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APRESENTACAO

Os diferentes tipos de vegetacao ao redor do globo, principalmente as florestas
tropicais, se destacam por fornecer importantes bens e servicos ecossistémicos
para a humanidade como, por exemplo, regulacéo climatica, provisédo de alimentos
e diversas fontes de energia. Contudo, as crescentes e rapidas mudancas no meio
ambiente causadas por sua intensa explora¢ao no século 21 tém promovido redu¢des
drasticas de importantes vegetacdes distribuidas em distintos Biomas. O Brasil como
um pais de dimensao continental e rico em recursos vem atravessando profundas
transformacdes em seus Biomas, o que é destacadamente devido aos usos intensos
da terra sem técnicas adequadas de manejo para a sua exploracao.

Diante desse panorama de significativas transformacées do meio natural, se
faz necesséario e urgente o estudo de diferentes tipos de comunidades vegetais
e ecossistémicas para definir estratégias de manejo e conservagao, assim como
pesquisas que visem a otimizacdo de producdes agricolas de forma sustentavel. A
unido de compreensao ecoldgica precisa e adequadas técnicas de manejo permitem
uma exploragdo sustentavel a longo-prazo dos recursos vegetais, assegurando
manutencao de diversidade e provisdes para o futuro.

Aexecucéao de estudos robustos para alcancar essa interface entre conservagao
e exploracdo demanda o uso de eficientes ferramentas analiticas. Dentre essas
ferramentas, as linguagens de programacédo tém se sido importantes aliadas
para obtencdes de predi¢cdes e resultados estatisticos confiaveis e informativos. A
linguagem contida no software R € a mais amplamente utilizada para processamento
de dados e analises de vegetacdo. O R engloba diversos pacotes importantes para
analises de dados de plantas em diversos contextos ecologicos e agrarios. Com
seus diversos pacotes, o R permite a busca mais apurada pela compreensao de
padrdes e processos ecoldgicos, avaliacdo de impactos antrdpicos sobre vegetacao,
monitoramentos e previsdes de condicdes do solo para plantios e predi¢cdoes de
efeitos de mudancas climéticas em florestas. Essa gama de possibilidades analiticas
amplifica o acerto em tomadas de decisdo com relacdo ao uso dos NOSSOS recursos
naturais de forma geral.

Este livro tem como objetivo trazer uma compilacédo de algumas potencialidades
do software R para anélise de vegetacao, contribuindo para o aumento da capacidade
técnica de diversos profissionais das areas de Ciéncias da Terra ou Naturais no uso
dessa poderosa ferramenta analitica. Para tal, os capitulos aqui presentes discorrem
de forma aplicada sob temas em contextos ecoldgicos e agrarios. Todos os capitulos
possuem links de compartilhamento livre de dados e scripts com cddigos para
execucao das analises que eles abordam no R. Assim, desejamos que o conteudo
aqui presente auxilie vocé leitor (a) em sua tarefa analitica, amplificando a obtencéao
de resultados informativos e potenciais de aplicacao pratica.

Ecio Souza Diniz
Pedro Manuel Villa
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CAPITULO 1

BIOVEG — APROTOCOL TO LEARN AND TEACH
STATISTICS IN R USING VEGETATION DATA

Data de aceite: 12/02/2020

Ecio Souza Diniz

Laboratério de Geoprocessamento e
Sensoriamento Remoto, Departamento de
Engenharia Florestal, Universidade Federal
de Vicosa, 36570-000, Vigosa, MG, Brazil.
eciodiniz@gmail.com

Jan Thiele

Thinen Institute for Biodiversity, Federal Research
Institute for Rural Areas, Forestry and Fisheries,
38116, Braunchweig, Niedersachsen, Germany.
jan.thiele @thuenen.de

ABSTRACT: The wide range of vegetation
types that exist throughout the world, and
particularly tropical rainforests, are crucial for
the provision of ecosystem goods and services.
Efficient and robust analytical tools are required
to extract valuable information from vegetation
data, thereby enhancing our comprehension of
the interaction of plants with the environment
in which they occur. Such information is
increasingly valuable in the context of rapid
global change. The growing use of programming
languages such as R, in computational statistics,
has facilitated the development of ever more
complex analyses, thus delivering significant
advances in our understanding of vegetation

Aplicacdes da Linguagem R em Andlises de Vegetacao

dynamics. In this chapter, we present Bioveg, a
freely available set of R scripts and datasets for
the teaching and learning of statistical analysis
using R. We use vegetation data to illustrate a
range of statistical analyses, from commonly
used basic statistics to many more advanced
and complex procedures. The data we explore
in this text was collected from temperate
Vegetation in Germany and Brazilian Atlantic
Forests. The datasets are freely available
to download. We hope to contribute to the
distribution of understanding of the proper use
of statistical analyses in R, and their application
for vegetation analysis.

KEYWORDS: R language, Statistics, Vegetation
Data, Computational Programming

BIOVEG - UM PROTOCOLO PARA
APRENDER E ENSINAR ESTATISTICAS EM
R COM DADOS DE VEGETAGCAO

RESUMO: A grande variedade de tipos de
vegetacdo em todo o mundo, destacando as
florestas tropicais, é crucial no fornecimento
de bens e servicos ecossistémicos. Devido
a sua importancia, os dados da vegetacao
exigem ferramentas analiticas eficientes e
robustas para extrair informagbes valiosas,
capazes de melhorar nossa compreensao
da interagdo das plantas com o ambiente em
que ocorrem, especialmente em tempos de
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rapidas mudancas globais. O crescente uso de estatisticas computacionais por meio
de linguagens de programacéao possibilitou alcancar niveis mais altos de preciséo na
aquisicao de tais conhecimentos, o que destaca o uso do software R. Neste capitulo,
apresentamos o Bioveg, um conjunto gratuito de scripts para R e conjuntos de dados
para aprender e ensinar estatistica em R usando dados de vegetacéo para exemplificar
uma gama significativa de andlises estatisticas distintas, das basicas as avancadas.
Os conjuntos de dados fornecidos abrangem dados registrados pelos autores na
Vegetacdo Temperada Alemé e Florestas Atlanticas Brasileiras e podem ser baixados
gratuitamente. Esperamos contribuir para a difusdo do conhecimento geral sobre
estatistica em R e sua aplicagdo na analise de vegetacgo.

PALAVRAS-CHAVE: Linguagem R, Estatistica, Dados da Vegetag¢édo, Programacéao
Computacional

11 INTRODUCTION

Globally, all types of vegetation, and particularly tropical rainforests, are essential
providers of ecosystem goods and services (CHAZDON, 2008; CHAZDON et al.,
2009) such as carbon sequestration (PAN et al., 2011), protection of water supplies
and flood control (ELLISON; FUTTER; BISHOP, 2012), soil maintenance (DITT et
al., 2010) and many others. In times of rapid environmental change, understanding
the interactions of plants with the ecosystem in which they occur is crucial. It is of
particular importance to understand the likely consequences of environmental change
on ecosystem dynamics, in order to generate plans to mitigate the negative impacts
of environmental change on the provision of ecological goods and services. Modern
computational tools are fundamental to delivering significant advances in this field.

The R environmentis an integrated suite of software facilities for the manipulation
of data using R programming language. Within the last two decades it has become
one of the most commonly used programming languages to process data and execute
a huge range of statistical analyses, for both plants and other organisms (CRAWLEY,
2012). There is a vast range of packages which have been developed for numerous
statistical approaches, including many analytical specificities for multiple organisms,
plant ecology and evolution (e.g. BORCARD; GILLET; LEGENDRE, 2011; CASSINI,
2013; GARAMSZEGI, 2014; SWENSON, 2014; PARADIS; CLAUDE; STRIMMER,
2004). The constant development of R packages and functions has facilitated
important enhancements in our comprehension of plant communities (e.g. BARTON,
2016; BATES et al., 2015; FOX; WEISBERG, 2010; JIN; QIAN, 2019; KECK et al.,
2016; KEMBEL et al., 2010; PARADIS; CLAUDE; STRIMMER, 2004; PINHEIRO et
al., 2017; RITZ; STREIBIG, 2008).

Despite the significant benefits of using R and its associated packages for data
processing and statistical analyses, there are regions (e.g. the tropics) where its use
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remains few explored. We present this text in order to contribute to the dissemination
of knowledge of the use of R for vegetation data analyses. Bioveg is a freely available
set of R scripts and data, with examples for a wide range of statistical analyses,
covering basic statistical analyses and more advanced statistical techiniques. The
Bioveg content comes with real data from Brazilian Atlantic Neotropical Forests and
German Temperate Vegetation. This data forms the basis of the examples used to
explain each type of analysis, and can be used to practice running analyses in R.

2| DATA DETAILS

The data provided in the Bioveg dataset file are real data collected in the field and
provided by the authors. The original data was randomized in order to avoid overlapping
with published data or creating a conflict of interest. The datasets regarding Brazilian
Atlantic Forest encompass three distinct forest types; semideciduos, Ombrophilous
(rain) and gallery forest. Data collection took place between 2011 and 2018, using a
standard sampling design of plots and subplots (10 per 10 m), at 3 sites in Southeast
and Northeast Brazil.

The geographical coordinates of each study site were also altered to prevent
overlap with published work. For each subplot within study sites, the diameter at breast
height (DBH) and basal of each tree = 10 and 15 cm were measured. Abundance and
richness of each species within each subplot were also registered. Data collection
was repeated after four and five years (depending on the study site location) to
enable the annual rates of mortality, recruitment, gain and loss of basal area, for tree
individuals within the subplots to be calculated. Climatic data (mean precipitation and
temperature) were retrieved from WorldClim and extracted to each site using ArcMap
from ArcGIS. Further environmental data regarding soil parameters (pH, P, K, Ca, Mg
and Al), and species and vegetation types matrices are provided, to demonstrate
how to perform multivariate analyses.

For the German Temperate Vegetation datasets, the field sampling took place in
sites invaded by the species Giant Hogweed (Heracleum mantegazzianum Sommier
& Levier), a monocarpic perennial herbaceous flowering plant in the family Apiaceae
that is a real problem in Europe (BOOY et al., 2005) and North America (PYSEK
et al., 2007) due to its aggressively invasive nature and the phytotoxic chemicals
found in its sap. The data was recorded between 2002 and 2003 in South and West
Germany. The sampling design was based on the Braun-Blanquet’s Relevés method.
The subplots were classified into broad habitat categories (Habitat type) based on
physiognomy, type of disturbance and land use.

The habitat categories were agricultural grassland, which includes meadows and
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managed pastures; ruderal grassland, referring to meadows or pastures abandoned
or irregularly maintained; tall herb vegetation, which includes several nitrophilous
tall herb communities (of the Galio-Urticetea class, perennial or biannual vegetation
types of mesic to wet habitats); woodland, for areas with more or less closed tree
layer; and wasteland, which refers to areas of open vegetation that do not belong
to either pasture or tall grass communities. Land use was classified in grassland,
with regular cutting or grazing; maintenance, cut once or twice a year to prevent
shrub invasion; ‘none’, no signs of cutting, grazing or other anthropic uses of the
land. Disturbance types considered were deposition of organic materials (‘deporg’),
flooding by rivers (‘flood’), ‘none’, disturbance of the topsoil (‘soildis’) and removal of
trees or shrubs (‘treeshrub’).

For each study area, five soil samples were collected at a depth of 20 cm
and homogenized and sieved, which was used to determine the content of major
plant nutrients: total nitrogen (N-Perc), plant phosphorus availability in mg/100g
(P_mg_100g) and potassium in mg/100g (K_mg_100g). Further, the altitudes of the
study areas were obtained using GPS, and inclination and exposure were obtained
with the use of inclinometer and compass. Additionally, height and percentage of
Giant Hogweed cover were measured.

Overall, the content of Bioveg includes six dataset files: “Bioveg3.csv” containing
most of the data on Brazilian Atlantic Forest, supported by the matrices “matrixspp.txt”,
“matrixtype.txt” and “matrixenv.txt” that relate to the tree community composition, type
of vegetation and the soil parameters of these communities, respectively. Further, the
file “Logit.csv” includes binary data (success or failure) describing tree recruitment.
Finally, the file “Hogweed.csv” contains the complete German Temperate Vegetation

dataset.

31 ANALYSIS CONTENT

The examples in this text are all performed using the data provided in the
Bioveg data file (6 datasets). The function and application of each of the analyses,
and the particular relevance of these techniques in vegetation analysis, is explained.
A complete list of the statistical analyses covered in Bioveg can be found in Table 1.
Many of the examples can be executed using built-in functions in R, but some require
prior installation of specific packages (Table 1).
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ANALYSIS TYPE STATISTICS APPLIED R PACKAGES

Normality test Shapiro Wilk test and residuals Built-in Function
Data Transformation Log, square, inverse and Arcsine Built-in Function
square root
One sample test Parametric: T-test; Nonparametric: Built-in Function
Wilcoxon Signed Rank Test
Independent samples: Nonparametric: Built-in Function

Wilcoxon Rank-Sum Test (Mann-

Two sample tests  Whitney U-test); Parametric: T-test;
Dependent sample: Wilcoxon Rank-
Sum; Paired T-test

Analyses of variance Parametric: ANOVA One Way and Built-in Function and
Tukey post-hoc; Nonparametric: dunn.test
Kruskal-Wallis and Dunn's post-hoc test
Independence test Chi-squared Built-in Function and
MASS
Correlation analysis Pearson, Spearman and Variance Built-in Function and
Inflation Factor (VIF) PerformanceAnalytics

Linear: LM (Linear Model), GLM

(Generalized Linear Models, GLMM Lme4, nime, gnm,
(Generalized linear mixed models), mgcv, multcomp,
Logistic regression, LME (Linear mixed ImerTest, MASS, car,
Regression models), GLS (Generalized Least gmodels and ROCR
modeling squares) and post-hoc Tukey HSD and

LmerTest tests. Nonlinear. Quadratic
Model, Generalized Non-Linear Models
(GNM), GAM (Generalized Additive
Models) and GAMM (Generalized
Additive Mixed Models). Note: There
are examples treating spatial and
temporal correlation.

Model selection Akaike information criterion (AIC) and MuMin
AIC model average
Linearity diagnostic Based on residuals of linear regression car
models
Spatial Based on Moran'’s | statistics applied on Ictools, ncf, nime,
autocorrelation linear regression models
Supervised learning Random Forest randomForest
Multivariate analysis NMDS, ANOSIM, CCA, PCA, BiodiversityR, vegan,
PERMANOVA and INDVAL indicspecies, permute
and lattice

Table 1: Analyses, statistical methods and their related packages present in Bioveg. Built-in
Function means package independent functions.
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Regression analysis is used to examine relationships between variables in a
wide range of scientific areas. In regression modelling we test how accurately the
response variable is predicted by the explanatory variable. This type of statistical
analysis is by far the most commonly used analysis in vegetation science and a large
part of Bioveg is allocated to explain the various types of regression model (linear
and non-linear) that can be used. Further detail and examples about some of these
models can be found in Diniz and Thiele (2018). We focus on generalized models
(fixed and mixed effects, GLM and GLMM) given the multitude of applications they
offer and their ability to account for the variety of error distributions that are likely to be
encountered in the dependent variable (e.g. Poisson, Binomial, Gaussian, Gamma).

