por Wyse e Dickie (2017),

que através de um modelo estimam que 47% das espécies de florestas tropicais
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chuvosas, como a Mata Atlantica, apresentam sementes sensiveis a dessecacéao.
Os pesquisadores ainda estimam que esse comportamento represente somente 4%

das espécies vegetais estudadas e disponiveis em bases de dados.

Além de ambientes umidos, outra caracteristica que auxilia no sucesso de
sementes intolerantes a dessecagdao é a carnosidade de seus frutos. Frutos
carnosos e sementes recalcitrantes s&o caracteristicas correlacionadas encontradas
juntas (GARWOOD, 1989), e ambas podem indicar a presenga de um elevado
conteudo de agua, para o pericarpo do fruto e para a semente, respectivamente. Ao
encapsular a semente em um pericarpo altamente umido, o fruto carnoso contribui
para manutengédo da umidade da semente (BANNISTER; BIBBY; JAMESON, 1996).

Outra caracteristica que vale ser destacada € a dorméncia, que age como
uma barreira temporal para a germinagdo, prorrogando-a para que acontega no
momento mais favoravel (BEWLEY, 1997). Portanto, a dorméncia pode apresentar
caracteristicas contrarias a recalcitrancia, ja que esta ultima proporciona uma
germinagdo imediata, o que torna a combinagdo dessas caracteristicas algo
incomum e pouco estudado (TWEDDLE et al., 2003; SILVA et al., 2014; DIAS et al.,
2024). Apesar de ser pouco estudada a combinagao de dorméncia e sensibilidade a
dessecacao, de acordo com um levantamento feito por Jaganathan (2021) a familia

Arecaceae apresenta alta incidéncia dessa combinagao.

Um importante fator na resisténcia a estresses por espécies vegetais € o
seu conteudo de poliaminas endogenas (KIELKOWSKA; ADAMUS, 2021). Essas
moléculas vém sendo descritas na literatura por auxiliarem em processos
fisioloégicos das plantas contra estressores, inclusive ambientes secos (YANG et al.,
2007). Dessa forma, a analise do perfil de poliaminas pode fornecer informagdes
importantes no que diz respeito a sua tolerancia a fatores de estresse. As principais
poliaminas encontradas em plantas sdo a putrescina (Put), espermidina (Spd) e
espermina (Spm) (MINOCHA; MAJUMDAR; MINOCHA, 2014). Cadaverina (Cad),
por sua vez, € menos frequente, mas apresenta importante papel na protegao contra
estressores bioticos (JANCEWICZ; GIBBS; MASSON, 2016).

Tendo em vista a falta de estudos sobre espécies sensiveis a dessecacéo,

existe uma demanda de informacdes sobre esse tipo de sementes, para que elas
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possam ser melhor compreendidas e para que possam ser desenvolvidas

estratégias de armazenamento adequadas.

Na Mata Atlantica se encontram diversas espécies representantes da familia
Lauraceae, grupo esse que apresenta grande incidéncia de sementes recalcitrantes
(WYSE; DICKIE, 2017). Uma dessas espécies € a Ocotea porosa (Nees & Mart.)
Barroso, popularmente conhecida como imbuia ou canela-imbuia. Seus individuos
possuem porte arbéreo chegando até 20 metros de altura e com 50 a 150 cm de
didmetro a altura do peito (CARVALHO, 2003). Ocorre de forma natural nas regides
Sul e Sudeste, desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais, sendo uma espécie
caracteristica da Floresta Ombrofila Mista (CARVALHO, 2003), portanto encontrada
predominantemente no Parana e Santa Catarina, estado em que é considerada

arvore simbolo.

Seus frutos carnosos sao utilizados na dieta de aves e pequenos mamiferos
e sua madeira, pesada e resistente a fungos, apresenta grande valor
socioecondmico pela sua utilizagao para confecgédo de mobiliario de luxo (BAITELLO
et al., 2003). A elevada qualidade de sua madeira, levou, porém, a grande procura e
exploracao desse recurso, levando a espécie ao risco de extingdo. Atualmente a
espécie se encontra ameagada, sendo classificada como “Em Perigo” na Lista
Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameagadas de Extingado (MMA, 2014) e

“Vulneravel” na Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da IUCN.

