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1 – Introdução: 

O relatório especial apresentado em Genebra pelo Painel Intergovernamental 

sobre Alterações Climáticas (IPCC) indica um aumento na temperatura global e 

mudanças nos padrões de precipitação de chuvas, sinalizando a importância do combate 

ao desmatamento, recuperação florestal, degradação do solo e mudança nas práticas 

agrícolas (IPCC, 2019).  

As alterações climáticas afetam o funcionamento de ecossistemas, eventos 

drásticos de seca por exemplo, promovem impactos negativos na Ecofisiologia das 

plantas como: a redução na condutividade hidráulica do xilema, condutância estomática 

e na fotossíntese, diminuindo a produção e o acúmulo de carboidratos e 

consequentemente o crescimento da planta (BRODRIBB, T. et al. 2020).  

A composição e o funcionamento das comunidades microbianas presentes no solo, 

também são afetadas por períodos de seca e, portanto, influenciam vários ciclos 

biogeoquímicos ancorados neste ambiente (BARDGETT; CARUSO, 2020). Políticas 

climáticas vistas no Acordo de Mudança Climática de Paris vem sendo trabalhadas com 

objetivo de diminuir a emissão dos gases de efeito estufa e o aumento da temperatura da 

superfície terrestre.  

Neste sentido, a União Internacional para a Conservação da Natureza (IUCN) 

destaca a restauração florestal como uma solução crucial baseada na natureza para mitigar 

as mudanças climáticas em curso, pois influencia o ciclo da água e aumenta os 

sumidouros de carbono (onde as absorções de dióxido de carbono são maiores do que as 

emissões), podendo reduzir os níveis de gases de efeito estufa na atmosfera.  

A restauração florestal com árvores nativas é uma alterativa importante para 

melhorar o funcionamento de ecossistemas florestais e a valorização da biodiversidade, 

resultando em ecossistemas, economias e sociedades resilientes para o desafio de combate 

às mudanças do clima.  No entanto, as iniciativas de restauração florestal com plantio de 

mudas nativas enfrentam várias restrições socioeconômicas, que incluem desde os altos 



custos de sua implementação até a carência de tecnologias e informações que subsidiem 

estas inciativas (MELO et al. 2013a, 2013b; BRANCALION et al. 2019). Os custos do 

plantio de árvores nativas em projetos de restauração são estimados na faixa de US $ 

2.000-3.000 por hectare no Brasil, e em torno de € 2.000-5.500 na Alemanha e na França 

(BRANCALION et al. 2019). Este custo elevado está relacionado a alta mortalidade de 

mudas de árvores no campo e a necessidade de replantio, uma vez que o estabelecimento 

das mudas consiste no estágio mais vulnerável às adversidades climáticas que ocorrem 

durante o período de restauração florestal (NOLAN et al. 2018).  

De modo geral, os locais de restauração possuem baixa disponibilidade de água, 

solo compactado e baixa cobertura do dossel, o que favorece a erosão e dificulta a 

infiltração da água no solo e sua absorção pelas raízes, aumentando a evapotranspiração. 

As mudas arbóreas são particularmente sensíveis à seca, principalmente por causa do 

tamanho limitado de seu sistema radicular, e muitos estudos demonstram o impacto 

negativo da limitação de água no desempenho de mudas de espécies de árvores tropicais, 

mediterrâneas e temperadas (PRETZSCH et al. 2014). Espera-se que esse problema se 

intensifique devido às mudanças climáticas, dificultando ainda mais o sucesso dos 

esforços de restauração florestal (NOLAN et al. 2018).  

Além disso, a demanda crescente para o uso intensivo do solo para a produção 

agrícola de alimentos tende a destinar áreas com solos mais degradados para os eventos 

de restauração, o que também afetaria negativamente o estabelecimento de mudas 

arbóreas nestes ambientes (FORD; HILLERISLAMBERS, 2020). De maneira geral, 

existe uma demanda urgente por estudos voltados ao entendimento da ecofisiologia de 

mudas arbóreas neotropicais nativas para incrementar as taxas de estabelecimento destas 

espécies para fins de restauração florestal.  

Mudas de árvores podem desenvolver respostas morfofisiológicas que permitem 

a aclimatação à seca, como à diminuição da transpiração (por exemplo, área foliar 

específica baixa, fechamento estomático), para melhor absorção de água (por exemplo, 

alocação de biomassa para enraizar em detrimento do rebento, alterações morfológicas 

em sistema radicular), à proteção contra o estresse oxidativo (por exemplo, indução de 

mecanismos antioxidantes) e à alta resistência à cavitação (por exemplo, diâmetro dos 

vasos do xilema pequeno) (NOLAN et al. 2018; BRODRIBB et al. 2020).  