It is vital when performing regression analysis that a number of criteria are met,
violation of these criteria undermines the validity of the conclusions which are drawn
from the model. Therefore, a number of important pre-tests must be conducted
when constructing a model are explained in this text: a test for normality of the
distribution; linearity diagnostics to verify whether there is a linear relationship between
the predictor and dependent variables; correlation tests to check for collinearity
among predictors and removal of variables that are found to highly correlate. We
also describe how the model selection approach (Akaike Criterion) can be used to
select the most useful and informative model from a global model which includes all
possible predictor variables

We also provide examples of the use of smoothing functions for cases of
generalized models which contain non-linear relationships (i.e. GAM, GAMM and
GNM) between predictor and dependent variables. Lastly, we introduce the topic
of machine learning by means of the decision tree approach using Random Forest.
Random Forest is one of the most robust approaches of supervised machine learning
used in predictive modelling; we therefore provide an example of this technique.

4 | DEMONSTRATIVE EXAMPLE

4.1 Predicting species richness with Random Forest

The algorithms of Random Forest constitute an ensemble learning method
allowing for both classification and regression trees (BREIMAN, 2001). That is, these
algorithms construct a multitude of decision trees during training and output the class
that is the mode of the classes (classification) or mean prediction (regression) of the
individual trees (BREIMAN, 2001; HO, 1998). The decision tree is a type of modeling
that operates with information gain on each node, classifying data points with greater
information increment on each node (DIETTERICH, 2000). When the information
gain ratings for all nodes are depleted, the model achieves its optimal performance
result. Thus, the final decision is made, based on the majority, i.e. average, of the
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trees and is chosen by the random forest (DIETTERICH, 2000). In Random Forest,
there is no need for cross-validation or a separate test set to get an unbiased estimate
of the test set error, since this is internally estimated using the out-of-bag (OBB) error
for each data point recorded and averaged over the forest (JAMES et al., 2013).
The averaging of the difference in out-of-bag error before and after the permutation
over all trees provides an importance score for the predictors, i.e., which are more or
which are less contributive to the overall model performance (HO, 1998). Moreover,
the adjusted decision trees in Random Forest enhance its efficiency in dealing with
overfitting in the training set data (BREIMAN, 2001).

In our example for Random Forest in the R script of Bioveg, we want to predict
species richness from the Hogweed dataset on German Vegetation, utilizing all the
other variables (16) as predictors. Thus, we used the function randomForest of the
package randomForest (LIAW; WIENER, 2002) and carried out a regression in the
training set (70% of the data). For further detail on this modeling technique, its steps
and codes for reproduction of this example, please, refer to the Random Forest
section in our freely available script. Figure 1 below shows in descending order the
importance of each of the 16 predictors for the model performance, in predicting
species richness.

Study.area -
Veg.cover -
Habitat.type -
Hogweed.height -
Disturbance -
Altitude -
Exposition =

Plot -

Veg.height -
P_mg_100g -
K_mg_100g -
Hogweed.cover -
Year -

Inclination -

N_perc -
Land.use - I

10 20 30
Importance (%IncMSE)

O -

Figure 1: Variable Importance of predictors for species richness from a Random Forest
regression model.

In accordance with the output of the Figure 1, study area, vegetation cover (Veg.
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cover), vegetation type (Habitat.type) and hogweed cover are the most important
variables for the model performance in predicting species richness, while from
disturbance the importance starts to decline to all other predictors. The level of
importance from potassium (K_mg_100g) to land use could be considered negligible
for the model predictive power, i.e. withdrawing these variables from the model would
have little effect on the performance of the model.

Bioveg details each analysis and tests it contains, providing a theoretical and
practical overview of application for the user. The syntax an d code provided for each
analysis may be adapted by the user to apply, test or exercise with their own data.

51 ACCESSIBILITY TO BIOVEG

The whole content of Bioveg (datasets and script) can be freely accessed and
download in the links:

Research Gate: http://doi.org/10.13140/RG.2.2.12488.26889

GitHub: https://github.com/eciodiniz/Bioveg

With the DOI (10.13140/RG.2.2.12488.26889) provided by license of Research
Gate, Bioveg can be citable, please where possible support and give credit to this
initiative by citing it in your studies.

6 | FINAL CONSIDERATIONS

Statistics and computer programming are central skills in the 21st century, and
further progress in this field is vital if we are to address the increasingly complex
problems that are arising in the modern world. Among these problems, environmental
degradation and biodiversity loss demand urgent solutions. Developments in statistical
analysis software are promising huge potential gains in the fundamental knowledge
of the relationships and mechanisms maintaining ecosystem health. With greater
knowledge we can begin to develop interventions to address these problems, but
professionals need training in order to exploit the opportunities these new techniques
offer. Our intention is that Bioveg will be used by professional and trainee researchers
in the relevant fields (e.g. biologists, ecologists and foresters), to develop their use of
R as a venue for data analysis and take advantage of the many benefits this platform
can provide in the analysis of vegetation data.
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ABSTRACT: The Amazon basin harbors the
most important tropical forest in the world.
Thus, quantifying and assessing changes
in biological diversity are central aspects for
Amazon forest management and conservation.
Hill numbers approach is increasingly used
to characterize the forest diversity. Here, we
evaluate changes in tree species diversity along
secondary succession by using the rarefaction
and extrapolation (Hill numbers) approach in
the Northern Amazon forest. We selected three
sites over a 12 km? extension of an old-growth
forest matrix with secondary forest patches of
different stand ages. At each site, plant diversity
of trees having diameter = 5 cm was assessed.
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We analyzed differences in woody species diversity among the four successional
stages and the old-growth forest using individual-based rarefaction and extrapolation
and coverage-based approaches. The lowest evenness was observed in the forest at
the earliest successional stage, due to the presence of a few dominant species in the
community; however, stabilized at the subsequent successional stages. We conclude
that the forest stand heterogeneity between successional stages can be analyzed by
the differences in diversity using individual-based rarefaction and extrapolation and
coverage-based approaches.

KEYWORDS: bootstrapping, forest regrowing, sampled-based rarefaction and
extrapolation, second-growth forests; tree dominance.

RAREFACAO E EXTRAPOLACAO DA DIVERSIDADE DE ESPECIES DURANTE
SUCESSAO DE FLORESTA NEOTROPICAL: UMA ROTINA R USANDO O PACOTE
INEX

RESUMO: A bacia amazénica abriga a floresta tropical mais importante do mundo.
Assim, quantificar e avaliar mudancgas na diversidade biol6gica s&o aspectos centrais
para o manejo e conservacao da floresta amazoénica. A abordagem dos numeros de
Hill € cada vez mais usada para caracterizar a diversidade da floresta. Aqui, avaliamos
mudancas na diversidade de espécies arboreas ao longo da sucessédo secundaria,
usando a abordagem de rarefacdo e extrapolacdo (numeros de Hill) na floresta do
norte da Amazénia. Selecionamos trés locais ao longo de uma extensao de 12 km? de
uma matriz florestal madura com fragmentos de florestas secundarias de diferentes
idades. Em cada localidade, foi avaliada a diversidade de plantas com diametro =
5 cm. Analisamos as diferencas na diversidade de espécies lenhosas entre quatro
estagios sucessionais e a floresta de crescimento antigo, usando abordagens de
rarefacdo e extrapolacéo baseadas em individuos e cobertura baseadas em amostras.
A menor equabilidade foi observada na floresta no estagio inicial de sucesséao, devido
a presenca de algumas espécies dominantes na comunidade; no entanto, estabilizou
nos estagios sucessionais subsequentes. A heterogeneidade ambiental entre estagios
sucessionais pode ser analisada pelas diferencas de diversidade, utilizando abordagens
baseadas em rarefacdo e extrapolacdo baseada em individuos e cobertura baseadas
em amostras.

PALAVRAS-CHAVE: bootstrapping, dominancia de arvores, floresta secundaria,
rarefacdo e extrapolacédo com base em amostras, regeneracao florestal

11 INTRODUCTION

The Amazon region provides important ecosystem services that have local and
global impact (Zhang et al., 2015). However, human-induced biodiversity change
impairs ecosystem services crucial to human well-being. For example, cutting and
burning agriculture practiced for centuries are still the main agricultural system that
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sustains human populations in the Amazon (Arroyo-Kalin et al., 2012; Villa et al.,
2017). Intensification by shifting cultivation (SC) can seriously threaten the old-growth
forests (OGF) and their biodiversity at the local scale (Jakovac et al., 2015; Barlow
et al.,, 2016; Villa et al.,, 2018a). However, second-growth forest (SGF) recovery
after anthropogenic disturbances represents an important reservoir of biodiversity
(Chazdon, 2014; Rozendaal et al., 2019). Thus, information about species diversity
recovery during succession can help to enhance our understanding of SGF dynamics
and improve predictions on the impact of future climate and land-use changes for
effective forest restoration and conservation policies.

Forest regeneration based in ecological succession approach, consists of the
recovery of different components of the ecosystem, such as diversity, structure,
and function over the time (Chazdon, 2014; Villa et al., 2018b; Poorter et al., 2019;
Rozendaal et al., 2019). Most of the previous studies on the secondary succession
in tropical forests have addressed the changes in species diversity comparing SGF
and OGF (Chazdon et al., 2014; Rodendaal et al., 2019). For instance, this might to
achieved by using the rarefaction approach (i.e. sampled and individual-based) with
Hill numbers, species richness (q = 0), exponential of Shannon entropy (Shannon’s
diversity, g=1), and inverse Simpson concentration (Simpson diversity, q =2) between
reference samples from different assemblages using datasets from old-growth and
second-growth forests (Colwell et al., 2012; Chao et al., 2014). An advantage of Hill
numbers is that they are all expressed in units of effective numbers of species: the
number of equally abundant species that would be needed to give the same value of
a diversity measure (Chao et al., 2014).

This approach of Hill numbers can allow evaluating the balance between
dominance and evenness in the tree community during the succession (Colwell et
al., 2012; Chao et al., 2014). Thus, Integrated curves based on sampling theory that
smoothly link rarefaction (interpolation) and prediction (extrapolation) standardize
samples on the basis of sample size or sample completeness and facilitate the
comparison of biodiversity data along succession (Chao et al.,, 2014). On the
other hand, there is an alternative approach that defines the non-asymptotic Hill
numbers as the average Hill numbers over many samples of size m taken from the
entire assemblage. This integrated sample-size- or coverage-based rarefaction/
extrapolation sampling curve represents the estimated diversity accumulation curve
based on the reference sample (Chao et al., 2014).

In this study, we analyzed the changes in tree species diversity along secondary
succession using the individual-based rarefaction and extrapolation (Hill numbers)
and coverage-based approaches in the Northern Amazon forest. In order to evaluate
the tree species diversity patterns (i.e. three Hill numbers), we asked the following
scientific questions: does species diversity change during SGF recovery in comparison
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with an old-growth forest? We hypothesize that tree diversity after shifting cultivation
should be lower in the early successional assemblage, that is dominated by the
abundance of one or a few common species (i.e. using individual-based rarefaction
and extrapolation curves), compared with the old-growth forests. Thus, we presumed
that areas undergoing regeneration may harbor higher tree species diversity during
succession where dominance declines and increases the species coexistence of

early successional and fast-growing pioneer species competitive for light.

2 | MATERIAL AND METHODS
2.1 Study area

The study was conducted in a semi-deciduous forest on the Cataniapo river
basin, around and close to the indigenous communities of Piaroa de Gavilan and
Sardi (613020 E, 679290 N, UTM), at the municipality of Atures, Amazon state,
Venezuela. Climate in the study area is tropical rainy with dry season of two-months
(December and January). Mean annual temperature and annual precipitation are 28
°C and 2700 mm, respectively. The predominant soil types are Oxisols (Latosols) and
Ultisols (red clay soils), with low cation exchange capacity, low nutrient content and
high acidity levels (Villa et al., 2018a).

2.2 Forest survey

We selected three sites over a 12 km? extension of land in an old-growth forest
matrix with secondary-forest patches, of different stand ages, which have been
abandoned after a single cycle of traditional shifting cultivation and left to regenerate
naturally. Sampling sites were systematically selected according to their successional
stages, being identified with the assistance of local farmers and experts. A total 45
plots (20 x 50 m = 1000 m?, each) were established from January 2009 to December
2012. At each site, we selected four secondary forests at different successional
stages: 5, 10, 15, and 20 years of succession; and one old-growth forest (> 100 years
old). Three plots were established within each secondary forest as well as within the
old-growth forest, at each site.

In each plot, all trees having diameter at breast height (DBH) = 5 cm were
identified to the species level and tagged for measurement. The tagged specimens
were identified at the Julian Steyermark herbarium of Puerto Ayacucho (Ministry of
the Environment, Amazonas state, Venezuela). The Angiosperm Phylogeny Group |V
(APG IV, 2016) was used to classify taxa.
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2.3 Statistical analyses

All analyses were carried out using R version 3.4.3 (R Core Team 2018). We
analyzed differences in species richness and diversity among the four second growth
(SGF) forests with different successional stages and the old-growth forest using both
individual-based (Colwell et al., 2012) and coverage-based (Chao and Jost, 2012)
approaches. Species diversity curves were constructed with Hill numbers: species
richness (q = 0), exponential of Shannon entropy (Shannon’s diversity, g = 1), and
inverse Simpson concentration (Simpson diversity, q =2), for both individual-based
rarefaction and extrapolation curves (Jost, 2007; Colwell et al., 2012; Chao et al.,
2014). We then constructed coverage-based rarefaction and extrapolation curves of
species richness for each assemblage. Extrapolations were made from a presence/
absence data matrix (Hill numbers of order 0), being higher than thrice the sample size
(Colwell et al., 2012). Sample-based rarefaction/extrapolations with 95% confidence
intervals were computed using the ‘INEXT’ package (Hsieh et al., 2016).

All three Hill numbers were estimated as the mean of 100 replicate bootstrapping
runs to estimate 95% confidence intervals. Whenever the 95% confidence intervals
did not overlap, species numbers differed significantly at p < 0.05 (Colwell et al.,
2012).

31 RESULTS

We observed differences in species diversity among the successional stages.
The species richness curves showed a clear trend of change over time after shifting
cultivation (Fig. 1). Individual-based rarefaction and extrapolation curves showed
higher tree species richness in the old-growth forest than in SGF at early and
intermediary successional stages. Although their confidence intervals overlapped
slightly only obtained through extrapolation among 15 and 20 years of succession
after shifting cultivation (Fig. 1). Effective number of species calculated by the Hill

number q = 0 reach an asymptote after extrapolated.
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Fig. 1. Individual-based and coverage-based rarefaction (solid line) and extrapolation curves
(dashed lines) of tree diversity on the Hill numbers (q = 0,1,2) for the four successional stages
and old growth forest.

All three Hill numbers increased consistently along the succession to old-growth
forest. However, there was a decrease in the diversity values among successional
stages (=0>qg=1>q=2). Shannon’s and Simpson’s diversities were asymptotic,
with no increase in values even when they were extrapolated to double the reference
sample size, except for the forest at the SGF earliest successional stage (Fig. 1).

Coverage-based rarefaction and extrapolation curves revealed higher species
richness in the old-growth forest than in forests at early and intermediary successional
stages. Sample coverage for all sites remained under ~100% (Fig. 1).