As sementes da espécie apresentam dorméncia fisica, caracterizada pelo
seu tegumento impermeavel (DIAS; FREIRE, 2017). Dessa forma, considerando a
possibilidade de recalcitrancia, O. porosa pode apresentar a pouco estudada

estratégia que é a combinagao de dorméncia e sensibilidade a dessecacao.

A semente de Ocotea porosa pode ser considerada um excelente objeto de
estudo, visto a importancia ecolégica e socioeconémica da espécie, e também pela
possibilidade de que o entendimento de sua fisiologia contribua para o entendimento
de todo um grupo de plantas que apresentam esta estratégia de germinagao pouco

estudada.

Dessa forma, o presente trabalho investigou as caracteristicas morfologicas

e fisiolégicas de sementes de Ocotea porosa, dando destaque ao seu
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comportamento frente a dessecagcdo, germinacdo e a Vviabilidade de seu

armazenamento.



16

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi estudar a qualidade e o comportamento

fisiologico de sementes de O. porosa submetidas a dessecagao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudar a viabilidade, vigor e qualidade fisiolégica de sementes de O.
porosa.

2. Estabelecer o protocolo de germinagao de sementes de O. porosa.

3. ldentificar o limite de tolerancia a dessecagao de sementes de O. porosa.

4. Integrar os conhecimentos acima citados com estratégias de conservagao

para O. porosa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA E PROCESSAMENTO

Os frutos contendo as sementes foram coletados em Ponte Serrada-SC. Os
frutos com as sementes foram armazenados frescos em sacos ziplock dentro de

geladeira a 8 °C até a realizagao do experimento.

3.2 BIOMETRIA

Com auxilio de uma balanca semi-analitica foram pesados 20 frutos e suas

respectivas sementes apds serem despolpadas manualmente.

3.3 TESTE DE TETRAZOLIO

Figura 1. Sementes de O. porosa seccionadas expostas ao teste de tetrazdlio. a) Reagdo minima,
somente no eixo embrionario, considerada inviavel. b) Reagdo completa, em todos tecidos da

semente, considerada viavel.

O teste de tetrazodlio foi empregado com o objetivo de indicar a viabilidade
das sementes armazenadas, através da presenca de células vivas. As sementes
foram divididas em 3 repeticoes de 10 unidades e foram submersas em solucao de

tetrazolio 1% durante 2 horas a 35 °C. Quando apresentavam tecido corado de rosa
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eram consideradas vivas (Figura 1). O teste foi realizado em sementes frescas e

armazenadas em geladeira a 8 °C por 30, 40, 50 e 60 dias.

3.4 TESTE DE GERMINACAO

Foram realizados testes de germinagdo para sementes dessecadas com
Contetido de Agua (CA) de 0,52, 0,43, 0,31 e 0,21 gH:0/gMS e com tegumento, e
sementes com CA preservado (0,59 gH.O/gMS) com e sem tegumento. Para os
tratamentos com sementes dessecadas estas passaram primeiro pela dessecagao
em silica, conforme sera descrito no item seguinte, e para o tratamento de sementes

sem tegumento este foi removido com auxilio de um bisturi.

Apoés preparado cada tratamento foi realizada a desinfecgdo das sementes
com um método adaptado de Fantinel et al. (2017), em que as sementes foram
mergulhadas em alcool 70% por 1 minuto e em solugao de hipoclorito 10% por 10

minutos, seguido de 3 lavagens com agua destilada autoclavada.

Depois de desinfetadas, as sementes foram germinadas usando rolos de 3
folhas de papel germitest umedecido, os rolos de cada tratamento foram colocados
juntos em um saco plastico, e foram mantidos em camara de germinagéo BOD a 27
+ 2 °C e fotoperiodo de 12 horas por 60 dias (RODRIGUES et al., 2022). Foi feito

umedecimento ocasional dos rolos com agua destilada autoclavada.

