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RESUMO

As Serras de Carajas abrigam elevado numero de espécies endémicas. Dentre elas,
duas pertencentes ao género Isoetes L. (Isoetes serracarajenis e Isoetes cangae)
foram recentemente descritas. Considerada uma espécie vulneravel, populacdes de
I. serracarajensis podem ser encontradas em lagos temporarios da Serra Norte e
Serra Sul. Porém, I. cangae foi descrita com uma unica populagao ocorrendo apenas
em um lago permanente, conhecido popularmente como lago do Amendoim e
localizado no corpo de canga da Serra Sul, préximo a frente de lavra do Projeto de
Ferro S11D. Recentemente, esta espécie foi listada como criticamente ameacada
segundo os critérios da IUCN. Ambas as espécies sao objetos de estudo por
requererem agoes de conservagao. Portanto, o presente trabalho, organizado sob a
forma de dois Relatorios Técnicos, objetivou examinar as formas de reprodugéao de
ambas as espécies e avaliar o crescimento de /. cangae em substratos oriundos dos
lagos dos campos ruprestres de Carajas. Para tal, plantas de [. serracarajensis e |I.
cangae foram coletadas das areas de ocorréncia e cultivados no ITV DS. Esporéangios
foram coletados da base foliar de cada espécie, esterilizados e posteriormente
micrésporos e megasporos foram inoculados em agua destilada. Foi observado que /.
cangae se reproduz de forma sexuada (fecundacdo), ainda que n&o tenha sido
evidenciada diferenca significativa entre autofecundacgao e fecundagéo cruzada. Além
disso, foi observada uma taxa de apenas 2% de megasporos de /. cangae que se
reproduziram via apogamia. Enquanto isso, a reprodugéao de /. serracarajensis ocorreu
através da producgao de perfilhos que apresentaram alta taxa de sobrevivéncia quando
cultivados separados da planta mae. As diferentes estratégias de propagacéo podem
advir de adaptacdes aos habitats de ambas as espécies. Para avaliar o crescimento
de I. cangae em diferentes substratos, esporofitos foram cultivados por nove meses
em sedimentos provenientes dos lagos de Carajas (TI3 e N6), bem como substrato
organico comercial (Jiffy-7®). Todas as plantas cresceram e completaram o ciclo
reprodutivo, marcado pelo desenvolvimento de esporangios na base das folhas mais
externas. Segundo analises de fluorescéncia da clorofila ‘a’, todas as plantas de /.
cangae apresentaram valores que apontam para boa eficiéncia quantica, sem sinais
de estresses. Valores mais altos foram observados para estas plantas cultivadas nos
substratos oriundos dos lagos de Carajas. No entanto, os melhores resultados de
crescimento e producdo de estruturas reprodutivas foram obtidos em plantas
cultivadas no substrato do lago temporario de N6. Estes resultados reforcam o
potencial de I. cangae poder se adaptar a outros ambientes além do lago Amendoim.
No entanto, como este estudo foi realizado com plantas submersas, ensaios de
tolerancia a redugdo do nivel de agua sao ainda necessarios.

Palavras-chave: FLONA de Carajas. Canga. Licofitas da Amazonia.



ABSTRACT

The Carajas Mountains are home to a high number of endemic species. Among them,
two belonging to the genus Isoetes L. (Isoetes serracarajenis and Isoetes cangae)
were recently described. Considered a vulnerable species, populations of .
serracarajensis can be found in temporary lakes in Serra Norte and Serra Sul.
However, |. cangae was described with a single population occurring only in a
permanent lake, popularly known as Amendoim lake and located in the sarong body
from Serra Sul, near the mining front of the S11D Iron Project. This species has
recently been listed as critically endangered according to IUCN criteria. Both species
are objects of study for requiring conservation actions. Therefore, the present work,
organized in the form of two Technical Reports, aimed to examine the forms of
reproduction of both species and to evaluate the growth of /. cangae in substrates from
the lakes of the Carajas rock fields. For that, plants of /. serracarajensis and I. cangae
were collected from the areas of occurrence and cultivated in the ITV DS. Sporangia
were collected from the leaf base of each species, sterilized and subsequently
microspores and megaspores were inoculated in distilled water. It was observed that
. cangae reproduces sexually (fertilization), although there was no significant
difference between self-fertilization and cross-fertilization. In addition, a rate of only 2%
of I. cangae megaspores that reproduced via apogamy was observed. Meanwhile, the
reproduction of . serracarajensis occurred through the production of tillers that showed
a high survival rate when cultivated separately from the mother plant. The different
propagation strategies can come from adaptations to the habitats of both species. To
evaluate the growth of /. cangae in different substrates, sporophytes were cultivated
for nine months in sediments from the lakes of Carajas (TI13 and NG6), as well as
commercial organic substrate (Jiffy-7®). All plants grew and completed the
reproductive cycle, marked by the development of sporangia at the base of the
outermost leaves. According to fluorescence analyzes of chlorophyll 'a', all plants of /.
cangae showed values that point to good quantum efficiency, with no signs of stress.
Higher values were observed for these plants grown on substrates from the lakes of
Carajas. However, the best results of growth and production of reproductive structures
were obtained in plants grown on the substrate of the temporary N6 lake. These results
reinforce the potential of I. cangae to be able to adapt to environments other than Lake
Peanut. However, as this study was carried out with submerged plants, tolerance tests
to reduce the water level are still necessary.

Keywords: Carajas FLONA. Canga. Lycophytes from the Amazon.
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1 INTRODUGAO

Duas espécies do género Isoetes L. foram descritas como endémicas das
Serras de Carajas: Isoete serracarajensis J.B.S. Pereira, Salino & Stutzel e Isoetes
cangae J.B.S. Pereira, Salino & Stutzel. Isoetes serracarajensis pode ser encontrada
em lagos e lagoas sazonais, ambientes terrestres com solos umidos ou alagados nas
Serras de Carajas (Serras Sul, Serra Norte, Serra do Tarzan e Serra da Bocaina)
(PEREIRA; ARRUDA; SALINO, 2017). Porém, apenas uma unica populagao,
totalmente submersa de I. cangae foi encontrada no lago Amendoim localizado na
Serra Sul (PEREIRA et al., 2016). Devido as alteragdes que tém ocorrido no ciclo
hidroclimatico da bacia hidrografica do rio Itacaiunas (na qual esta inserida as Serras
de Carajas) por conversao da floresta em pastagens (SOUZA-FILHO et al., 2016) e a
expansao de atividades de mineragao na regidao podem levar a deterioragdo da
qualidade dos habitats destas espécies (PEREIRA et al., 2016), sendo importante o
desenvolvimento de estratégias para conservagao. Além disso, atualmente /. cangae
encontra-se listada como criticamente ameacada (LANSDOWN, 2019), fato este que
proporciona maior atencéo para pesquisas que possam contribuir com iniciativas de
conservagao da espécie. Estudos que envolvem o crescimento e a biologia
reprodutiva de espécies de /soetes L., por exemplo, sdo importantes por fornecerem
informagdes sobre a propagacao e subsidiar estratégias de conservagao ex situ
(CALDEIRA, 2019; OH et al., 2013, ABELI et al., 2017).

A adaptacdo a novos ambientes pode ser uma alternativa para ampliar a
ocorréncia de . cangae e reduzir o risco de perda da espécie. A reproducado de
espécies de Isoetes L. pode ocorrer via sexuada, apogamia e reprodugcado assexuada
ou vegetativa, e estudos iniciais apontaram que /. cangae consegue se propagar por
via sexuada, apesar de que este fato ainda nao foi descrito para /. serracarajensis (OH
et al., 2013; KARRFALT, 1999; TAYLOR; LUEBKE, 1986; CALDEIRA et al., 2019).
Estes resultados iniciais sdo importantes, pois o conhecimento sobre as formas de
reproducao € de grande relevancia para estudos de propagacgao, consequentemente
estratégias de conservagcdo, uma vez que contribuem para a manutencado da
diversidade genética das espécies.

Estudos de propagacgéo e desenvolvimento de espécies do género /soetes L,
tém sido realizados, a exemplo de pesquisas que envolvem /. cangae, desenvolvidos

no Instituto Tecnolégico Vale Desenvolvimento Sustentavel — ITV DS, como o
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desenvolvimento de protocolos de propagagao e cultivo de . cangae em condi¢cdes
controladas (CALDEIRA et al., 2019) e a caracterizagdao morfolégica, fisiolégica e
genética da espécie (NUNES et al., 2018). Além disso, foram realizados estudos de
caracterizagado geoquimica e limnoldgica dos sedimentos dos lagos das cangas das
Serras de Carajas (SAHOO et al., 2017; SAHOO et al., 2016), fornecendo informacgdes
importantes sobre a similaridade entre os lagos e possivel viabilidade de colonizagao
por Isoetes L.

Portanto, esse estudo busca gerar informagcbes que possam subsidiar
estratégias para a conservagao das espécies de /soetes L. que ocorrem em Carajas.
Dessa maneira, os objetivos sdo: i) determinar as formas de propagacéo das duas
espécies endémicas das Serras de Carajas (. cangae e I. serracarajensis) e ii) avaliar
o crescimento e desenvolvimento de /. cangae em substratos provenientes de lagos
das cangas das Serras de Carajas. Os resultados estdo apresentados em dois
Relatorios Técnicos (RT) que compdem essa dissertagdo, conforme disposto no
Regulamento Interno do Programa de Pdés-Graduagédo em Uso Sustentavel de
Recursos Naturais em Regides Tropicais do ITV DS. O primeiro RT foi intitulado de
“Estratégias de Reproducédo de duas espécies de /soetes endémicas dos campos
rupestres da Amazdnia Oriental” e o segundo intitulado de “Crescimento de /soetes
cangae em substratos oriundos de Lagos de Carajas”, ambos disponiveis nos

Apéndices.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 FLORESTA NACIONAL DE CARAJAS

O Brasil possui a maior cobertura de florestas tropicais do mundo concentrada
na regiao amazoénica. Por sua extenséo territorial, variedade geogréfica e climatica,
abriga uma enorme diversidade bioldgica, tornando o principal pais entre os
detentores de megadiversidade bioldgica, possuindo de 15 a 20% dos 1,5 milhdo de
espécies descritas do planeta (SILVA, 2018). Localizada no sudeste do Para, na
Amazoénia, a Floresta Nacional de Carajas (FLONA de Carajas) (Figura 1), € uma
importante unidade de conservacdo federal brasileira que foi criada em 1988
abrangendo parte dos municipios de Parauapebas, Canaa dos Carajas e Agua Azul
do Norte. A regido da FLONA de Carajas € reconhecida por conter espécies animais
e vegetais raras e/ou restritas a regiao (CAMPOS; CASTILHO, 2012). O conhecimento
da flora presente nessa regido, de forma sistematizada por especialistas, contribui
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para o preenchimento de lacunas do conhecimento botanico, além de ser fundamental
para subsidiar estudos em diversas abordagens, seja de espécies ameagadas, raras,
endémicas, seja para a utilizacdo de espécies nativas em recuperagdo de areas
degradadas ou mesmo para determinagao de areas de conservagao (ICMBIO, 2017).

