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Apresentacao

O presente livro constitui-se na compilacdo do resultado de dez anos de
pesquisas realizadas por dezenas de pesquisadores altamente especializados,
e vem ampliar o conhecimento e contribuir para a conservagao de uma macroé-
fita endémica restrita da flora de Carajés, a Isoétes cangae. Representa mais
uma importante iniciativa a divulga¢do dos estudos ambientais e pesquisas
que vém sendo conduzidos na regido da Floresta Nacional de Carajas (Flona
de Carajés) para a difusdo do conhecimento técnico cientifico da regido.

Nas proximas péginas, o leitor terd contato com a mais completa sintese
sobre todo o conhecimento ja produzido sobre Isoétes cangae, incluindo a
sua identificacdo, a caracterizagdo do seu ambiente de ocorréncia, ecologia,
genética, fisiologia, estratégias para conservacao e manejo.

Assim, esta obra consolida o esfor¢o conjunto da Vale com uma grande
equipe de pesquisadores e suas pesquisas, que vao desde a execugdo de le-
vantamentos de campo, coleta de dados e diversos experimentos, inclusive
de colonizagao assistida, formando a base para a ampliagdo do conhecimen-
to e para a elaboracdo do plano de conservacdo de uma espécie recém desco-
berta e cujo resultado foi produzido para usufruto da sociedade e da ciéncia.

Espera-se que esta obra e os esforgos impetrados sejam referéncia para
diferentes institui¢des, empresas, sendo um incentivo a novas pesquisas na re-
gido para o manejo e a conservagao de espécies endémicas da flora. A concilia-
¢ao da prote¢do do meio ambiente com o desenvolvimento social e econdmico
torna-se cada vez mais premente, e a Vale vem atuando na elaboragao de es-
tudos e diferentes iniciativas para subsidiar a tomada de decisao que permita
conciliar o avango da mineracdo e a conservacao da biodiversidade.
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Sem duvida essa obra traz informagdes importantes que contribuirdo
para os processos de licenciamento ambiental e para a ampliacdo do conhe-
cimento técnico-cientifico da regido de Carajas, reafirmando o compromisso
da Vale com a sustentabilidade.

Daniela Scherer



Prefacio

Para seres tdo adaptaveis e espalhados pelo globo, como os da espécie
humana, ndo é automético entender o que € ser raro ou viver restrito a uma
tnica localidade. Certamente, também ndo é intuitivo imaginar o que é viver
de forma séssil, imével como uma planta. Nado creio que seja tampouco facil
conceber a vida contemporanea sem os minérios que dao a matéria-prima
para nossos celulares, meios de transporte, eletrodomésticos, computadores.
De fato, ja ouvi dizerem que é mais facil imaginar o fim do mundo que o fim
do capitalismo. O aparato imaginativo do ser humano moderno parece limi-
tado. O que nédo tem limite sdo os problemas e desafios impostos pelo estilo
de vida hegemoénico da modernidade.

Este livro, produzido de forma dedicada e cuidadosa por amigos e ami-
gas do Instituto de Biodiversidade e Sustentabilidade da Universidade Fe-
deral do Rio de Janeiro, da Vale e do Instituto Tecnolégico Vale, trata de um
desses desafios, um “wicked problem”. Este termo em inglés se refere a um
problema aparentemente dificil ou impossivel de se resolver devido a re-
quisitos incompletos, contraditérios e mutédveis, que podem ndo ser pronta-
mente detectdveis. Como conservar uma espécie de planta aquatica — Isoétes
cangae— que é rara e de distribuigao restrita (endémica) a dreas de produgao
mineraria (ferro) em Carajas, Pard, Brasil?

Dez anos de estudos e pesquisas interdisciplinares sdo sintetizados nes-
te volume e, em grande medida, tornam esse desafio menos “wicked”. Os
aprendizados incluem como cultivar a espécie em larga escala, como rusti-
ficd-la para, em seguida, translocé-la para plantio, como e o que monitorar
dos pontos de vista ecoldgico e genético, criar bancos de germoplasma, en-
tre outros. Esse conjunto de aprendizados elevou a espécie de um status de
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praticamente desconhecida para a ciéncia para o de uma das mais estudadas
dentre as macroéfitas aquéticas ameagadas.

Claro que, apesar de todo o avango cientifico, os desafios persistem. O
préximo passo, eu sugiro, é usar todo esse aprendizado para criar um plano
de conservacdo para Isoétes cangaee, possivelmente, até um plano tinico que
inclua outras macrdfitas aqudticas em circunstancias semelhantes. Esse tipo
de plano, instrumento oficial da politica de conservacdo de espécies ameaca-
das, normatiza e orienta a conservacao e o uso sustentavel da biodiversidade
em questdo e, portanto, assegura a longevidade de boas praticas que levem a
protecao da espécie. O Centro Nacional de Conservagao da Flora do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro coordena esse didlogo ciéncia-politica e serd um
ator fundamental no processo. O Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade, que ja é parceiro no desenvolvimento de vérios resultados
apresentados a seguir, é outro ator-chave. Finalmente, a Vale S.A. e seu 6r-
gdo cientifico, o Instituto Tecnoldégico Vale, completam o tripé governo-aca-
demia-empresa. E o travar desse tipo de didlogo — de forma franca, aberta e
colaborativa — que faz com que problemas, que de inicio parecem dificeis ou
mesmo impossiveis de serem tratados, tornem-se trataveis, ainda que sua
complexidade se mantenha.

Leonardo Boff define sustentabilidade como cuidado. Ele explica que
“sustentare”, do latim, significa cuidar. Que o cuidado e o respeito que per-
mitiram uma década de didlogo, pesquisa e agdo que agora culminam com
este livro, estendam-se na prética para a lida com esta e outras espécies —
ameacadas ou ndo — cujas distribui¢do e ocorréncia coincidam com areas que
guardem riquezas minerais. S6 assim, com o tempo, talvez possamos deslo-
car a preocupacdo de “sustentar o capitalismo” para “sustentar a vida”.

Fabio Rubio Scarano
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Resumo

A Biologia da Conservacdo é uma &rea académica recente que se de-
senvolveu no final do século passado em resposta a crescente crise da biodi-
versidade. Como campo do conhecimento nessa area, ela surge pela unido
de diversas disciplinas, para atender distintas peculiaridades intrinsecas a
cada objeto alvo da conservagdo, que exigem diferentes estratégias. No caso
de espécies endémicas, as estratégias para a conservacgdo tornam-se ainda
mais complexas devido a necessidade da conservagao de todo o ecossistema,
podendo ainda enfrentar dificuldades, como o baixo ntimero de populagdes
e o papel-chave que essas espécies podem assumir na ecologia de ambien-
tes extremos, com baixa diversidade. Os Campos Rupestres Ferruginosos da
Flona de Carajas sao representantes tipicos desses ambientes. Nesse contex-
to, o presente capitulo traz o foco para o tema central deste livro, as espécies
endémicas Isoétes serracarajensis e Isoétes cangae, que ocorrem exclusiva-
mente nesses ambientes, sendo I. cangae uma das espécies dominantes e
com endemismo restrito a um tinico lago. A pequena area de ocorréncia e
0s poucos estudos sobre essa espécie resultaram em sua classificagdo como
uma espécie sob ameaca, por 6rgdos internacionais. Esse cenédrio motivou
a parceria entre a empresa Vale S. A. e o Instituto de Biodiversidade e Sus-
tentabilidade (NUPEM/UFR]J), mobilizando dezenas de pesquisadores em
prol de garantir a perpetuacdo dessas espécies e seus processos ecoldgicos
relacionados. Logo, neste capitulo, buscamos discutir sobre a importancia da
interdisciplinaridade na conservagdo das espécies do género Isoétes regis-
tradas na Serra dos Carajds, com énfase na importancia de todos os estudos
realizados e apresentados em detalhe nos capitulos subsequentes deste livro.

Palavras-chave: Carajés; conservagéo; Isoetaceae; plantas aquaticas.
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1.1 Biologia da Conservagao

A Biologia da Conservagao é um campo da biologia que tem se firma-
do nos tultimos anos, dados os complexos efeitos da agdo humana sobre os
ecossistemas. O termo foi mencionado pela primeira vez em 1978, como ti-
tulo de uma conferéncia organizada pelos bidlogos Bruce Wilcox e Michael
E. Soulé, na Universidade da Califérnia, em San Diego, EUA. A conferéncia
tinha como foco a preocupacdo com o desaparecimento de espécies e a perda
da diversidade genética, representando assim um marco na determinagao
do carater dessa emergente ciéncia como eminentemente pratica. O foco era
avaliar e buscar solugdes para remediar o acelerado processo de erosdo da
capacidade de sustentacdo da vida, que afeta intimeras espécies com perdas
expressivas de biodiversidade, conceito também desenvolvido no ambito
deste corpo de conhecimento.

Os desdobramentos advindos do estudo da Biologia da Conservagao
acabaram por verificar que os impactos dos diferentes modelos de desenvol-
vimento humano sdo resultado de toda a produgdo humana, colocando-se
como consequéncia direta de avangos tecnoldgicos que tém garantido au-
mentos no tamanho das popula¢des humanas, assim como no consumo de
recursos naturais. O alarme sobre os riscos do modelo de desenvolvimento
industrial, que permitiu ganho de escala na producdo de energia, soaram
com a publicac¢do do livro Primavera Silenciosa, de Rachel Carson, em 1962.
Desde entdo, a biologia, como a ciéncia que estuda a vida, tem se debru-
¢ado sobre os impactos da agdo humana na biodiversidade. Os resultados
indicam que atualmente % das espécies encontram-se sob forte pressdo de
extingdo, o que é alarmante, assumindo uma escala de extingdo em massa s6
observada em registros paleontoldgicos (Allan et al. 2011).

Dessa forma, ao longo do desenvolvimento desse campo de produgao
de conhecimento, ficou evidente o cardter pratico e interdisciplinar dessa
ciéncia. Sao resgatadas questdes das Ciéncias Naturais e Sociais, uma vez
que campos disciplinares independentes, como Ecologia, Sociologia, Antro-
pologia, Meteorologia, Biogeografia, Evolugdo e Genética, ndo sdo abran-
gentes o suficiente para tratar das ameagas a biodiversidade.

A Biologia da Conservacao, basicamente, pesquisa os processos de per-
da de biodiversidade e a identificacdo de suas causas e consequéncias, a fim
de elaborar estratégias para manter a preservagdo das espécies e diminuir
os efeitos negativos da degradacdo do meio ambiente sobre o bem-estar da
espécie humana. Por fim, a Biologia da Conservagdo estabelece-se como cién-
cia que produz dados para orientar a producdo de politicas voltadas a con-
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servacao da biodiversidade, fundamentalmente. Além disso, orienta temas
bésicos, como a conservagao de espécies e até mesmo a mediagdo de conflitos
relacionados as necessidades da populagdo e pressdes por modelos de de-
senvolvimento que ndo estdo alinhados com a sua manutengao.

1.2 Diversidade e Biodiversidade

Embora o conceito central sobre a Biologia da Conservacao seja o da bio-
diversidade, o termo ainda nao parece ser entendido de forma homogénea
entre todos. O conceito foi criado em 1985 a partir da jungdo das palavras “di-
versidade” e “bioldgica”. Posteriormente, em 1986, foi utilizado pelo entomo-
logista E. O. Wilson para expressar toda a diversidade da vida representada
em suas multiplas formas de interacdo com o meio abidtico de determinada
localidade. A dificuldade em compreender o conceito deve-se a sua amplitude
e a sua associagao com o conceito de diversidade. Por sua vez, o conceito de
diversidades também pode variar entre o niimero de espécies de uma darea,
também conhecido como riqueza de espécies ou diversidade alfa, e os indi-
viduos das diferentes espécies que ocorrem em uma localidade (Santra 2016).

O termo biodiversidade carrega em sua esséncia a ideia de que areas
diferentes podem ser avaliadas com relagdo a diversidade pela qual a vida
se manifesta, como resultado dos processos de evolugdo biolégica. Depois
de ganhar projecdo politica, o termo teve o seu significado delimitado na
Convencao sobre Diversidade Bioldgica, a Rio-92, como “a variabilidade de
organismos vivos de todas as origens, [...], e os complexos ecolégicos de que
fazem parte; compreendendo ainda a diversidade em uma mesma espécie,
entre espécies e de ecossistemas”. Ou seja, a biodiversidade abrange desde
a variedade genética entre individuos de uma populagao até os processos
ecossistémicos (UNCBD 1992).

No Brasil, a defini¢do de biodiversidade conceituada pela United Nations
Convention on Biological Diversity (UNCBD) foi incorporada juridicamente
em 1998 pelo Decreto n°2.519. Embora o processo de legalizacao juridica des-
se termo tenha ocorrido recentemente, desde meados do século XX diversos
projetos de lei haviam sido deferidos a fim de garantir a preservagdo do pa-
trimonio natural brasileiro. Dentre eles, a Lei de Prote¢do a Fauna e o Codi-
go de Pesca, ambos promulgados em 1967, atuam diretamente na protegao
de espécies, por meio da obrigatoriedade da licenga para caga e a proibigao
do comércio das espécies silvestres. Ja o Codigo Florestal de 1965 avangou
na preservagdo de ecossistemas florestais, limitando a extragdo de recursos
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desses ambientes. Mais adiante, inimeras portarias do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) e resolugdes do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) foram publicadas
para ampliar as prevengdes a biodiversidade e aumentar a especificidade de
leis anteriormente implementadas (Primack e Rodrigues 2001). Atualiza¢des
e ampliagdes de leis continuam sendo necessarias para garantir a preserva-
¢ao em todos os ramos abrangidos pela diversidade bioldgica, porém, essas
legislagdes ainda estdo a mercé dos diferentes governos, progressistas e am-
bientalmente corretos ou desenvolvimentistas.

A partir da definicdo legal de biodiversidade, é possivel verificar que o
conceito pode ser subdividido em diferentes escalas: diversidade genética,
diversidade de espécies e diversidade de comunidades e ecossistemas (Pri-
mack e Rodrigues 2001). A diversidade génica refere-se a variacdo genética
entre e dentre populagdes de uma mesma espécie, assim, permitindo com-
preender o qudo geneticamente distintos sdo os individuos de uma popu-
lacdo e entre as geracdes. Enquanto a diversidade de espécies concentra-se
no nimero de espécies que compdem uma drea e como elas estdo distribu-
idas nesse espago, a diversidade de comunidades abrange todo complexo
ecolégico originado a partir da composicdo de espécies especificas e suas
interagdes em uma determinada area. Por fim, ao se referir a diversidade
de comunidades juntamente as questdes fisicas do ambiente, em uma abor-
dagem que considera a transformagao e o fluxo de matéria e energia, entre
compartimentos que podem ser descritos, estd se tratando da diversidade de
ecossistemas (Odum 1988).

E notével o quao interdependentes sdo as escalas de biodiversidade,
pois todas sdo extremamente necessarias para a perpetuacdo da complexi-
dade ecoldgica. Por isso, a perturbagdo em algum nivel de diversidade bio-
l6gica atinge diretamente os demais. Logo, entender os padrdes que guiam
a biodiversidade e como preservé-los é de extrema importancia para a Bio-
logia da Conservagao.

1.3 Perdas de Biodiversidade

Embora a preservacdo da diversidade bioldgica seja fundamental para
a manutengdo da vida como conhecemos, a perda da biodiversidade é um
processo natural. Catédstrofes que ocasionam a perda de trés quartos da biodi-
versidade em um curto periodo de tempo sdo caracterizadas como “grandes
extingdes” (Barnosky et al. 2011). No total, ja foram contabilizados cinco des-
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ses eventos, sendo causados por mudancas climaticas ou eventos de grande
impacto ao meio ambiente, como vulcanismo e colisdo de asteroides (Hallam
1990, Rampino e Stothers 1988, Alvarez et al. 1980). Depois do ultimo grande
evento de extin¢do, hd aproximadamente 65 milhdes de anos, devido a colisao
de um corpo rochoso com 10 quilometros de didmetro na Peninsula de Iucata
- no atual México —, diversos grupos biolégicos ndo apenas se recuperaram,
mas aumentaram a sua diversidade em relacdo ao periodo anterior. Intimeros
trabalhos mostram o crescimento substancial da biodiversidade ao longo dos
ultimos 65 milhdes de anos, principalmente em niveis taxondmicos inferiores,
como género e espécies (Sepkoski et al. 1981, Sepkoski 1984, Bayer e McGhee
Jr. 1985, Behrensmeyer e Kidwell 1985, Signor 1990). Esse aumento foi resul-
tado direto da relagdo entre as taxas de extingado e especiagao, tendo um saldo
positivo que resultou na atual riqueza biolégica da Terra (Benton 1995).

No entanto, em contraste com esse saldo positivo do passado, as atuais
taxas de extin¢do demonstram valores de cem a mil vezes maiores, e estima-se
que atualmente, no caso dos mamiferos, para cada 10 mil espécies que sao
extintas, apenas uma nova surge (Ceballos et al. 2015). Ou seja, as atuais taxas
de perda da biodiversidade superam intensamente a velocidade do surgimento
de novas espécies (Jonsson 2008), gerando uma mudanca abrupta na riqueza
bidtica. Além disso, embora varia¢des no ntimero de espécies sejam um processo
natural ao longo da histéria da Terra, a relagdo entre extingado e especializagao
nunca se mostrou tdo negativa a diversidade (Barnosky et al. 2011) — salvo
apenas em eventos de grandes extingdes. Em virtude disso, diversos autores
tém chamado o atual declive da biodiversidade de “a sexta grande extin¢ao”
(Leakey e Lewin 1996, Kolbert 2014, Pereira et al. 2010, Barnosky et al. 2011) e,
diferentemente, dos cinco tltimos eventos, essa ndo é causada por catéstrofes,
exclusivamente, ambientais, mas em decorréncia das atividades de uma tinica
espécie, 0 Homo sapiens (Chapin et al. 1996, Schultz 2010).

Desde o inicio do Holoceno — periodo geolégico que corresponde a apro-
ximadamente 100 mil anos —ha registros de diversas extin¢des causadas pelo
homem devido a caga excessiva e a dispersao de patégenos (Eldredge 2001).
Ao longo dos ultimos anos, a expansao de atividades — como a superexplo-
racdo de recursos, o langamento de residuos no meio ambiente e a destrui-
¢do de habitats — aumentou a repercussao das agdes humanas na natureza e
estabeleceu nossa espécie como importante for¢a evoluciondria. Em outras
palavras, somos responsaveis pelas atuais pressoes seletivas e responsaveis
diretos por um cendrio de extingao catastroéfica.
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A busca por reverter esse quadro impulsionou a composicdo de diver-
sas entidades em prol do meio ambiente. Dentre elas, o Programa das Nacdes
Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA) destaca-se pelo grande impacto in-
ternacional e pela organizacdo de eventos importantes como Eco-92, Rio+10 e
Rio+20. Os eventos realizados pelo PNUMA tiveram como objetivo promover
a protegao da natureza, apresentando propostas para reduzir a atual taxa de
perda da biodiversidade, articular medidas para preservacao dos ecossistemas,
enfrentar as ameagas das mudangas climaticas, e diversas outras.

A participagdo do Brasil nesses tratados é fundamental dada a compre-
ensdo geral da importancia e da relevancia da biodiversidade nos trépicos
e da necessidade de conservacdo dos ecossistemas e manutencdo de sua re-
siliéncia. No contexto ecoldgico, entende-se resiliéncia de um ecossistema
como a capacidade de manutencdo da estabilidade dos processos ecossisté-
micos e a velocidade de retorno ao equilibrio desses processos apds alguma
perturbagdo (Hodgson et al. 2015). Em ambientes tropicais, como no Brasil,
a grande diversidade de espécies estd totalmente associada a resiliéncia dos
ambientes (Ewel e Bigelow 1996), pois a alta riqueza tem o potencial de pro-
porcionar a redundancia de fungdes ecoldgicas entre as espécies contribuin-
do para a manutengao do funcionamento ecossistémico (Peterson et al. 1998).

1.4 Padroes da Biodiversidade

As florestas tropicais e os recifes de corais sdo os ambientes que atual-
mente apresentam maior riqueza de espécies no globo, juntos compreendem
cerca de 80 % de toda a biodiversidade da Terra e ambos estdo localizados
em latitudes tropicais (Savage 1995). No entanto, a latitude ndo é um fator
diretamente decisivo para a diversidade biolégica, mas, sim, suas diversas
caracteristicas ambientais e histdricas associadas. A alta radiagdo solar e a
temperatura atrelada a latitude sio comumente relacionadas como os fatores
mais determinantes para a biodiversidade, entretanto, essas sozinhas apenas
explicam a maior biomassa e produtividade encontrada nos trépicos, e ndo a
riqueza de espécies (Blackburn e Gaston, 1996).

Apesar de os trépicos tenderem a concentrar maior parte da biodiver-
sidade global, diversos fatores influenciam de forma distinta nesse padrao.
Mais de 30 explicagdes j4 foram sugeridas, mas ainda ndo se sabe o suficiente
para haver um consenso da efetividade de cada uma delas (Boyero 2011).
Porém, nos ultimos anos, os fatores histérico-geoldgicos estdo se tornando



8 <« Desafios e Perspectivas na Conservacao da /soétes cangae: uma Macrofita Endémica da Amazonia »

cada vez mais aceitos na comunidade cientifica como um dos elementos
mais relevantes para a distribuicdo das espécies, devido ao maior aciimulo
de evidéncias (Martins e Sano 2009). Além disso, em escalas locais, as ques-
tdes histdricas e geoldgicas podem assumir um papel de relevancia ainda
maior, fazendo com que a diversidade local ndo se assemelhe a diversidade
regional (Caley e Schluter 1997).

Um exemplo de causa geoldgica determinando a distribui¢do das es-
pécies é a ocorréncia de regides montanhosas na Amazonia, que, apesar de
representar uma pequena area relativa desse bioma, possuem caracteristicas
geograficas e edéficas diferentes de seu entorno (Viana et al. 2016). Isso per-
mite que, embora préximas, apresentem composi¢des de espécies totalmente
distintas, alterando o quadro de diversidade em uma escala regional. Por
isso, é extremamente importante a utilizagdo de indices que compreendam
a diversidade nessas diferentes escalas, a fim de obter uma melhor compre-
ensdo dos padrdes de diversidade e seus determinantes. Para isso, esse con-
ceito foi dividido em trés diferentes aspectos (Whittaker 1960): diversidade
alfa, correspondente a riqueza de espécie em determinado local; diversidade
beta, correspondente a diferenga de riqueza entre locais; e diversidade gama,
que corresponde a riqueza total de espécies de uma regiao.

Voltando ao exemplo amazodnico, as heterogeneidades ambientais en-
contradas nas regides montanhosas formam locais semelhantes a ilhas com
alto grau de endemismo e ocorréncia de espécies raras (Giulietti et al. 2019).
Isso se deve a presenga de uma biota caracterizada por adaptagdes a esse am-
biente extraordinariamente peculiar. Nesses casos, a proposta de Whittaker
traz a complexidade necesséria para compreender a diversidade em suas
diferentes escalas. A riqueza especifica dessas “ilhas”, embora possam apre-
sentar menor diversidade alfa, contribui fortemente para as diversidades
beta e gama do bioma, uma vez que sdo constituidas por grupos de espécies
distintas. Além disso, por meio da diversidade beta, torna-se possivel avaliar
a heterogeneidade biética dessas regides.

1.5 Ambientes Extremos e suas Espécies Focais para a
Conservacao

Estudos em ambientes sujeitos a constantes disttirbios e/ou sob efeito
de concentragdes (altas ou baixas) de compostos que se impdem como fa-
tores limitantes a maioria dos organismos vivos tém se mostrado cada vez
mais interessantes para o entendimento da ecologia de comunidades, no que
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tange aos processos de manutengao da diversidade. Esses ambientes seguem
as regras gerais dos demais ecossistemas e evoluem a sua complexidade até
que se estabeleca um conjunto de espécies com papéis funcionais bem defi-
nidos. Neste ponto, podemos observar o estabelecimento de um grupo de
espécies de forma mais perene, quando entdo as populacdes estabelecidas
encontram um tamanho ideal, que torna viadvel a sua perpetuagao. Podemos,
portanto, dizer que o grupo de espécies que compdem o total de vida e de
produtividade possivel em cada sistema, forma-se por um processo suces-
sional que se encerra ao alcangar uma estrutura ou composigao estavel, con-
siderada climax.

No momento climax de uma comunidade, o grupo de espécies alcangou
um acoplamento funcional dos papéis que regulam e sustentam a comunida-
de, em conjunto com as condi¢des de estresse reinantes. O fato de as popu-
lagdes se estabilizarem em ntimero significa que as espécies que compdem a
comunidade passam a manter-se com uma limitada taxa reprodutiva liquida
— em média cada individuo consegue produzir apenas um outro individuo
como prole. Cabe lembrar que o acoplamento dessa estrutura populacional é
transitdrio, se considerado que os sistemas sdo dinamicos e variam no tempo
evolutivo, mas na escala de tempo da vida humana sao duradouros.

A mudanca da frequéncia e do tipo dos disttirbios aos quais o sistema
estava adaptado pode alterar o equilibrio ou climax alcancado por uma co-
munidade. Os componentes bidticos dessa alteragao sdo de dois tipos:

(1)a entrada de espécies invasoras, para as quais as demais espécies do
ambiente ndo dispdem de mecanismos coevolutivos de controle;
(2)a perda das condigdes tréficas do sistema por impactos antrépicos.

As espécies exdticas que conseguem sobrepujar os mecanismos de regu-
lacdo de uma comunidade e se estabelecer de forma abundante (dominante)
sdo consideradas invasoras e tendem a monopolizar os recursos do sistema.
Assim, a nova estrutura da diversidade imposta pela invasora pode perdu-
rar por maior escala de tempo, de forma proporcional ao tempo de vida da
espécie, assim, a sua fisiologia e o seu funcionamento passam a determinar
processos evolutivos (Grime 1998, Garnier et al. 2004, Vile et al. 2006). Assim,
o efeito de uma dada espécie no funcionamento do ecossistema pode ser
previsto a partir da sua contribuicdo relativa para a biomassa total da comu-
nidade (Hooper e Vitousek 1997). Se considerada uma escala de tempo evo-
lutivo, essa dominancia tende a desaparecer pela possibilidade de evolucao
de espécies associadas ao uso direto da espécie dominante, e pela ocorrén-
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cia de disttrbios, particularmente maior em comunidades menos diversas
(Proulx et al. 2010, Allan et al. 2011).

Com base no exposto, percebe-se que a dominancia de uma tinica espécie
ndo é comum em ambientes naturais, sendo mais frequentemente observa-
da nos ambientes em que disttirbios constantes tendem a manter reduzidas
as chances de colonizagdo por outras espécies. Assim, ambientes com baixa
diversidade, pela existéncia de processos limitantes a vida, permitem que se
instale apenas um grupo reduzido de espécies com uma alta redundancia fun-
cional, eventualmente fundando sistemas em que ha uma oscilagdo constante
da dominancia, em func¢do da ocorréncia de padrdes de disttrbios sazonais.

Voltando ao conceito de resiliéncia, ele foi criado originalmente no campo
cientifico da fisica, e refere-se a propriedade que um determinado corpo tem
de retornar a sua forma ou propriedade original ap6s sofrer determinado im-
pacto que promova sua deformagdo. Essa propriedade pode ser mensurada
pelo tempo de retorno as condig¢des originais. Ao se apropriar do conceito de
resiliéncia, a ecologia tem se preocupado em relacionar a diversidade de espé-
cies com a capacidade do sistema para retornar a estrutura original, o que é es-
pecialmente importante para garantir a conservagao de um ecossistema diante
de um determinado distirbio. Neste contexto, estudos sobre ambientes com
baixa diversidade téem revelado maior risco de invasdes biolégicas, ou seja,
ambientes diversos tém maior resisténcia biética (Stachowicz et al. 2002), po-
rém, os filtros ambientais de areas extremas tendem a demandar espécies com
caracteristicas funcionais especificas, garantindo somente o estabelecimento
das mesmas espécies, o que tende a conferir resiliéncia ao sistema. O resultado
prético desse aparente paradoxo é que, apesar da menor resiliéncia de siste-
mas simples, o risco de destruigdo da estrutura que o compde é diretamente
proporcional a chance de entrada de um conjunto certo de espécies invasoras
adaptadas as condic¢Oes severas. Estas podem tornar-se dominantes em um
ambiente natural, e 0 mesmo pode nunca mais conseguir se recuperar quando
as espécies endémicas deste ecossistema raro se extinguirem.

Atualmente, 0 homem est4 presente em praticamente todos os ecossis-
temas globais, o que amplifica o risco de danos aos ecossistemas raros, perda
de espécies e seus respectivos habitats. Esse risco é especialmente alto para
as espécies que vivem em condi¢des espacialmente restritas e, portanto, en-
démicas. O crescimento da populacdo humana ampliou também o risco de
alteragdes de condigdes naturais, com consequente colonizagao por espécies
que se adaptaram aos ambientes degradados pelo homem (espécies sinan-
trépicas). Assim, tornam-se mais frequentes os fendmenos de colonizacao
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por espécies invasoras que sao mais adaptadas a ambientes pobres em re-
cursos, tipicamente produzidos pela agdo humana. Como resultado da agao
humana, muitas dessas espécies invasoras assumem um padrao de distribui-
¢do cosmopolita.

Diante do quadro apresentado, fica patente a importancia de estudos em
ambientes em constante disttirbio ou estresse, que mantenham certa diversi-
dade, por se constituirem modelos experimentais mais simples e, portanto,
fundamentais para teste de hipéteses sobre papéis funcionais e estruturais,
assim como processos definidores da diversidade. Pesquisas nesses ambien-
tes estdveis com baixa diversidade permitem estudos no campo de processos
de colonizagao, evolugao de condigdes fisioldgicas adaptativas, plasticidade
fenotipica, selecdo de caracteristicas de resisténcia e processos de flutuacgdes
de genes e alelos associados a variagdo na densidade populacional, funda-
mentais ao avango da Biologia e da Genética da Conservagao.

Mais recentemente, com o processo de industrializagdo, houve também
o crescimento exponencial de agdes de degradagdo de &reas para obtengao
de recursos minerais ou pela contaminacdo de efluentes das atividades in-
dustriais. Dessa forma a Biologia da Conservagao surge com o interesse de
remediar as consequéncias do modelo de desenvolvimento humano atual e
avangar com estratégias aplicadas a condigdes especificas, para o manejo da
biodiversidade, manejo de espécies ameacadas e para a manutencdo de di-
versidade genética necessaria a sobrevivéncia das espécies, assim como para
a protegdo e a recuperagdao de ambientes cada vez mais ameagados.

1.6 Manejo e Conservacdo de Macrofitas Endémicas — /soétes
cangae como Modelo de Estudo

O termo macroéfitas aquéticas refere-se a um grupo diverso de organis-
mos fotossintetizantes, grandes o suficiente para serem vistos a olho nu, que
habitam os ambientes aqudticos. Incluem macroalgas das divisdes Chloro-
phyta, das algas verdes, Xanthophyta, das algas amarelas, e Rhodophyta,
das algas vermelhas, e a divisdo Cyanobacteria, das algas azuis. Incluindo
também as divisdes de vegetais superiores Bryophyta, Pteridophyta, Tra-
cheophyta e Spermatophyta, esta tltima referente as plantas com semente
(Chambers et al. 2008). Suas estruturas vegetativas desenvolvem-se ativa-
mente, de forma constante ou em intervalos especificos de tempo, podendo
estar submersas, flutuando sobre ou crescendo através da superficie da agua.
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Sao encontradas em praticamente todos os ambientes aquéticos do mun-
do, entretanto, as espécies apresentam uma tendéncia de distribuigdo restrita,
com o endemismo sendo uma importante caracteristica de sua ecologia, em
escalas local e global (Murphy et al. 2019). Isso ocorre em funcao da frequéncia
dos processos de génese de ecossistemas lacustres e mesmo de isolamento de
corpos hidricos em bacias hidrogréficas. Esses processos favorecem a coloni-
zagdo com decorrente especiacdo ou mesmo fendmenos evolutivos de vicari-
ancia, definido como eventos em que a distribui¢do de uma espécie ancestral é
fragmentada em diferentes dreas pelo surgimento de barreiras naturais.

Os principais fatores de ameaca as macroéfitas aquaticas sdo os mesmos
que também ameacam boa parte da biodiversidade global, merecendo des-
taque as mudangas climaéticas, a eutrofizacdo e as diferentes formas de po-
luigdo dos ambientes e uso do solo, que em tltima andlise resultam na perda
de habitat que permite a sobrevivéncia das espécies (Lambert e Davy 2010,
Reitsema et al. 2018, Murphy et al. 2019). O risco para as macrdfitas é particu-
larmente maior em se tratando das espécies endémicas, as quais podem ter
grande parte ou mesmo toda a populacao existente exposta a ameacas locais,
podendo resultar em sua extingdo. Assim, é fundamental o desenvolvimento
de ferramentas e modelos biolégicos que permitam a realiza¢do de esforgos
de manejo efetivos, buscando a conservacao das espécies e dos ecossistemas
que habitam tanto em escala local quanto em global (Akasaka et al. 2018,
Stefanidis e Papastergiadou 2019).

A América do Sul, em especial a Regido Amazonica, apresenta um pa-
pel de destaque, abrigando grande diversidade de macrdéfitas aquaticas, as-
sociada a alta taxa de endemismo (Cérdova et al. 2022). Dentre estas, merece
destaque a familia Isoetaceae, pertencente a divisdo Tracheopyta. A familia
Isoetaceae é composta por um tnico género, Isoétes, compreendendo apro-
ximadamente 250 espécies (Troia et al. 2016, Pereira et al. 2017a). A maioria
das espécies é aquatica ou semiaquética, ocorrendo geralmente em lagos ou
ambientes lénticos oligotréficos distribuidos desde o ambiente subartico até
os tropicais (Brunton e Troia 2018). Sua ocorréncia pode ser ampla (Hickey
et al. 2003), mas algumas espécies apresentam uma distribuigdo restrita a
poucos locais (Liu et al 2005, Pereira et al. 2016, Abeli et al. 2018), podendo
ocorrer alta taxa de endemismo e diversifica¢do local.

O risco de extingdo das espécies do género é compartilhado com as de-
mais macrdfitas, tendo sido reportado por diversos autores (Barni et al. 2013,
Garcia Criado et al. 2017, Abeli et al. 2018, Caldeira et al. 2019). Adicional-
mente, as isoetaceas e os ambientes onde ocorrem sdo considerados entre os
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mais sensiveis a impactos, sendo assim mundialmente ameacados (Free et
al. 2009, Garcia Criado et al. 2017). Na tltima década tem sido relatada uma
redugdo global das populagdes de Isoétes, em especial para as espécies clas-
sificadas em alguma categoria de risco de extingao (Oh et al. 2013, Pereira et
al. 2016, Abeli et al. 2018).

A diversidade do grupo é particularmente alta na América do Sul, com
ocorréncia de aproximadamente 74 espécies, o que representa aproximada-
mente 30 % da diversidade global (Troia et al. 2016, Pereira et al. 2016, 2017a,
2017b, 2019b, Brunton e Pereira 2020). O Brasil representa o maior foco dessa
diversidade, com a ocorréncia de 31 espécies, dentre as quais a grande maio-
ria (entre 22 e 27) é endémica, restrita a sitios especificos do nosso territério
(Troia et al. 2016, Pereira et al. 2017a, 2017b, 2019a, 2019b, Brunton e Pereira
2020). O conhecimento dessa diversidade é recente, uma vez que, do total
de espécies sul-americanas, aproximadamente 14 % foram descritas nos tl-
timos 12 anos. Isto mostra que o conhecimento sobre esse grupo de vegetais
superiores estd em forte expansao.

Dentre as espécies do género recentemente descritas, duas sdo prove-
nientes dos campos ferruginosos da Serra dos Carajas — Para (Pereira et al.
2016). A espécie anfibia Isoétes serracarajensis é encontrada sazonalmente
em diversos ambientes alagados dos platos ferruginosos de Carajas, en-
quanto [soétes cangae é uma espécie submersa aquatica restrita a um tinico
lago, localizado na parte sul da Serra dos Carajas, chamado Lago do Amen-
doim, na 4rea préxima a atual lavra de minério de ferro e coincidente com
o avango de lavra do Projeto Ferro Carajas. Devido a restrita drea de ocor-
réncia e ao pouco conhecimento sobre a espécie, I. cangae foi classificada
como “criticamente ameacgada” na Lista Vermelha de Espécies Ameacadas
da International Union for Conservation of Nature and Natural Resources
—TUCN (Lansdown, 2019).

Nesse contexto, o Instituto Chico Mendes de Biodiversidade, 6rgao de
gestdo publica de carater regulador e fiscalizador, ligado ao Ministério do
Meio Ambiente, estabeleceu como condicionante ao Projeto Ferro Carajas
que a lavra na area do Lago do Amendoim fosse autorizada apenas se 1.
cangae fosse encontrada em outra(s) drea(s) fora da Area Diretamente Afe-
tada (ADA) pelo projeto. Essa decisao, orientada pela Convencao da Biodi-
versidade, da qual o Brasil é signatério, estabelece que ndo sao permitidas
perdas liquidas de diversidade por seus paises-membros.

A vulnerabilidade de I cangae e a condicionante imposta pelo 6rgao
ambiental, embasada na legislagdo vigente, estimularam a realizacdo de di-
versos estudos sobre a distribui¢do da espécie e a sua biologia, buscando
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subsidiar medidas de manejo e conservacdo da espécie. Nesses seis anos,
desde o reconhecimento da existéncia da espécie, foram alcancados nota-
veis avangos no conhecimento sobre a reprodugéo, a genética, a fisiologia e
a ecologia. O conhecimento gerado por essas pesquisas tem sido empregado
no desenvolvimento de estratégias praticas e inovadoras para a conservacao
da espécie e destacado Isoétes cangae como um excelente modelo biolégico,
considerando os fatores que globalmente ameagam as macroéfitas e seus am-
bientes. Dessa forma, os avangos de conhecimento, do reconhecimento da
espécie até o desenvolvimento de estratégias de conservagao, podem ser re-
plicados visando a conservacdo de outras espécies de macroéfitas endémicas
no Brasil e em outras partes do mundo.

1.7 O Caso Isoétes — o Livro e sua Relevancia

Os estudos com as Isoétes da Serra dos Carajas tiveram inicio em 2014,
a partir de um grupo de pesquisadores do Instituto Tecnoldgico Vale para o
Desenvolvimento Sustentavel (ITVDS). Esses estudos acabaram por delinear
uma parceria entre a Vale S. A. e a Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFR]J), mais especificamente com o Instituto de Biodiversidade e Sustenta-
bilidade (NUPEM), com o objetivo de implementar uma série de a¢des que
visavam avangar no conhecimento da ecologia, da morfologia e da fisiologia
de espécies do género Isoétes registradas nos Campos Rupestres Ferrugino-
sos da Flona de Carajas e platds do entorno.

O convénio entre ITVDS, NUPEM e Vale acabou por avangar em uma
série de resultados tinicos e protocolos de conservagao da biodiversidade ex
situ e in situ, que se configura como o maior esfor¢o temporalmente concen-
trado para a conservagdo de uma espécie aquatica, além do maior esforco de
pesquisa para uma espécie de Licdfita e o experimento de maior escala com
uma espécie do grupo.

Para isso, foi mobilizada uma equipe de mais de 40 pesquisadores das
areas de taxonomia, fisiologia, ecologia, botanica, genética, quimica e micro-
biologia, que incorporaram a perspectiva multidisciplinar necesséria a tama-
nho esfor¢o de conservacao.

Na atual fase de conhecimento sobre a espécie, faz-se mister a produgao
desta obra que pretende versar sobre os diferentes aspectos ja compreendi-
dos sobre a histéria de vida e ecologia das Isoétes de Carajas, com énfase na
endémica /. cangae, cumprindo com a agenda de conservagao desta espécie
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e com o compromisso das institui¢des de pesquisa envolvidas na sua missao
de produzir conhecimento cientifico e pratico ttil a sociedade.

O conhecimento produzido estd organizado de forma a criar uma se-
quéncia légica de entendimento da ecologia e da conservagdo de I cangae a
partir da apresentacdo dos sistemas lacustres de Carajas (capitulo 2); passan-
do pela apresentacdo sobre o processo de identificagdo e descrigdo da espécie
(capitulo 3); o entendimento de questdes genéticas e reprodutivas relaciona-
dos a espécie (capitulos 4 e 5); a fisiologia da espécie (capitulo 6); o conheci-
mento de técnicas que visam a produgdo vegetal e a conservagdo (capitulo
7); a avaliagdo de condigdes ecoldgicas em sistemas naturais (capitulo 8) para
o estabelecimento de populagdes, como estratégia para a conservagao da es-
pécie (capitulo 9); e, por fim, protocolos e técnicas auxiliares na conservagao,
citando a criacdo do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) e o protocolo de
inoculacdo de promotores de crescimento (capitulo 10).

Por fim, os organizadores do livro escrevem uma se¢do que visa tragar
Nnovos rumos para a conservagao de Isoétes cangae (capitulo 11 — Conside-
ragdes Finais) levando em conta os riscos potenciais para a conservagao des-
ta espécie endémica em um cendrio imposto pela perspectiva de avango da
area de lavra para a mineracao, o risco de introducgao de predadores exéticos
(como o caso tilapia, introduzida no Lago das Trés Irmas) e o quadro prog-
nostico de rapida alteragdo do regime climatico (IPCC, 2021) que se impde
como ameaga a biodiversidade global.
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Resumo

Diferentemente dos demais ecossistemas lacustres comumente estuda-
dos na Regido Amazonica, tipicos de planicies de inundacao e de terra firme,
os lagos de altitude estdo estabelecidos sobre crostas lateriticas e sdo acumu-
ladores de 4guas pluviais. Boa parte desses ecossistemas encontra-se na Flo-
na de Carajas, no sudeste do Pard, em meio as suas serras e a um mosaico
de Unidades de Conservacdo. Este capitulo constitui um esfor¢o de sintese
dos principais resultados que permitem entender a origem, a geologia, a hi-
drologia e a limnologia desses ecossistemas. Os lagos de altitude da Serra
dos Carajds apresentam bacias de captacdo pequenas e sdo mormente rasos,
porém, morfométrica e limnologicamente distintos. Essas condi¢des os tor-
nam consideravelmente biodiversos, abrigando ricas comunidades fitoplanc-
tonicas, zooplanctonicas, perifiticas, bacterianas, de macroéfitas aquaticas, de
invertebrados aquéticos e bentonicos, mas pobres em peixes (concentrados
sobretudo nos lagos profundos da regiao). A maior parte desses ambientes
sdo rasos, tempordarios e apresentam maior riqueza de espécies e dissimilari-
dade na composi¢ao se comparados aos lagos profundos, reforcando a hipé-
tese de que a morfometria desses ambientes é um aspecto determinante dos
padrdes de diversidade. Esses lagos sdo heterogéneos, sujeitos a dessecagao
e apresentam certo grau de isolamento, que impde limitagdes de dispersao a
alguns organismos. Todos esses fatores contribuem para que esses ecossiste-
mas apresentem considerdvel grau de endemismo. Como exemplo, pode-se
destacar a planta aquatica Isoétes cangae que, devido a sua ocorréncia restrita,
as alteracdes climéticas e as perturba¢des ambientais de natureza antrépica,
é uma espécie focal para a definigdo de estratégias de manejo e conservagao
que evitem a perda liquida de biodiversidade na Serra dos Carajés.

Palavras-chave: morfometria; hidrogeologia; limnologia; biodiversidade; endemismos.
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2.1 Introducao

A Regido Amazonica abrange uma drea de aproximadamente 7,58 mi-
lhdes de km? o que corresponde a cerca de 40 % da 4rea da América do
Sul. Esse territério abriga a maior bacia hidrografica do globo e uma gran-
de variedade de climas, formacdes vegetais e ambientes aquaticos, além de
uma rica biodiversidade, com ecossistemas tinicos no mundo (Mittermeier
et al. 2003, Vieira 2005, Junk 2007). Entre eles, encontram-se intimeras bacias
lacustres. Historicamente, as pesquisas sobre os ecossistemas lacustres na re-
gido enfocaram na compreensao da estrutura e do funcionamento dos lagos
de varzea e de terra firme, regidos pela dindmica das dguas fluviais tipicas
de sistemas rio-planicie de inundagao (Junk 1999, Bozelli et al. 2000), em de-
trimento da dindmica dos lagos formados pelo actimulo de dguas pluviais,
como os presentes nas crostas lateriticas (Costa et al. 2005).

Essas crostas lateriticas estdo dispostas, geralmente, em partes mais altas
do relevo, como regides montanhosas, a exemplo da Serra dos Carajés. Esta
regido é recoberta por uma fitofisionomia denominada “vegetacdo rupestre
sobre canga” ou “campo rupestre ferruginoso”, composta por espécies xero-
fiticas de pequeno porte e adaptadas a tolerar condi¢des ambientais extremas
(Giulietti et al. 2019, Viana et al. 2016), como solos acidos, oligotréficos e com
altas concentra¢des de metais pesados biodisponiveis, além de altas tempera-
turas e forte sazonalidade climatica, com estagdes secas e chuvosas bem de-
finidas (Gagen et al. 2019). Os ambientes lacustres dessa regido (figura 2.1)
encontram-se situados principalmente em meio a essa matriz de canga que,
por sua vez, se encontra envolta por uma floresta ombroéfila densa ou mista
que separa as diferentes ecorregides da Serra dos Carajas (norte, sul e leste).
Pela relevancia ecolégica de todos esses ambientes, a area foi transformada
em uma Unidade de Conservacdo (UC) de Uso Sustentdvel, na categoria de
Floresta Nacional (Flona). A Flona de Carajds ndo se encontra na condigao
de fragmento isolado, pois se conecta com outras dreas protegidas, ajudando a
compor um mosaico de unidades de conservacado no sudeste do Para.



24 < Desafios e Perspectivas na Conservagdo da /soétes cangae: uma Macrofita Endémica da Amazonia »

Figura 2.1 Ecossistemas lacustres da regido da Serra dos Carajas. (A) Lago da Mata; (B) Lago
S11-B, ambientes rasos e temporarios; (C) Lago N1-G, ambiente raso e perene; e (D) Lago do

Amendoim, ambiente profundo e perene.
Fonte: Acervo Limnologia UFR] (A-C) e Jodo Marcos Rosa/ITV (D).

Nesse cenario, em meio a Regido Amazonica, em um conjunto de serras
que se apresentavam ao sertanejo como campos de altitude, de 695-725 m
acima do nivel médio do mar (AMSL), encontra-se um conjunto de lagos,
isolados entre si, bem como de outros ecossistemas aquéticos de porgdes
mais baixas da regido. Esses lagos apresentam bacias de drenagem com de-
clividades relativamente altas (> 20° e > 50°), areas superficiais muito peque-
nas (< 0.5 km?) e profundidades reduzidas (médias < 10 m) (Silva et al. 2018).
Cabe ressaltar que as condigdes supramencionadas, os aspectos regionais e
o isolamento conferem caracteristicas e dindmicas marcantes e singulares a
estes corpos hidricos. Também, dados o isolamento e as particularidades das
condicdes e espécies (Giller et al. 2004), esses ambientes constituem impor-
tantes areas de endemismos da biodiversidade aquatica.

Conhecer esses ambientes é fundamental para a conservagao da sua bio-
diversidade, bem como para o estabelecimento de estratégias, conciliando a
sua preservagdo com as atividades produtivas na Flona de Carajas (Martins
et al. 2018). Este capitulo consiste em um esfor¢o de sintese dos principais
resultados que permitem caracterizar a estrutura e a dinamica dos lagos de
altitude da Serra dos Carajas, com especial atencao a questdo dos endemis-
mos, principalmente da planta aquética Isoétes cangae, espécie de ocorrén-
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cia restrita e exclusiva ao Lago do Amendoim, listada como “criticamente
ameacada” pela IUCN (Landsdown 2019).

2.2 Caracterizagcdao dos Ambientes Lacustres da Serra dos Carajas

2.2.1 Aspectos morfossedimentares e hidrogeologicos

As crostas lateriticas da Serra dos Carajas foram formadas a partir do
intemperismo de formacdes ferriferas bandadas e rochas metavulcanosse-
dimentares hé cerca de 65 milhdes de anos, resultante do estabelecimento
de um clima tropical idmido na regido (Vasconcelos et al. 1994, Maurity e
Kotschoubey 1995). Ciclos sucessivos de intemperismo, reativagdo de falhas
tectonicas preexistentes e colapso dessas crostas lateriticas, durante os tulti-
mos 5 milhdes de anos, produziram depressdes as quais, em alguns casos,
evoluiram para lagos de altitude (Souza-Filho et al. 2020).

Tais crostas lateriticas apresentam formacdo bem lenta, portanto, com
inexpressiva estratificacdo do solo. Consequentemente, o solo ou sedimento
é muito drenado, apresentando baixa retengdo de dgua e poucos nutrientes,
favorecendo o desenvolvimento da vegetacdo de canga, em detrimento das
formagdes florestais predominantes no entorno. Consequentemente, man-
chas de floresta ombroéfila ocorrem somente em locais onde o solo apresenta
maior gradacdo, ao longo de fei¢des estruturais e/ou diferentes litologias,
como rochas méficas (basaltos). Essas rochas, mais sensiveis ao intemperis-
mo, podem produzir horizontes espessos de solo, com altas cargas de nu-
trientes e disponibilidade de agua (Nunes et al. 2015). Essas duas formacdes
vegetais sdo comumente observadas nas bacias de drenagem dos lagos de
altitude da regido.

A partir da caracterizacdo morfométrica e hidrolégica de 48 lagos ao
longo de quatro anos (2005-2008), feita pelo projeto “Estudos Limnolégicos
da Flona de Carajés”, fruto da parceria firmada entre a Vale e o Laboratério
de Limnologia (UFR]), ficou constatado que os ambientes aquéticos lénticos
da regido possuem uma pequena varia¢do na distribuicdo de tamanho. Em
geral, sua drea varia em duas ordens de magnitude, de 0,13 a 227,7 hectares
(ha), sendo a maioria de pequeno tamanho, com média de 5,91 ha. Por outro
lado, a variacdo de volume foi substancialmente maior, compreendendo
cerca de cinco ordens de magnitude, de 56 m’ a 1 944 460 m°. Ainda com base
nos dados morfoldgicos, frutos dos estudos geofisicos realizados na area,
os lagos da regido podem ser classificados como circulares a subcirculares
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e concavos, formados principalmente por processos de dissolucdo (Souza-
Filho et al. 2020).

Os lagos de altitude sdo hidrologicamente restritos e possuem espago
de acomodagao varidvel para a deposicdo de sedimentos, sendo classificados
como: lagos ativos, que possuem lamina d’agua ao longo de todo o ano; e
inativos, que representam pantanos de altitude (Reis et al. 2017). Os lagos
ativos podem ser caracterizados como rasos tempordrios (com profundida-
de variando de 0 a 1,3 m ao longo do ano), rasos perenes (variando de 0,1 a
2,4 m) e profundos (profundidades sempre maiores do que 2,5 m). Conside-
rando a area total compreendida pelos ecossistemas aquaticos da regido, os
ambientes rasos contribuem com 55,66 %, valor ligeiramente maior do que
os profundos, com 44,34 %. Entretanto, em relagdo ao volume d’agua, os am-
bientes profundos da Serra dos Carajas contribuem com 90,21 % do volume
total estimado de dgua.

Os estudos hidrogeolégicos na Serra dos Carajas focaram nas bacias dos
lagos ativos profundos, especificamente nos lagos do Amendoim, do Violao e
Trés Irmas (figura 2.2). As bacias de drenagem dos lagos ativos do Violao e do
Amendoim sdo separadas por uma bacia intermediéria que impede a conexao
da 4gua entre eles. A bacia do Lago do Amendoim foi outrora composta por
dois lagos ativos, sendo o menor deles localizado na porcao oeste, progressi-
vamente preenchido por sedimentos detriticos e organicos, evoluindo entao
para um pantano de altitude, densamente colonizado por macroéfitas (Guima-
raes et al. 2017). Por sua vez, o Lago Trés Irmas é constituido por trés corpos,
conectados onde a agua flui, seguindo um gradiente topografico do corpo 1
até o corpo 3, formando uma pequena cachoeira entre eles (Silva et al. 2018).

Com base nos dados sedimentares, o material depositado no fundo dos
lagos foi gerado por processos de sedimentagao/decantacdo sob condigdes de
baixa energia hidrodindmica, e pouco influenciados por processos pés-depo-
sicionais, exceto o corpo 2 do Lago Trés Irmas, que é mais raso, e no periodo
de estiagem tem uma grande drea exposta as a¢des dos fatores climaticos/at-
mosféricos. As por¢des marginais e mais rasas do Lago do Violdo apresentam
crostas lateriticas e turfas, respectivamente, enquanto lamas oxidadas cobrem
a maior parte de sua bacia central. Por outro lado, lamas orgénicas predomi-
nam no fundo dos lagos do Amendoim e Trés Irmas, exceto no corpo 3, onde
turfas sdo amplamente encontradas em todas as profundidades.
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Figura 2.2 Mapa geomorfolégico das bacias de drenagem dos lagos (A) do Violdo, do
Amendoim, e (B) Trés Irmas, conforme Rezende e Barbosa (1972), e Golder (2010), com
(C) secoes topogréficas de cada bacia; altitude e distancia estdo em metros.
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2.2.2 Caracterizagdo climatica e hidrolégica

O clima na regido da Serra dos Carajés € tropical de mongdes, com mé-
dia anual de 26 °C (Alvares et al. 2014). O periodo chuvoso (outubro a maio)
apresenta precipitagdo média acumulada de aproximadamente 1 450 mm, en-
quanto no periodo seco (junho a setembro) é de 235 mm (Sahoo et al. 2016a).
Com periodos de seca e chuva bem definidos, aproximadamente 80 % de toda
precipitagao anual ocorre entre dezembro e maio (Silva Janior et al. 2017).

Os ambientes aquaticos da Serra dos Carajés sao tipicamente acumula-
dores de 4guas pluviais, e o nivel d’dgua, mesmo dos ambientes com maior
capacidade de carga (como os lagos profundos), responde, em questdo de
horas, as varia¢des de precipitagao (Sahoo et al. 2016a; figura 2.3). A figura 2.3
mostra a profundidade do Lago do Amendoim e corpo 3 do Lago Trés Irmas,
medida em um ponto fixo em cada um deles, e indica as variagdes de nivel,
especificamente para esses pontos. Embora isso limite comparagdes a respei-
to da profundidade real dos ambientes, comparagdes em relacdo a magnitu-
de de variagdo do nivel d’dgua ao longo do tempo entre os lagos sdo factiveis.
Tomando-se como exemplos esses lagos, localizados relativamente préximos,
em Serra Sul, é possivel verificar que uma precipitacdo semelhante repercute
em tendéncias temporais de variagio de nivel d’dgua semelhantes em ambos
os ambientes ao longo do tempo. A profundidade varia consideravelmente
ao longo do ano, aumentando no periodo de chuvas e reduzindo a medida
que as chuvas cessam, o que se da principalmente a partir da evaporacao da
agua. Mas as amplitudes de variagdo anual e total (ao longo dos seis anos
avaliados) sdo maiores para o corpo 3 do Lago Trés Irmas (anual: méximo de
3,43 m, média de 2,7 + 0,9 m; total: 5,2 m) do que para o Lago do Amendoim
(anual: maximo de 2,88 m, média de 2,3 + 0,5 m; total: 4,4 m). Para um vo-
lume semelhante de chuvas, a maior bacia de captagdo do Lago Trés Irmas
repercute em maiores variagdes de nivel d’adgua. Sendo assim, a dindmica
hidrolégica reflete a interagdo do regime de chuvas, da temperatura e das
caracteristicas morfométricas das bacias lacustres da Serra dos Carajés.