Foram avaliados o numero e a velocidade das sementes germinadas para a
obtencdo da Taxa de Germinagdo (%) e o indice de Velocidade de Germinagao
(IVG) respectivamente. As sementes foram consideradas germinadas ao apresentar
2 mm de protrusao da radicula (ISTA, 2020).

3.5 TOLERANCIA A DESSECACAO

Para a analise de tolerancia a dessecacgao, primeiro foi montada uma curva
de dessecacgao e entdo foram feitos testes de germinagdo a partir de diferentes

pontos desta curva.
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Para a construgao da curva, 10 sementes de O. porosa foram submetidas a
dessecacdo em recipiente hermeticamente fechado com silica gel, renovada
periodicamente, em temperatura ambiente (cerca de 27 °C) (VIANA, 2020). Durante
a primeira hora, as sementes foram pesadas em balanga semi-analitica nos
seguintes tempos: 0, 15, 30 e 60 minutos. Apds isso foram pesadas a cada hora por
12 horas, entdo a cada 12h por 4 dias e a cada 24h por 8 dias (DOS SANTOS,

2024). Essas pesagens indicaram a massa fresca de cada tempo.

Apos todas as pesagens, as sementes foram levadas a estufa a 105 °C por
24h para obtengdo da massa seca. Com a massa fresca (MF) e massa seca (MS)
foram obtidos os conteudos de agua (CA) de cada tempo a partir da seguinte

formula:
CA (gH:0/gMS) = (MF-MS)/MS

Entao foram escolhidos 4 pontos da curva de dessecacgéao (0,52, 0,43, 0,31 e
0,21 gH:O/gMS) para a montagem de 4 tratamentos de teste de germinacdo

conforme descrito no item anterior.

3.6 AVALIACAO DE PLANTULAS

As plantulas foram avaliadas a partir dos testes de germinagdo, apdés
decorridos os 60 dias do seu cultivo. Sementes germinadas apresentaram a
protrusdo da radicula de 2mm. O crescimento da parte aérea e raiz foi avaliado com

auxilio de uma régua.

3.7 ANALISE DE POLIAMINAS

A anadlise qualitativa e quantitativa de poliaminas (PAs) foi realizada usando
a metodologia descrita por Steiner et al. (2007). Para isso, 3 réplicas de 200 mg de
massa seca de uma mistura de 5 sementes foram moidas usando 1,5 mL de acido
perclorico 5% (v/v). A analise das amostras foi feita por HPLC e a deteccéo de PAs
realizada usando um detector de fluorescéncia a 340 nm (excitacdo) e 510 nm

(emissao). As areas dos picos e os tempos de retengado foram comparados com os



20

padrées de PAs, incluindo putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd) e

espermina (Spm). A concentragéo final das PAs foi expressa em mg/gMS.
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4 RESULTADOS
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Figura 2. Biometria de O. porosa. a) Peso de frutos e sementes. b) Fruto inteiro. ¢) Semente. d)

Seccao transversal de fruto contendo pericarpo (Per) e semente (Sem).

A partir da biometria dos frutos inteiros contendo a semente e das sementes
despolpadas, foram obtidos pesos médios de 3,5 e 1,9 gramas respectivamente
(Figura 2a). O fruto de O. porosa apresenta pericarpo de espessura reduzida

quando comparado ao diametro da semente (Figura 2d).
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Figura 3. Conteudo de agua de sementes de O. porosa em fung¢édo do tempo de dessecagéao.

O conteudo de agua inicial médio foi de 0,65 gH.O/gMS, seguido de uma
dessecagéao brusca nos primeiros 30 minutos resultando em 0,59 gH.O/gMS (Figura
3). Apds a metade da primeira hora a perda de agua se torna lenta e gradual (Figura
3).
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Figura 4. Taxa de germinagcdo de sementes com e sem tegumento e com conteudo de agua

preservado (0,59 gH.O/gMS), e seus respectivos indices de velocidade de germinagéo (IVG) no eixo

secundario.