4 | DISCUSSION

The effective number of species richness calculated by the Hill numbers (q =
0) reached an asymptote after being extrapolated. Its confidence intervals slightly
overlapped when obtained through extrapolation, in secondary forests with 15 and
20 years of succession after shifting cultivation (Fig. 1). As for the rarefaction curves
constructed with the other Hill numbers q = 1 and q = 2 (exponential of Shannon and
inverse Simpson, respectively), they also indicated that tree diversity was significantly
higher in OGF than in secondary forests. However, the estimated diversity with
these numbers tended to decrease when compared with richness (q =2 <q =1
< q = 0), except during the earliest successional stage. This pattern provides an
additional evidence that corroborates the facts that there is less evenness during
early successional stages and that dominance tends to decrease along succession.
The increase in diversity from early succession through two decades later may also
be related to the decreased dominance of species with highest abundance values.
Similarly, the decrease observed with inverse Simpson, which estimates the diversity
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of dominant species (Chao et al., 2014), can be partly explained by a more uniform
distribution of abundance. On the other hand, coverage-based rarefaction curves
showed that the observed number of individuals (i.e. up to the points indicated by
the shapes in each forest type) indicate 90% of the individuals in the community
belonging to species in the samples.

4.4 Implications for forest management and conservation

Understanding how shifting cultivation affects the long-term recovery of tropical
secondary forests is critical to assess the conservation value of biodiversity. While
there is a constant pressure for land-use change on Amazonian forests, their future
will also depend on the improvement of conservation, management and restoration
methods. Our results demonstrate the high potential for diversity recovery of those
forests after they have undergone agricultural disturbance, as their levels of species
richness can approach the ones of old-growth forests within two decades (Villa et
al. 2018b; Rozendaal et al., 2019). However, it is also necessary to consider the
importance of species composition recovery, which is a much slower process
(Finegan, 1996; Rozendaal et al.,, 2019), that may be relevant to the multiple
ecosystem functions. Thus, it should be taken as a premise that a single cycle of
shifting cultivation in the northern region of the Amazon still represents an opportune
time to take conservation actions. Therefore, it would be necessary to avoid a second
or further cycles of shifting cultivation in the same previously used areas. Otherwise,
such land use pattern based on multiple cycles of shifting cultivation can reduce
diversity recovery and consequently expand the proportion of degraded areas in the
Amazon forest.

Despite the recent research findings that diversity in tropical forests is made
up by different components (i.e. taxonomic, functional, and phylogenetic diversities),
taxonomic diversity still remains with a high relevance for the understanding of
ecological patterns and processes that take place during succession, especially due to
its importance for recovery practices. On the other hand, it may be relevant to assess
other taxonomic diversity metrics that could also contribute to elucidate emergent
patterns during succession. The use of Hill numbers for instance has been few
explored in the studies on secondary forests succession. For that reason, we propose
the adoption of the individual-based rarefaction and extrapolation (Hill numbers) and
coverage-based as complementary approaches to evaluate the recovery potential of
forests after anthropogenic disturbances.

51 CONCLUSIONS

The diversities estimated with Hill numbers q =1 and q = 2 lead us to conclude
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that they tend to decrease when compared with richness (q = 0), except during the
earliest successional stage. This pattern corroborates the lower evenness observed
during early stages and the decreasing dominance observed along succession.

6 | DATA AND SCRIPT ACCESSIBILITY
doi.org/10.13140/RG.2.2.18862.46407
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ABSTRACT: The estimate of phytosociological
parameters is one of the most useful approaches
in the study of plant communities. There are
several options for running a phytosociological
analysis, such as the software FITOPAC,
TURBOVEG, JUICE, and Mata Nativa, or
another alternative is entering equations into a
spreadsheet editor. Nevertheless, we consider
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the recent rise in the number of users of the
R program in the ecology field and, therefore,
present here a code to run phytosociological
parameters in R from both woody or alternatively
for Braun-Blanquet’s sample method. The code
was created to allow the user, mainly beginners
in the language, to upload the field data and
analyze the phytosociological parameters as
simply and directly as possible.

KEYWORDS : Abundance, vegetation cover,
vegetation structure, importance value index,
dominance

FITOSSOCIOLOGIA NO R: UMA
ROTINA PARA ESTIMAR PARAMETROS
FITOSSOCIOLOGICOS

RESUMO: A estimativa de
fitossociologicos estdo entre as mais uteis

parametros

abordagensnoestudodecomunidadesvegetais.
Existem, portanto, algumas alternativas para
rodar analises fitossociologicas, tais como os
softwares FITOPAC, TURBOVEG, JUICE e
Mata Nativa, ou inserir as equagbes em um
editor de tabelas. No entanto, nds levamos em
conta o aumento no numero de usuarios do
programa R na &rea de ecologia e, portanto,
apresentamos aqui um codigo para rodar

parametros fitossociologicos no R para os
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métodos de amostragem de espécies lenhosas ou alternativamente utilizando o
método de Braun-Blanquet. O c6digo em R foi criado para permitir aos usuarios,
em especial os iniciantes na linguagem, abrir os dados obtidos em campo e analisar

parametros fitossociologicos de forma mais simples e direta possivel.
PALAVRA-CHAVE: Abundancia, cobertura vegetal, estrutura da vegetacao, indice de
valor de importancia, dominéncia

11 INTRODUCTION

Phytosociological parameters are widely applied in ecology with the aim of
characterizing vegetation and understanding processes in plant communities.
Nowadays, phytosociology is not limited to vegetation description, but it is the base
for understanding patterns of community assemblage. Hence, it is very important to
comprehend the structure of a plant community that is being investigated in order to
delve further into questions concerning plant ecology. Phytosociology is a science
that present results of a current assemblage, based on floristic composition. However,
vegetation is not static and changes in space and time as a result of different ecological
processes. For that reason, it is necessary to continually update phytosociological
studies (CACERES et al., 2015).

Phytosociological studies started with the botanist Josias Braun-Blanquet around
the 1920s wherein plant community sampling in plots was standardized and based
on the information he used to name the vegetation (DENGLER, 2017). Nowadays, it
is a method that widely used in Europe, northern Asia, Africa and Latin America. This
method is over 100 years old and data have been accumulating in published and
unpublished studies done on several million research plots; however, some of those
data have been registered in compound vegetation-plots databases (DENGLER et
al., 2011).

Phytosociological parameters describe the frequency, abundance, and cover
of each species in relation to the community (BRAUN-BLANQUET, 1979; MORO &
MARTINS, 2013; MUELLER-DOMBOIS & ELLENBERG, 1974; MUNHOZ & ARAUJO,
2013), and are divided into absolute and relative types. The absolute parameters are
related to the total area sampled or total number of samplings, while the relative
ones concern the total frequency, total abundance, and total basal area (BRAUN-
BLANQUET, 1979; MUELLER-DOMBOIS; ELLENBERG, 1974). As we can see
by the names, these parameters are quite intuitive and very informative regarding
vegetation structure.

Besides describing the vegetation, many studies use phytosociological
parameters to investigate patterns of distribution of a focal species between samples
(KOUR & SHARMA, 2014; WHITFORD, 1949), the relationship of dominance within a
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vegetation community (JIBRIN et al., 2018; RODRIGUES; VILLA; NERI, 2019), or to
investigate the set of species that have greater weight in the plant community structure,
for ecological restoration, or for human use (MELI et al., 2014; SOLDATI et al., 2017).
Sometimes these parameters are used to implement additional metrics to investigate
the vegetation community, such as the application of relative abundance and relative
frequency in the measurement of indicator species, as proposed by DUFRENE and
LEGENDRE (1997). In addition to being used as part of many scientific studies in
plant ecology, at least in some countries, phytosociological parameters are required in
vegetation studies that are required as part of the process of environmental licensing
and in the preparation of the management plan of protected areas.

Because of the relevance of the phytosociological studies, there is software
that can process these calculations, such as FITOPAC, TURBOVEG, JUICE, and
Mata Nativa (respectively, SHEPHERD, 1996; HENNEKENS & SCHAMINEE, 2001;
TICHY, 2002; CIENTEC, 2016), and these benefit the researcher because the use
of a spreadsheet editor and manual insertion of equations is not necessary. Although
some software is freely available, the usage of different platforms during research
can cause inconvenience. For instance, often times a researcher must become
familiar with different templates, deal with distinct input tables, and export the data
to another software type if he wants to proceed with more complex analyses. Hence,
development of a code in the software R will favor researchers that already use R as
their main statistical software, reducing time wasted in dealing with other platforms or
exporting data. Moreover, a simple code will also facilitate the beginning user in the
interpretation of the parameters, as well as in the understanding of the R language.
Undoubtedly, the R program is the most used software in ecological studies today
and many researchers will benefit from running phytosociological parameters and
statistical analyses in the same environment.

In this context, we aimed to estimate phytosociological parameters of plant
species communities using the R software. Here we present a set of command lines
wrote in R that can be applied for calculation of phytosociological parameters. Our
intent was to create a code that allows a researcher to 1) update the field table, 2)
run the parameters, 3) and put the table with all phytosociological parameters into an
appropriate format.

2|1 METHODS

To implement phytosociological analysis, we consider the most common types of
field tables used for woody species sampling and Braun-Blanquet cover-abundance
sampling. The formats of both tables are presented in their own code (see below).
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2.1 Woody sampling

For woody species sampling, our code was built to transform circumference at
breast height (cbh) into basal area, and subsequently calculate the sum of basal area,
frequency and abundance per species. These values will be used with the total area
sampled (in hectares) and the number of areas sampled in the following equations.

Absolute dominance:

BA;

ADo = area (ha) Eq. 1

Where, BA is the basal area of the species |, and area is the total area sampled
in hectare.
Relative dominance:
BA;
Z?=BA1) Eqg. 2

RDo = 100 (

Where, BA is the basal area of the species i.
Absolute frequency:
Fr;

AFr = Nid Eq. 3

Where, Fr, is the number of sample areas where the species i occurs and Nid is
the number of sampling areas.
Relative frequency:
Frj
Z?:Fri) Eq. 4

AFr = 100 (

Where, Fr, is the number of sample areas where the species i occurs.
Absolute density:
n.
De = ——
A area (ha) Eq. 5
Where, n.is the number of individuals of each species and area is the total area
sampled in hectares.
Relative density:

nj
RDe = 100() £0.6

Where, n is the number of individuals of each species and N is the total
abundance.

Importance value:

IV = RDo + RFr + RDe Eq.7
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2.2 Cover value and abundance scale

For the Braun-Blanquet approach, the code is divided into two main sets. Firstly,
to calculate proportion of cover, frequency and abundance per species that will later
be applied in the equations to get the phytosociological parameters. The parameters
for absolute and relative dominance are replaced with cover value and relative cover
(calculated from proportional cover, instead of basal area) and used in the following
equation with the total area sampled (in square meters) and the number of areas
used to calculate cover value and relative cover.

Cover value:
area (m?) Eq. 8

Where, C, is the proportional cover of the species i.
Relative cover:

Ci )
Xi=C Eq. 9

RC = 100. (

Where, C, is the proportional cover of the species i.

Here, we are considering the Braun-Blanquet method used for small areas and
square meters as a unit of measure. Therefore, calculations of the parameters for
frequency and density are the same as presented in equations 3 to 6 but use the
sampled area in square meters instead of hectares to calculate absolute density
(Eq. 5). Importance value is calculated as presented in Eq. 7 but relative dominance
(RDo) is replaced with relative cover (RC).

3 | RESULTS AND DISCUSSION

The code created to run phytosociological parameters analysis in R is available
at the GitHub platform (https://github.com/GustavoHeringer/phytosociology) and is
transcribed below in separated sections. Our intent here is to highlight the main steps
used in the code and to provide a code that is as useful as possible.

3.3 Code for woody species sampling

Firstly, the researcher must prepare an input table like Table 1. The table
presented here is largely used to record woody vegetation with one small adaptation,
which is that the researcher must add a column to report the abundance of species.
In woody species sampling, usually each line in the table refers to an individual and
individuals with more than one trunk receive more than one value for the circumference
at breast height (cbh) column. Here, we propose to use one line for each trunk and,

therefore, an individual with more than one trunk will occupy as many lines as there

Aplicacdes da Linguagem R em Andlises de Vegetacao Capitulo 3




exist trunks. Hence, this individual must receive abundance as 1, in the recording
of the first trunk, and receive 0 for the other trunks (see sp04 in Table 1). Thus, the
calculation of basal area and abundance per individual will be performed correctly.

plot species abundance cbh height
81 sp01 1 17.9 4.0
81 sp02 1 29.8 5.0
81 sp03 1 84.6 10.8
81 sp04 1 40.6 7.5
81 sp04 0 21.8 3.9

Table 1: A common example of a data frame used in fieldwork for woody sampling that must be
uploaded in R.

*cbh = circumference at breast height

Another mandatory step when running the code is to insert the total area in
hectares sampled and the number of sample areas, as shown below (0.1 ha and 10
sample areas).

area.wo <- 0.1

sample.wo <- 10

Subsequently, the user must run a set of codes to prepare a data frame that
will be used in the output and to calculate the phytosociological parameters. At the
same time, the circumference at breast height in centimeters is converted to basal
area in meters squared. If the user sampled diameter at breast height (dbh) instead
cbh, the first code line below must be replaced with “df.wo$basal_a <- 3.1415926*(df.
wo$dbh/2)72/10000”.

df.wo$basal_a <- (3.1415926*(df.wo$cbh/(2*3.1415926))"2)/10000
basal_a_wo <- tapply(df.wo$basal_a, df.wo$species, function(x) sum(x))
freq_wo <- tapply(df.wo$plot, df.wo$species, function(x) length(unique(x)))
abund_wo <- tapply(df.wo$abundance, df.wo$species, function(x) sum(x))

table_wo <- data.frame(SPECIES=names(abund_wo), BASAL_A=basal_a_wo,
FREQ=freq_wo, ABUND=abund_wo)

In the following set of codes, the phytosociological parameters will be calculated
and included in the data frame.

table_wo$ADo <- table_ wo$BASAL_A/area.wo

table_wo$RDo <- 100*(table_wo$BASAL_A/sum(table_wo$BASAL_A))
table_wo$AFr <- 100*(table_wo$FREQ/sample.wo)

table_wo$RFr <- 100*(table_wo$FREQ/sum(table_wo$FREQ))
table_wo$ADe <- table_ wo$ABUND/area.wo

table_wo$RDe <- 100*(table_wo$ABUND/sum(table_wo$ABUND))
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table_wo$IVI <- table_wo$RDo + table_wo$RFr + table_wo$RDe
Finally, we provide a very simple code to export the output as a .txt format that
can be used in any other software.

write.table(table_wo, “phyto_from_field_to_table_woody.txt”, row.names = F)

3.4 Code for cover-abundance sampling

Similar to woody species sampling, the user must insert input data in a
standardized format (Table 2). The table that we propose is commonly applied in the
Braun-Blanquet approach. Frequently, the researchers that use the Braun-Blanquet
cover-abundance scale approach do not record the abundance of each species; this
occurs mainly in vegetation communities composed by grass where it can be very
difficult to distinguish individuals. Even so, we also provided a code that allows for
the calculation of absolute and relative densities and the creation of these variables.
Thus, researchers that need to calculate the phytosociological parameters with
respect to density must account for abundance during fieldwork.

plot | species | abundance | cover class | cover percentage | cover proportion
81 spO1 4 2 15.0 0.150
81 sp02 1 R 00.1 0.001
81 sp03 2 2 15.0 0.150
81 sp04 8 5 87.5 0.875

Table 2: A common example of a data frame used in fieldwork for cover-abundance sampling
that must be uploaded in R.