Capitulo 2 < Os Lagos de Altitude da Amazonia: Um Estudo de Caso na Serra dos Carajas » 29

Precipitagao — Amendoim — Trés Irmas-lll

6 800
E 3
© L600 O,
o4 T,

=

- Q
5 +400 Q
c [+]
3 2] =
2 +200 3
o 2

0+ T T T T T T T T T T T T T T T T —0

PSRN «,\e- R «-\‘: R SEE AR R

T PNV T E L EEFTE PR &P TP

Figura 2.3 Variagdes de precipitacdo (mm; barras cinzas) e nivel d’agua (m) no Lago do

Amendoim (vermelho) e no Lago Trés Irmas — corpo 3 (verde).
Fonte: Instituto Tecnoldgico Vale para o Desenvolvimento Sustentavel.

2.2.3 Caracterizagdo limnolégica

A avaliacdo da composicdo fisica, quimica e biolégica das aguas dos la-
gos da Serra dos Carajas, assim como o entendimento de diferentes processos
que governam o fluxo de energia nesses ambientes sdo essenciais para o seu
correto manejo e a sua conservagdo. Dessa forma, organizamos nesta se¢do os
resultados oriundos dos “Estudos Limnolégicos da Flona de Carajas” para o
compartimento aquético, para o sedimento e para as comunidades aquaticas.

2.3 Variagdo Espacial e Sazonal nas Condi¢des Limnologicas
dos Lagos de Altitude

Os resultados desta segdo baseiam-se nas amostragens de 48 ambientes
lacustres, classificados como temporérios ou permanentes, rasos ou profundos
(figura 2.1), no periodo de 2004 a 2018. Uma andlise dos gradientes ambientais,
capaz de explicar cerca de 50 % da variagdo na dindmica das caracteristicas
limnolégicas desses lagos, sugere que as distingdes existentes entre eles estao
majoritariamente relacionadas a concentracdo de nutrientes e a condutividade
elétrica da agua (figura 2.4, eixo 1). Também se observa um gradiente em que
o pH e a concentracdo de carbono organico dissolvido sdo inversamente cor-
relacionados e abarcam a maior parte da variabilidade (figura 2.4, eixo 2). Esse
gradiente diferencia os ambientes entre aqueles com maiores concentragdes
de oxigénio dissolvido e menores valores de nutrientes (lagos profundos), e
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aqueles ambientes hip6xicos e andxicos — que tém os maiores valores de nu-
trientes, clorofila a e condutividade elétrica (lagos rasos).
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Figura 2.4 Ordenacdo da andlise de componentes principais das variaveis limnologicas e dos
ambientes aquaticos da Flona de Carajas, mostrando a diferenciacdo entre periodos de chuva
(outubro a marcgo) e estiagem (abril a setembro). P.tot = fésforo total; N.tot = nitrogénio total;
OD = oxigénio dissolvido; Condutividade = condutividade elétrica; Clorofila.a = clorofila a;
Secchi = transparéncia aferida com o disco de Secchi; COD = carbono organico dissolvido; elipses
sdo estimadas pelo célculo da variancia dos dados, intervalo de confianca de 95 %.

Um fato que pode explicar esse padrdo é o efeito concentrador de solu-
tos em virtude da evaporagao da d4gua durante periodos de estiagem. Assim,
ambientes rasos passam por severa diminui¢do na profundidade durante
esses periodos, o que provoca importantes mudangas limnoldgicas, princi-
palmente na condutividade e nas concentragdes de nutrientes e de clorofila
a. Além disso, a presenca de uma densa vegetacdo aquatica nos ambientes
rasos também pode contribuir com a maior concentracdo de nutrientes, ja
que a mortalidade e a decomposigdo de plantas, principalmente no perio-
do de estiagem, podem aumentar a reciclagem e a liberacdo de nutrientes.
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Sendo assim, observa-se que a sazonalidade é um fator importante para os
ambientes lénticos da Serra dos Carajas. Ressalta-se, também, que os ecossis-
temas em areas mais planas e rasas sdo mais afetados por fatores extrinsecos,
devido a uma elevada relagdo area-volume, do que lagos profundos, dispos-
tos em dreas mais declivosas e encaixados (Rettig et al. 2006).

A maioria dos ambientes lacustres da Serra dos Carajas sdao mesotro-
ficos ou eutréficos (Sahoo et al. 2016a e 2017a), um padrdo discordante dos
demais ambientes aquéticos amazonicos que, em sua maioria, sdo classifica-
dos como oligotréficos e mesotréficos (Esteves 2011). Também foi observado
que, em média, os ambientes rasos tém maior turbidez da d4gua e maior con-
centragdo de nutrientes (nitrogénio — N e fésforo — P), o que explica em parte
os elevados graus de trofia observados, revelando caracteristicas intrinsecas
de ambientes aquéticos tropicais, e ndo de estados de elevada trofia decor-
rente de a¢des antrépicas.

Mas os lagos da regido apresentam uma ampla varia¢cdo na qualidade
da dgua e no estado tréfico, sendo encontrados ecossistemas que se enqua-
dram entre ultraoligotréficos até hipereutroéficos. Esses resultados permitem
concluir que os ecossistemas aquaticos da Serra dos Carajds distribuem-se
ao longo de um considerdvel gradiente de caracteristicas, que refletem as
variagOes espaciais (morfométricas) e sazonais (como o periodo do ano ou o
clima, que determinam o tempo de renovagao das dguas), destacando-se a
importancia de pequenas dreas iimidas (Bozelli et al. 2018).

2.4 Caracterizacgao e Variacio de Parametros Fisicos e Quimicos
dos Sedimentos

No sedimento de ambientes aquéaticos lénticos acontecem importantes
processos ecossistémicos relacionados com a ciclagem de matéria e o fluxo de
energia. O sedimento também se apresenta como um testemunho (no tempo
e espago) dos processos que ocorreram na coluna d’agua. Os sedimentos de
ambientes aquéticos sdo utilizados em estudos paleolimnolégicos, tréficos e
como indicadores do grau de alteragao dos ecossistemas aquédticos (Esteves
e Camargo 2011).

Os sedimentos dos ambientes aquéticos da Serra dos Carajas sao majo-
ritariamente organicos, cuja concentracdo de matéria organica (MO) é maior
do que 10 % da massa seca. No entanto, os ambientes ndo se diferenciam em
relacdo a concentragdo de MO, N ou P entre periodo chuvoso e de estiagem.
Espacialmente, também se nota pouca diferenga quantitativa na concentragao
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de MO entre os sedimentos de ambientes rasos perenes (pequenos ambientes
constantemente inundados; vide exemplo em figura 2.1C) e profundos. No
entanto, os ambientes temporarios diferenciam-se dos ambientes constante-
mente inundados, com menores valores médios de concentracao de MO.

A quantidade de MO presente no sedimento é influenciada pelo tempo
de inundagdo e origem do material organico (ex.: vegetais terrestres, vegetais
aquaticos, animais, etc.; Larnet et al. 2010), o que pode explicar essas diferen-
¢as espaciais encontradas. A morfologia da bacia de captacdo do ambiente
também influencia nesse aspecto que, quanto mais pronunciada, torna o act-
mulo de sedimentos mais efetivo e, consequentemente, o desenvolvimento
de camadas mais espessas de sedimentos. Essas camadas, por sua vez, irdo
progressivamente favorecer processos de coloniza¢do por plantas anfibias e
aquéaticas que tendem a incrementar ainda mais a profundidade desse sedi-
mento e a sua concentragdo de matéria organica.

Em relagdo as varia¢des qualitativas da MO presente nos sedimentos
dos ambientes lacustres da Serra dos Carajas, Sahoo et al. (2015) apontaram
que a origem do material de &reas profundas diferencia-se de &reas rasas no
Lago do Violao. Por meio de analises isotopicas (8 13C, & 15N) e estequiomé-
tricas (C/N), foi possivel indicar que, na zona profunda, existe um predomi-
nio de MO de fontes autéctones (provindas da presenga de esponjas e algas).
Por outro lado, a regido litoranea exibe maior influéncia de ambientes ter-
restres circundantes, principalmente derivadas de material al6ctone (plantas
vasculares C3). J4 no Lago Trés Irmas, assinaturas isotdpicas apontam para a
predominancia de fontes mistas: plantas terrestres C3, macrdfitas e carbono
organico dissolvido (Sahoo et al. 2017b, Guimaraes et al. 2019). A composi-
¢do mineral do sedimento indica ainda que nos lagos do Violao (Sahoo et al.
2015), do Amendoim (Sahoo et al. 2016b) e Trés Irmas (Sahoo et al. 2017b)
existe uma assinatura geoquimica similar entre o sedimento lacustre e a cros-
ta lateritica terrestre circundante, o que é resultante de processos mecanicos
de erosao (Guimaraes et al. 2019).

2.4.1 Biodiversidade aquatica: composicdo e padrdes de distribuicdo
dos organismos

As comunidades aqudticas dos ambientes lénticos naturais da Flona de
Carajas tém expressiva diversidade de tdxons. Essa diversidade é influencia-
da por processos distintos que regem as interagdes ecolégicas em ambientes
rasos e profundos na regiao.
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A) Comunidades bacterianas

Os microrganismos exercem papel-chave nos ciclos biogeoquimicos
de carbono e de outros elementos quimicos, essenciais para manutencao
dos ecossistemas, devido a grande abundancia e as imensas diversidade e
capacidade metabdlica que as comunidades microbianas podem desempe-
nhar. As informacdes disponiveis na literatura a respeito de muitos mem-
bros das familias encontradas nesses ambientes ainda sdo escassas, e muitas
sequer foram descritas. Relacionar a estrutura dessas comunidades as ca-
racteristicas dos ambientes é importante para compreender sua fungao e
suas contribuicdes ecoldgicas, especialmente sobre a base da cadeia tréfica
e da especificidade que podem apresentar. Sendo assim, uma abordagem,
utilizando sequenciamento massivo de DNA das comunidades bacterianas
presentes nos lagos do Amendoim e Trés Irmas — corpo 3, foi realizada no
periodo chuvoso de 2019.

A partir dos resultados obtidos com o sequenciamento, foi possivel
fazer uma caracteriza¢do das comunidades bacterianas presentes na dgua
e sedimento de ambos os lagos estudados (figura 2.5). Como ja descrito
anteriormente, os lagos estudados estdo préximos geograficamente, apre-
sentam caracteristicas limnoldgicas similares e homogéneas, mantendo,
no entanto, algumas particularidades ecolégicas. Isso foi observado com
relagdo a alguns grupos taxonémicos encontrados na estrutura das comu-
nidades bacterianas desses locais. Os filos bacterianos mais abundantes
nas amostras de dgua (figura 2.5A) apresentaram uma ocorréncia comum
para ambos os lagos (Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Planc-
tomycetes), com excecdo da Cyanobacteria e da Acidobacteria, que apresen-
taram maior percentual no Lago Trés Irmas — corpo 3, quando comparado
com o do Amendoim. J& nas amostras de sedimento (figura 2.5B), os filos
mais abundantes e comuns aos dois ambientes foram Proteobacteria, Chlo-
roflexi, Acidobacteria, Planctomycetes, Bacteroidetes, Cyanobacteria e Ac-
tinobacteria, em proporg¢des similares entre os ambientes. Isto sugere um
padrdo de dominancia equivalente entre as comunidades microbiolégicas
presentes no sedimento de ambos os ambientes.
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Além disso, uma analise de escalonamento multidimensional ndo mé-
trico (NMDS) (figura 2.6) foi realizada com os dados da microbiota dos di-
ferentes compartimentos (dgua e sedimento) de ambos os lagos estudados.
As comunidades agruparam-se em fungao dos locais e dos compartimentos
avaliados (PERMANOVA, p < 0,01). As amostras de agua oriundas do Lago
Trés Irmas — corpo 3 agruparam-se mais distantes das amostras de dgua do
Lago do Amendoim. Esta diferenciacdo entre os ambientes com relagao a
microbiota presente na 4gua pode estar relacionada a diferengas na estrutura
tréfica desses locais. Enquanto no Lago do Amendoim ocorre grande cober-
tura de macrofitas aqudticas, sem a presenga de ictiofauna expressiva, no
Lago Trés Irmas — corpo 3 ndo sdo observadas macrdfitas, e hd a dominancia
de peixes herbivoros e onivoros.
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Figura 2.6 Andlise da B diversidade da microbiota presente nos compartimentos agua e
sedimento dos lagos de altitude da Amazénia. O grafico de escalonamento multidimensional
nao métrico (NMDS) foi construido baseado na matriz de dissimilaridade, utilizando a distancia
de Bray-Curtis (PERMANOVA dissimilaridade P=0,0001). AA: dgua Amendoim; Ai3: agua Trés
Irmas; SA: sedimento Amendoim; Si3: sedimento Trés Irmas.

Com relagdo aos grupos taxondmicos mais abundantes e comuns nas
aguas dos dois lagos estudados, destacam-se: Sporichthyaceae, Burkholde-
riaceae, Chitinophagaceae, Solirubrobacteraceae, Sphingomonadaceae (fi-
gura 2.5C), sendo que a ultima foi notadamente mais abundante no Lago
do Amendoim. No sedimento presente no fundo dos dois lagos, as fami-
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lias mais abundantes em ambos foram Solibacteraceae, Ktedonobacteraceae,
Gemmataceae, Archangiaceae e Xanthobacteraceae (figura 2.5D).

As familias Burkholderiaceae, Xanthobacteraceae, Solibacteraceae,
Cyanobiaceae e Caulobacteraceae encontradas nos lagos de altitude po-
dem estar envolvidas com o ciclo de carbono, tanto por quimio-heterotrofia
como fotoautotrofia. A presenca de microrganismos relacionados com me-
tabolismo fotoautotréfico é esperada nos lagos de altitude da Amazonia,
tipicamente rasos e de dguas claras, que facilitam a passagem da luz, bene-
ficiando, assim, as comunidades bacterianas fotossintéticas que utilizam a
luz como fonte de energia.

A familia Sporichthyaceae, uma das mais abundantes na 4gua de ambos
os lagos, ja foi relacionada com os ciclos de carbono e nitrogénio (Liu et al.
2015), enquanto membros da familia Xanthobacteraceae, com a ciclagem de
enxofre (Buessecker et al. 2021). Outros grupos taxondmicos presentes no
ambiente também podem estar relacionados a diferentes ciclos biogeoqui-
micos, como os ciclos do nitrogénio, do carbono e do enxofre. Membros das
familias Solibacteriaceae, Ktedonobacteraceae e Gemmataceae ja foram rela-
cionados ao ciclo do carbono. Uma nova espécie descrita como pertencente
a familia Ktedonobacteraceae foi associada com a degradagdo de matéria or-
ganica de origem vegetal (Yabe et al. 2017). Isto indica uma possivel atuagao
de membros da familia na ciclagem do carbono no Lago do Amendoim.

A familia Solibacteraceae, pertencente ao filo Acidobacteria e presente em
ambos os compartimentos, ja foi descrita como um membro abundante de so-
los e com versatilidade fisiolégica e metabdlica, capaz de usar diversas fontes
de carbono e nitrogénio para seu crescimento (Chen et al. 2021). Estudos pré-
vios a descrevem como fator-chave em processos que envolvem a respiragao
do solo no Artico e a capacidade de crescimento em diferentes gradientes de
oxigénio (Chen et al. 2021, Zhang et al. 2017, Eichorst et al. 2018).

Dentre as familias encontradas no sedimento, a Archangiaceae é com-
posta por bactérias capazes de produzir sider6foros quando estao sob estres-
se de ferro (Whitworth 2011, Ahearne et al. 2021). Esses sideréforos agem
na solubilizacdo do ferro, permitindo que as bactérias incorporem o ferro
no metabolismo celular, conectando-as a ciclagem desse metal. Além disso,
ja foi demonstrada a relagao de bactérias da familia Acetobacteraceae e dos
filos Actinobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Nitrospirae e Proteobacte-
ria com ambientes ricos em metais, possivelmente pela presenca de organis-
mos com capacidade de metabolizar o ferro metélico (Ilbert e Bonnefoy 2013,
Gagen et al. 2019, Gavrilov et al. 2019).
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A presenca desses taxons de microrganismos nos lagos do Amendoim e
Trés Irmas indica que a microbiota presente é especifica e adaptada a grande
concentragdo de metais, em especial o ferro. Sobre este tema, destaca-se ain-
da, em ambos os lagos, a presenca da familia Ferrovacea, pertencente ao filo
Proteobacteria, tendo representantes reconhecidos como bactérias acidéfilas
oxidantes de ferro, com um importante papel no processo relacionado ao
ciclo de ferro (Hedrich et al. 2011, Gagen et al. 2019). A grande concentragao
de metais é uma caracteristica inerente a esses lagos e tem como origem a
estrutura geoldgica do entorno desses lagos na Serra dos Carajas (Gagen et
al. 2019). Todos esses fatores possivelmente contribuem para a associagdo da
microbiota com diversos macro-organismos nesses locais, inclusive os or-
ganismos endémicos, que devem ser levados em consideracdo para melhor
entendimento das suas condi¢des de desenvolvimento na regido de Carajas.

B) Comunidade fitoplancténica e perifitica

Considerando a comunidade fitoplanctonica, foram amostrados 989
taxons de algas em levantamentos realizados de 2004 a 2018. Para taxons
em que existiam informagdes disponiveis acerca de status de conservagao e
distribuigado, constatou-se que 24,2 % sdo comuns aos ecossistemas aqudticos
continentais brasileiros, 25,5 % ja foram observados na Regido Amazonica,
e 14,6 % e 3,0 %, respectivamente, foram de espécies ainda nao observadas
e raramente observadas na Regido Norte. Entre as espécies raras destacam-
se Pinnularia acrosphaeria, Eucapsis parallelepipedon, Peridinium cinctum,
Strombomonas fluviatilis, Cosmarium botrytis e Xanthidium amazonense.

Para a comunidade de algas perifiticas, um total de 651 taxons foi obser-
vado, embora um nimero muito menor de ambientes tenha sido amostrado
para essa comunidade. Nao foi possivel estabelecer tendéncias de ocorréncia
de espécies em relagdo aos demais ecossistemas amazonicos devido a bai-
xa disponibilidade desse tipo de informagdo na bibliografia especializada, o
que ressalta a importancia dessa caracterizagao.

E importante ressaltar que, em relagdo a essas duas comunidades de
fitoplancton e perifiton, o padrdo de diferenciagdo entre lagos rasos e pro-
fundos é confirmado (figuras 2.7A e 2.7E). Cabe destacar que a maioria das
espécies desses grupos pode ser considerada cosmopolita (ou seja, com po-
tencial de distribuigdo mundial) de forma que a ocorréncia ou ndo em lagos
néo esta relacionada a endemismos, mas, sim, as condi¢des ambientais locais
(Hillebrand et al. 2001, Fenchel e Finlay 2004).
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Figura 2.7 Comparagées da similaridade da composicdo de espécies pela analise NMDS
entre ecossistemas rasos e profundos da Flona de Carajés, considerando diversas comunidades
ecolégicas: (A) fitoplanctonica; (B) zooplancténica; (C) invertebrados bentdnicos; (D) insetos
aquaticos; (E) perifitica; e (F) macréfitas aquaticas. O indice de similaridade de Jaccard foi
utilizado para o calculo de similaridade entre os ambientes com dados de presenca e auséncia
(PA), enquanto o indice de Bray-Curtis foi utilizado para o calculo de similaridade entre os
ambientes com dados de abundancia (AB).
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C) Comunidade zooplanctonica

O zooplancton da Flona de Carajas apresenta 253 taxons registrados, per-
tencentes a uma ampla gama de subgrupos (copépodes, claddceros, rotiferos,
etc.). Em relacdo a composicdo de espécies, em geral, é observada uma alta
riqueza de rotiferos, especialmente daqueles da familia Lecanidae. A alta hete-
rogeneidade espacial encontrada nos lagos, com diferentes tipos de hébitats e
nichos, pode ser a principal responsével pela ocorréncia dessa elevada diver-
sidade de espécies. A presenga de macroéfitas aquédticas, por exemplo, selecio-
na espécies muito diferentes daquelas encontradas em ambientes com maior
exposicao do espelho d’agua, além de propiciar a reten¢do de detritos e o de-
senvolvimento da comunidade perifitica, favorecendo a dominancia de espé-
cies zooplanctonicas litordneas que possuem estruturas de alimentagdo aptas
a consumir esse tipo de recurso. Os copépodes, estdgios naupliares, juvenis e
adultos, sdo numericamente dominantes em alguns ambientes. Cabe ressaltar
a presencga do copépode Argyrodiaptomus paggi, descrito como endémico da
Regido Amazonica (Previatelli e Santos-Silva 2007).

A comunidade zooplanctonica pode responder a sazonalidade em am-
bientes profundos e rasos. Em um estudo em cinco lagos profundos da Flona
de Carajas, Sahoo et al. (2017) apontam que a riqueza de espécies, tanto do
fitoplancton quanto do zoopléancton, é relacionada ao nivel da dgua (figura
2.7B). A diversidade beta do zooplancton, que indica o grau de similaridade
na composi¢do das comunidades, também se diferencia em relagdo a perio-
dicidade de inundagdo e a conectividade dos ambientes, como apontam Lo-
pes et al. (2014). Ambientes perenes e isolados tém maior diversidade beta
do que aqueles temporérios isolados, uma vez que estes tltimos passam por
eventos extremos de estiagem, quando poucas espécies sdo capazes de resis-
tir a esse filtro ambiental.

Ainda em relacdo as peculiaridades da ocorréncia de espécies zooplanc-
tonicas, destaca-se o grupo dos grandes branquiépodes, especialmente das
ordens Anostraca e Spinicaudata (Crustacea: Branchiopoda), presente exclu-
sivamente em alguns ambientes aquaticos temporarios da Flona de Carajés.
Em ambientes aquaticos perenes, o zooplancton é dominado por rotiferos,
cladéceros e copépodes; ja em ambientes tempordrios, normalmente livres
de peixes planctéfagos, tém destaque os Anostraca (Crustacea: Branchiopo-
da) (Dodson et al. 2009). A fauna de Anostraca é um exemplo de zooplancton
pioneiro em lagos temporarios, onde eclodem pouco tempo depois da inun-
dagdo e tém um rdpido desenvolvimento (Dodson et al. 2009). Por serem
espécies tipicas de ambientes efémeros, os Anostraca apresentam ciclos de
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vida particulares, regidos pela intermiténcia desses ambientes. A capacidade
de produzir ovos de resisténcia é uma adaptagdo comum desses organismos,
e o acimulo desses ovos no sedimento forma um banco de ovos, preparados
para recolonizar a coluna d’agua com a inundagao.

Na Flona de Carajds, observa-se a ocorréncia dos Anostraca
Dendrocephalus carajaensis (Rogers et al. 2012) e dos Dendrocephalus xikrini
(Rabet et al. 2018), até o momento endémicas dos ambientes temporarios da
Serra dos Carajés. Mas D. carajaensis também ocorre no Parque Nacional dos
Campos Ferruginosos, na Serra da Bocaina. Em grandes branquiépodes, a
morfologia e a ornamentac¢ao dos ovos podem diferir entre géneros e espécies
e, portanto, os ovos de resisténcia podem ser utilizados na identificagao
taxonomica (Rabet 2010). Analises focadas na avaliagdo da biodiversidade
de ovos de resisténcia retirados diretamente de amostras de sedimento
podem indicar a presenca de espécies que, devido ao seu curto ciclo de vida,
dificilmente sdo encontradas na fauna ativa desses lagos temporarios.

D) Macroinvertebrados bentonicos e insetos aquaticos

Os organismos bentonicos, predominantemente insetos aquéaticos e crus-
taceos, foram registrados geralmente associados a vegetacdo aquatica. Foram
registrados 399 taxons durante o periodo de inventario. No entanto, o ntimero
de espécies de invertebrados bentdnicos e insetos aqudticos pode ser maior
pelo fato de muitos espécimes terem sido identificados apenas até o nivel de
género ou, até mesmo, ao nivel de familia, j4 que a identificagdo em nivel
de espécie s6 pode ser feita a partir dos organismos adultos, os quais sdo, em
sua maioria, organismos terrestres.

Espacialmente, o padrao de diferenciacdo entre lagos rasos e profundos
também é confirmado para essas comunidades (figura 2.7C-D). Em lagos ra-
s0s, observa-se maior diversidade de espécies em comparacdo com ambientes
profundos. Isto deve estar relacionado a maior diversidade de habitats ou a
auséncia de predadores de topo, como peixes, nos ambientes rasos e tempora-
rios, por exemplo. Mesmo em lagos profundos e permanentes, como os lagos
do Amendoim e do Violdo, é possivel observar a relagdo entre a presenca de
peixes e a riqueza, a biomassa e a composicao de insetos aquaticos. No Lago do
Violdo, onde ocorre, por exemplo, uma espécie de peixe do género Astyanax,
a comunidade de macroinvertebrados tem menor riqueza e biomassa quando
comparada com o Lago do Amendoim, que ndo tem a presenca desse predador
(Nobre et al. 2019). Espécies do género Astyanax tém efeitos diretos sobre a
comunidade de macroinvertebrados e de Chaoboridae (Nobre et al. 2019).
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E) Ictiofauna

Dos 24 lagos inventariados na Flona de Carajas entre 2005 e 2010, em
apenas quatro foi assinalada a presenca de peixes, com registro de sete ta-
xons pertencentes a quatro familias. Este padrdo de baixa diversidade esta
relacionado ao fato de ambientes rasos secarem completamente em periodos
de estiagem severa, bem como em virtude de o pequeno tamanho e o isola-
mento ndo comportarem populagdes numerosas de espécies em niveis tro-
ficos mais elevados, o que aumenta a probabilidade de extingao estocastica
(Mittelbach et al. 1995). Apenas uma das espécies, Synbranchus marmora-
tus, foi registrada em mais de um lago da Flona de Carajas (trés ao todo), am-
bos em Serra Sul. Particularmente S. marmoratus, conhecido como mugum,
é capaz de suportar periodos de estiagem, devido a sua capacidade de se
enterrar e permanecer em estado letargico até o inicio das chuvas (Eduardo
et al. 1979).

Nos lagos, os peixes capturados foram espécies ndo nativas do Brasil
— como o caso da tildpia (Coptodon rendalli) — ou espécies introduzidas a
partir de rios e igarapés pertencentes a bacia do Rio Tocantins, que drena a
Serra dos Carajas, como o caso do lambari do género Astyanax. Pelo fato de
os lagos nao terem conectividade com a rede fluvial e as espécies registradas
ndo terem sido capturadas em corpos d’dgua adjacentes a esses ambientes,
assume-se que sua presenga nesses lagos deve-se a agdo humana.

E importante ressaltar os efeitos da presenca de uma espécie de pei-
xe onivora (Astyanaxsp. grupo A. bimaculatus) na diversidade planctonica e
bentonica do Lago do Violdo, mais especificamente na riqueza, composigao e
abundancia das comunidades litordneas desses grupos de organismos (No-
bre et al. 2019). Este trabalho ilustra, também, as consequéncias da introdu-
¢ao de espécies nos lagos da Serra dos Carajés, e seus potenciais efeitos sobre
a diversidade e o funcionamento desses ecossistemas.

F) Macréfitas aquaticas

Em relacdo a comunidade de macroéfitas aquaticas, foram contabiliza-
dos 194 taxons, dos quais 59 % sdo comumente observados em ecossiste-
mas aquaticos continentais brasileiros, mas também em outras partes do
continente americano. A espécie Nymphaea rudgeana, por exemplo, ocor-
re na Serra dos Carajds, mais especificamente nos ambientes de Serra Sul,
e é amplamente encontrada nas Américas Central, Sul, e no Caribe (Lima
2018). Contudo, espécies de ocorréncia mais restrita também sdo encontra-
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das como, por exemplo, a espécie Utricularia physoceras, Isoétes cangae e
Isoétes serracarajensis, de ocorréncia rara e endémica da Serra dos Carajas
(Giulietti et al. 2019, Mormul et al. 2015).

A comunidade de macroéfitas aquéticas também responde as variagdes
no tipo de ecossistema (figura 2.7F). Analises de redundéncia, com partigao
de varidncia, apontaram que essa comunidade tem sua composigao de espé-
cies afetada pelo espaco (distancia entre os ecossistemas), além das condi¢des
abidticas de cada lago e do tempo (aspectos que afetaram todas as comuni-
dades). Isso sugere que ambientes mais préximos apresentam comunidades
de macrdfitas mais similares do que ambientes mais distantes tanto do ponto
de vista taxondmico quanto do funcional. Esses organismos sao bem depen-
dentes de conexdes hidrolégicas e/ou de animais para a sua dispersao, prin-
cipalmente no caso de macrdfitas submersas e flutuantes, que sdo altamente
representadas na Flona de Carajas (Dahlgren e Ehrlen 2005). Esse padrao de
similaridade na composicdo dependente da proximidade geografica sugere
que os ambientes estdo isolados por um tempo geolégico longinquo e que as
comunidades sdo estruturadas com espécies cujos organismos apresentam
relativamente baixa vagilidade.

Com base no exposto, é possivel inferir que novos estudos poderao pro-
duzir avangos relacionados a compreensao dos endemismos presentes. A
principio, este livro pretende contar a histéria de duas espécies de plantas
aquaticas endémicas ja identificadas: I. cangae e I serracarajensis. Estas espé-
cies sdo morfologicamente simplificadas, com algumas estruturas que tornam
suas taxonomias bastante caracteristicas (Pereira et al. 2016), diferenciando-se
também em relagdo ao hébitat: I. cangae é uma planta aquética submersa, en-
quanto I serracarajensis é caracteristica de ambientes sazonais e pogas tempo-
rarias. Do ponto de vista da conservagao, I cangae merece maior atencdo dada
a sua ocorréncia restrita e exclusiva no Lago do Amendoim.

2.5 Consideracdes Finais

Os estudos conduzidos até o momento mostram que, apesar de compar-
tilharem origem e condigdes climaticas relativamente semelhantes, os lagos
de altitude da Serra dos Carajas sdo ecossistemas bastante heterogéneos em
condic¢des ambientais. Por se distribuirem ao longo de um amplo gradiente
de caracteristicas morfométricas, sedimentoldgicas e limnoldgicas, esses sis-
temas, em conjunto, favorecem a manutengao da biodiversidade regional, ao
promoverem a heterogeneidade ambiental.
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A maior riqueza de espécies reportada para os ambientes rasos compa-
rativamente aos ambientes profundos é um padrao geral da biodiversidade
que emerge para as comunidades fitoplanctonica e perifitica, zooplancto-
nica, de macroinvertebrados bentonicos e insetos aquaticos, mas nao para
peixes e macrdfitas aquaticas nesses ecossistemas. Além disso, as condicdes
peculiares e, por vezes, tinicas de alguns desses ecossistemas, o relativo grau
de isolamento e as limita¢des de dispersao de alguns organismos que os ha-
bitam, os tornam importantes dreas de endemismo.

Lagos rasos e pequenos secam esporadicamente, possuem elevada razao
perimetro/volume, o que os torna relativamente mais conectados ao ambiente
terrestre. Por serem rasos, tém maior drea de sedimento exposto a luminosi-
dade e recebem mais luz por unidade de volume. Essas condi¢des permitem
o desenvolvimento de plantas aqudticas, organismos que conferem alta hete-
rogeneidade a esses ambientes. A presenca de plantas aquaticas aumenta o
estoque interno de matéria organica, tornando esses ecossistemas rasos ainda
mais produtivos por unidade de area, podendo sustentar teias tréficas mais
complexas, e receber uma fauna mais mével, como insetos aquaticos e aves.
Esses organismos mais méveis conectam mais fortemente os lagos rasos entre
si, estabelecendo dindmicas de metacomunidades e metaecossistemas mais
frequentemente do que os lagos profundos entre si, 0 que repercute em uma
elevada — e em geral maior — biodiversidade nesses sistemas do que em lagos
profundos (Scheffer et al. 2006). Por outro lado, a maior parte dos lagos rasos
sdo também tempordrios, ou seja, sujeitos a dessecacdo, o que corresponde a
um importante filtro ambiental para a ocorréncia e a dispersao de alguns or-
ganismos aquaticos dessa regido, condigdes essas que restringem a ocorréncia,
por exemplo, de plantas aquaticas submersas, como Isoétes cangae.
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Resumo

O inicio dos estudos botanicos sobre a flora dos campos rupestres ferru-
ginosos das Serras de Carajés tiveram inicio no final da década de 1960. Estas
missdes descreveram intimeras espécies, entre elas, incluem-se duas novas
de Isoétes, das quais uma ganhou notdrio destaque, devido a sua ocorréncia
restrita a um lago situado em uma regido-alvo para exploracdo mineral, loca-
lizado na Serra Sul da Flona de Carajas. Assim, uma série de estudos foram
realizados, levando em consideracdo esses dois taxons, a fim de se encontrar
caracteres que auxiliassem na identificacdo acurada das espécies, fornecen-
do um parecer correto sobre o risco de extingdo que esses taxons possuiam
frente a implantagdo do projeto. Embora apresentem grande similaridade,
as espécies podem ser diferenciadas pelo habitat e pela andlise morfol6gi-
ca dos megasporos, sendo elas: Isoétes serracarajensis, distribuida nos am-
bientes alagados da regido, e Isoétes cangae, conhecida até 0 momento com
ocorréncia natural em apenas um lago perene da regidao. Adicionalmente,
mensuragoes foliares, embora sejam tteis, ndo sdo determinantes para a dis-
tingdo das espécies. Por outro lado, medidas morfométricas e ornamentagao
do megésporo foram essenciais para uma distin¢do precisa neste grupo. Da-
dos moleculares corroboram a hipétese de que se trata de tdxons distintos,
embora sejam proximamente relacionados (grupo irmao).

Palavras-chave: Isoetaceae; diversidade no Brasil, Isoétes cangae, mineragao; conserva-
¢ao; endemismo.
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3.1 Historico

A regido de Carajas vem sendo alvo de estudos botanicos desde a desco-
berta das jazidas no final da década de 1960, quando os primeiros botanicos
pisaram em suas serras ricas em ferro. O Dr. Paulo Cavalcante, do Museu
Paraense Emilio Goeldi (MPEG), foi um desses desbravadores, fazendo as
primeiras coletas das espécies das cangas de Carajas naquela época (Mota et
al. 2015). As coletas prosseguiram, nas décadas de 1970 e 1980, especialmen-
te restritas as formagdes rupestres da Serra Norte, que acabaram resultando
na publicacdo da primeira listagem floristica para a vegetacdo em Carajas
(Secco e Mesquita 1983).

Apbs essa fase inicial de estudos floristicos em Carajas, houve um
abrupto declinio no niimero de expedi¢des botanicas na regido com conse-
quentes desaceleragdes nos ritmos de depdsito de material em herbarios e
novas publica¢des sobre avaliagdo da riqueza floristica oriundas da regido.
Entretanto, o histérico dos espécimes provenientes de Carajds presentes nos
herbérios foi fonte para a descrigdo de diversas novas espécies para a flo-
ra brasileira (e. g., Barroso e King 1971, Austin 1981, Plowman 1984, Bar-
neby 1991), sendo grande parte dessas conhecidas somente das formagdes
ferriferas de Carajas. Com o tempo, os estudos botanicos ali desenvolvidos
deixaram de ter enfoque exclusivamente académico e passaram a compor
os estudos de licenciamento ambiental para os projetos desenvolvidos pela
Vale, sem perder relevancia e cuidado cientifico.

Assim, a partir de 2007, os campos rupestres ferruginosos da Serra dos
Carajas comecaram a ser mais profundamente estudados especialmente mo-
tivados pelo processo de licenciamento ambiental do “Projeto Ferro Carajas
S11D” (Projeto S11D) (Golder 2010, 2011b, 2013a), Area Minima de Canga
(Golder 2007, 2009, 2011a) e estudo da Biodiversidade da Serra da Bocaina
(Golder 2013b), sendo que este tltimo subsidiou a criacdo do Parque Nacio-
nal dos Campos Ferruginosos em 2017. Esses estudos envolveram botéanicos
de diversas institui¢des de pesquisas, em especial da Universidade Federal
de Minas Gerais, apoiados por pesquisadores de diversas outras institui¢des
ao redor do mundo, que contribuiram significativamente para a ampliagao
do conhecimento da flora endémica de Carajas.

Os estudos de licenciamento ambiental permitiram o reconhecimento de
uma série de novas espécies de plantas com sementes, como Philodendron
carajasense E. G. Gong. e A. J. Arruda (Gongalves e Arruda 2013), Borreria
elaiosulcata e B. carajasensis E. L. Cabral e L. M. Miquel (Cabral et al. 2012),
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além de um novo género de Rubiaceae restrito a Serra Sul, Carajasia cangaeR.
M. Salas, E. L. Cabral e Dessein (Salas et al. 2015). Novas espécies dos grupos
de plantas sem sementes também foram descritas do local como Blechnum
areolatum V. A. O. Dittrich e Salino (Dittrich et al. 2012), Thelypteris
amazonica Salino e R. S. Fernandes (Salino et al. 2011) e Thelypteris indusiata
Salino (Salino et al. 2014).

Entre novas espécies descritas para os campos rupestres ferruginosos
de Carajés, a descoberta de duas espécies de Isoétes fascinaram os botanicos
envolvidos nos estudos. Isoétes é reconhecido por muitos naturalistas como
verdadeiros “fdsseis vivos” por apresentar sua forma muito parecida com
as plantas que dominaram as florestas do planeta ha mais de 300 milhdes
de anos. A descoberta de espécies endémicas como Isoétes destacou Carajas
como um berco de relevante endemismo e diversidade, dados o tempo geo-
l6gico desse sistema continental e a possibilidade de ele abrigar representan-
tes de floras ancestrais.

Esse intrigante grupo de plantas foi inicialmente registrado no ano de
2007 em Carajas por pesquisadores como Leonardo Vianna, Nara Mota, Pe-
dro Viana e suas equipes. Subsequentemente, varios outros registros foram
realizados por André Arruda, Bruno Falcdo, Thais Almeida, entre outros. Ini-
cialmente, acreditava-se na ocorréncia de uma tnica espécie. A possibilidade
de existéncia de duas novas espécies de Isoétes para Carajas emergiu poste-
riormente, na dissertacdo de mestrado de André Arruda (Arruda 2014), apds
diversas cole¢des terem sido analisadas pelo pesquisador Jovani Pereira, que
estava realizando estudos taxondmicos e filogenéticos no género (figura 3.1).
A efetiva confirmagdo e publicagdo dessas duas novas espécies, I cangaee L
serracarajensis, ocorreu no ano de 2016 (Pereira et al. 2016).
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Figura 3.1 Primeiros registros fotograficos de /soétes sp2: (A) ambiente de ocorréncia; (B)
visdo geral do individuo e /soétes sp1; (C) foto do habitat; e (D) visdo dos individuos retirados
da dissertacdo de Arruda (2014).

Os nomes dessas espécies fazem referéncias aos locais dos registros de
ocorréncia. Isoétes serracarajensis leva este nome por ser amplamente dis-
tribuida nos corpos de canga das diversas serras de Carajas (Serra Norte,
Serra Sul, Cristalino, Serra do Tarzan e Serra da Bocaina) e Isoétes cangae é
registrada somente no Lago do Amendoim, um dos lagos naturais sobre um
dos platos de Serra Sul.

O ponto de relevancia dessa descoberta é que o taxon, inicialmente de-
nominado Isoétes sp. 2 (= I cangae), estava restrito a uma drea destinada ao
licenciamento ambiental do Projeto S11D, o que representava um alto risco de
extingdo de um taxon que ainda nao havia sido descrito pela ciéncia, caso o pro-
jeto fosse autorizado pelo 6rgdo licenciador. Esse quadro delineado demandou
a adogdo de agdes especificas da empresa para a conservacao das populagdes
e a preservagao da espécie, assim como a revisdo do projeto em licenciamento.

Contudo, antes dessa avaliagdo pelo 6rgao licenciador, a pergunta que
precisava ser respondida era se Isoétes sp. 2, registrada unicamente no Lago
do Amendoim e, tendo sua tinica populagdo conhecida restrita a 4rea dire-
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tamente a ser impactada pelo futuro empreendimento, se diferenciava de
Isoétes sp1, cuja distribuigdo era mais ampla, embora tivesse também popu-
lagdes a serem impactadas pelo empreendimento em questdo. Foram realiza-
das consultas ao material depositado no Herbério da Universidade Federal
de Minas Gerais (BHCB), bem como novas coletas realizadas ao longo de es-
tudos focados no Estudo de Impacto Ambiental (EIA) do Projeto S11D e em
outras frentes dentro da Floresta Nacional de Carajés e seu entorno, sendo
observados morfotipos intermedidrios com relagdo aos caracteres morfolégi-
cos utilizados por Arruda (2014), levantando novos questionamentos quanto
a diferenciacdo das espécies e a necessidade de aprofundar os estudos mor-
fométricos e genéticos.

Ap6s nova analise do material pelo especialista Jovani Pereira, foi con-
firmado o reconhecimento de dois taxons distintos para a Floresta Nacional
de Carajas, considerando, além dos caracteres ja avaliados, o habitat de re-
gistro e a andlise morfolégica dos megdsporos (principal caréter utilizado
na identificacdo e separac¢do dos taxons no género). Assim, em 2015, foi pu-
blicado o manuscrito apresentando duas espécies de Isoétes para a Flona
de Carajas, Isoétes serracarajensis (distribuida nos ambientes alagados da
regido) e Isoétes cangae (Pereira et al. 2015).

Com a confirmagdo dos tdxons como espécies distintas, surgiu a ne-
cessidade de um estudo aprofundado sobre as Isoétes de Carajas, visando
subsidiar o licenciamento do Projeto S11D, uma vez que a presenca de uma
espécie cuja tnica populagdo representava um impeditivo relevante a insta-
lagao da futura mina, restringindo uma porg¢ao consideravel da 4rea prevista
de exploragdo mineral.

Com base no contexto delineado, a Licenca de Operacgdo (LO n° 1 361)
do Projeto Ferro Carajas S11D foi emitida pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) em dezembro de
2016, incluindo condicionantes referentes as intervengdes nos lagos do Vio-
lao e do Amendoim e a conservagao das populagdes das espécies de fauna
e flora que dependem desses ambientes. A condicionante 2.4 estabeleceu
a preservagao integral desses lagos, mantendo um raio de 500 metros de
protecdo, incluindo as respectivas dreas de contribuicdo, devendo essa drea
permanecer restrita ao avango do projeto de mineragao até que os estudos
fossem concluidos. Adicionalmente, foi ainda estabelecida a condicionante
2.14, que determinava a necessidade de garantir a conservacdo in situ de
percentuais vidveis das populagdes que dependem dos lagos do Amendoim
e do Violdo. Posteriormente, tal restri¢do ficou mais explicita com a Nota
Técnica n® 10/2016 do Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiver-
sidade (ICMBio), em que o instituto reiterou que:
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O lago do Amendoim é habitat de uma espécie que até o momento nao foi
encontrada em nenhum outro lugar, sendo que o atual plano de manejo da UC
estabelece que mesmo na zona de mineragao: areas com a presenga de espécies
endémicas da Floresta Nacional de Carajas s6 poderdo ser mineradas caso a
espécie esteja presente em outras areas da FN, protegidas da mineragao e que
sejam suficientes para a manuteng¢ao de populagdes viaveis da mesma.

Com o intuito de embasar tomadas de decisdo para execugdo de agdes
efetivas de conservacdo de Isoétes cangae, foi iniciado em 2016 um grande
projeto de pesquisas cientificas, com a participacdo da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFR]J), representada pelo Instituto de Biodiversidade e
Sustentabilidade (NUPEM) em parceria com o Instituto Tecnolégico Vale
para o Desenvolvimento Sustentavel (ITVDS) para aprofundar o conheci-
mento sobre ecologia, genética, propagagao, elaboragao e execugdo de proto-
colos de reprodugéo e introdugdo da espécie. Os resultados dos estudos de
pesquisa sdo de carater multidisciplinar, no campo da biologia, garantindo
extenso conhecimento sobre caracteristicas ecoldgicas e exigéncias bidticas
e abidticas da espécie. Esse conhecimento inclui a capacidade de garantir
a sobrevivéncia, reproducdo e diversidade biolégica mesmo em situagdes
artificiais de cultivo e em ambientes onde a espécie se desenvolve de forma
experimental. Adicionalmente, praticas para conservacdo ex situ de seus es-
poros e de individuos vivos também tém tido sucesso, permitindo manter
colegdes vivas de individuos em viveiro e garantindo que a variabilidade
genética da espécie seja preservada em bancos genéticos e de germoplasma.

3.2 Historia do Género no Brasil

Isoétes Linnaeus consiste em um género cosmopolita de licéfitas aqua-
ticas, terrestres ou de ambientes sazonalmente inundados (Taylor e Hickey
1992). O género possui cerca de 250 espécies e é encontrado em todo o mun-
do. No Brasil, o género apresenta 33 espécies, das quais 28 sdo endémicas.
Espécies de Isoétes ocorrem em quase todos os estados da Federagao, sendo
encontrados em ambientes aquaticos permanentes ou temporarios em areas
de vegetagao abertas.

Os primeiros registros do género no Brasil ocorreram no inicio do sé-
culo 19, quando foram realizadas as coletas das duas primeiras espécies do
género no Brasil, Isoétes amazonica e I. gardneriana. Até recentemente a ta-
xonomia do género havia sido pouco estudada, por pertencer a um grupo
de plantas aparentadas das pteriddfitas, negligenciada na maior parte dos
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inventarios botanicos, e que vivem submersas em ambientes aquéaticos, onde
acabam sendo confundidas com outras espécies de macrdfitas tipicas desses
ambientes. Foram os trabalhos académicos do pesquisador Jovani Pereira
que suscitaram a realizacdo de estudos taxondmicos e filogenéticos mais
profundos do género do Brasil.

3.3 Estudos Moleculares e Morfométricos

A respeito das questdes identitarias que envolviam as duas espécies de
Isoétes descritas para a Serra dos Carajas, uma série de estudos multidisci-
plinares foram executados a fim de se elucidar a natureza taxonoémica de 1.
cangae e I. serracarajensis. Estas investigacdes culminaram na publicagao de
um estudo integrativo (Nunes et al. 2018), com diversas abordagens morfo-
l6gicas e moleculares.

As duas espécies foram diretamente comparadas, tomando-se diversas
medidas de suas estruturas. Foi revelada uma sobreposicdo dos fenétipos
das espécies em relacdo a morfologia das folhas, evidenciada pelas andlises
de cluster com base em medidas morfométricas dessa estrutura. A compa-
ra¢do do conjunto de dados das duas espécies indica uma morfologia mais
homogénea de I serracarajensis e maior variagdo em I. cangae, com evidente
sobreposi¢do na morfometria foliar das espécies. De maneira geral, I. cangae
apresenta folhas maiores do que I serracarajensis, mas essa caracteristica
ndo pode ser tomada como diagndstica para as espécies comparadas.

Outra estrutura analisada foi o megéasporo, que, inclusive, foi determi-
nante para a descrigdo desses taxons como espécies distintas. Dados levan-
tados sobre a ornamentacdo do megésporo e andlises morfométricas dessa
estrutura revelaram grande poder de diferenciagdo entre as duas espécies
de Isoétes (figura 3.2). As andlises foram conduzidas com e sem a cobertura
de silica que envolve o megasporo. Considerando os megasporos com sili-
ca, em I cangae, eles sdo verrucados a tuberculados, com hastes e radiculas
fundidas na face proximal e distal. Em I serracarajensis, os megasporos sao
predominantemente verrucados, raramente tuberculados, com hastes e radi-
culas também fundidas na face proximal e distal. Apds a remocdo da silica,
serracarajensis torna-se totalmente verrucado, e ambas as espécies apresen-
taram radiculas em ambas as faces, além disso a distancia entre as verrugas
é geralmente menor em I. serracarajensis. A combinacdo de todos os para-
metros mensurados resultou em clara distingdo das espécies com base na
Analise de Componente Principal (PCA), sendo a presenca de tubérculos um
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fator dominante para distinguir as espécies. De maneira geral, a remogao da
cobertura de silica influenciou o resultado da analise de PCA, melhorando a
separagao das duas espécies (figura 3.3).

Figura 3.2 Megasporos de /soétes (marca trilete na face proximal). /. cangae (A) Ic5: face
proximal, megasporo verrucado (com silica); (B) Ic7: proximal face, megasporo verrucado a
tuberculoso (sem silica); (C) Ic4: face distal, megasporo verrucado a tuberculoso (com silica);
(D) Ic7: face distal, megéasporo tuberculoso a verrucado (sem silica); (E) Ic7, detalhe da verruga
e varetas fundidas (com silica); (F) Ic4: detalhe da verruga e radicula fundida na face proximal;
(G) Ic8: tubérculos e varetas fundidas na face proximal (com silica); (H) Ic7: detalhe da verruga
e radicula fundida (densamente compactada) na face proximal (sem silica); /. serracarajensis;
(1) 1sD8: face proximal, megasporo verrucado (com silica); (J) IsD8: face proximal, megésporo
verrucado (sem silica); (K) IsB2: face distal, megasporo verrucado (com silica); (L) IsD2: face
distal, megasporo verrucado (sem silica); (M) IsD1: detalhe dos raios e verrugas na face proximal
(com silica); (N) IsB1, detalhe das radiculas fundidas na face distal (sem silica); (O) IsB5: detalhe
das verrugas e varetas fundidas na face distal (com silica); (P) IsD2: detalhe das verrugas e
radicula fundida (densamente compactada) na face proximal (sem silica). Barra de escala
corresponde a 100 um, exceto F, H, N e P, que é 5 um. Ic: /. cangae, I. serracarajensis, 1. (B e D):
I. serracarajensis do S11B e do S11D, respectivamente.
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Figura 3.3 (A) PCA de dados morfométricos do megasporo /soétes mostrando grupo de

tubérculos diferenciado de outros parametros (variancia total: 91,5 %); (B) Agrupamento distinto
de /. cangae de I. serracarajensis com (w/) e sem (w/o) revestimento de silica.

Nao foi observada diferenca no ntimero de micrésporos produzidos a
partir dos microsporangios na base de cada esporéfito. Os micrésporos de
I. cangae foram menores nas medidas equatoriais e polares em comparagao
com [. serracarajensis, embora isso ndo possa ser considerado um carater
diagndstico.

Andlises de DNA barcoding identificaram duas populagdes distintas de
Isoétes. Todos os marcadores de cloroplasto testados produziram sequéncias
idénticas, ao passo que o marcador ITS2 foi capaz de separar, com alta con-
fiabilidade, grupos correspondentes as espécies I. cangae e I. serracarajensis.
Apesar de I serracarajensis ser amplamente disseminada na regido, nao foi
observada diferenciagao entre unidades amostrais em dreas geograficamen-
te distantes.

Em relagdo ao genoma do cloroplasto das duas espécies, ambos sdao
muito semelhantes, mas possuem caracteristicas que os permitem distinguir.
Uma das pequenas diferencas entre as espécies de Carajas foi um éxon au-
sente no gene clpP, além de um fragmento intergénico entre os genes atpB e
ndhK. Pequenas regides com poucas semelhancas entre as espécies também
foram registradas, como os genes thepsaA e psaB. Uma anélise mais apro-
fundada dos genomas do cloroplasto indicou que a andlise de SNP poderia
diferenciar as duas espécies.
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3.4 Buscas e Espécies do Brasil

Trabalhos de campo foram realizados em varias localidades na
Amazodnia, no Cerrado e na Caatinga para buscar novos registros de I. cangae
e I serracarajensis, além dos limites das dreas de canga. A escolha das areas
foi baseada em registro de herbarios, bem como na selegdo de localidades com
caracteristicas semelhantes as encontradas em Carajas (rios, lagos ou pocas
tempordrias, oligotréficos, em ambientes com clima tropical). Nas pesquisas
de campo foram buscadas as espécies morfoldgica e filogeneticamente mais
préximas as espécies de Isoétes da Flona de Carajas para entender os possiveis
fatores evolutivos e ambientais que potencialmente levaram I cangae e L
serracarajensis a serem endémicas da canga. Os materiais coletados foram
herborizados, usando técnicas usuais para preservacdo de material botanico
e tombados no herbério do Museu Paraense Emilio Goeldi (acronimo MG).
Também, os materiais foram coletados para andlises filogenéticas moleculares.

As espécies morfolégica e/ou filogeneticamente proximas a I. cangaee I.
serracarajensisforam encontradas em oito excursdes de coletas: Apeti Salvador,
PA — junho 2017 (I triangula); Santarém, PA — julho 2017 (I amazonica);
Terenos, MS —novembro 2017 (I. gardneriana); Chapada das Mesas e Serra das
Andorinhas, MA e PA, respectivamente — dezembro 2017 (I panamensis lato
sensu); Barreiras e Correntina, BA (I panamensis); Patos e Estagdo Ecolégica
do Serid6, PB e RN, respectivamente — abril 2018 (1. luetzelburgii strict sensu);
Serra do Cip6 e Diamantina, MG — junho 2018 (I panamensis e I gigantea);
Xique Xique e Iagu, BA — abril 2019 (1. Iuetzelburgii lato sensu).

Entre as espécies coletadas destacam-se I gardneriana e I. amazonica,
conhecidas apenas pelos materiais originais coletados hd mais de 164 anos
(Pereira et al. 2019) — figura 3.4. Andlises morfoldgicas preliminares mos-
tram que I. amazonica e I. serracarajensis sao mais similares entre si do que
com qualquer outra planta da Amazonia (Pereira et al. 2016). Desta forma,
a inclusdo de mais populag¢des de I amazonica nas andlises morfoldgicas e
filogenéticas moleculares permitiu abordar de forma mais nitida a natureza
das relagdes entre essas duas espécies.
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O.fsoéres

gardneriana

Figura 3.4 Distribuicdo geogréfica, habito e habitat de /soétes amazonica e |. gardneriana. (A)
Localizagdo onde /soétes amazonicae I. gardneriana foram redescobertas no Brasil (localizagdo
tipo de /. gardneriana em pentagono azul); (B-C) /soétes amazonica (Pereira 1015, MG); (B)
habitat; (C) habito; (D-E) /soétes gardneriana (Pereira 1028, MG); (D) habitat; (E) habito.
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Ambos I. panamensis e I. luetzelburgii formam agregados de espécies
morfologicamente bastante semelhantes, mas filogeneticamente distintas,
e ocupam diferentes posi¢des na filogenia (Pereira et al. 2021). Deste modo,
para recuperar as relagoes filogenéticas entre essas espécies com os Isoétes
de Carajés, foi fundamental obter vérias amostras dessas espécies de dife-
rentes localidades.

Também, a coleta de I triangula é o primeiro registro do género para
area de restinga no Brasil (figura 3.1), demonstra a enorme capacidade do
género de colonizar diferentes ambientes, dadas as caracteristicas geoldgicas
recentes das areas de restinga.

3.5 Filogenia do Género

No contexto da conservagdo, a reconstrucao das relagdes filogenéticas
pode fornecer compreensdo importante das condi¢des ambientais em que as
espécies viviam no passado e dos processos evolutivos e fatores que levaram
as espécies a se manterem nos ambientes, bem como permitem tragar uma
conexdo entre ancestralidade filogenética e conservagdo dos hébitats atuais,
dando uma visdo abrangente das condi¢des ambientais requeridas pelas es-
pécies. Entre os véarios elementos necessarios para reconstruir a histéria evo-
lutiva de um grupo, estdo a adequada amostragem de espécies (por meio
de trabalho de campo), o reconhecimento do seu nivel de ploidia (por meio
de contagem cromossomica ou medida do tamanho de genoma) e a correta
selecdo dos marcadores moleculares.