Com area de 411.949 ha, a FLONA de Carajas possibilitou o estreitamento da
relacdo entre produgdo mineral e protegdo ambiental (MARTINS et al., 2012). As
Serras de Carajas, quase todas inseridas na FLONA de Carajas, tém uma paisagem
de terras predominantemente baixas e juntamente com outras areas protegidas
compde o chamado “Mosaico de Carajas” com 1.207.000 hectares. As elevagdes das
Serras de Carajas, evidenciam-se descontinuamente na diregdo Leste-Oeste a uma
altitude de 700 m, e os dois grandes conjuntos onde localizam-se as principais jazidas
de minério de ferro no interior da FLONA de Carajas sdo conhecidos como Serra Norte
e Serra Sul (Figura 1) (PILO; AULER, 2015). Em termos de cobertura vegetal, mais
de 95% da FLONA de Carajas é coberta por florestas, sejam ombrofilas ou
estacionais, enquanto que dos 5% restantes, cerca de metade é formada por
vegetacado herbacea ou arbustiva que ocorre sobre a canga em areas isoladas nas
partes mais altas dos trechos Norte e Sul, representando uma peculiaridade da regiao
(CAMPQOS; CASTILHO, 2012).

Na FLONA de Carajas, encontram-se os campos rupestres ferruginosos (ou
cangas) que apresentam altas temperaturas, radiagdo, estagdo seca bem definida e
elevados teores de metais nos solos. As cangas (Figura 1), sdo areas montanhosas
antigas da Amazonia, com origem no pre-Cretaceo, quando eventos supergénicos do
Sul do Para deram origem as expressivas coberturas lateriticas da regidao (AB'SABER,
1986; VIANA et al., 2016). Atualmente, os blocos de cangas s&o como ilhas de
vegetacao, isoladas por uma matriz florestal e sobre substrato peculiar onde o
isolamento geografico pode ter promovido processos de especiagdo e,
consequentemente, endemismo (MOTA et al., 2018). As cangas de Carajas, abrigam
um rico mosaico de fitofisionomias que incluem vegetagédo rupicola, associada a
rochas expostas; campos graminosos e savanas que ocorrem onde o substrato
rochoso esta mais fragmentado; vegetacao higroéfila, associada a riachos e lagoas
perenes ou sazonais; e os capdes de floresta decidua ou semi-decidua associados a
areas com maior acumulo de matéria organica sobre o substrato ferruginoso (VIANA

et al., 2016). Essas formagdes representam cerca de 5% da area da FLONA de
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Carajas e estao diretamente associadas as jazidas de ferro da regido (STCP, 2016).
As condi¢gbes ambientais presentes nas cangas, normalmente estressantes para a
grande maioria das espécies, requer adaptagdes especificas, levando a existéncia de
elevado grau de endemismos (SKIRYCZ et al. 2014).

Figura 1 — Limitacao da Floresta Nacional de Carajas (em cinza), com destaque para as

Serras Norte e Sul. Em verde destaca-se o Parque Nacional dos Campos Ferruginosos,

com integracao da Serra do Tarzan e Serra da Bocaina; em preto destacam-se as areas
remanescentes de canga e em vermelho as areas suprimidas de canga.

; .y
¢ ‘ & 4
\ Serra Norte - N < )

N1 N2 N3 N4

5°54°

SerraSul-S

6°30°

50°42* 5024’ _ 50°6’ » 49°48’
Fonte: Mota et al., 2018.

2.1.1 Lagos perenes e temporarios

Na paisagem dos platés das serras ferruginosas, destacam-se os lagos
perenes e temporarios que s&o alimentados, principalmente, pelas aguas do
escoamento superficial da agua das chuvas. Os sedimentos e detritos trazidos pelo
escoamento superficial impermeabilizam as depressdes que sdo formadas pelo
abatimento das concregdes lateriticas (LOPES, 2008; MOTA et al., 2015). Os lagos
permanentes funcionam como ambientes de recarga para o sistema aquifero regional
e nascentes (CAMPOS; CASTILHO, 2012). Enquanto isso os lagos temporarios, com

menor extensao e profundidade, abrigam muitas espécies raras e também devem ter
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importancia destacada nas estratégias de conservagao (LOPES, 2008). Além disso,
esses ambientes atuam como importantes fontes de agua para a fauna da floresta
circundante e permitem o estabelecimento de espécies da flora com diferentes niveis
de exigéncias hidricas (LOPES, 2008; MOTA et al., 2015).

Dentre os lagos permanentes tém-se o complexo de lagos Trés Irmés (TI1, T12
e T13) (Figura 2C) no corpo de canga S11A e o lago Amendoim (Figura 2D) no corpo
de canga S11D, ambos situados na Serra Sul. O lago TI1 encontra-se a uma altitude
média de 706 m com profundidade média de 2,11 m, sendo classificado como muito
raso, além de conter area superficial de 0,075 km?; o lago TI2 esta a uma altitude de
698 m com uma profundidade média de 1,2 m, classificado como muito raso possui
area superficial de 0,116 km?, e o lago TI3 situado a uma altitude de 695,3 m,
profundidade média de 7,02 m caracterizado como o mais profundo, também é
classificado como raso, além de ter uma area superficial de 0,252 km? (SAHOO et. al.
2017). Este lago é o que apresenta maior similaridade com o lago Amendoim.

Em relagdo aos parametros de qualidade da agua, como pH, concentragéo de
oxigénio dissolvido (OD), turbidez (NTU), teor de sélidos dissolvidos (TSD), teor de
carbono organico total (TOC), bem como concentragado de Ferro total (Fet) e Ferro
dissolvido (Fed), tanto o lago Amendoim quanto TI3 apresentam caracteristicas
semelhantes (SAHOO et al., 2017). Além disso, na estagcdo chuvosa as médias de pH
e temperatura no lago TI3 é de 4,99 e 27,55°C, respectivamente, enquanto que no
lago do Amendoim esses valores chegam a pH 5,27 e temperatura de 27,82°C. Na
estacédo seca essas médias de pH e temperatura no lago TI3 s&o de 4,83 e 26,7°C
enquanto que no lago Amendoim é de 5,12 e 27,67°C, respectivamente. A turbidez
média é de 1,94 em TI3 e 1,37 no lago Amendoim no periodo chuvoso, enquanto que
no periodo seco a média é de 3,41 para TI3 e 0,94 para o Amendoim, sendo estes
valores indicativos de baixa turbidez (SAHOO et. al., 2017). Os sedimentos de ambos
os lagos sdo enriquecidos com Fe203 P20s5 e Se. No lago Amendoim sugere-se que
o sedimento seja proveniente de fontes organica advindas de palmeiras e macrdfitas
submersas, enquanto TI3 além de ter fontes organicas associadas a macrdfitas,
sugere-se que essas fontes possam estar associadas também a plantas terrestres e
algas (SAHOO et al., 2016; SAHOO et al., 2017; SAHOO et al., 2019).

Em um dos lagos temporarios da Serra de Carajas foi encontrada uma

populacao de I. serracarajensis com caracteristicas vegetativas diferentes das demais
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populagdes. Situado no corpo de canga N6 (Serra Norte) (Figura 2B), o lago abriga
plantas de I. serracarajensis com folhas mais longas e que produzem uma maior

quantidade de estruturas reprodutivas (NUNES et al., 2018).

Figura 2 — A) Limitagao da Floresta Nacional de Carajas, com destaque para o B) lago N6
presente na Serra Norte, o C) complexo de lagos Trés Irmas (Serra Sul, S11A), e D) lago
Amendoim (Serra Sul, S11B) na Serra Sul.

Fonte: Pereira et al., 2016 (Adaptado); Google Earth.

2.20 GENERO ISOETES

Estima-se que o género Isoetes L. contenha até 350 espécies distribuidas e
aproximadamente 250 ja estdo descritas. Além de ser o unico género pertencente a
familia /Isoetaceae, esta € também a unica da ordem /soetales (PPG 1, 2016; HICKEY;
MACLUF; TAYLOR, 2003). Isoetes L. € o unico representante remanescente das
licopsidias rizomorficas, antigo grupo monofilético dominante no periodo carbonifero,
com posig¢ao singular para compreender a evolugéao das plantas (HETHERINGTON,;
BERRY; DOLAN, 2016). As espécies deste género podem ocorrer em lagos, lagoas,
cérregos, estuarios, pantanos, solos terrestres ou parcialmente inundados,
perpassando assim por habitats totalmente submersos, semi-aquaticos e terrestres
distribuidos amplamente por quase todos os continentes (TAYLOR; HICKEY, 1992;
TROIA et al., 2016).

Muitas espécies de Isoetes L. sdo descritas como raras e ameacadas de

extingdo, sendo altamente suscetiveis a perturbagcdes em seus habitats, e sua maioria
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possui faixas geograficas restritas, uma tendéncia que suscitou preocupagao entre os
conservacionistas (KIM et al., 2008). A maioria dessas plantas conseguiram se
adaptar a ambientes oligotréficos sendo capazes de prosperar com baixa
disponibilidade de N, P e C, permitindo que vivam onde a maioria de outras espécies
sao incapazes de sobreviver, condi¢gdes estas que normalmente levam ao crescimento
mais lento (SMOLDERS; LUCASSEN; ROELOFS, 2002).

Estudos demonstram a necessidade de conservacido de espécies de /soetes
L., uma vez que, a degradacao dos seus habitats tém sido a principal ameacga as suas
populagdes, as quais tém sofrido significativas reducdes (ARTS et al., 1990; VRBA et
al., 2003; LEE et al., 2005; LIU et al., 2005; KIM; NA; CHOI, 2008; BARNI et al., 2010;
PEREIRA et al., 2016; CALDEIRA et al., 2019). A germinacé&o de /soetes lacustris, por
exemplo, sofreu alteragdo em consequéncia da mudanca de temperatura, com
prolongagdo do tempo para germinacéo (CTVRTLIKOVA et al., 2014). A acidificacdo
severa ocorrida no lago Plesné (Republica Tcheca) devido a poluigédo industrial do ar
por um periodo de aproximadamente 30 anos no Norte e Oeste da Europa, afetou
fortemente o crescimento e a dindmica populacional de Isoetes echinospora Durieu.
O alto teor de aluminio e a forte acidez foram as principais causas de danos a estas
plantas (CTVRTLIKOVA et al., 2009). Na China e Taiwan, quatro espécies
apresentam alto risco de extingcéo, Isoetes hypsophila, Isoetes yunguiensis, Isoetes
sinensis e Isoetes taiwanensis, tendo atualmente suas populagbes ameagadas como
consequéncia de disturbios causados por atividades humanas, como excesso de
pastagem e construgdo de estradas, encolhimento dos corpos d’agua, turismo,
piscicultura e agricultura nessas regides. Estas atividades levaram a redug&o e/ou
perda de habitat, poluicdo e eutrofizacdo da agua aumentando os valores de pH,
diéxido de carbono dissolvido e nitratos nas areas de ocorréncia dessas espécies (LIU
et al., 2005).