Apesar das plantas desenvolverem suas estratégias de adaptação para sua elas 

também necessitam da parceria microbiana para juntos sobreviver e se defender das 

adversidades da natureza de Vries et al. 2020. A complexa interação entre plantas e 



microrganismos indica a necessidade de explorar sua interdependência para atingir uma 

alta taxa de sobrevivência de mudas de árvores em um local de restauração.  

Sendo assim, a criação de estratégias que favoreçam a interação das plantas com 

a microbiota benéfica surge como uma solução de base natural que poderia permitir a 

produção de mudas de árvores de alta qualidade com baixos custos econômicos, 

ambientais e sociais, favorecendo seu estabelecimento em áreas de restauração. O 

trabalho visa avaliar, em floresta atlântica sazonal, respostas das árvores e da microbiota 

do solo ao estresse hídrico, o que forneceria informações importantes sobre o 

funcionamento do ecossistema. A maioria dos estudos tem foco em respostas acima do 

solo, e a compreensão de como os extremos do clima afetam as comunidades microbianas 

do solo ainda é limitada (BARDGETT; CARUSO, 2020). Além disso, apesar da sua 

enorme biodiversidade a Mata Atlântica tem recebido pouca atenção sobre os impactos 

das mudanças climáticas em seus ecossistemas.   

Soluções baseadas na natureza visam explorar a diversidade microbiana do solo 

da floresta atlântica para selecionar consórcios de PAM adequados para a produção de 

mudas de alta qualidade que tenham maior tolerância à seca para otimizar a restauração 

do ecossistema. Apesar dos PAMs terem sido amplamente usados para desencadear a 

tolerância ao estresse e o crescimento de espécies agrícolas, poucos estudos se 

concentraram em seu uso para induzir a tolerância à seca em mudas de árvores usadas 

para restauração (TIEPO et al. 2018). Além disso, a maioria dos estudos com árvores 

explora a interação simbiótica entre rizóbio e plantas leguminosas ou a associação árvore-

fungo micorrízico, e o estudo de árvores como holobionte ainda são escassos.  

Este estudo visa explorar as interações planta-micróbio em ecossistemas florestais 

que enfrentam o aumento do estresse hídrico devido às mudanças climáticas, buscando 

compreender como as árvores e a microbiota do solo respondem à seca, um importante 

componente das mudanças climáticas, permitindo o desenvolvimento de soluções 

baseadas na natureza com auxílio da biotecnologia para melhorar as iniciativas de 

restauração florestal. 

 

2 – Justificativa:   

As projeções climáticas para este século indicam uma maior ocorrência de eventos 

extremos, como secas e temperaturas elevadas. Eventos de seca possuem grande 

influência na dinâmica funcional de ecossistemas, em particular os ecossistemas agrícolas 



e florestais, além de afetar a diversidade e atividade de microrganismos dos solos. Os 

efeitos negativos da mudança climática sobre o funcionamento de ecossistemas implicam 

em um grande desafio para a atividade de recuperação florestal, devido há carência de 

informações sobre o funcionamento de ecossistemas tropicais e sobre técnicas de manejo 

que possam mitigar estes efeitos. Neste sentido, um dos principais problemas 

relacionados com a ineficiência dos esforços de recuperação de ecossistemas está na 

elevada mortalidade de mudas arbóreas após seu transplantio ao campo, visto que em 

locais de restauração há limitação na disponibilidade de água para as plantas, 

compactação do solo e elevada exposição à luz solar. As mudas arbóreas utilizadas em 

trabalhos de recuperação de ecossistemas são particularmente sensíveis à seca, 

principalmente por causa de seu sistema radicular limitado, e este problema deve ser 

intensificado devido às mudanças climáticas. Por outro lado, ambientes tropicais como 

os encontrados no Brasil são privilegiados em sua biodiversidade, embora a 

biodiversidade e funcionalidade da microbiota existente nos diferentes biomas brasileiros 

ainda é pouco explorada e conhecida. Considerando a presença ubíqua da associação de 

microrganismos colonizando diferentes órgãos e tecidos de diferentes espécies vegetais, 

e a potencialidade destas associações elevarem a resiliência de macro e microrganismos 

quando expostos a condições adversas, é possível visualizar que o maior conhecimento 

da funcionalidade e biodiversidade microbiana existente em ambientes florestais pode 

levar ao desenvolvimento de bioprodutos e estratégias de manejo que favoreçam a 

obtenção de material vegetal de elevada qualidade produtiva, fisiológica e fitossanitária. 