No contexto de Carajas, entender a histérianatural e evolutiva de I cangae,
que ocorre em apenas um lago em Carajas, ndo é apenas cumprir com uma
condicionante do licenciamento de suas atividades de conservagdo junto ao
ICMBio, mas também uma forma de contribuir com o conhecimento e prever,
estimar e contornar os iminentes riscos envolvidos em possiveis processos de
colonizagdo assistida de novos ambientes pela espécie. Consequentemente,
isso tem impacto direto em planos de conservagao e restauragao.

Estudos filogenéticos recentes (Pereira et al. 2020, 2021) mostraram
que Isoétes cangae e I serracarajensis sdo filogeneticamente préximas,
pertencentes a um grupo de espécies bastante diverso, tipico em areas mais
aridas do Brasil, como o Cerrado e a Caatinga. Deste modo, acredita-se que
a ocorréncia de I. cangae em um lago permanente seja uma adaptacao de-
rivada e especifica dessa espécie, sendo que a maioria de seus parentes e,
possivelmente, seu ancestral ocorriam em &dreas sazonalmente alagadas.
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3.6 Conclusao

Os estudos botanicos em Carajas, sempre contribuiram para o conhe-
cimento botanico da regido, especialmente em relacdo as duas espécies de
Isoétes, demonstrando a importancia de pesquisas de cunho cientifico asso-
ciadas ao licenciamento ambiental e da continuidade dessas pesquisas apds o
Estudo de Impacto Ambiental (EIA/RIMA). Para tal, um projeto de pesquisa
cientifica foi iniciado para aprofundar o conhecimento sobre a ecologia, gené-
tica e reproducédo dessas espécies, a fim de subsidiar acoes efetivas de conser-
vacdo, sendo a taxonomia apenas o inicio de tudo que foi desenvolvido. Além
disso, a descoberta e a descrigdo dessas espécies destacaram a regido como um
berco de diversidade morfoldgica e genética e ressaltaram a necessidade de es-
forgos continuos para proteger e preservar as espécies endémicas de Carajés.
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Resumo

A diversidade genética das populacdes assegura possiveis adaptagdes
as mudancas ambientais e aos demais eventos associados a perda ou
degradacdo dos hdbitats. Populagdes reduzidas tendem a diminuir a
variabilidade genética em poucas geragdes como consequéncia da deriva
génica, da fixagdo ou extincado de alelos, enquanto em populagdes maiores o
efeito é mais demorado. A genética para conservagdo busca preservar essa
diversidade genética das populagdes, especialmente aquelas ameagadas ou
em vias de extingdo, fornecendo subsidios capazes de definir as melhores
estratégias para o manejo da espécie. Além disso, a caracterizagdo da
diversidade genética auxilia na previsdo adaptativa de uma populagao,
contribuindo, inclusive, no conhecimento sobre o processo sucessional
de espécies. Em virtude de sua importancia, métodos com marcadores
moleculares tém sido utilizados para caracterizar a diversidade genética
das populagdes, sendo esses marcadores normalmente categorizados como
técnicas que utilizam a hibridizagdo, a reagdo em cadeia de polimerase (ou
PCR) e o sequenciamento de nova gerac¢ao. Estudos iniciais conduzidos na
espécie Isoétes cangae e Isoétes serracarajensis, encontradas nos ambientes
de canga na Serra dos Carajas, indicaram um alto fluxo génico e uma alta
diversidade genética intrapopulacional. Em Isoétes serracarajensis, foi
encontrada variagdo geogréfica entre populagdes de diferentes cangas,
indicando que hé algum grau de isolamento geografico e baixo fluxo génico
nessa espécie. J4 para Isoétes cangae, dados gendmicos indicaram auséncia
de endogamia apesar de sua distribuigdo restrita. Além disso, individuos de
Isoétes podem ser tratados como uma unidade demogréfica, com tamanho
populacional grande. Em conjunto, os dados fornecem informagdes para
acOes praticas nos programas de manejo de Isoétes.

Palavras-chave: genética da conservagdo; diversidade genética; marcadores molecula-
res; manejo de populacdes.
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4.1 A Importancia dos Estudos de Diversidade Genética e a
Conservacao das Espécies

As perturbagdes ecolégicas e a destruicdo de hébitats causadas por mu-
dangas climaticas associadas as atividades humanas tém colocado em risco
um nimero sem precedentes de espécies, em um evento ja denominado Ex-
tingdo em Massa do Antropoceno (Ceballos et al. 2015, Ceballos e Ehrlich
2018). Nesse sentido, a diversidade genética despontou como elemento basi-
co no estudo da biodiversidade desde a Convencao sobre Diversidade Biol6-
gica (CBD; www.cbd.int), iniciada com a Ctipula da Terra no Rio de Janeiro,
em 1992, conforme apresentado no capitulo 1. A partir de entdo, a anélise da
diversidade genética tem sido utilizada como ferramenta de vigilancia nos
estudos de conservacgao de populagdes ameacadas.

A diversidade genética constitui toda a variabilidade de alelos e gené-
tipos entre individuos, grupos de individuos ou populagdes, refletindo as
diferencas morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais, capazes de alte-
rar a aptidao e a persisténcia dos individuos ou populagdes a longo prazo
(Frankham et al. 2002, Toro e Caballero 2005). Cabe destacar que nem toda
variagdo genética é potencialmente adaptativa, porém, dada a dificuldade de
se prever as mudangas ambientais, a existéncia dessa variabilidade aumen-
ta as chances de sobrevivéncia das espécies (Frankham et al. 2002, Markert
et al. 2010, Ho e Zhang 2018). Em um contexto mais prético, a diversidade
genética é classificada como neutra, deletéria ou adaptativa (Hedrick 2001).
As variantes neutras sdo normalmente utilizadas em estudos de conserva-
¢do, enquanto as variagdes deletérias e adaptativas, embora sejam impor-
tantes para a sobrevivéncia da populagdo, sdo frequentemente utilizadas
em programas de melhoramento genético de plantas e animais por forne-
cerem informacdes de caracteristicas economicamente interessantes (Toro e
Caballero 2005). Além da adaptacdo baseada em genes, é importante ressal-
tar que a plasticidade fenotipica como resultado de ajustes fisiolégicos ou
modifica¢Oes epigenéticas também representa mecanismos alternativos da
aptiddo individual em ambientes varidveis (Kingsolver e Buckley 2017).

A baixa diversidade genética das populagdes estd normalmente asso-
ciada a reducdo na expectativa de vida e a menor capacidade de crescimento
populacional (Spielman et al. 2004), enquanto niveis mais altos sdo frequente-
mente associados a sobrevivéncia e a garantia do potencial adaptativo frente
as rdpidas mudancas ambientais (Markert et al. 2010). O potencial adapta-
tivo aumenta a capacidade de resposta das populagdes as pressdes ambien-
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tais e seletivas por mudangas fenotipicas e/ou moleculares (Hoffmann et al.
2017), tornando as popula¢des mais robustas. Dessa forma, a variabilidade
genética contribui na selegao natural por fornecer a plasticidade fenotipica
da espécie a novos ambientes, além de proporcionar conhecimentos sobre as
relagdes filogenéticas e a evolugdo molecular (Ho e Zhang 2018).

Ainda citando o primeiro capitulo, fatores ambientais e ndo genéticos,
como destruigdo e fragmentacdo de hébitats, introdugao de espécies invaso-
ras, rapida mudanca climética ou poluicdo sdo os principais causadores da
redugdo no crescimento populacional e propulsores da taxa de extingdo (Fo-
den et al. 2019). Neste contexto, a criacdo de unidades de conservagédo tem
sido a abordagem preferivel para a conservacgdo da biodiversidade, pois pro-
porciona o conhecimento sobre 0 manejo adequado de espécies ameacgadas.
Apesar das vantagens da conservacao in sifu, o material genético de plantas
também pode ser conservado ex situ, em bancos de sementes, pomares, co-
le¢des de clones e/ou jardins botanicos, principalmente quando o tamanho
populacional é criticamente baixo na natureza (Koskela et al. 2013). A con-
servacgdo das populacdes in situ tem a vantagem de garantir a manutengao
de processos dindmicos da evolugdo em hdbitats, que imprime mudangas
temporais e espaciais na diversidade genética, enquanto populagdes ex situ
sdo estaticas, mantendo uma aliquota da diversidade genética amostrada.
Além disso, a conservacao de populacdes in situ também é um modelo mais
facil e barato (Koskela et al. 2013).

A perda da diversidade genética é frequentemente interpretada como
um indicador de depressdo endogamica e aumento da deriva génica. Em po-
pulacdes de tamanho reduzido, poucas geragdes podem ser suficientes para
reduzir a variabilidade genética da populacao, seja por deriva génica, pela fi-
xagdo ou pela extingao de alelos, enquanto em populagdes maiores, esse efei-
to é mais demorado. Desequilibrios ambientais que reduzem drasticamente
o tamanho da populacdo ou impedem sua reproducdo também reduzem a
variabilidade genética pelo declinio na taxa de heterozigosidade média da
populacdo por um evento conhecido como efeito gargalo (Mayr 1963, Nei et
al. 1975). Essa redugdo, em especial em populagdes pequenas ou raras, pode
ser devastadora, pois aumenta a susceptibilidade da espécie a pragas e do-
encas, bem como as variagdes ambientais estressantes (Markert et al. 2010).

A heterozigosidade esperada (H,) é uma forma comum de avaliar a va-
riacdo genética dentro de uma populagdo, e o declinio da heterozigosidade
causado pela deriva génica é calculado por 1/(2N)) para cada geracdo, onde
N, é o ntimero efetivo da populagdo capaz de reproduzir. Assim, o rapido
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declinio no tamanho efetivo da populagdo pode causar uma redugdo imediata
no nimero de alelos (Kimura e Ohta 1969, Isagi et al. 2019). Dessa forma, uma
populacdo pequena que tenha, por exemplo, N, = 10 individuos, terd uma per-
da de 5 % de sua heterozigosidade a cada geragao. Além dos efeitos negativos
da endogamia, que favorece o aumento da homozigose em populagdes pe-
quenas, variagdes genéticas recessivas deletérias também se acumulam com o
passar das geragdes devido a menor eficdcia da selegao purificadora, elevando
ainda mais o risco de extin¢do da espécie (Isagi et al. 2019).

Estudos de meta-andlise indicam redugdes significativas na diversida-
de genética de varias espécies apds a revolucdo industrial e demais eventos
associados a perda ou degradagdo dos habitats (Leigh et al. 2019, Miraldo
et al. 2016). O avango em metodologias e abordagens levou ao avango de
ferramentas estatisticas e modelos matematicos. Modelos populacionais ma-
triciais e andlise de viabilidade populacional (PVA, do inglés Populations
Viability Analysis) surgiram, portanto, como ferramentas para a previsdo da
trajetéria de populagdes e a comparagdo de cendrios que auxiliam na tomada
de decisdes que proporcionem a conservagao (Menges 2000, Morris e Doak
2002, Brigham et al. 2003). Essas ferramentas podem ser utilizadas tanto na
reintrodugdo de espécies raras (Menges 2008) ou mesmo como parte de um
programa de colonizacdo assistida (Vitt et al. 2010). A andlise de viabilidade
populacional pode responder perguntas decorrentes de novas colonizagdes
de plantas como: quais locais devem ser escolhidos para a colonizagao assis-
tida? Quais propagulos devem ser utilizados (sementes ou esporos, plantas
jovens ou adultas)? Qual o ntimero de propagulos necessérios para garantir
a criagdo de uma populagao viavel (ndmero minimo vidvel ou tamanho da
populacao fundadora)?

A andlise de viabilidade populacional utiliza um modelo populacional
estocdstico para avaliar a viabilidade de uma espécie, subespécie, metapopu-
lacdo ou a subpopulacdo isolada e relaciona-se com a anélise da populacao
minima viavel (MVP, do inglés Minimum Viable Population), ou seja, estima
o nimero minimo de organismos de uma determinada espécie, necessario
para se constituir uma populagdo viavel (Shaffer 1981). Estudos que se ba-
seiam na MVP definem o tamanho necessario a uma populacao isolada, para
que ela tenha alta probabilidade (> 90 %) de persistir nos préximos 100 anos,
assim como o nimero necessario de espécimes coletados e reintroduzidos
que assegurardo a reconstru¢do de uma nova populagio (Shaffer 1981). O
célculo para obtencdo desse nimero envolve fatores tais como o tipo de re-
produgéo da espécie, o fluxo génico, a varidncia genética dentro das popula-
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¢des e na progeénie, além de ser restrito ao nimero de individuos existentes,
a disponibilidade de propdgulos adequados e ao potencial impacto de co-
leta nas populagdes amostradas (Franklin 1980, Shaffer 1981, Matthies et al.
2004). Quando utilizadas corretamente, essas ferramentas proporcionam o
desenvolvimento de processos interativos de modelagem e pesquisa de lon-
go prazo que revelam muito sobre a melhor forma de manejar uma espécie.

Consequentemente, a estimativa da diversidade genética tem se torna-
do um pré-requisito para iniciar programas de conservagao de espécies ame-
acadas. Dentre os parametros avaliados, podemos citar: diversidade alélica,
estimativa da porcentagem de heterozigose e endogamia, diversidade de
nucleotideos, porcentagem de locus polimdrficos, coeficiente de variagao ge-
nética e herdabilidade (Karp et al. 2001, De Vicente et al. 2004). Todas essas
caracteristicas sdo amplamente consideradas nos estudos de conservagao por
fornecerem subsidios para a previsao adaptativa de uma populagao (Solé et
al. 2004, Wehenkel et al. 2011). Dessa forma, propomos expor neste capitulo
um conjunto de metodologias de alto poder de produgdo de parametros de
diversidade e os mais recentes estudos de diversidade genética realizados,
todos utilizados no contexto da necessidade premente de produzir métricas
para a conservacdo de Isoétes cangae e I serracarajensis.

4.2 Técnicas de Estudo de Diversidade Genética

Em 1865, o monge agostiniano Gregor Mendel formulou e apresentou
um conjunto de trabalhos sobre as leis da hereditariedade a partir de infe-
réncias fenotipicas, que embasaria os estudos genéticos e predominaria nos
trabalhos de selegdes gendmicas, melhoramento genético e mapas de ligagao
até o inicio da década de 1970. Apo6s esse periodo, novas técnicas foram de-
senvolvidas, como a duplicacdo do DNA in vitro pela Reacdo em Cadeia de
Polimerase ou PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction) e, a partir da dé-
cada de 1980, os marcadores fenotipicos foram gradativamente substituidos
por marcadores moleculares nos estudos genéticos, inclusive em trabalhos
relacionados a conservagao de espécies.

Marcadores moleculares evidenciam polimorfismos, que podem surgir
devido a alteracdo de um nucleotideo ou por mutacées no genoma (Hartl
e Clark 1997), tornando-se possivel identificar diferencas genéticas entre
espécies ou organismos (Collard et al. 2005). Assim, marcadores moleculares
podem ser definidos como qualquer tipo de dado molecular capaz de
distinguir um individuo (Kumar 1999, Schulman 2007). Esses marcadores
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sdo ferramentas utilizadas em estudos que estimam a variagao genética de
populagdes, no monitoramento do nivel de diversidade genética em espécies-
chave e na compreensao de mecanismos evolutivos relacionados a variagao
genética (Adhikari et al. 2017). Os marcadores moleculares evoluiram
paralelamente aos avangos das técnicas da biologia molecular, com uma série
de novas metodologias e ferramentas de anélise. Eles podem ser divididos
em trés categorias principais: 1) os baseados em hibridizagao; 2) os baseados
em PCR; e, por fim, 3) os marcadores baseados em sequenciamento. Os
principais métodos de analise molecular da diversidade genética utilizados
para o género Isoétes sdo apresentados a seguir.

4.2.1 Técnicas baseadas em hibridizacdo

Sistemas de marcagdo genética baseados em hibridizagao estdo apoia-
dos na propriedade de pareamento de bases complementares. Os marca-
dores RFLP (do inglés, Restriction Fragment Length Polymorphism), ou
Polimorfismo de Comprimento dos Fragmentos de Restri¢do, baseiam-se
em hibridizagdo e foram ndo sé os primeiros marcadores baseados em
DNA desenvolvidos, mas também os primeiros utilizados para construgao
de mapas de ligagdo (Botstein et al. 1980, Paillard et al. 1996). A técnica
baseia-se em digerir todo o DNA das amostras por meio da acdo de enzi-
mas de restrigdo e é especialmente adequada na andlise de individuos com
baixa divergéncia genética (Willians et al. 1993).

Nesse método, apds a digestdo do DNA pelas enzimas, os polimorfis-
mos sdo revelados por um padrao tinico de marcagdo por meio de eletrofore-
se em gel e o0 uso de sondas radioativas ou fluorescentes. Uma sonda RFLP é
uma sequéncia de DNA que hibridiza com um ou mais fragmentos de DNA
da amostra. O ensaio de RFLP é especifico para combinacdo de um clone
Unico e a sua enzima de restricao.

Uma grande vantagem do método é a sua a¢do locus especifico, sen-
do um marcador informativo. A maioria dos marcadores RFLP sdo codo-
minantes, isto é, ambos os alelos na amostra heterozigota sdo detectados.
No entanto, esses marcadores tém baixo rendimento em fun¢do da grande
quantidade de DNA gendémico (gDNA) necessaria e alto grau de pureza. O
uso de RFLP tornou-se menos comum a medida que mais novos, baratos e
poderosos marcadores foram desenvolvidos.
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4.2.2 Técnicas que utilizam a Reagdao em Cadeia da Polimerase ou
Polymerase Chain Reaction (PCR)

Diversos métodos de anélises de diversidade molecular foram desen-
volvidos a partir do surgimento da PCR, uma vez que a técnica permite a
ampliagdo de uma grande quantidade de DNA sem a necessidade de clo-
nagem (Mullis 1994, Saiki 1988). Em sintese, na técnica de PCR, fragmentos
de DNA especificos podem ser amplificados a ponto de serem detectados
utilizando-se intercalantes de DNA, radioativos ou nao. A amplificagdo do
DNA ¢ realizada pela DNA polimerase, que catalisa a sintese de uma nova
fita, em uma reacdo contendo iniciadores curtos (primers) e um DNA de fita
tnica como substrato. A separagdo e a andlise dos produtos da PCR podem
ser realizadas por meio da chamada eletroforese em gel. A técnica consiste
na divisdo dos fragmentos de DNA de tamanhos diferentes quando sdo car-
reados por um gel de agarose ou poliacrilamida, sob um campo elétrico. O
gel, entdo, é corado com intercalantes de DNA (e. g., brometo de etidio) que
marcam, sob luz UV, os fragmentos em bandas para visualizagao.

O DNA Polimérfico Aleatoriamente Amplificado (RAPD, do inglés
Random Amplified Polymorphic DNA) é um método utilizado a partir
de 1990 para identificacdo de polimorfismos genéticos, sendo o primeiro
marcador baseado em amplificagdes via PCR (Orozco-Castillo et al. 1994;
Williams et al. 1990). Essa é uma técnica ndo radioativa, que pode ser
realizada em poucas horas e que requer uma pequena quantidade de DNA
(15-25 ng). Mesmo com baixa reprodutibilidade, eles sdo utilizados ainda
hoje em estudos de diversidade genética (Kim et al. 2008, Thanh Thi Pham et
al. 2022). Esse método ndo requer uma sonda de DNA, sequer informacdes
prévias sobre o genoma do organismo, pois usa um conjunto de iniciadores
de PCR de oito a dez bases de sequéncia aleatéria. Devido ao comprimento
curto dos iniciadores aleatorios, eles anelam-se com o molde de DNA em
sitios multiplos que serdao detectados pela separagdo por eletroforese em gel.
As mutagdes que inibem a ligagdo dos iniciadores (primers) ou interferem
na sua amplificacdo podem ser detectadas na auséncia de bandas nesses
individuos (Williams et al. 1990).

Outro tipo de marcadores sdo os Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP), ou Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos
Amplificados, que combina técnicas utilizadas nos marcadores tipo
RFLP e RAPD. O AFLP baseia-se na clivagem do DNA por enzimas de
restri¢do especificas, seguido de ligacdo de adaptadores oligonucleotideos
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complementares aos sitios dos fragmentos gerados e a amplificacdo por
PCR. A avaliagdo dos fragmentos de DNA amplificados é feita por meio da
presenga ou auséncia de bandas em gel de poliacrilamida.

A grande reprodutibilidade desses marcadores, que até supera os RAPD
(Savelkoul et al. 1999), aliada a rapida geracdo dos fragmentos e a alta frequén-
cia de identificagdo de polimorfismos, a torna uma ferramenta muito ttil para
estudos de genética de populagdes e diversidade (Alexander et al. 2012), bem
como em estudos ecolégicos e evolutivos. O marcador AFLP traz informacao
apenas sobre heranca dominante. E, por combinar técnicas de enzimas de res-
tricdo e PCR, é considerada uma metodologia relativamente cara, pois requer
grande trabalho e conhecimento técnico. Apesar disso, outros trabalhos vém
modificando e aprimorando protocolos com o uso dos AFLP (Suazo e Hall
1999), que é considerado a base para o desenvolvimento de outros marcado-
res, como os microssatélites e o Single Nucleotide Polymorphism (SNP).

Descrita por Meyer et al. (1993), outra técnica bastante utilizada sdo os
marcadores Inter Simple Sequence Repeats (ISSR), ou Repeti¢des Internas
de Sequéncias Simples. Estas sdo sequéncias de DNA dominantes, tendo
aproximadamente 100 a 3 000 pares de bases. A alta reprodutibilidade e a
especificidade dos marcadores ISSR decorrem do fato de serem utilizados
primers mais longos (16-20 pb) para amplificacdo e aplicagdo de temperatu-
ras de anelamento mais altas durante a PCR (figura 4.1A).

Por ser um marcador dominante, é possivel observar somente a auséncia
e a presenca desses alelos. Por outro lado, uma vantagem da técnica de ISSR
é que ndo é necessdrio conhecer previamente a sequéncia-alvo do organis-
mo, podendo assim ser aplicados com facilidade em espécies ndo modelos.
Além disso, os ISSR permitem a anélise de multiplos Joci na mesma reacao
(Sharma et al. 1995). O ISSR é notédvel por ndo requerer etapas demoradas
e caras, sendo uma forma rdpida, simples e eficiente de se obter resultados
(Pradeep Reddy et al. 2002).

H4 também os marcadores SSR (do inglés, Simple Sequence Repeats),
ou Sequéncias Simples Repetidas. Estes sdo caracterizados por elementos
repetitivos presentes no DNA formado por sequéncias de um a cinco nucle-
otideos. Os SSR sao sequéncias que podem ser encontradas em regides géni-
cas e ndo génicas que, frequentemente, sofrem mutagdes. Possuem alto nivel
de polimorfismos, sendo adequadas para deteccdo de variacdo alélica em
determinada populagdo. Também conhecidos como microssatélites, os SSR
foram desenvolvidos, inicialmente, em estudos de mapeamento genético em
humanos (Litt e Luty 1989, Weber e May 1989).
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A genotipagem por SSR envolve o desenho de primers para amplificar
sequéncias de SSR a partir de DNA genomico extraido, seguido por ampli-
ficagdo de SSR por reacdo em cadeia da polimerase e visualizagdo do DNA
por eletroforese em gel. Esses marcadores necessitam de baixas quantidades
de DNA extraido, sdo abundantes no genoma e trazem informagdes de codo-
minancia, além de serem altamente reprodutiveis. A grande limitagao desses
marcadores, por outro lado, é justamente o isolamento e o desenvolvimento
de primers especificos para cada espécie estudada. No entanto, essa restrigdo
ja pode ser contornada com o advento das plataformas de Sequenciamento
de Nova Geracdo ou NGS ( do inglés Next-Generation Sequencing), que sim-
plificaram o processo de isolamento de microssatélites e facilitaram o desen-
volvimento de marcadores (Csenscics et al. 2010).
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Figura4.1 (A)Representagdo da técnica de ISSR. Iniciadores amplificam em regides repetitivas
do DNA gendmico. Fragmentos de diferentes tamanhos sdo revelados por eletroforese. A
contagem de bandas dos fragmentos amplificados é utilizada na matriz que serd usada para
calculo dos indices de diversidade. (B) Representagdo da técnica Genome Skimming.
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4.2.3 Técnicas que utilizam sequenciamento de nova geragdo

Apesar de diversas técnicas de estudos moleculares apoiarem-se na
PCR, muitas podem nao ser bem-sucedidas em recuperar dados de orga-
nismos preservados devido a fragmentacdo natural do DNA. Além disso, a
escassez de dados gendmicos e a necessidade de marcadores moleculares e
primers otimizados dificultam a utilizacdo dos métodos baseados em PCR
para organismos nao modelos (Ekblom e Galindo 2011). A chegada das pla-
taformas de NGS, por sua vez, transformou o modo de se estudar biodiver-
sidade e abriu novas alternativas e abordagens experimentais (Li et al. 2015).
Diversas metodologias baseadas em NGS foram desenvolvidas, sendo capa-
zes de detectar muitos marcadores de DNA, dentro de um curto periodo e
com bom custo-beneficio (Zhang et al. 2011).

Os Single Nucleotide Polymorphism (SNP) sdo caracterizados por uma
tnica mudanca de base nucleotidica na sequéncia de DNA de determinado
organismo. Uma pequena parte dos SNP ocorre em regides génicas, causan-
do mutagdes associadas a doengas e outros fenétipos. Porém, a maioria das
substitui¢des, dele¢des ou inser¢des ocorrem em regides ndo codificantes do
genoma. A principal vantagem dos SNP é o seu elevado potencial para uma
andlise automatizada de alto rendimento a custo moderado. O avango nas
plataformas NGS contribuiu significativamente para a detec¢ao de um gran-
de nimero de SNP, aumentando sua ado¢do como marcadores moleculares.

Um método descrito como RADSeq (do inglés Restriction Site Associated
DNA Sequencing), ou Sequenciamento de Fragmentos de DNA Associados a
Sitios de Restri¢do, é capaz de identificar milhares de marcadores genéticos,
distribuidos ao longo do genoma, utilizando tecnologia Il/lumina. O método
combina duas técnicas de biologia molecular associadas ao sequenciamento
Illumina: o uso de enzimas de restrigdo para cortar o DNA em fragmentos e o
uso de identificadores moleculares para associar sequéncias a um grupo par-
ticular de individuos. Caso nao haja um genoma disponivel, as tags geradas
por RADseq podem ser analisadas de novo, ou seja, a partir de uma colecdo de
sequéncias sem o auxilio de uma referéncia (Willing et al. 2011).

Sequenciamentos de cloroplastos também tém se tornado uma ferra-
menta importante para estimar rela¢des filogenéticas entre linhagens vege-
tais. O termo “ Genome Skimming” foi cunhado recentemente para descrever
o sequenciamento de material genético de uma pequena parte do genoma,
ou seja, somente as sequéncias mais representativas, com maior ntimero de
cbpias, como cloroplasto, mitocondria e elementos repetitivos (Male et al.
2014). Essa técnica, também conhecida como sequenciamento de genoma
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com baixa cobertura, permite a obtencao de sequéncias de DNA para anali-
ses filogenéticas e a identificagdo de divergéncias evolutivas (figura 4.1B). Os
avangos metodolégicos observados nos tltimos anos com a diminuigao dos
custos de sequenciamento anteveem uma nova era em que cada planta po-
dera ter o seu DNA sequenciado e analisado em campo, diretamente ligando
o gendtipo de cada individuo com suas caracteristicas fenotipicas.

A diversidade genética de espécies desempenha um papel importante
na conservacado. Técnicas classicas ou modernas auxiliam no monitoramento
e na inferéncia filogenética de géneros pouco estudados e sua distribui¢ao
em areas ao redor do mundo. Diversas técnicas expostas acima vém sen-
do aplicadas no estudo da diversidade de vérias espécies do género Isoétes.
Entre elas estdo os marcadores ISSR, que sdo muito utilizados pela sua ca-
pacidade de detectar grande ntimero de fragmentos polimérficos (Mengxue
et al. 2018, Santos et al. 2020). A espécie Isoétes sinensis, endémica do leste
da Asia, por exemplo, tem sido estudada por meio de uma variedade de
marcadores genéticos como aloenzimas, RAPD, ISSR, AFLP e SSR (Chen et
al. 2009, Chen et al. 2004, Chen et al. 2007, Kang et al. 2005, Li et al. 2012). A
seguir serdo apresentados os estudos de genética aplicados a conservacado de
duas espécies do género Isoétes encontradas no norte do Brasil.

4.3 Avancos nos Estudos de Genética da Conservacdo de /.
cangae e |l. serracarajensis

Diante de todo o quadro de ferramentas de avaliacdo de diversidade
disponivel, o Instituto de Biodiversidade e Sustentabilidade da Universi-
dade Federal do Rio de Janeiro (NUPEM/UFR]) e o Instituto Tecnolégico
Vale para o Desenvolvimento Sustentavel (ITVDS), trabalharam em conjun-
to nos ultimos anos para levantar informagdes genéticas importantes sobre
as espécies de Isoétes que ocorrem na Serra dos Carajas: Isoétes cangae e
I. serracarajensis (Pereira et al. 2016) (figura 4.2). Isoétes cangae é uma plan-
ta subaquédtica restrita ao Lago do Amendoim, um lago permanente no
planalto ferruginoso da Serra Sul da Serra dos Carajas, classificada como
“criticamente ameacada” na Lista Vermelha da Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza (IUCN) (Lansdown 2019). Essa espécie é bissexual
com reproducdo sexuada, embora nio se possa descartar a possibilidade de
reprodugdo assexuada na espécie (Pereira et al. 2016, Caldeira et al. 2019).
Isoétes serracarajensis contrasta com seu congénere, pois é encontrada em
varios planaltos ferruginosos do sudeste do estado do Para (figura 4.2) e esta
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associada a ambientes sazonalmente alagados ou hébitats terrestres em solos
umidos. Isoétes serracarajensis também é bissexual, com registro de repro-
dugdo assexuada e classificada como espécie vulneravel, segundo Pereira et
al. (2016). Veja mais detalhes sobre as espécies nos capitulos 3 e 6.

51°W 51°W 50°W

Figura 4.2 Distribuicdo geografica das duas espécies de /soétes da Serra dos Carajas, sudoeste
do Para, norte do Brasil. A linha branca continua indica os limites da Floresta Nacional de
Carajas (Flona de Carajas), e a linha tracejada indica os limites do Parque Nacional dos Campos
Ferruginosos (PARNA Campos). Os nomes indicam os quatro principais planaltos com registro
das espécies de /soétes: Bocaina, Tarzan, Serra Norte e Serra Sul.

Como as duas espécies de Isoétes foram relacionadas em estudos sobre
o grau de ameacga e ocorrem de forma endémica, ha um esforgo para criar
diferentes estratégias de conservacdo in situ e ex situ. Estratégias que con-
gregam tecnologias de colonizacdo assistida e avaliagdes genéticas que ga-
rantam a conservacado da diversidade genética adaptativa. Os dados também
sdo importantes para manter o estoque de diversidade genética em estraté-
gias de conservagao ex situ, como a criagdo de bancos de germoplasma ati-
vos e bancos de esporos (Caldeira et al. 2019, Santos et al. 2020) (figura 4.3).
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Figura 4.3 Linha do tempo indicando os trabalhos com genética da conservagdo para as
espécies de /soétes da Serra dos Carajas, sudoeste do Pard, norte do Brasil, desde a descricdo das
espécies em 2016. Para cada estudo, além dos autores e ano, ha uma descricio dos principais
resultados alcangados. No texto ha mais detalhes dos resultados e da metodologia utilizada em
cada estudo.

As primeiras informagdes genéticas sobre essas espécies foram adqui-
ridas a partir de métodos de cédigo de barras de DNA (DNA barcoding) de
genes nucleares (ITS2) e pelo sequenciamento completo do cloroplasto (figu-
ra 4.3; Nunes et al. 2018). Nunes e colaboradores identificaram marcadores
moleculares eficientes para a diagnose de Isoétes da Serra dos Carajés, pois
essas espécies sdo morfologicamente muito semelhantes entre si. Os cédigos
de barras de DNA derivados de cloroplastos ndo trouxeram muitas infor-
magdes, mas os cddigos de barras oriundos do ITS2 delimitaram as duas
espécies de Isoétes.

Além de corroborar os estudos anteriores de taxonomia, Nunes e
colaboradores também forneceram informagdes moleculares para os futuros
trabalhos de genética de conservacdo para as espécies de Isoétes. Um ponto
interessante do estudo de Nunes et al. (2018) é que os cédigos de barras
de DNA foram ineficientes para recuperar a estruturagdo geografica em
I serracarajensis, a espécie de Isoétes que ocorre em varias localidades ao
longo da Serra dos Carajas. Nessa altura, ndo era possivel determinar se
a falta de variacdo geografica entre as populag¢des seria devido ao tipo de
marcador genético utilizado ou a uma falta natural de estruturagdo. Essas
informagdes sdo cruciais para determinar as unidades de manejo em projetos
de conservacao (Frankham et al. 2017).
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Dessa forma, novos estudos com genética de populag¢des foram execu-
tados, usando dessa vez outros marcadores genéticos. Santos et al. (2020)
avaliaram a diversidade genética nas duas espécies de Isoétes, aplicando 16
marcadores de ISSR, um marcador genético dominante de natureza multia-
lélica, que possui alta reprodutibilidade e grande cobertura gendmica (figura
4.3). O ISSR consegue produzir muitos fragmentos polimérficos e, portan-
to, constitui um marcador adequado para estimar a estrutura genética, a
sua variacdo geografica e a diversidade genética intra e interpopulacional
de Isoétes (Chen et al. 2005, Gentili et al. 2010). Os resultados desse estudo
revelaram um alto fluxo génico e uma alta diversidade genética intrapopu-
lacional para I cangae. Os autores indicaram a prevaléncia da reproducao
sexuada para explicar a alta diversidade genética encontrada em I cangae.
Além disso, a presenga de individuos longevos e a sobreposigao de geracgdes
observadas na populacdo do Lago do Amendoim também poderiam ser fa-
tores que contribuem para a diversidade genética dessa espécie.

Ja as populagdes de I. serracarajensis, em que ndo hd reproducdo sexua-
da, apresentaram menores indices de diversidade genética e de fluxo génico
quando comparados com 1. cangae, mas que ainda assim sao considerados
altos quando comparados a outras espécies de Isoétes (Santos et al. 2020,
Caldeira et al. 2021). Santos e colaboradores encontraram muita diferencia-
¢do genética entre populacdes de diferentes cangas, indicando que o isola-
mento geografico, o baixo fluxo génico e a reprodugao assexuada da espécie
I. serracarajensis poderiam estar relacionados a alta divergéncia entre as po-
pulagdes. Essa variagdo genética na espécie ndo havia sido identificada com
os dados anteriores de c6digo de barras de DNA (Nunes et al. 2018).

Outros parametros essenciais para delinear futuras a¢des de conserva-
¢ao também sdo derivados dos estudos genéticos, como o tamanho efetivo
da populacdo e o nimero minimo vidvel ou a populagdo minima vidvel
(Hoban et al. 2020). Essas informagdes ndo puderam ser acessadas com os
marcadores moleculares usados por Nunes et al. e Santos et al., pois para
seus cdalculos, o ideal seria usar milhares de SNP (polimorfismo de nucle-
otideo tnico), estimativas demograficas mais precisas (Morin et al. 2009,
Helyar et al. 2011, Torkamaneh et al. 2018). Esses SNP poderiam ser oriun-
dos de sequenciamento de nova geragao, tecnologia que nunca havia sido
aplicada a estudos de genética de populacdes de Isoétes, a maioria dos
trabalhos anteriores com essa tecnologia foram restritos a estudos filoge-
néticos (Wood et al. 2020), filogeograficos (Wood et al. 2018) ou adaptagao
local (Yang e Liu 2016).
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Para testar essa nova tecnologia, foi escolhida a espécie mais ameacada de
extingdo e que possui a distribuicdo mais restrita, I cangae, que ocorre apenas
no Lago do Amendoim, na Serra Sul. O primeiro passo para identificar os SNP
na populacao de I cangae foi a montagem do esbogo do genoma de referéncia.
Com leituras (reads) curtas pareadas (paired-end) de 150 pares de bases (nu-
cleotideos), o genoma de um individuo de I cangae (ITV2008) foi montado, to-
talizando 4,3 Gb de leituras emparelhadas (paired-end reads). Posteriormente,
foram sequenciadas com a técnica de Genome-Skimming 55 amostras do Lago
do Amendoim, que, mapeadas contra esse genoma de referéncia, identifica-
ram mais de 30 mil SNP para as analises demogréficas e populacionais (figu-
ra 4.3; Dalapicolla et al. 2021). Os resultados genomicos demonstraram que 1.
cangae é composta por uma populagdo pan-mitica com diversidade genética
moderada. Dalapicolla e colaboradores nao encontraram evidéncias de endo-
gamia em I. cangae, como visto em outras espécies de Isoétes (Stelt et al. 2017),
apesar de I cangae apresentar uma distribui¢do restrita sem outras popula-
¢Oes para manter o fluxo génico.

Os dados de gendmicos sugerem que os individuos de I cangae de-
vem ser tratados como uma unidade demografica para fins de conservagao
e manejo. Além disso, as estimativas para o tamanho efetivo da populagao
nas espécies mostraram que, mesmo nos limites inferiores dos intervalos de
confianga, o tamanho populacional efetivo (N, ) foi maior do que 500, o que
provavelmente permitiria que a espécie resistisse as mudancas ambientais
(Jamieson e Allendorf 2012, Hoban et al. 2020). As estimativas de populacao
minima vidvel geradas a partir dos dados de genoma podem ser interpre-
tadas como o nimero minimo de individuos que precisam ser resgatados
para uma estratégia de conservacdo ex situ, a fim de manter a diversidade
genética atual nas geragdes futuras de I cangae. Essas estimativas sdo de-
pendentes de dados de censo populacional, que indicaram que 2 195 indivi-
duos deveriam ser resgatados/preservados/mantidos em um cendrio mais
conservador. Esse resultado de ntiimero minimo de individuos analisado
para estratégias de manejo e conservacdo, devem ser vistos com cautela, pois
essa estimativa ndo leva em consideracdo outros parametros populacionais,
como tempo de geracdo, taxa de recrutamento de espécies, adaptagado local,
entre outros (Frankham et al. 2014). Mesmo considerando as ressalvas, essa
estimativa de populagdo minima vidvel é um bom ponto de partida para
uma estratégia viavel de conservagao ex sifu visando uma populacdo mini-
ma que ndo sofrerd com endogamia nos curto e médio prazos (Allendorf et
al. 2010, Jamieson e Allendorf 2012).
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Os resultados de genética da conservagao resumidos acima ao longo
dos ultimos anos forneceram dados para agdes praticas nos programas de
manejo de Isoétes, como:

i)  onumero de populagdes e as unidades de manejo;

ii) o nimero minimo de individuos para uma abordagem de conservacdo ex
situ;

iii) a selecdo de individuos para estudos de propagacdo ao longo do Lago
do Amendoim para I. cangae e ao longo da variagdo geografica de I
Serracarajensis.

As analises demogréficas, de diversidade genética e de estrutura popu-
lacional dentro da genética da conservacdo funcionam hoje como uma ferra-
menta ttil no monitoramento e na avaliacdo de populagdes ameacadas. Com
base nessas ferramentas, os pesquisadores de diferentes instituigdes estdo
fornecendo dados importantes para a conservacdo das espécies ameacadas
de Isoétes da Serra dos Carajas.

Referéncias

Adhikari, S. et al. 2017. Application of molecular markers in plant genome
analysis: a review. — Nucleus 60: 283-297.

Alexander, L. M. et al. 2012. Mapping and Quantitative Trait Loci Analysis of
Drought Tolerance in a Spring Wheat Population Using Amplified Fragment
Length Polymorphism and Diversity Array Technology Markers. — Crop Sci
52: 253-261.

Allendorf, F. W. et al. 2010. Genomics and the future of conservation genetics.
— Nat Rev Genet 11: 697-709.

Botstein, D. et al. 1980. Construction of a genetic linkage map in man using
restriction fragment length polymorphisms. — Am ] Hum Genet 32: 314-331.

Brigham, C. A. 2003. Population Viability in Plants: Conservation,
Management, and Modeling of Rare Plants. — Springer Science & Business
Media.

Caldeira, C. F. et al. 2019. Sporeling regeneration and ex situ growth of
Isoétes cangae (Isoetaceae): Initial steps towards the conservation of a rare
Amazonian quillwort. — Aquat Bot 152: 51-58.



Capitulo 4 < Ferramentas e Avangos no Campo da Genética da Conservagdo de /soétes sp. da Serra de Carajas » 83

Caldeira, C. F. et al. 2021. Distinct Reproductive Strategy of Two Endemic
Amazonian Quillworts. — Diversity 13: 348.

Capy, P. 1998. Evolution and Impact of Transposable Elements. — Springer
Science & Business Media.

Ceballos, G. e Ehrlich, P. R. 2018. The misunderstood sixth mass extinction.
— Science 360: 1080-1081.

Ceballos, G. et al. 2015. Accelerated modern human-induced species losses:
Entering the sixth mass extinction. — Sci Adv 1: e1400253.

Chen, J.-M. et al. 2004. RAPD analysis for genetic diversity of Isoétes sinensis.
— Biodivers Sci 12: 348.

Chen, J.-M. et al. 2005. Genetic variation within the endangered quillwort
Isoétes hypsophila (Isoetaceae) in China as evidenced by ISSR analysis. —
Aquat Bot 82: 89-98.

Chen, J. et al. 2007. Genetic diversity in Isoétes yunguiensis, a rare and
endangered endemic fern in China. — Front. Biol. China 2: 46-49.

Collard, B. C. Y. etal. 2005. An introduction to markers, quantitative trait loci
(QTL) mapping and marker-assisted selection for crop improvement: The
basic concepts. — Euphytica 142: 169-196.

Csencsics, D. et al. 2010. Cost-Effective, Species-Specific Microsatellite
Development for the Endangered Dwarf Bulrush (Typha minima) Using
Next-Generation Sequencing Technology. — ] Hered 101: 789-793.

Dalapicolla, J. et al. 2021. Conservation implications of genetic structure
in the narrowest endemic quillwort from the Eastern Amazon. — Ecol Evol
11: 10119-10132.

De Vicente, M. C. et al. 2004. Genetic diversity analysis with molecular
marker data: learning module. — International Plant Genetic Resources
Institute (IPGRI) in press.

Devecchi, M. F. et al. 2020. Beyond forests in the Amazon: biogeography
and floristic relationships of the Amazonian savannas. — Bot ] Linn Soc
193: 478-503.

Ekblom, R. e Galindo, J. 2011. Applications of next generation sequencing in
molecular ecology of non-model organisms. — Heredity 107: 1-15.

Foden, W. B. et al. 2019. Climate change vulnerability assessment of species.
- Wiley Interdiscip Rev Clim Change 10: e551.



84 <« Desafios e Perspectivas na Conservagdo da /soétes cangae: uma Macrofita Endémica da Amazonia »

Frankham, R. et al. 2002. Introduction to Conservation Genetics. - Cambridge
University Press.

Frankham, R. et al. 2014. Genetics in conservation management: Revised
recommendations for the 50/500 rules, Red List criteria and population
viability analyses. — Biol Conserv 170: 56-63.

Frankham, R. et al. 2017. Genetic Management of Fragmented Animal and
Plant Populations. — Oxford University Press.

Franklin, I. R. 1980. Evolutionary change in small populations. — In: Soule,
M. E. and Wilcox, B. A. (eds), Conservation Biology — An evolutionary-
ecological perspective. Sinauer Associates, U.S.A., pp. 135-149.

Gentili, R. et al. 2010. Population structure and genetic diversity of the
threatened quillwort Isoétes malinverniana and implication for conservation.
— Aquat Bot 93: 147-152.

Giulietti, A. M. et al. 2019. Edaphic endemism in the Amazon: vascular plants
of the canga of Carajas, Brazil. — Bot Rev 85: 357-383.

Green, M. R. e Sambrook, J. 2012. Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
— Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Hartl, D. L. e Clark, A. G. 1997. Principles of population genetics. — Sinauer
associates.

Hedrick, P. W. 2001. Conservation genetics: where are we now? — Trends
Ecol Evol 16: 629-636.

Helyar, S. J. et al. 2011. Application of SNPs for population genetics of
nonmodel organisms: new opportunities and challenges. — Mol Ecol Resour
11: 123-136.

Ho, W.-C. e Zhang, J. 2018. Evolutionary adaptations to new environments
generally reverse plastic phenotypic changes. — Nat Commun 9: 350.

Hoban, S. et al. 2020. Genetic diversity targets and indicators in the CBD
post-2020 Global Biodiversity Framework must be improved. - Biol Conserv
248: 108654.

Hoffmann, A. A. et al. 2017. Revisiting Adaptive Potential, Population Size,
and Conservation. — Trends Ecol Evol 32: 506-517.

Hunter, M. E. et al. 2018. Next-generation conservation genetics and
biodiversity monitoring. — Evol Appl 11: 1029-1034.



Capitulo 4 < Ferramentas e Avangos no Campo da Genética da Conservagao de /soétes sp. da Serra de Carajas » 85

Isagi, Y. et al. 2020. Significant loss of genetic diversity and accumulation
of deleterious genetic variation in a critically endangered azalea species,
Rhododendron boninense, growing on the Bonin Islands. — Plant Species
Biol 35: 166-174.

Jacobi, C. M. et al. 2007. Plant communities on ironstone outcrops: a diverse
and endangered Brazilian ecosystem. — Biodivers Conserv 16: 2185-2200.

Jamieson, I. G. e Allendorf, F. W. 2012. How does the 50/500 rule apply to
MVPs? — Trends Ecol Evol 27: 578-584.

Kang, M. et al. 2005. Genetic Consequence of Restricted Habitat and
Population Decline in Endangered Isoétes sinensis (Isoetaceae). — Ann Bot
96: 1265-1274.

Karp, A. et al. 2012. Molecular Tools for Screening Biodiversity: Plants and
Animals. — Springer Science & Business Media.

Kim, C. et al. 2008. Genetic diversity and population structure of endangered
Isoétes coreana in South Korea based on RAPD analysis. — Aquat Bot 89: 43-49.

Kimura, M. e Ohta, T. 1969. The Average Number of Generations until
Fixation of a Mutant Gene in a Finite Population. — Genetics 61: 763-771.

Kingsolver, J. G. e Buckley, L. B. 2017. Evolution of plasticity and adaptive
responses to climate change along climate gradients. — Proc R Soc Lond B
Biol Sci 284: 20170386.

Kokoska, R. J. et al. 1998. Destabilization of Yeast Micro- and Minisatellite
DNA Sequences by Mutations Affecting a Nuclease Involved in Okazaki
Fragment Processing (rad27) and DNA Polymerase 6 (pol3-t). - Mol Cell Biol
18: 2779-2788.

Koskela, J. et al. 2013. Translating conservation genetics into management:
Pan-European minimum requirements for dynamic conservation units of
forest tree genetic diversity. — Biol Conserv 157: 39-49.

Kumar, L. S. 1999. DNA markers in plant improvement: an overview. —
Biotechnol Adv 17: 143-182.

Lansdown, R. V. 2019. Isoétes cangae. — The IUCN Red List of Threatened
Species 2019 10: e.T136249847A136250011.

Leigh, D. M. et al. 2019. Estimated six per cent loss of genetic variation in
wild populations since the industrial revolution. — Evol Appl 12: 1505-1512.



86 <« Desafios e Perspectivas na Conservagdo da /soétes cangae: uma Macrofita Endémica da Amazonia »

Li, Z. et al. 2012. Microsatellite primers in the endangered quillwort Isoétes
hypsophila (Isoetaceae) and cross-amplification in I. sinensis. — Am ] Bot 99:
el84-e186.

Litt, M. e Luty, J. A. 1989. A hypervariable microsatellite revealed by in vitro
amplification of a dinucleotide repeat within the cardiac muscle actin gene.
— Am ] Hum Genet 44: 397-401.

Ma, M. et al. 2019. Outcrossing Rates and Gene Flow in Natural Population
of the Endangered Endemic Aquatic Lycophyte Isoétes yunguiensis as
Revealed by ISSR Markers. — Not Bot Horti Agrobot Cluj Napoca 47: 339-346.

Malé, P.-J. G. et al. 2014. Genome skimming by shotgun sequencing helps
resolve the phylogeny of a pantropical tree family. — Mol Ecol Resour
14: 966-975.

Markert, J. A. et al. 2010. Population genetic diversity and fitness in multiple
environments. - BMC Evol Biol 10: 205.

Matthies, D. et al. 2004. Population size and the risk of local extinction:
empirical evidence from rare plants. — Oikos 105: 481-488.

Mayr, E. 1963. Animal Species and Evolution. — Harvard University Press.

Menges, E. S. 2000. Population viability analyses in plants: challenges and
opportunities. — Trends Ecol Evol 15: 51-56.

Menges, E. S. 2008. Restoration demography and genetics of plants: when is
a translocation successful? — Aust ] Bot 56: 187-196.

Meyer, W.etal.1993. Hybridization probes for conventional DNA fingerprinting
used as single primers in the polymerase chain reaction to distinguish strains of
Cryptococcus neoformans. —J Clin Microbiol 31: 2274-2280.

Miraldo, A. et al. 2016. An Anthropocene map of genetic diversity. — Science
353: 1532-1535.

Mitre, S. K. et al. 2018. Nutrient and water dynamics of Amazonian canga
vegetation differ among physiognomies and from those of other neotropical
ecosystems. — Plant Ecol 219: 1341-1353.

Morin, P. A. et al. 2009. Assessing statistical power of SNPs for population
structure and conservation studies. — Mol Ecol Resour 9: 66-73.

Morris, W. F. e Doak, D. F. 2002. Quantitative Conservation Biology: Theory
and Practice of Population Viability Analysis. — Sinauer Associates.



Capitulo 4 < Ferramentas e Avangos no Campo da Genética da Conservagdo de /soétes sp. da Serra de Carajas » 87

Mota, N. de O. et al. 2015. Vegetagdo sobre sistemas ferruginosos da Serra
dos Carajas. — In: Carmo, F. F. e Kamino, L. H. Y. (eds), Geossistemas
Ferruginosos no Brasil. Instituto Pristino, pp. 289-315.

Mota, N.F. de O. et al. 2018. Amazon canga: the unique vegetation of Carajas
revealed by the list of seed plants. — Rodriguésia 69: 1435-1488.

Mullis, K. B. 1994. The polymerase chain reaction (KB Mullis, F Ferré, and
RA Gibbs, Eds.). — Birkhduser Boston, MA.

Nei, M. et al. 1975. The Bottleneck Effect and Genetic Variability in
Populations. — Evolution 29: 1-10.

Nunes, G. L. et al. 2018. Quillworts from the Amazon: A multidisciplinary
populational study on Isoétes serracarajensis and Isoétes cangae. — PLoS
ONE 13: e0201417.

Orozco-Castillo, C. et al. 1994. Detection of genetic diversity and selective
gene introgression in coffee using RAPD markers. — Theor Appl Genet
87: 934-940.

Paillard, M. et al. 1996. Construction of a molecular linkage map in coffee. —
Theor Appl Genet 93: 41-47.

Pereira, J. B. D. S. et al. 2016. Two New Species of Isoétes (Isoetaceae) from
northern Brazil. — Phytotaxa 272: 141-148.

Pradeep Reddy, M. et al. 2002. Inter simple sequence repeat (ISSR)
polymorphism and its application in plant breeding. — Euphytica 128: 9-17.

Saiki, R. K. et al. 1988. Primer-Directed Enzymatic Amplification of DNA
with a Thermostable DNA Polymerase. — Science 239: 487-491.

Santos, M. P. et al. 2020. The genetic diversity and population structure of
two endemic Amazonian quillwort (Isoétes L.) species. — Peer] 8: e10274.

Savelkoul, P. H. M. et al. 1999. Amplified-Fragment Length Polymorphism
Analysis: the State of an Art. — ] Clin Microbiol 37: 3083-3091.

Schulman, A. H. 2007. Molecular markers to assess genetic diversity. —
Euphytica 158: 313-321.

Shaffer, M. L. 1981. Minimum Population Sizes for Species Conservation. —
BioScience 31: 131-134.



88 <« Desafios e Perspectivas na Conservagdo da /soétes cangae: uma Macrofita Endémica da Amazonia »

Sharma, P. C. et al. 1995. The potential of microsatellites for hybridization-
and polymerase chain reaction-based DNA fingerprinting of chickpea (Cicer
arietinum L.) and related species. — Electrophoresis 16: 1755-1761.

Solé, M. et al. 2004. Genotypic and Genetic Diversity of the Common Weed
Cirsium arvense (Asteraceae). — Int | Plant Sci 165: 437-444.

Soulé, M. E. 1985. What Is Conservation Biology? — BioScience 35: 727-734.

Spielman, D. et al. 2004. Most species are not driven to extinction before
genetic factors impact them. — Proc Natl Acad Sci USA 101: 15261-15264.

Thanh Thi Pham, T. et al. 2022. High Genetic Diversity of 16 Indian lettuce
(Lactuca indica L.) Accessions from Vietnam. — Pak ] Biol Sci 25: 201-209.

Torkamaneh, D. et al. 2018. Efficient genome-wide genotyping strategies
and data integration in crop plants. — Theor Appl Genet 131: 499-511.

Toro, M. A. e Caballero, A. 2005. Characterization and conservation of
genetic diversity in subdivided populations. — Philos Trans R Soc Lond B
Biol Sci 360: 1367-1378.

Vander Stelt, E. et al. 2017. Assessing habitat requirements and genetic status
of a rare ephemeral wetland plant species, Isoétes butleri Engelm. — Aquat
Bot 138: 74-81.

Vitt, P. et al. 2010. Assisted migration of plants: Changes in latitudes, changes
in attitudes. — Biol Conserv 143: 18-27.

Vos, P. et al. 1995. AFLP: a new technique for DNA fingerprinting. — Nucleic
Acids Res 23: 4407-4414.

Weber, ]. L. e May, P. E. 1989. Abundant class of human DNA polymorphisms
which can be typed using the polymerase chain reaction. — Am ] Hum Genet
44: 388-396.

Weeks, A. R. et al. 2016. Conservation of genetic uniqueness of populations
may increase extinction likelihood of endangered species: the case of
Australian mammals. — Front Zool 13: 31.

Wehenkel, C. et al. 2011. Genetic diversity in relation to secondary succession
of forest tree communities. — Pol ] Ecol 59: 45-54.

Welsh, J. e McClelland, M. 1990. Fingerprinting genomes using PCR with
arbitrary primers. — Nucleic Acids Res 18: 7213-7218.



Capitulo 4 < Ferramentas e Avangos no Campo da Genética da Conservagao de /soétes sp. da Serra de Carajas » 89

Williams, J. G. K. et al. 1990. DNA polymorphisms amplified by arbitrary
primers are useful as genetic markers. — Nucleic Acids Res 18: 6531-6535.

Williams, J. G. K. et al. 1993. [51] Genetic analysis using random amplified
polymorphic DNA markers. — In: Wu, R. (ed), Methods in Enzymology.
Recombinant DNA Part I. Academic Press, pp. 704-740.

Wood, D. P. et al. 2018. Contrasting phylogeographic structures between
freshwater lycopods and angiosperms in the British Isles. — Bot Lett 165: 476-486.

Wood, D. et al. 2020. Phylogenomics indicates the “living fossil” Isoétes
diversified in the Cenozoic. - PLoS ONE 15: e0227525.

Yang, T. e Liu, X. 2016. Comparative Transcriptome Analysis of Isoétes
sinensis Under Terrestrial and Submerged Conditions. — Plant Mol Biol Rep
34: 136-145.