Considerada centro de diversidade taxonémica do género, a América do Sul,
(HICKEY; MACLUF; TAYLOR, 2003), o pais com destaque para 26 taxons descritos
€ o Brasil (TROIA et al., 2016). Recentemente, foram descritas duas novas espécies
de Isoetes L. com ocorréncia restrita as cangas das Serras de Carajas, no sudeste do
Para, Amazénia Oriental. Isoetes serracarajensis € uma espécie aquatica submersa
que cresce em lagos e lagoas sazonais ou em ambientes terrestres com solos umidos
(PEREIRA; ARRUDA; SALINO, 2017), sendo encontrada em diferentes corpos de
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canga da Serra Norte, Serra Sul, Serra do Tarzan e Serra da Bocaina (PEREIRA et
al, 2016). Por outro lado, uma unica populagdo da espécie I. cangae foi detectada
totalmente submersa em um lago permanente e (ultra) oligotréfico, lago Amendoim,
(PEREIRA et al., 2016). Esta espécie se encontra a cerca de 700 m acima do nivel do
mar, no corpo de canga da Serra Sul de Carajas (S11D) (SAHOO et al., 2016), area
que também abriga a mina do Projeto Ferro Carajas S11D. Tendo em vista as
alteragdes que vém ocorrendo no ciclo hidroclimatico da bacia hidrografica do rio
Itacaiunas (na qual esta inserida as Serras de Carajas) pela conversao da floresta em
pastagens (SOUZA-FILHO et al., 2016), além da expansdo de atividades de
mineragao na regido, pode-se levar a deterioragcado da qualidade dos habitats destas
espécies (PEREIRA et al., 2016) exigindo o desenvolvimento de estratégias para
conservagao, sobretudo, que [. cangae, atualmente encontra-se listada como
criticamente ameacada (LANSDOWN, 2019).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL PARA REPRODUGAO E PROPAGAGAOQ DE ISOETES L.
ENDEMICAS DE CARAJAS

Plantas de I. serracarajensis e I. cangae foram coletadas em seus locais de
ocorréncia, lagos sazonais e perenes, respectivamente, nas cangas das Serras de
Carajas. Além disso, amostras de sedimentos dos lagos foram coletadas para analise
fisica e quimica. O material foi levado para o Laboratério de Cultivo de Plantas do ITV
DS em Belém/Pa. Estas foram cultivadas em ambiente controlado até que atingissem
a fase adulta quando iniciou a coleta de material reprodutivo. Para obtencao dessas
estruturas foi adotada a metodologia proposta por Caldeira et al. (2019). Utilizando
uma pinga, removeu-se 0s esporangios localizados na base das folhas mais externas
de plantas adultas. Estes foram tratados com solugéo de etanol a 70% durante 1 min,
sendo posteriormente lavados com agua destilada e esterilizados por 3 min com
solugao de NaClO a 1% contendo Tween-20 a 0,01% e em seguida lavados com agua
destilada estéril. Apos este procedimento, os esporangios foram rompidos e mantidos
em agua destilada. Micrésporos e megasporos foram inoculados em agua destilada e
o material foi transferido para uma camara de crescimento (Fitotron SGC 120, Weiss
Technik, UK®) com fotoperiodo de 12:12h, e temperatura de 28:22°C para o ritmo
dia:noite e densidade fotossintética do fluxo de fotons igual a 40 umol m2s™.

Periodicamente, foi realizada a contagem e remogéao de esporos germinados do meio.
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Além disso, para verificar a propagagao via assexuada, esporofitos de ambas as

plantas foram cultivados por 12 meses em condi¢des controladas.

3.2 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE ISOETES CANGAE

Para compor o segundo estudo referente a avaliagdo do crescimento de /.
cangae em diferentes substratos, os materiais para propagacao foram obtidos de
plantas adultas de /. cangae coletadas no lago Amendoim. Para regeneragao de
esporofitos foi realizada a fertilizagao in vitro, conforme descrito por Caldeira et al.
(2019). Esporofitos com aproximadamente 1 cm foram transferidos para recipientes
com volume de 2 dm?, contendo 200 mL de cada um dos trés substratos a serem
avaliados: i) TI3, proveniente do lago permanente pertencente ao complexo de lagos
Trés Irmas (Serra Sul de Carajas); ii) N6, proveniente do lago temporario do corpo de
canga N6 (Serra Norte) e; iii) substrato organico comercial utilizado Jiffy-7®, como
tratamento controle. As plantas foram transferidas para camara de cultivo de plantas
com as mesmas condicdes ambientais usadas durante a fertilizagao in vitro, para
avaliagao por um periodo de nove meses. Foram avaliados: i) o numero de folhas
produzidas por planta; ii) numero de estruturas reprodutivas; iii) area foliar e radicular;
iv) razdo area raiz: folhas; e v) fluorescéncia da clorofila.

Os procedimentos encontram-se melhor descritos nos Apéndices sob forma de

Relatoérios Técnicos.

4 RESULTADOS

O acompanhamento no crescimento das duas espécies de Isoetes L. mostrou
diferentes estratégias de reprodugao dessas espécies estudadas. Enquanto /. cangae
apresentou maior quantidade de espordfitos produzidos por via sexuada, sem
diferencas significativas entre os tratamentos de autofecundagcdo e fecundacgéo
cruzada, . serracarajensis nao produziu esporofitos por via sexuada, mas via
propagacao vegetativa.

Devido a classificagdo de /. cangae como espécie criticamente ameaca,
estudos de cultivo foram preferencialmente executados para esta espécie. Com
objetivo de avaliar o potencial de crescimento em outros ambientes, ensaios em
condi¢des controladas mostram que plantas desta espécie conseguiram se adaptar
em todos os substratos estudados. No entanto, os melhores resultados foram
observados em plantas cultivadas nos sedimentos do lago N6, em que o numero de

18



folhas, producdo de esporangios, area foliar e radicular foram superiores aos
encontrados em plantas cultivadas em substrato Jiffy-7® e TI3. Ainda que as plantas
cultivadas no tratamento N6 tenham desenvolvido maior area radicular, a relagao
razao area de raizes: folhas foi muito inferior, evidenciando que a maior alocacao de
carbono ocorre quando as plantas encontram-se em ambiente favoravel,
possibilitando o crescimento e produg¢do. Quanto a avaliagédo da fluorescéncia, foi
observado que as plantas cultivadas nos sedimentos dos lagos de Carajas
apresentaram menor inibicdo ou dano no processo de transferéncia de elétrons do
fotossistema Il (PSIl). O rendimento quantico dessas plantas sugere baixo nivel de
estresse ao ambiente a que estdo submetidas, indicativo de boa capacidade de
assimilagao de carbono por essas plantas. Apesar de todas terem se adaptado bem
e estarem saudaveis, as cultivadas nos sedimentos dos lagos N6 e TI3 merecem
destaque por terem apresentando melhores resultados, sugerindo maior capacidade
para atividade fotossintética.

5 CONCLUSAO

As espécies I. cangae e |. serracarajensis possuem diferentes formas de
propagacao. A primeira utiliza-se de fecundagao por via sexuada, enquanto que /.
serracarajensis foi observada a propagacao vegetativa, por meio de perfilhos. Além
disso, ambas as espécies apresentaram elevada taxa de esporéfitos apds serem
fixados em substratos e mantidos em condigdes controladas.

Foi observado que, uma vez submersa, I. cangae possui grande capacidade
de adaptacgéao a diferentes ambientes, além de conseguir completar seu ciclo a espécie
respondeu bem as condi¢cdes submetidas.

Todos os resultados encontram-se melhor descritos nos Apéndices A e B, sob

a forma de Relatérios Técnicos.
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RESUMO EXECUTIVO

Duas espécies do género Isoetes L. foram recentemente descritas como endémicas
de Carajas. I. serracarajensis pode ser encontrada em lagos temporarios, com
populagdes nas Serras Norte e Sul, é considerada espécie vulneravel; enquanto /.
cangae possui uma unica populagao submersa no lago Amendoim do corpo de canga
S11D (Serra Sul) é descrita como criticamente ameagada. Ambas as espécies
apresentam desafios para conservacgao, sobretudo a populagao de /. cangae que esta
localizada préximo a frente de lavra do Projeto Ferro S11D. Estas espécies sao objeto
de estudos do “Projeto Resgate e Translocacéo de Licofitas nos Campos Rupestres
Ferruginosos da Regido Norte do Brasil” desenvolvido por instituigbes parceira como
Vale S.A., ITVDS e UFRJ. Como uma das etapas iniciais do projeto e fundamental
para o sucesso de propagacgao e preservagdo das espécies, este estudo objetivou
examinar as formas de reproducdo das duas espécies. Plantas . cangae e |.
serracarajensis foram coletadas em seus locais de ocorréncia e cultivadas no ITV DS
em Belém/PA. Esporangios das duas espécies foram coletados, esterilizados e os
esporos masculinos (microsporos) e femininos (megasporo) liberados e armazenados
separadamente em agua destilada. Foram examinadas trés formas de reproducéao por
meio de esporos: autofecundagdo (megasporos e micrésporos de mesma planta),
fecundagdo cruzada (esporos de plantas diferentes) e apogamia (somente
megasporos). Além disso, foi avaliada a reprodugdo vegetativa por meio de
perfilhamento de plantas que foram cultivadas em condi¢gdes controladas. Os
resultados sugerem que as duas espécies possuem formas de propagacgao distintas.
Enquanto a reproducao de I. cangae é realizada por via sexuada (fecundagao), em /.
serracarajensis predomina a propagacao vegetativa através da produgéao de perfilhos.
As diferentes estratégias de propagagao podem advir de adaptagdes aos habitats
dessas duas espécies, onde a sazonalidade de lagos temporarios requer que a
especie I. serracarajensis possua ciclos de vida curtos, enquanto /. cangae ocorre em
lago permanente e com pouca sazonalidade de fatores ambientais, sobretudo agua.
A taxa de regeneracgao de espordfitos nesta espécie nao apresentou diferengas entre
autofecundacdo e fecundacdo cruzada, mas foi praticamente nula quando
megasporos foram mantidos isolados de micrésporos. Apenas 2% dos megasporos
em um, dos quatro ensaios realizados, produziram esporéfitos. Por outro lado, uma
maior emissao de perfilhos foram observados em esporofitos de I. serracarajensis, os
quais produziram menor quantidade de esporangios. Uma elevada taxa de
sobrevivéncia de jovens esporofitos foi observada para ambas as espécies apos
serem fixados em substrato e mantidos em condi¢gdes controladas. Estes resultados
sugerem as formas mais efetivas para a propagacéao e producao de esporofitos das
duas espécies de Isoetes endémicas de Carajas. Tais resultados permitem a obtencao
de elevado numero plantas das duas espécies em condicdbes controladas,
contribuindo posteriormente para estudos que objetivam o estabelecimento destas
espécies em novos ambientes, além dos locais de ocorréncia atual, reduzindo os
riscos de perda liquida de espécies.