O presente projeto busca desenvolver ações para ampliar o conhecimento da influência 

de eventos de seca sobre a funcionalidade de ecossistemas florestais conservados, e 

também sobre o impacto do uso de bioinsumos na fisiologia e desenvolvimento de mudas 

arbóreas neotropicais e no respectivo microbioma. A avaliação das respostas ao estresse 

hídrico em espécies de árvores representativas e comunidades microbianas de grupos 

funcionais distintos de diferentes ecossistemas florestais tropicais podem levar à 

identificação de padrões que possibilitem prever o impacto das mudanças climáticas no 

funcionamento destes ecossistemas. Em adição, o acompanhamento do impacto do uso 

de bioinsumos sobre o processo de formação de mudas arbóreas possibilita definir 

estratégias para mitigar os efeitos negativos das mudanças climáticas no estabelecimento 

destas mudas a campo. 

 



3 – Objetivo: 

Avaliar o funcionamento do ecossistema do solo de Mata Atlântica sob impacto 

do stress hídrico em condições naturais.  

 

4 - Material e Métodos:  

 

4.1. Coleta e amostragem do solo em área florestal  

A coleta de solos será feita em dois locais de Mata Atlântica no Estado do Paraná: 

Parque Estadual Mata dos Godoy e Fazenda Alvorada. Ambos os locais correspondem a 

Florestas Estacionais Semideciduais, com solo do tipo Ferralsol Ródico composto por 

cerca de 80% de argila originada de rocha basáltica. No entanto, Alvorada apresenta solo 

raso, maior perturbação antropogênica e menor precipitação anual, resultando em eventos 

de seca mais severos do que na Mata dos Godoy.  

As coletas de solo serão feitas em três anos consecutivos, no final do período de 

seca (agosto-setembro) e no início do período chuvoso (setembro-outubro). Para 

amostragem cinco transectos de 60 m serão estabelecidos aleatoriamente em cada área 

para coleta de amostras de solo a granel. Em cada transecto, 12 subamostras de solo 

(coletadas a cada 5 m) serão agrupadas como amostras compostas para favorecer as 

comparações entre locais e diminuir a diversidade química e biológica intra-local 

(Rondina et al. 2019).  

Cada subamostras terá um volume de 19cm3 de solo, coletados através de sondas 

de cano pvc com 100mm de comprimento e 50mm de diâmetro. As sondas de amostragem 

são descartáveis e devem ser desinfetadas antes do uso (70% de etanol, 2% de cloreto, 

etc). Após a coleta a sonda contendo o volume de solo será fechada e armazenada em 

coolers com gelo e encaminhadas até ao laboratório.  

As amostras direcionadas para as análises químicas e biológicas serão secas, 

peneiradas (2,0 mm) e armazenadas como terra fina seca ao ar (TFSA) em local fresco e 

ao abrigo da luz até o momento das análises.  

 

4.2. Caracterização química do solo em área florestal  

As amostras de solo serão caracterizadas quanto ao pH, condutividade elétrica, 

concentração de acidez trocável (H + Al), alumínio (Al), cátions principais (K, Ca, Mg e 

Na), fósforo (P), carbono total, carbono orgânico, nitrogênio total e conteúdo de matéria 

orgânica de acordo com métodos padrão (PAVAN, et al. 1992). A partir dos valores 



acima, a razão carbono para nitrogênio (C: N), saturação de bases (V), capacidade de 

troca catiônica (CEC) e a soma de bases (SB) serão calculadas.  

 

4.3. Caracterização funcional do solo em área florestal  

4.3.1. Carbono da biomassa microbiana  

As amostras compostas coletadas na área experimental serão submetidas a 

determinação do carbono da biomassa microbiana (C-BMS) seguindo o método de 

fumigação-extração (VANCE et al., 1987). As determinações serão realizadas com 

padronização do teor de umidade para 55%, da capacidade de campo.  

As determinações serão realizadas com padronização do teor de umidade para 

55%, da capacidade de campo. Estas amostras serão mantidas sob incubação estacionária 

a 28 ± 2°C por 7 dias, previamente à realização do processo de extração dos compostos 

lábeis de carbono pelo método de fumigação-extração (GONÇALVES et al, 2002). Os 

teores de carbono lábil dos extratos serão obtidos colori metricamente em leitura no 

espectrofotômetro a 495nm (absorbância) após oxidação com Mn3+ (BARTLETT; 

ROSS, 1988).  