*cover class = cover class sensu BRAUN-BLANQUET (1979); cover percentage = mean of cover in percentage
based on cover class.

Again, the user must create the two objects regarding to the area sampled, here
in square meters and the number of sample areas.

area.bb <- 10
sample.bb <- 10
Subsequently, there are three sets of codes. The first one, to prepare the data
frame, the second to calculate the phytosociological parameters, and, finally, the
code to export the output in a .txt format.

cover_prop <- tapply(df.bb$cover_prop, df.bb$species, function(x) sum(x))
freq <- tapply(df.bb$plot, df.bb$species, function(x) length(unique(x)))
abund <- tapply(df.bb$abundance, df.bb$species, function(x) sum(x))

table_bb <- data.frame(SPECIES=names(abund), COVER=cover_prop, FREQ=freq,
ABUND=abund)

Aplicacdes da Linguagem R em Andlises de Vegetacao Capitulo 3




table_bb$CV <- 100*(table_bb$COVER/area.bb)

table_bb$RC <- 100*(table_bb$COVER/sum(table_bb$COVER))
table_bb$AFr <- 100*(table_bb$FREQ/sample.bb)

table_bb$RFr <- 100*(table_bb$FREQ/sum(table_bb$FREQ))
table_bb$ADe <- table_bb$ABUND/area.bb

table_bb$RDe <- 100*(table_bb$ABUND/sum(table_bb$ABUND))
table_bb$IVI <- table_bb$RC + table_bb$RFr + table_bb$RDe

write.table(table_bb, “phyto_from_field_to_table_braun_b.ixt”, row.names = F)

3.5 Output format

For woody samples, the output table will contain species name, abundance,
basal area (in meters squared), frequency, and the phytosociological parameters
including importance value index per hectare (Table 3).

SPECIES | BASAL_A | FREQ | ABUND | ADo RDo | AFr | RFr | ADe | RDe VI
spO1 0.11 7 16 1.10 2.54 70 | 417 | 160 3.33 | 10.04
sp02 0.23 10 46 2.32 538 | 100 | 5.95 | 460 9.58 | 20.92
sp03 0.44 9 20 441 | 1022 | 90 | 5.36 | 200 417 | 19.75
sp04 0.04 3 5 0.43 0.99 30 1.79 50 1.04 3.82

Table 3: An example of output of the code in .txt file extension. BASAL_A = Basal area, FREQ

= Frequency, ABUND = Abundance, ADo = Absolute Dominance, RDo = Relative Dominance,

AFr = Absolute Frequency, RFr = Relative Frequency, ADe = Absolute Density, RDe = Relative
Density, IVI = Importance Value Index.

For Braun-Blanquet cover-abundance methods the output will contain almost
the same result as for woody samples. Nevertheless, it replaces basal area, absolute
dominance, and relative dominance with cover, cover value, and relative cover,
respectively (Table 4). Furthermore, in this case all parameters will be reported per
meter squared instead of hectares.

SPECIES | COVER | FREQ | ABUND Ccv RC AFr | RFr | ADe | RDe VI
sp01 0.15 2 5 1.51 2.03 20 | 333 | 0.5 5.21 10.57
sp02 0.33 5 13 3.32 | 4.46 50 | 833 | 1.3 | 13.54 | 26.33
sp03 1.58 5 8 1580 | 2122 | 50 | 833 | 0.8 8.33 37.88
sp04 0.39 5 5 3.90 @ 524 50 | 833 | 0.5 5.21 18.78

Table 4: An example of output of the code in .txt file extension. FREQ = Frequency, ABUND =
Abundance, CV = Cover Value, RC = Relative Cover, AFr = Absolute Frequency, RFr = Relative
Frequency, ADe = Absolute Density, RDe = Relative Density, IVl = Importance Value Index.

Both .txt tables can be easily opened in any software or spreadsheet editor and
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the researcher can use this code for many different objectives, e.g., to use the output
of phytosociology as a variable in future analyses. The researcher can also maintain
their study in R as the objects “table_wo” and “table_bb” for later analysis.

As a final highlight, the researcher may decide to use a different heading in the
field table, for instance “ProportionalCover” instead of “cover_prop” as provided in
our code. To this end there are two equally easy options. First, the researcher can
just change the heading in the original field table or in R and run the code normally.
As a second alternative, the term “df.bb$cover_prop” can be substituted for “df.bb$
ProportionalCover”, throughout the entire code.

4 | FINAL CONSIDERATIONS

We presented a set of command lines that allow to calculate phytosociological
parameters exclusively in R. Therefore, R users can apply phytosociological
approach in their studies without move from other planforms. We also highlight
that our code provides more flexibility to the researchers, since allows the user to
calculate phytososiological parameters from woody and Braun-Blanquet approach
(cover sampling). Finally, we believe this routine can be easily applied by beginning
users and will favor a better understanding of phytosociological parameters, while, at
the same time, can work as a gateway to the R language.
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RESUMO: O uso do software R tem crescido
nos ultimos anos, especialmente em trabalhos
envolvendo processamento de dados e analises
estatisticas. Seudinamismo e robustez permitem
uma analise detalhada de diferentes tipos de
situacdes e, em muitos casos, a interacao entre
o0 desenvolvedor do projeto e o usuario final.
Neste trabalho serdo apresentadas algumas
ferramentas para a realizacdo de analises
estatisticas usando o R com dados sobre o
desmatamento da Amazénia Legal. Essa base
apresenta as areas de desmatamento, em
kmz, no periodo de 2004 a 2019. Os resultados
estdo concentrados na analise exploratéria de
dados e na visualizag&o interativa por meio de
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aplicativos.
PALAVRAS-CHAVE: R. Andlise Exploratoria.
Shiny. Desmatamento.

DEFORESTATION DATA ANALYSIS WITH R:
SHINY INTERACTIVE VIEWING

ABSTRACT: The use of R software has
increased in recent years, especially in works
involving data processing and statistical analysis.
Its dynamism and robustness allow a detailed
analysis of different types of situations and, in
many cases, the interaction between the project
developer and the end user. In this paper we
will present some tools for performing statistical
analyzes using R with data on deforestation of
the Legal Amazon. This database presents the
deforestation areas, in km?, from 2004 to 2019.
The results are concentrated in exploratory data
analysis and interactive visualization through
applications.

KEYWORDS: R. Exploratory Analysis. Shiny.
Deforestation.

11 INTRODUCAO

O uso do software R vem crescendo entre
profissionais da area de estatistica, cientistas
de dados e pesquisadores ao longo dos ultimos

anos, conforme evidenciado pelos dados da
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figura 1. Essa evidéncia & corroborada pela disponibilidade de 15.286 pacotes (R
Core Team, 2018). Detalhes adicionais sobre a disponibilidade de pacotes com uma
extensa lista contemplando diversas areas do conhecimento podem ser encontrados
em (R Development Core Team, 2019).
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Figura 1: Uso do R como linguagem de programacéo. Fonte: The RedMonk Programming
Language Rankings.

A disponibilidade de pacotes associada a facilidade de instalacdo, auxilia na
expansao do uso do software R tanto no ambiente académico como no ambiente
corporativo. Estatistica descritiva, teste de hip6teses, modelos de regresséao (linear
e néao linear) e ANOVA, por exemplo, juntamente com a capacidade de visualizacao
de resultados do ggplot2 (WICKHAM, 2018) sao algumas tarefas que podem ser
executadas no ambiente R.

A interatividade no R pode ser adicionada por meio do uso do pacote Shiny
(CHANG et al.,2019), o qual possibilita a construcdo de interfaces, que serédo
denominadas aplicativos (apps) interativos.

O objetivo é apresentar alguns pacotes para uma analise exploratoria dos
dados, utilizar mapas de desmatamento ao longo dos ultimos anos na regidao da
Amazdnia Legal e construir apps interativos para descrever, analisar os dados
coletados e fazer previsbes de areas de desmatamento para os préximos anos.
Os dados publicos analisados fazem referéncia ao desmatamento nessa area no
periodo de 2004 a 2019.

A analise estatistica basica combinada com a apresentacao grafica dinamica
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possibilita uma visdo mais ampla para caracterizar o fenbmeno do desmatamento.
Dentre os impactos causados pelo desmatamento destacam-se perdas de servigcos
e bens ecossistémicos e até mesmo mudancas climaticas como, por exemplo, o
aumento da frequéncia do fenémeno EL Nifio (FEARNSIDE, 2006). Os resultados
numéricos e as representacdes graficas, incluindo o0s apps, mostram a evolugao
das areas desmatadas. A visualizagdo gréfica interativa permite tracar o perfil da
evolucdo desse problema. Dessa forma, proporciona a construgdo mais coerente
de argumentos para a descricdo do fendmeno e, por consequéncia, permite inferir
o tratamento dado a questao principalmente quanto a conscientizacao social e as
politicas publicas de combate ao desmatamento. A seguir, serd apresentada uma
breve descri¢cdo dos pacotes utilizados bem como os resultados numéricos e graficos.

21 0OS PACOTES GGPLOT2, LEAFLET, FORECAST E SHINY

Conforme ilustrado em (R Development Core Team, 2019),0 software R trabalha
com diferentes tipos de pacotes que podem ser instalados e carregados de acordo
com a necessidade do usuario. Alguns desses pacotes serdo aqui destacados em

razao da sua eficiéncia e aplicabilidade.

2.1 GGPLOT2

O ggplot2 é o principal pacote grafico do R. E um dos membros centrais do
pacote tidyverse (WICKHAM, 2017). Com o ggplot2 é possivel criar graficos mais
elegantes e versateis (WICKHAM, 2018).

2.2 LEAFLET

O pacote Leaflet (CHENG et al., 2018) permite a criagdo de mapas interativos
diretamente no R. Trata-se de uma biblioteca JavaScript que produz graficos com
diferentes interfaces e permite a interacdo com o usuario por meio das funcdes que

carrega.

2.3 FORECAST

No pacote Forecast (HYNDMAN, et al., 2019) um modelo ARIMA para séries
temporais pode ser obtido por meio da busca automatica dos parametros. Este pode
ser utilizado para realizar previsdes e evidenciar o processo de desmatamento para

0S proximos anos.

2.4 SHINY
Finalmente, o pacote shiny (CHANG et al.,2019) permite a criacdo dos
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chamados apps: aplicativos interativos em R para navegadores (SCHMULLER,
2018). Esses apps tornam possivel o compartilhamento de dados e analises que
podem ser prontamente executados. Vale ressaltar que a utilizagdo de um app shiny
estd associado a execucgao do software R.

31 ANALISE EXPLORATORIA DOS DADOS

Os dados coletados para a realizacdo dessas anélises sdo provenientes do
projeto PRODES que monitora as areas de desmatamento na Amazdbnia Legal
através de imagens de satélite. Entende-se como Amazoénia Legal uma area, de
aproximadamente, 5.217.423 km2 e que engloba os estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Mato Grosso, Para, Ronddénia, Roraima, Tocantins e Maranhdo. Os
dados utilizados estéo disponiveis no site:

http://www.obt.inpe.br/OBT/assuntos/programas/amazonia/prodes.

Com base nesses dados coletados via satélite, o governo brasileiro estabelece
politicas publicas para combater o desmatamento nessa regiao.

Leafl

Figura 2: Amazdnia Legal usando o pacote LeaflLet

A Figura 2 ilustra um exemplo de mapa gerado com o pacote Leaflet e destaca
os estados com compreendem a Amazonia Legal. E possivel efetuar a visualizagéo
de niveis detalhados, ou seja, uma visualizagcdo tanto ao nivel do pais (ex: Brasil),
quanto dos niveis de estado, cidade, bairro, etc. E possivel também a criagéo de
popups, que sao pequenas janelas contendo informagdes sobre cada localidade,
desde que estejam na base de dados.
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3.1 Analise descritiva

Segundo Schmuller (2019, p.9) a estatistica usa os numeros para a tomada de
decisdes. Para tanto, descrever os dados é uma parte importante desse processo.
Essa analise inicial permite olhar para um grande conjunto de dados de forma
mais especifica, analisando seu comportamento e identificando tendéncias. Com
o comando summary no R, & possivel realizar uma estatistica basica dos dados
coletados. A base de dados é apresentada na Tabela 1 e os resultados obtidos a
partir do comando summary, sédo apresentados na Tabela 2:

UF 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

ACRE 728 592 398 184 154 167 259 280 305 221 309 264 372 257 444 688
AMAZONAS 1232 775 788 610 604 405 595 502 523 583 9S00 712 1129 1001 1045 1421
AMAPA 46 33 30 39 100 70 S3 66 27 23 31 25 17 24 24 8
MARANHAD 755 922 674 631 1271 828 712 396 269 403 257 209 258 265 253 215
MATO GROSSO 11814 7143 4333 2678 3298 1049 870 1120 757 1139 10795 1601 1489 1561 1490 1685
PARA B870 5899 5659 5526 S607 4281 3770 3008 1741 2346 1887 2153 2992 2433 2744 3862
RONDONIA 3858 3244 2049 1611 1136 482 435 865 773 932 684 1030 1376 1243 1316 1245
RORAIMA 311 133 231 309 574 121 2%6 141 124 170 219 156 202 132 195 617
TOCANTINS 158 271 124 63 107 61 49 40 52 74 S0 57 58 31 25 21

Tabela 1: Dataframe com as areas de desmatamento.

AC AM AP MA MT
Min. :167.8 Min. : 405.0 Min. : 8.00 Min. : 209.0 Min, s 757
1st Qu.:256.2 1st Qu.: 568.0 1st Qu.: 24.00 1st Qu.: 257.8 1st Qu.: 119
Median :292.5 Median : 661.0 Median : 30.50 Median : 399.5 Median : 1526
Mean :357.6 Mean ¢ . 7865 Mean : 38.50 Mean : 519.9 Mean : 2692
3rd Qu.:409.5 3rd Qu.:1012.0 3rd Qu.: 47.75 3rd Qu.: 722.8 3rd Qu.: 2823
Max. :728.© Max. :1421.0 Max. :190.00 Max. :1271.0 Max. :11814
PA RO RR TO AMZ LEGAL
Min. 11741 Min, : 435 Min. :121.0 Min. : 21.09 Min. : 4571
1st Qu.:2411 1st Qu.: 842 1st Qu.:139.0 1st Qu.: 46.75 15t Qu.: 6365
Median :3389 Median :1190 Median :198.5 Median : 57.5@ Median : 75ee
Mean +3924 Mean +1392 Mean :243.2 Mean s 77.56 Mean :10021
3rd Qu.:5546 3rd Qu.:1435 3rd Qu.:269.2 3rd Qu.: 82.25 3rd Qu.:11966
Max. 18870 Max. :3858 Max. :617.0 Max. :271.00 Max. 227772

Tabela 2: Uso do comando summary no R

O dataframe da Tabela 1 contém os Estados da Amazénia Legal e as respectivas
areas de desmatamento, em km2. O comando summary retorna o menor valor desse
conjunto, o primeiro quartil, mediana, média, terceiro quartil € o valor maximo para
cada estado.

Uma analise visual dos resultados permite identificar que a menor area
desmatada em um ano esta no Amapa (8 km?) e a maior area desmatada em um ano
estd no Mato Grosso (11.814 km?); a maior média de desmatamentos pertence ao
Para (3.924 km?2) e a menor média é a do Amapa (38,5 km2). Mato Grosso é o Estado
gue apresenta a segunda maior area de desmatamento, nesse periodo.