RESUMO

O género Isoetes L., embora ocorra em praticamente todos os continentes, suas
espécies possuem populagdes com ocorréncia bastante restrita e, portanto, muitas
encontram-se ameacadas de extingdo. Recentemente, duas novas espécies de
Isoetes L. foram descritas com ocorréncia endémica das Serras de Carajas: /.
serracarajensis encontrada em lagos temporarios das Serras Norte e Sul, enquanto /.
cangae como uma unica populacdo submersa no lago Amendoim da Serra Sul,
situado na frente de lavra do Projeto Ferro S11D. . serracarajensis é considerada
como espécie vulneravel e . cangae criticamente ameagada (CR), o que requer o
desenvolvimento de estratégias que permitam conciliar a exploragédo mineral com a
conservacgao, evitando a perda liquida de espécies. Este estudo objetivou examinar
as formas de reproducdo destas espécies e fornecer subsidios para a conservagao
das mesmas. Plantas das duas espécies foram coletadas em seus locais de
ocorréncia e cultivadas no ITV DS em Belém/PA. Esporéngios das duas espécies
foram coletados, esterilizados e os esporos masculinos (microsporos) e femininos
(megasporo) liberados e armazenados separadamente em agua destilada. Foram
examinadas trés formas de reprodugdo por meio de esporos: autofecundacgao
(megasporos e microsporos de mesma planta), fecundagcéo cruzada (esporos de
plantas diferentes) e apogamia (somente megasporos). Além disso, foi avaliada
também a reproducdo vegetativa por meio de perfilhamento de plantas que foram
cultivadas em condi¢des controladas. Os resultados sugerem que as duas espécies
possuem formas de propagacgao distintas. Enquanto a reproducdo de /. cangae é
realizada por via sexuada (fecundag&do), em [ serracarajensis predomina a
propagacéao vegetativa através da producao de perfilhos. As diferentes estratégias de
propagacado podem advir de adaptacdes aos habitats das duas espécies, onde a
sazonalidade de lagos temporarios requer que a espécie . serracarajensis possua
ciclos de vida curtos, enquanto /. cangae ocorre em lago permanente e com pouca
sazonalidade de fatores ambientais, sobretudo agua. A taxa de regeneracédo de
esporofitos nesta espécie ndo apresentou diferengcas entre autofecundacado e
fecundagao cruzada, mas foi praticamente nula quando megasporos foram mantidos
isolados de microsporos. Apenas 2% dos megasporos em um, dos quatro ensaios
realizados, produziram esporofitos. Por outro lado, uma maior emissao de perfilhos
foram observados em esporofitos de I. serracarajensis, os quais produziram uma
menor quantidade de esporangios. Elevada taxa de sobrevivéncia de jovens
esporofitos foi observada para ambas as espécies apos serem fixados em substrato
e mantidos em condi¢cdes controladas. Estes resultados sdo fundamentais para o
desenvolvimento de programas de conservagao destas espécies, elucidando as
etapas iniciais da propagacéo e obteng¢ao de plantas. O ganho de conhecimento da
biologia reprodutiva destas espécies permite aprimorar os meios de preservagao das
mesmas e auxilia para o aprimoramento de técnicas de restauragcao de diversas outras
espécies do género que atualmente estdo em risco de extingao.

Palavras-chave: Propagacao. Plantas aquaticas. Licofitas.



ABSTRACT

The genus Isoetes L., the only remaining representative of rhizomorphic lycopsids, is
of paramount importance to understand the evolution of plant kingdom. Recently, two
new Isoetes species have been described as endemic of Serras de Carajas: |.
serracarajensis found in temporary lakes of Serras Norte and Sul, while I. cangae was
observed as a single population submerged in a lake of the Serra Sul. This study aimed
to examine the reproductive biology (propagation) of these species. Plants of both
species were collected and cultivated at ITV DS in Belém / PA. Sporangia of both
species were collected, sterilized and male (microspores) and female (megaspore)
spores were released and stored separately in distilled water. Three forms of
reproduction of spores were examined from the spores: self-fertilization (mega-spores
and microspores of the same plant), cross-fertilization (spores of different plants) and
apogamy (only mega-spores). In addition, vegetative reproduction (tillering) was also
evaluated from the plants grown under controlled conditions. Our results suggest that
the two Isoetes species have different forms of propagation. While sporelings of /.
cangae coming from fertilization (sexual propagation), in . serracarajensis they come
from vegetative propagation, i.e. by tillering at the base of the plant. The different
propagation strategies may be a consequence of adaptations to the habitats of the two
species, where the seasonality of temporary lakes requires that /. serracarajensis has
short life cycles, whereas . cangae occurs in a permanent lake with reduced
environmental seasonality. The rate of sporophyte regeneration in this species showed
no significant differences between self and cross-fertilization, but it was practically null
when megaspores were kept isolated from microspores (apogamy). Only 2% of the
megaspores in one, out of four tests, produced sporophytes. On the other hand, a
higher emission of tillers was observed in sporophytes of I. serracarajensis, especially
those producing a smaller number of sporangia. A high sporophytes survival was
observed for both species after being fixed in substrate and kept under controlled
conditions. These results are fundamental for the development of conservation
programs for both species, elucidating the initial steps of propagation and, thereby
production of high number of plants. The comprehension of the reproductive biology
of these species improves the possibility of preservation and helps to improve the
restoration techniques of several other isoetids species that are currently threatened.

Keywords: Propagation. Aquatic species. Lycophyte.
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1 INTRODUGAO
As Pteriddfitas se dividem em duas classes: Lycopodiopsida (licéfitas) e

Polypodiopsida (samambaias). A primeira é constituida das ordens Lycoposiales,
Isoetales e Selaginellales, onde Isoetales possui uma unica familia, /Isoetaceae, a qual
apresenta apenas um género, Isoetes L. (PPG |, 2016). Este género € o unico
representante remanescente das licopsideas rizomoérficas, um antigo grupo
monofilético que ocupa uma posigao singular de grande relevancia para compreender
a evolugdo das plantas. Esse grupo foi dominante nos ambientes do periodo
carbonifero, formando assim, alguns dos mais extensos depdsitos fosseis de plantas
de qualquer periodo geoldgico (HETHERINGTON; BERRY; DOLAN, 2016).

O género Isoetes L. possui aproximadamente 250 espécies existentes
descritas (TROIA et al., 2016), mas a estimativa é de que seja representado por até
350 espécies (HICKEY; MACLUF; TAYLOR, 2003). Em sua maioria, sdo plantas que
conseguiram se adaptar a ambientes oligotréficos em que outras espécies nao
conseguem se desenvolver, condigdes estas que levam ao crescimento a taxa lentas
(SMOLDERS; LUCASSEN, ROELOFS, 2002). Isoetes L. sdo encontrados em lagos,
lagoas, coérregos, estuarios, pantanos, solos terrestres ou parcialmente inundados
(TAYLOR, HICKEY, 1992), ou seja, habitats totalmente submersos, semi-aquaticos e
terrestres, distribuidos amplamente por quase todos os continentes (TROIA et al.,
2016). Apesar de sua ampla distribuicdo e uma vasta extensao do seu registro fossil
(TROIA et al., 2016) estas plantas apresentam simplicidades morfoldgicas que
resultam em grandes dificuldades de identificagdo das espécies (TAYLOR; RICKEY,
1992; NUNES et al., 2018).

A América do Sul é considerada o centro de diversidade taxonémica do género
(HICKEY; MACLUF; TAYLOR, 2003) com destaque para o Brasil que contém 26
taxons descritos (TROIA et al., 2016). Recentemente, foram coletadas e descritas
duas novas espécies de Isoefes L. endémicas das Serras de Carajas (Figura 1), na
Amazobnia Oriental: Isoetes serracarajensis J.B.S. Pereira, Salino & Stutzel e Isoetes
cangae J.B.S. Pereira, Salino & Stutzel. /soetes serracarajensis (Figura 2), pode ser
encontrada parcialmente submersa em lagos e lagoas sazonais ou em ambientes
terrestres com solos umidos ou alagados de quatro localidades em Carajas (Serra Sul,
Serra Norte, Serra do Tarzan e Serra da Bocaina) (PEREIRA; ARRUDA; SALINO,
2017). Por outro lado, apenas uma unica populacdo de /. cangae (Figura 2) foi

encontrada totalmente submersa em um lago permanente (ultra) oligotréfico, na Serra
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Sul de Carajas, lago Amendoim (PEREIRA et al., 2016). Segundo os critérios da
International Union for Conservation of Nature (IUCN), [I. serracarajensis é
considerada uma espécie vulneravel (VU), enquanto /. cangae foi recentemente
inserida na lista de espécies criticamente ameagadas (CR) (LANSDOWN, 2019).
Alteracdes no ciclo hidroclimatico da bacia hidrografica do rio Itacaiunas (na qual esta
inserida as Serras de Carajas) por conversao da floresta em pastagens (SOUZA-
FILHO et al., 2016) e a expansao de atividades de minerag&o na regido podem levar
a deterioracédo da qualidade dos habitats destas espécies (PEREIRA et al., 2016), o

que requer desenvolvimento de estratégias de conservagao.

Figura 1 - Limitagdo geografica da Floresta Nacional de Carajas (FLONA de Carajas), com
destaque para as Serras de Carajas: Norte, Sul (corpos de canga S11A, B, C e D), Tarzan e
Bocaina, ambientes da campos rupestres ferruginosos e ocorréncia das espécies Isoetes
serracarjensis e Isoetes cangae.

Serra da Bocaina

Fonte: Pereira et al., 2016.

Estudos que envolvem o crescimento e a biologia reprodutiva fornecem
informagdes importantes sobre a propagacao e a conservagao ex situ de espécies
ameacgadas, mas ainda sdo pouco estudados para o género /soetes L. (CALDEIRA et
al., 2019). Juntamente com a identificacdo e descricdo de ocorréncia de espécies
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ameacadas de /soetes L., estudos de propagacgao tém sido uma das primeiras etapas
a serem executadas visando a conservacgao (CALDEIRA, 2019; OH et al., 2013, ABELI
et al., 2017). A formagao de espordfitos pode ocorrer através da reprodugao sexuada,
com a fusdo do gameta masculino e feminino (OH et al., 2013), apogamia e
reproducdo assexuada ou vegetativa (KARRFALT, 1999; TAYLOR; HICKEY;
MACLUF, 1986).

Figura 2 - Esporofitos adultos de Isoetes serracarajensis (esquerda) e Isoetes cangae
direita) cultivados em condi¢des controladas.

Fonte: Nunes et al., 2018.

A reproducao sexuada ocorre a partir do desenvolvimento do megagametdfito,
seguido pela abertura do megasporo e exposicdo do arquegbnio onde os
espermatozoides oriundos de micrésporos efetuam a fertilizacdo e, finalmente, a
formacdo do espordfito (Figura 3). Este permanece ligado ao tecido de

armazenamento do megasporo, e pode sustentar o desenvolvimento das primeiras
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folhas e raizes e assegurar a sobrevivéncia do jovem esporofito por semanas a meses
(CTVRTLIKOVA; ZNACHOR E VRBA, 2014; CALDEIRA et al., 2019). Este processo
tem sido observado em varias espécies de Isoetes L. e a fertilizagdo pela mistura de
megasporos e micrésporos amplamente utilizada na propagagao e obtengdo de
espordfitos (OH et al., 2013; CTVRTLIKOVA; ZNACHOR E VRBA, 2014; HUANG;
CHANG; CHIOU, 2015; ABELI et al., 2017; CALDEIRA et al., 2019). A reprodugao
sexuada pode ocorrer por meio de autofecundagdao ou fecundagdo cruzada.
Autofecundacao tem sido normalmente observada em estudos de propagagao com
elevadas taxas de sucesso de reprodugao (ABELI et. al., 2010, CALDEIRA et al.,
2019). Por outro lado, apesar de permitir maximizar a diversidade genética das plantas
propagadas, a fecundagao cruzada nao tem sido avaliada na maioria dos estudos de

propagacéo de /soetes L..

