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1 — Introducéo:

O relatorio especial apresentado em Genebra pelo Painel Intergovernamental
sobre Alteragdes Climéaticas (IPCC) indica um aumento na temperatura global e
mudangas nos padrdes de precipitacdo de chuvas, sinalizando a importancia do combate
ao desmatamento, recuperacdo florestal, degradacdo do solo e mudanga nas praticas
agricolas (IPCC, 2019).

As alteragBes climéticas afetam o funcionamento de ecossistemas, eventos
drasticos de seca por exemplo, promovem impactos negativos na Ecofisiologia das
plantas como: a reducdo na condutividade hidraulica do xilema, condutancia estomatica
e na fotossintese, diminuindo a producdo e o acumulo de carboidratos e
consequentemente o crescimento da planta (BRODRIBB, T. et al. 2020).

A composicdo e o funcionamento das comunidades microbianas presentes no solo,
também sdo afetadas por periodos de seca e, portanto, influenciam varios ciclos
biogeoquimicos ancorados neste ambiente (BARDGETT; CARUSO, 2020). Politicas
climaticas vistas no Acordo de Mudanca Climética de Paris vem sendo trabalhadas com
objetivo de diminuir a emissdo dos gases de efeito estufa e 0 aumento da temperatura da
superficie terrestre.

Neste sentido, a Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN)
destaca a restauracao florestal como uma solugéo crucial baseada na natureza para mitigar
as mudancas climaticas em curso, pois influencia o ciclo da agua e aumenta os
sumidouros de carbono (onde as absorgdes de didxido de carbono s&o maiores do que as
emissdes), podendo reduzir os niveis de gases de efeito estufa na atmosfera.

A restauracdo florestal com arvores nativas € uma alterativa importante para
melhorar o funcionamento de ecossistemas florestais e a valorizacdo da biodiversidade,
resultando em ecossistemas, economias e sociedades resilientes para o desafio de combate
as mudancas do clima. No entanto, as iniciativas de restauragéo florestal com plantio de

mudas nativas enfrentam varias restricdes socioecondmicas, que incluem desde os altos



custos de sua implementacéo até a caréncia de tecnologias e informacdes que subsidiem
estas inciativas (MELO et al. 2013a, 2013b; BRANCALION et al. 2019). Os custos do
plantio de arvores nativas em projetos de restauracdo sdo 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 Franca
(BRANCALION et al. 2019). Este custo elevado esta relacionado a alta mortalidade de
mudas de arvores no campo e a necessidade de replantio, uma vez que o estabelecimento
das mudas consiste no estagio mais vulneravel as adversidades climaticas que ocorrem
durante o periodo de restauracdo florestal (NOLAN et al. 2018).

De modo geral, os locais de restauracdo possuem baixa disponibilidade de agua,
solo compactado e baixa cobertura do dossel, 0 que favorece a erosdo e dificulta a
infiltracdo da agua no solo e sua absorc¢do pelas raizes, aumentando a evapotranspiragéo.
As mudas arboreas sdo particularmente sensiveis a seca, principalmente por causa do
tamanho limitado de seu sistema radicular, e muitos estudos demonstram o impacto
negativo da limitacdo de agua no desempenho de mudas de espécies de arvores tropicais,
mediterraneas e temperadas (PRETZSCH et al. 2014). Espera-se que esse problema se
intensifique devido as mudancas climaticas, dificultando ainda mais o sucesso dos
esforcos de restauracédo florestal (NOLAN et al. 2018).

Além disso, a demanda crescente para 0 uso intensivo do solo para a producgao
agricola de alimentos tende a destinar areas com solos mais degradados para 0s eventos
de restauracdo, o que também afetaria negativamente o estabelecimento de mudas
arboreas nestes ambientes (FORD; HILLERISLAMBERS, 2020). De maneira geral,
existe uma demanda urgente por estudos voltados ao entendimento da ecofisiologia de
mudas arboreas neotropicais nativas para incrementar as taxas de estabelecimento destas
espécies para fins de restauracdo florestal.