Foi encontrada uma diferenga expressiva na taxa de germinagdo de

sementes com e sem tegumento, sendo elas respectivamente 8,9% e 75,6% (Figura

4). Seus indices de velocidade de germinagao (IVG) foram 0,027 e 0,575

respectivamente (Figura 4).
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Figura 5. Taxa de germinagéo de sementes de O. porosa com conteudo de agua de 0,59, 0,52, 0,43,

0,31 e 0,21 gH.O/gMS, e seus respectivos indices de velocidade de germinagdo (IVG) no eixo

secundario.

As sementes com conteudo de agua preservado (0,59 gH.O/gMS)

apresentaram taxa germinativa de 8,9% e IVG de 0,027, apds submetidas a uma

pequena dessecacao, chegando a 0,52 gH.O/gMS, a taxa germinativa subiu para

35,6% e IVG para 0,179 (Figura 5). Depois de uma dessecagao mais intensa esses

valores foram de 6,7% e 0,036 respectivamente para conteudo de agua de 0,43
gH-0O/gMS e nulos para 0,31 e 0,21 gH.0/gMS (Figura 5).
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Figura 6. Comprimento da parte aérea e raiz de plantulas de O. porosa apds 2 meses de

germinagao. Numero de plantulas germinadas amostradas representado no eixo secundario.

As plantulas desenvolvidas a partir dos testes de germinagao apresentaram
0os seguintes comprimentos médios: 0,6 cm de parte aérea e 0,95 cm de raiz nos
testes de sementes com 0,59 gH.O/gMS, e raiz com 0,84 e 0,61 cm a partir de
sementes com 0,52 e 0,43 gH.O/gMS respectivamente (Figura 6). O teste de
sementes com conteudo de agua preservado (0,59 gH.O/gMS) apresentou apenas
uma pléntula com parte aérea desenvolvida de um total de quatro, enquanto os

outros tratamentos ndo apresentaram nenhuma.
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Figura 7. Sementes de O. porosa com reagao positiva ao teste de tetrazélio em fungédo do seu
periodo de armazenamento em geladeira 8 °C.

A taxa de reagao ao tetrazolio se manteve acima de 80% ao longo dos 2
meses de armazenamento em geladeira (Figura 7). Essa reagao revela a presenca
de células vivas, o que pode sugerir uma manutencdo de viabilidade significativa

durante esse periodo de armazenamento.
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Figura 8. Perfil de poliaminas em sementes de O. porosa com CA preservado. PAs levantadas:

espermidina (Spd), espermina (Spm), cadaverina (Cad) e putrescina (Put).

No levantamento das poliaminas (PAs) livres presentes em sementes de O.
porosa foram encontrados 3,06 mg/gMS de Spm, 7,35 mg/gMS de Spd, 0,26
mg/gMS de Cad e 0,89 mg/gMS de Put (Figura 8).
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5 DISCUSSAO

Apesar da espessura bastante reduzida da polpa do fruto (pericarpo) (Figura
2), ela representa 45% do peso do fruto, indicando alta densidade nessa parte.
Considerando que os frutos da espécie sao parte da dieta de diversas espécies
animais (BAITELLO et al., 2003), essa densidade elevada provavelmente pode ser
explicada por um alto conteudo de agua e macronutrientes. O conteudo de agua
elevado da polpa pode auxiliar na redu¢cdo da perda de agua da semente, que

também apresenta conteudo de agua elevado (Figura 3).

A curva de dessecacgao das sementes de O. porosa (Figura 3) revelou uma
dessecacao lenta, que segundo Berjak e Pammenter (2008) é caracteristica de
sementes grandes, como a de Imbuia, devido ao seu volume elevado quando
comparado a sua area superficial. De acordo com os autores, um volume elevado é
comum em sementes recalcitrantes, e sua dessecacgao lenta torna seu metabolismo
desbalanceado, o que causa dano intracelular significativo mesmo em sementes

que ainda possuem alto conteudo de agua.