Figura 3 - Etapas do processo de fertilizagao e desenvolvimento de esporofitos no género
Isoetes L.. A abertura do megasporo expde o arquegonio que sera fertilizado por
espermatozoide liberado de microsporos. Com a fertilizagao, ocorre a formagao do zigoto e
desenvolvimento do espordfito. Conforme a espécie, o aparecimento de rizoides (na ultima
ilustracao) pode ocorrer tanto apds a emissao da primeira folha quanto juntamente com a
abertura do megasporo, precedendo a fertilizagéo.
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Fonte: Ctvrtlikova et al., 2014.
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A apogamia, evento comumente observado na reproducao de varias espécies
vegetais, a exemplo de Dryopteris munchii, uma samambaia homosporica
(JARAMILLO, 2004), ainda é pouco descrita para o género Isoetes L., apesar de ser
fundamental para a reproducéo de /. andicola (KARRFALT, 1999). Nesta espécie,
observa-se a formacdo de esporofitos a partir de megasporos que nao foram
fecundados. Este evento pode ser também confirmado através de ensaios de cultivo
de megasporos sem adi¢ao de microsporos ao meio.

A reproducéo vegetativa é rara em espécies de Isoetes L., podendo ocorrer por
dicotomias apicais seguidas de fragmentac&o ou por meio de gemas (HICKEY, 1986).
Esse tipo de propagacéo (vegetativa ou assexuada) tem sido relatada para algumas
especies como /soetes savatieri Franchet e Isoetes chubutiana Hickey, Macluf & W.
C. Taylor, onde a reprodugao acontece pelo surgimento de gemas corticais (HICKEY;
MACLUF; TAYLOR, 2003), sendo comum o desenvolvimento destas a partir do cormo
da planta. Por outro lado, a propagacé&o vegetativa tem sido amplamente utilizada para
obtencado de clones, os quais apresentam diversas vantagens para a agricultura,
sobretudo por preservar as caracteristicas genéticas da planta mae (HIGASHI et al.,
2000; XAVIER et al., 2003). Em alguns casos esse tipo de propagag¢ao pode nao ser
tdo favoravel quando se pretende maximizar a diversidade genética da espécie.

Apesar de o estabelecimento de protocolos de propagagao para . cangae que
mostram a geragao de elevado numero de espordfitos (CALDEIRA et al., 2019), estes
estudos evidenciaram a ocorréncia de auto-fecundacao, onde tanto a ocorréncia de
fecundagao cruzada, apogamia ou propagacgao vegetativa ndo foram examinadas. Por
outro lado, ha uma caréncia de estudos de reproducdo para a espécie |.

serracarajensis.

1.1 OBJETIVOS
Determinar as formas de propagacgao das duas espécies de Isoetes endémicas
das Serras de Carajas (/. cangae e |. serracarajensis) e fornecer subsidios para a

conservagao destas espécies.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL DE OCORRENCIA E MATERIAL VEGETAL

Propagulos de ambas as espécies foram coletados nos corpos de canga das
Serras de Carajas, regido marcada por um complexo montanhoso com vasta riqueza
de recursos minerais, relevo acidentado e presenca de platds com afloramento de
rochas ferruginosas (SILVA, 2006). Estes afloramentos abrigam uma flora especifica
caracterizada por adaptagdes ao ambiente peculiar (alta radiagdo e temperatura,
déficit hidrico sazonal pronunciado, metais no solo, etc.) e presenca de espécies
endémicas (VIANA et al., 2016), como as espécies pertencentes ao género Isoetes
L..

Plantas de I. serracarajensis foram coletadas em lagos temporarios dos corpos
de canga da Serra Sul (S11B) e da Serra Norte (N6). Todas as plantas foram levadas
para o Laboratério de Cultivo de Plantas do Instituto Tecnolégico Vale - ITV DS em
Belém/PA e cultivadas em condi¢gdes controladas. As plantas foram cultivadas até
alcangarem a fase adulta para obtencdo de estruturas reprodutivas (esporéngios
masculinos e femininos). As estruturas reprodutivas de /. cangae foram obtidas de
plantas adultas coletadas do lago Amendoim (corpo de canga S11D, Serra Sul de
Carajas) e de plantas propagadas e cultivadas em condi¢des controladas no ITV DS.

A obtencdo de estruturas reprodutivas foi realizada conforme metodologia
proposta por Caldeira et al. (2019). Folhas mais externas de plantas adultas, tanto de
|. serracarajensis quanto de I. cangae, foram destacadas manualmente da base das
plantas. Posteriormente, com a utilizagdo de uma pinga efetuou-se a remocgao dos
esporangios masculinos (contendo micrésporos) e femininos (contendo megasporos).
Estes foram tratados com uma solugao de etanol a 70% durante 1 min, lavados com
agua destilada e esterilizados por 3 min com uma solugado de NaClO a 1% contendo
Tween-20 a 0,01%, finalizando com trés lavagens com agua destilada estéril. Em
seguida, os esporangios foram rompidos com uma pinga e mantidos em agua

destilada.
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2.2METODOS DE REPRODUCAO

Foram examinadas trés formas de reproducdo por meio de esporos
(autofecundacgado, fecundagdo cruzada e apogamia) e avaliada a reprodugao
vegetativa por meio de perfilhamento. Micrésporos e megasporos provenientes da
mesma planta foram usados para avaliar autofecundagdo. A fecundagao cruzada,
caracterizou-se pela utilizacdo de esporos masculinos de uma planta e femininos de
outra. Em ambos os casos, megasporos e microsporos foram misturados e incubados
em agua destilada. Enquanto para apogamia foram mantidas somente as estruturas
femininas incubadas em agua destilada. O ensaio foi executado uma vez para |.
serracarajensis, onde foram utilizadas estruturas reprodutivas de duas plantas e um
total de 448 megasporos (Tabela 1). Enquanto que para I. cangae, foram realizados

quatro ensaios com um total de sete plantas e 3870 megasporos.

Tabela 1 - Desenho experimental dos ensaios de propagacédo de [soetes
serracarajensis e Isoetes cangae.

Ensaios N° de N° de N° de N° total de

Plantas Repeticoes Megasporos Megasporos
Irepeticao

Isoetes 2 13 23 a40 448

serracarajensis

Isoetes cangae | 6 34 15a 50 1280

Isoetes cangae I 2 12 40 a 50 540

Isoetes cangae |l 3 21 50 1050

Isoetes cangae IV 2 12 50 a 100 1000

Fonte: Autores, 2020.

Em todos os ensaios, a adicdo de micrésporos foi realizada simultaneamente
com megasporos, seguindo a metodologia proposta por Caldeira et al. (2019), ou seja,
o equivalente a aproximadamente 2000 micrésporos para cada megasporo adicionado
ao meio. Os ensaios foram conduzidos em tubos tipo Falcon com capacidade de 50
mL. Apds inoculagdo dos microsporos e homogeneizagao da solugdo, o material foi
transferido para uma camara de crescimento (Fitotron SGC 120, Weiss Technik, UK®)

com fotoperiodo de 12:12h, e temperatura de 28:22°C para o ritmo dia:noite e
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densidade fotossintética do fluxo de fotons igual a 40 umol m-2s-!. Periodicamente, foi
realizada a contagem e remogéao de esporos germinados do meio.

Com o intuito de verificar a propagagao por via assexuada, 20 espordfitos de /.
serracarajensis coletados em campo e mais de 2 mil espordéfitos de [. cangae
propagados em laboratério foram cultivados por 12 meses em condigdes controladas.
Apos esse periodo, as plantas foram removidas do substrato e avaliadas quanto a
producao de rebentos/perfilhos. Os rebentos existentes foram destacados da planta
mae e replantados nas mesmas condicdes. A sobrevivéncia dos perfilhos foi avaliada

trés meses apos o plantio.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos sugerem que as duas espécies de /soefes, endémicas
de Carajas, possuem diferentes estratégias de reprodugdo. Enquanto em I. cangae
uma elevada quantidade de esporofitos foi obtida por via sexuada (mistura de
megasporos € microsporos), em [. serracarajensis nao foram obtidos espordfitos a
partir de esporos, mas via propagacado vegetativa. Em /. cangae, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos de autofecundagéo e
fecundagao cruzada. Porém, foi observada uma grande variagao entre as repeticbes
de cada tratamento (32134 e 25125, médiatdesvio padrdo para autofecundacao e
fecundagdo cruzada, respectivamente). Nestas, foram observadas taxas de
germinagao muito altas (maior que 70%), assim como repeticbes com germinagao
nula. Apesar de os valores para a taxa de germinagao nestes ensaios serem inferiores
aos obtidos em estudos anteriores para esta espécie (CALDEIRA et al., 2019), estes
sdo similares aos encontrados para /. riparia (KOTT; BRITTON, 1982) e superiores ao
observado para varias espécies, tais como [. echinospora, I. acadiensis (KOTT;
BRITTON, 1982) e /. coreana (OH et al., 2013). Neste ultimo, mesmo a avaliagdo de
diferentes meios de cultura e a adigdo de reguladores de crescimento ndo elevou a
regeneragao de espordfitos a valores préximos a média obtida neste estudo.

As repeticdes com germinacéao nula que foram observadas nos ensaios podem
ter ocorrido devido a presenga de esporos em diferentes estagios de maturagao.
Caldeira et al. (2019) mostraram que esporos jovens de [. cangae, ou de coloragao
clara, apresentaram germinag¢ao nula, enquanto esporos mais velhos (de coloragéo
marrom) coletados de folhas mais externas das plantas apresentaram elevada

germinagao e producado de espordfitos. Assim, o presente estudo baseou-se na
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triagem de esporos com coloragdo marrom para uso, considerados, portanto, maduros
e aptos a fecundacdo. Dessa forma, o consideravel numero de esporos que nao
germinaram neste estudo sugere que a selegao destes, baseada unicamente na
coloragéo, nao seja um bom indicativo de viabilidade e habilidade de fertilizagdo. Por
outro lado, uma maior inibigdo da propagacdo de [. coreana foi observada em
megasporos maduros, ou seja, a maior taxa de regeneragao de espordfitos foi obtida
com esporos jovens e de coloragao clara (OH et al., 2013). Nesta espécie, a redugéo
da germinagao de esporos com 0 avango da maturagao pode estar relacionada ao
acumulo de inibidores e inducdo de dorméncia.