Um detalhe interessante do resumo descritivo da Tabela 2 é que 75% (3°
Quartil) das areas desmatadas em Mato Grosso correspondem a valores menores
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que 2823 km?, que estd bem distante da area maxima desmatada, que é de 11814
km?2, registrada em 2004. Os valores registrados entre 2004 e 2008 estdo muito
acima dos demais registros. Ao calcularmos o desvio padrao (2940,2 km2) temos a
comprovacao dessa variabilidade. A Figura 3 nos mostra que Mato Grosso, Para e
Rondbnia sao os estados que apresentam maior variabilidade nas areas desmatadas.

Desvio Padrao das areas de desmatamento (em km?)
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Figura 3: Desvio padrao

Uma comparacéo visual das areas de desmatamento entre os estados é
ilustrado pelo grafico de barras, obtido por meio do ggplot2, mostrado na Figura 4.
Amapa e Paréa sédo os estados com menor e maior area desmatada, respectivamente.
Um padrao similar poderia ser observado considerando-se as médias das areas de

desmatamento.

TOTAL DE AREA DESMATADA (EM KM?)

MATO GROSSO -
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Figura 4: Area de desmatamento por estado usando o ggplot2.

Uma viséo da evolucdo da area total desmatada no pais pode ser obtida pela
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analise da Figura 5, construida com o ggplot2. O ano de 2004 destaca-se como o
ano com maior area desmatada no periodo observado. Em seguida, uma tendéncia
decrescente no desmatamento pode ser observada até o ano de 2012. A partir
disso, uma tendéncia ao crescimento. Areta ¥ = 10.000 km?® & a média das areas
desmatadas em todos os anos e em todos os Estados e serve como parametro para
mostrar que a quantidade desmatada entre 2004 e 2008 € equivalente a quantidade

desmatada nos demais anos.

AREA DESMATADA NO PERIODO DE 2004 A 2019

e
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Area desmatada (em km?)

Figura 5: Evolucao das areas desmatadas

3.2 usando o leaflet

A utilizagcdo de mapas de calor € uma forma visual de apresentacéo e analise
comparativa dos dados. Com o auxilio desses mapas é possivel mostrar, de forma
mais interativa, como se d4, ano a ano, o desmatamento da Amazénia Legal. Agrande
vantagem do Leaflet & a interacéo que o usuario pode realizar com a representacao
criada. A partir disso, diferentes informacdes podem ser extraidas da base de dados.
Logo, o usuario pode navegar pelas informagdes e tirar suas proprias conclusées.
Também é possivel observar tendéncias e verificar padroes nos dados analisados.

A Figura 6 mostra os mapas de calor dos anos de 2004, 2005, 2006, 2010,
2014 e 2019. E possivel criar um mapa para cada ano e realizar as comparacées.
E visivel a reducdo na quantidade de area desmatada em Mato Grosso ao longo
dos anos. Por outro lado, estados menores como o Acre, por exemplo, mantiveram

valores muito préximos.
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Figura 6: Comparativo do desmatamento

Esse tipo de representacdo permite analisar, através da escala de cores, os
estados que possuem as maiores areas de desmatamento, ano a ano, e comparar
com a area total de cada um. Tal informacgao poderia ser inserida em um popup. O
préprio Leaflet cria as escala de cores de acordo com os valores da base de dados.

Ressalta-se que, para o trabalho com o pacote Leaflet, é exigido uma base
de dados que contenha as coordenadas geograficas das localidades que se deseja
plotar. Logo, na configuracdo desses mapas foi utilizado uma base de dados do
tipo “SpatialPolygonsDataFrame” com a funcdo de mesmo nome no R, que contém
diversas informacdes, entre elas, as coordenadas geogréficas para a construcao do
contorno desejado do mapa da Amazdnia Legal.

41 APPS PARA ANALISAR O DESMATAMENTO E FAZER PREVISOES

A proxima etapa € criar ferramentas que possibilitem ao usuario extrair
informacdes da base para realizar a tomada de decisbes. Para tanto, foi criado um
app com o pacote Shiny, que utiliza a base de dados para gerar um grafico de barras
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para cada ano. O usuario pode escolher 0 ano que quer analisar e, automaticamente,
€ gerado esse grafico.

O app construido possui uma entrada, onde o usuario escolhe o ano que
deseja analisar e uma saida que apresenta um grafico de barras com as areas de
desmatamento naAmazénia Legal daquele ano. Aprincipal vantagem é a possibilidade
de coloca-lo em um navegador para assim compartilhar as informacdes e analises
desejadas.

E possivel acrescentar outras informacdes a esse app incluindo, por exemplo,
medidas de estatistica descritiva e de dispersao que podem auxiliar na implantacao
de politicas publicas para combater o desmatamento. A Figura 7 mostra a interface
desse App com os gréaficos dos anos de 2004, 2005 e 2019.

O App da Figura 8 tem a proposta de construir um modelo de previsdao com
base nos dados da Amazénia Legal. Para isto, foi usada a fungédo auto.arima( )
presente no pacote Forecast.

O usuario seleciona o estado que deseja analisar e, automaticamente, sao
geradas duas saidas. A primeira € um grafico representando a série temporal do
Estado selecionado e a segunda também & um gréafico, mas para o Modelo de
Previsdao. Nesse modelo, os trés ultimos pontos em azul representam as areas
de desmatamento previsto para 2019, 2020 e 2021. Optou-se por considerar o
ano de 2019 como medida comparativa para os resultados gerados pelo modelo,
comparando-o com o resultado real. As areas destacadas em cinza representam o

intervalo de confianga padréo para o modelo utilizado.

Open in Browser

Area desmatada em 2004
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MARANHAO-
ACRE-
RORAIMA-
TOCANTINS
AMAPA -
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Figura 7: App com a tendéncia anual
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DESMATAMENTO: AMAZONIA LEGAL

SELEOOME O ESTADD

DESMATAMENTO NA REGIAO DO MATO GROSSO

Modelo de Previsie

Figura 8: App com o0 modelo de previséo

A area de desmatamento prevista para o ano de 2019 foi de 1419 km2, conforme
podemos observar na Tabela 3, (o valor real divulgado pelo PRODES foi de 1685
km2), bem como, para 2020 é esperado uma area desmatada de 1348 km? e 1277
km2 para 2021, de acordo com o modelo. Segundo o governo do estado de Mato
Grosso, aproximadamente 50% de seu territério € composto por florestas, ou seja,
451.678,954 km2. Considerando o periodo analisado (2004 a 2018) e os trés anos
de projecédo do modelo, (2019 a 2021), um total de 45.692 km? de area tera sido
desmatada, o que equivale a mais de 10% de toda a area florestal deste estado e,
tudo isso, em apenas 18 anos.
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Ano Area_desmatada

2019 1419
2020 1348
2021 1277

Tabela 3: Previsbes do modelo

Com esse App € possivel analisar as séries temporais de todos os estados e

verificar a tendéncia de desmatamento para os préximos anos.

51 CONSIDERACOES FINAIS

O desmatamento na Amazénia tem sido tema de reportagens e discussoes no
mundo inteiro ao longo dos ultimos anos. Os avangos computacionais permitem a
utilizacdo de ferramentas de visualizagao interativa em conjunto com os calculos
estatisticos descritivos ou modelos estatisticos de previsdo. Essa integragdo mostra-
se (til para analisar e entender diferentes tipos de problemas.

O software R ganha destaque entre as ferramentas computacionais para
realizar apresentacées gréaficas, analises e previsdes. E possivel organizar, analisar
e tomar decisbes com base nos dados. A variedade de pacotes disponiveis permite
incrementar o processo de analise por meio de modelos mais sofisticados e que,
porventura, requerem um esforco mental adicional. Dessa forma, problemas
essenciais como a questao do desmatamento podem ser discutidos e analisados de
forma mais consistente.

Realizou-se uma analise descritiva inicial, entendendo o comportamento dos
dados, utilizando diferentes tipos de representacdes graficas e realizando diferentes
analises, mostrando o comportamento anual, 0 comportamento por regido e o
agregado geral do nosso periodo. Isso também permitiu analisar a variabilidade
dos dados, além de fazer previsbes com base em modelos matematicos para os
préximos anos.

Mais que uma ferramenta para a construcdo de dashboards, os Apps
construidos permitem a interagdo entre o desenvolvedor e os usuarios, de tal forma
que, 0 usuario consiga, de maneira simples, ler e analisar os dados apresentados.
A proposta leva em consideragcdo uma situagéo especifica, porém tal ideia pode ser
estendida para diferentes tipos de problemas em diferentes segmentos. Esses Apps
podem auxiliar na conscientizacao e fomentar a discussao desses casos, levando a
diferentes analises, por pessoas com diferentes conhecimentos, fomentando assim
a busca por solugoes.
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6 | MATERIAL DE APOIO

Os scripts para executar os apps para analise de desmatamento e demonstracao
grafica de suas séries temporais podem ser baixados no link:
http://doi.org/10.13140/RG.2.2.28851.78881
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RESUMO: A Antartica é o principal ecossistema
terrestre dominado por comunidades de plantas
nao-vasculares, que sao restritas as poucas
areas livres de gelo. Estas comunidades estao
distribuidas ao longo de gradientes ambientais,
comoporexemploemdiferentespedoambientes.
A analise de componentes principais (PCA)
€ um dos métodos de estatistica multivariada
amplamente usado para identificar e estudar
gradientes ecoldgicos. Assim, 0 objetivo deste
trabalho € demonstrar a aplicabilidade do uso
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da PCA para a identificacdo de gradientes
pedoambientais através da variabilidade das
caracteristicas fisico-quimicas do solo em
uma area livre de gelo da Antartica Maritima.
Foram selecionadas quatro areas com distintas
coberturas de comunidades de musgos e
avaliadas as propriedades do solo. Foram
usados o seguintes pacotes do R: “FactoMineR”
que € utilizado para gerar a PCA; “factoextra”
€ usado para construir os graficos da PCA; e
“ggplot2” para editar os graficos. Além disso fo
usado o pacote “corrplot” para a analises de
correlacédo das variaveis do solo com eixos da
PCA. Uma alta variabilidade nas propriedades
do solo foi observada ao longo do gradiente
pedoambiental. A PCA determinou a separagao
dos quatro grupos, formando uma marcado
gradiente pedoambiental, baseado tanto nos
atributos quimicos quanto fisicos do solo. A
PCA é uma importante ferramenta estatistica
para separar grupos (ambientes) e agrupar as
variaveis (propriedades do solo) que estejam
atuando fortemente sobre eles. Sendo dessa
forma, o passo inicial muito util em estudos
que objetivam avaliar o efeito de um gradiente
ambiental sobre a vegetacao.
PALAVRAS-CHAVE:
analise de correlacéo; analise multivariada;
PCA r script; propriedades do solo.

analise de gradiente;
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EVALUATION OF PEDOENVIRONMENTAL GRADIENT USING PRINCIPAL
COMPONENT ANALYSIS (PCA) IN MARITIME ANTARCTICA

ABSTRACT: Antarctica is the main terrestrial ecosystem dominated by non-vascular
plant communities, which are restricted to a few ice-free areas. These communities
are distributed along environmental gradients, such as different pedoenvironments.
Principal component analysis (PCA) is one of the multivariate statistical methods widely
used to identify and study ecological gradients. Thus, the objective is to demonstrate
the applicability of the use of PCA for the identification of pedoenvironmental gradients
through the variability of soil physico-chemical characteristics in Maritime Antarctica
ice-free areas. Four areas with different plant cover were selected and soil properties
evaluated. The following R packages were used: “FactoMineR” which is used to
generate the PCA; “Factoextra” is used to build PCA graphics, and “ggplot2” to edit
the graphics. Also, the corrplot package was used for the correlation analysis of soil
variables with PCA axes. High variability in soil properties was observed along the
pedoenvironmental gradient. The PCA determined the separation of the four groups,
forming a marked pedoenvironmental gradient, based on both chemical and physical
soil attributes. PCA is an important statistical tool for separating groups (environments)
and grouping variables (soil properties) that are strongly acting on them. Thus, the
initial step is very useful in studies that aim to evaluate the effect of an environmental
gradient on vegetation.

KEYWORDS: gradient analysis; correlation analysis; multivariate analysis; PCA R
script; soil properties.

11 INTRODUCAO

Os solos da antarticos sao resultado de processos pedologicos que ocorrem
de forma lenta nas poucas éareas livres de gelo (SCHAEFER et al., 2004). Na
Antértica, as variagdes climaticas e o material parental sdo fatores-chave para
entender a distribuicdo de solos e suas propriedades (Daher, 2019). Um contrastante
desenvolvimento do solo pode ser observado em fina escala em areas periglaciais,
apresentando diferentes caracteristicas fisico-quimicas que refletem a influéncia
de variaveis ambientais como microclima, geologia, geomorfologia, drenagem,
deposicao de guano e cobertura vegetal (THOMAZINI et al., 2018). Desta forma,
essa variabilidade nas caracteristicas do solo também é responsavel na distribuicéo
da riqueza e composicdo de espécies nao vasculares, e na cobertura vegetal ao
longo de um gradiente pedoambiental na Antartica Maritima (SCHMITZ et al., 2020).
No entanto, para realizar estudos com o objetivo de entender como a vegetacéo
responde ao desenvolvimento do solo, é necessario primeiramente, reconhecer e
definir a existéncia de um gradiente pedoambiental.

Em estudos ambientais com muitas amostras e variaveis, sejam elas fisico-
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quimicas ou bioloégicas, uma das formas de avaliar integradamente um complexo
conjunto de dados é a aplicacao da estatistica multivariada, onde as variaveis podem
ser analisadas simultaneamente (BERNARDI et al., 2009). A analise de componentes
principais (PCA) é uma analise multivariada amplamente usada na ecologia e que
possibilita investigacbes com um grande numero de dados disponiveis (VINCINI,
2005). Permite interpretar a estrutura de um conjunto de dados multivariados a
partir das respectivas matrizes de variancias-covariancias ou de correlagdes entre
as variaveis de estudo (BERNARDI et al. 2009). Possibilita também, a identificacao
das medidas responsaveis pelas maiores variagcées entre os resultados, sem perdas
significativas de informacoes.

Esta técnica pode ser utilizada para geracdo de indices e agrupamento de
individuos ou variaveis ambientais. A analise agrupa ambientes (ou individuos,
ou o que for o objeto de estudo) de acordo com suas variacdes, representado
pela variacdo do conjunto de caracteristicas que define o ambiente (ou objeto de
estudo), ou seja, a técnica agrupa ou separa os ambientes de uma area segundo a
variacdo das suas caracteristicas (HONGYU, et al., 2015). Para evitar conclusdes
indesejaveis, o pesquisador deve ter, porém, um bom conhecimento a respeito das
variaveis em questao, pois a analise multivariada é apenas uma forma exploratéria
de classificagdo e ordenacéo (BERNARDI et al., 2009).

Neste caso, usaremos dados de um levantamento de solo de 60 parcelas,
representando quatro ambientes situados em Rip Point, na llha Nelson, onde os
parametros utilizados sé@o as variaveis quimicas e fisicas do solo. O objetivo deste
trabalho é demonstrar a aplicabilidade do uso da Analise de Componentes Principais
para a identificacdo de gradientes pedoambientais através da variabilidade das
caracteristicas fisico-quimicas do solo em uma area livre de gelo da Antartica Maritima
(AM). E assim, descrever de forma pratica e detalhada o uso desta ferramenta
estatistica para a reproducao e uso na analise multivariada de dados ambientais e

ecolégicos.