Mudas de arvores podem desenvolver respostas morfofisiologicas que permitem
a aclimatacdo a seca, como a diminuicdo da transpiracdo (por exemplo, area foliar
especifica baixa, fechamento estomatico), para melhor absorcdo de agua (por exemplo,
alocacdo de biomassa para enraizar em detrimento do rebento, alteragdes morfoldgicas
em sistema radicular), a protecdo contra o estresse oxidativo (por exemplo, inducgéo de
mecanismos antioxidantes) e a alta resisténcia a cavitacdo (por exemplo, diametro dos
vasos do xilema pequeno) (NOLAN et al. 2018; BRODRIBB et al. 2020).

Apesar das plantas desenvolverem suas estratégias de adaptacdo 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 interagdo entre plantas e



microrganismos indica a necessidade de explorar sua interdependéncia para atingir uma
alta taxa de sobrevivéncia de mudas de arvores em um local de restauracéo.

Sendo assim, a criagdo de estratégias que favorecam a interacdo das plantas com
a microbiota benéfica surge como uma solucdo de base natural que poderia permitir a
producdo de mudas de arvores de alta qualidade com baixos custos econémicos,
ambientais e sociais, favorecendo seu estabelecimento em &reas de restauragdo. O
trabalho visa avaliar, em floresta atlantica sazonal, respostas das arvores e da microbiota
do solo ao estresse hidrico, o que forneceria informacbes importantes sobre o
funcionamento do ecossistema. A maioria dos estudos tem foco em respostas acima do
solo, e a compreensdo 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 Atlantica tem recebido pouca atencéo sobre os impactos
das mudancas climaticas em seus ecossistemas.

Solucdes baseadas na natureza visam explorar a diversidade microbiana do solo
da floresta atlantica para selecionar consorcios de PAM adequados para a producdo de
mudas de alta qualidade que tenham maior tolerancia a seca para otimizar a restauracao
do ecossistema. Apesar dos PAMs terem sido amplamente usados para desencadear a
tolerdncia ao estresse e o crescimento de espécies agricolas, poucos estudos se
concentraram em seu uso para induzir a toleréncia a seca em mudas de arvores usadas
para restauracdo (TIEPO et al. 2018). Além disso, a maioria dos estudos com arvores
explora a interacdo simbidtica entre rizobio e plantas leguminosas ou a associa¢do arvore-
fungo micorrizico, e o estudo de arvores como holobionte ainda sdo escassos.

Este estudo visa explorar as interagdes planta-micrébio em ecossistemas florestais
que enfrentam o aumento do estresse hidrico devido as mudancas climaticas, buscando
compreender como as arvores e a microbiota do solo respondem a seca, um importante
componente das mudancas climéticas, permitindo o desenvolvimento de solugdes
baseadas na natureza com auxilio da biotecnologia para melhorar as iniciativas de

restauracao florestal.

2 — Justificativa:
As projec@es climaticas para este século indicam uma maior ocorréncia de eventos
extremos, como secas e temperaturas elevadas. Eventos de seca possuem grande

influéncia na dindamica funcional de ecossistemas, em particular os ecossistemas agricolas



e florestais, além de afetar a diversidade e atividade de microrganismos dos solos. Os
efeitos negativos da mudanca climatica sobre o funcionamento de ecossistemas implicam
em um grande desafio para a atividade de recuperacdo florestal, devido h& caréncia de
informacdes 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 ineficiéncia dos esforcos de recuperacdo de ecossistemas esta na
elevada mortalidade de mudas arbdreas ap0s seu transplantio ao campo, visto que em
locais de restauracdo ha limitacdo na disponibilidade de agua para as plantas,
compactacdo do solo e elevada exposicdo a luz solar. As mudas arboreas utilizadas em
trabalhos de recuperacdo de ecossistemas sdo particularmente sensiveis a seca,
principalmente por causa de seu sistema radicular limitado, e este problema deve ser
intensificado devido as mudancas climaticas. Por outro lado, ambientes tropicais como
0os encontrados no Brasil sdo privilegiados em sua biodiversidade, embora a
biodiversidade e funcionalidade da microbiota existente nos diferentes biomas brasileiros
ainda é pouco explorada e conhecida. Considerando a presenca ubiqua da associacéo de
microrganismos colonizando diferentes 6rgaos e tecidos de diferentes espécies vegetais,
e a potencialidade destas associa¢cOes elevarem a resiliéncia de macro e microrganismos
quando expostos a condicdes adversas, € possivel visualizar que 0 maior conhecimento
da funcionalidade e biodiversidade microbiana existente em ambientes florestais pode
levar ao desenvolvimento de bioprodutos e estratégias de manejo que favorecam a
obtencdo de material vegetal de elevada qualidade produtiva, fisiologica e fitossanitaria.
O presente projeto busca desenvolver a¢des para ampliar o conhecimento da influéncia
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
arboreas neotropicais e no respectivo microbioma. A avaliacdo das respostas ao estresse
hidrico em espécies de arvores representativas e comunidades microbianas de grupos
funcionais distintos de diferentes ecossistemas florestais tropicais podem levar a
identificacdo de padrdes que possibilitem prever o impacto das mudancas climaticas no
funcionamento destes ecossistemas. Em adicdo, o acompanhamento do impacto do uso
de bioinsumos sobre o processo de formacdo de mudas arboreas possibilita definir
estratégias para mitigar os efeitos negativos das mudancas climaticas no estabelecimento