Embora tenha ocorrido a abertura do trilete e a emisséo de rizéides em varios
megasporos, evidenciando o desenvolvimento do arquegdnio, ndo foram obtidos
esporofitos nos tratamentos com auséncia de micrésporos no meio. Estes resultados
foram obtidos em quatro ensaios distintos (Figura 4), exceto em duas repeticdes de
um ensaio, onde mesmo sem a adicdo de microsporos houve a germinagdo de
esporéfitos. Em ambos os casos a germinagao ocorreu em frequéncia muito baixa
(2%) e os megasporos tiveram origem da mesma planta. Portanto, apesar de ser um
evento pouco descrito para o género /Isoetes L., sendo conhecido basicamente para a
espécie . andicola (KARRFALT, 1999), os resultados obtidos para /. cangae nao
descartam a possibilidade de esta espécie se propagar por esta via, mesmo que em
frequéncia baixa.

Figura 4 - Taxa de germinagéo de esporos de /soetes cangae nos tratamentos apogamia
(somente megasporos), fecundacgao cruzada (megasporos e micrésporos de mesma planta)
e autofecundagéao (esporos de mesma planta).
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Fonte: Autores, 2020.

16



Para verificar o requerimento do gameta masculino no processo de
regeneracao de esporofitos, lotes de megasporos que efetuaram a emissdo de
rizéides sem adi¢cao de micrésporos no meio foram separados e mantidos isolados
por 15 dias. Apos este periodo, em sub lotes onde houve a adicdo de micrdsporos, a
taxa de obtencao de espordfitos foi proximo a 100% (Figura 5), enquanto n&o foram
obtidos esporofitos durante os 30 dias sequentes na auséncia de micrésporos ao
meio.

Figura 5 - Regeneracao de esporofitos de Isoetes cangae apds adigao de micrésporos ao
meio contendo megasporos.

Ve . . »

Fonte: Autores, 2020.

Diferente do observado para [. cangae, nos ensaios realizados com I
serracarajensis nao foi observada abertura do megasporo e nem aparecimento de
rizéides. No entanto, plantas de I. serracarajensis ao serem cultivadas em laboratério
produziram perfilhos, os quais apareceram junto ao cormo da planta mae (Figura 6).
O aparecimento dos novos perfilhos foi observado tanto a partir de fragmentos do
cormo que se destacam facilmente ao serem tocados (Figura 6ab), quanto da base
das folhas mais velhas ou externamente mais expostas (Figura 6cde). Em ambos os
casos, os perfilhos originados apresentam estrutura radicular e folhas que se
desenvolvem como 6rgaos independentes da planta mae. Em perfilhos ainda jovens,
ou com reduzido numero de folhas, observa-se que a emissao de raizes ocorre a partir
de fragmentos do cormo que permanecem ligados a folha, enquanto novas folhas
emergem da base foliar onde normalmente ocorre o desenvolvimento do esporangio
(detalhe da Figura 6e). A manutencao de conexdo com a planta mée pode acelerar o

crescimento dos jovens espordfitos através do fornecimento de nutrientes.
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Figura 6 - Emergéncia de perfilhos em plantas de Isoetes serracarajensis evidenciando a
propagacao vegetativa ou assexuada. (a) Desenvolvimento de perfilhos junto ao cormo da
planta mae e que (b) se desprendem facilmente com o toque. (cde) Sequéncia de imagens
ilustrando o aparecimento de esporofitos de Isoetes serracarajensis a partir de folhas mais
velhas ou mais expostas. Destaque para a emissao de raizes na base foliar, logo abaixo do

local onde normalmente se desenvolve esporangios e de onde aparecerao as préximas
folhas.

Fonte: Autores, 2020

A ocorréncia de propagacao assexuada ja foi descrita para algumas espécies
de Isoetes L., como I. andicola, Isoetes savatieri Franchet e Isoetes chubutiana Kickey,
Macluf & W. C. Taylor, bem como varias espécies das regides sul e central dos Andes
que conseguem se reproduzir através da produgdo de gemas corticais, além de
também produzirem esporos (KARRFALT, 1999; HICKEY; MACLUF; TAYLOR, 2003).
Uma vez que a propagacao vegetativa de Isoetes L. esta associada a produgao de

esporofitos mais robustos e que normalmente atingem a fase adulta em menor tempo
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(GOMEZ, 1980; KARRFALT, 1999), a forma de reprodugdo observada em /.
serracarajensis pode trazer vantagem adaptativa, sobretudo para esta espécie que
possui como habitat os lagos temporarios das cangas de Carajas, ou seja, ambientes
que requerem ciclos mais curtos quando comparados ao local de ocorréncia da
espécie . cangae (lago permanente Amendoim). No entanto, a capacidade de
propagacao sexuada ou via esporos de /. serracarajensis requer mais investigagoes,
pois os resultados obtidos neste estudo advém de um pequeno conjunto de esporos
de dois espécimes. Além disso, é possivel que esporos desta espécie possuam algum
mecanismo de dorméncia e que necessitam um periodo seco para completar o
desenvolvimento/maturagdo como uma estratégia de otimizar o tempo de germinagéo
para ao inicio da estagao chuvosa (enchimento dos lagos temporarios) e assegurar
0S recursos necessarios para completar o ciclo de crescimento e reproducao.

A reproducgao vegetativa ou por meio de perfilhamento n&o foi observada em /.
cangae (Figura 7a). Perfilhos desta espécie ndao foram obtidos mesmo apds a
propagacao de mais de dois mil esporofitos em laboratério por via sexuada e o cultivo
de centenas destas plantas por mais de dois anos, as quais atingiram a fase adulta e
produziram esporéngios. Por outro lado, ap6s 6 meses de cultivo em condigbes
controladas, plantas de [ serracarajensis produziram em média 4.5t1.4
(médiatdesvio padrao) perfilhos por planta, enquanto algumas plantas tiveram até
sete perfilhos, outras ndo emitiram (Figura 7a). O grupo de plantas que nao produziu
perfilhos (17% do total), apresentou quantidade de esporangios muito superior (média
de 9 esporangios por planta) as plantas que perfilharam (média de 1 esporangio por
planta). Finalmente, a grande maioria das plantas de /. serracarajenis que apresentou
perfilhos ndo produziu esporangios (55%), estabelecendo uma relagéo negativa (r = -
0.69; p.value = 0.0005) entre a emissdo de perfilhos e produgdo de estruturas
reprodutivas. Estes resultados mostram que /. serracarajenis possui habilidade de
propagar com sucesso por via vegetativa. Apesar de ndo ter sido observada a
producao de esporofitos por meio de fecundagédo ou apogamia, ndo se descarta esta
forma de propagacgdo em [. serracajensis, pois ambas as formas de propagagéo
podem ocorrer em uma mesma espécie no género, e.g. I. andicola (KARRFALT,
1999). No entanto, é possivel que o maior vigor de crescimento e menor tempos para

alcance da fase adulta pelos esporéfitos advindos de perfilhamento favoreca a estas
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plantas serem relativamente mais representativas para a manutengao de populagdes
de espécies como /. andicola (KARRFALT, 1999) e I. serracarajensis.
Figura 7 - Perfilhamento e taxa de sobrevivéncia de espordfitos de Isoetes cangae e Isoetes

serracarajensis.
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Fonte: Autores, 2020.

Uma vez destacados da planta mae e fixados em substrato de cultivo, a taxa
de sobrevivéncia dos perfilhos de I. serracarajenis é de aproximadamente 90% apos
3 meses de monitoramento (Figura 7b). Taxa de 100% de sobrevivéncia foi
encontrada quando sao obtidos perfilhos maiores, apresentando mais de uma folha.
Taxas similares de sobrevivéncia de espordfitos foram também observadas para |.
cangae, onde a perda de individuos em condi¢gdes controladas (laboratério) foi

inferiores a 2%.
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4 CONCLUSAO

As duas espécies de Isoetes L. endémicas das Serras de Carajas possuem
formas de propagacado distintas. Enquanto a reprodugao de I. cangae é realizada
através de fecundacgao, i.e. por via sexuada, em [. serracarajensis predomina a
propagacao vegetativa através da produgéao de perfilhos.

As diferentes estratégias de propagacédo podem advir de adaptag¢des aos habitats
das duas espécies, onde a sazonalidade de lagos temporarios requer que a espécie
|. serracarajensis possua ciclos de vida curtos, enquanto /. cangae ocorre em lago
permanente e com menor sazonalidade de fatores ambientais, sobretudo agua. A taxa
de regeneracdo de espordfitos nesta espécie ndo apresentou diferengcas entre
autofecundacdo e fecundacdo cruzada, mas foi praticamente nula quando
megasporos foram mantidos isolados de micrésporos. Apenas 2% dos megasporos
em um dos quatro ensaios realizados produziram espordfitos. Por outro lado, uma
maior emissao de perfilhos foram observados em espordfitos de /. serracarajensis que
produziram uma menor quantidade de esporangios.

Elevada taxa de sobrevivéncia de jovens esporofitos foi observada para ambas as
espéecies apos serem fixados em substrato e mantidos em condi¢gées controladas.
Estes resultados s&o fundamentais para o desenvolvimento de programas de
conservagao destas espécies, elucidando as etapas iniciais da propagagdo e
obtencdo de plantas. Ademais, o ganho de conhecimento da biologia reprodutiva
destas espécies permite aprimorar os meios de preservaciao das mesmas, auxiliando
no desenvolvimento de técnicas de restauragao que poderao ser aplicadas em outras

espécies do género também em risco de extingao.
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RESUMO EXECUTIVO

O género Isoetes L. possui espécies que ocorrem nos mais diversos ambientes do
mundo, mas muitas destas espécies estdo ameacgadas de extingdo devido alteracdes
em seu habitat natural. Isoetes cangae foi descrita com uma unica populagéo
totalmente submersa em um lago permanente e ultra (oligotrofico) na Serra de
Carajas. Juntamente ao potencial de alteracdo de seu habitat, estas caracteristicas
levaram a espécie ser classificadas como criticamente ameagada (CR). Portanto, este
estudo objetivou avaliar o potencial de desenvolvimento de /. cangae em substratos
de diferentes lagos de Carajas, o que podera servir para guiar estratégias de
conversagao que visam ampliar a area de ocorréncia desta espécie. Para tanto,
plantas jovens de /. cangae foram cultivadas em substratos oriundos de lagos de
Carajas, sendo um temporario (corpo de canga N6 — Serra Norte) e um permanente
(T13, parte do complexo de lagos Trés Irméas da Serra Sul). O substrato organico
comercial Jiffy-7® que foi utilizado como controle. As plantas foram mantidas
submersas, em potes de 2 litros em condicbes controladas em cadmara de
crescimento. Apdés nove meses de cultivo observamos que todas as plantas
cresceram e completaram o ciclo reprodutivo, marcado pelo desenvolvimento de
esporangios na base das folhas mais externas. Segundo analises de fluorescéncia da
clorofila ‘a’, todas as plantas apresentaram valores que apontam para boa eficiéncia
gquéntica, sem sinais de estresses. Valores mais altos foram observados para plantas
cultivadas nos substratos oriundos dos lagos de Carajas. No entanto, os melhores
resultados de crescimento (citar aqui) e produgao de estruturas reprodutivas foram
obtidos em plantas cultivadas no substrato do lago temporario de N6. Estes resultados
reforcam o potencial de /. cangae poder se adaptar a outros ambientes além do lago
Amendoim. No entanto, como este estudo foi realizado com plantas submersas,
ensaios de tolerancia a redugao do nivel de agua sao ainda necessarios.

