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RESUMO EXECUTIVO

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

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



ABSTRACT

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

Keywords: Aquatic plants. Plant growth. Canga. Carajas.
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1 INTRODUGAO
O género Isoetes L. compreende aproximadamente 250 espécies descritas

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

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

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



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

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

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

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



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

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

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

provenientes de lagos das cangas das Serras de Carajas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 SUBSTRATOS

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

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

dos substratos encontra-se na Tabela 1.

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

temporario (Serra Norte).

Propriedades Jiffy-7® TI3 N6

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

2.2 MATERIAL VEGETAL

Fonte: Autores, 2020.

O estudo foi conduzido a partir de esporofitos propagados em condigdes

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

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

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

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

processo de fertilizagao in vitro.

2.3 VARIAVEIS ANALISADAS

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

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

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

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

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

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

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

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

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

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

(Figura 3C) sugere o baixo nivel de estresse a que estdo submetidas, confirmando o
15



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

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

a P<0.05.
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Fonte: Autores, 2020.
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4 CONCLUSAO

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

esses resultados iniciais, sendo ainda necessarios.
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