destas mudas a campo.



3 — Objetivo:
Avaliar o funcionamento do ecossistema do solo de Mata Atléantica sob impacto
do stress hidrico em condigdes naturais.

4 - Material e Métodos:

4.1. Coleta e amostragem do solo em &rea florestal

A coleta de solos sera feita em dois locais de Mata Atlantica no Estado do Parana:
Parque Estadual Mata dos Godoy e Fazenda Alvorada. Ambos os locais correspondem a
Florestas Estacionais Semideciduais, com solo do tipo Ferralsol Rodico composto por
cerca de 80% de argila originada de rocha basaltica. No entanto, Alvorada apresenta solo
raso, maior perturbacdo antropogénica e menor precipitacdo anual, resultando em eventos
de seca mais severos do que na Mata dos Godoy.

As coletas de solo serdo feitas em trés anos consecutivos, no final do periodo de
seca (agosto-setembro) e no inicio do periodo chuvoso (setembro-outubro). Para
amostragem cinco transectos de 60 m serdo estabelecidos aleatoriamente em cada area
para coleta de amostras de solo a granel. Em cada transecto, 12 subamostras de solo
(coletadas a cada 5 m) serdo agrupadas como amostras compostas para favorecer as
comparacOes entre locais e diminuir a diversidade quimica e bioldgica intra-local
(Rondina et al. 2019).

Cada subamostras terd um volume de 19cm3 de solo, coletados através de sondas
de cano pvc com 100mm de comprimento e 50mm de diametro. As sondas de amostragem
sdo descartaveis e devem ser desinfetadas antes do uso (70% de etanol, 2% de cloreto,
etc). Apos a coleta a sonda contendo o volume de solo sera fechada e armazenada em
coolers com gelo e encaminhadas até ao laboratorio.

As amostras direcionadas para as analises quimicas e bioldgicas serdo 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 analises.

4.2. Caracterizacdo quimica do solo em é&rea florestal

As amostras de solo serdo caracterizadas quanto ao pH, condutividade elétrica,
concentracdo de acidez trocavel (H + Al), aluminio (Al), cations principais (K, Ca, Mg e
Na), fosforo (P), carbono total, carbono organico, nitrogénio total e conteido de matéria

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



acima, a razao carbono para nitrogénio (C: N), saturacdo de bases (V), capacidade de

troca cationica (CEC) e a soma de bases (SB) serdo calculadas.

4.3. Caracterizacao funcional do solo em area florestal
4.3.1. Carbono da biomassa microbiana

As amostras compostas coletadas na area experimental serdo submetidas a
determinacdo do carbono da biomassa microbiana (C-BMS) seguindo o método de
fumigacdo-extracdo (VANCE et al., 1987). As determinacbes serdo realizadas com
padronizacdo do teor de umidade para 55%, da capacidade de campo.

As determinacgdes serdo realizadas com padronizacdo do teor de umidade para
55%, da capacidade de campo. Estas amostras serdo mantidas sob incubacéo estacionaria
a 28 £ 2°C por 7 dias, previamente a realizacdo do processo de extracdo dos compostos
labeis de carbono pelo método de fumigacdo-extracdo (GONCALVES et al, 2002). Os
teores de carbono labil dos extratos serdo obtidos colori metricamente em leitura no
espectrofotdbmetro a 495nm (absorbancia) apds oxidacdo com Mn3+ (BARTLETT;
ROSS, 1988).