Palavras-chave: Plantas aquaticas. Crescimento vegetal. Canga. Carajas.



ABSTRACT

The genus Isoetes L. has species that occur in the most diverse environments around
the world, but many of these species are threatened with extinction changes in their
natural habitat. /soetes cangae was described with a single population totally
submerged in a permanent and ultra (oligotrophic) lake in the Serra de Carajas.
Together with the potential for altering its habitat, these characteristics led the species
to be classified as critically endangered (CR). Therefore, this study aimed to evaluate
the development potential of I. cangae in substrates of different lakes of Carajas, which
may serve to guide conversation strategies that aim to expand the area of occurrence
of this species. For this purpose, young plants of /. cangae were grown on substrates
from the lakes of Carajas, being a temporary plant (canga body N6 - Serra Norte) and
a permanent plant (TI3, part of the Trés Irmas da Serra Sul lake complex). The
commercial organic substrate Jiffy-7® that was used as a control. The plants were kept
submerged, in 2 liter pots under controlled conditions in a growth chamber. After nine
months of cultivation, we observed that all plants grew and completed the reproductive
cycle, marked by the development of sporangia at the base of the outermost leaves.
According to chlorophyll ‘a’ fluorescence analyzes, all plants showed values that point
to good quantum efficiency, with no signs of stress. Higher values were observed for
plants grown on substrates from the lakes of Carajas. However, the best results of
growth (quote here) and production of reproductive structures were obtained in plants
grown on the substrate of the temporary N6 pond. These results reinforce the potential
of I. cangae to be able to adapt to environments other than Lake Peanut. However, as
this study was carried out with submerged plants, tolerance tests to reduce the water
level are still necessary.

Keywords: Aquatic plants. Plant growth. Canga. Carajas.
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Figura 1 — (A) Plantas de /soetes cangae cultivadas por nove meses nos substratos
Jiffy-7® e sedimentos do lago TI3 (complexo dos lagos Trés Irmas) e do lago do corpo
de canga N6, (B) Numero de folhas e de (C) esporangios produzidos por planta. As
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Figura 2 — (A) Area foliar, (B) area radicular e (C) razdo raiz: parte aérea por planta
de Isoetes cangae cultivadas por nove meses nos substratos Jiffy-7® e sedimentos do
lago TI3 (complexo dos lagos Trés Irmas) e do lago do corpo de canga N6. As barras
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Figura 3 — (A) Rendimento quantico da fluorescéncia de /soetes cangae, cultivadas
no (B) substrato Jiffy-7®, (C) sedimento do lago TI3, (D) sedimento do lago N6. As

barras representam a médiatdesvio padrdo, enquanto letras diferentes sobre as



1.1

2.1
2.2
2.3

SUMARIO

LR T0]510T07-Vo YN 08
(o)== 1Y/ 1= TSRS 10
MATERIAL E METODOS........eereeeeeeeseeseeseesesssesseseseeseesesesssessssasesseeenes 10
SUBSTRATOS. ..o eeee e eeeeee e eeeeeeeee e e e e e e e e 10
MATERIAL VEGETAL. ..o eeeeeeeeeeeeeeseee e eseseseeeeeee s eseseee e 11
VARIAVEIS ANALISADAS. ......ovooveeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeesseeseeesseeeeseeeens 12
RESULTADOS E DISCUSSAO. ... 12
To30] Xod I U LYo YN 17

REFERENGCIAS .......ooo oo e e e 18



1 INTRODUGAO
O género Isoetes L. compreende aproximadamente 250 espécies descritas

(TROIA et al., 2016), mas a estimativa é de que existam até 350 espécies (HICKEY;
MACLUF; TAYLOR, 2003). Este género agrupa plantas que tém ocorréncia em lagos,
lagoas, coérregos, estuarios, pantanos, solos terrestres ou parcialmente inundados
(TAYLOR; HICKEY, 1992), perpassando por habitats totalmente submersos, semi-
aquaticos e terrestres distribuidos amplamente por quase todos os continentes
(TROIA et al., 2016). Isoetes L. possui também um elevado numero de espécies
ameacadas devido a alteragdes em seu habitat. Reducdes em populagcdes naturais
tém sido observadas como consequéncia de: i) a acidificagdo dos lagos pela poluigdo
industrial do ar que afetou as populagdes de Isoetes lacustres e Isoetes eschinospora
Durieu na Republica Tcheca (VRBA et al., 2003) e na Holanda (ARTS et al., 1990); ii)
intensificagdo do uso da terra (agricultura) e invasdo de espécies exoticas que
afetaram as populagdes de Isoetes coreana Chung e Choi (LEE et al., 2005; KIM; NA;
CHOI, 2008) na regido da Coreia do Sul; iii) poluicdo e eutrofizacdo da agua nas
regides de ocorréncia das populagdes de Isoetes hypsophilia Hand.-Mazz, Isoetes
sinensis Palmer, Isoetes yunguiensis e Isoetes taiwanensis (LIU et al., 2005); iv)
ampliacdo do cultivo de arroz e consequente utilizacao de fertilizantes em areas de
ocupacao das populagdes de Isoetes malinverniana Ces. et De Not, bem como a
remodelagem mecéanica dos canais fluviais na regido (BARNI et al., 2010); v) além de
outras espécies, como /soetes cangae J.B.S. Pereira, Salino & Stutzel, a qual possui
distribuicdo muito restrita em area que recebe significativa alteragdo ambiental
(PEREIRA et al., 2016, SOUZA-FILHO et al., 2016).

Uma unica populacdo de Isoetes cangae foi encontrada submersa no lago
Amendoim da Serra Sul de Carajas (PEREIRA et al., 2016). Este lago € perene, (ultra)
oligotrofico, com sistema fechado de captagdo de agua sobre a crosta lateritica
coberta por uma vegetacao tipica dos campos rupestres ferruginosos. A regiao € palco
de intensas transformag¢des como a conversao da floresta em pastagens para
pecuaria, levando a alteragdes no ciclo hidroclimatico da bacia hidrografica do rio
Itacaiunas (na qual esta inserida as Serras de Carajas) (SOUZA-FILHO et al., 2016).
Juntamente com a expansao das atividades de mineragao na regido, estas mudangas
podem levar a deterioragdo da qualidade do habitat desta espécie (PEREIRA et al.,
2016), a qual ja figura na lista da International Union for Conservation of Nature - lUCN

como uma espécies criticamente ameagada de extingdo (LANSDOWN, 2019).



Uma série de estudos tém sido realizados visando a conservacgao de /. cangae,
os quais incluem: i) revisao detalhada com a caracterizagdo morfolégica e genética de
I. cangae e Isoetes serracarajensis J.B.S. Pereira, Salino & Stutzel, também endémica
das cangas de Carajas, porém com populag¢des em diferentes corpos de canga (Serra
Norte, Serra da Bocaina, Serra do Tarzan e Serra Sul) (PEREIRA et al. 2016; NUNES
et al., 2018); ii) o desenvolvimento de protocolos de propagacgao e cultivo in vitro de 1.
cangae com alto rendimento, ou seja, elevada percentagem de germinagdo de
esporos (67% de esporos maduros) com mortalidade muito baixa durante o periodo
de crescimento (3%) (CALDEIRA et al., 2019); iii) a determinagdo das formas de
reprodugdo, com dominancia de autofecundacédo e fecundacido cruzada, mas com
evidéncias de possivel apogamia em taxas muito baixas (AGUIAR et al., 2020); iv)
crescimento inicial em diferentes condicbes ambientais, com variagdes de substratos
e regime de temperatura (CALDEIRA et al., 2019); v) o cultivo em condigdes de alta e
baixa trofia, onde as plantas completaram o desenvolvimento em todas as condigdes,
sugerindo capacidade de adaptacéo a outros ambientes (CALDEIRA et al., no prelo).

A adaptacdo a novos ambientes constitui uma alternativa para ampliar a
ocorréncia da espécie e reduzir os riscos de perda liquida. Em . malinverniana, por
exemplo, espécie criticamente ameacgada da flora italiana, a transferéncia de plantas
propagadas em condi¢des controladas para condigbes semelhantes ao seu ambiente
natural resultou no sucesso de sobrevivéncia e possivel modelo de reintrodug¢ao da
espécie (ABELI et al., 2017). De forma similar, uma possivel transferéncia de /. cangae
para outros locais, além do lago Amendoim, constitui uma alternativa para ampliar a
ocorréncia da espécie e reduzir os riscos de perda liquida. Estudos preliminares com
I. cangae cultivadas em diferentes condi¢cbes ambientais, como substratos,
temperatura, controle de agua, sugerem a capacidade de adaptacéo da espécie a
outros ambientes (CALDEIRA et al., 2019; CALDEIRA et al., no prelo), fatores que
podem ampliar as estratégias para sua distribuicdo em diferentes locais dos corpos
de canga das Serras de Carajas e, consequentemente, conservagao da espécie.

Nas serras de Carajas sao encontrados outros lagos, perenes e temporarios. O
complexo de lagos Trés Irmas, situado no corpo de canga S11A (Serra Sul de
Carajas), € composto por trés lagos permanentes (TI1, TI2 e TI3) que se conectam
hidrologicamente durante a estagdo chuvosa (SAHOO et al., 2017). Estes lagos

também possuem baixa trofia ao longo das estacbes seca e chuvosa, pH



predominantemente acido, sedimentos enriquecidos com Fe203, P20s5, e matéria
organica (SAHOO et al., 2016; SAHOO et al., 2017), caracteristicas similares as
encontradas no lago Amendoim. Por outro lado, lagos temporarios sdo habitats de /.
serracarajensis, também endémica da regiao e distribuidas em outras localidades de
Carajas (Serra Sul, Serra Norte, Serra do Tarzan e Serra da Bocaina) (PEREIRA;
ARRUDA; SALINO, 2017). Apesar de serem escassas as informagdes sobre
qualidade de agua e composi¢cdo dos sedimentos destes lagos, plantas de [
serracarajensis encontradas no lago temporario do corpo de canga N6 sdo maiores e
apresentam maior quantidade de estruturas reprodutivas quando comparadas as
plantas coletadas em outras localidades (informacdo pessoal), o que pode estar

associado as caracteristicas do lago que beneficiam o crescimento destas plantas.