Para espécies com sementes grandes recomenda-se a utilizagdo de seus
eixos embrionarios para o0 processo de armazenamento por criopreservagao
(BERJAK; PAMMENTER, 2013; STEINER et al., 2020), jA que possuem um
tamanho reduzido e ainda carregam toda informagao genética necessaria para o
desenvolvimento de novas plantulas. Dessa forma, a criopreservagao de sementes
de O. porosa apresenta uma baixa probabilidade de sucesso, sendo mais

recomendada a tentativa de criopreservacao de seus eixos embrionarios.

Os testes de germinacdo com sementes de conteudo de agua preservado
com e sem tegumento (Figura 4) mostram que este tegumento representa uma
barreira temporal na germinagcao das sementes, reforcando a dorméncia fisica da
especie (CARVALHO, 2003).

Das taxas germinativas indicadas na figura 5, pode-se concluir que
sementes frescas apresentam uma maior dificuldade de germinar do que sementes
que foram expostas a uma pequena perda de agua. Essa dificuldade pode estar
associada a dorméncia fisica causada pelo tegumento, que possivelmente é

enfraquecido quando dessecado. No entanto, existem trabalhos que atribuem a
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baixa germinacdo de sementes frescas de Cryptocarya aschersoniana a dorméncia

fisiologica (TONETTI et al., 2016), a qual nao foi totalmente estudada em O. porosa.

A submissdo a um periodo de dessecagdo € uma estratégia comum para
superagcao de dorméncia fisioldgica em sementes ortodoxas (FINCH-SAVAGE;
LEUBNER-METZGER, 2006; ANGELOVICI et al, 2010). Ja& para sementes
recalcitrantes, que apresentam intolerancia a dessecagdo, essa estratégia n&o
aparenta ser adaptativa e ndo tem sido apropriadamente estudada. Apesar disso, os
resultados apresentados na figura 5 indicam que uma perda inicial de agua se faz
necessaria para que a germinacao aumente. Os resultados mostram que isso pode
estar associado ao tegumento da semente, que quando dessecado se torna
enfraquecido e quebradigo e facilita a germinagdo por conferir menor resisténcia

para absorgc&o de agua e a protrusao da radicula.

A partir de 0,43 gH:O/gMS a taxa de germinagao se torna praticamente nula
(Figura 5), mostrando uma queda brusca da capacidade germinativa entre 0,52 e
0,43 gH.O/gMS. Nesse intervalo entédo, se encontra o conteudo de agua critico, que
conforme definido por Finch-Savage (1992) é o limiar de conteudo de agua em que
praticamente se encerra a perda da agua celular livre e passa a ser perdida a agua
estrutural, a qual é vital para o metabolismo da semente e a manutengao da sua

viabilidade.

Walters (2015) estabelece de modo geral o conteudo de agua critico de
sementes ortodoxas como inferior a 0,07 gH:O/gMS e de sementes recalcitrantes
acima de 0,2 gH:O/gMS. Apesar de nao representarem uma medida direta para se
avaliar a recalcitrancia de uma espécie, esses limites servem como guia para o
estudo do comportamento de sementes frente a dessecacao. Visto que o conteudo
de agua critico das sementes de O. porosa encontra-se entre 0,43 e 0,52
gH-0O/gMS, muito acima do determinado para sementes intolerantes a dessecacéao,

pode-se considerar isso como um forte indicio da recalcitrancia da espécie.

Houve um baixo numero de sementes germinadas nos testes de 0,59 e 0,43
gH.O/gMS (Figura 5), fazendo com que o numero amostral de plantulas fosse

reduzido, ndo apresentando tanta confiabilidade quanto no teste de 0,52 gH.O/gMS
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(Figura 6). Apesar disso, pode-se observar algumas tendéncias quanto ao

desenvolvimento de plantulas nesses testes.