Yang, J. et al. 2022. The vegetable SNP database: An integrated resource for
plant breeders and scientists. — Genomics 114: 110348.

Zhang, J. et al. 2011. The impact of next-generation sequencing on genomics.
—J Genet Genomics 38: 95-106.






2

CAPITULO 5

Desenvolvimento Ontogenético e
Reproducao de /Isoétes cangae

* Naiara Viana Campos * Mirella Pupo Santos * Cecilio Frois Caldeira
* Lais Barreto Jordao * Arthur Vinicius de Sant’anna Lopes

* Silvio Junio Ramos * Sérgio Luis Cavalheiro Filho

* Markus Gastauer * Lisia Monica de Souza Gestinari

TITULO CURTO (RUNNING TITLE

Ontogenia e Reproducao de /. cangae



92 <« Desafios e Perspectivas na Conservagdo da /soétes cangae: uma Macrofita Endémica da Amazonia »

Resumo

Isoétes cangae é uma licdfita aquatica heterosporada endémica da Serra
dos Carajés. O ciclo de vida, as formas de reproducéo e o desenvolvimento do
espordfito (plantula) de I cangae foram investigados por meio de experimen-
tos conduzidos em laboratério. Os esporos femininos (megésporos) e masculi-
nos (micrésporos) sdo produzidos dentro de estruturas presentes na base das
folhas, os esporangios. Quando maduros, eles sdo liberados e germinam, for-
mando os gametoéfitos. O gametdfito feminino apresenta uma abertura de ger-
minagdo que permite a entrada do gameta masculino (anterotozoide), mével,
o qual perpassa pelas células do canal que conduz até o gameta feminino (oos-
fera). Ap6s a fecundagdo, o embrido desenvolve-se em um espordfito jovem,
que inicialmente apresenta apenas uma folha e uma raiz, e permanece por um
tempo ligado aos tecidos do gametoéfito feminino. Com o desenvolvimento de
novas folhas e raizes, o espordfito é capaz de aderir ao substrato e potenciali-
zar o seu desenvolvimento. Folhas mais largas e compridas sdo produzidas,
assumindo uma disposi¢do espiralada. Entre 6-9 meses de idade, observa-se a
presenca de folhas contendo esporangios, indicando que as plantas atingiram
a idade adulta. Megasporos maduros, quando cultivados in vitro, sdo capazes
de germinar, mas imaturos ndo. A taxa de germinagdo dos megésporos e gera-
¢do de esporofitos € bastante varidvel podendo chegar a 90 %. Os megasporos
dependem da presenga do micrésporo para gerar um novo individuo, uma
vez que ndo se observa a ocorréncia de apomixia. A reproducdo em I. cangae
é majoritariamente sexuada, nao sendo constatada a formagao de gemas ou
brotamento, e pode se dar por meio da autofecundagédo (entre esporos de um
mesmo individuo) ou por fecundagdo cruzada (entre diferentes individuos). A
maturagdo dos esporangios femininos e masculinos em diferentes momentos
temporais sugere um mecanismo que favorece a reprodugdo cruzada e, dessa
forma, uma maior diversidade genética.

Palavras-chave: licéfita; propagacdo; megasporo; micrésporo; ciclo de vida.
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5.1 Ciclo de Vida e Morfologia Externa

As licdfitas sdo plantas vasculares caracterizadas pela dispersdo por es-
poros e por possuirem ciclo de vida com duas geragdes: uma fase esporofitica
longa e uma fase gametofitica efémera. Os espordéfitos, como sdo chamados
0s organismos na fase esporofitica, sao diploides (2N) e sdo constituidos por
um caule subterraneo, folhas e raizes. Os gametodfitos, da fase gametofitica,
sdo haploides (N) e apresentam tamanho reduzido (figura 5.1).

ESPOROFITO
ADULTO (2N)

Microéfilos—

ESPOROFITO
9.3cm\ \\ JOVEM (2N)

Megéasporo

Germinagao

‘”“>J GAMETOFITO
Arqueogéni Q (N)

(Oosfera)

Figura 5.1 Representagdo esquematica do ciclo de vida de /soétes sp. (Isoetaceae).
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O esporoéfito apresenta um caule encurtado, denominado cormo, de for-
mato globoso com dois ou trés lobos (Kott e Britton 1983). Na porgao supe-
rior do cormo, as folhas emergem perfazendo um arranjo helicoidal e, na
porgdo inferior, as raizes. As raizes sdo geradas em sulcos verticais locali-
zados entre os lobos do cormo e apresentam ramificagdo dicotomica (Kott e
Britton 1983, Garrett e Kantvilas 1992). As folhas possuem formato cilindrico
ou semicilindrico e sdo classificadas como micréfilos, uma vez que apresen-
tam apenas um feixe vascular.

Na nossa espécie focal, Isoétes cangae, as folhas sdo eretas a levemente
recurvadas, e apresentam coloragdo verde-clara, com exce¢do da base foliar,
que é vermelha-amarronzada em funcdo do substrato rico em ferro (Pereira
et al. 2016, Cavalheiro-Filho et al. 2021). Cada folha apresenta quatro lacunas
aeriferas, as quais sdo subdivididas por septos transversais visiveis a olho
nu (Cavalheiro-Filho et al. 2021). Em individuos adultos, as folhas podem
atingir cerca de 40 cm de altura e 1,6 mm de largura.

5.2 O Esporoéfito Produz Esporos Femininos e Masculinos

As espécies de Isoétes sdao heterosporadas, de modo que na base de
cada folha desenvolve-se um esporangio que pode ser masculino (microspo-
rangio) ou feminino (megasporangio). A folha fértil também é denominada
espordfilo (microspordfilo e megaspordfilo, respectivamente). Os esporan-
gios podem ser parcial ou completamente cobertos por uma fina membrana
chamada velo (Garrett e Kantvilas 1992). Em Isoétes cangae, o velo cobre
20-25 % da superficie do esporangio (Cavalheiro-Filho et al. 2021). Os espo-
rangios variam quanto ao tamanho e a quantidade de esporos produzidos,
conforme a idade e a satide da planta. Plantas de I. cangae produzem em
média 126 megasporos ou 318 mil micrésporos por esporangio (Caldeira et
al. 2019). Esporangios mistos, contendo megdsporos e micrésporos, podem
ser encontrados na espécie (Campos et al. 2021b).

Os esporos sao produzidos como resultado das divisdes meidticas das
células-mae presentes nos esporangios e, portanto, sdo haploides (N). Os es-
poros femininos (megasporos), que podem variar de 200 a 750 um de dia-
metro entre as espécies de Isoétes, possuem formato globoso e apresentam
perisporo ornamentado (parede externa constituida por esporopolenina e
silica). Os megasporos apresentam trés sulcos proximais proeminentes ra-
dialmente simétricos, que compreendem as aberturas de germinacdo e mar-
cam o ponto de separacdo dos outros trés esporos da tétrade produzida ao
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fim da meiose, sendo assim denominados triletes (Blackmore et al. 2012). Ja
os esporos masculinos (micrésporos) possuem entre 10 e 30 pm de compri-
mento, apresentam simetria bilateral e apenas uma abertura de germinagao,
sendo considerados monoletes. Os megasporos e os micrésporos de Isoétes
cangae apresentam cerca de 500 pm e 30 um de diametro, respectivamente,
sendo a ornamentagao do megasporo do tipo verrucosa a tuberculada, e a do
micrésporo, equinada (figura 5.2) (Pereira et al. 2016).

Os esporos podem germinar tdo logo sejam liberados dos esporangios.
Na maioria das espécies de Isoétes, as folhas entram em senescéncia logo
apos o término da estagdo de crescimento (Gifford e Foster 1989). Na Regido
Amazonica, local de ocorréncia de Isoétes cangae, o clima é quente o ano in-
teiro, e as estagOes sao mais bem definidas pelas mudancas na pluviosidade.
O periodo seco, que ocorre de junho a outubro na regido (Silva et al. 2018),
representa um marco para a senescéncia foliar que é evidenciada pela redu-
¢do do numero de folhas, especialmente de espordfilos maduros (Campos
et al. 2021a). Os tecidos da folha amolecem e rompem-se, restando apenas o
esporangio aderido ao cormo. O esporangio maduro é facilmente rompido
em fungdo do amolecimento da sua parede. Em plantas adultas de Isoétes
cangae, é muito comum observar megasporos aderidos as raizes.
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Figura 5.2 Estruturas reprodutivas de /soétes cangae. Micrografias de (A) megasporangio e (B)
microsporangio obtidas com microscépio 6tico; micrografias de (C) megésporo e (D) micrésporo
obtidas com o uso de microscopia eletrénica de varredura.
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5.3 Os Esporos Germinam e Dao Origem aos Gametofitos

Ao germinar, os megasporos ddo origem ao gametéfito feminino (me-
gagametofito), enquanto os micrésporos originam o gametdfito masculino
(microgametofito). Ambos os gametdfitos apresentam desenvolvimento
endospdrico, isto é, que ocorre no interior dos esporos. O microgametofi-
to fica totalmente retido dentro da parede do esporo e, apds completar seu
desenvolvimento, a parede é rompida e sao liberados quatro anterozoides
multiflagelados (Gifford e Foster 1989). O desenvolvimento do megagame-
tofito ocorre por meio da divisdo nuclear, da celularizacdo e do actimulo
de substancias de reserva. Com o crescimento e o aumento do volume do
megagametofito, a parede rompe-se, ocasionando a protrusdo dos tecidos
gametofiticos. O rompimento da parede forma uma janela que expde cen-
tralmente um arquegonio, que é uma estrutura multicelular que abriga a
oosfera — gameta feminino (figura 5.3A-B). Caso a fecundac¢do nado ocorra
seguidamente, o gametodfito continua a desenvolver-se, e muitos outros ar-
quegonios podem ser formados ao longo da superficie do gametofito (figura
5.3C). Cada arquegdnio é constituido por quatro fileiras de células que deli-
mitam um canal central, e, ao final desse canal, encontra-se a oosfera.

A fecundagao ocorre quando o anterozoide encontra a oosfera. Apds a
fecundagdo, o zigoto passa por diversas divisdes mitdticas, dando origem a
um embrido globoso. A parte de cima do embrido da origem ao pé e a raiz,
enquanto a parte inferior produz o apice caulinar e a primeira folha (Gifford
e Foster 1989). Ndo ocorre formagao de suspensor. O pé cresce em dire¢ao
ao tecido de reserva, na regido basal do gametéfito. A primeira folha e a pri-
meira raiz crescem, ambas, perpendicularmente ao maior eixo do arquego-
nio, porém, em dire¢des opostas. Enquanto a primeira folha continua o seu
processo de alongamento e diferenciagdo, assim como a raiz que cresce em
direcdo ao solo, um novo par de folha e raiz é formado. O espordéfito jovem
ainda permanece por um tempo ligado aos tecidos gametofiticos, mas ja é
capaz de aderir ao substrato por meio das novas raizes geradas (Gifford e
Foster 1989).
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Figura 5.3 Germinagdo do megasporo (A-C) e desenvolvimento inicial do esporéfito de
Isoétes cangae (Isoetaceae) (D-H). (A) Abertura do megasporo na marca do trilete, expondo
um arqueogodnio central. (B) Emissdo de rizoides a partir do tecido gametofitico e presenga de
arqueogdnios nos trés polos da abertura. (C) Formagao de iniimeros arqueogdnios na superficie
do megagametéfito ndo fecundado. (D) Emissdo da primeira folha (seta branca) ap6s dois
dias de abertura do megasporo. (E-H) Esporéfitos com uma, duas, cinco e oito semanas de
desenvolvimento ap6s fecundacgao, respectivamente.

5.4 Desenvolvimento do Esporéfito

O estudo da germinacado e do desenvolvimento inicial do espordfito de
Isoétes cangae foi realizado por meio de ensaios conduzidos em laboratério
(Caldeira et al. 2021). Megésporos e micrésporos foram obtidos a partir de
plantas provenientes do Lago do Amendoim. Megésporos (n = 300) coletados
na estacdo chuvosa, entre novembro e maio (Silva et al. 2018), apresentaram
maior grau de maturidade e foram capazes de germinar apds 12-20 dias de
exposicao a condi¢des favoraveis. Apos 20 (+ 5) dias da unido dos megasporos
e micrésporos nos tubos experimentais, foi observada a emissdo da primeira
folha e da primeira raiz. Ja aqueles coletados na estacdo seca germinaram tar-
diamente, com cerca de dois meses de diferenga. Em ambos os casos, os per-
centuais de geracdo de espordfitos, a partir dos megasporos germinados, foi
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acima de 95 %. Intimeros rizoides sdo observados antes e apds a fecundagao
da oosfera e desaparecem apds cerca de 30 dias. Em Isoétes lithophila, os ri-
zoides sdo formados apds a fecundacao e auxiliam na adesdo ao solo (La Mot-
te 1933). Em Isoétes cangae, foi observado que os rizoides apresentam papel
adicional de adesdo de micrésporos, bem como de outros megasporos, o que
pode favorecer a fecundagao e a formacdo de grupos de esporofitos.

Em estudo conduzido por Campos et al. (dados ndo publicados), me-
gasporos e micrésporos obtidos de plantas cultivadas em casa de vegetacdao
(cultivo ex situ) foram incubados conjuntamente, e o desenvolvimento dos
esporofitos foi acompanhado durante oito semanas apds a germinagao (figu-
ra 5.3). Foi observado que os megasporos germinaram de forma assincrona
ap0s cinco, seis semanas de incubagdo. O primeiro sinal externo do desen-
volvimento do embrido é a emissdo do primérdio foliar. Inicialmente vé-se
apenas uma emergeéncia de coloracao clara, e com cerca de um a trés dias ja é
possivel observar o primérdio clorofilado (figura 5.3D). A primeira raiz sur-
ge ap0s sete a nove dias (figura 5.3E-F). A segunda folha e a raiz geralmente
sdo emitidas simultaneamente apds 23-25 dias (figura 5.3G). Entretanto, ob-
servou-se que em alguns individuos foi emitida individualmente a folha ou
raiz, e o outro elemento desenvolveu-se posteriormente. A partir da oitava
semana, foi observado o inicio da emissdo da terceira folha e da raiz (figura
5.3H). Esporofitos com dois meses de idade apresentam em média 0,6 + 0,1 e
0,9 + 0,3 cm de comprimento foliar e radicular, respectivamente. De acordo
com Caldeira et al. (2019), durante os primeiros dias de emissao, as folhas e
as raizes apresentam um rdpido alongamento, o qual ocorre de forma mais
lenta nas semanas seguintes.

Durante a fase inicial de desenvolvimento do espordfito, as folhas jovens
sdo produzidas alternativamente em cada lado do eixo apical embrionario; o
meristema apical caulinar é pouco desenvolvido e forma tragos vasculares que
direcionam para as folhas e as raizes (Paollilo 1963). Com a expansao desse me-
ristema, a configuracdo bilateral é perdida, e os primérdios foliares seguintes
sdo formados em espiral, configurando uma simetria radial. Essa mudanga de
simetria é observada em Isoétes cangae apds os primeiros meses de crescimento.

5.5 Plantas Cultivadas /n Vitro Sao Capazes de Atingir a
Maturidade

Espordfitos obtidos em ensaios de laboratério foram transferidos para
frascos de 500 mL contendo substrato original do Lago do Amendoim e fo-
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ram acompanhados quanto ao seu desenvolvimento. Foi observado que as
novas folhas geradas sdo bem mais largas e crescem em comprimento confor-
me a disponibilidade de espaco, de luz e de nutrientes. As raizes tornam-se
mais robustas e ramificam-se. Com seis meses de idade, os espordfitos apre-
sentam em média 11 + 2 folhas, 8 + 2 cm de comprimento foliare 3 + 1 cm de
comprimento radicular.

Plantas com seis meses de idade foram transferidas, em seguida, para
aqudrios contendo sedimento do Lago do Amendoim e substrato comercial
Jiffy® (1:2). Apds nove meses de idade, os espordfitos apresentam cerca de
21 + 2 cm de comprimento foliar e 10 + 2 cm de comprimento radicular (figura
5.4A). Plantas com nove e doze meses apresentam em média 25 + 5 e 35 + 5 fo-
lhas, respectivamente (figura 5.4A-B). Diferentes morfotipos foliares sdo encon-
trados: as folhas mais externas que sao estreitas e relativamente curtas (folhas
iniciais); as folhas intermediarias que sdo mais desenvolvidas, porém, estéreis;
e os espordfilos que constituem as folhas férteis, geralmente mais compridas
(figura 5.4C-D). Com nove e doze meses de idade, as plantas possuem, res-
pectivamente, cerca de 7 +3 e 15 + 5 espordfilos. Em alguns individuos com
um ano de idade, foram observados esporangios também nas folhas iniciais, os
quais sdo geralmente pequenos e esféricos (figura 5.4D). Esses esporangios sao
provavelmente formados precocemente em resposta a algum estimulo.

Assim como descrito para outras espécies do género, em I cangae os
primeiros esporangios a formarem-se sdo os femininos, os quais se encon-
tram parcialmente maduros, enquanto os masculinos sdo ligeiramente mais
numerosos e imaturos. De acordo com Smith (1900), os megasporangios, em
Isoétes, sao produzidos no inicio da temporada de crescimento e, portanto,
sdo encontrados em folhas mais externas em relagdo aos microsporangios.

O alargamento do meristema apical caulinar tem como consequéncia
também a producdo de um ntcleo central de tecidos vasculares primérios e o
crescimento vertical da planta. Entretanto, o eixo caulinar permanece encur-
tado. O crescimento adicional do cormo ocorre quando o meristema lateral
(caAmbio vascular) é ativado, e tecidos secundarios sdo formados, ocorrendo
o aumento em espessura (Rury 1978). Frequentemente é observado um pa-
rénquima de reserva de amido na regiao subjacente ao tecido de revestimen-
to do 6rgao. Plantas com nove e doze meses de idade apresentam cormo
com aproximadamente 0,5+ 0,1 a 0,6 + 0,1 cm de comprimento e 0,8 + 0,1 a
0,9 + 0,2 cm de largura, respectivamente. Em corte transversal, o cormo apre-
senta formato trilobado (figura 5.4E) enquanto, em corte longitudinal, é possi-
vel observar que se trata de uma estrutura mais larga do que alta (figura 5.4F).
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Cortes a méao livre do cormo submetidos ao teste histoquimico com lugol
(Johansen 1940) evidenciam a presenca de grdos de amido no parénquima
cortical (figura 5.4G). A regido central é constituida por xilema secundario
(figura 5.4E-F). O cormo, embora apresente crescimento continuo, de tempos
em tempos passa por um processo de descamacao e elimina¢do das camadas
mais externas (Bray et al. 2018).

Iniciais Estéreis Férteis imaturas @
estéreis / / | /| | \

1" LV “A)

Iniciais férteis Férteis maduras Férteis imaturas @

fJ,,‘u\;\\,&,.\,\,umm

Figura5.4 Esporofitos adultos de Isoétes cangae (Isoetaceae). (A-B) Individuos com nove e doze
meses de idade, respectivamente. (C) Micréfilos destacados de um individuo com nove meses
de idade com predominio de folhas estéreis e esporéfilos imaturos. (D) Micréfilos destacados de
um individuo com doze meses de idade com presenca de esporéfilos maduros e imaturos (as
folhas estéreis foram omitidas). (E-F) Corte transversal e longitudinal, respectivamente, do cormo
trilobado de um individuo com doze meses de idade, evidenciando o cortex e a regido central
do xilema (seta). (G) Acimulo de grdos de amido no cortex (ga).

5.6 Plantas Coletadas /n Situ Apresentam Produc¢do Continua de
Esporangios

Adicionalmente as observacoes feitas em laboratorio, foi realizado o
acompanhamento fenolégico in situ de plantas de Isoétes cangae ao longo de
dois anos (Campos et al. 2021a). Foram realizadas oito expedigdes a campo,
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sendo amostrados 15 individuos em cada campanha. O ntiimero de folhas em
individuos adultos varia em média de 33 + 15, na estacao seca, a 42 + 15, na
estagdo chuvosa. O comprimento foliar é, em média, 28 + 6 cm, na estagao
chuvosa, e 30 + 6 cm, na estagado seca. As folhas novas, ténues, emergem do
centro da planta e apresentam coloragdo bem mais clara. A folha totalmente
expandida apresenta-se relativamente rigida, com base alargada, ala trans-
parente a verde-claro com comprimento de até 1/5 da lamina foliar (Ca-
valheiro-Filho et al. 2021). Os esporangios maduros apresentam coloragao
amarronzada, sendo possivel distinguir os femininos dos masculinos pelo
relevo da parede adaxial do esporangio. Plantas coletadas na estagao chuvo-
sa apresentaram em média 54 + DP megasporos por esporangio, e na estacao
seca 98 + DP (Cavalheiro-Filho et al. 2021). Embora nao seja possivel inferir a
idade das plantas coletadas in situ, o nimero de folhas e o tamanho dos es-
porangios parecem estar relacionados com a idade da planta e/ou o grau de
desenvolvimento do cormo. De acordo com Voge (1997), existe uma relagao
direta entre o nimero de folhas por planta e o niimero de megasporos por
megasporangio em Isoétes lacustris.

Os esporangios sao produzidos ao longo de todo o ano, com predominio
dos megasporangios na maior parte do tempo, com excecao do final do perio-
do chuvoso em que 0s microsporangios maduros podem prevalecer (Campos
et al. 2021a). Fatores como radia¢do luminosa, altura da coluna da 4gua, tem-
peratura e concentragdo de macro e micronutrientes podem interferir na mor-
fologia e no desenvolvimento do espordfito, embora esses efeitos ainda sejam
em boa parte desconhecidos. A morfologia de Isoétes é fortemente influencia-
da pelas condi¢des do micro-hébitat (Rury 1978), as quais podem interferir,
também, no desenvolvimento reprodutivo (Voge 1997, 2006).

5.7 As Distintas Formas de Reproducdo das Espécies de /soétes
de Carajas

A propagacdo sexuada é predominante dentre as espécies de Isoétes
para as quais se conhece a forma de reprodugao. No entanto, apesar de ser
observada mais raramente, a propagacdo vegetativa normalmente ocorre
por dicotomias apicais seguidas de fragmentacdo ou por meio de gemas
(Hickey 1986), e tem se apresentado fundamental para a reproducéo de es-
pécies, tais como Isoétes andicola (Karrfalt 1999) e Isoétes savatieri (Hickey
et al. 2003). O conhecimento da forma de reproducao de espécies raras como
as duas Isoétes que ocorrem em Carajas constitui uma das etapas iniciais
para o estabelecimento de programas de conservagao.
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As formas de reproducado de I cangae e I serracarajensis foram exa-
minadas em diferentes estudos (Caldeira et al. 2019, 2021, Zandonadi et al.
2021) por meio de plantas adultas coletadas no Lago do Amendoim e em
diferentes lagos temporarios das serras Norte e Sul das cangas de Carajés.
Em estudo com as estruturas reprodutivas isoladas em condi¢des controla-
das, foi realizada uma série de testes de germinagdo e regenerac¢do de espo-
rofitos a partir de micrésporos adicionados a um pool de megasporos em
agua destilada estéril (fertilizagdo in vitro). Em todas as avalia¢oes (mais de 4
mil esporos) foram observadas a germinagdo de megasporos e a emergéncia
de esporéfitos somente para I. cangae, confirmando a propagacdo sexuada
desta espécie (figura 5.3). Megasporos de I serracarajensis permaneceram
fechados mesmo apds longo periodo de cultivo in vitro. Por outro lado, a
propagacado vegetativa por meio da producdo de rebentos ou via perfilha-
mento foi observada em 1. serracarajensis (figura 5.5), mas ndo em I. cangae,
mesmo ap6s mais de 24 meses de cultivo. Em geral, quatro novas plantas
sdo produzidas a partir do cormo de uma planta de I. serracarajensis. Vale
destacar que, assim como observado para as espécies como Isoétes savatieri
e Isoétes chubutiana, mesmo as plantas de I serracarajensis que perfilham
continuam produzindo estruturas reprodutivas (Caldeira et al. 2021, Hickey
et al. 2003).
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Figura 5.5 Areprodugdo vegetativa de /soétes serracarajensis. (A) Novos espordfitos (perfilhos)
ligados a planta-mae que podem ser facilmente destacados. (B). Planta adulta e seus respectivos
perfilhos sdo mostrados (C, D, E). Detalhes da emissao de raizes do fragmento do cormo na base
da folha sdo mostrados em E.

Essas estratégias reprodutivas distintas para as duas espécies de Isoétes
de Carajas podem estar ligadas aos seus habitats contrastantes. Isoétes can-
gae habita um lago oligotréfico permanente com relativamente poucas al-
teragdes ambientais ao longo do ano, enquanto plantas de I serracarajensis
sdo encontradas em lagos tempordrios, enfrentando secas sazonais severas
(figura 5.6), onde a propagagdo assexuada pode representar uma vantagem
adaptativa ao curto periodo (cinco a seis meses) de crescimento durante o
qual essas plantas possuem acesso a agua. Esse curto periodo em condigdes
favoraveis pode ser insuficiente para que plantas jovens atinjam a fase adulta
e dispersem esporos vidveis para a geragao de novos espordfitos. No entanto,
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vale ressaltar a possibilidade de plantas de I serracarajensis com dois anos
ou mais possam também produzir estruturas reprodutivas capazes de to-
lerar periodos de seca, os quais podem germinar com o inicio das chuvas
e o reabastecimento dos lagos temporérios, desencadeando a reprodugao
sexuada sincronizada com condi¢des ambientais favoraveis. Curiosamente,
plantas de I serracarajensis permaneceram vivas e mantiveram folhas ver-
des ao longo dos 12 meses na presenca de agua disponivel, sugerindo que
tais espécies podem apresentar crescimento continuo, uma vez em ambien-
tes favoraveis. Além disso, observagdes de campo sugerem que a escassez
de dgua é acompanhada de dessecagado e queda das folhas, enquanto o cor-
mo da planta permanece protegido e vivo no solo até o inicio da préxima
temporada de chuva, quando o crescimento é retomado. Quando coletados
durante estagdo seca e reidratados em condi¢des controladas, esses cormos,
anteriormente secos, sdo capazes de regenerar completamente e desenvolver
plantas normais (figura 5.7).
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Figura 5.6 Mapa da Floresta Nacional de Carajés e os locais onde sdo encontrados /soétes
serracarajensis e Isoétes cangae. (A) As areas de mineragdo e os quatro afloramentos de
montanhas ricas em ferro que abrigam os ecossistemas de canga de Carajés: Serra Norte, Serra
Sul, Tarzan e Bocaina. Detalhes dos lagos temporérias (sitios com /. serracarajensis) durante as
estacdes. (B) Seca. (C) Chuvosa. (D) O lago permanente onde se encontra /. cangae submersa.



Capitulo 5 < Desenvolvimento Ontogenético e Reprodugao de /soétes cangae > 107

Figura 5.7 Emergéncia de folhas do cormo de plantas de /soétes serracarajensis apos
perfodo de dessecamento em condicées naturais. (A) Destaque para o cormo de planta de /.
serracarajensis em lago temporario seco no platd de canga S11B. (B) Emissdo de folhas de /.
serracarajensis ap6s reidratagdo em condig¢des controladas.

5.8 A Reproducdo de /. cangae Requer Megasporos Maduros

Os ensaios de propagacao sexuada com /. cangae mostraram uma gran-
de varia¢do na porcentagem de espordfitos obtidos, havendo amostras com
mais de 90 % de germinagdo, assim como casos de germinacado nula (Cal-
deira et al. 2021). Em um estudo em que os megasporos foram separados
em diferentes estagios de maturacdo, foi observado que esporos maduros
(de coloragdo marrom-escura) obtidos de folhas mais externas de plantas
adultas apresentaram elevadas taxas de germinagdo e producdo de novas
plantas. Entretanto, esporos imaturos (coloragdo marrom-clara a branca) re-
tirados de folhas em desenvolvimento ndo apresentaram germinagao (figura
5.8). Uma vez que, em condigdes naturais, a liberacdo de esporos estd nor-
malmente associada a decomposigdo do tecido que os envolve, formando o
esporangio, e, portanto, requer a abscisdo foliar, somente esporos em folhas
“mais velhas” (senescentes) estardo aptos a germinar, enquanto esporos jo-
vens ainda ndo sdo viaveis.
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Figura 5.8 Série temporal da emergéncia in vitro de esporofitos de /soétes cangae a partir
de megasporos maduros (linha vermelha) e imaturos (linha azul) cultivados na presenca de
microsporos. A drea sombreada representa o intervalo de confianga em P < 0,05. A micrografia
interna mostra megasporos maduros e imaturos.

5.9 Isoétes cangae Reproduz-se de Forma Sexuada por
Autofecundacio e Fecundacio Cruzada

Em estudos com esporos coletados de vérias plantas adultas ndo foram
observadas diferengas significativas de geragao de espordfitos quando usa-
das estruturas reprodutivas masculinas e femininas de uma mesma planta
(autofecundagdo) ou de plantas diferentes (fecundagdo cruzada) (Caldeira
et al. 2021). Apesar da proximidade fisica dos esporangios masculinos e fe-
mininos e de a liberagdo das estruturas reprodutivas aumentar as chances
de autofecundacao, especialmente em condic¢des de baixa movimentagao da
agua (lagos e pantanos), como descrito para a espécie I. hypsophila (Chen et
al. 2010), essa nao parece ser a principal forma de reproducao para I. cangae
(Caldeira et al. 2021). No Lago do Amendoim, onde a espécie ocorre natural-
mente, estudos anteriores mostram que a fecundagao cruzada possivelmen-
te deva ocorrer com maior frequéncia em I. cangae, uma vez que a espécie
possui alta diversidade genética e ndo apresenta sinais de endogamia, cons-
tituindo, portanto, uma populagao pan-mitica (Santos et al. 2020, Dalapicolla
et al. 2021). Neste caso, é possivel que movimentos por correntes de 4gua e
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animais dentro do Lago do Amendoim facilitem a migragdo dos esporos e
dos gametas, assim como de espordéfitos jovens, permitindo o aumento da
frequéncia da fertilizacdo cruzada na espécie.

5.10 APropagacdode /. cangaeRequer aPresencade Micrésporos

Assim como demonstrado para outras espécies de Isoétes, em I cangae
também foi observado que megasporos maduros sdo capazes de efetuar a
abertura de trilete, exposicao de arquegdnio e emissdo de rizoides indepen-
dente da presencga de micrésporos no meio. Em geral, mesmo aptos ao de-
senvolvimento, esses gametas nao sdo capazes de gerar um novo individuo
por apomixia, ou seja, sem a presenga do gameta masculino. De fato, a apo-
mixia é considerada um evento raro no género Isoétes, sendo reportada até o
momento para a espécie Isoétes andicola (Karrfalt 1999). No entanto, em um
grupo de megésporos de I cangae isolados como controle (sem a presenca
de micrésporos), observou-se o aparecimento de esporéfitos em frequéncia
muito baixa (2 %) e originados de uma tinica planta. Para verificar o requeri-
mento do gameta masculino no processo de reprodugédo dessa espécie, lotes
de megasporos que efetuaram a emissdo de rizoides sem adigao de micrés-
poros no meio foram separados e mantidos isolados por 15 dias. Apds esse
periodo, em sublotes em que houve a adi¢do de micrésporos, a taxa de ob-
tengdo de espordfitos foi proxima a 100 %, enquanto ndo foram obtidos es-
pordéfitos durante os 30 dias seguintes, na auséncia de micrésporos ao meio.
Além disso, 0 uso de marcadores do tipo ISSR revelaram que as plantas-mae
eram diferentes gendtipos das progénies, reforcando a auséncia de reprodu-
¢do via apomixia em I. cangae, ou seja, deixando indicios de que a espécie
requer a presenca de gameta masculino para propagacéo.

5.11 A Elevada Obtencdo de Esporéfitos de Isoétes cangae

A propagacdo de I cangae por meio da fertilizacdo in vitro tem per-
mitido a gera¢do de novas plantas em condic¢des controladas. O sucesso do
cultivo dessas plantas até a fase adulta tem levado a obtencdo de grande
ndmero de estruturas reprodutivas, as quais sdo posteriormente usadas para
geracdo de novas plantas. Milhares de plantas tém sido propagadas nas de-
pendéncias do ITVDS e do Instituto de Biodiversidade e Sustentabilidade
(NUPEM), empregando essas técnicas.
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O cultivo de plantas de I cangae em condi¢des ultraoligotréficas tam-
bém leva a obtencao de elevado ntimero de novos esporoéfitos (Caldeira et al.
2019). Para tal, procede-se a transferéncia de plantas adultas de I cangae para
aqudrios contendo areia quartzosa estéril e d4gua destilada. O cultivo nessas
condicdes acelera o envelhecimento das folhas mais velhas (tornam-se ama-
reladas inicialmente e em seguida marrons), ou seja, expostas na parte mais
externa do cormo, iniciando o processo de abscisdo foliar e a consequente
decomposicdo do tecido que envolve os esporangios, liberando as estrutu-
ras reprodutivas no meio. Uma vez executado com plantas adultas contendo
grande ntimero de folhas, é possivel a obtencdo de centenas de espordfitos
de uma tnica planta (figura 5.9). Apesar de trazer consigo o depauperamen-
to gradual da planta matriz, essa forma de propagagdo pode ser facilmente
executada em ambientes em que nao é possivel a manutencdo de condigdes
assépticas, como em cultivo in vitro, assim como também é possivel a re-
cuperagdo da planta matriz, retornando-a para uma condigao de cultivo na
presenca de nutrientes.

Em suma, os estudos obtidos nos permitem compreender o ciclo de vida
e as etapas de desenvolvimento do espordéfito de I cangae, seja em ambiente
natural, seja em condic¢Ges ex situ. O acompanhamento fenolégico da popula-
¢do ocorrente no Lago do Amendoim evidenciou que as plantas apresentam
produgao continua de espordéfilos, e que os esporos, uma vez amadurecidos,
apresentam elevada viabilidade. Além disso, a produgdo numerosa de es-
poros femininos e masculinos, os quais sdo dispersos pelo movimento da
agua, indica uma grande capacidade colonizadora da espécie. A reproducao
sexuada em I cangae constitui assim uma forma eficiente de propagagao da
espécie que favorece a diversidade genética dentro da populagdo. A facil
manipulacdo dos esporos e a possibilidade de obtencdo de muitas plantas
por meio do cultivo in vitro contribuem para a implementagao de planos de
manejo e conservacado da espécie.
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Figura 5.9 (A) Série temporal do aparecimento cumulativo de esporéfitos ao redor das quatro
plantas adultas de /soétes cangae. (B) Os esporofitos foram coletados das trés plantas (M1, M2 e
M3) e transferidos para ambiente pobre em nutrientes. A seta preta destaca um Gnico espordfito
que surgiu ao redor de uma planta mantida sobre sedimentos do lago (M4). O grafico inserido
na figura principal mostra o namero de folhas da planta no inicio do experimento.
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Resumo

A fisiologia da conservagao envolve a avaliacdo de diversos aspectos
que relacionam a fisiologia vegetal ao ambiente. Essas andlises permitem
compreender tanto a plasticidade quanto a vulnerabilidade da espécie a flu-
tuacdo ambiental, de forma a gerar conhecimento e previsibilidade, contri-
buindo, portanto, para a conservacdo da espécie. As andlises das condicoes
luminosas e nutricionais do ambiente, in sifu, bem como ex situ, sdo uma das
principais avaliagdes necessarias. A espécie Isoétes cangae habita o Lago do
Amendoim, que possui espectro de luz bem peculiar. A espécie habita o fun-
do desse lago, onde ha baixa irradidncia relativa (de 20 a 200 umol m2s™" de-
pendendo da época do ano). As nossas analises mostram que, apesar de estar
presente nesse local de baixa luminosidade, a espécie possui alta plasticida-
de fotoquimica; I. cangae pode apresentar fotoinibicdo, refletida na reducdo
das taxas de crescimento e reproducdo, mas sobrevive por muitos meses em
condigdes de alta irradiancia. O lago possui baixa concentracdo de nutrientes
na 4gua e no sedimento, com excecdo dos micronutrientes ferro e manga-
nés, que tém elevada concentragdo. O metabolismo de nutrientes minerais
avaliado sugere que a espécie ndo é exigente nutricionalmente, mas parece
ter predilegao por sedimento com baixo pH e potencial redox, contribuindo
para elevada disponibilidade de ferro. A espécie apresenta tolerancia a baixa
ou a nenhuma nutrigdo por longo periodo. Uma vez que a espécie dispde
de reservas no cormo, essas podem ser mobilizadas durante o periodo de
escassez. Em relagao ao metabolismo do carbono, descobrimos que essa es-
pécie possui metabolismo MAC (metabolismo dcido das crassuldceas), o que
é comum entre as espécies de Isoétes subaquéticas. As taxas de crescimento
ex situ sdo consideradas altas quando comparadas a outras Isoétes, havendo
grande capacidade de rebrota e reproducado de novas folhas, mesmo duran-
te condicdes de estresse. Essas taxas de crescimento foram positivamente
relacionadas as atividades das bombas de prétons da membrana plasmati-
ca, enzima central do metabolismo energético. O conhecimento produzido e
apresentado neste capitulo em relagao as respostas fisiologicas de I cangae é
essencial para a conservagdo da espécie.

Palavras-chave: fisiologia vegetal; plasticidade fotoquimica; nutrigdo mineral; conser-
vagao da espécie.
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6.1 Introducao

As mudangas climéticas que o planeta vem enfrentando sdo reconhe-
cidas ha pelo menos 30 anos e a Ciéncia tem abordado o tema por meio de
estudos que apontam os riscos que a humanidade podera enfrentar, caso nao
haja reversdo de uma série de fatores, tais como desmatamento, emissao de
gases e crescimento populacional. Uma das consequéncias desse processo
afeta diretamente cerca de 5 milhdes de km? da area da superficie da Terra
que se encontra coberta por lagos naturais e artificiais, componentes-chave
dos sistemas ecoldgicos e hidrolégicos globais. As proje¢des de aumentos da
duragdo e da intensidade das ondas de calor indicam que as mudangas no
ambiente fisico dos lagos gerardo desafios para a biodiversidade desses am-
bientes e os consequentes beneficios que proporcionam as populac¢des hu-
manas (Woolway et al. 2021). Uma recente avaliagdo do conjunto de dados
de volume global de evaporagao de lagos (1,42 milhdo de lagos de 1985 a
2018) indicou um incremento na taxa de evaporacdo de cerca de 60 %, cor-
respondendo a uma perda anual de quase 50 km® de dgua (Zhao et al. 2022).

O quadro acima descrito coloca a sociedade e a comunidade cientifica
em alerta, para que se avance no entendimento desses sistemas e suas espé-
cies. Cabe destacar que os processos produtivos mantenedores dos sistemas,
assim como nos ambientes terrestres, encontram-se regulados pelas plantas,
organismos especializados em utilizar a fonte de energia mais abundante
disponivel no planeta, os fétons originados da luz solar.

O conhecimento dos detalhes acerca dos processos vegetais, tais como
crescimento e desenvolvimento durante a interagdo das plantas com outros
seres vivos e com o ambiente fisico, é essencial para a conservacdo desses
sistemas. Isto é justamente o que estuda o campo da ciéncia conhecido como
Fisiologia Vegetal. Quando os cientistas deparam-se com novas espécies, é
muito importante compreender os aspectos bésicos da fisiologia vegetal. O
caso da licéfita Isoétes cangaendo seria diferente. Por conta das alteragdes do
ambiente onde essa espécie ocorre naturalmente é essencial estudar as res-
postas fisioldgicas de I. cangae para evitar o declinio da sua populagao. Essa
estratégia é contemplada em um campo de estudos cientificos apenas nos
altimos 16 anos, a “Fisiologia da Conservagdo”. A fisiologia da conservacao
é o estudo das respostas fisiolégicas dos organismos a alteragdo humana do
ambiente que pode causar ou contribuir para o declinio populacional (Wi-
kelski e Cooke 2006). Os estudos iniciais concentraram-se em animais selva-
gens. A fisiologia da conservacdo deve ser aplicavel a todos os organismos
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e populagdes, incluindo as plantas (van Kleunen 2014). Neste capitulo serdo
abordadas questdes gerais relacionadas a fisiologia das plantas do género
em uma visao geral, e da espécie I. cangae em especial. Parte das descobertas
recentes em relacdo a fotossintese, metabolismo, nutricdo e crescimento des-
sa espécie sera comentada.

6.2 Qualidade e Quantidade de Luz no Crescimento de /soétes
cangae

A fotossintese é o processo mais importante de um ecossistema, pois
responde pela capacidade dos sistemas vivos de incorporar a energia na
forma de moléculas organicas, que sdo a base da vida. Esse processo da-se
pela fotossintese, que é um conceito que resume um conjunto de reagdes,
por meio das quais as plantas e outros organismos autotréficos utilizam gas
carbonico (CO,) como fonte de carbono para a produgdo de moléculas or-
ganicas a partir da energia proveniente da radiac¢do solar. De maneira sim-
plificada, a fotossintese consiste em duas fases principais: a fase das reagdes
relacionadas a luz, ou rea¢des luminosas, e a fase das rea¢des do carbono,
ou de carboxilagdo. Uma vez que a fase luminosa da fotossintese é parte da
fisiologia vegetal diretamente relacionada ao funcionamento e a funcdo das
plantas, o conhecimento dessa area da Ciéncia é imprescindivel para a com-
preensdo dos requisitos de habitat de plantas nativas ameagadas de extingao
e de plantas exdticas potencialmente invasoras.

Os estudos relacionados a fluorescéncia da clorofila em I. cangae tém
auxiliado na compreensao de parte dos mecanismos relacionados ao desen-
volvimento de I cangae tanto in situ quanto ex situ. Estes estudos sdo rea-
lizados de forma pioneira mediante a utilizagdo de técnicas que avaliam a
fluorescéncia da clorofila.

A fluorescéncia da clorofila a é considerada um indicador bastante ttil
das reagdes da fotossintese, e a eficiéncia fotoquimica do fotossistema II
(FslI), ou rendimento quantico do fotossistema, pode ser avaliada pela téc-
nica de fluorometria que utiliza o pulso de luz com amplitude modulada
(PAM) e por equipamentos de aquisigdo de imagens da fluorescéncia (Genty
et al. 1989, Bilger et al. 1995, Maxwell e Johnson 2000). Ambas as técnicas
sdo amplamente utilizadas para o estado da fase luminosa da fotossintese
em diversas espécies vegetais. Em resumo, podemos assumir que as clorofi-
las do centro de reacdo localizadas no FsII tém seu potencial redox alterado
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na presenga da luz, o que pode ser percebido pela emissdo de fluorescéncia
capturada por diferentes métodos explorados pelos diferentes tipos de apa-
relhos e sensores disponiveis no mercado (figura 6.1).
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Figura 6.1 Visdo geral dos circuitos de protons e elétrons durante as reagdes luminosas da
fotossintese. Adaptado de Avenson et al. (2005). A transferéncia de energia da luz absorvida
(raios amarelos) dos complexos coletores de luz (LHC2) para o fotossistema Il (PSIl, do inglés
Photosystem 1) e o fotossistema (PSI, do inglés Photosystem I) oxida seus centros de reacdo,
conduzindo o fluxo linear de elétrons (LEF, do inglés Linear Electron Flux, também conhecido
como ETR ou Taxa de Transporte de Elétrons) da H,O para o NADPH. Os circuitos do fluxo de
elétrons (setas laranja) e prétons (setas azuis) do LEF (caixa azul) e o fluxo de elétrons ciclico em
torno do PSI (CEF1, caixa vermelha) sdo representados.

A eficiéncia quantica efetiva do FsIlI pode ser resumida como uma fra-
¢ao de luz absorvida pela clorofila a, associada a atividade do Fsll e utiliza-
da nos processos fotoquimicos (AF/Fm’, onde F representa a fluorescéncia
emitida pelas amostras adaptadas a luz actinica — pré-iluminadas — e Fm”’
representa fluorescéncia méxima apds emissdo de pulso de saturacdo de



luz — Maxwell e Johnson 2000). Ja a eficiéncia quéntica potencial do FslI é
uma medida do rendimento do FsIlI apds a adaptacdo ao escuro (Fv/Fm’
onde Fv é a fluorescéncia variavel maxima calculada como Fm - F,, em
que F, a fluorescéncia basal da amostra, é inicialmente mensurada e segui-
da pela determinacdo de Fm, a fluorescéncia méxima, obtida apds pulso
de luz saturante). A taxa de transporte de elétrons (ETR) é calculada como
uma aproximacdo empirica das taxas relativas de transporte de elétrons
(ETR = AF/Fm" x PAR x 0,84 x 0,5). Assume-se nesse cdlculo a distribuicdo
igualitaria de energia entre os fotossistemas I e II (0,5) e 84 % (0,84) de ab-
sorbancia da radiagdo ativa para a fotossintese (PAR) incidente pela amostra
(Genty et al. 1989, Bilger et al. 1995, Maxwell e Johnson 2000).

Trabalhos cientificos abordando a fase luminosa da fotossintese em
Isoétes sao escassos. Hawes e colaboradores (2003) desenvolveram um traba-
lho fundamental sobre a eficiéncia do Fsll no género Isoétes: eles avaliaram
in situ plantas submersas (3 e 7 m de profundidade) de I alpinus, residentes
no Lago Wanaka, que preenche um vale escavado glacialmente nos Alpes
do Sul da Ilha do Sul da Nova Zelandia. As avaliagdes do FsIlI obtidas indi-
caram que I. alpinus apresenta uma resposta tipica de redugao da eficiéncia
quantica efetiva do FslI de acordo com o aumento da radiagao solar através
da coluna d’dgua, com resultados que ficaram bastante varidveis entre 0,02
e 0,8 ao longo da variagdo da luz durante o curso de medida entre 8 h até
20 h, com médias em torno de 0,3 a 0,6. As avalia¢des da eficiéncia quéntica
potencial do Fsll (Fv/ Fm) também foram realizadas pelos autores. Por meio
da aclimatagdo das folhas ao escuro é possivel verificar o estado de ativagdo
do FslI, que esteve em média entre 0,50 e 0,60, aproximadamente.

A avaliagdo da fisiologia das Isoétes realizada em trés piscinas de culti-
vo independentes do viveiro florestal de Carajis por meio da fluorescéncia
da clorofila a do fotossistema II, apresenta resultados consistentes com a lite-
ratura (figura 6.2). A AF/Fm’ versus a irradiancia das folhas de I. cangae, em
diferentes horarios, ao longo do dia, apresentou correlacdo direta conforme
descrito por Durako (2012). As plantas das piscinas apresentaram tamanho
adequado e fotossintese condizentes com as condi¢des encontradas no seu
ambiente original.
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Figura 6.2 Avaliacdo da fluorescéncia da clorofila de /soétes cangae nas piscinas do viveiro
florestal de Carajas — PA. Eficiéncia fotoquimica efetiva (AF/Fm") versus irradiancia das folhas de
I. cangae em diferentes horérios ao longo do dia.

O estresse abidtico pode afetar o funcionamento dos mecanismos fo-
tossintéticos, tais como a AF/Fm’ (Bilger et al. 1995). De fato, medidas como
essa permitem avaliar o desempenho fotossintético da planta e a extensao
de sua tolerancia ao estresse ambiental. Em cultivo ex situ, o monitoramento
das caracteristicas da fluorescéncia da clorofila pode ser valioso. No caso
de I cangae, existe uma variacdo do rendimento quantico efetivo (AF/Fm’)
durante o periodo de cultivo avaliado em resposta a mudangas ambientais
sazonais relacionadas a radiacdo luminosa, e estresses como variagao repen-
tina da coluna d’agua (figura 6.3). Durante o periodo de monitoramento de
trés anos, do inverno (julho) ao verdo (dezembro) todos os anos o AF/Fm’di-
minuiu de cerca de 0,50 para préximo de 0,35 e recuperou-se acima de 0,50.
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Figura 6.3 Monitoramento da fluorescéncia da clorofila de folhas de plantas de /soétes
cangae cultivadas ex situ em Macaé — R). Eficiéncia fotossintética efetiva (circulos) e eficiéncia
fotossintética potencial de /. cangae (tridngulos) cultivadas em piscina durante o periodo de
abril de 2020 a setembro de 2022. As linhas tracejadas no interior do gréfico delimitam os anos.

O rendimento quantico potencial (Fv/Fm) foi estdvel no primeiro ano
de monitoramento (0,81 a 0,84). Durante o segundo ano de monitoramento,
as plantas Fv/Fm cairam de 0,83 para 0,75. Isoétes Fv/Fm manteve-se esta-
vel (em torno de 0,73 a 0,71) no terceiro ano de monitoramento (de janeiro a
setembro).

Os valores registrados na condigado ex situ sao semelhantes aos observa-
dos por Zandonadi et al. (2021), e estdo dentro dos registrados em LA, refor-
¢ando que I cangae é um organismo bastante adaptavel. No entanto, hd uma
reducdo consistente de Fv/Fm ao longo do tempo em plantas cultivadas ex
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situ, e esse resultado pode estar relacionado ao estresse luminoso durante o
cultivo na piscina devido a reducdo da coluna d’dgua. Assim, relatamos que
a alta irradiancia prejudica o crescimento de I cangae (Santos et al. 2022). A
razao Fv/Fm é tipicamente relacionada negativamente com a radidncia do
féton; consequentemente, uma diminui¢do nessa caracteristica é antecipa-
da quando a radiancia do féton adaptado do organismo é constantemente
excedida (Jiang et al. 2018, Santos et al. 2022). Assim, a fotossintese é regu-
lada em resposta a condigdes ambientais dindmicas que vao desde a expo-
sigao artificial de alta irradidncia a variagdes sazonais lentas, especialmente
para organismos adaptados a diferentes condi¢des ecoldgicas, como plantas
adaptadas ao escuro, que podem sofrer fotoinibicio com o aumento da in-
tensidade da luz (Sello et al. 2019, Liu et al. 2021). Os espectros de luz em
hébitat natural sugerem que I. cangae é uma espécie tolerante a sombra, e os
resultados em luz artificial confirmaram o comprometimento do crescimen-
to e a inibi¢ado da fotossintese sob “alta irradiancia” (400 umol m2s7) (Santos
et al. 2022). Dessa forma, o cultivo ex situ de longa duragao pode causar uma
redugdo nas caracteristicas fotossintéticas, pois a coluna d’dgua é menor, o
que, consequentemente, afetard a quantidade de luz que as plantas recebem.

Como pode ser observado na figura 6.3, nos tltimos meses do cultivo
ex situ, ha um decréscimo da eficiéncia quantica potencial do fotossistema
II (Fv/Fm), o que pode estar relacionado ao tempo do cultivo em condig¢des
bastante diversas da original (fertilidade do substrato, nutrientes dissolvidos
na dgua, temperatura da 4gua e do ambiente e principalmente fotoperiodo e
qualidade da radiagao incidente). Além disso, questdes intrinsecas ao desen-
volvimento da planta (idade, por exemplo). De toda forma, os indices apre-
sentados funcionam adequadamente para o monitoramento da fisiologia das
plantas cultivadas ex situ.

Os estudos relacionados a fluorescéncia da clorofila em I. cangae tém
auxiliado na compreensao de parte dos mecanismos relacionados ao desen-
volvimento de I cangae tanto in situ quanto ex situ. Uma vez que a fase lu-
minosa da fotossintese é parte da fisiologia vegetal diretamente relacionada
ao funcionamento das plantas, o conhecimento dessa area da Ciéncia é im-
prescindivel para a compreensao dos requisitos de habitat de plantas nativas
ameacadas de extin¢do e de plantas exéticas potencialmente invasoras.
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6.3 Plasticidade Fotossintética: Efeito da Alta Irradidncia sobre
Crescimento de /soétes cangae

O crescimento de organismos fotossintéticos aquaticos é limitado a es-
treita zona de iluminagdo da superficie, conhecida como zona eufética. A
luz é absorvida e espalhada por particulas que reduzem a sua intensidade
e alteram a sua composicdo espectral ao longo da coluna de agua, sendo
crucial para o zoneamento vertical da estrutura da comunidade de plantas
aquaticas (Kirk 2011). Embora o aumento no tamanho e no nimero de pig-
mentos fotossintéticos seja um mecanismo classico para otimizar a absorcao
de luz e a eficiéncia quéntica de plantas tolerantes a sombra, a ecofisiologia
da fotossintese em plantas aquaticas tropicais € menos conhecida quando
comparada com suas contrapartes terrestres.

As menores taxas fotossintéticas e a condutancia do mesofilo a difusdo de
CO, ocorrem nas bridfitas, e os maiores valores sdo obtidos nas angiospermas,
enquanto as licéfitas apresentam valores intermedidrios (Gago et al. 2019). A
disparidade dentro da escala filogenética estd associada a possivel auséncia
de regulacao fina na condutancia estomadtica e mesdfila em grupos de plantas
basais (Carriqui et al. 2015, Gago et al. 2019). Além disso, a irradiacdo exces-
siva de luz prejudica o desempenho fotossintético em plantas submersas por
meio da foto-oxidacdo do fotossistema II (Raven 2011, Liu et al. 2019). Estu-
dos sobre fotoinibi¢do da fotossintese e prote¢do do aparato fotossintético sdo
abundantes para plantas terrestres (Miiller e Munné-Bosch 2021), mas raros
para plantas aquaticas, especialmente do género Isoétes (Hawes et al. 2003). O
nivel da dgua varia consideravelmente no habitat de I. cangae, resultando em
alta irradiancia durante a estacdo seca (Silva et al. 2018).

A caracteriza¢do da qualidade e da quantidade deluzno Lago do Amen-
doim foi determinada, e os espectros de luz natural incidentes no habitat de
ocorréncia de I cangae, no fundo do Lago do Amendoim, apresentaram
variagdes importantes entre as estagdes chuvosa e seca (figura 6.4A-B). Os
espectros de luz mostraram um pico de energia agudo em 584 nm, e picos
menores entre 640 e 700 nm durante a estacdo seca, enquanto durante a
estagdo chuvosa o espectro apresentou picos semelhantes, mas com menos
energia. Essas mudancas sdo esperadas devido ndo apenas a variacdo da
coluna d’dgua, mas também a entrada de matéria organica do escoamento
superficial da 4rea de drenagem (Sahoo et al. 2016), o que pode explicar a
baixa contribui¢do de comprimentos de onda menores do que 500 nm du-
rante a estagdo chuvosa. Existe uma boa correlagcdo entre as medigdes de luz



Capitulo 6 < Fisiologia da Conservagao de /soétes » 125

realizadas com equipamentos sensiveis a LUX ou PAR (y = 0,0081x - 4,7819,
r> = 0,99). Essa correlacao foi essencial para avaliar a intensidade da luz du-
rante medigdes de longo prazo in situ.
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Figura 6.4 Espectros de luz natural para /. cangae no Lago do Amendoim e espectros de luz
LED no cultivo ex situ na UFRJ. Espectros de luz natural no fundo do lago durante agosto de 2020
(A), a 2 m de profundidade, e fevereiro de 2021 (B), a 2,5 m. Espectros de luz de LED em cultivo
ex situ em aquarios sob condi¢des de alta irradidncia expostos a 400umolm? s’ PAR (C), e sob
condicées de controle expostos a 20umolm? s' PAR (D). PAR: radiacdo fotossinteticamente
ativa. As insergées dentro dos espectros B e D correspondem aos respectivos graficos com
ampliagdo no eixo y.

Fonte: Adaptado de Santos et al. (2022).

Devido a sua importancia, para a conservagao da espécie, é fundamental
que sejam avaliados os efeitos do espectro de luz subaquaética artificial sobre o
crescimento de I cangae, bem como a mimetizagdo de seu ambiente natural.
Desse modo, serdo preenchidas algumas das lacunas sobre os impactos da alta
e da baixa irradidncias nas caracteristicas morfofisiol6gicas dessa espécie.