A partir destes resultados, serdo calculados os valores de biomassa microbiana do
solo (C-BMS), pelas diferencas entre o carbono 1abil das amostras fumigadas subtraido
do valor de carbono labil das amostras ndo fumigadas: C-BMS (mg C kg-1 amostra) =
FC/Kc, onde (FC) corresponde a diferenca entre a quantidade de C (mg kg-1) recuperada
no extrato da amostra fumigada e a recuperada da amostra ndo fumigada, e (Kc)
corresponde ao fator de correlagdo 0,33 utilizado para expressar a fragdo de C-BMS
recuperada (SPARLING; WEST, 1988).

4.3.2. Nitrogénio da biomassa microbiana

O nitrogénio da biomassa microbiana (N-BMS) sera determinada a partir dos
extratos fumigado e ndo fumigado das amostras de solo como descrito no item anterior.
A medida do nitrogénio sera feita com auxilio de curva de calibracdo produzida com
concentragOes crescentes de sulfato de aménio (0; 2ppm; 4ppm 8ppm), os teores de
nitrogénio serdo obtidos por Colorimetria em leitura no espectrofotémetro, no
comprimento de onda 630nm e os resultados serdo expressos em mg N kg-1 solo.

Os teores de nitrogénio da biomassa microbiana (N-BMS) serdo obtidos pela

relacdo da quantidade de nitrogénio determinada nas amostras fumigadas (N-SF)



subtraido pela quantidade de nitrogénio presente nas amostras nao fumigadas (N-NF): N-
BMS (mg kg-1) = (N-SF - N-NF)

4.3.3. Respiracao Basal

As determinacdes da respiracdo basal (RBS) e o quociente metabdlico (qCO2) das
amostras de solo serdo obtidas segundo Silva, Azevedo e De-Polli (2007). Previamente
as determinaces, as amostras serdo condicionadas a 50% de umidade a 28 + 2°C por 7
dias como descrito para a determinacdo de C-BMS. O procedimento analitico sera
realizado em triplicata para cada amostra composta, e as determinagdes da RBS e qCO2
serdo obtidas com auxilio das seguintes formulas:

RBS (mg C-CO2 kg-1 amostra hora-1) = (((Vb - Va) x M x 6 x 1000)/Ps)/T, sendo (Vb)
o volume (mL) de HCI gasto na titulacdo do controle, (Va) o volume (mL) de HCI gasto
na titulacdo da amostra, (M) a molaridade exata do HCI, (Os) a massa seca (g) amostra,

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

4.3.4. Atividade enzimatica do solo em area de floresta

Serdo determinadas atividades das enzimas: B-glucosidase, fosfatase acida,
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
determinacédo colorimétrica do p-nitrofenol (coloracdo amarela) formado apos a adicédo
de substratos incolores especificos para cada enzima avaliada. Para cada amostra de solo,
coletada no campo, foram efetuadas trés repeticdes analiticas no laboratorio. A atividade
enzimatica do solo foi expressa em pg p-nitrofenol g-1 de solo h-1

Perfis fisiolégicos em nivel de comunidade (CLPP) serdo obtidos usando Biolog
EcoPlates (placas de 96 pocos consistindo em trés réplicas de 31 diferentes fontes de
carbono e um controle de agua; Biolog Inc, Hayward, CA, EUA) serdo analisadas.
Brevemente, suspensdes microbianas serdo preparadas a partir de 1 g de solo rizosférico
fresco em 10 mL de solugdo salina estéril solucéo (0,85% p / v NaCl) e agitacdo a 180
rpm durante 30 min.

Entdo, a suspensdo seré diluida em série para 10—3 usando solugéo salina estéril e
aliquotas de 150 pL adicionadas a cada um dos 93 pogos por placa. As placas serdao

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



Os valores de densidade Optica do poco sera ajustado subtraindo o valor de
absorbancia do poco de controle (contendo &gua) a partir dos valores de absorbancia de
cada poco contendo uma fonte de carbono.

Para estimar a atividade microbiana geral, o desenvolvimento médio da cor do
poco (AWCD) serd calculado conforme descrito por (PENG et al., 2016) usando a
equacdo AWCD =X0Di /31 onde OD:i sera o valor da densidade dptica ajustado de cada
pOCoO.