As sementes mais dessecadas (0,43 gH.O/gMS) desenvolveram plantulas
com comprimento de raiz médio muito mais elevado quando comparadas aos outros
tratamentos com maior agua inicial. Esta tendéncia pode ser explicada como uma
forma da plantula de compensar o dano celular maior sofrido pela dessecacéo,
desenvolvendo raizes mais alongadas para aumentar a absor¢do de agua e

nutrientes.

A unica plantula a desenvolver parte aérea (2,4 cm) foi germinada de uma
semente com conteudo de agua preservado (0,59 gH.O/gMS), o que pode ter sido
possivel pela auséncia de dano celular provocado por perda de agua. Porém esta
plantula também se destacou das demais sementes do tratamento por apresentar

uma raiz de 2,1 cm, o que elevou a média destas para 0,95 cm.

Considerando estas tendéncias, € possivel sugerir que o dano celular
provocado por perda de agua seja um empecilno para o desenvolvimento mais
uniforme da plantula. Em um experimento com embrides somaticos de coniferas,
Hazubska-Przybyt e colaboradores (2014) encontraram que embrides dessecados
apresentaram um desenvolvimento radicular acentuado quando comparados ao
controle, corroborando com os dados obtidos com O. porosa. Por outro lado, os
autores nao observaram alteracbes significativas no desenvolvimento da parte

aérea.

A auséncia de desenvolvimento de parte aérea nas plantulas obtidas
também pode estar associada as condigdes do teste de germinagdo a que estas
estavam submetidas. O teste de germinagcdo em papel germitest ndo apresentava
nutrientes fundamentais para o desenvolvimento das plantulas e o tempo de teste
pode nao ter sido suficiente para esse desenvolvimento, ja que o seu objetivo era de

analisar a fase de germinacgéao.

A alta sobrevivéncia dos tecidos das sementes armazenadas em geladeira
(Figura 7) vai de acordo com o esperado de uma espécie com dorméncia em suas
sementes (REHMANI et al., 2022), ja que em seu ambiente natural essas sementes

teriam de aguardar, expostas ao ambiente externo, até que sua dorméncia fosse
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superada. Aparentemente, o tegumento da semente de O. porosa quando
permanece hidratado tem a capacidade de prevenir a perda de agua da semente e
contribuir para a manutengdo da sobrevivéncia dos tecidos. No entanto, este
trabalho ndo abordou a possivel presenca de dorméncia fisiologica na espécie, e

isto pode ser futuramente investigado.

Considerando o papel fundamental da agua na germinagédo, para que uma
semente suporte o armazenamento e a fase de dorméncia, ela precisa ou tolerar a
perda temporaria do seu conteudo de agua, ou desenvolver estratégias para impedir
essa perda. Dessa forma, considerando a sensibilidade a dessecacéao ja discutida
para essa espécie, esta deve apresentar uma estratégia que permita a manutengao
do seu conteudo de agua e, portanto, de sua viabilidade, como foi observado na
figura 7. E ai que entra outra funcdo de seu tegumento. Conforme comentado por
Dias e Freire (2017), o tegumento das sementes de O. porosa confere

impermeabilidade, o que minimiza a perda de agua para o meio externo.

Essa impermeabilidade, porém, apenas retarda o processo de dessecacao,
permitindo o armazenamento da semente por algum tempo em geladeira, mas nao

um armazenamento a longo prazo em bancos de germoplasma.