2| METODOLOGIA

2.1 Area de estudo e coleta dos dados de solo

Este estudo foi conduzido na area de Rip Point, na llha Nelson, Antartica
Maritima. E uma area periglacial de aproximadamente 3 km de comprimento por 1.5
km de largura (PUTZKE et al. 1998). Foram selecionadas quatro areas com distintas
coberturas de comunidades de musgos. Em cada area foram levantadas 15 parcelas
de 20x20cm, totalizando 60 parcelas amostradas.

Para medir as propriedades do solo, foi coletada uma amostra simples de solo
superficial (0-10cm) em cada parcela. As amostras foram enviadas para analise
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de rotina do laboratério de solos da UFV seguindo os protocolos padronizados
(EMBRAPA, 1997). As seguintes propriedades do solo foram determinadas: pH
(H20), P permutavel, K*, Ca?*, Na, Mg?, Fe, Cu, Mn, Zn, Al**, acidez trocavel (H +
Al), matéria orgénica (MO), soma de bases trocaveis (SB); capacidade potencial de
troca catidnica (T), porcentagem de saturacado por bases (V), e a textura do solo,
como teores de areia grossa (A_grossa), areia fina (A_fina), silte e argila.

2.2 Organizacao da planilha para analise de dados no programa R

ApOs a obtencéo das variaveis fisico-quimicas do solo, &€ necessario organiza-
las de forma sistematica em uma planilha Excel. A seguir é mostrado como as
variaveis devem ser sistematizadas na planilha.

Pedoambiente | Parcela | pH P K Na Ca MO ... | Areia
P1 1 6.51 | 101.7 | 248 | 646.2| 74 | 065 | .. | 0.771
P1 2 6.5 | 170.7 | 336 | 9354 | 6.21 | 0.26 | .. | 0.712
P1 3 6.12 | 85.9 | 258 | 496.7 | 713 | 1.7 .. | 0.821
P1 4 6.41 | 1241 | 316 | 9354 | 5.04 | 0.52 | ... | 0.665
P2 21 591 | 56.6 | 146 | 397.0 | 28.43 | 1.57 | ... | 0.428
P2 22 599 | 221.1 | 144 | 397.0 | 37.58 | 1.83 | ... | 0.501
P2 23 6.44  86.3 | 188 | 486.7 | 27.34 | 0.78 | ... | 0.523
P2 24 6.2 | 121.7 | 126 | 755.9 | 22.38 | 1.3 .. | 0.401
P3 41 6.4 | 1325 | 62.3 | 486.7 | 19.95 | 0.26 | ... | 0.751
P3 42 6.3 | 719 | 471 | 456.8 | 14.89 | 0.52 | ... | 0.656
P4 61 6.5 | 4858 | 152 | 297.2 |16.02 | 3.13 | ... | 0.610
P4 62 6.3 | 246.6 | 146 | 267.3 | 12.06 | 4.7 .. | 0.694

Tabela 1. Organizacao dos pedoambientes, parcelas e variaveis quimicas e fisicas do solo na
planilha Excel para posterior anélise no software R.

As duas primeiras colunas correspondem aos pedoambientes (P1, P2, P3 e
P4) e as parcelas (1, 2, 3, 4, ..., 60), respectivamente. As colunas seguintes sao as
variaveis que pretendemos analisar, neste caso, atributos quimicos (pH, P, K, etc.)
e fisicos do solo (areia, silte e argila). Apos a sistematizacado dos dados na planilha
€ necessario salva-la em formato txt, observando sempre que as virgulas (,) devem
ser substituidos por ponto (.).
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2.3 Pacote do R e comandos de analise de dados (script)

Para a anéalise de dados, construgcdo e edicdo dos graficos PCA, foram
utilizados seis pacotes no software R: ‘FactoMineR’ que é utilizado para resumir,
visualizar e descrever conjuntos de dados quando as variaveis sao categoéricas e
analise de fatores multiplos quando variaveis séo estruturadas em grupos (HUSSON
et al., 2017); “factoextra’ fornece algumas fung¢des para extrair e visualizar a saida
de analises multivariadas de dados (incluindo PCA), também contém funcdes para
simplificar algumas etapas de analise de clustering e fornece uma visualizagdo de
dados elegante do ‘ggplot2’ (KASSAMBARA, 2017); ‘ggplot2’ € um pacote do R usado
para criar graficos estatisticos de forma declarativa, baseado em mapeamento de
atributos estéticos de forma geométricas (WICKHAM & CHANG, 2019); ‘corrplot’ que
faz uma exibicdo grafica de uma matriz de correlacéo das variaveis analisadas no
PCA, incluindo a escolha de cores, rétulos de texto, etiquetas coloridas, layout (WEI,
2017).; ‘ggrepel’ que ajuda a evitar a sobreposicao de titulos e rétulos nos graficos
(SLOWIKOWSKI et al., 2019); e ‘vegan’ que € utilizado para métodos de ordenacéo,
analise de diversidade e outras fun¢des para vegetacao e ecologia de comunidades
(OKSANEN et al., 2019).

2.4 Detalhes do script

A seguir serao descritos todos os comandos utilizados, desde o carregamento
dos dados no R até o produto final das analises, grafico da PCA e valores de anélises
de correlacao de variaveis.

Primeiramente é preciso selecionar endereco do arquivo ou a pasta de trabalho
onde se encontram os dados/planilhas a serem analisados. Nessa pasta também

serao salvos todos os graficos gerados nas analises.
setwd (“~/endereco do arquivo/”)

O comando a seguir é utilizado para discriminar a planilha em formato txt que

sera o objeto de analise.
dados <- read.table(“matriz.txt”, h=T, sep="\t")

Para identificar, consultar e explorar os dados da planilha usamos os seguintes

comandos:
table(dados$Group)
dados
dim(dados)
names(dados)
head(dados)
summary(dados| ,-1])
A funcdo dim é usada para visualizar as dimensdes da planilha, neste caso,

60 parcelas e 21 variaveis. Enquanto que a funcao names é usada para mostrar os

Aplicacdes da Linguagem R em Andlises de Vegetacao Capitulo 5




nomes das variaveis (primeira linha) que estamos utilizando nas analises. A funcao
summary é utilizada para mostrar os valores minimo, médio, mediano, maximo, 1° e
3° quartis de cada variavel.

Antes de comecar a analise dos dados, é necessario a instalacéo dos pacotes,

que podem ser instalados com a seguinte funcéo:
install.packages (“nome do pacote”)

Apoés instalar o pacote, é necessario “carregar” o pacote sempre que vocé abrir

o R, utilizando a funcéo library.
library (FactoMineR)

library (factoextra)

library (ggplot2)

Onde o pacote ‘FactoMineR’ € utilizado para rodar a PCA; o pacote ‘factoextra’
€ usado para construir os graficos da PCA; e ‘ggplot2’ para editar os graficos.

Podemos identificar a matriz de dados diretamente no funcéo PCA:
Gradiente <- PCA(dadosl[,3:21], graph = FALSE)

Neste caso, demos a ela o nome de “Gradiente”, e entdo selecionamos todas as
linhas (,) e as colunas (3 a 21) que representam as variaveis quimicas e fisicas do solo
usadas na analise. Ou também podemos criar objetos para definir a matriz de dados,

como por exemplo, chamaremos de “matriz” todos os parametros selecionados.
matriz <- dados|, 3:21]
matriz

E entédo na fungéo para rodar a PCA devemos colocar a matriz de interesse:
Gradiente <- PCA(matriz, graph = FALSE)

Em seguida exploramos diferentes opcbes de graficos para a PCA, para
observar as contribuicbes dos eixos, relacao de vetores, distribuicao de grupos,
identificar gradientes.

O “graph of individuals” indica formac&o de grupos com identificacdo de
parcelas: (Fig 1a).
fviz_pca_ind(Gradiente)

O “graph of variables”, identifica os vetores que correspondem a cada parametro
(Fig 1b):
fviz_pca_var(Gradiente)

Para indicar o nivel de correlagdo dos vetores com escala de cores:
fviz_pca_var(Gradiente, col.var = “cos2”, gradient.cols = c(“#00AFBB”, “#E7B800”,
“#FC4EQ7”), repel = TRUE

Onde a funcédo fviz_pca var é a funcdao que identifica os vetores que
correspondem a cada parametro; o argumento col.var da cores as variaveis e “cos2”
indica que as cores para as variaveis sao selecionadas automaticamente controladas
por qualidade de representacao; e gradient.cols significa que sera seguido um
gradiente entre as cores selecionadas.
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Para um grafico PCA Biplot, isto €, usando parcelas e variaveis (Fig. 1c):
fviz_pca_biplot(Gradiente, geom = “text”)

Onde o argumento geom é um texto especificando a geometria a ser usada
para o grafico. Os valores permitidos sdo a combinacao de c(“point”, “arrow”, “text”).
Use “point” (para mostrar apenas pontos); “text” para mostrar apenas etiquetas;
c (“point”, “text”) ou c (“arrow”, “text”) para mostrar os dois tipos. Ou também da
seguinte forma:
fviz_pca(Gradiente)

Para para definir e diferenciar grupos adicionamos o argumento habillage que
€ uma variavel opcional para colorir as observagdes por grupos. O valor padréao é
“none”:
fviz_pca_ind(Gradiente, label="none”, habillage=dados$Group)

Se Xé um objeto PCA, o habillagetambém pode especificar a variavel qualitativa
suplementar (por seu indice ou nome) a ser usada para colorir individuos por grupos:
fviz_pca(Gradiente, habillage=dados$Group)

Para visualizar a contribuicao de cada eixo da PCA:
fviz_screeplot(Gradiente, ncp=10)

E incluir as porcentagens de contribuicdo de cada eixo:
fviz_eig(Gradiente, addlabels = TRUE)

Para obter os valores de correlacdo por eixo para cada variavel:
Gradiente$var$coord

Para obter uma representacao grafica dessa correlagcao por eixo para cada
variavel, instalamos o pacote “corrplot” e prosseguimos com o seguinte comando:
library(corrplot)
corrplot(Gradiente$var$coord, is.corr=F)

Para construir um grafico completo da PCA de solos que inclui todos os
parametros usamos o pacote “ggplot2”, que ja foi instalado anteriormente, que tem
funcbes que possibilitam fazer ajustes de edi¢do de gréfico, e adicionar manualmente
cores, formas e valores de eixos:
fviz_pca_biplot(Gradiente, habillage=dados$Group, label = “var’, col.var = “red”,
alpha.var ="cos2”, repel = TRUE, addEllipses = TRUE) + theme_minimal() + theme_
gray(base_size = 14) + labs(title="", x ="PCA1 (33.2%)”, y = “PCA2 (28.1%)”) + scale_
color_manual(values = c(“red3”, “gold2”, “royalblue”, “blue”), name = “Pedoambiente”,
limits=c(“P1”, “P2”, “P3”, “P4”)) + scale_shape_manual(values=c(15, 16, 17, 14),
name = “Pedoambiente”, limits=c(“P1”, “P2”, “P3”, “P4")) + guides(fill = FALSE)

Onde o argumento label € um texto especificando os elementos a serem
rotulados. O valor padrao é “all”. Os valores permitidos sdo “none” ou a combinacao

” [13 i 113 bh 113

de c(“ind”, “ind.sup”, “quali”, “var’, “quanti.sup”). “Ind” pode ser usado para rotular
apenas individuos ativos. “Ind.sup” é para individuos complementares. “Quali” é

para variaveis qualitativas complementares. “Var” é para variaveis ativas. “Quanti.
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sup” é para variaveis suplementares quantitativas.

O argumento col.var € usado para definir a cor dos vetores das variaveis, que
neste caso escolhemos “red” (vermelho).

O argumento alpha.var controla a transparéncia das cores das variaveis,
respectivamente. O valor pode variar de 0 (transparéncia total) a 1 (sem
transparéncia). O valor padréo é 1. Os valores possiveis incluem também: “cos2”,
“contrib”, “coord”, “x” ou “y”. Nesse caso, a transparéncia das cores individuais /
variaveis é controlada automaticamente por suas qualidades (“cos2”), contribuicoes
(“contrib”), coordenadas (x A 2 + y A 2, “coord”), valores x (“x ”) ou valores 'y (“y”).
Para usar isso, verifique se habillage = “none”.

O argumento repel € para evitar sobreposicao de rotulos que indentifcam
variaveis.

O argumento addEllipses se “TRUE” (verdadeiro), desenha elipses ao redor
dos individuos.

O argumento theme € uma cadeia de caracteres ou expressao indicando o
titulo do gréafico. Se NULL, o titulo n&o € mostrado. O nome do objeto de escala ou o
nome especificado em /abs () é usado para o titulo. Neste caso, usado para nomear
os eixos 1 e 2 da PCA com os valores ja obtidos acima.

O argumento scale_color_manual é usado para selecionar manualmente as
cores para cada pedoambiente; name € usado para dar nome a legenda, que em
nosso caso € chamado “Pedoambiente” e limits para deifinir quais sdo cada um
deles e como séo chamados (P1, P2, P3 e P4). O argumento scale_shape_manual
€ usado para selecionar manualmente as formas de para cada pedoambiente (cada
namero representa uma forma); repetindo names e limits como anteriormente para
concatenar cores e formas para cada pedoambiente e finalizando com o argumento
(fill = FALSE), para anular funcédo de preechimento e evitar repetir legendas no
gréfico.