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) sera estimada como
0 numero total de C substratos (ODi> 0,2) oxidados as 96 h pelas comunidades
microbianas.

A fim de avaliar as diferencas no CLPP, os dados as 96 h serdo normalizados
dividindo cada valor ODi pelo AWCD e uma analise de componente principal (PCA) seré
estabelecida de acordo com a (GE et al., 2018). Uma analise de mapa de calor ira
representar as diferencas de consumo em cada tratamento para 0 mesmo substrato. Os 31
substratos no Biolog EcoPlate serdo divididos em seis grupos de fontes de carbono
(carboidratos, aminoacidos, &cidos carboxilicos, aminas, compostos fendlicos e
polimeros) e em seguida, as taxas de utilizacdo de carbono serdo determinadas para cada
um dos grupos de substratos (CHOI; DOBBS, 1999).

4. Anélise estatistica

Quando pertinente, os dados obtidos serdo submetidos ao teste de normalidade
(Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Box-Cox) e, quando necessario,] serdo corrigidos
para possibilitar as analises comparativas. A analise de variancia (ANOVA) seré aplicada
para identificar diferencas entre as varidveis de resposta (biolégicas e quimicas) e
havendo diferencas significativas, serd aplicado o teste Tukey (P &It; 0.05). As analises
serdo conduzidas com auxilio do programa R (https://www.r-project.org), com aplicacéo
de pacotes adequados para as avaliacOes pretendidas. A interpretacdo quimiométrica dos
dados metaboldmicos sera realizada com auxilio do programa Mass Profiler Professional
B.12.06 (Agilent Technologies). A abundancia dos compostos sera transformada por
Log2 e em 75%, utilizando a mediana com linha de corte. Uma analise de agrupamento

ndo supervisionado sera conduzida para obter uma descricdo preliminar da correlacao e



distancia entre perfis metabolomicos dos diferentes microcosmos. Uma anélise
discriminante supervisionada (Pareto-scaling and Orthogonal Projections to Latent
Structures Discriminant Analysis - OPLS-DA) serd conduzida com auxilio do programa
SIMCA 13 (Umetrics, Malmo, Sweden). A projecdo de importancia variavel (Variable
Importance in Projection - VIP) permitira a selecdo dos metabdlitos com maior poder
discriminatorio entre os diferentes modelos OPLS-DA construidos, e 0s compostos com
valor VIP &gt; 1.1 serdo selecionados para andlises quantitativas. A estruturacdo dos
metabolitos por similaridade quimica sera aplicada para o seu agrupamento em classes
ndo sobrepostas (BARUPAL; FIEHN, 2017).

CorrelacBGes entre as variaveis de resposta (metabolémica, perfil funcional,
atributos bioldgicos, atributos quimicos e biodiversidade) serdo realizadas pelo teste de
Pearson para determinar a forca de associacdo. Para avaliacdo da eficiéncia da promocao
do crescimento pelas BPCP, todas as variaveis serdo consideradas. Serdo utilizados os
métodos de dados por escalonamento multidimensional (MDS) e por analise de
componentes principais (ACP). A ACP sera construida assumindo componentes com
altos autovalores e varidveis com alto fator de carga, que melhor representem as
propriedades dos microcosmos.

Dentro de cada PCA, fatores altamente ponderados serdo aqueles com valores
absolutos dentro de 10% do maior peso do fator de carga, e somente variaveis ndo
correlacionadas (r &It; 0,60) serdo utilizadas para a construcdo do MDS (Andrews et al.,
2002). Entre as variaveis correlacionadas, aquela com maior soma de correlacdo sera
selecionada MDS (ANDREWS; CARROLL, 2001). Devido a diferentes unidades
utilizadas para a descricdo das variaveis, uma funcdo de padronizacgdo (FP) sera aplicada
ao conjunto total de dados previamente a sua aplicacdo nos métodos MDS e ACP. O ACP
sera conduzido com todas as variaveis mensuradas, e 0 peso para cada indicador sera
calculado pela sua comunidade, no qual sera igual a razdo da sua comunidade dividida
pela soma de todas os indicadores. Para 0 método MDS, as variaveis selecionadas pelos
ACP serdo submetidas a outro ACP, e 0 peso de cada indicador MDS também sera
atribuido por sua comunidade (SHUKLA, A. et al.,2006).
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