1.1 OBJETIVO
Avaliar o potencial de crescimento de [soetes cangae em substratos

provenientes de lagos das cangas das Serras de Carajas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 SUBSTRATOS

Plantas de /. cangae foram cultivadas em trés substratos: i) TI3 - oriundo do
maior lago permanente pertencente ao complexo Trés Irmas (Serra Sul de Carajas);
i) N6 — oriundo do lago temporario do corpo de canga N6 (Serra Norte de Carajas);
iii) Jiffy-7® - substrato organico comercial que foi utilizado como tratamento controle.
Este ultimo foi escolhido como controle devido ao bom crescimento que /. cangae
apresentou em diferentes ensaios e também a facilidade de aquisi¢cao. Os substratos
foram caracterizados fisica e quimicamente. Para analise fisica, a textura do solo foi
determinada conforme descrito por Kettler (2001). Quanto a composi¢céo quimica, a
determinacao do pH foi realizada na propor¢ao de solo: liquido que foi de 1:2,5, e o
carbono organico foi determinado pelo método de dicromato de potassio (K2Cr207) em
meio sulfurico. Os teores de P, K, B, Zn, Fe, Mn e Cu disponiveis foram determinados
pelo método de Mehlich-1 (0.05 mol L-' HCI + 0.0125 mol L' H2S04), o teor total de N
pelo método de Kjeldahl apds digest&o utilizando acido sulfirico e S-SOa42 por fosfato
de calcio monobasico a 0,01 M. Por meio de espectrofotometria de absor¢ao atdmica

em extratos de KCl a 1 M com a adi¢cao de 6xido de lantanio, foram determinados os
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teores de Ca, Mg e Al permutaveis (EMBRAPA, 2017). A composigao quimica e fisica

dos substratos encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizagao quimica e fisica dos substratos utilizados no estudo, sendo o
Jiffy-7® um substrato organico comercial (controle), TI3 proveniente do lago permanente TI3
pertencente ao complexo de lagoas Trés Irmas (Serra Sul), e N6 proveniente de um lago

temporario (Serra Norte).

Propriedades Jiffy-7® TI3 N6

pH - 5.50 4.25 4.50
oC o 64.80 18.30 9.46
N 1.00 3.30 1.69
P 25.90 5.90 6.70
K 54.00 18.85 74.77
S 28.00 4.00 19.65
B 0.24 0.13 0.23
Zn mg dm 1.10 0.60 0.50
Fe 10.00 317.00 334.00
Mn 2.50 4.70 5.17
Cu 1.80 0.20 0.83
Ca 5.00 0.24 0.12
Mg cmolc dm-3 5.20 0.14 0.08
Al 0.01 1.52 0.41
Areia - 78.00 66.83
Argila % - 17.00 24.00
Silte - 5.00 9.17

2.2 MATERIAL VEGETAL

Fonte: Autores, 2020.

O estudo foi conduzido a partir de esporofitos propagados em condigdes

controladas. Os materiais de propagacéo (megasporos e micrésporos) foram obtidos

de plantas adultas coletadas no lago Amendoim. A regeneracao de espordfitos foi

realizada por meio de fertilizagdo in vitro, conforme descrito por Caldeira et al. (2019).

Resumidamente, esporangios foram destacados manualmente das plantas doadoras
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e seguiram para esterilizagdo. Os esporangios foram tratados com etanol a 70%
durante 1 min, em seguida lavados com agua destilada, esterilizados novamente
durante 3 min com solugao de NaClO (1%) contendo Tween-20 (0,01%), finalizando
com trés lavagens com agua destilada estéril. Em seguida, os esporangios foram
rompidos com pinga e os esporos incubados em agua destilada. Os megasporos e
microsporos foram misturados, incubados em tubos tipo Falcon de 50 mL contendo
agua destilada e transferidos para camara de cultivo de plantas (Fitotron SGC 120,
Weiss Technik, UK) com fotoperiodo de 12:12h, radiagdo de 60 pmol m? s e
temperatura de 28:22 °C para dia e noite, respectivamente. Espordéfitos com
aproximadamente 1 cm foram transferidos para potes com volume de 2 dm?, contendo
200 mL de cada um dos substratos a serem avaliados. Apds os esporofitos serem
fixados ao substrato, os potes foram preenchidos com agua destilada até completar o
volume de 2 dm?3. As plantas foram transferidas para camara de cultivo de plantas e
mantidas por nove meses nas mesmas condicdes ambientais usadas durante o

processo de fertilizagao in vitro.

2.3 VARIAVEIS ANALISADAS

Apos o periodo de cultivo foram analisadas: i) numero de folhas produzidas por
planta; ii) numero de esporangios produzidos por planta, destacados manualmente da
base das folhas do cormo; iii) area foliar e radicular, realizadas a partir de imagens
de folhas e raizes geradas com o escaner Epson Perfection V740 PRO e analisados
com software ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012); e iv) razédo entre a
area de raizes: folhas; v) avaliagdo da fluorescéncia da clorofila com o auxilio
do PlantScreen™ Compact System (Photon Systems Instruments — PSI). Para essa
avaliacdo, as plantas foram submetidas mantidas no escuro durante 30 minutos e a
eficiéncia fotoquimica do PSII foi mensurada entre 9h e 12h, ou seja, 3h apoés inicio
do periodo de iluminagéo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de . cangae foram capazes de se desenvolver em todos os
substratos e atingir a fase reprodutiva, etapa importante para assegurar a perpetuacéo
da espécie no ambiente. Além disso, os melhores resultados foram observados em
plantas cultivadas nos sedimentos do lago N6 (Figura 1A), sugerindo maior potencial

de adaptacao de /. cangae a novos ambientes. Para estas plantas, o numero de folhas
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(Figura 1B), de estruturas reprodutivas (Figura 1C) e area foliar (Figura 2A) e radicular
(Figura 2B) foram superiores aos de plantas cultivadas nos sedimentos do lago TI3 e
no substrato organico comercial Jiffy-7®. Plantas cultivadas em sedimentos do lago
N6 apresentaram aproximadamente 2x mais folhas e, consequentemente, maior area
foliar que plantas nos demais tratamentos, o que pode ter auxiliado na maior
capacidade de captagao do carbono. Além disso, esse aumento na producao de folhas
contribuiu para o desenvolvimento de estruturas reprodutivas as quais encontram-se
na base das folhas mais internas em plantas ainda jovens (VOGE, 2006). Uma vez
que as estruturas reprodutivas tendem a aparecer apds a emissao da primeira dezena
de folhas (observacao de cultivo em varias plantas de /. cangae), esta pode ser a
causa de uma maior proporgao de esporangios em plantas de N6, as quais produziram
cerca de 4x mais esporangios que plantas cultivadas nos sedimentos do lago TI3.
Dessa maneira, apesar da forte diferenca entre plantas em N6 e TI3, estas ultimas
nao apresentaram diferengas significativas para as plantas cultivadas no substrato
controle (Jiffy-7®), sugerindo capacidade de adaptagdo e desenvolvimento nos
diferentes ambientes, aqui representados por substratos de diferentes origens e
caracteristicas fisicas e quimicas (Tabela 1). Adaptac¢des similares também foram
observadas em /. lacustris crescendo em diferentes condicdbes ambientais, onde
plantas em condi¢bes mais favoraveis desenvolveram um numero maior de folhas,
alcancando valores bastante altos para a média das populacbes normalmente
estudadas (VOGE, 2004).
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Figura 1 — (A) Plantas de /soetes cangae cultivadas por nove meses nos substratos Jiffy-7®
e sedimentos do lago TI3 (complexo dos lagos Trés Irmas) e do lago do corpo de canga N6,
(B) Numero de folhas e de (C) esporangios produzidos por planta. As barras representam a
médiatdesvio padrdo, enquanto letras diferentes sobre as barras representam diferengas
significativas entre as medias apds o teste post-hoc de Tukey HSD a P<0.05.
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Fonte: Autores, 2020.

Apesar de plantas cultivadas no tratamento N6 terem desenvolvido maior
estrutura radicular (aqui evidenciado pela area radicular, Figura 2B), estas plantas
apresentaram razao area de raizes:folhas muito inferior, sendo praticamente a metade
da encontrada para as plantas em TI3 e Jiffy-7® (Figura 2C). Esta maior alocagéo de
carbono normalmente ocorre quando as plantas se encontram em ambiente favoravel,
ou seja, quando as condi¢gdes ambientais sdo favoraveis ao crescimento e produgao,
neste caso, favorecendo ao desenvolvimento de maior numero de estruturas
reprodutivas, além de auxiliar no crescimento em diferentes locais (SMITH; STITT,
2007), assegurando o sucesso da reproducgao e perpetuidade da espécie. No entanto,

a confirmacao da fertilidade destas estruturas € necessaria devido a relatos de
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declinio populacional em [. lacustris quando submetidas a condigcdes eutroficas que

acentuaram o desenvolvimento vegetativo (CHAPPUIS et al., 2015).

Figura 2 — (A) Area foliar, (B) area radicular e (C) razéo area raiz: folhas por planta de
Isoetes cangae cultivadas por nove meses nos substratos Jiffy-7® e sedimentos do lago TI3
(complexo dos lagos Trés Irmas) e do lago do corpo de canga N6. As barras representam a

meédiatdesvio padréo, enquanto letras diferentes sobre as barras representam diferengas
significativas entre as medias apds o teste post-hoc de Tukey HSD a P<0.05.
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Fonte: Autores, 2020.

A avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a revelou que as plantas nos
sedimentos dos lagos de Carajas (Figura 3) apresentaram menor inibicado ou dano no
processo de transferéncia de elétrons do fotossistema Il (PSll), que segundo Tester e
Bacic (2005) ¢é indicativo da eficiéncia no uso da reacéo fotoquimica para assimilagao
do carbono pelas plantas. Com valores proximos de 0.7, o rendimento quantico
(QYmax, do inglés Quantum Yield) das plantas cultivadas em N6 (Figura 3D) e TI3

(Figura 3C) sugere o baixo nivel de estresse a que estdo submetidas, confirmando o
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bom estado de “saude” nestas condi¢des, sinal de boa adaptacdo. Normalmente
avaliado em somente uma pequena fragdo da folha, o rendimento quéantico foi
analisado de forma mais integrativa neste estudo, ou seja, toda a parte
fotossintetizante das plantas, incluindo folhas mais velhas e que podem ter iniciado a
senescéncia, conforme mais evidente nas folhas mais externas de determinadas
plantas em Jiffy-7® (Figura 3B). Uma maior proporgdo de folhas neste estado pode ter
reduzido a eficiéncia quantica destas plantas, no entanto, os valores observados para
a grande parte das folhas (sobretudo mais novas) sugerem elevados valores de
QYmax. Em geral, os valores de QYmax observados refletem uma boa capacidade
fotossintética em todas condi¢cdes avaliadas e fornecem suporte para o potencial de
adaptacdo de /. cangae aos substratos de ambos os lagos de Carajas avaliados e
também para a longevidade do cultivo ex situ em condi¢gdes controladas.

Figura 3 — (A) Rendimento quantico da fluorescéncia de Isoetes cangae, cultivadas no (B)
substrato Jiffy-7®, (C) sedimento do lago TI3, (D) sedimento do lago N6. As barras
representam a médiatdesvio padrao, enquanto letras diferentes sobre as barras
representam diferengas significativas entre as medias apos o teste post-hoc de Tukey HSD
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4 CONCLUSAO

Plantas de I. cangae conseguiram crescer e completar o ciclo reprodutivo
durante os nove meses de crescimento em todos os trés substratos avaliados. Os
melhores resultados foram obtidos com plantas crescidas no substrato coletado no
lago temporario N6, com plantas mais vigorosas e que produziram mais estruturas
reprodutivas. Estes resultados reforcam o potencial de /. cangae poder se adaptar a
outros ambientes além do lago Amendoim. Este estudo foi realizado com plantas
submersas, e ensaios de tolerancia a redugao do nivel de agua podem complementar

esses resultados iniciais, sendo ainda necessarios.
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