Para salvar a imagem do gréafico na pasta de trabalho dos arquivos é usada
a funcdo ggsave do ggplot2, inserindo o nome e formato, a dimenséao (“width” e
“height”) e a resolucao desejada (“dpi”):
ggsave(“nome da PCA.jpeg”, width = 8, height = 5, dpi = 300)

Baseado no exemplo anterior, para adicionar a numeracdo das parcelas,
instalamos o pacote “ggrepel” e os comandos a seguir:
library(ggrepel)

fviz_pca_biplot(Gradiente, habillage=dados$Group, label = “var’, col.var = “red”,
alpha.var ="cos2”, repel = TRUE, addEllipses = TRUE) + theme_minimal() + theme_
gray(base_size = 14) + labs(title="", x = “PCA1 (33.2%)”, y = “PCA2 (28.1%)”) + scale_
color_manual(values = c(“red3”, “gold2”, “royalblue”, “blue”), name = “Pedoambiente”,
limits=c(“P1”, “P2”, “P3”, “P4”)) + scale_shape_manual(values=c(15, 16, 17, 14),
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name = “Pedoambiente”, limits=c(“P1”, “P2”, “P3”, “P4”)) + guides(fill = FALSE) +
geom_text_repel(aes(label = dados$Plot), size = 3, color = “black”)
Onde foi adicionado o argumento geom_text_repel que € usado para adicionar
um texto diretamento no grafico, seguido do tamanho (size) e cor (color) desejados.
Para salvar a imagem na pasta de trabalho é feito 0 mesmo procedimento ja

mencionado anteriormente.
ggsave(“nome da PCA_com_todas_as_parcelas.jpeg”, width = 8, height = 5, dpi = 300)
No mesmo grafico, para usar cores mais discretas (Fig. 2)usamos:
fviz_pca_biplot(Gradiente, habillage=dados$Group, label = “var”, col.var = “red”, alpha.
var="cos2”, repel=TRUE, addEllipses=TRUE) + theme_minimal() + theme_gray(base_
size = 14) + scale_color_discrete(name = “Pedoambiente”, limits=c(“P1”, “P2”, “P3”,
“P4™) + scale_shape_manual(values=c(15, 16, 17, 14), name = “Pedoambiente”,
limits=c(“P1”, “P2”, “P3”, “P4”)) + guides(fill = FALSE)
Onde o argumento scale_color_manual foi substituido por scale_color_discrete.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de componentes principais (PCA) das propriedades quimicas e fisicas
dos solos permitiu separar e corroborar a separac¢ao das quatro areas de estudo em
distintos pedoambientes, formando assim, um acentuado gradiente pedoambiental.
Os dois primeiros eixos da PCA explicaram 61.3% da variacdo dos dados do solo
(Fig.2). O primeiro eixo explicou 33.2% da variagcado dos dados e esteve positivamente
correlacionado com silte, MO, N, Zn, P, acidez trocavel (H + Al) e negativamente com
K*, Na e areia grossa (Fig. 3). O segundo eixo da PCA explicou 28.1% da variagao
dos dados do solo, e esteve positivamente correlacionado com Ca?*, Mg?, SB, t e

negativamente com pH e P (Fig. 3).
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Figura 1.Graficos da PCA: a) indicando a separagédode pedoambientese identificagcdo
das parcelas; b) identificando os vetores que correspondem a cada parametrodo solo; c)
identificando as parcelas e as variavies.
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Figura 2. Analise de Componentes Principais (PCA) para os parametros do solo nos quatro
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Uma alta variabilidade nas propriedades quimicas do solo foi observada ao longo
do gradiente pedoambiental. O P1 & caracterizado principalmente pelos elevados
niveis de K e pH, que sdo comuns em &reas baixas e recentemente expostas, como
terracos marinhos, indicando a ocorréncia de lixiviados ricos em K, que séo retidos
no terraco mais baixo da paisagem (SIMAS et., 2004). Em P2 sdo encontrados os
maiores valores de Ca?, que podem estar relacionados a uma maior riqueza em
fragmentos basalticos no material de origem (SIMAS et al., 2007). Os elevados niveis
de Na*, como encontrados em P3, sdo0 muito comuns nas areas mais proéximas ao
mar, devido a pulverizagcédo do spray salino (MICHEL et al., 2006).

As quantidades de areia, silte e argila também se mostraram importantes
propriedades do solo para a separacéo gradiente pedoambiental, condizendo com o
encontrado em outras areas da Antartica Maritima (POELKING et al., 2015). A clara
separacao entre os pedoambientes permite avaliar os efeitos da filtragem de habitats
nas comunidades vegetais em escala local na AM (SCHMITZ et al., 2020).

5.0- : P20 ;
' Mg2". 88 @
: b [ Ko
: : Pedoambiente :
96 PﬂBE ’ = [El P1 i P 56
Mni| p ila P2 .
=2 P P33 & : ; r A = o
?_ = 1A A [ — HA| r[ P3 .
o5 Na Pf1 P44 P38 c P4 ~
o S\ Pt A s = @ 19
s Areia_Grossa i @
o 005 PRS- En m ks ce s
o T ; cos2 wo @ 0
S 0.25 ' ®
L) Mn 18
! 0.50 e
-2.5- : — 075 ‘ L "
: 7 . 7
; " @
: ela_Grossa .
-5.0 -2.5 0.0 25 5.0 e . 74
PCA1 (33.2%) =
not @ @ i

Figura 3. Analise de Componentes Principais (PCA) dos parametros do solo com a distribuicao
das parcelas; e correlagéo das variaveis do solo com os cinco primeiros eixos da PCA.

41 CONSIDERACOES FINAIS

A PCA determinou a separacao dos quatro grupos, formando uma marcado
gradiente pedoambiental, baseado tanto nos atributos quimicos quanto fisicos do
solo.

A PCA é uma importante ferramenta estatistica para separar grupos (ambientes)
e agrupar as variaveis (propriedades do solo) que estejam atuando fortemente sobre
eles. Sendo dessa forma, o passo inicial muito util em estudos que objetivam avaliar

o efeito de um gradiente ambiental sobre a vegetacéo.
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DEPOSITO DE DADOS

Os arquivos com a matriz dos dados de solo e o script da PCA utilizados podem
ser encontrados no link: http://dx.doi.org/10.13140/RG.2.2.27524.68480
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RESUMO: Compreender 0s mecanismos
subjacentes a contribuicdo relativa de

diferentes fatores ambientais na montagem
das comunidades vegetais é fundamental para
se estabelecer estratégias de conservacéo
e manejo. Para esse fim, a aplicacdo de
andlises estatisticas tem sido uma importante
ferramenta para elucidar os padrbes de
distribuicdo dos fatores bibticos e abioticos que
podem determinar a estrutura e diversidade das
comunidades florestais. Com isso, o objetivo
desse capitulo é demostrar uma metodologia de
analise e construcao de graficos de distribuicao
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de fatores ambientais e atributos florestais
usando os pacotes estatisticos ‘fields’, ‘raster’
e ‘ggplot2’ no software R. Serdo construidos
passo a passo trés tipos de graficos, grafico do
tipo grid, grafico tridimensional com contornos
de nivel e graficos com distribuicao das variaveis
em raster. Apresentaremos ao longo desse
capitulo toda a metodologia para a construcéo
dos graficos. Desde a obtengcdo das variaveis
em campo, passando pela sistematizacao
da planilha de dados, descricao de todos os
comandos utilizados nos scripts e carregamento
dos dados no R até o produto final das analises.
Na maioria dos estudos que utilizaram essa
ferramenta, essas analises foram utilizadas
para determinar a formacdo de habitats
relacionados a variagcao dos atributos florestais.
Essa metodologia € interessante para estudos
onde se espera demonstrar associacbes de
espécies e atributos da vegetacdo com habitats
ou gradientes de variaveis ambientais. Sendo
também utii em analises de processo de
distribuicdo de nichos e regras de montagem
de comunidades.

PALAVRAS-CHAVE: bidticos e
abidticos, elevacéo, classificacdo de habitats,

Fatores

estrutura florestal, gradiente ambiental, Kriging.

SPATIAL DISTRIBUTION OF
ENVIRONMENTAL FACTORS AND FOREST
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ATTRIBUTES USING PRACTICAL ROUTINES IN R

ABSTRACT: Understanding the mechanisms underlying the relative contribution
of different environmental factors in the assembly communities is fundamental for
establishing conservation and management strategies. To this end, the application of
statistical analysis has been an important tool to elucidate the distribution patterns
of biotic and abiotic factors that can determine the structure and diversity of forest
communities. Thus, the purpose of this chapter is to demonstrate a methodology for
analyzing and constructing a distribution graph of environmental factors and forest
attributes using the fields’, ‘raster’ and ‘ggplot2’ statistical packages in the R software.
Three types of graphs will be constructed, grid graph, three-dimensional contoured
graph, and raster variable distribution graphs. We will present throughout this chapter
all the methodology for the construction of graphs. From obtaining the variables in the
field, through the systematization of the dataset, description of all commands used in
the scripts and loading of data in R to the final product of the analysis. In most studies
using this tool, these analyses were used to determine the formation of habitats related
to the variation of forest attributes. This methodology is interesting for studies where it
is desired to demonstrate species associations and vegetation attributes with habitats
or gradients of environmental variables. Also useful in niche formation process analysis
and assembly community rules.

KEYWORDS: Biotic and abiotic factors, elevation, habitat classification, forest structure,
environmental gradient, Kriging.

11 INTRODUCAO

Conhecer a contribuicao relativa dos diferentes fatores que podem determinar
a estrutura e diversidade das comunidades florestais tem sido um tema relevante na
ecologia contemporanea (Rozendaal et al. 2019). Recentemente o impacto desses
fatores ambientais, como solo, topografia e clima tem ganhado importancia para
conhecer melhor as florestas tropicais (Yuan et al. 2016; Rozendaal et al. 2019).
Por exemplo, os estoques de biomassa acima do solo variam amplamente entre
as florestas devido aos efeitos diferenciais dos fatores abi6ticos (como topografia,
fertilidade do solo e clima) e biéticos (como a biodiversidade e os atributos estruturais
da floresta).

Contudo, para compreender 0s mecanismos subjacentes a contribuicao
relativa de diferentes fatores ambientais na montagem das comunidades vegetais,
é fundamental a aplicacéo de anélises estatisticas com métodos que nos permitam
elucidar os padrdes de distribuicdo dos fatores bidticos e abidticos em nossas areas
amostrais. Sendo esse conhecimento, imprescindivel para se estabelecer estratégias
de conservacao e manejo, bem como prever as respostas das comunidades vegetais
a variabilidade de fatores ambientais e a mudancas climaticas.
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O objetivo desse capitulo é demostrar uma metodologia de analise e construcéo
de graficos de distribuicdo de fatores ambientais e atributos florestais usando o
software R. Construimos trés tipos de graficos, 1) tipo grid, 2) o tridimensional com
contornos de nivel e 3) com distribuicdo das variaveis em raster. Iniciaremos pela
demonstracdo de como obter as variaveis em campo, passando pela sistematizacao
da planilha de dados, descricdo de todos os comandos utilizados nos scripts e
carregamento dos dados no R até o produto final das analises.

2| METODOLOGIA

2.1 Obtencao das variaveis para analises

Para o desenvolvimento dos graficos sera utilizado como modelo uma éarea
amostral que possui diferentes condicdes topograficas e esta situada em um
fragmento em estagio avancado de regeneracdo secundaria de Floresta Atlantica.
A amostra constituida de uma parcela de 1 ha, subdividida em 100 parcelas de 10 x
10 m (parcelas contiguas), abrangendo um gradiente topografico desde o vale até o
platé. Para esse capitulo serdo utilizados, uma variavel topografica (elevagao), um
parametro quimico do solo (pH) e um atributo estrutural das arvores (altura média),
de cada parcela para a construgcao dos graficos. Para amostragem de solo e atributos
estruturais da vegetacéao, sugerimos a utilizagcado de padrdes usuais de amostragem.
Para o levantamento das varidveis topograficas nas areas de interesse, sugere-
se a utilizacédo de estacao total para areas menores que 5 ha e de softwares GIS
(Geographic Information System) para areas maiores.

No presente estudo, foi utilizado uma estacéo total para a obtencao das variaveis
topograficas. Visto que a area de interesse possuia 1 ha e perderiamos a acuracia
dos dados utilizando softwares GIS. Para cada parcela amostrada foram medidas
e calculadas trés variaveis topograficas (elevacao, declividade e convexidade). A
elevacao foi calculada usando o valor médio de elevacédo de cada um dos quatro
cantos da parcela. A declividade (°) foi medida como o desvio angular médio da
horizontal de cada um dos quatro planos triangulares, formado pela conexao de trés
de seus cantos. A convexidade foi determinada subtraindo a elevagcao do centro da
parcela da elevacdo média das oito parcelas circundantes, seguindo os métodos
propostos por Wang et al., (2016).

2.2 Organizacao da planilha para analise no R

Apo6s a obtencéo das variaveis em campo, ou a partir de bancos de dados, &
necessario organiza-las de forma sistematica em uma planilha eletrénica Excel. No

material suplementar & mostrado como as variaveis devem ser sistematizadas na
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planilha (link).

2.3 Pacotes estatisticos e scripts

Para a construcéo dos graficos, serdo utilizados trés pacotes: fields’ que é
utilizado para ajustes de curvas, superficies e fungcées com énfase em dados
espaciais, geoestatistica e estatistica espacial (Nychka, et. al., 2019). O pacote
‘raster’, que faz manipulagdes, analises e modelagem de dados espaciais em grids
(Hijmans, et. al., 2019) e ‘ggplot2’, um pacote do R para criar graficos baseados em
mapeamento de atributos estéticos de formas geométricas (Wickham, et. al., 2019).

2.3.1 Descrigdo do comando ou script

A seguir descreveremos todos os comandos utilizados no script, desde o
carregamento dos dados no R até o produto final das analises.

O primeiro passo é indicar endere¢o do arquivo ou a pasta de trabalho onde se
encontra os dados/planilhas a serem analisadas. Nessa pasta também serao salvos
todos os graficos gerados nas analises.

> setwd (“~/endereco do arquivo/”)

O comando a seguir é utilizado para discriminar a planilha em formato txt que
sera objeto de analise.

> dados <- read.table (“planilha x.txt”, h=T)

A funcédo attach() é utilizada como uma maneira de extrair partes do nosso
conjunto dados de uma dataframe ou de tornar todas as variaveis de um conjunto de
dados acessiveis. Vejamos como funciona essa funcéo:

Se digitamos apenas dados na linha de comando a seguinte mensagem ira
aparecer:

> dados

Error: object “dados” not found

Utilizando a funcéo attach, e digitando dados novamente, os dados do conjunto
de dados ficardo agora disponiveis. Atencéo: O nome dados € um nome ficticio, vocé
pode chamar seu conjunto de dados de data, por exemplo.

> attach (data)

> data # agora todo o conjunto de dados esta disponivel

Se quisermos, por exemplo, que apenas os dados referentes a elevacao fiquem
disponiveis devemos digitar o seguinte comando:

> attach (elevacao)

> elevacéao # agora os dados elevacao estao disponiveis

Atencéao: A funcado attach pode trazer problemas. Se a utilizarmos em dois

dataframes, e essas possuirem variaveis com 0 mesmo nome, corre-se o risco de
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usarmos por engano a variavel errada. Sempre que utilizarmos a funcao attach é
preciso “desatachar” o objeto imediatamente apds o seu uso. Para isso utilizamos a
funcao detach().

> detach (dados)

dados # néao esta mais disponivel

> detach (elevacéao)

elevacao # ndo esta mais disponivel

> attach (dados)

#Apos utiliza-los#
> detach (dados)

Sempre que quisermos consultar nosso conjunto de dados, as fungdes a seguir
nos permitem visualiza-los, assim como as dimensdes da matriz (funcéo dim) e o
nome e resumo das variaveis que estamos utilizando nas analises (funcbes names
e summary).

> dados

> dim (dados)

> names (dados)

> summary (dados)

Antes de comecar a analise propriamente dita dos dados, € necessario a
instalacdo dos pacotes, podendo estes serem instalados com a seguinte funcao:

> install.packages (“nome do pacote”)

>install.packages(fields)

>install.packages(raster)

>install.packages(ggplot2)

ApoOs instalar o pacote, é necessario “carregar”’ o pacote sempre que vocé abrir
o R e for utiliza-lo. A funcao library é utilizada para “carregar” pacotes.

> library (fields)

> library (raster)

> library (ggplot2)

2.3.2 Resultados e comandos do estudo de caso
2.3.3 Construgdo grafico grid com a fungdo image.plot

Feito os passos anteriores é possivel agora comecgar a constru¢ao dos graficos
de interesse. A primeira tarefa é escolher em qual formato o gréafico sera salvo (jpeg,
png, tiff, entre outros), nesse estudo de caso o formato escolhido foi tiff. A funcao file
permite nomear o arquivo (grafico) que sera salvo na pasta de trabalho previamente
escolhida no diret6rio ou setwd.

Os argumentos res, width, height e compression correspondem a resolucao,
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largura, altura e compressao do grafico, respectivamente, e podem ser ajustadas
conforme nosso interesse. A funcao par permite estabelecer o nUmero de colunas
e linhas para disposicao de graficos como uma unica imagem composta. No nosso
caso, foram escolhidas uma linha e uma coluna para a construgcdo de um unico
grafico de forma individual. Esta funcéo par é muito util quando se quer apresentar
mais de um grafico na mesma figura (ex., apresentar dois graficos na mesma linha e
em duas colunas), como faremos mais adiante nesse capitulo.