A partir destes resultados, serão calculados os valores de biomassa microbiana do 

solo (C-BMS), pelas diferenças entre o carbono lábil das amostras fumigadas subtraído 

do valor de carbono lábil das amostras não fumigadas: C-BMS (mg C kg-1 amostra) = 

FC/Kc, onde (FC) corresponde à diferença entre a quantidade de C (mg kg-1) recuperada 

no extrato da amostra fumigada e a recuperada da amostra não fumigada, e (Kc) 

corresponde ao fator de correlação 0,33 utilizado para expressar a fração de C-BMS 

recuperada (SPARLING; WEST, 1988).  

 

4.3.2. Nitrogênio da biomassa microbiana  

O nitrogênio da biomassa microbiana (N-BMS) será determinada a partir dos 

extratos fumigado e não fumigado das amostras de solo como descrito no item anterior. 

A medida do nitrogênio será feita com auxílio de curva de calibração produzida com 

concentrações crescentes de sulfato de amônio (0; 2ppm; 4ppm 8ppm), os teores de 

nitrogênio serão obtidos por Colorimetria em leitura no espectrofotômetro, no 

comprimento de onda 630nm e os resultados serão expressos em mg N kg-1 solo.  

Os teores de nitrogênio da biomassa microbiana (N-BMS) serão obtidos pela 

relação da quantidade de nitrogênio determinada nas amostras fumigadas (N-SF) 



subtraído pela quantidade de nitrogênio presente nas amostras não fumigadas (N-NF):  N-

BMS (mg kg-1) = (N-SF - N-NF)  

 

4.3.3. Respiração Basal  

As determinações da respiração basal (RBS) e o quociente metabólico (qCO2) das 

amostras de solo serão obtidas segundo Silva, Azevedo e De-Polli (2007). Previamente 

às determinações, as amostras serão condicionadas a 50% de umidade a 28 ± 2°C por 7 

dias como descrito para a determinação de C-BMS. O procedimento analítico será 

realizado em triplicata para cada amostra composta, e as determinações da RBS e qCO2 

serão obtidas com auxílio das seguintes fórmulas:  

RBS (mg C-CO2 kg-1 amostra hora-1) = (((Vb - Va) × M × 6 × 1000)/Ps)/T, sendo (Vb) 

o volume (mL) de HCl gasto na titulação do controle, (Va) o volume (mL) de HCl gasto 

na titulação da amostra, (M) a molaridade exata do HCl, (Os) a massa seca (g) amostra, 

e (T) o tempo (h) de incubação das amostras.  

 

4.3.4. Atividade enzimática do solo em área de floresta  

Serão determinadas atividades das enzimas: β-glucosidase, fosfatase ácida, 

arilsulfatase e desidrogenase pela metodologia de Mendes, et al. 2019, protease, urease e 

celulase pela metodologia de Alef e Nannipieiri, 1995. Este método baseia-se na 

determinação colorimétrica do p-nitrofenol (coloração amarela) formado após a adição 

de substratos incolores específicos para cada enzima avaliada. Para cada amostra de solo, 

coletada no campo, foram efetuadas três repetições analíticas no laboratório. A atividade 

enzimática do solo foi expressa em μg p-nitrofenol g-1 de solo h-1  

Perfis fisiológicos em nível de comunidade (CLPP) serão obtidos usando Biolog 

EcoPlates (placas de 96 poços consistindo em três réplicas de 31 diferentes fontes de 

carbono e um controle de água; Biolog Inc, Hayward, CA, EUA) serão analisadas. 

Brevemente, suspensões microbianas serão preparadas a partir de 1 g de solo rizosférico 

fresco em 10 mL de solução salina estéril solução (0,85% p / v NaCl) e agitação a 180 

rpm durante 30 min.  

Então, a suspensão será diluída em série para 10−3 usando solução salina estéril e 

alíquotas de 150 μL adicionadas a cada um dos 93 poços por placa. As placas serão 

incubadas a 28 ° C e a densidade óptica a 590 nm será registrada a cada 24 h em 168 h.  



Os valores de densidade óptica do poço será ajustado subtraindo o valor de 

absorbância do poço de controle (contendo água) a partir dos valores de absorbância de 

cada poço contendo uma fonte de carbono.  

Para estimar a atividade microbiana geral, o desenvolvimento médio da cor do 

poço (AWCD) será calculado conforme descrito por (PENG et al., 2016) usando a 

equação AWCD =ΣODi / 31 onde ODi será o valor da densidade óptica ajustado de cada 

poço.  