Os espectros de luz em condigdes artificiais controle (IC — irradiancia
controle) e com alta irradiancia (Al — 400 umol m? s?) foram semelhantes
na faixa azul, entretanto, a condi¢do Al apresentou um aumento na luz ver-
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melha. Ambas as condig¢des artificiais tém um pico em torno de 430-450nm,
embora a energia seja distribuida de maneira diferente nas outras bandas do
espectro. Na condigao Al, houve um pico de energia agudo em 450nm e um
pico amplo em 636nm, seguido de queda subsequente na faixa de 700nm
(figura 6.4C). Em aquarios com luz controle houve um pico de energia
acentuado em 432nm e um pico amplo em 570nm, seguido por uma queda
subsequente na faixa de 700nm (figura 6.4D). Embora os sistemas de luz
artificial apresentem radiacdo diferentes da radiagdo solar, as plantas “con-
trole” sobreviveram e mantiveram-se saudédveis durante o experimento, ca-
racteristicas fundamentais para o sucesso do cultivo ex situ e a manutencgao
da espécie.

Avaliagdes da fase luminosa da fotossintese indicaram que as plantas,
quando expostas por dois dias em Al a 400 umolm™ s*, apresentam maior
valor da taxa de transporte maximo de elétrons (ETRm) e irradiancia de sa-
turagdo minima (), indicando que os fotossistemas foram capazes de acli-
matacdo de curto prazo. No entanto, no cultivo ex situ de Al de maior prazo
(120 dias), as andlises morfolégica e fisiolégica das caracteristicas de I can-
gaeindicaram que o crescimento e o desenvolvimento da espécie foram alte-
rados pela variagado da irradidncia (figuras 6.5 e 6.6).
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Figura 6.5 Alteracdes morfologicas e fisiologicas em Isoétes cangae cultivadas sob condi¢des
controladas e de alta irradiancia. (A) Area foliar; (B) Comprimento foliar; (C) Namero de folhas;
(D) Rendimento quantico potencial de Fsll; (E) Rendimento quantico efetivo do Fsll; e (F) Taxa
de transporte de elétrons. Médias * desvio-padrao, teste t, *P < 0,05, **P < 0,01 e ***P < 0,001.
Fonte: Adaptado de Santos et al. (2022).
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Figura 6.6 Imagens representativas de /. cangae ap6s quatro meses sob condigdes de controle
(IC) e alta irradiancia (Al) no cultivo de aquarios. Barra de escala: 2cm.

Variagdes na recepcdo de luz também influenciam o potencial de uma
planta para capturar carbono, o que pode limitar o crescimento vegetal e a
fotossintese e, como esperado, a condi¢ao Al resultou em mudangas nos pro-
cessos fotossintéticos, como confirmado pela avaliagdo da fluorescéncia da
clorofila a (figura 6.5). Particularmente, o parametro Fv/Fm foi reduzido na
condicdo Al (figura 6.5E). A redugdo da relacdo Fv/Fm pode indicar danos
causados aos centros de reagdo do Fsll pelo excesso de irradiancia luminosa,
provavelmente devido a fotoinibicdo cronica (Raven 2011). Além disso, a
reducdo no AF/Fm’ (figura 6.5A) e ETR (figura 6.5F) confirma o processo
de fotoinibigdo nessas plantas, como relacionado a algumas outras espécies
aquaticas submetidas a alta irradiancia (Raven 2011). Consequentemente, as
plantas de I. alpinus localizadas em regides mais rasas apresentaram menor
rendimento maximo de fluorescéncia e maior saturagdo de luz do que as
plantas profundas. Hawes e colaboradores (2003) também constataram que
a irradiancia foi o fator determinante para o rendimento quantico do FslI,
independentemente da profundidade ou da posi¢ao da planta no lago.
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Embora a érea foliar ndo tenha sido alterada (figura 6.5D) pela Al, o
comprimento (figura 6.5B) e o nimero de folhas (figura 6.5C) foram reduzi-
dos em aproximadamente 30 % e 70 %, respectivamente. Plantas cultivadas
sob condicdo de Al produziram ainda folhas cloréticas que foram perdidas e
substituidas por novas folhas durante o experimento. A massa das partes aé-
rea, fresca e seca também foi significativamente reduzida (Santos et al. 2022).
Plantas naturalmente submersas apresentam menor massa seca foliar por
unidade de area combinada com parede celular menor e cuticula mais fina
para facilitar as trocas gasosas em um ambiente caracterizado por pouca luz
e menor necessidade de investimento em suporte (Poorter et al. 2009). As-
sim, macrdfitas submersas investem em mudancas morfoldgicas, bioquimi-
cas e fotossintéticas como estratégia para tolerar mudangas significativas na
intensidade luminosa (Chappuis et al. 2015, Arthaud et al. 2021). A redugao
da parte aérea de I. cangae exposta a Al parece atuar como uma estratégia de
sobrevivéncia ao estresse causado pelo excesso de luz.

Além das altera¢des morfofisioldgicas, as plantas de I. cangae, na condicao
controle, geraram um total de 23 espordfitos durante o experimento, enquanto
na condi¢do de alta radiancia, apenas um esporéfito foi observado. A varia-
¢do dos niveis de luz ao longo das estagdes também alterou as caracteristicas
reprodutivas de algumas macrdfitas submersas (Li et al. 2019), mas os efeitos
da disponibilidade de luz na reprodugao de licéfitas submersas ainda sao pou-
co caracterizados. Curiosamente, como a reprodugdo de I cangae ocorre ex-
clusivamente por germinagao de esporos (Caldeira et al. 2019), e a maturacao
dos espordfitos estd associada a estagdes separadas pelo regime hidrolégico
do Lago do Amendoim, variagdes na intensidade e na qualidade da irradiagao
luminosa causadas por flutuagdes no nivel da d4gua parecem ser um sinal am-
biental essencial na modulagdo do desenvolvimento reprodutivo de I cangae.

Até onde sabemos, ndo ha estudos sobre a variacdo da irradiancia lu-
minosa e o crescimento de Isoétes em regides tropicais. Trabalhos de quase
30 anos atrds apresentaram a analise dos efeitos da irradiancia em um lago
noruegués que indicou que a sobrevivéncia da espécie submersa I lacustris
dependia da incidéncia de luz, uma vez que a mortalidade foi significativa-
mente maior em plantas submetidas a regimes de irradiancia insuficientes
em profundidades superiores a 3m (Rorslett e Johansen 1995). Outro estudo
realizado em lagos ndo tropicais mostrou que Isoétes apresentaram limites
de profundidade mais rasos, indicando maior necessidade de luz quan-
do comparados a outros grupos de macroéfitas de dgua doce (Middelboe e
Markager 1997). Nosso grupo de pesquisa é pioneiro na avaliacdo da qua-
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lidade da luz sobre a fotossintese em 1. cangae, demonstrando que a espécie
é afetada por alta irradiancia (Santos et al. 2022). Embora existam espécies
de Isoétes com diferentes necessidades de luz, I cangae parece ser tolerante
a sombra devido ao seu hédbitat em profundidades de cerca de 1,5m, onde a
irradiancia de luz é baixa. Além disso, a andlise do espectro de irradiancia
subaquatica do Lago do Amendoim foi titil para o desenvolvimento de técni-
cas e ferramentas que mimetizam o ambiente natural da espécie e favorecem
o cultivo ex situ de I cangae, essencial para o manejo e a conservacao.

Em termos gerais, podemos concluir que a espécie I. cangae apresenta
uma grande plasticidade fotossintética, e que tanto a quantidade quanto a
qualidade de luz ideais para cultivo da espécie estdo em uma faixa menor do
que 400 umol m?s™.

6.4 Metabolismo do Carbono de /soétes cangae

Por tratar-se de uma espécie descoberta recentemente (Pereira et al.
2016), boa parte das inferéncias sobre I cangae sdo realizadas com base no
conhecimento de outras espécies (Keeley e Busch 1984). No ambiente su-
baquatico, espécies de Isoétes tém apresentado a capacidade de conduzir o
“metabolismo dcido das crassulaceas” (MAC ou CAM, da sigla em inglés),
um mecanismo de concentragdo de carbono que envolve a separagdo da ab-
sor¢do e fixagdo de carbono de acordo com o tempo: a noite o carbono é
sequestrado como malato para ser utilizado no ciclo de Calvin durante o dia
(figura 6.7).
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Figura 6.7 O metabolismo acido das crassulaceas (MAC) com reagées importantes e suas
enzimas apresentadas em vermelho. A parte da esquerda do esquema representa a separagdo
do metabolismo durante o dia com a utilizagdo do malato, e a parte da esquerda indica a
separacio do metabolismo durante a noite e o aciimulo de malato no vactolo vegetal. A noite,
o CO, oriundo da respiragcdo e do ambiente é fixado via enzima anidrase B-carbdnica (8-CA)
para HCO,", com subsequente carboxilagdo do fosfoenolpiruvato (PEP) catalisado pela PEPC. A
enzima malato desidrogenase (MDH) catalisa a reducdo do 4cido organico acido oxalacético
(OAA) a malato. O malato é entdo transportado para o vactolo durante a noite com auxilio da
enzima V-ATPase (ver figura 6.5). Durante o dia, o malato é descarboxilado pela enzima malica
dependente de NADP (NADP-ME), gerando NADP, piruvato e CO, ou a enzima MDH converte
malato a OAA, e subsequentemente é convertido a PEP pelo fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK). No cloroplasto, piruvato, CO, sao utilizados para a sintese de carboidratos.

Fonte: Adaptado de Wickell et al. (2021).
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O MAC é um tipo de metabolismo de carbono muito comum em plantas
de deserto que enfrentam desafios para absorver o CO, atmosférico durante
os dias quentes e secos (Liittge 2003). Plantas aquéticas enfrentam escassez de
carbono por outros motivos. Elas também podem enfrentar a escassez de CO,
devido ao balango de CO, livre na d4gua promovido pela fotossintese e respi-
ragdo de organismos fotossintetizantes durante o dia (Keeley 1983). O MAC é
uma estratégia comum para melhorar a eficiéncia do uso da dgua, permitindo
que mantenham seus estomatos fechados durante o dia, evitando desidrata-
¢do. No entanto, sua prevaléncia em espécies aqudticas de Isoétes e de outras
espécies destaca a utilidade do MAC na reducdo da fotorrespiracdo quando
a disponibilidade de CO, pode ser limitada. Enquanto a limitacdo de CO, em
plantas terrestres é causada pelo aumento da resisténcia estomética, em plan-
tas aquaticas, a limitagao é em grande parte o resultado da resisténcia a difu-
sdo relativamente alta da 4gua combinada com uma flutuagao significativa do
CO, dissolvido nos lagos oligotréficos ou alagados sazonais.

Em Isoétes, é possivel observar formas de metabolismo para fixagdo de
carbono do tipo C3 ou do tipo MAC e, em alguns casos, acontecem variagdes
entre metabolismo C3 e MAC em uma mesma planta, sendo essa mudanca de
metabolismo do carbono em func¢ao das caracteristicas do ambiente ao qual a
espécie esta submetida (Yang e Liu 2016). O metabolismo C3 é reconhecido
devido a producao do primeiro intermedidrio estdvel da fotossintese de trés
carbonos (logo C3), o 3-fosfoglicerato. J& o metabolismo MAC, assim conhe-
cido por ter sido descoberto em espécies da familia Crassulaceae, apresenta
maior eficiéncia da carboxilac¢do realizada pela enzima Rubisco, tornando o
processo de fixagdo muito mais eficiente em ambientes que apresentam res-
tricdes tanto de uso de 4gua (como no caso de muitas Crassulaceas) quanto
em ambientes em que ha elevada concorréncia por CO, (como as condigdes
de ambiente subaquatico). Por esse método, com a separacdo temporal da
absor¢do do CO, da sua fixagdo, plantas de Isoétes apresentam maior efici-
éncia quando em condi¢des submersas.

A hipétese de que L cangae seja capaz de acumular malato durante a
noite, caracteristica relacionada ao tipo de metabolismo MAC estd em estu-
do, e os resultados apontam para a confirmagao desse tipo de metabolismo
(figura 6.8). A concentracdo de malato é reduzida cerca de quatro vezes ao
longo do dia em folhas de I cangae totalmente submersas. Além disso, o
acimulo de malato observado em I cangae ocorreu em concerto com a ativi-
dade de hidrélise de ATP da enzima vacuolar V-ATPase, que reduziu cerca
de 80 %. Faz-se mister notar que o funcionamento do MAC tem importantes
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implicag¢des no balango de prétons (H*), principalmente no periodo noturno
(Shameer et al. 2018). O MAC apresenta uma relagdo causa e efeito entre a
ativagao do transporte de H* e 0 acimulo de malato no interior do vactiolo
vegetal (Jochem e Liittge 1987, Bremberger e Liittge 1992).
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Figura 6.8 Actmulo de malato (esquerda) e atividade de hidrélise de ATP da enzima V-ATPase
(direita). O tecido vegetal de /. cangae foi coletado ao amanhecer apds cerca de 12 horas de
escuriddo (barra preta) ou ao entardecer, ap6s nove horas de luz (barra branca). Os dados sdo a
média de dez réplicas biolégicas. O asterisco indica diferenga significativa estatisticamente pelo
teste t de Student (p < 0,05).

O fluxo de solutos através da membrana plasmética depende em grande
parte da forca motriz de H* disponivel. O transporte de ions em células ve-
getais é acionado por gradientes de prétons que mediam o transporte ativo
secundario de compostos através da membrana plasmética e da endomem-
brana. Além disso, a regulagdo da acidificagdo endossémica € critica para as
vias endociticas e secretoras. Para que as plantas reajam aos seus ambientes
em constante mudanca e, ao mesmo tempo, mantenham condi¢des metabo-
licas ideais, a expressao atividade e interacdo das bombas que geram esses
gradientes de H* deve ser rigorosamente regulada (Crosse e Seidel 2021).

Por exemplo, as H*- ATPases de membrana plasmatica sdo importan-
tes agentes moleculares que determinam e controlam a aquisi¢do e o par-
ticionamento de nutrientes em todos os tecidos das plantas (Sondergaard
2004). As H*-ATPases tipo V (V-ATPase) sdao bombas de prétons que aci-
dificam tanto o limen quanto o microambiente externo de organelas em
endomembranas de todas as células eucariéticas. A presenca dessa enzima
é essencial para a manutencdo da homeostase das células; de fato, a enzi-



134 <« Desafios e Perspectivas na Conservagdo da /soétes cangae: uma Macrofita Endémica da Amazonia »

ma foi considerada como tendo uma funcdo “housekeeping” (Sun-Wada e
Wada 2015). A H*-PPase esta distribuida em vegetais superiores, nas algas
e na bactéria fotossintética Rhodospirillum rubrum (Rea et al. 1992), e foi
descrita em protistas (Scott et al. 1998). Essa enzima tem um papel vital no
metabolismo energético, pois o pirofosfato (PPi) é um composto de alta
energia, é gerado por varios processos metabdlicos, sendo um subproduto
de vérias reacdes, incluindo a biossintese de macromoléculas (Buchanan et
al. 2010, Fukuda 2016).

Por meio de um levantamento dos trabalhos cientificos publicados com
Isoétes, observa-se que estudos sobre a fisiologia e a bioquimica dessa planta
sdo ainda bastante escassos na literatura. Segundo Christiansen et al. (2017),
estas espécies pertencem a um grupo de plantas aquaticas que exibem uma
fisiologia resultante da adaptagdo a habitats oligotréficos de dgua doce. Os
dados mais recentes relacionados a aspectos fisiolégicos da I. cangae sobre
ativacdo da H*-ATPase, absor¢do de nutrientes, modificacdo da fluorescén-
cia da clorofila e crescimento, tanto de espécimes oriundos do seu habitat
natural quanto provenientes de sistemas de cultivo ex situ, foram produzi-
dos pelo presente grupo de pesquisa (Zandonadi et al. 2020). Este corrobora
com outro trabalho publicado por Yang e Liu (2015), com a espécie anfibia 1.
sinensis, no qual os autores revelaram dados sobre o aparato fotossintético
de I sinensis sob condi¢des de crescimento terrestre e submerso, identifican-
do que, quando totalmente submersas, as plantas apresentam o MAC. Esse
trabalho apresentou dados inequivocos da modulagdo tanto da atividade
enzimédtica como da regulacdo de transcritos dos genes que codificam para
as enzimas relacionadas ao MAC, tais como a V-ATPase e a Rubisco. Yang e
Liu (2015) argumenta que a V-ATPase desempenha um papel fundamental
no acimulo de acidos organicos nos vactolos em células vegetais, que sao
energizados pela translocagdo de ions H* através da membrana vacuolar.
Esse mecanismo permite a internalizacdo de malato no vactiolo na auséncia
de luz e a posterior mobilizacdo deste para o citosol durante o dia. A mes-
ma dindmica de mobilizacdo de malato foi observada em I cangae. Recen-
temente, as bases genéticas do MAC foram estudadas em I. taiwanensis por
Wickell et al. (2021), demonstrando que, apesar de muitos genes do MAC
exibirem padrdes de expressao semelhantes aos de angiospermas terrestres,
a evolucdo do MAC em Isoétes pode ter seguido um caminho bastante dife-
rente e comum ao grupo. Do ponto de vista pratico, os resultados observa-
dos devem ser interpretados como fundamentais para o manejo de Isoétes
em ambientes diferentes dos originais. E importante garantir ambientes com
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agua com concentragdes baixas de nutrientes minerais e de carbono, uma
vez que esses fatores podem favorecer outras plantas menos eficientes na
fixacdo de carbono da dgua. Por fim, cabe ressaltar a importancia de estudos
sobre a bioenergética de espécies-alvo para a conservagao, pois os resultados
podem ser excelentes indicadores de condi¢des de adaptacdo a novos am-
bientes e capacidade de sobrevivéncia para plantas ameagadas de extingao,
como é o caso da I cangae.

6.5 Nutricdo e Desenvolvimento

O teor e a biodisponibilidade de nutrientes minerais sdo importantes
para evitar restricdes ambientais para a produtividade das plantas, e os es-
tudos em Isoétes sao bastante raros. I. cangae apresenta elevados teores de
nutrientes minerais nas folhas, principalmente Fe e Mn, em comparac¢do com
as concentragdes médias de elementos minerais das plantas terrestres (Mars-
chner 2011). Folhas de I Jacustres de diferentes lagos oligotréficos na Europa
apresentaram uma variacdo de 1,8-2,6 % N e 0,02-0,26 % P (Richardson et al.
1984, Garcia e Ballesteros 1994, Christensen et al. 1998). I. cangae pode apre-
sentar médias de 2,8 % N e 1,7 % P (tabela 6.1). Tanto os atributos de habitat
quanto as espécies podem explicar as diferencas no contetido mineral obser-
vadas para I. cangae e na literatura.

Tabela 6.1 Concentragdes médias de elementos minerais em folhas de /. cangae coletadas in
situ. Os valores sdo médias + desvio-padrao

Elemento Concentracdo na folha (g Kg)
N 28,1+49
K 15,1 47,2
P 1,704
Mg 1,6+0,4
Ca 2,6+0,8
S 2,7%0,1
Fe 18,8 9,1
Mn 0,10+ 0,03
Zn 0,03 +0,01
............... CU b SOV EOO0

Fonte: Adaptado de Zandonadi et al. (2020).
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As caracteristicas da d4gua e do sedimento sdo um ponto de partida criti-
co para a manutencdo ex situ de espécies endémicas raras. Plantas de Isoétes
podem influenciar tanto o potencial redox quanto a biogeoquimica na rizos-
fera (Christiansen et al. 1998; Christiansen et al. 2017, Pedersen et al. 2011). O
baixo pH do sedimento aumenta a biodisponibilidade de Fe para a maioria
das espécies e para Isoétes (Jackson et al. 1993). As concentragdes de ferro no
tecido foliar de 18,81 g Kg' em I cangae, em contraste com I. anatolica de la-
goas sazonais da Turquia, que acumula 0,43 g Kg™ de Fe (Ozyigit et al. 2013).
Dados de teor de ferro em folhas de Isoétes sao raros, apesar do progresso
na pesquisa de formagdo de placas de ferro na rizosfera de plantas (Chris-
tensen et al. 1998). Outras espécies como plantas aquaticas de lentilha de
Spirodela polyrrhiza podem acumular 6,84 g Kg' de Fe (Xing et al. 2009). O
girassol (Asteraceae Carthamus oxyacantha) pode acumular surpreendentes
73,91 g Kg' de Fe em suas folhas (Nematian e Kazemeini 2013).

A exposigao ao excesso de ferro (Fe-EDTA) ja foi utilizada para deter-
minar a capacidade de fitorremediacdo do ferro de outras espécies vegetais
(Santana et al. 2014). Como I. cangae esta presente em um substrato rico em
ferro, é intuitivo testar concentragdes crescentes desse elemento (figura 6.9).
Os resultados das pesquisas com I. cangae mostraram que o aumento do fer-
ro soltivel no meio de cultivo Isoétes pode aumentar a produgédo de folhas.
Além disso, I cangae pode alcalinizar a rizosfera, sugerindo um controle
ativo que poderia afetar a disponibilidade de Fe*".



Capitulo 6 < Fisiologia da Conservagao de /soétes » 137

-
o

Producédo de Folhas (nimero)
£y

]
"]

@ 0,0 mg/L Fe EDTA
=0~ 0,2 mg/L Fe EDTA
6{ @ 0,6 mg/L Fe EDTA
-9 1,8 mg/L Fe EDTA

0 - . . -
0 7 14 21 28 35
Tempo (dias)

Figura 6.9 Producdo de folhas (acima) e crescimento (abaixo) de /. cangae (esquerda) em
funcdo do aumento da concentragdo de ferro (Fe-EDTA 0,2; 0,6 e 1,8 mg L'); quadrados
brancos para plantas de controle (Fe-EDTA 0,0 mg L™"). Os pontos sdo as médias, e as barras sdo
intervalos de confianca (n = 12 em cada experimento).

Fonte: Adaptado de Zandonadi et al. (2020).

Com base nas anélises de 4gua, podemos observar que o lago em que ela
é encontrada possui baixa concentracdo de nutrientes. Podemos inferir que
essa planta é pouco exigente em termos de macro e micronutrientes dissolvi-
dos na 4gua, sendo seu cultivo ex situ de facil manejo nutricional. Por outro
lado, a quantidade de alguns elementos, tais como o ferro e o manganés, estéa
em elevada concentracdo no sedimento. Neste momento, ndo sabemos com
exatiddo sobre as necessidades nutricionais dessa planta, nem sobre quan-
to tempo é necessdrio para a reposi¢do de nutrientes no meio aquatico. No
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entanto, observamos que as plantas mantidas por mais de seis meses sem
a troca de substrato ou suplementacdo de nutrientes soltiveis, diretamente
na dgua, conseguem tanto sobreviver quanto se reproduzir. Da mesma for-
ma, observamos que plantas mantidas somente em areia sobreviveram por
pelo menos seis meses, mesmo ndo mantendo as caracteristicas fisioldgicas,
apresentando menores niimero e comprimento de folhas e massa reduzida.
Portanto, as trocas de substrato e a reposi¢cdo por meio de solugdo nutri-
tiva, de forma espacada, sdo capazes de manter a planta saudavel e com
desenvolvimento pleno. Em paralelo, temos trabalhos em andamento sobre
a influéncia de hormoénios, bem como a concentra¢do nutricional 6tima, que,
em conjunto, sejam capazes de otimizar o crescimento e a reprodugao de 1.
cangae, facilitando o seu cultivo ex situ.

A abordagem direta sobre a fisiologia de I cangae é fundamental para
o entendimento dos seus padrdes de crescimento e desenvolvimento no seu
proprio ambiente e em outros locais com potencial de introdugdo ou culti-
vo ex situ. Os avangos realizados no conhecimento da capacidade de cres-
cimento, rebrota, tolerdncia a concentracoes elevadas de Fe e fotossintese
foram abordados pelo nosso grupo de pesquisa recentemente (Zandonadi et
al. 2020). Desta forma, avangos importantes para o conhecimento do cresci-
mento ex situ da espécie tém sido alcangados. O estabelecimento da taxa de
crescimento (0,2 cm/dia) e rebrota (0,07 folhas/dia) de I cangae ex situ por
exemplo é um dado essencial para o entendimento do desenvolvimento da
espécie (figura 6.10).
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Figura 6.10 Producdo de folhas (acima) e crescimento (abaixo) ao longo do tempo de /.
cangae cultivados ex situ. Os pontos representam a média de seis amostras independentes,
e as barras sdo os erros-padrdo. As taxas significativas de producdo e crescimento de folhas,
respectivamente, estdo presentes na parte superior no interior de cada figura.
Fonte: Adaptado de Zandonadi et al. (2020).

O aumento do comprimento foliar na taxa apresentada é bastante rapi-
do e parece estar relacionado com um mecanismo clédssico de ativagdo enzi-
matica e agdo hormonal que resulta na acidificagdo das paredes das células
das folhas em expansao. Esse mecanismo é conhecido como “teoria do cres-
cimento 4cido” (Li et al. 2021). A teoria do crescimento acido sugere que o
pH apopléstico regula diretamente o crescimento celular via ativagdo da en-
zima H*-ATPase da membrana plasmaética, via agdo hormonal das auxinas.
A acidificagdo do apoplasto ativa as enzimas expansinas dependentes do pH
que afrouxam a parede celular rigida, assim permitindo a expansao celular.
Simultaneamente, o transporte de H* para o apoplasto gera um maior poten-



140 <« Desafios e Perspectivas na Conservagdo da /soétes cangae: uma Macrofita Endémica da Amazonia »

cial de membrana que impulsiona o influxo de ions secundérios, levando a
um aumento na pressdo de turgor. As folhas de I. cangae em plena expansao
apresentam a ativacdo da H*-ATPase esperada em consonancia com a teoria
descrita (Zandonadi et al. 2020).

6.6 Consideracdes Finais

Podemos concluir que, com base nos estudos apresentados neste capi-
tulo, I cangae é uma planta com grande plasticidade fisiolégica, capaz de
resistir as variagdes ambientais e sobreviver a alta irradiancia, por longos
periodos, entretanto, demonstra fotoinibi¢do e consequente redugédo do cres-
cimento e produgdo de novos individuos.

As anélises do espectro luminoso do ambiente natural mostram dife-
rengas do cultivo ex situ principalmente em relagao as condi¢des de alta
irradiancia, o que comprova junto aos resultados biométricos que essa es-
pécie tem preferéncia por viver em ambientes de baixa irradiancia.

Nossas andlises mostram que o metabolismo de carbono da espécie é do
tipo metabolismo dcido das crassulaceas (MAC), o que é esperado para uma
planta subaqudtica do género Isoétes. Esse metabolismo permite a absorgao
de carbono no periodo noturno, que é acumulado como acido malico que,
durante o periodo do dia, é metabolizado. Em ambientes oligotréficos, em
que ha pouca disponibilidade de carbono, o metabolismo MAC garante uma
vantagem adaptativa para a planta.

Os primeiros estudos de campo e ex situ mostram que /. cangae é uma
espécie com baixas necessidades nutricionais, sobrevivendo em condicdes
de pouca ou nenhuma nutri¢do por meses, possivelmente em fungao dos es-
toques de amido presente no cormo. As anélises de crescimento ex situ mos-
tram grande capacidade de rebrota e producdo de novas folhas que foram
associadas a grande atividade da enzima H*-ATPase de membrana.

Novos estudos sobre crescimento, efeitos de hormdnios e condig¢des 6ti-
mas de nutri¢do para manter o crescimento e a reproducdo dessa espécie
poderdo contribuir ainda para o conhecimento e a preservagao de Isoétes.
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Resumo

As espécies do género Isoétes sao normalmente adaptadas a ambientes
oligotroéficos, e alteragdes nestas condigdes tém levado vérias espécies a en-
trarem na lista de ameacgadas de extingao por fragmentacdo e deterioragdo na
qualidade de seu hébitat natural. Neste capitulo apresentamos uma série de
estudos realizados com I. cangae com o objetivo de entender, seu potencial
de adaptagdo e crescimento em diferentes condi¢des ambientais, e eventos
que provocam estresses em plantas. Avaliamos o crescimento de plantas jo-
vens de I. cangae em diferentes substratos, tanto comerciais quanto oriundos
de diferentes lagos da Serra dos Carajés, e observamos que essas plantas fo-
ram capazes de crescer nos diversos substratos e com habilidade de comple-
tar ciclo de vida (produgédo de estruturas reprodutivas) em todos. Todavia,
vale destacar o melhor desempenho das plantas nos substratos oriundos de
lagos de Carajas, como o elevado crescimento e a producdo de estruturas
reprodutivas das plantas em substrato de um lago temporario. Observamos
também que I. cangae possui a capacidade de tolerancia a metais no substra-
to, sendo capaz de acumular grandes quantidades de elementos, tais como
ferro em concentracdes toxicas para grande parte das plantas. De forma si-
milar, avaliagdes de tolerdncia a altas temperaturas e a restrigdes hidricas
também sugerem elevada tolerancia a essas condigdes estressantes. Nelas,
foram verificadas diferentes estratégias adaptativas, as quais incluem desde
a manutenc¢ao da capacidade fotossintética em altas temperaturas, tolerancia
areducdo de lamina de dgua sobre as plantas, a recuperagdo do crescimento
apo6s eventos de deficit hidrico acentuado. Em geral, estes estudos sugerem
que I. cangae possui elevada tolerancia a diferentes fatores estressantes e,
portanto, elevado potencial de adequagdo e crescimento em outros ambien-
tes, além de seu habitat de origem, que é o Lago do Amendoim.

Palavras-chave: propagacdo; substratos; temperatura; restri¢do hidrica.
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7.1 Introducao

As plantas sdo frequentemente expostas a restricdes ambientais que afe-
tam de forma adversa o crescimento e o desenvolvimento. O estresse ambien-
tal pode ser bidtico, imposto por outros organismos, ou abiético, decorrente
de um excesso ou falta de condic¢des ideais no ambiente fisico ou quimico.
As condigdes ambientais que causam danos as plantas incluem alagamentos,
secas, temperaturas altas ou baixas, salinidade excessiva do solo, nutrientes
minerais inadequados e luz excessiva ou insuficiente.

Espécies do género Isoétes sao normalmente adaptadas a ambientes
oligotréficos, ou seja, ambiente com baixa disponibilidade de nutrientes
minerais, portanto, alteracdes na qualidade da agua de seus hébitats sao
reconhecidas por representar a maior ameaca para estas espécies. Alteracdes
nas condi¢des ambientais e a consequente perda de qualidade de habitat tém
levado muitas das espécies de Isoétes a entrarem na lista de ameacadas de
extingdo. A redugdo em populagdes naturais das espécies Isoétes lacustris
e Isoétes echinospora tem sido observada devido a acidificacdo de lagos
(Arts 1988, Vrba et al. 2003), assim como a redugado da area de ocorréncia
por campos agricolas e a eutrofizacdo da dgua para Isoétes coreana (Kim et
al. 2008), Isoétes hypsophilia, Isoétes sinensis, Isoétes yunguiensis e Isoétes
taiwanensis (Liu et al. 2005) e Isoétes malinverniana (Barni et al. 2013).
Alteragdes no ciclo hidrolégico e redugdo de drea de ocorréncia natural por
atividades antrépicas também representam ameagas a espécies, tais como 1.
serracarajensis e I. cangae (Pereira et al. 2016).

O cultivo ex situ de espécies ameagadas de extin¢do é uma das formas
de subsidio a programas de conservacdo, pois, além de manutencdo de ge-
nétipos que podem assegurar a diversidade genética natural da espécie em
ambiente seguro, também pode servir de fonte de plantas para estudos e
enriquecimento de popula¢des naturais ou mesmo para a introdugdo em
novos ambientes. Apds o sucesso no estabelecimento de formas de propa-
gagdo e producdo de mudas em larga escala para I cangae (Caldeira et al.
2019), o cultivo ex situ desta espécie e a avaliagdo do potencial adaptativo a
ambientes diferentes do local de ocorréncia natural (Lago do Amendoim)
consiste na etapa do manejo visando a conservacdo da espécie. A avaliagdo
da capacidade de crescimento e desenvolvimento em diferentes condi¢bes
ambientais, de estudos que incluem ambientes controlados e ambientes na-
turais fornece subsidios fundamentais para a selecdo de locais com maior
potencial de sucesso para o estabelecimento da espécie.
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7.2 O Cultivo em Diferentes Substratos

A determinacdo de substrato adequado para o cultivo de plantas é fun-
damental e pode variar segundo a demanda de cada espécie. O local de ocor-
réncia natural de Isoétes cangae, Lago do Amendoim, possui caracteristicas
oligotrdficas, podendo chegar a ultraoligotréficas em determinados periodos
do ano (Sahoo et al. 2016). Desta forma, espera-se que essa espécie esteja bem
adaptada a condi¢des de baixa disponibilidade de nutrientes. Como sao raros
os corpos de agua (lagos, lagoas, represas, etc.) que possuem a capacidade de
manutengdo de caracteristicas oligotréficas e que estariam aptos para intro-
dugdo e conservagao de I. cangae a longo prazo, estudamos, em uma série de
ensaios, o crescimento e o desenvolvimento do espécime em substratos com
diferentes caracteristicas, com o objetivo de entender o potencial de adaptagdo
a outros ambientes além do Lago do Amendoim. Além disso, esses estudos
também permitem a otimizag¢do do cultivo da espécie em condigdes controla-
das, favorecendo a melhoria no processo de propagacao, a geracdo de novos
individuos e a manutenc¢do de matrizes em cultivo protegido.

Com o objetivo de avaliar o crescimento inicial de I. cangae em ambien-
te controlado, foi realizado um estudo de cultivo com trés substratos, sendo
os sedimentos do Lago do Amendoim como controle, o substrato organico
comercial comumente usado para cultivo de plantas (Jiffy-7®, pH mais eleva-
do, rico em matéria organica e nutrientes, tais como P, Ca, Mg e Zn) e areia
quartzosa estéril. Nesse estudo, espordfitos de I cangae recém-germinados
foram fixados sobre uma camada desses substratos (~150 mL) e cobertos
com agua destilada até completar o volume de 500 mL. Apds seis meses de
cultivo, ndo foram observadas diferengas significativas de crescimento dos
esporofitos em Jiffy-7® e nos sedimentos do Lago do Amendoim; no entanto,
aqueles mantidos em areia quartzosa tiveram crescimento muito inferior (fi-
gura 7.1A). Sendo o crescimento inicial uma das etapas de maior fragilidade,
os primeiros resultados apontam para o potencial de cultivo ex situ de I
cangae e sugerem que a espécie pode crescer e prosperar em ambientes além
do Lago do Amendoim. Além disso, a manutengdo de espordfitos vidveis em
areia e 4gua destilada por seis meses evidencia o preparo da espécie para so-
brevivéncia em condi¢des adversas, mesmo em fase juvenil, possivelmente
em funcgéo das reservas de amido encontradas no cormo.
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Apés o estudo de crescimento inicial, avaliamos o desenvolvimento
de I. cangae por 12 meses em quatro substratos, incluindo os substratos an-
teriores (exceto areia), uma mistura de Jiffy-7® e um substrato amplamente
empregado em aquarismo (Aqua Soil®, Amazon). Os esporéfitos mantidos
nos sedimentos do Lago do Amendoim apresentaram o maior crescimento
e produziram mais esporangios. No entanto, apesar do menor crescimento,
as plantas mantidas nas demais condi¢des também atingiram a fase repro-
dutiva e produziram esporangios (figura 7.1B-C), reforcando os resultados
anteriores que apontaram o elevado potencial de adaptagdo dessa espécie.

Em outro estudo de cultivo ex situ, utilizamos sedimentos de diferen-
tes lagos de Carajés, incluindo o lago permanente TI3, situado no corpo C
do complexo de lagos Trés Irmas (511A) e sedimentos de um lago tempo-
rario no corpo de canga N6, na Serra Norte. A escolha desses materiais foi
realizada em funcao de i) as caracteristicas limnolégicas do lago TI3 serem
similares as encontradas no Lago do Amendoim; e ii) ser o lago de N6 habi-
tat natural da espécie Isoétes serracarajensis e onde a espécie é encontrada
com crescimento vigoroso. De forma similar, os esporéfitos de I cangae
também apresentaram crescimento vigoroso no substrato N6 e iniciaram a
fase reprodutiva ap6s sete meses de cultivo nesse tratamento, diferente do
observado para as demais condi¢des, em que foram observadas apds dez
meses. Este tratamento também duas vezes o ntimero de esporangios (figu-
ra 7.1D). O rendimento quantico (medida indireta da eficiéncia fotossinté-
tica) apresentou valores satisfatérios e sem sinais de estresse para todos os
tratamentos, mas com valores superiores para as plantas cultivadas tanto
TI3 quanto N6, os quais ndo apresentaram diferengas entre si (figura 7.1E),
atestando para o bom estado de satde das plantas quando cultivadas nos
sedimentos dos lagos de Carajas. Apesar do curto periodo de avaliacdo (12
meses) para estimar a capacidade de sobrevivéncia a longo prazo e de o
estudo ser realizado em condi¢Ges controladas, esses resultados reforcam o
elevado potencial adaptativo de I. cangae a diferentes ambientes, incluindo
as encontradas nos lagos das cangas de Carajas. No entanto, vale a ressalva
de I cangae possuir habitat submerso e a auséncia de informagdes sobre a
sua capacidade de adaptagdo a restri¢do hidrica.
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7.3 Nutrientes e Metais

As espécies de Isoétes sao encontradas em 4reas onde os substratos
apresentam caracteristicas fisicas que variam de arenosas, com baixos teores
de nutrientes e de matéria organica, a dreas com elevada concentragao de
matéria organica e ricas em argila (Sand-Jensen e Sendergaard 1979, Sudova
et al. 2011, Yadav et al. 2015, Zandonadi et al. 2021). Portanto, os diferentes
locais onde Isoétes habita podem apresentar nutrientes minerais e organicos
em variadas concentra¢des de acordo com o material de origem do substrato
e as condigdes tanto climaticas como das areas contribuintes que circundam
os lagos (temporarios e permanentes) e as dreas alagadas.

O Lago do Amendoim apresenta concentracdo elevada de ferro (Fe)
no sedimento e na dgua devido aos depésitos de minério de ferro em que
estd inserido. Também em fung¢do do material de origem, o pH acido do
lago esta relacionado com o sedimento da crosta lateritica, rica em ferro.
Sedimentos de pH baixo também foram relatados para habitats de outras
espécies de Isoétes, como I. dixitei na India, I echinospora e I. lacustris na
Republica Tcheca (Sudové et al. 2011, Yadav et al. 2015).

A concentra¢do de nutrientes minerais e a sua disponibilidade podem
ser importantes para evitar restricdes ambientais para a produtividade das
plantas, e os estudos com Isoétes ainda sdo restritos. Isoétes cangae apre-
senta concentracdes elevadas de minerais nas folhas, principalmente Fe e
Manganés (Mn), em comparagao com as concentragdes médias de elemen-
tos minerais das plantas terrestres (Marschner 2011). De fato, os valores en-
contrados nas folhas de I cangae sdo muito elevados (tabela 7.1, Zandonadi
et al. 2021), tipicos de plantas acumuladoras de metais, ou seja, plantas que
possuem adaptagdes especificas para tolerar e crescer em ambientes res-
tritivos. Para outros nutrientes, como nitrogénio (N) e fésforo (P), que sao
bastante restritos em ambientes oligotrdéficos, as plantas de I. cangae apre-
sentam médias de 2,8 % de N e 1,7 % de P. Esses valores sao mais elevados
do que o normalmente observado em folhas de I Jacustris de diferentes lagos
oligotréficos na Europa, os quais apresentam uma variacdo de 1,8-2,6 % N e
0,02-0,26 % P (Richardson et al. 1984, Gacia e Ballesteros 1994, Christensen et
al. 1998). Tanto os atributos de habitat quanto as particularidades da espécie
podem explicar as diferengas no conteido mineral observadas em I cangae.
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Tabela 7.1 Composicdo nutricional de folhas de /soétes cangae coletadas no Lago do
Amendoim, Serra dos Carajas/PA.

S o i
N 28,1+4,9
K 151+7,2
p 1,7 £0,4
Mg 1,6+0,4
Ca 2,640,8
S 2,740,1
Fe 18,849,1
Mn 0,10 £0,03
Zn 0,03 £0,01
............... Y. SOV EO00

As caracteristicas quimicas da dgua e do sedimento sdo um ponto de
partida critico para estabelecimento e manutengdo ex situ, sobretudo, de
espécies endémicas e/ouraras. Espécies do género Isoétes sao conhecidas por
alterarem tanto o potencial redox quanto a biogeoquimica de sua rizosfera
(Christensen et al. 1998, Christiansen et al. 2017, Pedersen et al. 2011). Para
I. cangae, o baixo pH do sedimento aumenta a biodisponibilidade de Fe.
Devido a elevada disponibilidade desse nutriente no Lago do Amendoim,
as concentra¢des de ferro no tecido foliar de I cangae (18,8 g Kg') sdo
geralmente muito mais elevadas do que o encontrado em outras espécies,
como I. anatolica de lagoas sazonais da Turquia (0,43 g Kg'; Ozyigit et
al. 2013). Dados de teor de ferro em folhas de Isoétes sdo raros, apesar do
progresso na pesquisa de formagao de placas de ferro na rizosfera de plantas
(Christensen et al. 1998). E possivel que o nivel de absorcado de ferro e outros
metais em /. cangae seja diferente ao longo tanto do seu ciclo de vida quanto
ao longo das mudancas sazonais do ambiente. Outras espécies de plantas
aquaticas como Spirodela polyrrhiza podem acumular cerca de 6,84 g Kg™
de Fe (Xing et al. 2009), enquanto a espécie terrestre Carthamus oxyacantha
pode acumular surpreendentes 73,91 g Kg* de Fe em suas folhas (Nematian e
Kazemeini 2013). Todavia, a exposi¢ao de I cangae a elevadas concentra¢des
de ferro em experimentos ex situ indica que o aumento do ferro solavel
no meio de cultivo I cangae nao inibe seu crescimento foliar (figura 7.2).
Os estudos sobre 0s mecanismos pelos quais essa espécie lida com as altas
concentragdes de metais ainda precisam avancar, mas € interessante notar
que I cangae pode alcalinizar a rizosfera, sugerindo um controle ativo que
poderia afetar a disponibilidade de Fe (II) em seu entorno (figura 7.3).
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Figura 7.2 Experimentos ex situ com plantas de /soétes cangae expostas a concentragées
crescentes de ferro soltvel. O gréfico de cima indica a produgdo de novas folhas, e o de baixo
indica o tamanho das folhas novas em fungdo do ferro (FEEDTA 0,20; 0,60 e 1,80 mg L"). Os
circulos representam a média, e o desvio é o intervalo de confianga (n = 12 em cada experimento).

Figura 7.3 Provetas contendo plantas de /soétes cangae (plantas do tubo a esquerda) e /soétes
serracarajensis (plantas do tubo a direita) em meio com &gar e o indicador de pH purpura de
boromocresol.
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De maneira geral, as plantas de I cangae parecem ser pouco exigentes
em nutrientes como nitrogénio, fésforo, potassio, magnésio e calcio dissol-
vidos na 4gua em seu ambiente natural e em cultivo ex situ. Por outro lado,
a concentra¢do de metais para o crescimento e desenvolvimento da espécie
pode ser bem elevada em comparagdo a outras plantas, e estudos iniciais ex
situ mostram que esses metais em grandes concentragdes parecem afetar de
forma positiva o crescimento e o desenvolvimento da espécie.

7.4 Temperatura

A temperatura é reconhecidamente um dos fatores com maior poder de
influéncia em praticamente todos os processos fisioldgicos associados ao de-
senvolvimento das plantas, desde a germinagao, a fotossintese, a respiragao,
a absorcdo e a perda de dgua ao florescimento e demais fenofases. Em Isoétes,
temperatura e pH tém sido propostos como as varidveis com maior impacto
sobre a propagagao e o crescimento (Ctvrtlikova et al. 2016, Oh et al. 2013).
Um incremento de 5 % para 60 % na germinacao de espordfitos de I lacustris
ocorreu quando a temperatura elevou de 12 °C para 17 °C (Ctvrtlikova et al.
2014). Tal influéncia também foi observada para I. cangae, com aumento do
crescimento em fungdo da variacdo positiva de temperatura, durante o cul-
tivo de espordfitos em condi¢des controladas. A elevagdo da temperatura no
termo periodo (dia: noite) de 20: 20 °C para 28: 22 °C aumentou o ritmo de
aparecimento de folhas e, por consequéncia, o nimero de folhas produzidas
(figura 7.4, Caldeira et al. 2019).

O aumento de temperatura pode também causar danos as plantas. Em
casos de temperatura muito elevada, os danos podem ser severos, levando
a redugdo de crescimento, fortes perdas de desempenho ou produtividade.
Para lidar com os efeitos adversos da temperatura elevada, determinadas es-
pécies desenvolveram estratégias que amenizam seus efeitos negativos, que
incluem a expressdo de genes relacionados a resposta ao estresse térmico.
Em Isoétes os mecanismos de regulagdo/protecdo estdo associados ao fun-
cionamento do sistema fotossintético, conforme apresentado no capitulo 6.
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Figura 7.4 Crescimento de esporéfitos de [soétes cangae em dois termoperiodos (regimes de
temperatura). (A) Taxa de emissdo de folhas. (B) Namero total de folhas por planta apos seis
meses de cultivo em condi¢es controladas. As barras representam os valores médios seguidos
pelo desvio-padréo.

7.5 Estudos de Tolerancia e Temperatura

As plantas aquaticas tém participagdo importante no processo de fo-
tossintese nos ecossistemas, e a variacdo de fatores ambientais, tais como
radiacdo solar e temperatura, podem alterar o funcionamento do aparato fo-
tossintético vegetal. Os estudos relacionados a fotossintese em licéfitas tém
apresentado diferentes estratégias de regulagdo da fase de carboxilagao da
fotossintese por esse grupo de plantas.

O entendimento da regulacdo das reagdes luminosas da fotossintese em
Isoétes é reduzido e é assunto de outro capitulo deste livro (ver capitulo 5).
Ao utilizar a fluorescéncia da clorofila a para avaliar o possivel efeito da va-
riagdo ambiental, por exemplo, o do aumento da temperatura, sobre a fotos-
sintese, foi verificado que essa espécie apresenta uma expressiva tolerancia a
temperatura elevada (figura 7.5). Cabe destacar que, de maneira geral, tem-
peraturas superiores a 40 °C podem inativar o fotossistema II (FslI) devido
principalmente a danos de espécies reativas de oxigénio produzidos durante
o calor excessivo. Em I. cangae, estudos de resposta ao aumento de tempera-
tura apontaram que o Fsll dessa espécie apresenta tolerancia a degradagao
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até em torno de 49 °C. Portanto, com valores assim elevados, as plantas dessa
espécie podem ser indicadas como termotolerantes, caracteristica essencial
diante de desafios impostos no seu hdbitat natural e que podem ser benéficas
tanto para manutencdo ex sifu quanto para estabelecimento de outros locais
além do Lago do Amendoim. Com base no exposto, destacamos que a im-
portancia das analises da fluorescéncia da clorofila é ttil para avaliar efeitos
mais intensos das variacdes do ambiente em relacdo aos fotossistemas, uma
vez que estes s3o componentes bem estéveis.

Isoétes cangae
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Figura 7.5 Variacdo da eficiéncia quantica do fotossistema Il de /soétes cangae em relagio

a temperatura da agua. Os fotossistemas das folhas apresentam tolerancia térmica bastante
expressiva tanto dentro (circulo preto) como fora da agua (circulo branco).

7.6 Restricio Hidrica

As plantas do género Isoétes existem desde a Era Paleozoica, prova-
velmente originadas entre o periodo devoniano e o carbonifero (entre 408
e 362 milhdes de anos atras). Desde entdo, ao longo do tempo, as plantas
tém sido submetidas a mudangas ambientais que contribuiram para que as
espécies tenham variado de espécies aquaticas perenes até terrestres eféme-
ras e, portanto, apresentam adaptacdes relativas aos diferentes ambientes.
Até o momento, o género ocupa uma variedade de nichos, incluindo lagos
oligotréficos de dgua doce, pantanos de maior altitude, alagados sazonais e
rios. A espécie I. cangae foi originalmente descrita como uma planta aquética
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totalmente submersa (Pereira et al. 2016), e que possui um conjunto de adap-
tagdes que facilitam a absor¢do de carbono inorganico, uma vez que a aqui-
sigdo de carbono para a fotossintese em baixo d’dgua é fortemente impedida
pela lenta difusao de gases na 4gua em comparacdo com o ar. Os bolsdes
de ar (aerénquimas) que estdo em todo o corpo da planta permitem que as
trocas gasosas ocorram de forma eficiente e que essas trocas possivelmente
acontecam somente na regiao radicular.

Para compreender como mudancas ambientais, como as estiagens, que
alteram a coluna de dgua poderiam afetar a fisiologia de I cangae, uma sé-
rie de estudos foi realizada, avaliando niveis variados de estresse por meio
de reducdo de lamina d’agua sobre as plantas (figura 7.6A). Nos ensaios de
variacdo do nivel da dgua e da exposigdo rapida de folhas, plantas de I can-
gae apresentaram pouca variagdo da eficiéncia fotoquimica efetiva (F/Fm')
em relacdo a condi¢do totalmente submersa (figura 7.6B). Valores entre 0,2
e 0,8 ja foram observados em Isoétes alpinus em profundidades que variam
de 3 a 7 metros (Hawes et al. 2003), de forma que os valores observados em 1.
cangae estdo dentro da variagdo ja observada para congéneres. No entanto, a
redugdo da lamina de dgua e exposigdo parcial das folhas levou a uma redugao
do rendimento quéntico efetivo do fotossistema II (AF/ Fm') em 23 %. Queda
ainda mais acentuada desse rendimento foi observada quando as folhas fo-
ram totalmente expostas, havendo perda de aproximadamente 75 % do valor
de referéncia (0,43), ou seja, expostas a condigdes “terrestres”, levaram a um
forte estresse ao aparato fotossintético de I cangae (figura 7.6B). Entretanto,
estudos em andamento mostram que durante a exposigao gradual das folhas
ao ambiente terrestre e por longo tempo (seis meses a um ano) as caracteristi-
cas da fluorescéncia da clorofila ndo diferem das plantas mantidas submersas,
mostrando grande plasticidade fotossintética da espécie ao novo ambiente.
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Figura 7.6 Ensaio de dessecacdo de plantas de /soétes cangae com diferentes laminas de
agua sobre as plantas (variagdo do nivel da agua por 72 h). (A) Detalhes das plantas em um
dos dois ensaios independentes em que o crescimento das plantas e variaveis fisiologicas
foram monitorados durante o dessecamento e a reidratagdo. (B) Eficiéncia fotoquimica f/Fn’
(Eficiéncia do Fotossistema 2 — PSll) de plantas de /soétes cangae antes e ap6s a redugdo do nivel
da lamina d’dgua por 72 h. As condigdes testadas foram totalmente submersas, parcialmente
submersas e totalmente emersas (condicao “terrestre”). A barra de erro representa o intervalo de
confianga a 95 %. (C) Taxa de crescimento em centimetros por dia nas condigdes totalmente
submerso, parcialmente submerso e terrestre. As plantas foram monitoradas por 60 dias. As
barras (whiskers) apresentam os valores minimos e maximos. As caixas (box) estendem-se do
percentil 25 ao 75. A mediana é o traco no interior da caixa. O asterisco indica diferenca
significativa entre os valores médios apds teste de t de Student (P > 95 %).

Ap6s o periodo de estresse por exposicdo das folhas aos diferentes ni-
veis de 4gua por 72 h, todas as plantas foram podadas e submersas comple-
tamente. A recuperagao das plantas foi monitorada por cerca de 60 dias, e as
plantas alcancaram o dobro do nimero de folhas que havia anteriormente,
mesmo Nos grupos que passaram por estresses pela redugdo total da ldmina
d’agua. Isto demonstra que, apesar do estresse (falta de agua por trés dias),
as plantas mantiveram a capacidade de crescimento. O niimero de folhas das
plantas apds o estresse por reducdo da lamina d’dgua néo foi diferente nos
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variados tratamentos. No entanto, as plantas que passaram por reducao total
da lamina de 4gua tiveram folhas menores, sendo aproximadamente 20 %
mais baixas quando comparadas a plantas totalmente imersas.

As plantas de I. cangae apresentaram uma elevada taxa de crescimento,
mesmo apods o estresse (figura 7.6C). As plantas que ndo foram expostas a
dessecagao apresentaram uma taxa de cerca de 0,33 cm por dia, valor que
ndo difere significativamente de 0,32 cm por dia das plantas na condigdo de
estresse intermedidrio. Por outro lado, a taxa de crescimento foi reduzida
em cerca de 22 % pela exposigdo das folhas a condigdo terrestre. Todos os
grupos de plantas foram capazes de rebrotar normalmente, mesmo apds a
segunda exposicdo aos estresses aplicados e continuam vivas 20 meses apds
os tratamentos de reducdo de lamina de agua.

7.7 Ensaios de Seca a Longo Prazo

Com o objetivo de avaliar o efeito de uma seca prolongada sobre plantas
adultas de I cangae, cultivamos a espécie em condi¢des submersas por 12 me-
ses em potes individuais (2 L) até atingir a fase reprodutiva (figura 7.7A). Apés
esse periodo, foram submetidos a dessecacdo gradual com a evaporacdo da
agua dos potes. Um lote de plantas foi deixado submerso como controle; outro
lote, com agua cobrindo somente o cormo e folhas recém-lancadas (as folhas
mais velhas permanecem expostas ao ar livre, como em ambiente parcialmen-
te alagado); o substrato das demais plantas secou completamente (figura 7.7B).
Neste tiltimo, foram realizadas reidratagdes periddicas aos 15, 30, 60, 120 e 240
dias. Tanto as plantas que permaneceram imersas quanto com dgua sobre o
cormo tiveram 100 % de sobrevivéncia. A redug¢do do nivel de dgua e expo-
sicdo das folhas levou a dessecacgdo das folhas mais velhas e das pontas das
folhas mais jovens (figura 7.7C). As plantas que tiveram o substrato completa-
mente seco apresentaram 38 % (trés, de oito plantas) de sobrevivéncia quando
reidratadas apds 15 dias de seca. Periodos de seca superiores aos 15 dias leva-
ram a 100 % de mortalidade. Por outro lado, a reidratacdo levou a emergéncia
de novos esporoéfitos em todos os tratamentos, evidenciando a viabilidade dos
esporos mesmo quando mantidos em ambientes secos por longos periodos
(figura 7.7D). No entanto, o niimero de novos espordfitos gerados por essas
plantas foi inferior ao observado para plantas mantidas isoladas em ambiente
desprovido de nutrientes minerais (Caldeira et al. 2019). Vale destacar que nao
foram observados novos espordfitos nas plantas que permaneceram submer-
sas, assim como descrito por Caldeira et al. (2019) para plantas cultivadas em
sedimentos do Lago do Amendoim.
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Figura 7.7 Avaliacdo de tolerdncia a seca por plantas de /soétes cangae. (A) Plantas adultas
de I cangae com 12 meses de crescimento em condi¢des controladas. Periodo de reducdo
do nivel de agua por evapotranspiragdo até (B) completa seca do substrato e de plantas. (C)
Plantas mantidas em ambiente parcialmente coberto com agua. (D) Namero de esporéfitos que
emergiram em cada planta ap6s reidratagdo. Ressalta-se que o maior perfodo de seca a que as
plantas foram submetidas também resulta em menor periodo de avaliagdo da emergéncia de
esporofitos. As barras representam os valores médios seguidos pelo desvio-padrao.
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Novos ensaios em andamento, com plantas expostas ao ambiente ter-
restre por trés, seis e 12 meses mostram a grande capacidade de resiliéncia
dessas plantas aquaticas. As plantas mantidas apenas em substrato imido
continuam seu crescimento, mesmo que com tamanho de folhas menor se
comparado ao controle, e possuem 100 % de sobrevivéncia. As plantas man-
tidas na situagdo terrestre produzem gametéfitos e esporos, e sao capazes
de se reproduzir quando a coluna de dgua é aumentada, simulando varia-
¢des em ambientes que possuem esta¢des marcantes como periodos de seca
e cheia.