A partir do perfil de PAs obtido (Figura 8) percebe-se um destaque na
concentragcao de Spd, seguido por Spm. Em oposigcédo a Put, estas duas poliaminas
sao encontradas em maior quantidade em estagios de maturagdo mais avangados
(CAO et al., 2010; GEMPERLOVA et al., 2009; DO NASCIMENTO et al., 2021).
Todas PAs levantadas proporcionam protecdo contra estressores, bidticos ou
abioticos (JANCEWICZ; GIBBS; MASSON, 2016; KIELKOWSKA; ADAMUS, 2021),
sendo altos niveis de Put, Spd e Spm relacionados a resisténcia a condigdes de
seca de acordo com uma pesquisa feita com cultivares de arroz resistentes a seca
(YANG et al., 2007). Dessa forma, a baixa concentracdo de PAs encontradas (com
excecdo da Spd) reflete a sensibilidade ao estresse hidrico esperada de uma
semente recalcitrante. Existe, porém, uma associagao entre alta concentragao de
Spd e elevada qualidade fisiolégica de sementes (CAO et al., 2010), o que pode ser
uma explicagdo para o nivel de Spd observado, ja que sementes intolerantes a

dessecacao precisam manter uma qualidade alta que possibilite rapida germinacéo.
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Altos conteudos de Spd também foram observados em células de sementes
de Araucaria angustifolia, nestas células a adicdo de PAs promoveu o aumento
endégeno do conteudo de ABA (STEINER et al., 2007), e este por sua vez esta
relacionado a inibigdo de germinacdo, mas também a resisténcia a estresse hidrico
(ALI et al., 2022). Poliaminas também tém sido associadas ao papel de moléculas
antioxidantes (LANDO et al., 2019). Assim, o conteudo de Spd observado em
sementes de O. porosa, altamente sensiveis a perda de agua, pode estar associado

a diversos fatores.
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6 CONCLUSAO

A dorméncia fisica da semente de O. porosa pode estar associada a
resisténcia de seu tegumento, e para supera-la esse tegumento precisa passar por
uma perda de agua, que o torna mais quebradico, conferindo menor resisténcia para

absorgao de agua e a protrusao da radicula.

O limite de dessecagao, ou seja, o conteudo de agua critico tolerado das
sementes de O. porosa esta entre 0,43 e 0,52 gH.O/gMS, muito acima do minimo de
0,2 gH:0O/gMS estabelecido por Walters (2015) para sementes recalcitrantes. Isso

demonstra uma alta sensibilidade a dessecacao.

Refletindo essa sensibilidade, sementes que passaram por uma perda de
agua mais intensa deram origem a plantulas com raizes mais alongadas que

aumentem a absorcao de agua e nutrientes.

A estrutura fisica dos frutos de O. porosa apresenta duas estratégias que
minimizam a perda de agua da semente para o meio externo. A principal é seu
tegumento resistente e impermeavel, e mais externamente, a polpa carnosa de seu
fruto possivelmente apresenta conteudo de agua elevado que reduz a diferenca de

potencial hidrico entre o interior e exterior do tegumento.

A impermeabilidade de seu tegumento permite o armazenamento da
semente em geladeira por alguns meses, mas nao a longo prazo. Para sua
conservagao ex situ em bancos de germoplasma fazem-se necessarios testes de
criopreservagao com eixos embrionarios da espécie, uma vez que sua semente tem

sua criopreservacao dificultada em consequéncia de sua dessecacgao lenta.

A caracteristica recalcitrante de suas sementes torna inviavel para a espécie
a conservagao ex situ em bancos de sementes convencionais. Ainda, devido a
recalcitrancia é muito provavel que bancos de sementes no solo ndo sejam
persistentes, pois nao toleram dessecacao. Isso coloca a espécie em posi¢ao ainda
mais vulneravel as pressdes das mudancgas climaticas sobre seu ecossistema.
Dessa forma, considerando todo este contexto fisioldgico, a constatacao de risco de
extingdo de uma espécie com sementes altamente sensiveis a dessecagdo como a

O. porosa deve soar como um alerta de urgéncia para que medidas de conservagao
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sejam tomadas. Além da conservagéo in situ que € a mais efetiva, para bancos de
sementes este estudo indica que estas sementes deverdo ser tratadas como
excepcionais e o0 uso de criobiotecnologias deve ser considerado conforme

apontado por Steiner et al., 2020.
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