A diversidade funcional da comunidade é expressa como a de Shannon 

diversidade (H) e regularidade (E), calculada conforme descrito por (GE et al., 2018) com 

base no Biolog EcoPlates obtidos em 96 h. A riqueza do substrato (R) será estimada como 

o número total de C substratos (ODi> 0,2) oxidados às 96 h pelas comunidades 

microbianas.  

A fim de avaliar as diferenças no CLPP, os dados às 96 h serão normalizados 

dividindo cada valor ODi pelo AWCD e uma análise de componente principal (PCA) será 

estabelecida de acordo com a (GE et al., 2018). Uma análise de mapa de calor irá 

representar as diferenças de consumo em cada tratamento para o mesmo substrato. Os 31 

substratos no Biolog EcoPlate serão divididos em seis grupos de fontes de carbono 

(carboidratos, aminoácidos, ácidos carboxílicos, aminas, compostos fenólicos e 

polímeros) e em seguida, as taxas de utilização de carbono serão determinadas para cada 

um dos grupos de substratos (CHOI; DOBBS, 1999).  

 

4. Análise estatística 

Quando pertinente, os dados obtidos serão submetidos ao teste de normalidade 

(Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Box-Cox) e, quando necessário,] serão corrigidos 

para possibilitar as análises comparativas. A análise de variância (ANOVA) será aplicada 

para identificar diferenças entre as variáveis de resposta (biológicas e químicas) e 

havendo diferenças significativas, será aplicado o teste Tukey (P &lt; 0.05). As análises 

serão conduzidas com auxílio do programa R (https://www.r-project.org), com aplicação 

de pacotes adequados para as avaliações pretendidas. A interpretação quimiométrica dos 

dados metabolômicos será realizada com auxílio do programa Mass Profiler Professional 

B.12.06 (Agilent Technologies). A abundância dos compostos será transformada por 

Log2 e em 75%, utilizando a mediana com linha de corte. Uma análise de agrupamento 

não supervisionado será conduzida para obter uma descrição preliminar da correlação e 



distância entre perfis metabolômicos dos diferentes microcosmos. Uma análise 

discriminante supervisionada (Pareto-scaling and Orthogonal Projections to Latent 

Structures Discriminant Analysis - OPLS-DA) será conduzida com auxílio do programa 

SIMCA 13 (Umetrics, Malmo, Sweden). A projeção de importância variável (Variable 

Importance in Projection - VIP) permitirá a seleção dos metabólitos com maior poder 

discriminatório entre os diferentes modelos OPLS-DA construídos, e os compostos com 

valor VIP &gt; 1.1 serão selecionados para análises quantitativas. A estruturação dos 

metabólitos por similaridade química será aplicada para o seu agrupamento em classes 

não sobrepostas (BARUPAL; FIEHN, 2017).  

Correlações entre as variáveis de resposta (metabolômica, perfil funcional, 

atributos biológicos, atributos químicos e biodiversidade) serão realizadas pelo teste de 

Pearson para determinar a força de associação. Para avaliação da eficiência da promoção 

do crescimento pelas BPCP, todas as variáveis serão consideradas. Serão utilizados os 

métodos de dados por escalonamento multidimensional (MDS) e por análise de 

componentes principais (ACP). A ACP será construída assumindo componentes com 

altos autovalores e variáveis com alto fator de carga, que melhor representem as 

propriedades dos microcosmos.  

Dentro de cada PCA, fatores altamente ponderados serão aqueles com valores 

absolutos dentro de 10% do maior peso do fator de carga, e somente variáveis não 

correlacionadas (r &lt; 0,60) serão utilizadas para a construção do MDS (Andrews et al., 

2002). Entre as variáveis correlacionadas, aquela com maior soma de correlação será 

selecionada MDS (ANDREWS; CARROLL, 2001). Devido a diferentes unidades 

utilizadas para a descrição das variáveis, uma função de padronização (FP) será aplicada 

ao conjunto total de dados previamente a sua aplicação nos métodos MDS e ACP. O ACP 

será conduzido com todas as variáveis mensuradas, e o peso para cada indicador será 

calculado pela sua comunidade, no qual será igual a razão da sua comunidade dividida 

pela soma de todas os indicadores. Para o método MDS, as variáveis selecionadas pelos 

ACP serão submetidas a outro ACP, e o peso de cada indicador MDS também será 

atribuído por sua comunidade (SHUKLA, A. et al.,2006). 
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