7.8 Conclusoes

Os estudos para determinacdo do potencial de adaptacdo de I cangae a
diferentes condi¢des ambientais sugerem que a espécie possui elevada tole-
rancia a diferentes fatores estressantes e, portanto, elevada capacidade de acli-
matizagdo a outros ambientes para além do Lago do Amendoim. Avaliagdes
de crescimento em diferentes substratos, tanto comerciais quanto substratos
oriundos de diferentes lagos da Serra dos Carajés, sugerem que plantas de I
cangae sdo capazes de crescer nos diversos substratos avaliados e com capa-
cidade de completar ciclo de desenvolvimento em todos. Todavia, vale des-
tacar o melhor desempenho das plantas nos substratos oriundos de lagos de
Carajés, como o elevado crescimento e a produgao de estruturas reprodutivas
das plantas em substrato do lago temporario de N6. De forma similar, avalia-
¢Oes de tolerancia a altas temperaturas e restricdes hidricas também sugerem
elevada tolerancia a esses eventos com condi¢des estressantes. Em I. cangae,
foram verificadas diferentes estratégias adaptativas, as quais incluem desde
a manutencdo da capacidade fotossintética em altas temperaturas, tolerancia
a reducdo de lamina de 4gua sobre as plantas e a recuperagdo do crescimen-
to apds eventos de deficit hidrico acentuado. Estes resultados sugerem que L
cangae dispde de um aparato sofisticado para tolerancia a estresses que lhe
permitem se aclimatar a diferentes condi¢des ambientais.
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Resumo

A licéfita amazonica Isoétes cangae é uma planta submersa encontrada
exclusivamente no Lago do Amendoim, na Serra dos Carajas. Devido a sua
ocorréncia restrita, a introdugdo de peixes herbivoros exéticos e as atividades
de mineragdo em sitios préximos, e aos efeitos da crise climatica iminente, essa
espécie encontra-se criticamente ameacada. Portanto, esfor¢os de conservagao
sd0 necessarios para evitar um declinio populacional, ou mesmo a sua extin-
¢do. Uma das estratégias propostas contempla a translocagdo por colonizagao
assistida para outros ambientes aquéticos da regido. No entanto, sdo escassos
na literatura relatos desses procedimentos, mesmo para outros organismos
aquéaticos, o que impde cautela na selecdo de novos hébitats. A partir da com-
preensao das exigéncias ambientais da espécie, buscaram-se ecossistemas pas-
siveis de receber novas populagdes, sendo proposto o Lago Trés Irméas — corpo
3 (T1.3), localizado no corpo de canga S11A. Assim, foi implementado um pro-
grama de monitoramento intensivo das condi¢des e do funcionamento desse
ambiente, bem como do Lago do Amendoim, de modo a avaliar o grau de
similaridade entre eles como um indicador da aptidao de TIL.3 para receber os
espécimes de I cangae. Foi possivel constatar que as condigdes limnoldgicas
sdo bem semelhantes entre os ecossistemas. Eles tendem a ser mais semelhan-
tes no periodo chuvoso. De modo geral, o Lago do Amendoim tende a sofrer
menores variagdes nas condi¢des limnoldgicas ao longo do tempo e apresentar
menores taxas de produgdo primadria e respiracdo do que TI.3. No Lago do
Amendoim, foi constatado que I cangae apresenta uma rica comunidade mi-
crobioldgica associada, o que possivelmente auxilia a espécie no desempenho
de suas fungdes metabdlicas. Também, I cangae compartilha uma parte dos
tdxons com o sedimento do Lago do Amendoim, compartimento que se mos-
trou bastante semelhante em composi¢do com o lago TL.3, o que sugere que, ao
ser translocada, I. cangae pode encontrar uma microbiota a qual esta habitua-
da. Esses resultados reforcam que, do ponto de vista da qualidade ambiental,
TL3 apresenta caracteristicas de um hébitat adequado a receber populacdes de
I cangae para fins de conservacao da espécie.

Palavras-chave: translocacdo, monitoramento limnolégico, condi¢des ambientais, mi-
crobiota associada.
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8.1 Introducio

Nos capitulos anteriores, muito j& foi descrito sobre Isoétes e as condi-
¢Oes que levaram as espécies do grupo a se manterem como ocupantes de
reftgios, sendo, basicamente, encontrada em zonas litoraneas com elevada
transparéncia, dreas com pequenas bacias de captacdo que perfazem lagos
oligotrdficos, rios perenes, charcos, ocos de arvores, lagos (perenes ou tem-
porarios), pogas rasas e afloramentos rochosos inundados (Brunton e Troia
2018, Free et al. 2009). Acredita-se que o grupo tenha sobrevivido a, pelo me-
nos, trés extingdes em massa por mudangas ambientais (Santos et al. 2020) e,
atualmente, é considerado cosmopolita, porém, devido a sua ocorréncia ge-
ralmente restrita, em ambientes temporarios e/ou comumente ameagados,
Isoétes sao consideravelmente vulneraveis a perda ou degradagao de seus
habitats naturais (Free et al. 2009, Liu et al. 2005). A espécie Isoétes cangae,
endémica de um tinico ecossistema na Serra dos Carajés, ilustra bem essa
situagdo de restrigao e vulnerabilidade.

O Lago do Amendoim é um ambiente lacustre oligotréfico, situado em
uma crosta lateritica, rodeada por vegetagao tipica dos ecossistemas de canga.
Esse lago esta inserido na bacia hidrogréfica do Rio Itacaitinas, uma regiao
sob forte pressdo antrdpica pela conversdo da floresta em pastagens para o
gado e monoculturas agricolas (Souza-Filho et al. 2016). Apesar de estar situa-
do em uma unidade de conservagdo, a ocorréncia da espécie em um tinico lago
também a torna vulneravel ao risco de mudangas nas condi¢ées ambientais e
ocorréncia de eventos estocésticos. Dentre estes, destacam-se a exclusao com-
petitiva por outras espécies de macrofitas, a herbivoria por espécies de peixes
invasores, as atividades de exploragdo mineral em sitios préximos ao seu local
de ocorréncia e os efeitos das mudancas climéticas iminentes que ameagam os
ambientes aquéticos de todo o globo (Woolway et al. 2021, Zhao et al. 2022).
O quadro supracitado suscitou a inclusdo da espécie como “Criticamente em
Perigo” em indexadores internacionais, como na Lista Vermelha da IUCN
(Lansdown 2019).

Como estratégias de conservagdo da espécie, estdo a possibilidade de
manejo e ampliacdo de sua area de vida, a recolonizacdo em locais que de-
monstrem declinios populacionais e o estabelecimento de populacdes ge-
neticamente diversas. Ao passo que a dinamica temporal da populagdo de
Isoétes cangae vem sendo estudada in situ de modo a identificar padrées po-
pulacionais, bem como condicdes e periodos propicios a intervencdes para
fins de preservagao (ver capitulo 9), a expansao da distribui¢do de I cangae
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para ambientes artificiais (como piscinas, aquarios, agudes, etc.; Caldeira et
al. 2019) e, principalmente, por colonizac¢do assistida para outros ecossiste-
mas aquaticos, tém sido propostas como estratégias para conservagdo ex situ
dessa espécie (para mais detalhes das estratégias de colonizagao propostas,
ver capitulo 9). Dada a consideravel quantidade e a diversidade de ambien-
tes aquaticos na Serra dos Carajés (vide capitulo 2), a colonizagdo assistida se
mostra-se potencialmente interessante.

No entanto, a conceituagdo, a aplicagdo de técnicas, bem como a ela-
boracdo de protocolos-padrdo e estudos relatando tentativas e sucesso em
translocagdes por colonizagdo assistida sdo escassos, principalmente para al-
guns grupos de organismos, como plantas aquaticas, o que impde muita cau-
tela na selecdo de possiveis destinos para as populagdes de I cangae. A busca
por novos ambientes para translocacdo da espécie passa pela compreensao
das suas exigéncias ambientais, o que é fundamental para dimensionar a ex-
tensdo de seu nicho, e torna-se premente para a compreensao das respostas
das plantas as variagdes ambientais nos novos locais.

Nesse sentido, programas de monitoramento sao ferramentas essenciais
na avaliagdo da qualidade ambiental, seja para fins de conservagao de espé-
cies (como avaliagdes da eficiéncia da colonizagdo assistida) ou quaisquer
outras interven¢des humanas que visem dimensionar ou minimizar impac-
tos ambientais em diferentes comunidades e ecossistemas (Thomaz et al.
2003). Os programas de monitoramento fornecem uma linha de base que
informa a variagdo toleravel de um ou multiplos atributos de interesse, ou
seja, o espectro de alteragdes que nao interfere nos usos multiplos dos am-
bientes. Em conjunto com anélises de risco, a avaliagdo continua por meio do
monitoramento pode ajudar a dimensionar possiveis impactos derivados do
proprio manejo das espécies-alvo de conservagao, o sucesso e a eficiéncia da
acdo de manejo realizada. Deste modo, somente pelo monitoramento, com a
comparacdo dos dados antes e apds o inicio do manejo, utilizando analises
de séries temporais, é possivel validar ou ndo a eficiéncia de intervengdes.
Logo, protocolos de colonizacdo assistida devem contemplar ndo apenas a
avaliagdo de risco da atividade, com o devido acompanhamento da respos-
ta da espécie alvo de conservacdo em seu novo ambiente, mas também a
resposta do préprio ambiente colonizado, incluindo suas espécies nativas
e os diferentes processos ecossistémicos (Brodie et al. 2021a). Desenvolver
tais protocolos bem como aplicar técnicas de colonizacao assistida sao ativi-
dades particularmente desafiadoras para organismos raros, principalmente,
em areas remotas e selvagens, como é a Regido Amazonica.
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Com base no exposto, este capitulo descreve as abordagens utilizadas
para avaliacdo das condigdes de sitios considerados como alternativas via-
veis para o estabelecimento de populagdes de Isoétes cangae, visando a so-
brevivéncia da espécie diante do quadro de ameacas a sua conservacdo. O
capitulo estd dividido em trés secdes: a primeira parte descreve alguns as-
pectos da biologia da espécie de interesse para fins de translocagdo, a segun-
da descreve as condi¢gdes de ambientes que se apresentam como opgao para
a colonizagdo assistida de I cangae, e na tltima segdo é realizada uma carac-
terizacdo microbiolégica dos compartimentos do ambiente fonte de Isoétes
cangae (Lago do Amendoim), além da descrig¢do das relagdes que a espécie
estabelece com microrganismos essenciais a sua existéncia.

8.2 Sobrevivénciae Desenvolvimento em Condicdes Controladas

Os dados obtidos desde o inicio dos trabalhos sugeriam que I cangae
fosse uma espécie resiliente e potencialmente capaz de crescer e colonizar
ambientes além do Lago do Amendoim, com uma gama ampla de substra-
tos, e tolerar diferentes regimes de temperatura. Portanto, a colonizagao as-
sistida para dreas protegidas ou cultivos em laboratério foi sempre colocada
como alternativa para garantir a manuten¢do da diversidade genética e a
viabilidade em longo prazo de I. cangae.

Na tentativa de operacionalizar um protocolo de desenvolvimento de 1.
cangae, foram avaliados os efeitos de variagdes de temperaturas, qualidade
e disponibilidade de agua, bem como diferentes substratos de cultivo. As
respostas obtidas consideraram:

i) a morfologia dos esporos e o niimero de estruturas de propagagao
por esporangios (micrésporos e megasporos);

ii) a regeneracdo de esporos de uma cultura in vitro ou alterando as
condigdes ambientais ao redor das plantas adultas;

iii)o tempo de emergéncia e os cursos didrios de alongamento foliar
diante de condi¢des ambientais (substrato e temperatura) que possi-
bilitam o crescimento bem-sucedido dessas plantas e baixas taxas de
mortalidade.

Quanto ao item (i), micrésporos e megésporos de I cangae apresentaram
didmetros inferiores a maioria das espécies da familia Isoetaceae (< 28 pm
e < 400 um, respectivamente; para mais detalhes, ver capitulo 5). Isso pode
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estar relacionado a diploidia da espécie, pois a poliploidia tende a produzir
aumento de estruturas gerais, dado o aumento na dose de proteinas
produzidas pelo genoma. Ao comparar o genoma de I. cangae com o de
1. serracarajensis, foi notado que este ultimo apresenta quase metade do
volume de material cromossdmico. Isoétes serracarajensis é poliploide, o
que também esta relacionado a maior robustez dos organismos e, portanto,
a melhorias no desenvolvimento e na colonizacdo da planta, especialmente
em ambientes estressantes (Caldeira et al. 2019).

Quanto ao item (ii), apesar da aparente baixa taxa de reproducdo em
ambiente natural, I. cangae possui a capacidade de produzir alta frequéncia
de esporos em laboratério (mais de 1 200 megasporos apds um ano de cultivo
em condig¢des controladas). Os esporos de I cangae sdo capazes de germinar
rapidamente em meios como 4gua destilada (63 % dos megdasporos desen-
volvidos com sucesso em esporos antes de 30 dias), apresentando, além da
viabilidade das estruturas reprodutivas, consideravel autocompatibilidade e
sincronismo de desenvolvimento e maturacado para liberacdo de micrésporos
e megdasporos. Ainda que remota, ndo se descarta a possibilidade de apoga-
mia, como descrito para outras espécies do mesmo género, viabilizando uma
maior taxa de produgao de espordfitos (Caldeira et al. 2019).

Para o crescimento dos individuos de I. cangae, outro importante ponto
a ser observado trata-se do pH da 4gua e da taxa de oxigenacdo do substra-
to. Com a reducgdo do pH na 4gua, pode haver um consequente aumento na
disponibilidade de aluminio e outros metais (Sahoo et al. 2017a) que podem
inibir a atividade de enzimas celulares, sendo esse aspecto um dos principais
estressores responsaveis pelo declinio das populagdes de I. Jacustrisna Euro-
pa Central (Taylor et al. 1986). Porém, a oxigenagdo do substrato promove o
desenvolvimento saudédvel de microrganismos simbiontes e pode garantir a
imobilizagado do ferro presente em grandes concentra¢des na dgua dos lagos
da Serra dos Carajas, e a disponibilizacdo de nutrientes limitantes, como N e
P (Caldeira et al. 2019).

Quanto ao potencial de adaptagao e crescimento de I. cangae em substra-
tos provenientes de lagos e alagados da Serra dos Carajas (item iii), os estudos
revelaram resultados muito promissores. Apds nove meses de cultivo, plantas
de I cangae foram capazes de desenvolver-se em todos os substratos testa-
dos e atingir a fase reprodutiva, sendo os substratos dos lagos temporéarios os
que mostraram os melhores resultados, com area foliar duas vezes maiores do
que as plantas mantidas no tratamento controle (substrato organico comercial;
Caldeira et al. 2019). Ainda nesse estudo, segundo andlises de fluorescéncia
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da clorofila a, todas as plantas apresentaram boa eficiéncia na assimilagdo de
C, sem sinais de estresse e/ou reducao da capacidade de fixagao de carbono.

Ainda em condigdes controladas, observou-se também que os esporos
de I cangae apresentam um crescimento bem-sucedido em cultivos oligo-
tréficos e em substrato rico em nutrientes, sugerindo alta adaptabilidade a
ambientes com caracteristicas distintas, desde baixa a elevada trofia. Toda-
via, vale destacar que esses estudos tratam de condi¢des controladas sem a
presenga de outros organismos competidores. De forma similar, observou-se
que aumentos na temperatura favorecem a germinagao (de 20 °C continuo
para 28:20 °C, dia:noite), o crescimento e o desenvolvimento da plantula,
sendo um outro indicativo que ela pode se desenvolver em uma ampla faixa
de condi¢des ambientais (Caldeira et al. 2019).

Apesar de os resultados positivos em diferentes estudos laboratoriais
corroborarem as primeiras impressdes sobre alta adaptabilidade e capacida-
de de desenvolvimento de Isoétes cangae, as etapas de teste em ambientes
naturais, onde a planta ndo ocorre naturalmente, demandaram estudos so-
bre a dinamica ambiental e o complexo de interagdes ecoldgicas passiveis de
afetar seu estabelecimento, crescimento e reproducgao nos referidos ecossis-
temas. Esses resultados serdo discutidos nas sec¢des que se seguem.

8.3 Avaliacdo da Qualidade dos Ambientes Preferenciais para
Translocagdo para Fins de Colonizagio Assistida de Populagdes
de /. cangae

Alguns ecossistemas da Floresta Nacional (Flona) de Carajas, mencio-
nados no segundo capitulo da presente obra, foram avaliados como bons
candidatos iniciais para a colonizagdo por I cangae, destacando o complexo
de trés lagos lateriticos denominados Lagos Trés Irmas (TL.1, TL.2 e TL3),
localizados a 9 km do Lago do Amendoim.

O lago de cota mais baixa do complexo Trés Irmas (T1.3) é o maior cor-
po hidrico, com aguas claras e oligomesotréficas (Sahoo et al. 2017a), assim
como o Lago do Amendoim, e formado pelo actimulo de chuvas em solos
lateriticos (Silva et al. 2018). Para essa indicagdo também foram consideradas
caracterizagOes bastante precisas e intensivas das propriedades do sedimen-
to, tanto do Lago do Amendoim quanto de TI.3, realizadas em estudos pré-
vios (Sahoo et al. 2016b, 2017b, Silva et al. 2018, Guimaraes et al. 2023). Esses
estudos constataram grande diversidade de sedimentos nos lagos e pontos
de consideravel similaridade.



172 <« Desafios e Perspectivas na Conservagdo da /soétes cangae: uma Macrofita Endémica da Amazonia »

Apesar de os lagos comparados apresentarem um conjunto de condi-
¢Oes similares e estarem sob as mesmas condi¢des climaticas, diferentes as-
pectos, como os limites e as caracteristicas de suas bacias de captacdo e a
composigdo das comunidades bioldgicas poderiam apresentar diferengas e
levar a distintos padrdes de funcionamento ecossistémico, e, consequente-
mente, repercutir em diferencas em seus ciclos diarios e sazonais, afetando
a dindmica de colonizagdo das populagdes translocadas de I. cangae. Dessa
forma, para determinar se I cangae poderia prosperar no Lago Trés Irmas
— 3 (TL3), foram avaliadas caracteristicas limnoldgicas e respostas ecofisiol6-
gicas a introducao desta licéfita em T1.3 em contraste com populagdes trans-
locadas também para o ambiente natural, o Lago do Amendoim.

A seguir sdo apresentados e discutidos os resultados das variacdes am-
bientais desses ecossistemas, ao passo que os resultados das respostas ecofi-
siolégicas foram descritos nos capitulos 6 e 9 do presente livro.

8.3.1 Tendéncias espaciais nas condi¢des limnologicas

A partir de 2019, a dindmica de uma série de varidveis abiéticas dos la-
gos foram avaliadas de modo intensivo, a cada duas horas, por meio de son-
das multiparamétricas autonomas (AquaTroll 600, In-Situ®), posicionadas
a 50 cm do substrato desses lagos, préximo ao sitio de estabelecimento de
Isoétes cangae. Esta secdo sintetiza os resultados do periodo de agosto de
2019 a julho de 2021, para as varidveis temperatura, condutividade elétrica,
turbidez, pH, potencial de oxirreducao (ORP), concentracdo do oxigénio dis-
solvido (OD), concentragao dos sélidos totais dissolvidos e em suspensao.

Ao longo do monitoramento, foram tomados aproximadamente
13 700 registros para cada variavel, sendo 5 640 para o Lago do Amen-
doim e 8 100 registros para o lago TI.3. Em linhas gerais, os ecossistemas
apresentam caracteristicas limnolégicas muito similares e homogéneas
entre si. As temperaturas médias anuais (+ desvio-padrado) sdo similares
entre o Lago do Amendoim (26,92 °C + 0,47 °C) e TI1.3 (26,42 °C + 0,4 °C;
tabela 8.1). As dguas dos lagos sao levemente 4cidas, com pH em torno de
4,9 + 0,05 para o Lago do Amendoim, e 5,11 + 0,18 para TI.3 (tabela 8.1).
Baixos valores de pH parecem ser condi¢bes as quais Isoétes cangae esta
habituada e adaptada no Lago do Amendoim, conforme constatado ante-
riormente neste livro (ver capitulo 6).
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Por sua vez, os valores médios anuais de condutividade elétrica e tur-
bidez sao muito baixos, sempre menores do que 4 uS cm™ e 4 NTU, respec-
tivamente (tabela 8.1). Isso pode ser esperado para esses ecossistemas, cujas
bacias sao pequenas, o que limita a entrada de montantes expressivos de ma-
teriais aldctones (isto é, de origem externa ao ecossistema; Sahoo et al. 2016a,
2017a), e apresentam substrato consolidado (rochoso) ou solos relativamente
rasos. Nessas condicdes, e pelo fato de os ambientes serem lénticos, favore-
cendo processos deposicionais, também sdo limitadas as concentragdes de
particulas em suspensdo e ions nas dguas, mantendo baixos os valores de
solidos totais e dissolvidos, ndo superando 20 mg L™ ao longo do periodo
monitorado nos dois ecossistemas (tabela 8.1). Esses resultados podem ex-
plicar as dguas cristalinas observadas nesses lagos.

A concentragdo média anual de oxigénio dissolvido (OD) foi de
6,65+ 0,38 mg L para o Lago do Amendoim, préxima aos valores médios
de 7,05 £ 0,23 mg L' registrados em T1.3 (tabela 8.1). Mesmo padrao é obser-
vado para a saturagdo do oxigénio (que indica a proporcdo de oxigénio que
se encontra dissolvido na dgua se comparada a atmosfera) e teve média de
82,37 £ 5,16 %, no Lago do Amendoim, e 86,94 + 5,24 % em TL3 (tabela 8.1).
Por outro lado, o potencial redox (ORP), observado no Lago do Amendoim,
mostrou-se levemente mais elevado do que o observado em TI.3, apresen-
tando médias de 467,18 £2595 mV e 371,64 £102,2 mV, respectivamente
(tabela 8.1). Os valores de todas as varidveis estdo dentro dos intervalos que
foram registrados para esses lagos em estudos pretéritos (Sahoo et al. 2017a),
com exce¢do do ORP, que ndo havia sido avaliado anteriormente.

8.3.2 Tendéncias sazonais nas condi¢ées limnolégicas

Ambientes aquéticos amazonicos sdo regidos pelas variagdes ciclicas no
regime climéatico, com estagdes secas, chuvosas e intermediarias (vazante e
enchente) geralmente bem marcadas (Junk et al. 1999, Esteves 2011). Apesar
da aparente homogeneidade e da similaridade anuais observadas entre os
ecossistemas, diferengas significativas nas caracteristicas limnolégicas dos
lagos sdo registradas entre os periodos chuvosos e de estiagem. Foi possivel
constatar que a temperatura tende a ser maior no periodo seco do que no
chuvoso no Lago Amendoim, diferentemente do lago T1.3 que ndo apresenta
diferencas significativas entre os periodos avaliados (tabela 8.1). Tempera-
turas mais alta da d4gua sdo esperadas no periodo chuvoso, uma vez que é
o periodo mais quente na regido (Sahoo et al. 2016a, 2017). Eventualmente,
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temperaturas mais altras no periodo seco no Lago do Amendoim foram re-
portadas por Sahoo et al. (2017a) e podem estar associadas ao fato de o lago
apresentar uma coluna d’dgua menor no periodo de estiagem (capitulo 2).

A condutividade elétrica e a concentracao de solidos dissolvidos em
ambos os lagos, a concentracdo e a saturagdo do oxigénio dissolvido (no
Lago do Amendoim) e o pH (em TI.3) também tendem a apresentar valores
significativamente maiores no periodo seco do que no chuvoso, ao passo
que a turbidez (no Lago do Amendoim) apresentou tendéncias opostas e os
demais pardmetros ndo diferiram entre os periodos (tabela 8.1). De modo
geral, apesar de serem observadas diferencas estatisticamente significativas
entre os periodos, as diferencas entre os valores observados para todas as va-
riaveis sdo muito baixas, bem como a sua faixa de variacdo (cerca de 23,2 %
e 34,1 %, no Lago do Amendoim e em TI.3, respectivamente), revelando-os
como ambientes relativamente homogéneos, embora T1.3 seja relativamente
mais dinamico e heterogéneo do que o Lago do Amendoim. Essas tendén-
cias, bem como o intervalo dos valores observados para essas variaveis, tam-
bém foram anteriormente reportados (Sahoo et al. 2017a).

Também buscamos avaliar a varia¢do nas condigdes limnolégicas dos
ecossistemas entre os periodos hidrolégicos por meio de uma andlise de
componentes principais (PCA). Assim, avaliamos as distin¢des na dinami-
ca das varidveis limnoldgicas entre os lagos ao longo das campanhas tri-
mestrais, realizadas no periodo de estudo. Os dois primeiros eixos somaram
48,7 % da variacao total (figura 8.1), sendo que o eixo 1 esteve associado a
maiores valores de pH e concentragdes de Zn, em dezembro de 2019, e maior
turbidez e concentracdes de Al, Cu e sélidos totais, em agosto de 2020, em
ambos os locais (figura 8.1). O eixo 2 esta relacionado a mais alta tempera-
tura, ORP e concentragdes de Fe e N, em agosto de 2019, e maiores concen-
tragdes de Na, em novembro de 2020, fevereiro de 2021 e junho de 2021, em
ambos os lagos (figura 8.1). A ordenagdo na PCA revelou que a qualidade da
agua dos lagos varia consideravelmente ao longo dos periodos hidrolégicos
e dos anos avaliados, mas ambos os lagos tendem a possuir caracteristicas
semelhantes em cada amostragem. Isso reforga que as condigdes limnolégi-
cas de ambos os ecossistemas comportam-se de modo semelhante ao longo
do tempo, refletindo mais as variagdes climéticas proprias de cada momento
do que qualquer predefinicdo em termos de periodos hidrolégicos (capitulo
2). E importante observar, entretanto, que a similaridade entre os lagos tende
a diminuir nos periodos secos (agosto de 2019, agosto de 2020, setembro de
2021), indicando que maiores peculiaridades dos ambientes tendem a ser
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notadas a medida que secam, ao passo que o poder diluidor das 4guas das
chuvas aumenta a similaridade entre os ambientes.
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Figura 8.1 Analise de componentes principais (PCA) das condi¢des limnologicas do Lago
do Amendoim (LA) e do Lago Trés Irmas — 3 (LTI-3) entre agosto de 2019 e setembro de 2021.
Temp = temperatura, Cond = condutividade elétrica, ORP = potencial de oxidagio-reducio,
Turb = turbidez, ST = solidos totais, DO = concentragdo de oxigénio dissolvido, P = fosforo,
K = potassio, Mg = magnésio, Na = soédio, Cu = cobre, Fe = ferro, Zn = zinco, S = enxofre,
Al = aluminio, e N = nitrogénio.

8.3.3 Variagdes nictemerais nas condic¢des limnologicas

Também foi avaliada a variacdo didria das condi¢des limnoldgicas entre
os Lagos do Amendoim e TL3 (figura 8.2). A sobreposicao entre linhas e som-
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bras das linhas (que indicam os intervalos de confianca de 95 % dos valores
didrios) revela a auséncia de diferengas significativas entre os lagos em deter-
minado dia para cada variavel (figura 8.2). E possivel notar que a temperatura,
o oxigénio dissolvido e o ORP apresentam comportamentos didrios similares
para os dois ambientes no decorrer do ano, apenas com leves diferencas em
determinados periodos. A sobreposigao nos valores de temperatura e ORP
tendem a reduzir-se entre os lagos, indicando que os valores afastam-se nos
meses que antecedem o periodo chuvoso, enquanto OD tende a afastar-se no
periodo seco e no final do periodo chuvoso. J& os valores de pH apontam um
padrdo distinto em que os ciclos didrios assemelham-se apenas em determi-
nada parte do ano, na estagdo seca. A condutividade elétrica e a turbidez, ndo
apresentam um padrao bem estabelecido, o que indica a possibilidade de nao
haver um ciclo anual bem definido para varia¢des nictemerais dessas varié-
veis. Porém, quanto a turbidez, observam-se valores constantemente maiores
em TI.3 do que no Lago do Amendoim e uma grande influéncia da sazonali-
dade apenas neste tltimo ambiente, em geral, com incrementos nos valores a
medida que o periodo chuvoso avanga (figura 8.2).
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Figura 8.2 Dinamica temporal de temperatura (°C), condutividade (uS cm), turbidez
(NTU), OD (oxigénio dissolvido — mg L), pH e ORP (potencial redox) do Lago do Amendoim
(vermelho) e do Lago Trés Irmas — corpo 3 (verde), de agosto de 2019 a julho de 2021. Em
torno das linhas indicativas da dindmica dos ambientes avaliados estdo representadas sombras
cinza, que indicam o intervalo de confianca de 95 % ao longo de um dia; quando sobrepostos,
representam a auséncia de diferencas significativas entre os conjuntos de dados. Periodos
chuvosos e secos sdo representados pelo fundo cinza ou branco, respectivamente.



Capitulo 8 < Adequabilidade de Habitat para Colonizagdo Assistida de /soétes cangae em Lagos... » 179

8.3.4 Tendéncias ao longo do perfil da coluna d’agua

Medidas limnolégicas tomadas ao longo de perfis verticais da coluna
d’agua em sitios préximos a bancos naturais de Isoétes cangae no Lago do
Amendoim e no local escolhido para translocagao da espécie no Lago TI.3 re-
forcam que a temperatura tende a ser mais elevada no periodo seco do que no
chuvoso, principalmente no Lago do Amendoim (figura 8.3). Também apon-
tam haver uma certa homogeneidade térmica ao longo da coluna d’agua (fi-
gura 8.3). Apenas em alguns periodos, em que os ambientes encontravam-se
com maior coluna d’dgua, foi registrada uma leve tendéncia de reducado da
temperatura com a profundidade, em geral menor do que 1 °C. Isso corrobora
os estudos pretéritos realizados na drea que apontam que esses lagos tendem
a apresentar um padrao polimitico, ou seja, apresentam varia¢des diurnas de
temperatura entre a superficie e o fundo, com formacao de vérias termoclinas
durante o ano (Sahoo et al. 2017a, Guimaraes et al. 2023).

Os perfis também apontam uma consideravel homogeneidade quimi-
ca ao longo da coluna d’4gua (figura 8.3), com algumas poucas excegdes.
Dentre elas, pode-se destacar uma redugao nos valores de pH e um au-
mento nos valores de ORP em direcdo ao fundo dos Lagos do Amendoim
e T1.3, em setembro de 2019, e reducGes nas concentra¢des de OD no fundo
do Lago do Amendoim, em agosto de 2020. Isso se deve, provavelmente,
a intensa atividade de respiracdo nas proximidades do sedimento desses
ambientes no periodo seco, quando se nota um aumento na concentracdao
dos solutos na 4gua. Um aumento na atividade respiratdria da biota nesses
periodos libera gas carbonico na 4gua que, ao reagir com a agua, forma o
acido carbonico, acidificando-a (Carmouze 1994).

Vale destacar que, na maioria dos periodos (dezembro de 2019, feve-
reiro, junho e setembro de 2021), foram registrados aumentos no pH e nas
concentragdes de oxigénio e clorofila a no fundo do Lago do Amendoim,
mas nado em TL.3 (figura 8.2). Tais eventos provavelmente estdo relaciona-
dos a atividades de producdo priméria nas proximidades do sedimento,
dominado por macréfitas aquéticas no Lago do Amendoim. Nota-se ainda
um aumento na turbidez e condutividade em dire¢dao ao fundo em alguns
periodos, principalmente no Lago do Amendoim, que provavelmente se
deve a ressuspensdo do sedimento. O entorno do sitio escolhido para a
translocagdo experimental das plantas no Lago do Amendoim difere-se de
TI.3 no que se refere ao tipo de substrato, principalmente organico no pri-
meiro, e rochoso no segundo.
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8.3.5 Metabolismo aquatico

Apesar das semelhangas nas variagdes ambientais, nas condigdes lim-
noldgicas e do sedimento entre o Lago do Amendoim e o TL.3, os sistemas
sdo consideravelmente distintos quanto as composig¢des bidticas (Sahoo et al.
2016b, 2017a, 2017b, Guimaraes et al. 2023, capitulo 2). Tendo em vista que as
comunidades respondem, mas também afetam, a dindmica limnolégica dos
ecossistemas, é importante entender como o funcionamento ecossistémico va-
ria entre os ambientes. Quando se avalia o metabolismo aquatico na superficie
da coluna d’agua, ele mostra-se muito mais acelerado no sistema Trés Irmas
se comparado ao Lago do Amendoim. A figura 8.4 apresenta os resultados da
avaliagdo do metabolismo peldgico, por meio da estimativa das taxas de res-
piracdo, producdo primdria liquida e bruta em quatro lagos (do Amendoim,
TI1, TL.2 e T1.3) no final do periodo seco (setembro de 2019). Essas estimativas
foram feitas pelo método das diferengas na concentragao de oxigénio em fras-
cos transparentes, ap6s um tempo de incubagdo de 10 h em camara escura ou
iluminada (PAR = 200 umol.m?.s™; Wetzel e Likens 1991).

Os resultados apontam que, tanto as taxas de respiragdo quanto as
de produgdo primadria liquida e bruta seguem uma tendéncia de redu-
¢do ao longo do gradiente de posicdo dos lagos da bacia das Trés Irmas
(TL.1 > TL.2 > T1.3), sendo ainda menores no Lago do Amendoim (figura 8.4).
As tendéncias nas taxas de producdo primadria bruta e de respira¢do (mas nao
da produgéao primaéria liquida) estavam associadas as concentragdes iniciais
de clorofila a nesses sistemas (figura 8.5). O Lago TL1 apresenta as maiores
concentrac¢des de clorofila a, o que vai se reduzindo ao longo do gradiente
de Lagos das Trés Irmas e é ainda menor no Lago do Amendoim, em fungao
das caracteristicas dessas bacias e das variagdes sazonais de nivel d'agua,
que acabam por concentrar os nutrientes e a matéria organica no periodo de
estiagem (Sahoo et al. 2017a). Logo, o metabolismo reflete o grau de trofia
desses ecossistemas. Importante também entender como a composicdo e a
diversidade bioldgica e a sua funcionalidade estdo associadas a I cangae.
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8.4 Diversidade Microbiolégica Associada a /soétes cangae e
aos Diferentes Compartimentos do Lago do Amendoim

O conhecimento da estrutura, da diversidade e do papel das comuni-
dades bacterianas encontradas nos ambientes naturais é fundamental para
compreender diversas relagdes ecoldgicas, especialmente sobre a base da ca-
deia tréfica e sua especificidade. Nesses ambientes, diferentes comunidades
microbianas estdo associadas as diversas espécies de plantas e podem exer-
cer um papel benéfico para o seu crescimento, por meio de relagdes simbi6ti-
cas. Neste sentido, com o objetivo de conhecer a estrutura e a diversidade da
comunidade bacteriana associada a I. cangaeno Lago do Amendoim, foi de-
senvolvido um estudo molecular, envolvendo sequenciamento do DNA das
comunidades bacterianas presentes na planta (raiz + rizosfera) e os compar-
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timentos de seu hébitat original (sedimento e 4gua do Lago do Amendoim),
durante o periodo chuvoso (janeiro de 2019).

Os resultados revelam um baixo compartilhamento dos grupos taxono-
micos entre todas as amostras, com apenas 70 unidades taxondmicas ope-
racionais (OTU) comuns entre si, de um total de 2 955 OTU (figura 8.6). A
maior quantidade de grupos taxonémicos compartilhados (687 OTU) foi ob-
servada entre o sedimento e I cangae (raiz + rizosfera). Isso indica que cada
compartimento possui uma comunidade bacteriana prépria e certo grau de
exclusividade (sedimento com 1 060 OTU e planta com 719 OTU exclusivos).
Portanto, a comunidade bacteriana associada a I. cangae tende a ser exclusi-
va da planta e apenas parcialmente compartilhada com o sedimento do Lago
do Amendoim.

I. cangae A. Amendoim

719 349

S. Amendoim

1060

Figura 8.6 Diagrama de Venn das OTU da comunidade bacteriana compartilhadas entre
as amostras de /. cangae, do sedimento (S. Amendoim) e 4gua (A. Amendoim) do Lago do
Amendoim.

Por meio de uma anélise da abundancia relativa dos distintos grupos
taxondmicos encontrados na planta em nivel de filo e familia, foi possivel
observar que os grupos mais abundantes eram também comuns aos tdxons
presentes no sedimento do Lago do Amendoim. Dentre eles, destacam-se os
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filos Proteobacteria, Acidobacteria e Chloroflexi, e, em nivel de familia, des-
tacam-se: Solibcteraceae, Ktedonobacteraceae e Archangiaceae. Ja4 em nivel
de género (figura 8.7), observa-se maior diferenga para as amostras de dgua
do Lago do Amendoim com relacdo aos demais compartimentos, tanto em
relacdo a abundancia como a composigao.

Os géneros bacterianos encontrados de forma mais abundante e
comuns ao sedimento como associado a I. cangae foram Anaeromyxobacter
e Bryobacter (figura 8.7). Ambos os géneros sdao conhecidos por terem
bactérias redutoras de ferro (Chao et al. 2010, Kulichevskaya et al. 2010), o que
pode estar auxiliando a planta a viver em um solo com altas concentra¢des
de metais, como o Lago do Amendoim. Ademais, os géneros Geobacter,
Geothrix e Acidibacter, encontrados associados a I. cangae, apesar de menos
abundantes, também possuem importante relagio com a metabolizagao
de metais (Islam et al. 2018). Eles utilizam ferro e outros metais em seu
metabolismo, sendo capazes de gerar potencial elétrico na planta e “depurar”
ambientes contaminados por metais.

Outro aspecto relevante esté relacionado aos géneros Bradyrhizobium
e Nitrospira, os quais estdo envolvidos diretamente no ciclo do nitrogénio.
O género Bradyrhizobium possivelmente mantém relagdo de simbiose com
I. cangae, fornecendo nitrogénio fixado em forma de amonia para a planta
(Bedmar et al. 2005). J& o género Nitrospira realiza a nitrificagdo completa
de amonia a nitrato (Daims et al. 2015), também podendo representar uma
associacao simbidtica importante para sobrevivéncia de I. cangae na regiao.

Portanto, a caracterizacdo da estrutura e diversidade bacteriana asso-
ciada a I cangae sugere a ocorréncia de relagdes simbidticas determinantes
para a manutengdo das condi¢des desse organismo no ecossistema, uma re-
lagao fragil, se considerado o fato de I cangae ser uma espécie endémica
do Lago do Amendoim. Ressalta-se, no entanto, a grande similaridade na
composi¢do microbiolégica entre o sedimento do Lago do Amendoim e de
T1.3 (capitulo 2). Isso sugere que, ao ser translocada para T1.3, I cangae pode
encontrar uma microbiota a qual estd habituada, e, eventualmente, ter seu
estabelecimento facilitado.
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8.5 Consideracoes Finais

Estudos sobre potenciais locais para o crescimento de Isoétes cangae em
campo sdo o primeiro passo para a elaboragao de planos de agdes de mane-
jo e translocagdo da espécie visando a sua conservagdo. Nossos resultados
sugerem que o Lago TI.3 apresenta um comportamento limnolégico relati-
vamente semelhante ao Lago do Amendoim, apesar de apresentar um meta-
bolismo mais acelerado e um grau de trofia mais elevado do que esse tltimo.
O lago TI.3 também apresenta uma microbiota no sedimento consideravel-
mente semelhante a do Lago do Amendoim, compartimento que mostrou
compartilhar uma grande similaridade com a comunidade microbiolégica
associada a I cangae. Juntamente com os testes de desenvolvimento de I
cangae em condicdes controladas, esses resultados reforcam a aptidao de
T1.3 ao estabelecimento e a manutengao de populagdes futuras de I. cangae.

O conhecimento da dindmica dos ambientes candidatos para sustentar
populagdes de Isoétes cangae também é fundamental para delinear os préxi-
mos passos da translocagdo. Para esse procedimento ser bem-sucedido, faz-se
necessdrio também conhecimento das relagdes ecoldgicas que a planta estabe-
lece com as variagdes nas condigdes do meio e com os demais organismos nele
presentes, o que serd abordado nas préximas segdes deste livro.
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Resumo

Réapidas e profundas mudangas tém alterado os ecossistemas ao redor
do globo, impondo a diversas espécies algum risco de extingao. Para evitar
mais perdas, a comunidade cientifica tem avancado no desenvolvimento de
protocolos de colonizac¢do assistida, considerando a biologia e os aspectos
ecolégicos dos ambientes nativos e receptores. Um exemplo é o caso da es-
pécie endémica I[soétes cangae, restrita a um Utnico lago. Em cinco anos de
estudos, foi gerado vasto conjunto de técnicas de manejo de I. cangae, visan-
do a sua conservacdo por colonizacdo assistida. Foram estudados aspectos
sobre a biologia da espécie e a ecologia dos ambientes visando manter uma
seguranca ambiental em todo o processo, tanto para a espécie-alvo quanto
para os possiveis ambientes receptores. Foram avaliadas caracteristicas fisi-
cas, quimicas e bioldgicas dos ambientes e como essas podem afetar o desen-
volvimento de L cangae, e vice-versa, buscando prever possiveis impactos
de uma eventual acdo de manejo, assim como o seu sucesso. Os resultados
obtidos nos estudos de colonizacdo, considerando ambientes com caracteris-
ticas opostas, proporcionaram melhor entendimento dos limites fisiol6gicos
da espécie, além de servirem como parametro de comparacdo para futuros
estudos de introdugdo assistida. Espera-se que estes estudos representem
uma referéncia para a conservacdo de macroéfitas aquéticas endémicas no
territério brasileiro e em outras partes do mundo.

Palavras-chave: ecologia aplicada; herbivoria; manejo; mesocosmo; microendemismo.
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9.1 Introducao

O mundo estd em constante transformacao, vivenciada de forma parti-
cularmente rapida e profunda a partir da segunda metade do século XVIII,
com o inicio da Revolucdo Industrial (Albritton Jonsson 2012). As rapidas
e profundas mudangas vivenciadas tém alterado os ecossistemas ao redor
do globo, impondo a diversas espécies algum risco de extin¢do. No entanto,
para muitas espécies, pode ser dificil ou mesmo inviavel se aclimatizar ou
adaptar a essas novas condigdes por conta prépria, principalmente conside-
rando a velocidade das mudancas. Para reduzir o risco de perda de espécies
e preservar a biodiversidade é necessaria, por vezes, a intervencdo humana,
traduzida por agdes efetivas e direcionadas de conservagao. Dentre elas, as
agdes que utilizam abordagens de translocagdo conservacionista sao particu-
larmente promissoras por permitir a migracao controlada para novo habitat
e/ou resgate de habitats anteriores.

A translocagdo é um termo abrangente que pode ser definido como sen-
do o movimento deliberado de um organismo de um local para outro, com
as condi¢Oes necessdrias para a sua persisténcia, pela acdo humana (IUCN
2013). Aplicada em um contexto conservacionista, a translocagdo busca obter
resultados positivos de conservagdo em escala populacional ou ecossistémi-
ca, e ndo apenas para o organismo translocado.

A translocagao pode ser empregada em drea compreendida dentro do
limite da distribuicdo nativa da espécie como ferramenta para restauracao
populacional por reintrodugao ou mesmo aumento do niimero de espécimes
da populagdo nativa ainda existente (IUCN 2013). Resultados dessas inicia-
tivas, se positivas, podem ser entendidos como uma melhoria no status de
conservagao da espécie-alvo, em escala local ou global, e/ou a restauragao
dos processos e a funcionalidade natural do ecossistema para onde a espé-
cie é translocada (Consorte-McCrea et al. 2014). Entretanto, a translocacao
também pode ser realizada em area fora do limite original de sua ocorréncia
natural com o objetivo de evitar a extingdo de uma populagdo ou espécie
(IUCN 2013). Neste ultimo, o processo de translocagao é definido como colo-
nizagdo assistida (Brodie et al. 2021a), também referenciada como migracao
assistida ou relocagdo gerenciada.

Apesar de a colonizagdo assistida ser uma abordagem promissora e ino-
vadora para salvar populagdes e espécies em risco de extingdo, altera¢des
dos limites naturais das espécies podem afetar a manutengdo da biodiversi-
dade e o funcionamento dos ecossistemas (Essl et al. 2019), uma vez que in-
vasOes ou introdugdes de espécies exdticas podem ser importantes causas de
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perda da biodiversidade (Ricciardi e Simberloff 2009a, b, WWF 2020). Neste
contexto é extremamente importante que a colonizacao assistida seja condu-
zida de forma experimental e controlada para minimizar qualquer tipo de
risco ndo mapeado, embora a maioria das espécies raras e endémicas sejam
ameacadas por fatores intrinsecos de sua natureza ecoldgica, que as caracte-
riza como pouco susceptiveis a se tornarem invasoras (Brodie et al. 2021a).

Embora a pratica da translocagdo de plantas remonte aos anos 1950 em
algumas partes do mundo (Willis 1951), inicialmente poucos documentos
cientificos ou registros estavam disponiveis, e os primeiros esforgos para
reintroduzir espécies vegetais na natureza fracassaram (Stuwe 1980). Mais
recentemente os profissionais refinaram a pratica da reintroducdo e compar-
tilharam suas experiéncias em prol da melhoria das praticas futuras, em pu-
blicagdes isoladas (Morgan 1999, Drayton e Primack 2012, Reiter et al. 2016)
ou revisdes bibliogréaficas e livros que tratam especificamente do tema (Noss
et al. 1996, Pavlik 1996, Seddon 2010, Godefroid et al. 2011, Brodie et al.
2021a, b, Ricciardi e Simberloff 2021). Atualmente, a transloca¢do de plantas
vem se tornando uma abordagem padrao de mitigacdo, na qual grandes pro-
jetos desenvolvimentistas tém seus impactos sobre populagdes de espécies
raras e ameagadas associados a praticas de translocagdes conservacionistas
como parte de uma hierarquia de mitigagdo de impactos (Arlidge et al. 2018).

Por tratar-se de uma pratica inerentemente complexa, especialmente para
espécies ameagadas, raras e endémicas, sua regulacao por legislacdes especifi-
cas € algo relativamente recente, como o Endangered Species Act dos Estados
Unidos (1973, revisado em 1988) e o EPBC Act (1999) do governo australiano
(McDonald 1996, Nally et al. 2018). Para esses paises, existem protocolos e
guias, que ja fornecem a base para a defini¢do de procedimentos seguros para
essa pratica, dentre os quais podemos citar os guias produzidos na Austrélia
(Commander et al. 2018) e nos Estados Unidos (Maschinski e Albrecht 2017).
Nesses paises ja existem até mesmo centros e redes especializadas em estudar
e produzir protocolos de reintroducao de espécies ameagadas.

No contexto brasileiro, ndo existe legislagdo especifica que trate da rein-
trodugdo de espécies nativas, raras e ameacadas e que permita nortear todo
o processo dentro de uma norma governamental. Mesmo nao havendo nor-
mas, o Brasil é signatdrio de protocolos internacionais como a CDB (Conven-
¢do sobre Diversidade Biolégica) e a GSPC (da sigla em inglés que significa
Estratégia Global para Conservacgdo de Plantas), bem como compromissos
assumidos pela Vale de ndo admitir perdas liquidas de biodiversidade que
suportam esse tipo de pesquisa. Cabe destacar ainda que, com base no pre-
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ceito constitucional que veda as préticas que possam causar extin¢do de es-
pécies (inciso VII do § 1° do art. 225), associado ao regramento do Plano de
Manejo atual da Flona de Carajas, o Instituto Chico Mendes de Conservagao
da Biodiversidade (ICMBio) tem adotado a premissa de que o avango de ati-
vidades minerarias ndo poderd causar extingao local na unidade.

Ha, portanto, uma necessidade imperativa de planejar, regulamentar e
implementar projetos e protocolos de colonizagao assistida, desenvolvidos,
avaliados e monitorados com a participagdo de institui¢des de pesquisa, or-
ganizagOes intergovernamentais, 6rgaos estatutdrios e dos tratados interna-
cionais dos quais o Brasil é signatério.

Os protocolos de colonizagdo assistida devem contemplar a avaliacdo
de risco da atividade e os programas de monitoramento para avaliagdo de
sua eficiéncia. Em conjunto e com andlises de risco, a avaliagdo continua por
monitoramento pode ajudar a dimensionar os possiveis impactos derivados
do préprio manejo das espécies alvo de conservagdo, o sucesso e a eficiéncia
da agdo de manejo realizada. O exemplo de Isoétes cangae abrange as questdes
abordadas sobre colonizacdes assistidas, pois se trata de uma espécie endémica,
ameagada e restrita a um tinico lago alvo de futura exploracdo mineral dentro da
Flona de Carajas (Pereira et al. 2016, Lansdown 2019), sendo a drea atualmente
bloqueada para a exploragdo mineral justamente devido a presenca da espécie
cangae. Por ser uma Unidade de Conservagédo (UC) de Uso Sustentével, em seu
interior sdo permitidas atividades minerérias, desde que ndo comprometam
a conservacado das espécies presentes. Contudo, como esse caso confere um
nitido conflito dos objetivos da UC, faz-se necessario o uso de estratégias de
manejo idealizadas e em desenvolvimento (dentre elas a colonizagado assistida)
para a conservacio dessa espécie. E premente desenvolver, testar e discutir a
eficacia dos procedimentos iniciais viabilizados para essa finalidade ao longo
dos tltimos anos, temas abordados a seguir, no presente capitulo.

9.2 Técnicas de Colonizagdo Assistida e Modelos Experimentais:
O Caso de Isoétes cangae

Para desenvolver as técnicas, planejar e implementar uma medida de
colonizagdo assistida de determinada espécie é fundamental ter profundo
conhecimento sobre sua ecologia e biologia. Também é necessario conhecer
aspectos ecolégicos do ambiente nativo e do ambiente receptor, como sua
estruturacdo e dinamica. Esse conhecimento é fundamental ndo s6 para o
sucesso inicial da colonizagdo, mas também para contribuir na previsao dos
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desdobramentos oriundos do processo de colonizacdo assistida tanto para
a populagao translocada quanto para o ambiente receptor. Neste contexto,
dado todo o conjunto de conhecimentos apresentados sobre os possiveis
ambientes receptores, esses tém sido intensamente avaliados e monitorados
(capitulo 2), juntamente com a biologia da espécie-alvo e seus aspectos ge-
néticos (capitulo 4), fisioldgicos (capitulo 5), reprodutivos (capitulo 7), além
das condicdes de cultivo (capitulo 6). Assim, o presente capitulo ird focar nos
experimentos manipulativos e no teste de técnicas de colonizagdo assistida,
realizados em campo e no laboratoério.

9.3 Experimentos em Mesocosmo Ex Situ e In Situ

Sobre a biologia da espécie, inicialmente foi testada qual seria a resposta
de atributos ecolégicos e fisiolégicos basicos de I cangae em face das condi-
¢Oes ambientais oferecidas pelos ambientes presentes na Flona de Carajés.
Visando realizar os testes da forma mais fidedigna, garantindo a seguranca
ambiental, foram utilizados sistemas de mesocosmo in situ e ex situ, além
de outros experimentos de interagdo com o ambiente. Sistemas de mesocos-
mo tém sido amplamente utilizados para o estudo de organismos aquaticos,
inclusive de macroéfitas aquéticas como isoetaceas (Rhazi et al. 2009). Meso-
cosmos (0 termo deriva de meso = “meio” e cosmo = “mundo”) constituem
sistemas artificiais que simulam, em algum grau, as caracteristicas do am-
biente de interesse, seja ele alguma condigdo abidtica e/ou a ocorréncia de
algum(ns) organismo(s). Esses sistemas podem ser utilizados fora ou dentro
do sistema de interesse, sendo assim chamados mesocosmos ex situ ou in
situ, respectivamente. Tém como vantagens a possibilidade de simular de
forma fidedigna as condi¢des ambientais a serem avaliadas, mantendo-se
ainda certo controle de variadveis especificas, de acordo com o experimento
que estd sendo realizado e caracteristicas do sistema de mesocosmo.

Os experimentos de mesocosmo ex situ e in situ foram realizados nos
anos de 2018 e 2019, buscando compreender como I. cangaeresponde as con-
di¢des ambientais de ecossistemas aquaticos tipicos da Serra dos Carajas (in
situ). Adicionalmente foi realizado um experimento utilizando mesocosmos
ex situ montado na area do Viveiro Florestal da Vale, em Serra Norte. Foram
utilizados quatro conjuntos hidraulicos independentes, ou tratamentos si-
mulando as condigGes:
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(I)do Lago do Amendoim, o ambiente de ocorréncia natural de I
cangae, funcionando como tratamento controle;

(2)do corpo 3 do Lago das Trés Irmas, ambiente natural que apresenta
caracteristicas semelhantes as do Lago do Amendoim, entretanto,
sem registro de ocorréncia de I. cangae;

(3)da Barragem do Gelado, ambiente seminatural, formado pelo bar-
ramento das 4guas do Rio Gelado com sedimento composto em sua
maioria por material inerte, oriundo da mineracado de ferro, com ca-
racteristicas bem diferentes se comparado ao ambiente de origem da
planta;

(4) condicao artificial, produzida com dgua bombeada diretamente do
lencol freatico que abastece o Viveiro Florestal e com sedimento
composto por uma mistura do substrato comercial Jiffy® (turfa de
Sphagnum) e fragmentos de canga (proporcao de 3:1).

Cada conjunto hidrdulico possuia uma distribuicdo de 4gua indepen-
dente para cada um dos quatro aquérios de ensaio de 25 L e rede mista de
climatizacdo e descarte de d4gua para manter a temperatura dos ensaios con-
dizente com a do ambiente natural. Os aquarios de ensaio constituiram blo-
cos independentes, ja que a 4gua proveniente do reservatério era descartada
logo ap6s passar pelos aquarios, com taxa de renovacdo de agua de 1x dia o
seu volume (25 L cada), requerendo que o sistema fosse abastecido semanal-
mente com cerca de 700 L de 4gua de cada um dos corpos d’agua/condicao
testada (figura 9.1). Em cada tratamento, foram plantados 24 espécimes em
recipientes individuais, contendo o substrato de cada um dos ambientes/
condicdes testadas, e distribuidos nos aqudrios de ensaio (seis espécimes por
aquadrio; figura 9.2). Os tratamentos experimentais foram mantidos por 38
dias, sendo monitorados aspectos morfofisiolégicos, como o surgimento de
novas folhas, o seu crescimento linear e a sobrevivéncia dos espécimes. O
tamanho das raizes foi avaliado no inicio e no final do experimento. Também
foram monitorados parametros fisicos e quimicos da dgua dos tratamentos
aplicados: pH, condutividade elétrica, concentragdo de oxigénio dissolvido,
temperatura e incidéncia luminosa.
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Figura 9.1 Planta esquematica, em escala, do sistema de mesocosmo ex situ montado no
Viveiro Florestal da Vale, em Serra Norte, Carajas. Sdo apresentadas a vista superior e a lateral
de apenas um par de conjuntos hidraulicos (tratamentos) com o sistema de controle térmico e
descarte da agua. No total, foram montados dois pares de conjuntos hidraulicos. Setas coloridas
indicam a direcdo de movimento da agua.
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Figura 9.2 Espécimes de /. cangae utilizados na montagem do experimento ex situ de
tratamentos simultaneos realizado no sistema montado no Viveiro Florestal, Serra Norte, Carajas.

Em sequéncia ao estudo de mesocosmo ex situ, foram preparados os
mesocosmos para montagem do experimento in situ, visando avaliar o re-
sultado de interacdes entre I. cangae, as condigdes e 0s organismos presen-
tes nos ambientes testados. Esses mesocosmos consistiam em caixas d’agua
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plésticas (PVC) de 100 L com quatro aberturas laterais revestidas por tela de
plancton de 300 um. A abertura superior das caixas também foi revestida
com tela de 300 um, fixada por um aro de PVC removivel (figura 9.3A). Isto
permitiu a entrada de luz e a circulagdo de 4gua e ar entre o interior e o exte-
rior do mesocosmo, impedindo, entretanto, a liberacdo de gametas femininos
de I cangae no ambiente testado. Os mesocosmos foram mantidos rente a
superficie da 4gua por meio de flutuadores de poliuretano expandido, man-
tendo as plantas em seu interior sempre na mesma profundidade em todos
os locais testados (figura 9.3B). Em cada mesocosmo foram cultivados dez
espécimes de I cangae no sedimento do préprio corpo hidrico que o rece-
beu, coletado e depositado no fundo das caixas no momento da montagem,
formando uma camada de aproximadamente 6 cm. A biomassa equivalente
de macrofitas encontradas nos ambientes testados também foi cultivada no
mesocosmo, mimetizando as possiveis interacdes competitivas, exceto para
o Lago Trés Irmas — corpo 3, onde ndo foram encontradas macréfitas. Os
mesocosmos foram mantidos nos ambientes testados (lagos do Amendoim,
Trés Irmas — corpo 3 e Barragem do Gelado) por aproximadamente 70 dias.
Os espécimes de I cangae foram avaliados no inicio e no final do experimen-
to, e os parametros fisicos e fisico-quimicos foram avaliados semanalmente,
sendo esses os mesmos mensurados no experimento de mesocosmo ex situ.

Figura 9.3 Sistemas de mesocosmo utilizados no experimento in situ: (A) antes de serem
instalados no Lago do Amendoim; (B) ja posicionados na lamina d’agua do Lago do Amendoim,
Serra Sul, Carajas, PA.
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Analises uni e multifatoriais foram utilizadas para evidenciar padrdes
de caracteristica ambiental, resposta dos organismos e significancia das di-
ferencas nos parametros avaliados. Os parametros ambientais mensurados
nos sistemas de mesocosmo foram comparados com os mensurados nos
ambientes naturais, ndo sendo observadas diferencas relevantes. Essas com-
paragdes validaram a reprodutibilidade do ambiente natural dos lagos e bar-
ragem dentro dos mesocosmos in situ e ex situ. A seguir sdo apresentados os
principais resultados desses experimentos.

9.4 Resultado do Mesocosmo /n Situ e Ex Situ

O conjunto dos dados das caracteristicas fisico-quimicas da agua sepa-
rou os ambientes/condi¢des em dois grupos distintos. Um constituido pelos
lagos do Amendoim e Trés Irmas — corpo 3, caracterizado por menor con-
dutividade, sélidos soltiveis totais e pH; e outro formado pela Barragem do
Gelado e tratamento artificial, com maiores valores dessas varidveis. Esse pa-
drao foi observado tanto no ambiente natural quanto nos tanques de ensaio
do mesocosmo ex situ (figura 9.4AB). Quanto a temperatura, os tratamentos
foram ajustados usando como referéncia os dados obtidos nos ambientes na-
turais nos meses que antecederam a realizacdo do estudo. Os espécimes do
tratamento da Barragem do Gelado experimentaram uma temperatura sig-
nificativamente maior do que os demais. Para a luminosidade, as varia¢oes
temporais observadas sdo atribuidas a irradiagao solar incidente na regiao e
a transparéncia da dgua dos ambientes/tratamentos, sendo as variagdes ob-
servadas naturais e esperadas. Devido as caracteristicas de transparéncia da
agua, as plantas do tratamento artificial vivenciaram aproximadamente o do-
bro de intensidade luminosa que as plantas dos tratamentos do Amendoim e
do Trés Irmas, enquanto as plantas do tratamento do Gelado vivenciaram lu-
minosidade intermedidria. Esse gradiente de irradidncia seguiu o padrao de
concentracdo de particulas da d4gua, maior na Barragem do Gelado, e menor
na dgua do tratamento artificial. Para os mesocosmos in situ, as caracteristicas
ambientais foram exatamente as mesmas vivenciadas no ambiente natural,
visto que os sistemas encontravam-se imersos nesses ambientes.
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Figura 9.4 Resultado das anélises discriminantes, evidenciando os dois grupos de ambientes
bem distintos. Vermelho — Trés Irmas — corpo 3; Rosa — Amendoim; Verde — Gelado; Azul -
artificial, para: (A) ambientes naturais, autovalores: eixo 1 = 0,156; eixo 2 = 0,041; (B) ambiente
experimental em mesocosmo, autovalores: eixo 1 = 0,193; eixo 2 = 0,001. Elipses delimitam
95 % de confianca.

A avaliagdo da resposta fisioldgica de I cangae, analisada pelos varios
aspectos do desenvolvimento dos espécimes, mostrou diferengas significati-
vas entre tratamentos. As diferencas observadas nos tratamentos aplicados
no mesocosmo ex situ foram relacionadas com a similaridade das condi¢des
testadas, enquanto no experimento in situ, o resultado foi explicado pela
similaridade das condi¢des ambientais somadas as interagdes competitivas
testadas. A seguir sdo apresentados os resultados dos diferentes aspectos
morfofisiolégicos analisados nos espécimes de I. cangae.

Para a taxa de crescimento e comprimento foliar, a partir de 24 dias no
mesocosmo ex situ, a taxa de crescimento das folhas novas foi significativa-
mente maior nos tratamentos lagos do Amendoim e Trés Irmas — corpo 3. No
experimento de mesocosmo in situ, o comprimento alcancado pelas folhas dos
espécimes de I cangae também apresentou diferencas significativas conside-
rando os diferentes tratamentos. As plantas do Lago Trés Irmas alcangaram
o maior comprimento, seguido do tratamento do Lago do Amendoim, e com
o tratamento da Barragem do Gelado alcangando os menores comprimentos
de folha (figura 9.5). Ao longo do experimento de mesocosmo ex situ, foi ob-
servada uma taxa de surgimento de folhas novas significativamente maior
nos espécimes do tratamento do Amendoim em comparacéo aos demais tra-
tamentos. O surgimento de folhas foi assumido como uma resposta direta as
condig¢des do ambiente. Diferentemente, o experimento in situ evidenciou que



Capitulo 9 < Colonizagao Assistida como Estratégia de Conservagao de Macrofitas Endémicas... » 203

apenas o tratamento do Lago Trés [rmas apresentou uma taxa de surgimento
de folhas novas significativamente maior do que o dos demais, considerando
apenas a tiltima semana de experimento (figura 9.6).
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Figura9.5 Médiadotamanho dasfolhas nos espécimesde /. cangae mantidos nos mesocosmos
do experimento in situ, nos trés ambientes testados — lagos Trés Irmds, Amendoim e Barragem
do Gelado, Carajas, PA. Barras de erro indicam desvio-padrdo. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significantes.

8 -

f Experimento ex situ
-E 7 m Experimento in situ
1]
=
5 6 1
n T
w
© 5 o T
3 T
c
n 4 1
m
<
& 3 -
[ *
3
° 2 -
Q
§
=z 17
0 L T T
Trés Irmas Amendoim Artificial Gelado

Figura 9.6 Média do niimero de folhas novas nos espécimes de /. cangae dos experimentos
de mesocomos ex situ e in situ, nos diferentes tratamentos aplicados: Lagos Trés Irmas e do
Amendoim, Barragem do Gelado, e condic3o artificial. Barras de erro indicam desvio-padrao.
Asterisco indica diferenca estatisticamente significativa entre tratamentos de uma mesma rodada
de mesocosmo.
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Nos espécimes de I. cangae do experimento in situ, o nimero total de
folhas apresentou, no mesmo tempo, 0 mesmo comprimento das folhas entre
os diferentes tratamentos. No Lago Trés Irmas, os espécimes apresentaram o
maior niimero de folhas, seguido do Lago do Amendoim. Os espécimes da
Barragem do Gelado apresentaram o menor niimero de folhas entre todos os
tratamentos (figura 9.7).
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Figura 9.7 Média do nimero de folhas dos espécimes de /. cangae mantidos nos mesocosmos
do experimento in situ, nos trés ambientes testados — lagos Trés Irmas, do Amendoim, Barragem
do Gelado; realizado de janeiro a mar¢o de 2019, em Carajas, PA. Barras de erro indicam
desvio-padrdo. Asteriscos indicam diferencas estatisticamente significantes.

9.5 Aclimatacao de /. cangae em Piscinas no Viveiro de Mudas
da Vale em Carajas

A obtencdo de plantas propagadas ex situ permite a realizagdo de en-
saios tanto em condi¢des controladas quanto em ambiente natural, sem a
necessidade de coletas no Lago do Amendoim. Essa a¢do reduziu a possi-
bilidade de perdas de materiais genéticos da populagdo nativa e conferiu
conhecimento pratico de manipulacdo e producdo de espécimes. Uma vez
estabelecido o protocolo de propagacao ex situ e ampliada a capacidade de
geragao de novas plantas de I. cangae em nossos laboratérios, foram gerados
milhares de novos individuos propagados em condi¢des controladas.

Além da alta producéo de propagulos, foi elaborado um sistema de acli-
matagdo dessas novas plantas de I. cangae obtidas em laboratério com o ob-
jetivo de aumentar as chances de sucesso de crescimento e sobrevivéncia nos
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estudos de colonizagao assistida. Para tal, piscinas de PVC com capacidade de
aproximadamente 2 400 L foram instaladas no viveiro de mudas da Vale na
Serra Norte, em Carajas. Neste protocolo, apés crescimento inicial em labora-
torio, as plantas sdo transferidas para Carajas com um nimero entre 12 e 18
folhas, tamanho que permite facil manipulacdo e armazenamento em grandes
quantidades em espago reduzido para transporte. Nas piscinas, com o objetivo
de avaliar o crescimento e estabelecer o contato com a biota do ambiente de
ocorréncia natural, o substrato para cultivo das plantas é preparado, usando-se
uma fina camada de substrato organico comercial (Bioflora) ao fundo da pisci-
na, posteriormente recoberto com sedimentos coletados no fundo do Lago do
Amendoim, e cheias de d4gua (a mesma fonte de d4gua usada para manutencao
de demais plantas no viveiro). Por fim, as mudas de I. cangae produzidas sdo
fixadas gentilmente no fundo da piscina, mantendo um espagamento de 10 cm
entre plantas na mesma linha e entre as linhas (figura 9.8). As piscinas sdo,
entdo, recobertas por uma tela de protegdo para evitar a queda de materiais
oriundos dos arredores e para limitar o acesso de animais.
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Figura 9.8 Piscina de aclimatagdo de /soétes cangae no viveiro de mudas da Vale em Serra
Norte, Carajas. (A) Piscina com plantas jovens de /. cangae. (B) Detalhe do plantio no fundo da
piscina. (C) Planta adulta de /. cangae ap6s trés meses de aclimatag@o na piscina.
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O periodo de aclimata¢do normalmente dura cerca de trés meses. A taxa
de sobrevivéncia das plantas nessas condi¢des tem sido de quase 100 %, e
mais de 2 mil novas plantas ja foram transferidas dos laboratérios para Ca-
rajas. Esses resultados reforcam a capacidade adaptativa da I cangae e for-
necem as plantas que sdo a base para os estudos de colonizacao assistida nos
diferentes ambientes.

9.6 Ensaio com Diferentes Recipientes de Cultivo durante
Aclimatacio

O processo de retirada das plantas das piscinas, o preparo dos recipien-
tes com as plantas, o transporte até o local de plantio e o plantio em si podem
causar injurias nessas plantas e/ou trazer algum nivel de estresse que podera
reduzir a performance delas ao serem introduzidas em novo ambiente. Com
o intuito de reduzir esse estresse as plantas e facilitar o plantio nos lagos, foi
avaliada uma série de recipientes de crescimento durante a aclimatagdo nas
piscinas, periodo que antecede a transferéncia para o campo. Nesse estudo,
além do tratamento controle com plantio diretamente na piscina, foram ava-
liados cinco recipientes, sendo:

¢ R1 - tubo de PVC com didmetro 50 mm e 10 cm de altura, com base
envolvida em fibra de coco;

e R2 - tubo de PVC com didmetro 75 mm e 10 cm de altura, com base
envolvida em fibra de coco;

e R3 - tubo de PVC com didmetro 75 mm e 10 cm de altura, forrado
internamente em fibra de coco;

* R4 - saco pléstico (a ser substituido por biodegradédvel), usado na
produgao de mudas;

* R5-saco de fibra de coco (preparado manualmente) com dimensdes
similares ao saco pléstico.

O substrato empregado em todos os recipientes foi composto de uma
mistura de Bioflora (comercial), lago temporario N3, sedimentos do Lago
do Amendoim e canga granular na proporcado 2:4:2:1. Todos os tratamentos
foram compostos por 50 plantas de cada recipiente (25 unidades em cada
piscina), exceto o tratamento em sacos de fibra de coco, para o qual foram
preparados 25 exemplares (figura 9.9A). As plantas foram previamente se-
lecionadas para plantio com dez a doze folhas. Apds seis meses de cultivo,
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as plantas nos maiores recipientes apresentaram crescimento superior as de-
mais (figura 9.9B), ndo diferindo das plantas que foram fixadas diretamente
no leito da piscina. Possivelmente, a restricdo imposta pelos menores reci-
pientes ao sistema radicular das plantas reduziu a capacidade de crescimen-
to e a emissdo de novas folhas. Novas etapas desse estudo permitirdo avaliar
o efeito do recipientes durante o transporte e plantio em ambiente natural,
em que serd verificada a possibilidade de redugao de estresse as plantas e a
facilidade de plantio devido a manutencao da integridade do sistema radi-
cular apds remogao dos tubos de PVC.
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Figura 9.9 (A) Plantas de /soétes cangae durante o periodo de aclimatagdo em piscina no
viveiro de mudas de Carajas. (B) Detalhes dos diferentes recipientes empregados para cultivo
das plantas. Namero de folhas ap6s seis meses de cultivo. As barras representam os valores
médios seguidos pelo desvio-padrdo, enquanto as mesmas letras representam valores médios
sem diferencas significativas entre si ap6s teste post hoc de Tukey a 95 % de probabilidade.

9.7 Experimento de Herbivoria /n Situ

Outro aspecto relevante da colonizagao assistida em um novo ambiente
estd relacionado as interagdes ecoldgicas que irdo se estabelecer entre a espé-
cie manipulada e as ja residentes no novo ambiente. Esta possibilidade, além
de representar uma ameaca para o sucesso da colonizagdo assistida, pode
gerar um desequilibrio na comunidade nativa. Com o objetivo de avaliar
esses aspectos, foram realizados experimentos para detectar e caracterizar
possiveis pressdes sobre as populagdes de I. cangae. Assim, buscou-se de-
tectar a ocorréncia de herbivoria e outras intera¢des sobre I. cangae nos am-
bientes estudados. Os experimentos realizados avaliaram o consumo de um
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plantio padronizado de I cangae e sua avaliagdo por filmagem subaquética
estaciondria em diferentes pontos do Lago Trés Irmas — corpos 1, 2 e 3; na
Barragem do Gelado; e no Lago do Amendoim como area de controle (figura
9.10). Técnicas de filmagem subaquética para estudo da fauna aquética tém
sido amplamente empregadas nos tltimos anos com grande sucesso, princi-
palmente no ambiente marinho (Mallett e Pelletier 2014).

Figura 9.10 Espécimes de /. cangae montados em estrutura de PVC 100 mm, antes de seu
posicionamento sobre o substrato, em um dos pontos localizados préximo a margem do Lago
Trés Irmas — corpo 1, como parte do experimento de herbivoria in situ.
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A acdo de herbivoros foi detectada pelo corte das pontas das folhas e/ou
reducdo em seu comprimento devido a mordidas. Os espécimes instalados fo-
ram avaliados periodicamente, em intervalos variando de seis horas a trés dias,
dependendo da viabilidade logistica para realizagdo dessa avaliagdo. Posterior-
mente, com 40 dias, foi realizada nova avaliacdo dos espécimes remanescentes.

A avaliagdo da acdo de herbivoros nos trés corpos do Lago Trés Irmas
mostrou variagdes espaciais e temporais, em diferentes escalas. Nos corpos
1 e 2 do lago, ndo foi observada ocorréncia de herbivoria durante os trés pri-
meiros dias de avaliagdo, entretanto, na avaliacdo de 40 dias, foi observado o
consumo total dos espécimes de I cangae ofertados. Ja no corpo 3, foi obser-
vado o consumo parcial ou total das folhas dos espécimes ofertados, em parte
dos pontos de avaliacao, até o terceiro dia de acompanhamento. Com 40 dias,
todos os espécimes em todos os pontos de avaliagdo no corpo 3 tinham sido
consumidos pelos herbivoros. Na Barragem do Gelado, foi observada herbi-
voria parcial e pontual, com o consumo da ponta de uma ou outra folha dos
espécimes ofertados durante todo o periodo de avaliacdo. Para o ambiente na-
tivo de I. cangae, Lago do Amendoim, nao foi observada a agdo de herbivoros
durante todo o estudo. De fato, no Lago do Amendoim, hd grande cobertura
de macrdfitas; assim, os eventuais herbivoros presentes tém uma ampla oferta
de alimento. Adicionalmente, ndo foi observada a presenga de ictiofauna nesse
ambiente durante a realizacdo dos estudos, e os registros pretéritos indicam a
presenca de apenas uma espécie desse grupo no ambiente, o peixe onivoro,
conhecido como mugum (Synbranchus marmoratus). Em suma, esse conjunto
de informagdes permite concluir que a pressdo de herbivoria sobre I cangae
no Lago do Amendoim € inexistente ou extremamente baixa.

Na Barragem do Gelado, o forrageio parcial ou pontual das folhas dos
espécimes de I. cangae cultivados ndo parece comprometer a viabilidade no
desenvolvimento da planta, mesmo considerando periodo mais longo de ob-
servacio (40 dias). E observada a presenca de macroéfitas nas margens rasas
da barragem, e algumas espécies de peixes também sdo observadas. Assim,
o ambiente apresenta uma oferta consideravel de alimento para organismos
herbivoros, sem ter a presenga notdvel de herbivoros durante a realizagao
dos estudos. De fato, o consumo parcial e/ou esporadico de algumas das
folhas dos espécimes de I. cangae ofertados pode ser ocasionada por inges-
tdo acidental ou ocasional causada por organismos onivoros ou invertivo-
ros. Assim, I. cangae ndo mostrou ser item alimentar preferencial para os
organismos presentes na barragem, ndo sendo a pressao de forrageio fator
limitante para o seu desenvolvimento neste ambiente.
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No Lago Trés Irmas, foi observada forte pressdo de herbivoria, mos-
trando uma variagao espago-temporal entre os trés corpos (1, 2 e 3), e dentro
do corpo 3, caracterizando diferentes escalas espaciais. Os resultados encon-
trados no estudo indicaram que ndo seria vidvel realizar a introducdo de L
cangae no Lago Trés Irmas diante da pressdo de herbivoria identificada. A
manutengao de espécies de I. cangae nesse ambiente sé seria possivel com a
utilizacdo de uma protecdo fisica para impedir o forrageio dos herbivoros. O
padrao espaco-temporal do forrageio no corpo 3 do Trés Irmas mostrou que:

i) a distribuigdo dos herbivoros é heterogénea;
ii) é localmente condicionada pela oferta pretérita de alimento.

A avaliagdo realizada nos trés primeiros dias de estudo nos corpos 1, 2
e 3 apresentou um quadro de variacdo espacial da herbivoria no Lago Trés
Irmas, o que, provavelmente, poderia estar relacionado:

i) a distribuigdo heterogénea dos herbivoros;

ii) ao condicionamento local diferenciado dos herbivoros, e/ou

iii)a baixa visibilidade da 4gua nos corpos 1 e 2, que dificultaria a loca-
lizacdo das plantas de 1. cangae pelos herbivoros.

No Lago Trés Irmas — corpo 3, drea de maior forrageio, a identificagao
do herbivoro, a avaliagdo de seu comportamento de forrageio, e a magnitude
potencial de sua pressdao como consumidor de I. cangae indicaram que Cop-
todon rendalli, conhecida como tildpia-do-peito-vermelho, tildpia-vermelha
ou tilapia-do-congo, é o organismo responsavel pelo forrageio de I cangae.
Foram observadas agregacoes de até 20 espécimes de C. rendalli em um raio
de aproximadamente 0,5 m dos espécimes de I cangae, tendo suas folhas
totalmente consumidas em poucos minutos. O comportamento apresentado
por C. rendalli sugeriu um condicionamento progressivo, com os espécimes
de C. rendalli se aproximando mais rapidamente e em maior niimero a cada
introducao de I cangae.

A espécie C. rendalli é um ciclideo (Cichlidae, Teleostei, Actinopterygii)
nativo da porgdo sul do continente africano, sendo naturalmente encontrada a
partir do meio da bacia do Rio Congo até a parte superior das dreas de Lualaba
e Bangweulu. Pode chegar a medir 45 cm e pesar 2,5 kg, e alcangar sete anos de
idade (https://www fishbase.se/summary/1397), formando cardumes com
atividade diurna, preferencialmente em areas marginais de rios e lagos com
alta cobertura de macrdfitas, sendo tolerantes a grande variacdo de tempera-
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tura e salinidade (Philippart e Ruwet 1982, Genner et al. 2018). Os juvenis ten-
dem a se alimentar de plancton, enquanto os adultos alimentam-se de folhas
de caules de plantas aquaticas, algas, detritos vegetais, insetos e crustaceos
(Lamboj 2004). A espécie foi introduzida no Brasil em 1952 para piscicultura
e transformou-se em praga presente em varios ambientes aquaticos do Brasil
(Natakimazi e Hanssens 2005), sendo uma ameaca para a conservagao da di-
versidade em 4guas continentais (Baptiste e Mtinera 2010), com grande poten-
cial de invasao no continente americano (Cassemiro et al. 2018).

9.8 I. cangae como Modelo Experimental e Seu Potencial para
Colonizacgido Assistida

Os experimentos em ambiente de mesocosmo mostraram que I can-
gae apresentava potencial para seu estabelecimento nos ambientes e condi-
¢Oes testadas, sem, entretanto, apresentar em principio uma superioridade
competitiva que pudesse ameacar as espécies nativas. Os resultados indi-
caram o Lago Trés Irmas — corpo 3 como sendo o mais apropriado para o
desenvolvimento de I. cangae quando considerados os componentes fisicos
e fisico-quimicos do ambiente (dgua, sedimento, etc.), assim como a ausén-
cia de possiveis interagcdes competitivas com outras macrdfitas. Isso porque,
no ambiente nativo de I cangae, a mesma parece estar sujeita a interagdes
competitivas, resultando em menor desenvolvimento, conforme encontra-
do no experimento in situ. Ja na Barragem do Gelado, o menor crescimento
parece ser resultado de uma combinagao de fatores como um ambiente com
condigdes fisico-quimicas menos favoraveis, corroborado pelo experimento
ex situ, e pela interagdo competitiva com Utricularia sp., conforme experi-
mento in situ. Sobre as interagdes competitivas com outras macroéfitas, cabe
destacar que o género Isoétes é tido como um grupo com pouca habilidade
competitiva (Szmeja 1994), de modo que outras espécies tém forte influéncia
negativa em sua produtividade e fertilidade, podendo até levar a uma extin-
¢do local, a depender do grau de interagdo (Rhazi et al. 2009). De fato, am-
bientes oligotroéficos, cujas condi¢des se impdem como forte filtro ambiental
ao estabelecimento de novas espécies, parece ter resultado em reftigios para
manutencdo de espécies de Isoétes, sugerindo que a competicdo com ou-
tras espécies de macrofitas possa ser um dos principais fatores definindo sua
distribuicdo (Seddon 1965). Esse argumento é fortalecido pelos nossos estu-
dos, que demonstraram que I. cangae é relativamente tolerante as diversas
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condi¢gdes ambientais testadas, mantendo seu desenvolvimento a despeito
das varia¢cdes ambientais. Adicionalmente, hd registro de espécies do género
capazes de tolerar condi¢des extremas de nutri¢do e irradidncia por meio de
diferentes mecanismos (Rerslett e Brettum 1989).

Por fim, cabe destacar que a pressao de herbivoria é um importante fator
estruturador de comunidades de macréfitas aquéticas, sendo determinado
por diversos fatores como a preferéncia do herbivoro e a palatabilidade das
macrdfitas-alvo (Qvarnemark e Sheldon 2003). Estudos com outras espécies
do género Isoétes relatam a ocorréncia de herbivoria controlando o tamanho
das populacdes (Dong 2009). A introducado de herbivoros nao nativos pode
ocasionar uma redugdo na capacidade de dispersao e na distribuigdo das es-
pécies de Isoétes (Wang et al. 2004). A herbivoria observada na Barragem do
Gelado sugere ser o resultado da tentativa de consumo de um novo poten-
cial alimento, ou o consumo acidental, considerando que apenas alguns dos
espécimes tiveram consumidas as pontas de algumas folhas, mas nado indi-
cam ter se tornado alimento preferencial. Em contraste, no Lago Trés Irmas,
a pressdo de herbivoria é um fator limitante para o estabelecimento de uma
populagdo de I cangae, mesmo que os outros aspectos avaliados o apontem
como o mais apropriado para o desenvolvimento de I cangae.

9.9 Experimento de Colonizagao Assistida com /. cangae

Considerando os resultados obtidos nos experimentos ex situ e in situ
apresentados, no segundo semestre de 2019, foi delineado e implantado um
experimento-piloto de colonizacdo assistida no Lago Trés Irmas — corpo 3 na
Barragem do Gelado e no Lago do Amendoim, este dltimo incluido como
controle experimental. Em cada ambiente, foi definido um ponto para mo-
nitoramento continuo de varidveis ambientais com o uso de equipamentos
auténomos e por atividades trimestrais de coleta de dados e amostras. Na
Barragem do Gelado e no Lago do Amendoim foram delimitadas dez parce-
las para colonizagao de I. cangae (1 x 1 m cada), nas quais foram implantados
300 espécimes em cada ambiente testado (figura 9.11).



Capitulo 9 < Colonizagao Assistida como Estratégia de Conservagao de Macrofitas Endémicas... » 213

Figura 9.11 Montagem de experimento de colonizagdo assistida. (A) Manipulagdo dos
espécimes realizada pela equipe do NUPEM para estabelecimento na Barragem do Gelado,
sendo possivel ver um dos mergulhadores recebendo um dos espécimes para plantio. (B)
Espécimes ja estabelecidos na Barragem do Gelado, marcados individualmente por etiquetas de
identificacdo vermelhas numeradas.

Para o Lago Trés Irmas — corpo 3, a intensa herbivoria demandou
outras estratégias, sendo: gaiolas de exclusdo aderidas ao fundo do lago,
para proteger os espécimes de I. cangae implantados, e cultivos flutuantes.
Medidas de controle populacional dos ciclideos tém sido conduzidas pela
Vale, em parceria com os érgaos ambientais, visando a reducdo da popula-
¢ao da espécie invasora e permitindo a implanta¢do de experimentos sem
gaiolas, em futuro préximo.

Esse experimento de colonizacdo assistida avaliou e monitorou os es-
pécimes manejados por um ano e meio a dois anos sob diferentes aspectos
indicadores da satide e do grau de adaptagdo das plantas a nova condicao,
entre outros. Esses incluiram avaliagdo especifica da taxa de sobrevivéncia,
desenvolvimento avaliado pelo niimero de folhas novas, pelo niimero total de
folhas e comprimento das maiores, pela atividade fotossintética, pela alteragao
de comunidade microbiana e pelos marcadores moleculares de estresse.

O delineamento desse experimento também incluiu o desenvolvimento
e o uso de técnica de manipulacdo que permitisse a implantagao de popula-
¢Oes na ordem de milhares de espécimes. Os principais resultados alcanca-
dos por essa iniciativa pioneira sdo apresentados a seguir.

No Lago do Amendoim e na Barragem do Gelado, o percentual de espé-
cimes remanescentes nas parcelas experimentais sofreu uma reducao progres-
siva ao longo dos dois anos (figura 9.12). Entretanto, a taxa de mortalidade
diaria em cada ambiente de introdugdo, em relagdo ao nimero de espécimes
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remanescentes em cada campanha, ndo foi linear. Observa-se um pico de mor-
talidade nos primeiros 50 dias de experimento, sendo esta de aproximada-
mente 14 % no Lago do Amendoim e de 36 % na Barragem do Gelado. Nos
periodos subsequentes, observou-se uma certa estabilidade na mortalidade
dos espécimes tanto no Lago do Amendoim quanto na Barragem do Gela-
do, com certa oscilagdo. Com aproximadamente um ano de estabelecimento, a
taxa de sobrevivéncia dos espécimes no Lago do Amendoim foi de aproxima-
damente 46 %, enquanto na Barragem do Gelado nao alcangou 18 %. Para os
espécimes estabelecidos no Lago Trés Irmés — corpo 3 e protegidos por gaiola
de exclusao esse percentual de sobrevivéncia foi de aproximadamente 50 %.
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Figura 9.12 Percentual de sobrevivéncia na Barragem do Gelado e no Lago do Amendoim
nas diferentes campanhas de monitoramento do experimento, conduzidas até margo de 2021
(aproximadamente 567 dias de experimento).

Os parametros de desenvolvimento dos espécimes seguem um padrao
consonante com o observado para a mortalidade. Na Barragem do Gelado,
foi observada uma proporc¢do menor de espécimes com folhas novas, quan-
do comparado com os espécimes implantados no Lago do Amendoim e no
corpo 3 do Lago Trés Irmas. Na média do nimero de folhas (total de folhas),
e na média do comprimento das trés maiores, foi distinguida uma redugao
significativa nos espécimes presentes na Barragem do Gelado ja nos primei-
ros meses de experimento, enquanto nos lagos do Amendoim e Trés Irmas,
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foi observado um aumento progressivo ao longo do tempo, até uma certa
estabilizacdo ao final do experimento.

H4 o entendimento de que o sucesso de uma agao de colonizagao assis-
tida esta relacionado ao estabelecimento de uma populagdo viavel, ou seja,
um grupo de individuos autossustentavel que, portanto, continue seu pro-
cesso de manutencdo de tamanho populacional de forma independente de
a¢ao humana ou manejo. Assim sendo, a avaliacdo da presenca de estruturas
reprodutivas (esporangios) na base das folhas mais maduras (as mais perifé-
ricas na roseta de folhas) e a respectiva maturidade das células reprodutivas
(esporos) sdo um importante indicativo de reprodugao sexuada.

Os espécimes, estabelecidos hd mais de um ano nos ambientes testados,
foram avaliados no auge do periodo de cheia (margo/abril), momento em
que é observado o pico reprodutivo de I cangae. Nos espécimes introduzi-
dos na Barragem do Gelado, foram observados apenas megasporos imatu-
ros, ndo sendo observados micrésporos. Em contrapartida, nos espécimes
introduzidos no Lago do Amendoim, local nativo de I. cangae, e no Lago
Trés Irmas — corpo 3, foram observados megésporos e micrésporos maduros.
Esse resultado sugere que os espécimes introduzidos na Barragem do Gela-
do tém seu potencial reprodutivo afetado pelas condigdes adversas impostas
por esse ambiente, entretanto, apresentam pleno potencial reprodutivo no
Lago Trés Irmas. Apesar desse resultado, é fundamental evidenciar a ocor-
réncia de recrutamento de novos individuos e seu respectivo desenvolvi-
mento para que o ciclo de vida esteja completo. Recentemente, os primeiros
resultados desse potencial de recrutamento tém sido encontrados, com al-
gumas dezenas de recrutas aparecendo naturalmente no sedimento do Lago
Trés Irmas — corpo 3 presente nos cultivos flutuantes.

9.10 Consideracdes sobre os Experimentos de Colonizagdo
Assistida

O método de colonizagdo assistida mostrou-se adequado para o esta-
belecimento dos espécimes de I cangae em novos ambientes, tendo uma
mortalidade inicial relativamente baixa quando comparado a outros estudos
similares (Abeli et al. 2012, 2018). A mortalidade inicial detectada pode ser
esperada em funcado de alguns fatores ja relacionados na bibliografia, como:

(1) estresse gerado pela mudancga brusca de ambientes, uma vez que os
espécimes sairam de piscinas de rustificacdo para o ambiente natu-
ral, onde encontram condi¢Ges consideravelmente distintas;
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(2)danos referentes ao processo de manipulacdo dos espécimes, que
inclui sua retirada do substrato estavel da piscina, montagem nos
recipientes tubulares e introducao;

(3) estresse causado pelo transporte até o ambiente de introdugdo, que
pode provocar movimentagdes no sedimento das raizes e eventual-
mente quebra de folhas, principalmente as de maior comprimento.

As taxas de mortalidade observadas entre os ambientes ao longo do
experimento foram diferenciadas e atribuidas a diferentes hipéteses a serem
testadas. No Lago do Amendoim, a mortalidade observada pode ser predo-
minantemente resultado de interagdo competitiva com outras macrdfitas, em
especial Helathium tenellum, dominante do ambiente bentdnico do lago. No
transcorrer do experimento, as parcelas experimentais foram gradativamen-
te colonizadas por H. tenellum, espécie que coexiste com I. cangae de forma
natural, provavelmente em uma relagdo competitiva por nichos e recursos.
Cabe destacar que a colonizagdo e o desenvolvimento de H. tenellum nas
parcelas de introdugdo pode seguir o padrao ecoldgico e as relagdes fitosso-
cioldégicas naturais no ambiente do Lago do Amendoim, onde H. tenellum
desenvolve denso dossel.

Na Barragem do Gelado, os resultados no experimento de mesocosmo
in situ, apesar de positivos, ndo corresponderam a realidade em ambiente
natural, aparentemente por fatores fisicos do ambiente, como irradiancia e
sedimentacdo (conforme aventado no capitulo 5). O baixo desempenho esta
expresso na maior taxa de mortalidade, no menor percentual de espécimes
com folhas novas, na estabilidade no nimero total e no comprimento das fo-
lhas (em nimero e comprimento consideravelmente menores aos encontrados
no ambiente nativo). Da mesma forma, a condicdo adversa imposta pela Bar-
ragem do Gelado parece afetar potencial reprodutivo da espécie, uma vez que
ndo foram encontradas células reprodutivas masculinas nesses espécimes.

O método de introdugédo utilizando protecao fisica por gaiolas, desen-
volvido e utilizado no dmbito desse projeto, sobretudo no Lago Trés Irmas
— corpo 3, mostrou-se adequado para o estabelecimento dos espécimes de L
cangaeem ambiente com a presenca da espécie onivora e invasora C. rendalli.
Entretanto, o sistema apresenta riscos, pois foram vulneréveis as insistentes
investidas de C. rendalli, que conseguiram penetrar na gaiola ao danificar a
malha de revestimento ou cavando e passando por baixo da borda da gaiola.
A entrada de C. rendalli na gaiola resultou no consumo e na perda de todos
os exemplares instalados. Desconsiderando a pressdo de herbivoria, o am-
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biente oferecido pelo corpo 3 do Lago Trés Irmas mostrou-se o mais propicio
para o estabelecimento de I cangae, dentre os ambientes testados. Isto tam-
bém ficou evidente com os resultados obtidos quanto ao potencial reprodu-
tivo dos espécimes introduzidos e os mantidos nos cultivos flutuantes in situ
(ver segdo sobre “maturagdo reprodutiva”). Entretanto, cabe destacar que
seu estabelecimento sem protecdo fisica s6 sera possivel caso a pressdo de
forrageio exercida por C. rendalli seja reduzida a nivel inferior a capacidade
de desenvolvimento e a proliferacdo da planta.

9.11 Consideracdes Finais

Nesses cinco anos de estudo, foi gerado vasto conhecimento que subsi-
diou o desenvolvimento de importantes técnicas de manejo de 1. cangae com
foco na sua conservagao por meio da colonizacdo assistida. Diferentes aspec-
tos sobre a biologia da espécie e a ecologia dos ambientes foram estudados,
visando manter uma seguranca ambiental aprecidvel durante todo o proces-
s0, tanto para a espécie alvo de futuras a¢des de manejo quanto dos possiveis
ambientes receptores. Foi testado como as caracteristicas fisicas e bioldgicas
dos ambientes podem afetar I cangae e vice-versa, buscando prever possi-
veis impactos de uma eventual agdo de manejo, assim como o seu sucesso.
Os resultados obtidos nos estudos de colonizagdo, considerando ambientes
com caracteristicas opostas, proporcionaram um melhor entendimento dos
limites fisioldgicos da espécie além de servirem como pardmetro de com-
paragdo para futuros estudos de colonizagdo assistida da espécie. Espera-se
que os estudos de colonizacdo assistida de I. cangae representem uma refe-
réncia para a conservagao de macrdfitas aquaticas, em especial as endémicas,
no territdrio brasileiro e em outras partes do mundo.
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Resumo

O manejo para a conservagao de espécie é uma ciéncia aplicada e em-
pirica que envolve o desenvolvimento especifico de diferentes tecnologias
para a conservagao. Neste capitulo elencamos algumas tecnologias desen-
volvidas para otimizar processos produtivos, de propagagdo em ambiente
natural e conservacdo de I. cangae, visando potencializar o processo de ins-
talagdo de novas populagdes em ambientes aquéticos e descrever protocolos
para a preservacao e a criacdo de bancos de sementes ou esporos criopreser-
vados, culturas de tecidos, cole¢cdes vivas, dentre outras técnicas. O uso de
sementes artificiais produzidas em 2 ou 3 % de alginato contendo megaspo-
ros fecundados ou plantulas é uma das metodologias apresentadas, o que
representa o avango na introducdo de uma espécie subaquatica. No que tan-
ge aos estudos acerca do banco de germoplasma na espécie Isoétes cangae,
verificou-se que os esporos criopreservados sdo capazes de gerar individuos
saudaveis cujo desenvolvimento assemelha-se ao dos individuos gerados a
partir de esporos dessecados e mantidos a temperatura ambiente, diferindo
por apresentarem maior alongamento foliar e maior niimero de esporangios
maduros. Com relagdo ao favorecimento do crescimento vegetal por meio do
inéculo de microrganismos, os ensaios indicaram que as espécies cultivadas
de I cangae obtiveram respostas promissoras em relacdo ao tamanho e a
robustez da raiz, bem como maior resisténcia a condi¢oes abidticas extremas
na presenca de bactérias endofiticas. Ademais, estudos de fitorremediagao
estdo sendo implementados na espécie I cangae em associa¢do a fungos mi-
corrizicos arbusculares (FMA), na busca pela identificagdo e pelo isolamento
de FMAs para o estabelecimento de cultivos em areas contaminadas por re-
jeitos de mineracao.

Palavras-chave: sementes artificiais; banco de germoplasma; bactérias promotoras do
crescimento; fungos micorrizicos arbusculares.



Capitulo 10 < Técnicas e Inovagdes para a Produgdo, o Plantio e a Conservagdo de /soétes cangae » 225

10.1 Introducao

Estimativas recentes indicam que até um quinto das espécies vegetais
em todo o mundo pode estar em risco de extin¢do (Pimm e Raven 2017), o
que tem acelerado o ritmo de producdo de tecnologias que visem a conser-
vagdo de espécies, especialmente aquelas ameacadas. As espécies vegetais
podem ser conservadas por meio da manutencdo de colegdes ex situ, como
bancos de sementes ou esporos criopreservados, culturas de tecidos, cole-
¢des vivas ou por meio da manutencdo in situ a partir da preservacgao das
populacdes em seus hdbitats naturais (Volis 2016, 2017).

Neste capitulo elencamos algumas tecnologias desenvolvidas para oti-
mizar processos produtivos, de propagagdo em ambiente natural e conser-
vacdo de I cangae, listando:

(1) producdo de tecnologia de semeadura a partir de esporos, em am-
biente aquético;

(2) preservagdo a partir de bancos de sementes ou esporos criopreserva-
dos, culturas de tecidos, colecGes vivas, dentre outras técnicas;

(8)emprego de bactérias endofiticas com potencial de promogdo de
crescimento.

10.2 Técnicas para Aumento de Producdo de Plantas no Cultivo
Ex Situ e para Plantio Direto em Novos Ambientes

A conservagdo in situ, amplamente aceita como estratégia primaria e
mais adequada para a conservacdo da biodiversidade, pode envolver ou
ndo o estabelecimento de novos exemplares da espécie ao habitat original
ou mesmo em 4reas vizinhas dentro do bioma de origem, uma atividade
denominada colonizagdo assistida ou translocacao (Volis e Blecher 2010, Or-
senigo 2018). Nesse contexto, alguns estudos tém demonstrado que o uso de
um numero suficiente de individuos utilizados no plantio representa o prin-
cipal fator de contribui¢do para o sucesso de colonizagao assistida (Deredec
e Courchamp 2007, Godefroid et al. 2011, Silcock et al. 2019). Esse fato €, de
certo modo, compreensivel, devido a mortalidade decorrente de problemas
de aclimatacdo e transporte entre ambientes distintos.

A instalacdo de novas populagdes ou translocagdes pode ocorrer por
propégulos vegetativos, como mudas cultivadas ex situy, estacas, e/ou plantas
inteiras resgatadas ou produzidas (incluindo adultos e mudas), semeadura
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direta ou pela transloca¢do do solo superficial que supostamente contenha
um banco de sementes das espécies-alvo (Silcock et al. 2019). Para plantas
aquaéticas, a introducdo de novos individuos torna-se um pouco mais com-
plexa, em especial quando a espécie é subaquatica, podendo haver a ne-
cessidade de mergulho para a introdugdo dos propédgulos. Dessa forma, a
implementagao de tratamentos que melhorem a sobrevivéncia dos propagu-
los e minimizem os choques de translocagao é fator importante de melhoria
para atender aos critérios de sucesso de curto e médio prazos.

O presente item apresenta métodos que facilitariam o estabelecimen-
to de plantulas subaquéticas de I cangae por meio de plantio direto sem a
necessidade de mergulho. Esta espécie subaquética é encontrada a até 6 m
de profundidade exclusivamente em um tinico lago permanente, conhecido
como Lago do Amendoim, localizado a 730 m de altitude na Serra Sul dos
Carajés (Troia et al. 2016), expondo a necessidade de metodologia especifica,
ou seja, que ndo conta com ampla bibliografia de apoio.

Existem apenas dois casos de translocacdo para espécies do género
Isoétes registrados na literatura. O primeiro foi a reintrodugdo documentada
de I louisianensis Tiferet em 2008 nos EUA, embora o trabalho no tenha
sido publicado (Faulkner et al. 2009). O segundo caso foi a translocagao de 1.
malinvernianaCes. e De Not paraum corpo d’dgua restaurado dentro dareserva
“Bosco del Vignolo” (Abeli et al. 2018). A espécie I. malinverniana também é
classificada como criticamente ameagada por possuir distribui¢do endémica na
planicie do Rio Po, uma regido com intensa atividade agricola no norte da Italia
(Abeli et al. 2018). Nesse caso, individuos adultos da espécie foram inseridos
no sedimento do curso d’adgua, e uma rede plastica foi fixada entre as plantas
a fim de evitar o desenraizamento pelo fluxo de dgua. Abeli e colaboradores
(2018) também desenvolveram um protocolo eficaz para a regeneragao de I
malinverniana in vitro, que forneceu a base para o desenvolvimento de uma
populacdo ex situ fundamentado na regeneragdo de esporéfitos obtidos a partir
de uma cultura mista de macrésporos e micrésporos em placas de agar-agua e
posterior transferéncia para frascos de vidro contendo agar, suplementado com
sais do meio Murashige e Skoog (Abeli et al. 2018).

Assim como I malinverniana, a espécie I cangae também precisa de
medidas urgentes de conserva¢do que incluem nio s a protegdo de seu
habitat, mas também o desenvolvimento de populacdes ex situ, a partir de
acdes de colonizacdo assistida. Dessa forma, apresentaremos a seguir alguns
métodos utilizados em simulag¢des preliminares de propagacdo da espécie
em ambiente controlado, a fim de descrever a funcionalidade de cada método
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e subsidiar escolhas em trabalhos futuros em larga escala, tanto para cultivos
ex situ como in situ, e até mesmo de outras espécies de plantas subaquaticas.

10.2.1 Germinacdo de plantulas sob matrizes de gel

Essa técnica foi elaborada com a intencdo de ter plantas fixadas em
uma base gelatinosa para facilitar o transporte e a introducao da espécie
em novo ambiente. A produgdo das plantulas com crescimento em matriz
de gel ocorreu ap6s a fecundagao dos esporos femininos (megasporos). Um
total de 600 megédsporos maduros foram utilizados, obtidos de 20 megas-
porangios de dez plantas diferentes e misturados a um pool de esporos
masculinos, obtidos de 20 microsporangios maduros de dez plantas distin-
tas. A mistura de esporos masculinos e femininos (1 mL) foi adicionada em
frascos tipo Falcon contendo 1, 2 ou 5 mL de 4gar (1 %) ou agarose (1 %)
no fundo e 25 mL de agua destilada. Os frascos foram mantidos a 25 °C
em camara de crescimento até as plantulas atingirem um més de idade.
Entdo, foi avaliada a capacidade de enraizamento das plantulas na matriz
de gel (figura 10.1). Ap6s o crescimento e o enraizamento das plantulas nas
matrizes de gel, essas foram colocadas na superficie dos aqudrios e soltas
para que afundassem, chegando ao fundo corretamente. Foi avaliado de
que forma a espessura da matriz gelatinosa (1, 2 ou 5 cm) afeta a imersao
das raizes até o fundo dos aquarios. Esse fator é importante para verificar
a fixagdo das raizes no substrato.

Figura 10.1 Plantulas de /soétes cangae germinadas em matrizes de gel. (A) Plantulas
enraizadas em matriz de gel de agarose de formato conico. (B) Varias plantulas jovens de /.
cangae unidas apos trés meses de cultivo em matriz de gel.
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Ap0s trés meses de cultivo, alguns pontos negativos foram observa-
dos nesse método: a) algumas matrizes inverteram-se ao descer pela coluna
d’agua, o que dificultou o desenvolvimento das plantulas; b) as matrizes
menos espessas (1 cm) permaneceram flutuando na coluna d’agua, o que im-
pediu o enraizamento das plantulas no substrato do aquério; c) nas matrizes
menos espessas (1 cm), observou-se que o nimero de plantas foi um fator
relevante a ser considerado, uma vez que causaram a flutuagdo da base ge-
latinosa; e d) as plantulas produzidas em matriz mais espessa (5 cm), apesar
de afundarem rapidamente, ndo tiveram suas raizes fixadas adequadamente
no substrato. Assim, as plantulas germinadas sob a matriz de 2 cm foram as
que melhor se estabeleceram, uma vez que as raizes atingiram o solo mais
rapidamente e se fixaram antes de a matriz se desfazer.

Entretanto, essa técnica nao se apresentou totalmente eficaz, uma vez que
poucas plantulas se estabeleceram no substrato, e aquelas que enraizaram no
solo mantiveram a regido do cormo (caule subterraneo bulboso) exposto quan-
do o gel desfez-se por completo. Além disso, a germinac¢do de varias plantulas
proximas em uma mesma matriz favorece a competigdo entre elas e reduz o
desenvolvimento dos individuos, o que poderia acrescentar mais etapas ao
processo de transplante, tornando o método mais laborioso (figura 10.1).

10.2.2 Transferéncia de plantulas para matrizes de gel

Diferente da técnica descrita anteriormente, o método atual intenta con-
seguir desenvolver, de forma facilitada, plantulas soltas na coluna de dgua
(oriundas da fecundagao natural das plantas adultas) bem como as plantulas
produzidas em laboratério. O método utilizou plantulas previamente gera-
das em dgua, com idade entre um e trés meses, que foram posteriormente
acrescentadas em adgar. Uma mistura de dgar-dgua 1 % foi vertida em placas
de Petri (150 mm x 25 mm), formando uma fina camada (< que 1 cm). Antes
de ocorrer solidificacdo do agar, um total de 25 plantulas de I. cangae foi in-
cluido no mesmo, com auxilio de pingas. Os discos de agar, ja solidificados,
contendo as plantulas foram retirados da placa e distribuidos no fundo de
aquarios ou béqueres (5 L) contendo substrato.

Como limita¢des, tornar-se-4 importante verificar o momento mais
propicio para adicdo das plantulas na matriz de agar, devido a temperatura
elevada do 4gar antes da sua solidificagdo. Ademais, os discos de dgar sao
frageis e necessitam de cuidados na sua manipulagdo. Apesar de ser uma
técnica mais laboriosa, o presente cultivo permite obter resultados promis-
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sores para o plantio de plantas aquaticas. Além disso, o presente método
permite maior controle sobre o niimero de individuos, uma vez que a selegao
de plantulas j& germinadas proporciona maior efetividade ao trabalho.

Cabe destacar que o estabelecimento das plantulas ao substrato pode ser
observado apés 15 dias, estando aptas para o transplante para novo substrato
ap6s trés meses de desenvolvimento (figura 10.2). A transferéncia de plantu-
las para a matriz dgar-dgua permitiu a sobrevivéncia e o estabelecimento de
aproximadamente 90 % dos individuos no substrato, o que é muito superior
ao método tradicional de plantio de plantulas manualmente no substrato (que
gera morte expressiva de plantulas sensiveis a esse tipo plantio).

Figura 10.2 Transferéncia de plantulas para matrizes de gel. (A) Plantulas de /. cangae
foram dispostas em gel agar-dgua 1 % semissolido com auxilio de pingas. (B) Disco de agar,
ja solidificado, contendo as plantulas que serdo depositadas no fundo de aquérios contendo
substrato composto por areia e turfa. (C) Plantulas de /. cangae ap6s dois meses da transferéncia
dos discos de agar para o fundo do aquario.

10.2.3 Producdo de sementes artificiais contendo megasporos
fecundados

Essa técnica foi desenvolvida com o intuito de facilitar o cultivo ex situ
e a introducdo da espécie em novo ambiente sem a necessidade de plantio
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manual. Com essa técnica é possivel individualizar melhor as plantas in-
troduzidas, o que reduz a competicdo das plantas estabelecidas, bem como
permite adicioné-las facilmente em novo ambiente. A producao de sementes
artificiais ocorreu a partir de esporos femininos (megasporos) previamente
fecundados, como citado anteriormente.

Apbs a mistura de esporos masculinos e femininos, eles foram mantidos
submersos em dgua destilada por 15 dias para que ocorresse a fecundagao. Os
megasporos fecundados foram separados em trés grupos, cada um contendo
200 megéasporos potencialmente fertilizados. Cada grupo de megasporo foi
retirado da dgua destilada, utilizando uma pipeta e dispersado em trés solu-
¢des com concentragdes diferentes de alginato de sédio (1 %, 2 % ou 3 %). As
solugdes de alginato, contendo os megasporos, foram transferidas para uma
bureta e gotejadas em uma solugao de cloreto de calcio 100 mmol.L! (Mallén
et al. 2007, Saxena et al. 2019). As sementes formadas pelo englobamento
dos megasporos individualizados, ou ndo, foram mantidas na solugao de
cloreto por 30 minutos. Apds esse tempo, as sementes artificiais foram cole-
tadas com o auxilio de uma peneira e mantidas em dgua destilada até a ger-
minacdo das plantulas. Apds a germinagao das sementes, as plantulas foram
distribuidas em aquarios, e o crescimento e o enraizamento foram avaliados
apos trés meses do semeio (figura 10.3).

|

Figura 10.3 Produgdo de sementes artificiais contendo megasporos fecundados. (A) Sementes
artificiais produzidas a partir do englobamento de megasporos previamente fecundados. (B)
Plantulas de /. cangae, germinadas em semente artificial, prontas para o plantio. (C) Detalhe de
plantula de /. cangae germinada em semente artificial.
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As capsulas formadas em 2 % ou 3 % de alginato afundaram na coluna
d’dgua, e as plantulas perfuraram a cdpsula e conseguiram fixar-se no
substrato. De acordo com os presentes resultados, as sementes artificiais
produzidas em 2 % ou 3 % de alginato contendo megasporos fecundados
ou plantulas em desenvolvimento inicial foram os métodos mais eficientes
na introdugdo de uma espécie subaquatica por meio da introdugdo da
espécie de forma direta e facilitada. No entanto, as cdpsulas formadas em
1% de alginato foram as primeiras a emitir plantulas de I cangae, porém,
mostraram-se frageis e algumas malformadas. Além disso, as capsulas que
continham mais de um individuo ndo foram capazes de afundar, flutuando
na superficie ou no meio da coluna d’agua.

Adicionalmente, os cuidados necessarios limitam-se a selecdo prévia de
sementes fecundadas e plantulas ainda pequenas, uma vez que plantulas
maiores podem se soltar da cdpsula de alginato antes de ocorrer a fixacao
no substrato. Esse método ainda serd avaliado em larga escala, em ambiente
controlado, como o cultivo ex situ em mesocosmos e em ambiente natural
in situ. A produgdo das sementes artificiais foi o0 método mais eficaz até o
presente momento, pois apresenta as maiores taxas de plantas fixadas cor-
retamente no substrato. Essa técnica serd promissora para trabalhos futuros,
porque podera reduzir a necessidade de mergulhos para a introdugio da
espécie subaquaética in situ.

10.3 Banco de Germoplasma

Os bancos de germoplasma sdo ferramentas eficazes para a conservagao
ex situ de espécies ameagadas cuja fun¢do é manter, a longo prazo, a viabi-
lidade do material biolégico, a sua capacidade de crescimento, bem como a
sua integridade genética (Pence 2008, Ballesteros 2010). Fazendo parte dos
bancos de germoplasma, os esporos sao objetos de estudo ideais para a con-
servagdo ex situ de samambaias e licéfitas, uma vez que sdo estruturas pe-
quenas e, na maioria das vezes, faceis de armazenar e de se obter em grandes
quantidades (Dyer 1994, Pence 2008, Ballesteros 2010, Ibars e Estrelles 2012).
Cabe ressaltar que esporos clorofilados apresentam maiores contetidos hi-
dricos e taxas metabdlicas em comparagao com esporos nao clorofilados, fa-
zendo com que percam a viabilidade mais rapidamente apds a sua liberagao
no ambiente (Lloyd e Klekowski 1970).
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Quanto as condi¢des de armazenamento, a temperatura e a umidade
sdo, sem duvida, fatores primordiais para o sucesso da preservacao de ger-
moplasmas. Temperaturas ultrabaixas interrompem o metabolismo celular,
permitindo a manutencao da viabilidade de tecidos vivos durante longos pe-
riodos (Ballesteros et al. 2011, 2012, Li e Shi 2014, Ballesteros e Pence 2018).
Entretanto, quando submetidas a temperaturas (ultra) congelantes, as células
podem sofrer crioinjurias, as quais ocorrem devido a formacao de cristais de
gelo (De Souza et al. 2014). Os cristais de gelo afetam a integridade osmética,
coligativa e estrutural das células, resultando em rupturas fisicas e em danos
mecanicos as paredes, as membranas e as organelas (Benson 2008). Dessa for-
ma, a dessecacdo de esporos constitui também um passo fundamental para
evitar as crioinjurias (Ballesteros e Walters 2007). Uma alternativa é a adigao
de substancias crioprotetoras que evitam a formacao dos cristais de gelo, tais
como os acgucares (e. g., sacarose e trealose) e dlcoois (e. g., glicerol) (Wolkers
e Oldenhof 2021).

Com o intuito de investigar as condi¢des ideais para a preservacdo de
esporos femininos e masculinos (megésporos e micrésporos, respectivamen-
te) de Isoétes cangae, individuos adultos foram coletados no Lago do Amen-
doim e trazidos para laboratério. As folhas férteis de cada individuo foram
retiradas, e as bases foliares foram armazenadas em tubos Falcon contendo
agua até o inicio dos experimentos. Os esporangios foram destacados das
bases das folhas com o auxilio de pinga, classificados em femininos e mascu-
linos, e mantidos em dgua destilada.

Para o primeiro experimento, foram selecionados 15 esporangios mas-
culinos (microesporangios) e 15 femininos (megasporangios). O contetddo
dos microesporangios foi homogeneizado em 30 mL de 4gua destilada e, em
seguida, foram separadas aliquotas (n = 60) de 500 uL de solugdao de micrés-
poros. Apéds a centrifugacdo a 4gua dos tubos foi removida e foram adicio-
nados 2 mL de solucdo de glicerol a 1 %. As amostras de micrésporos foram
entdo transferidas para criotubos. De forma similar, foi preparado um mix
de megdsporos, provenientes dos 15 esporangios femininos, o qual foi subdi-
vidido em amostras (n = 60), cada uma com dez megésporos. As amostras de
megdasporos foram acondicionadas em criotubos de 2 mL contendo solugao
de glicerol 1 %. As amostras de micrésporos e megasporos foram divididas
em cinco condi¢des de armazenamento: 25 °C (temperatura ambiente), 8 °C,
-20 °C, -80 °C e -80 °C com imersao prévia de 15 min em nitrogénio liquido.
As amostras armazenadas em temperatura ambiente foram mantidas apenas
em agua.
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A viabilidade das amostras foi testada mensalmente durante um ano
por meio da microscopia de fluorescéncia, utilizando o reagente diacetato
de fluoresceina (FDA) a2 mg.L" (do Rego et al. 2021). Esse reagente permeia
a membrana celular e é metabolizado por esterases do citoplasma, gerando
um composto fluorescente impermedvel & membrana. A reten¢do do com-
posto indica a viabilidade celular.

Para a realizacao dos testes de viabilidade, as amostras submetidas ao
resfriamento/congelamento foram degeladas/descongeladas a tempera-
tura ambiente. Em seguida, as amostras estocadas em solucdo de glicerol
1% foram lavadas em 4gua destilada. Todas as amostras, inclusive as ar-
mazenadas em temperatura ambiente, foram entdo imersas em acetona por
10 min, incubadas em solucdo de FDA a 2 mg.L! durante 20 min no escuro e
depois lavadas trés vezes em dgua destilada. As amostras de megésporos fo-
ram transferidas para vidros de relégio e analisadas em estereomicroscépio
sob luz. Cada amostra de dez megasporos foi fotografada em campo claro e
em luz fluorescente para andlise do percentual de viabilidade. Aliquotas de
20 uL da solugdo de micrésporos foram transferidas para ldminas histold-
gicas, montadas em agua, e observadas em microscépio sob luz fluorescen-
te. Para cada tratamento foram montadas trés laminas e foram fotografados
dois campos por lamina. Na figura 10.4, observam-se megésporos e micros-
poros de I cangae submetidos ao teste com FDA.

Figura 10.4 Viabilidade celular de megasporos (A, B) e micrésporos (C, D) de /soétes cangae
fotografados em campo claro (A, C) e sob luz fluorescente (B, D).
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Durante o desenvolvimento do experimento, uma sexta condi¢ao foi
adicionada. Amostras (n = 6) de esporangios femininos e masculinos inteiros
foram selecionadas e acondicionadas em criotubos — um esporangio femi-
nino e um masculino em cada tubo — contendo 2 mL de soluc¢do de glicerol
a 1 %. Essas amostras foram armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C)
durante um ano e analisadas quanto a sua viabilidade a cada dois meses. A
viabilidade das amostras foi atestada seguindo o mesmo protocolo descrito
anteriormente, com a diferenca de que os esporangios foram rompidos apds
o descongelamento. De cada esporangio feminino foram selecionados alea-
toriamente 20 megdasporos, e de cada microsporangio foi retirada uma ali-
quota de 500 uL da solu¢do de micrésporos, previamente homogeneizados
em 4gua, para a andlise da viabilidade, utilizando o FDA. A partir do oitavo
més de andlise, uma amostra adicional (dez megasporos e 100 uL de micrés-
poros) de cada periodo foi utilizada para realizacdo de testes de germinacao.
Para isso, os esporos foram cultivados conjuntamente em tubos Falcon de
50 mL contendo 4gua destilada e mantidos em sala de crescimento com tem-
peratura controlada de 25 °C e fotoperiodo 12 h/12 h (claro/escuro).

Os megasporos e os micrésporos armazenados em temperatura am-
biente apresentaram 35 % e 40 % de viabilidade, respectivamente, apés um
ano de armazenamento (figura 10.5). Os esporos mantidos a 8 °C ou -20 °C
e os micrésporos mantidos a -80 °C apresentaram viabilidade entre 40-45 %.
Os megasporos armazenados a -80 °C e os esporos imersos em nitrogénio
liquido, e acondicionados a -80 °C, apresentaram 60 % de viabilidade. O
acondicionamento em nitrogénio liquido foi a condi¢do que se mostrou mais
promissora, apés um ano de armazenamento, a porcentagem de viabilidade
celular foi de 80 % para micrésporos e 90 % para megasporos. Apesar do ele-
vado percentual de viabilidade dos esporos armazenados a -196 °C ao longo
de um ano, eles ndo foram capazes de regenerar novos individuos. Apenas
um megdsporo apresentou sinal de germinacéo. Acredita-se que o grau de
maturidade dos megdsporos armazenados esteja relacionado com a baixa
taxa de germinagao.
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Figura 10.5 Etapas da criopreservagdo de esporos de /soétes cangae. (A) Separagdo de
esporangios masculinos (acima) e femininos (abaixo) maduros. (B) Dessecagcdo de esporos
em dessecador contendo silica gel. (C) Armazenamento de esporos em galdo criogénico. (D)
Cultivo de plantas obtidas a partir do cruzamento de esporos criopreservados. (E) Esporofitos
com um ano de idade.

Com o intuito de testar um novo protocolo, esporangios recém-cole-
tados, provenientes de cinco individuos, foram cuidadosamente examina-
dos e classificados em masculinos e femininos e em maduros e imaturos.
Esporangios com parede de coloragdo marrom-escura foram selecionados
para obtencdo de esporos maduros (figura 10.5A). Megésporos maduros de
I cangae foram segregados por individuo em criotubos de 2 mL. Amostras
de micrésporos maduros suspensos em dgua destilada (1 mL) foram transfe-
ridas para tubos de 2 mL. Os tubos contendo micrésporos foram centrifuga-
dos, e o sobrenadante foi descartado. O excesso de d4gua dos tubos contendo
megdasporos foi retirado com auxilio de pipeta. Em seguida, os tubos foram
transferidos para um dessecador contendo silica gel ativa para a dessecagao
dos esporos (figura 10.5B). Ap6s atingirem peso constante, as amostras de
cada individuo foram repartidas em seis tubos. Metade das amostras foram
armazenadas em temperatura ambiente (25 °C), e a outra metade, em nitro-
génio liquido (-196 °C) (figura 10.5C).
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A viabilidade das amostras do segundo experimento foi acompanhada
por meio de testes de fecundacdo de esporos masculinos e femininos sub-
metidos as mesmas condigdes de armazenamento. A andlise do percentual
de germinagdo dos esporos é um dos procedimentos mais utilizados para
o monitoramento da viabilidade, e a medicao é feita a partir da contagem
do ntimero de esporos germinados em uma amostra contendo um niimero
conhecido de esporos (Galdn e Prada 2010). Nesse estudo, o percentual de
germinacao foi avaliado tomando como base o niimero total de megasporos.
A viabilidade foi testada no tempo zero e apds seis, 12 e 18 meses de arma-
zenamento das amostras. Amostras controle de megasporos e micrésporos,
nao submetidas a dessecacao, foram utilizadas para avaliar a viabilidade ini-
cial dos esporos.

As amostras frescas de megdsporos e micrésporos mantidas a tempe-
ratura ambiente apresentaram um percentual de germinagdo de 96 %. A
viabilidade dos esporos dessecados e armazenados a 25 °C reduziu grada-
tivamente com o tempo de armazenamento; apds 18 meses, o percentual de
germinacdo foi de 31 % (figura 10.6). Para as amostras dessecadas e conge-
ladas em nitrogénio liquido, o percentual de germinacdo variou entre 50-
76 %. Esse resultado indica que esporos dessecados e criopreservados sao
capazes de germinar apds o descongelamento e mantém-se apds 18 meses
de armazenamento mais vidveis do que esporos dessecados e mantidos a
temperatura ambiente.
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Figura 10.6 Percentual de fecundagdo de megasporos dessecados de /soétes cangae apds 12
meses de armazenamento em temperatura ambiente e em nitrogénio liquido.
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Para avaliar o desenvolvimento dos esporéfitos gerados a partir da fe-
cundacdo de esporos dessecados e criopreservados durante um ano, parte
dos espordfitos gerados (n = 24) foram transferidos para frascos contendo
substrato do Lago do Amendoim, coberto por uma fina camada de areia, e
preenchidos com agua corrente. A partir de trés meses de idade, os espo-
réfitos foram mantidos em potes de 2 L contendo Jiffy®, sedimento do lago
e areia na proporcado 4:2:1 (figura 10.5D). Os potes foram preenchidos com
agua corrente, sendo o volume de dgua ajustado conforme o crescimento das
plantas. As plantas foram cultivadas em sala de crescimento com temperatu-
ra controlada de 25 °C e fotoperiodo 12 h /12 h (claro/escuro). Apds seis e 12
meses de crescimento das plantas foram contabilizados o niimero de folhas
e o de esporangios, e foram mensurados o comprimento foliar e o radicular
dos espordfitos.

Os esporoéfitos gerados a partir de esporos criopreservados apresenta-
ram, ap0s seis meses de vida, por volta de dez folhas, 12 cm de comprimento
foliar e 7 cm de comprimento radicular. Apés um ano de desenvolvimento,
as plantas apresentaram, aproximadamente, 32 folhas e comprimento fo-
liar e radicular de 26 e 12 cm, respectivamente (figura 10.5E). Das 32 folhas,
aproximadamente metade estava fértil, sendo que metade dos esporangios
se encontrava maduros. Espordéfitos com um ano de idade provenientes de
esporos dessecados e mantidos a temperatura ambiente apresentaram 32 fo-
lhas, com comprimento foliar méaximo de 18 cm e 13 cm de comprimento
radicular. Essas plantas apresentaram aproximadamente 16 folhas férteis,
sendo que um terco delas abrigavam esporangios maduros. Esses resulta-
dos indicam que esporos criopreservados sdo capazes de gerar individuos
saudaveis cujo desenvolvimento assemelha-se ao dos individuos gerados a
partir de esporos dessecados e mantidos a temperatura ambiente, diferindo
por apresentarem maior alongamento foliar e maior nimero de esporangios
maduros. Os individuos provenientes de esporos congelados apresentaram
um numero de folhas semelhante ao observado em plantas com um ano de
idade obtidas a partir de esporos frescos, e um niimero maior de folhas fér-
teis em relacdo a essas mesmas plantas (aproximadamente 34 folhas, sendo
um tergo fértil — capitulo 6).

Ademais, nesse estudo foi comprovado que megasporos e micrésporos
de I cangae ndo sao clorofilados, exibem uma relativa tolerancia a dessecagdo
e sdo capazes de se manterem vidveis em temperaturas ultrabaixas. A
dessecagdo dos esporos inibe grande parte das atividades enziméticas, o
que, em conjunto com baixas temperaturas, reduz as taxas respiratérias e
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metabdlicas das células, permitindo a manutengao de sua viabilidade durante
longos periodos (Harrington 1963). Além disso, o baixo contetido hidrico eleva
a viscosidade citoplasmatica, o que desacelera a formacado dos cristais de gelo
em temperaturas congelantes e facilita a sobrevivéncia dos esporos (Wesley-
Smith et al. 2004). O declinio do percentual de fecunda¢do dos esporos apds
um ano de armazenamento evidencia a necessidade de novos estudos para
comprovacao da eficiéncia do protocolo.

Grandes lacunas ainda existem no entendimento das condigdes fisio-
l6gicas ideais para a preservagdo de esporos de samambaias e licéfitas e os
impactos do armazenamento a longo prazo na longevidade do material pre-
servado (Ballesteros et al. 2012). Apesar do grande nimero de espécies de
Isoétes ameagadas encontradas nos trépicos, ainda sdo escassos os progra-
mas de conservacdo ex situ para elas (Caldeira et al. 2019). Diante do expos-
to, o desenvolvimento de protocolos para preservacao de esporos e cultivo
de plantas in vitro é fundamental para constitui¢do dos bancos ativos de ger-
moplasma e, em conjunto com a¢des de conservagdo in situ, imprescindiveis
para garantir a diversidade genética de espécies ameacadas.

10.4 Microrganismos Potenciais para Promoc¢do do Crescimento
de /soétes cangae

Em héabitats naturais, diferentes comunidades microbianas estdo asso-
ciadas as diferentes espécies de plantas e podem exercer um papel benéfico
ao crescimento delas, em uma relagdo de simbiose. Os microrganismos en-
volvidos nessas associa¢des possuem grande importancia biotecnolégica, ja
que sdo produtores de metabdlitos secundarios que afetam a fisiologia das
plantas (Strobel e Long 1998, Azevedo 2000). Nesta segao serao apresentados
estudos desenvolvidos com isolados bacterianos e esporos de fungos micor-
rizicos que tém se mostrado promissores por seu potencial biotecnoldgico e
de promocao de crescimento vegetal, tema ainda pouco explorado na biblio-
grafia no que tange a associagdo com I. cangae.

10.4.1 Bactérias endofiticas

A selecdo e a aplicacdo de in6culos contendo microrganismos promoto-
res de crescimento de plantas surgem como uma alternativa biotecnolégica
sustentavel para mitigar os efeitos deletérios nos cultivos vegetais, uma vez
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que atuam promovendo o crescimento direto ou indireto, como agentes de
controle biol6gico de doencas de plantas (Kuss et al. 2007, Asghar et al. 2002).

Amorim e Melo (2002) destacaram que as bactérias benéficas podem
auxiliar em todo o ciclo das plantas, possibilitando aumentos na taxa de ger-
minagdo, desenvolvimento de érgdos reprodutivos e aumento de produti-
vidade. Diante do exposto, o presente estudo investigou o desempenho do
crescimento da planta nativa I cangae, por meio da aplicagdo de bactérias
endofiticas em elevadas concentragdes, segundo os estudos de Adhikari et
al. (2001), Bai e Smith (2003), Castro et al. (2007) e Chanway et al. (2000).

Inicialmente, foram realizadas as seguintes etapas: isolamento de bac-
térias endofiticas associadas a I. cangae, caracterizacdo morfolégica, identifi-
cacdo molecular e avaliagdo do potencial de fixagao de nitrogénio, produgao
de acido indolacético (AIA) e sider6foros, além da mineralizagdo de fosfato
(Ribeiro et al. 2018).

Ap6s a avaliagdo do potencial de promogdo de crescimento de 49
isolados bacterianos, quatro estirpes identificadas como Acinetobacter soli
(OC10 e LF5), Enterobactersp. (NF8), e Bacillus sp. (NR4) foram selecionadas
para montagem dos consoércios bacterianos. Todas as estirpes selecionadas
apresentaram potencial de fixacdo de nitrogénio e mineraliza¢do de fésforo.
O potencial de producao de sideréforos foi observado para as estirpes OC10,
NEF8, enquanto a producdo de 4cido indol acético (AIA) foi detectada para
as estirpes OC10, NF8, NR4. Em seguida, tendo em vista a montagem de
um consoércio bacteriano, o perfil antagonista das estirpes selecionadas foi
avaliado por meio da técnica cross-streak, de acordo com Velho-Pereira e
Kamat (2011). A antibiose e/ou competigdo por espaco e nutriente, exercida
entre bactérias, pode prejudicar o cultivo simultaneo de microrganismos
(Velho-Pereira e Kamat 2011). Tal fato pode ser decorrente de diferentes
mecanismos, tais como sintese de substancias antimicrobianas, secre¢ao
de enzimas liticas, alteracdo de pH e/ou sintese de compostos volateis,
representando perdas ou inibigdo entre as espécies bacterianas, quando
cultivadas em consorcio (Li et al. 2012).

Os consorcios foram constituidos a partir das seguintes colonias bacte-
rianas: consorcio 1:0C10, correspondente a espécie Acinetobacter soli (fixa-
dora de nitrogénio, produtora de sideréforos e mineralizadora de fésforo);
NF8, correspondente ao género Enterobacter sp. (produtora de AIA, fixadora
de nitrogénio, produtora de sideréforos e mineralizadora de fésforo); NR4,
Bacillus sp. (fixadora de nitrogénio, mineralizadora de fésforo e produtora
de AIA). Cabe destacar que um segundo consércio também foi desenvolvi-
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do, aplicando os isolados LF5 (fixadora de nitrogénio, produtora de sidero-
foros e mineralizadora de fésforo), correspondente a Acinetobacter soli, em
associacdo a NF8 e a NR4, previamente descritas.

Em fungéo dos resultados obtidos, dois consoércios distintos foram de-
senvolvidos: o primeiro (C1), constituido pelas estirpes OC10, NF8 e NR4, e
o segundo (C2), pelas estirpes LF5, NF8 e NR4.

10.4.1.1 Ensaios de inoculagao: plantas jovens e adultas oriundas do
Lago do Amendoim

Os ensaios foram realizados no Viveiro do NUPEM/UEFR], onde as
plantas foram aclimatadas em substrato arenoso e Jiffy®, devidamente esteri-
lizados e adicionados de dgua destilada na proporgao 1:10 (substrato: agua).
O desenho experimental continha 30 plantas em microcosmos: 15 plantas
jovens, oriundas do Lago do Amendoim, e 15 plantas adultas, oriundas do
Lago do Amendoim. Ademais, as plantas adultas foram podadas ao inicio
dos ensaios de forma que as folhas e as raizes se mantivessem em proporgdes
semelhantes ao inicio dos ensaios. Os tratamentos 1, 2 e 3 consistem no cul-
tivo de I. cangae por meio da aplicagao dos consércios denominados C1, C2,
bem como controle (sem adi¢do de microrganismos), respectivamente. Para
cada tratamento foram utilizados cinco individuos de I. cangae.

Os microrganismos foram ativados em caldo LB na proporgdo de 10 %
v/v,incubados a 28 °C a 100 rpm por 18-24 h. A inoculagado no sedimento foi
feita por meio de seringas estéreis, apds centrifugacao 8 000 rpm e ressus-
pensdo em solugdo salina 0,9 % v/v (adaptado de Somasegaram et al. 1985,
Ribeiro et al. 2018). Apds seis meses de cultivo com os inoculantes adiciona-
dos as plantas jovens a cada trés meses, oriundas do lago, os resultados do
tratamento 1 se mantiveram visualmente mais favoraveis, no que tange a
robustez radicular, bem como foliar, quando comparados ao controle, con-
forme observado na figura 10.7A e B.
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Figura 10.7 (A) Crescimento de plantas jovens sem inoculante bacteriano (controle). (B)
Efeito da aplicagdo do consorcio 1 (C1) em plantas jovens oriundas do Lago do Amendoim,
apo6s cultivo em viveiro. (C) Individuo de /. cangae cultivado com o C1 ap6s trés meses, sob
condicdes extremas de temperatura e desidratagdo.

Os resultados referentes as plantas jovens, demonstrados na figura 10.8,
assim como das plantas adultas coletadas no Lago do Amendoim, indicam
que os melhores resultados foram obtidos pela aplicagdo do consércio 1
diante das plantas jovens e pela aplicagdo do consércio 2 nas plantas adul-
tas. As variaveis de resposta representadas pelo niimero de folhas e tamanho
médio das folhas, ap6s cultivo vegetal, ndo apontaram variagdes significati-
vas entre os tratamentos citados. No entanto, o comprimento médio da raiz
diferiu significativamente (p < 0,05), por meio do teste ANOVA, em ambos
0s ensaios com plantas jovens e adultas, realizado com os tratamentos 1 e 2.
O consércio 1 (C1) destacou-se dos demais, indicando melhorias no cultivo
vegetal. Segundo Mantelin e Touraine (2004), os efeitos positivos causados
pela adicdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal estdo sempre re-
lacionados a alteragdes morfoldgicas da raiz, corroborando para o resultado
do referido desenho experimental.
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Figura 10.8 Crescimento de folhas e raiz da planta /. cangae (plantas jovens) oriundas do
Lago do Amendoim, a partir de diferentes tratamentos com inoculantes bacterianos (C1, C2) e
controle.

Cabe ressaltar que o tratamento com o consdrcio 1 também desta-
cou-se dos demais em ambos o0s ensaios com plantas provenientes do Lago
do Amendoim (jovens e adultas), no que tange a maior sobrevivéncia em
condigdes extremas de seca, temperaturas elevadas durante o periodo de
trés meses (03/2020 a 05/2020) (figura 10.7C). Neste sentido, os inoculantes
mostraram-se promissores ao crescimento radicular e a manutencao vegetal,
beneficiando-o fisiologicamente e possibilitando maior tolerancia ao estresse
ocasionado por fatores abiéticos e bidticos. Os resultados corroboram para
os estudos de De Souza et al. (2021), que verificaram melhorias significativas
no cultivo do milho, por meio da aplicagao de diferentes estirpes de Bacillus
spp., género que também foi incluido na confec¢do dos consércios de bacté-
rias utilizados neste trabalho. A figura 10.7C ilustra um individuo de I. can-
gae cultivado com o tratamento 1, indicando que a aplicagdo desse consércio
possibilitou a manutencdo dele em condigdes extremas.

10.4.1.2 Ensaios de inoculagdo: plantas jovens oriundas dos tan-
ques de cultivo

Os resultados descritos acima permitiram a realizagdo de ensaios de ino-
culagdo para investigar o crescimento de Isoétes cangae oriundas de tanques
de cultivo. Os ensaios foram realizados nas condi¢des descritas anteriormen-
te, sendo utilizado o desenho experimental com 15 plantas em microcosmos,
sendo cinco individuos de I cangae para cada tratamento.

Ap0s seis meses de cultivo com os consércios adicionados nas plantas
oriundas dos tanques de cultivo, os resultados dos tratamentos com os iso-
lados bacterianos mantiveram-se positivos quando comparados ao controle,



Capitulo 10 < Técnicas e Inovagdes para a Produgdo, o Plantio e a Conservagdo de /soétes cangae » 243

apresentando melhorias de até 50 % do crescimento plantular na presenca
do consércio. Os melhores resultados foram obtidos pela aplicagdo do con-
sorcio 1, seguido do Controle.

O comprimento médio da raiz diferiu significativamente (p < 0,05) por
meio do teste ANOVA realizado entre os diferentes tratamentos. As demais
varidveis de resposta do cultivo vegetal, representadas pelo nimero de fo-
lhas no cultivo das plantas, tamanho médio das folhas, apresentaram-se su-
periores, embora ndo tenha ocorrido diferenga estatistica significativa. No
entanto, as plantas adicionadas de inoculantes apresentam-se mais robustas,
além do comprimento foliar e de varidveis quantificados, conforme reporta-
do por De Souza et al. (2021).

Os ensaios indicaram que as espécies de I. cangae cultivadas nos tanques
também demonstraram variagdes expressivas quanto ao monitoramento de
espécies bacterianas presentes no cultivo em relacdo ao Lago do Amendoim.
Nestes casos, o uso dos inoculantes nas plantas cultivadas nos tanques sao
de suma relevancia para manutencdo das bactérias endofiticas promotoras
do crescimento vegetal. Consideramos, entdo, que as plantas que possuem
deficit de microrganismos presentes no ambiente de crescimento/cultivo
podem ser fortemente beneficiadas com o uso dos inoculantes. Salienta-se
que, mesmo as plantas jovens e adultas, oriundas diretamente do Lago do
Amendoim (ambiente endémico), obtiveram respostas relevantes em relagao
ao tamanho de raiz, bem como robustez, assim como ntimeros favoraveis
em termos de disponibilizacdo de nitrogénio e fésforo, e maior resisténcia a
condigdes abidticas extremas, também constatado por Etesami et al. (2018).

Chi et al. (2005) também verificaram que a inocula¢do de bactérias in-
fluenciou na area foliar e na biomassa da parte aérea, atribuindo tais altera-
¢Oes ao aumento na capacidade fotossintética. Segundo De Andrade et al.
(2019), um consorcio contendo o género Enterobacter sp., produtor de AIA e
fixador de nitrogénio, conforme conduzido no presente trabalho, foi aplica-
do periodicamente na espécie Fragaria ananassa e possibilitou melhorias do
crescimento na parte aérea do vegetal. Adicionalmente, Kleingesinds (2010)
reportou que a aplicagdo de Acinetobacter sp., género bacteriano presente
também neste estudo, promoveu um acréscimo no ntimero de folhas sem au-
mento do comprimento foliar, indicativo este favoravel para a fisiologia e a
resisténcia da planta a estresses abidticos. Neste sentido, outros estudos cor-
roboram para os resultados apresentados nos presentes ensaios. Diante do
exposto, os resultados alcancados apresentaram-se extremamente positivos
no que concerne aos tratamentos com aplicacdo do consércio de inoculantes.
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Portanto, o presente estudo refor¢a a importancia dos microrganismos
promotores do crescimento diante da satide de espécies vegetais. Além dis-
so, 0s inoculantes bacterianos podem conferir maior resisténcia a possiveis
infec¢Oes nas proximas geragdes de I[soétes cangae. Perspectivas proveem
o desenvolvimento de diferentes estratégias de inoculagao dos consoércios,
com base na ampliacdo de escala e no desenvolvimento de tecnologias para
imobilizagdo de células, de forma a proporcionar maior habilidade para al-
guns microrganismos fixarem-se em diferentes ambientes, promovendo re-
sultados melhores de crescimento/produgao dos consércios bacterianos.

10.4.2 O potencial de fungos micorrizicos arbusculares em /soétes
cangae

Os fungos micorrizicos, em geral, associam-se as raizes das plantas sem
lhes causarem doengas e estabelecem uma relagdo de mutualismo em que am-
bos se beneficiam. Esses fungos aumentam a capacidade de absor¢do de agua
e nutrientes das plantas enquanto essas fornecem aos fungos carboidratos e
vitaminas essenciais para o seu desenvolvimento. Aproximadamente 80 %
das espécies de plantas terrestres formam simbiose micorrizica com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) (Wang e Qiu 2006). A bibliografia sobre o
tema mostra que os FMAs tém papel importante no crescimento, e a fisiolo-
gia das plantas hospedeiras podem aumentar a competitividade da planta,
com consequéncia importante na estrutura da comunidade vegetal (Sikes et al.
2009, Vander Heijden e Horton 2009, apud Fusconi e Mucciarelli 2018). Além
de trazer beneficios as plantas com quem estdo associados, os FMAs podem
também influenciar positivamente o ambiente em que se encontram, uma vez
que sdo amplamente conhecidos por sua participacdo na fitorremediacdo de
ambientes impactados pelos mais diversos tipos de contaminantes.

Devido a importancia crescente dos fungos, em especial os FMAs e o
seu papel na biotecnologia como biorremediador, um desdobramento das
pesquisas com I. cangae tem sido a busca pela identificagdo de FMA asso-
ciado a essa espécie de planta. Dessa forma, I cangae pode apresentar efeito
fitorremediador, principalmente devido a associacdo com FMAs especificos,
tornando uma espécie ttil para cultivo em &reas com aguas oligotréficas
contaminadas com metais. A reduc¢do na biodisponibilidade de metais no
solo e na d4gua pode ter papel fundamental na recuperacdo desses ambientes
utilizando uma espécie nativa.
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Para a identificacdo de espécies de FMA presentes nas raizes e rizosfera
da I cangae foi utilizada uma técnica denominada cultura-armadilha. Essa
técnica é comumente utilizada para multiplicar os esporos, ja que em campo
é mais dificil de se conseguir uma quantidade grande de esporos vidveis
representantes de todas as espécies na associacdo. Assim, foram montados
potes de cultura utilizando areia e substrato Jiffy® autoclavados e a raiz da 1.
cangae proveniente do campo como indculo. A planta hospedeira escolhida
foi a Brachiaria brizantha, por ter a maior biomassa radicular e rapido cresci-
mento. Os cultivos foram podados a cada trés meses e passaram por regimes
de estresse hidrico programados para estimular a produgdo de esporos de
FMA.

Ap6s um ano do cultivo, os esporos foram extraidos do substrato pela
técnica do peneiramento imido e centrifugagdo com solucdo de sacarose
60 % (Gerdermann e Nicolson 1963, Brundrett et al. 1996). Os esporos ex-
traidos ainda estdo em processo de identificagio morfoldgica e molecular
(figura 10.9).

10 pm 20 um

0 um 10:m

Figura 10.9 Morfotipos de esporos ja obtidos por meio da técnica de cultura armadilha.

Como perspectiva futura, a identificacdo dos esporos obtidos com a téc-
nica cultura-armadilha, bem como das comunidades de FMA associadas a I.
cangae sera realizada por meio de técnicas moleculares, utilizando gene-alvo
especifico para esse grupo de interesse de fungos micorrizicos.
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Resumo

O presente capitulo resume os avangos alcangados por meio das pes-
quisas apresentadas nos diferentes capitulos, focando em como este conheci-
mento estd sendo util para subsidiar agoes efetivas de conservagao da espécie
Isoétes cangae. Em suma, os estudos possibilitam avancos na conservagao in
situ e ex situ de I cangae, por meio de diferentes estratégias, incluindo a co-
lonizagdo assistida em outros corpos hidricos naturais da Floresta Nacional
de Carajés e em sistemas artificiais. Os resultados obtidos até o momento es-
tdo sendo utilizados para embasar a criagdo de um programa de conservacao
da espécie, atendendo as demandas dos 6rgdos ambientais relacionadas ao
licenciamento ambiental do Projeto Ferro Carajas S11D. Destaca-se também
que as pesquisas estdo em total consonancia com a politica nacional da bio-
diversidade do Brasil e com a legislagdo ambiental do pais, que tém como
foco principal a conservacdo da biodiversidade e a utilizagao sustentdvel de
seus recursos. Por fim, sdo apresentadas algumas a¢des que ainda estdo em
andamento no ambito da parceria de pesquisas entre a Universidade Fede-
ral do Rio de Janeiro (UFR]), o Instituto Tecnolégico Vale Desenvolvimento
Sustentavel (ITVDS) e a Vale.

Palavras-chave: translocagdo de conservacdo, colonizacdo assistida, conservacdo ex
situ, cultivo em larga escala, monitoramento genético.
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11.1 Introducao

Os capitulos anteriores reuniram diversas pesquisas produzidas por
mais de 40 pesquisadores, de graduandos até pesquisadores seniores, das
areas de taxonomia, fisiologia, ecologia, botanica, genética, quimica e micro-
biologia, provenientes da UFR] e do ITVDS. Essas pesquisas, desenvolvidas
em parceria com a Vale S.A., sdo multidisciplinares e visam produzir conhe-
cimento fundamental para subsidiar tomadas de decisdo quanto a execugao
de agdes efetivas de conservacdo de Isoétes cangae, e que podem ser replica-
das em outras espécies macroéfitas aquaticas.

No contexto conservacionista e da legislagdo ambiental brasileira des-
taca-se que as pesquisas desenvolvidas e aqui apresentadas estdao em conso-
nancia com a atual politica nacional da biodiversidade (Decreto n° 4 339, de
22 de agosto de 2002), cujo objetivo geral foi pautado na promogéo, de forma
integrada, da conservacgao da biodiversidade e da utilizacdo sustentdvel de
seus recursos, sendo regida por diversos principios, destacando:

i) os ecossistemas devem ser entendidos e manejados em um contexto
econdmico, objetivando reduzir distor¢des de mercado que afetam
negativamente a biodiversidade;

ii) a pesquisa, a conservagao ex situ e a agregacao de valor sobre com-
ponentes da biodiversidade brasileira devem ser realizadas prefe-
rencialmente no pafs;

iii)as agdes nacionais de gestdo da biodiversidade devem estabelecer
sinergias e a¢des integradas com convengdes, tratados e acordos in-
ternacionais relacionados ao tema da gestdo da biodiversidade;

iv)as a¢Oes de gestdo da biodiversidade devem ter carater integrado,
descentralizado e participativo, permitindo que todos os setores da
sociedade brasileira tenham, efetivamente, acesso aos beneficios ge-
rados por sua utilizac¢ado.

Cabe destacar ainda a Instru¢do Normativa (IN) ICMBio n® 6, de 03 de
fevereiro de 2022, que regula a coleta de sementes e demais propdgulos de
espécies vegetais nativas em unidades de conservacao federais, a qual evi-
dencia a necessidade de agdes cautelares de resgate e conservacdo ex situ
para fins de restauracdo de paisagens e ecossistemas ou de recuperagao po-
pulacional de espécies ameagadas, a luz do Sistema Nacional de Unidades
de Conservacao (SNUC).
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Nesse contexto, as pesquisas conduzidas pelo ITVDS se iniciaram em
2016, e, desde 2017, contaram com a participacdo protagonista da UFR], o que
representou um forte incremento no processo de produgao de conhecimento
e formagdo de recursos humanos. Os avancos obtidos, dado o niimero de
pesquisadores e institui¢des envolvidas, representam, sem divida, um dos
maiores e mais produtivos esfor¢os multidisciplinares para compreensao da
biologia e evolugdo de uma espécie em territério nacional. Espécie essa que,
no nosso entendimento, é um excelente modelo de estudo para conservagao
de macroéfitas aquadticas, cujo conhecimento gerado atualmente se encontra
sintetizado em mais de duas dezenas de artigos e capitulos de livros, além da
formagao de recursos humanos vinculados as pesquisas realizadas.

Por fim, as pesquisas cientificas para aprofundar o conhecimento so-
bre ecologia, reprodugdo, fisiologia, aclimatizagdo, propagacdo e execugdo
de protocolos de cultivo e translocagdo da espécie, até o presente momento,
geraram informagdes suficientes para subsidiar a criagdo de um programa
de conservacdo, atendendo as demandas dos 6rgdos ambientais relaciona-
das ao licenciamento ambiental vinculado ao Projeto Ferro Carajas S11D.
Os estudos também ja permitem avangar na conservagao in situ e ex situ de
I. cangae, utilizando diferentes estratégias, inclusive a colonizacado assistida
em outros corpos hidricos naturais da Floresta Nacional de Carajis e em
sistemas artificiais. Cabe destacar que as pesquisas desenvolvidas foram dis-
cutidas, formalizadas e aprovadas pelo Instituto Chico Mendes de Conser-
vacdo e Biodiversidade (ICMBio) e pela chefia da Unidade de Conservagao
(Floresta Nacional dos Carajas — PA), onde elas estdo sendo executadas por
meio das licengas SISBio de pesquisa e coleta n* 59 724, 64 187 e 78 698 e to-
das as suas condicionantes sdo integralmente atendidas.

Este capitulo final pontua algumas a¢des que ainda se encontram em exe-
cucao dentro da parceria de pesquisas entre a UFR], o ITVDS e a Vale S.A. Es-
sas acdes buscam o aumento de escala para a producao de plantas, necesséarias
aos ensaios de plantio em campo, com foco na colonizagdo assistida. Também
pontua os desdobramentos praticos, no contexto da conservagao de I. cangae,
do aprimoramento de alguns dos protocolos de analise dos biomarcadores de
estresse para o estudo de I. cangae em campo e resultado do estudo da dina-
mica populacional da espécie, que ainda demanda acompanhamento fitosso-
cioldgico e limnolégico ao longo de diversos ciclos sazonais.
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11.2 Instalagdo de Planta de Cultivo em Larga Escala

Em um contexto conservacionista, o cultivo de I. cangae em larga escala
é estratégico para a implementacdo de medidas ativas de conservacdo. Essas
medidas podem apresentar vantagens, tais como:

(I)manutengao de exemplares da espécie coletados em diferentes lo-
cais, preservando a diversidade genética da populacao;

(2)reserva de espécimes para a¢des de colonizagdo assistida sem ne-
cessidade de coletas adicionais na populacdo natural do Lago do
Amendoim;

(3)estudos da espécie em condicdes alternativas ao natural, abrangen-
do diferentes aspectos como plasticidade morfoldgica e fisioldgica ao
longo do ciclo de vida, com especificidades sobre nutri¢do, reprodu-
¢do e crescimento.

Quatro tipos de sistemas estdo sendo implantados para produgao vege-
tal em larga escala:

(1) produgdo de Isoétes em béqueres plasticos dispostos em viveiros do
NUPEM/UEFR]J;

(2) produgdo de Isoétes em uma planta experimental de biofabrica, man-
tida no laboratério do ITVDS;

(8) produgdo de Isoétes em aqudrios para semeadura, mantidos em am-
bientes abertos com iluminag¢&do natural direta no Viveiros de Mudas
de Carajas;

(4)producdo em larga escala de mudas de Isoétes em sistemas
controlados.

Um banco de espécimes é mantido ainda em sistema de quatro caixas
d’agua de 1 000 L, independentes, compondo uma populacdo geneticamente
diversa e que tem produzido, de forma natural, novos propéagulos. Todos
os modelos destinam sua producdo para sistemas de piscinas desenvolvi-
dos para rustificacdo de plantas antes que elas sejam transplantadas para
outros ambientes, ou utilizadas em experimentos. A estrutura montada per-
mite a producdo/manutengdo de 1800 plantas em diferentes estagios de
desenvolvimento, sem incluir as plantas em processo de rustificagdo, confor-
me apresentado no item seguinte.
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Toda essa estrutura ainda serd transferida futuramente dentro da Bio-
tabrica do Projeto Ferro Carajas S11D, a qual contemplara laboratérios para
produgao de mudas das espécies endémicas e restritas das cangas de Cara-
jas, incluindo aquelas mais raras e que produzem pequenas quantidades de
propéagulos para que agdes de conservagdo similares as ja implementadas
para o I. cangae possam ser executadas para toda a diversidade de plantas de
Carajés. Por fim, esse complexo de laboratdrios e viveiros servird ainda como
um centro de visitacdo e educacdo ambiental da empresa Vale, na regido de
Canaa dos Carajas.

11.3 Sistema de Rustificacao em Piscinas

O sistema de rustificagdo em piscinas tem a finalidade de replicar o am-
biente aquético da espécie. As plantas sio mantidas o tempo todo submersas
e fixadas ao substrato previamente testado na primeira fase do projeto. Esse
modelo representa uma forma de acomodagdo dos exemplares produzidos
ex situ. As piscinas de lona estdo instaladas em drea definida no Viveiro Flo-
restal de Carajas de Serra Norte.

Atualmente hd em operacdo seis piscinas de rustificagdo, sendo quatro
no Viveiro de Mudas de Carajas, incluindo: duas piscinas de 1,6 x 2,6 m?,
uma de 3,2x29m? e uma de 3,2 x 1,6 m*> e duas no NUPEM/UFR] de
1,6 x 2,6 m?. Essas piscinas atualmente comportam até 1700 plantas, em
sistema rotativo de producdo, suficiente para receber o volume de plantas
produzido e instalado nos sistemas experimentais. A producdo de novas
plantulas tem sido realizada por meio de fecundagdo dentro das préprias
areas de rustificagdo, somando novos espécimes ao contingente de mudas
produzidas.

11.4 Translocacao de /soétes cangae

O processo de translocagdo pela colonizagao assistida de uma populagao
representativa da diversidade genética original tem avancado de forma
experimental dentro dos lagos, dos alagados e das barragens. Estes estudos
consideram os resultados dos testes de interacido realizados em condigdes
experimentais de mesocosmos ex situ (em sistema montado no Viveiro
Florestal de Carajas) e in situ (instalados nos lagos e barragens), nos quais
os resultados indicam o Lago Trés Irmas — corpo 3 como o mais apropriado
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para o desenvolvimento de I. cangae quando considerados os componentes
fisico-quimicos do ambiente (dgua, sedimento, etc.), assim como a auséncia
de possiveis interagdes competitivas com outras macroéfitas.

Sobre a metodologia de plantio, os estudos seguem considerando a rea-
lidade dos lagos, dos alagados e das barragens, os testes de estabelecimento
assistido, os resultados dos experimentos-piloto e todo o arcabougo de co-
nhecimentos ja produzidos. Os espécimes de I. cangae estao sendo colocados
em densidade superior a obtida por meio de estimativas conservadoras de
populacdo minima vidvel (Dalapicolla et al. 2021), além de respeitar o conhe-
cimento obtido a partir de levantamento demogréfico em quatro diferentes
periodos: setembro de 2018, setembro de 2021, margo e outubro de 2022.

Os plantios consideram o estabelecimento direto no substrato, tendo
suas raizes posicionadas a uma profundidade de cerca de 10 cm no sedimen-
to, assim como a técnica semeadura com megasporos fecundados e manti-
dos em cépsula de alginato. Esta tdltima, técnica inovadora de produgédo de
sementes artificiais planejada para promover adensamento (capitulo 10).

Um aspecto relevante da colonizagao assistida sdo as interagdes ecolégi-
cas que se estabelecem entre a espécie manipulada e as ja residentes no novo
ambiente, que podem se impor como um desafio para o sucesso da coloni-
zagdo. Durante os experimentos-piloto realizados, foi detectada intensa ativi-
dade de herbivoria causada pela espécie exética invasora, Coptodon rendalli
(tilapia), introduzida no Lago Trés Irmas. Essa espécie tem sido apontada
como provavel responsavel pela baixissima diversidade no Lago Trés Irmas
(capitulo 8) e, caso ndo seja excluida, ficam inviabilizadas quaisquer agdes de
incremento de biodiversidade no corpo hidrico, incluindo a translocacao de 1.
cangae. As a¢des de despesca, atualmente em préatica no lago, com autorizacdo
e supervisdo dos gestores da unidade, tém se mostrado incipientes frente a
capacidade reprodutiva da espécie exética e demanda a aplicagdo de técnicas
mais eficientes. Contudo, outras técnicas, além da despesca, ndo foram auto-
rizadas pelo 6rgdo ambiental até o momento, mesmo considerando os argu-
mentos técnicos ja apresentados pela equipe de pesquisadores envolvidos e
as prerrogativas da IN ICMBio n° 06/2019, que dispde sobre a prevengao de
introdugdes e o controle ou erradicagdo de espécies exdticas ou invasoras em
Unidades de Conservacao Federais e suas zonas de amortecimento.

11.5 Monitoramento das Novas Populacdes de Isoétes cangae

Desde o inicio das pesquisas, estdo sendo realizadas andlises da res-
posta fisiol6gica das plantas e altera¢des das condi¢des ambientais encontra-
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das no Lago Trés Irmas e na Barragem do Gelado. Os testes ampliaram-se e
passaram a incluir exemplares de colonizagdes assistidas dispostas em ala-
gados na regido do Lago Trés Irmas. Esses testes vém permitindo avaliar
continuamente a dinamica populacional, incluindo as taxas de crescimento
e mortalidade, definindo a necessidade da implementagdo de estratégias de
replantio. A avaliagdo continua das populagdes também permite inferir sobre
0s possiveis resultados e consequéncias da translocagdo nos ambientes-alvo
e contribuird para a definicdo de novos ambientes favoraveis a estratégias
de aumento da area de distribuigdo da espécie, o que podera ampliar a 4rea
de ocorréncia da espécie e reduzir o risco associado a manutengao de sua
populagdo em hébitat restrito.

Com base no exposto, os estudos atuais tém avangado com os seguintes
objetivos:

i) avaliar as condi¢Ges abidticas e bidticas dos ambientes usados nos
testes de estabelecimento da espécie com aqueles registrados em seu
ambiente natural;

ii) correlacionar a colonizagdo de I. cangae com a presenca ou auséncia
de outras espécies de organismos.

Para avaliagdo das condic¢des limnolégicas dos sistemas, considerando
as variaveis abidticas e bidticas, coletas pontuais tém sido realizadas nos lo-
cais dos experimentos de colonizacdo assistida de I. cangae, além de outros
locais ja monitorados pelo projeto de pesquisa. Os levantamentos biolégi-
cos e as coletas de amostras para andlise de caracteristicas da dgua estdao
sendo realizados trimestralmente, devendo ser mantida essa periodicidade
enquanto o programa de monitoramento for executado, seguindo o ciclo sa-
zonal: inicio do periodo seco, fim do periodo seco, inicio e fim do periodo
chuvoso. Assim, espera-se identificar variacdes na comunidade vegetal, na
agua e no sedimento de acordo com a variagdo hidrica desses sistemas.

A) Varidveis abiéticas

A andlise das variaveis abidticas deve seguir por meio de registradores
autébnomos instalados nos lagos, barragens e no Lago do Amendoim (para
fins de controle). Esses equipamentos permitem a coleta de dados de diver-
sos parametros fisico-quimicos da 4gua em intervalo de poucas horas, for-
necendo um conjunto de dados temporalmente robustos. Paralelamente ao
monitoramento remoto, também é realizado um cronograma de coletas de
agua da subsuperficie para posterior anélise em laboratdrio.



Capitulo 11 < Consideragdes Finais e Perspectivas para a Conservagdo de /soétes cangae » 259

B) Comunidades bacterianas associadas a espécie Isoétes cangae
pos-translocacdao

As pesquisas relatadas nos capitulos 2 e 8 ja permitiram concluir que a
espécie apresenta uma biodiversidade bacteriana alta associada aos tecidos
da planta, sugerindo pouca dependéncia de microrganismos do sedimen-
to e da rizosfera, o que pode favorecer o seu estabelecimento em um novo
ambiente. No entanto, o monitoramento do impacto da incorporagao de mi-
crorganismos inoculados, bem como a influéncia de um “core” microbiano
associado as plantas e aos ambientes é um passo importante para definir o
estado de satide das plantas manipuladas em uma agao de colonizagao assis-
tida, atuando também como mecanismo de detecgdo de estresses.

11.6 Monitoramento Genético das Populagdes de Isoétes cangae

11.6.1 A diversidade genética e o monitoramento nas populacdes
pos-translocacio

A manutencdo da diversidade genética é um marco importante para a
maioria dos planos de conservagao de espécies (Mengxue et al. 2018) e um
objetivo da Politica Nacional de Biodiversidade. Estimar o nivel e o padrao
de variagdo genética dentro e entre as populagdes de espécies ameagadas é
necessdrio para fornecer informagdes fundamentais para a definicdo de es-
tratégias de conservagdo eficazes (Hoban et al. 2020, Laikre et al. 2020).

Em geral, a maioria das espécies com ampla distribuicdo tem alta di-
versidade genética, tanto entre quanto dentro das populag¢des. No entanto,
populagdes pequenas, muitas dessas raras e endémicas, podem apresentar
reduzida variabilidade genética em fun¢do do pequeno tamanho popula-
cional e sdo comumente diferenciadas em populacdes geneticamente tinicas
adaptadas as condigdes locais de sobrevivéncia e crescimento (Hamrick et
al. 1996, Lande 1988). Assim, as espécies de plantas com pequenos tamanhos
populacionais, em habitats isolados ou fragmentados, como I cangae, so-
frem maiores riscos de extin¢do devido a perda de variagdo genética causada
por deriva genética e endogamia (Barrett e Kohn 1991).

Com base no exposto, as informagdes obtidas pelos marcadores molecu-
lares na atual fase de pesquisa do projeto fornecem informagées importantes
e uteis sobre a estrutura das populagdes de I cangae. A diversidade genética
tem sido avaliada por meio de diversos tipos de marcadores (Santos et al.
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2019, Nunes et al. 2018). A partir desse estudo tem sido determinada diversi-
dade genética entre e dentro das populagdes, determinado com seguranca o
nimero minimo vidvel de espécimes que deverdo compor uma nova popu-
lagao estabelecida por colonizagao assistida.

Atualmente o valor que tem sido considerado, com base nas estimativas
mais conservadoras para a manutengao da diversidade e sustentabilidade
de uma populacdo introduzida, é de 2 200 espécimes. Esse tamanho popu-
lacional foi calculado com base nos estudos de marcadores moleculares, in-
cluindo ainda uma considerdvel margem de seguranga para o sucesso das
novas populagdes (Dalpicolla et al. 2021). As populag¢des serdo monitoradas
numérica e geneticamente na tentativa de produzir informagdes dinamicas,
permitindo o sucesso no processo de introducdo em novos ambientes e no
conhecimento sobre a biologia genética e a evolugado da espécie.

11.6.2 Marcadores de desenvolvimento e estresse no
monitoramento de plantas

O sucesso na colonizacdo assistida de uma espécie alvo de conservagao
em um novo hédbitat depende da aclimatizagao da espécie as variagdes nas
condig¢des oferecidas pelo novo ambiente. Nesse contexto, o uso de marcado-
res de desenvolvimento e estresse permitem uma anélise profunda e precisa
das condigdes fisioldgicas das plantas, viabilizando o monitoramento das fu-
turas populagdes de I. cangae resultantes de agdes de colonizacdo assistida.

Assim, estdo sendo analisados transcritos de genes-alvo relacionados
ao desenvolvimento e estresse que codificam enzimas antioxidantes e do
metabolismo energético (ex.: ATPases). Também estd sendo realizado o se-
quenciamento de RNA (RNA seq), para verificar os transcritos em plantas
submetidas a condigdes estressantes (como exemplo: alta/baixa luminosida-
de, estresse bidtico, escassez nutricional) e ndo estressantes a fim de selecio-
nar genes candidatos a marcadores para Isoétes.

11.7 ManutencdodaDiversidade Ex Situ—Banco de Germoplasma

A conservagao de germoplasma é um complemento da conservagao in
situ, constituindo uma ferramenta de seguranca adicional para a conserva-
¢do das espécies, garantindo a possibilidade de sua perpetuidade em condi-
¢Oes seguras e controladas, além de manter, permitir tentativas de reforgo
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populacionais e até mesmo reintrodugdes de populagdes extintas na nature-
za. A conservagao de germoplasma é realizada em temperaturas ultrabaixas
em que todos os processos metabdlicos sdo desativados, permitindo a manu-
tengdo durante longos periodos (Benson et al. 1998).

Na atual etapa de pesquisa, diversos protocolos de preservacgiao de
esporos estdo em teste. Os resultados denotam sucesso nos testes de crio-
preservagao de esporos dessecados em nitrogénio liquido e apontam o con-
gelamento em ultrafreezer como a alternativa mais vidvel para preservagao
de megasporos e micrésporos de I cangae. Além disso, os melhores percen-
tuais de germinagéo e geragao de espordfitos, a partir de esporos dessecados,
foram obtidos com essa abordagem, até o momento.

As pesquisas desenvolvidas mostram que os esporos de I. cangae se mos-
traram, tolerantes a dessecacdo, e os individuos jovens, oriundos de esporos
dessecados, apresentaram desenvolvimento normal. O protocolo desenvolvi-
do é funcional e representa o primeiro protocolo descrito para criopreservagao
de esporos de licéfitas. De forma complementar, esporos coletados em campo
também serdo enviados para a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN), conforme parceria estabelecida entre essa institui¢cdo e a Vale,
compondo assim um novo banco de material germinativo para a espécie.

11.8 Concluséo e Perspectivas Futuras

Nesta obra foram apresentados avancos cientificos e tecnolégicos sobre
biologia, ecologia e métodos de manejo desenvolvidos para I. cangae. Esses
avangos alcangados em quase dez anos de estudos sao um exemplo de como
o conhecimento voltado para a conservagao pode progredir a passos largos,
partindo da descoberta da espécie até se tornar uma das licéfitas mais bem
estudadas e conhecidas atualmente (Prado et al. 2023).

Entendemos que os avangos produzidos para a espécie microendémica
de macréfita amazoénica, I cangae, podem ser aplicados para a conserva-
¢ao de outras espécies vegetais, que estdo sob ameaga e possuem lacunas de
conhecimento similares. Assim, I cangae representa um modelo de estudo
pioneiro que merece destaque no contexto da Biologia da Conservacao e da
colonizagéo assistida como estratégia conservacionista. A atual maturidade
do conhecimento, gerado com foco na conservagao da espécie, a coloca na
fronteira de se iniciarem agdes ativas para sua conservagao. Também devem
ser consideradas as conclusdes sobre as melhores préticas que podem redu-
zir os riscos de técnicas de gerenciamento ineficazes e possibilitar o sucesso
na conservacdo de ambientes e espécies.
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Por fim, cabe mencionar que antecipar estratégias, concentrando esfor-
¢os nas etapas preventivas da hierarquia da mitigagao, reduz o intervalo de
tempo entre impacto (perdas de biodiversidade) e resultados de conservagao
(ganhos de biodiversidade), diminuindo as incertezas e os riscos a biodi-
versidade (Fernandes et al. 2022, Ekstrom et al. 2015, Gardner et al. 2013).
Cabendo destacar que essa foi a premissa que direcionou os esforgos de pes-
quisa aplicados na conservagdo de Isoétes cangae.

Esperamos que nos préximos anos mais a¢des similares sejam plane-
jadas e implementadas no Brasil, fruto de parcerias de 6rgaos ambientais,
centros de pesquisa e empresas publicas ou privadas. A¢des estas que ja con-
siderem a pratica da colonizac¢do assistida como uma politica ptiblica den-
tro das prioridades de conservacdo desenvolvidas pelos 6rgaos ambientais,
e pautadas pelo rigor técnico-cientifico, como aplicado internacionalmente
(Abelli et al. 2020, Abelli et al. 2017, Comander et al. 2018).
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DESAFIOS E PERSPECTIVAS

uma macrofita Endémica da Amazonia

Este livro representa um estudo profundo e fascinante da area da biologia da
conservacdo, campo académico que surgiu em resposta a crescente crise da
biodiversidade. Ele combina diversas disciplinas, incluindo ecologia, genética,
fisiologia e gestdao ambiental, para enfrentar os desafios Unicos da conservacao de
uma espécie aquatica endémica ancestral.

LN O livro destaca as espécies endémicas Isoétes cangae, em paralelo com a Isoétes

; serracarajensis, ambas descobertas nos Campos Rupestres Ferruginosos da Floresta

f Nacional de Carajas. Os lagos aqui abordados sdao rasos, mas biodiversos, e /(

\‘\. i apresentam caracteristicas incomuns, servindo de habitat para Isoétes cangae. Rv

o s Esse conjunto curioso de especificidades, do ponto de vista ecoldgico e botanico, |

"'f‘ - motivou a parceria entre o Instituto de Biodiversidade e Sustentabilidade (NUPEM-

[ A UFRJ), o Instituto Tecnoldgico Vale (ITVDS) e a Vale S.A. para conserva-la. O livro

SN discute a abordagem interdisciplinar necessaria para conservar essas espécies e seus

AN ecossistemas, incluindo pesquisas que vao desde a identificacao e as buscas pelas

7 espécies, o desenvolvimento de técnicas de propagacao e cultivo em larga escala, a

:/,;K determinagdo da estrutura genética de suas populagGes e testes em campo para

N verificacdo de adequabilidade de habitat.

N Destinado a estudantes, pesquisadores e entusiastas da ecologia, este livro é um guia
indispensavel para compreender aimportancia da conservacao da biodiversidade e as €
estratégias para alcancga-la. Ele oferece uma visdo Unica e valiosa sobre a
complexidade e a beleza do mundo natural, bem como a necessidade urgente de
protegé-lo. Finalmente, as informagdes geradas sao parte fundamental para auxilio
em gestdo publica de dreas destinadas ao manejo e ao uso sustentavel de recursos
naturais.
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