A funcdo image.plot é utilizada para adicionar legenda no gréafico grid. Os
argumentos x/ab e ylab sao utilizados para dar nomes aos eixos x e y respectivamente.
Para colocar titulo no grafico use o argumento main. Os argumentos font.lab, font.
main, cex.axis e cex.main permitem estabelecer a fonte/tamanho dos eixos e
legendas. O argumento byrow é utilizado para determinar se a matriz da legenda
sera preenchida por colunas (byrow=F) ou por linhas (byrow=T). Use a funcao dev.
off para exportar a figura para a pasta de trabalho previamente selecionada em
setwd.

> tiff (file = “nome_do_arquivo_a_ser_salvo.tiff”, res = 300, width = 4400, height
= 3100, compression = “lzw”)

> par (mfrow=c (1,1))

> image.plot (0:10*10,0:10*10, matrix (as.numeric(elevagao) ,10,10,byrow=T),

7

xlab="", ylab=""font.lab=2,cex.axis=1.25,main="Elevacao”,font. main=4,cex.main=2)
> dev.off( )
Utilizamos o conjunto de dados do plot de 1 ha de Floresta Atlantica para a
construcado do grafico grid (Figura 1A), utilizando dados referentes a elevagéao. O
argumento matrix(as.numeric() nos permite escolher dentro da matriz o conjunto de

dados que desejamos plotar no grafico.

2.3.4 Construgéo do gréfico tridimensional com contornos de nivel utilizando a
fung&o drape.plot

Para a construcdo do grafico 3D (figura 1B) segue-se os mesmos argumentos
utilizados para o grafico grid. Porém, nesse caso iremos utilizar a fungao drape.
plot ao invés de image.plot. A Funcao drape.plot € utilizada para produzir graficos
do tipo wireframe, com as facetas sendo preenchidas por cores diferentes. Os
argumentos theta e phi sdo utilizados para determinar a rotacdo dos angulos/eixos
x-y e z, respectivamente. No presente estudo de caso, utilizamos nos eixos x e y as
dimensodes da area de estudo e no eixo z a elevacédo da area de estudo. O argumento
zlab é utilizado para nomear o eixo z. Os argumentos shade e col permitem fazer
sombreamento e degrade de cores no gréfico.
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> tiff (file = "nome_do_arquivo_a_ser_salvo.tiff", res = 300, width = 4400, height
= 3100, compression = "lzw")

> par (mfrow=c (1,1))

> drape.plot (1:10,1:10,matrix (as.numeric(elev), 10, 10, byrow=T), theta =1023,
phi = 50, expand = 0.64,shade = 1.7,col= terrain.colors (128),xlab="x=100 m", ylab=

rrrrrrrr

"wv=100 m", zlab= "z=elevacdo", font.lab=2, cex.lab=1.3, main= "Mapa de Topografia",
cex.main=1.6, font=2)

> dev.off()

2.3.5 Construgdo do grafico grid com a fungdo image.plot e do grafico
tridimensional com contornos de nivel utilizando a fungdo drape.plot na mesma

figura usando a funcéo par.

Para a construcao de dois graficos na mesma imagem (figura 1) sera utilizado
a funcao par especificando o niumero de colunas e linhas que desejamos na figura.
Por exemplo:

> par (mfrow=c (1,1)) # Figura com uma linha e uma coluna.
> par (mfrow=c (1,2)) # Figura com uma linha e duas colunas.

> par (mfrow=c (2,2)) # Figura com duas linhas e duas colunas.

No presente estudo, construiremos dois graficos, o que corresponde ao
argumento par (mfrow=c (1,2)) para obtermos uma figura composta por uma linha e
duas colunas (Figura 1). Note que, ao construirmos os dois graficos € possivel que
tenhamos que ajustar as dimensdes dos mesmos para que se adequem a imagem
gerada, para isso podemos ajustar valores dos argumentos width e height.

> tiff (file = "nome_do_arquivo_a ser salvo.tiff", res = 300, width = 4400, height
= 2400, compression = "lzw")

> par (mfrow=c (1,2))

> image.plot (0:10*10,0:10*10, matrix (as.numeric(elevacdo) ,10,10,byrow=T),
, ylab=""font.lab=2,cex.axis=1.25,main="Elevacio" font.main=4,cex.main=2)

xlab=

> drape.plot (1:10,1:10,matrix (as.numeric(elev), 10, 10, byrow=T), theta =1023,
phi = 50, expand = 0.64,shade = 1.7,col= terrain.colors (128),xlab="x=100 m", ylab=
"v=100 m", zlab= "z=elevacdo", font.lab=2, cex.lab=1.3, main= "Mapa de Topografia",
cex.main=1.6, font=2)

> dev.off( )
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Figura 1. Gréfico grid e gréfico tridimensional com contornos de nivel utilizando a mesma figura.

2.3.6 Construgéo grafico grid com a fungéo image.plot utilizando outras variaveis

E possivel construir graficos grid utilizando diferentes variaveis ambientais
(topografia, solo e etc.) e atributos florestais (altura, densidade de madeira, didmetro
das arvores, area basal e etc.). Basta apenas selecionar as variaveis de interesse na
barra de comandos. Por exemplo, se quiséssemos plotar a altura média das arvores
em cada parcela ao invés de elevacgao, teriamos que usar 0s seguintes comandos:

> tiff (file = "altura média.tiff", res = 300, width = 4400, height = 3100, compression
= “|ZWI1)

> par (mfrow=c (1,1))

> image.plot (0:10*10,0:10*10, matrix (as.numeric(altura) ,10,10,byrow=T),
xlab="", ylab=""font.lab=2,cex.axis=1.25,main="altura",font.main=4,cex.main=2)

> dev.off( )

2.3.7 Construgao de graficos raster com a funcao geom_raster

Suponhamos que possuimos um dataframe de dados que possui trés colunas:
X,y € z. Onde x e y séo as respectivas coordenadas (no presente estudo o numero
de parcelas nas coordenadas x e vy, respectivamente) e z um valor continuo
(elevacéo, pH, altura, etc.). Esse valor de z podera ser plotado como uma imagem
no grafico em relacédo as coordenadas x e y. Essa imagem pode ser definida como
um preenchimento em gradiente e pode ser plotada usando a fungcdo geom_raster
() usando o pacote estatistico ggplot2. Vejamos alguns exemplos a seguir utilizando

essa fungao:
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Primeiramente segue-se 0s mesmos passos iniciais descritos anteriormente.

> setwd ("~/endereco do arquivo/")
> dados <- read.table ("planilha x.txt", h=T)
> attach (dados)
# ApOs utiliza-los #
> detach (dados)

Para a construcao dos graficos ‘raster’ sera necessario a instalagcao do pacote
‘ggplot2’. Cabe ressaltar que para algumas analises serd necessario também a
instalacdo do pacote ‘raster’, pois, algumas fungdes ou argumentos podem estar
conectados a este. Por isso, é recomendado a instalacdo de ambos os pacotes
antes de se iniciar as analises.

> install.packages ("ggplot2/raster")
> library (raster)
> library (ggplot2)

A principal funcao do pacote ‘ggplot2’ é a funcéo ggplot () que permite construir
graficos peca por peca (passo a passo). Cada comando grafico deve iniciar sempre
com fungao ggplot (). Afuncao aes () € usada para especificar eixos x e y (variaveis).
Vejamos um exemplo:

Com os comandos basicos abaixo é possivel criar um grafico com os eixos x e

> ggplot (data, aes (x =X,y =Y))

Se quisermos acrescentar um terceiro eixo (eixo z) no grafico (Figura 2), sendo z
um valor continuo ou discreto, esse valor de z poderé ser plotado como uma imagem
no grafico em relagdo as coordenadas x e y utilizando os seguintes comandos:

> ggplot (data, aes (x = x, y =y, z = elevacéo, fill=elevacédo)) + geom_raster
(interpolate = T)

Onde, o argumento fill corresponde a variavel de interesse que queremos plotar
no preenchimento do grafico com interpolagéo (interpolate = T). Para obtermos um
gréafico sem interpolagdo usamos interpolate = F. Para o estudo de caso do presente
capitulo utilizamos os dados de elevacéo.

Para fins de demonstracéo, iremos construir quatro graficos do tipo ‘raster’.
Utilizaremos como variaveis altura média das arvores em cada parcela, elevagao
e pH. Para diferenciar os graficos, iremos utilizar os objetos mod1, mod2, mod3 e
mod4, como sendo graficos 1(Figura 2A), 2 (Figura 2B), 3 (Figura 3A) e 4 (Figura
3B), respectivamente. Nos comandos, o argumento scale_fill_gradientn () permite
escolher o gradiente de cores que desejamos para cada grafico. Nos exemplos
abaixo escolhemos diferentes gradientes de cores para exemplificar. O argumento
theme, permite escolher a formatacéo do grafico, nesse caso escolhemos o formato
gray. Dentro da funcédo theme_gray () pode-se ajustar automaticamente o tamanho
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das letras das legendas, eixos e linhas usando base_size. Um tamanho razoavel
para artigos cientificos é entre 14 e 16. O argumento /abs, é utilizado para dar titulo
ao eixo x e y respectivamente. Utilizamos aes (fill = elevagcdo), para construir a
legenda de barra de cores e scale_x_discrete (limits = c) para estabelecermos a
escala dos eixos x e y. No presente estudo estabelecemos uma escala de 0 a10,
correspondente as 100 parcelas (10 x 10 m) da nossa area amostral (100 x 100 m).
> mod1 <- ggplot (data, aes (x=x, y =y, z = elevacado, fill =elevacao)) +
geom_raster (interpolate = T) + scale_fill gradientn(colours = rainbow(10)) +
theme gray (base size = 14) + labs(title="", x ="NUmero de parcelas"”, y = "Nimero de
parcelas") + aes (fill = elevacdo) + scale x_discrete(limits = ¢(0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10)) +

scale y discrete(limits = ¢(0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10))
>mod1l

> mod2 <- ggplot (data, aes (x=x,y =y, z = pH, fill =pH)) + geom_raster
(interpolate = T) + scale fill_gradientn(colours = rainbow(10)) + theme gray (base_size
=14) + labs(title="", x ="NUmero de parcelas”, y = "Numero de parcelas") + aes (fill =
pH) + scale_x_discrete(limits = ¢(0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10)) + scale_y_discrete(limits =
c(0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10))

> mod2

Podemos construir também gréficos utilizando a fungcao geom_contour, essa

funcdo é muito util, uma vez que o ggplot2 ndo pode desenhar superficies 3D
verdadeiras, mas usando a fungcdo geom_contour podemos visualizar superficies 3D
em 2D. Para isso, os dados devem conter apenas uma linha para cada combinacéao

exclusiva das variaveis mapeadas para o eixo x e .
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Figura 2. Graficos raster com a funcdo geom_raster para elevagéo (A) e pH (B), utilizando
diferentes escalas de cores.

O contorno tende a funcionar melhor quando x e y formam um grid uniformemente
espacado. Se seus dados nao estiverem uniformemente espacados, convém
interpolar para formar um grid antes de visualiza-los (Wickham, et. al., 2019). Nos
exemplos abaixo, construimos graficos sem interpolacdo da elevagcao (Figura 3A)
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e com interpolacdo da altura (figura 3B) utilizando diferentes escalas de cores, que
podem ser ajustadas nos argumentos, conforme ja descrito nesse capitulo.

> mod3 <- ggplot(data, aes(x=x, y=y, z=elevacao)) + theme_gray(base_size = 14) +
geom _raster(aes(fill=elevacao), interpolate=F) + geom_contour (col="white’, size=0.5)
+ labs(title="Sem interpolacao”, x ="Numero de parcelas”, y = "Numero de parcelas") +
scale_x_discrete(limits=c(0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10))+scale_y_discrete(limits=
c(0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10))

> mod3
> mod4 <- ggplot(data, aes(x = x, y =y, z = altura))+theme_gray(base_size = 14)+
geom _raster(aes(fill = altura), interpolate = T)+ scale fill_gradient(low =

"white", high = "blue")+ geom_contour(colour = "black"”, binwidth = 1) + labs(fill =
"Altura", title = "Com interpolacdo”, x = 'Numero de parcelas', y = 'Numero de parcelas')
+ scale x_ discrete (limits = ¢(0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10)) + scale_y discrete(limits =
c(0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10))> mod4

Finalmente, as fun¢des a seguir podem ser utilizadas para salvar os graficos
separadamente (fungcéo ggsave) ou de forma conjunta (fungcdo grid.arrange). Para
essa ultima é necessario a instalagao do pacote ‘gridExtra’.

Sem interpolagao Com interpolagdo
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Figura 3. Graficos raster com a fungdo geom_raster e geom_contour, sem interpolagédo da
elevacéo (A) e com interpolacédo da altura (B) utilizando diferentes escalas de cores.

> ggsave("'nome_do_arquivo.png", width = 7, height = 6, dpi = 300)

> install.packages ("gridExtra")

> library(gridExtra)

>png('nome_do_arquivo.png", height=10, width=14, units="in", res=300)
grid.arrange(mod1, mod2, mod3, mod4, ncol = 2, nrow=2)

>dev.off()

31 APLICACAO DOS METODOS EM ANALISES DE VEGETACAO

Existem na literatura alguns trabalhos que utilizam essa metodologia de
construcao de graficos descrita nesse capitulo (por exemplo: Liu, et al., 2014; Wang,
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et. al., 2016; 2016; Rodrigues, et. al., 2019 a, b). Na maioria desses estudos, essas
analises foram utilizadas para determinar a formacédo de hébitats relacionados a
distribuicdo espacial dos atributos florestais. Entre os habitats determinados, por
exemplo, pela topografia, € provavel que exista uma distribuicao heterogénea de
recursos, como agua e nutrientes do solo, correlacionado com a existéncia de um
gradiente edafico. Essa heterogeneidade de distribuicao dos fatores ambientais, na
maioria desses estudos, foi relacionada diretamente com distribuicdo dos atributos
da vegetacado. Assim, esses graficos constituem uma ferramenta interessante
para demostrar de forma criativa ao leitor a relacdo entre distribuicao de variaveis
ambientais e atributos da vegetagao.

Analisando a figura 1A e 2A, observamos que ha um gradiente de elevacéo,
desde o baixio até o platd. A distribuicdo dessa variavel esta relacionada com a
distribuicdo do pH, na mesma area de estudo (figura 2B), o qual pode correlacionar-
se, por exemplo, com a altura das plantas (figura 3B). Liu, et. al., 2014 demostrou
em um estudo realizado no sul da China, que a composi¢cao de espécies, area
foliar, altura maxima das arvores, a densidade de madeira e a massa das sementes
relacionava-se com o gradiente de distribuicdo de variaveis ambientais tais com
elevacdo, convexidade e declividade. Em um outro estudo, Wang et. al., 2016,
encontrou uma relacdo entre variaveis topograficas e distribuicdo de espécies
abundantes, raras, juvenis e adultos. Todos esses estudos usaram da ferramenta de
construcao de graficos descrita nesse capitulo para mostrar de forma clara e objetiva
esses achados.

Assim, essa metodologia de construcdo de graficos pode ser bastante
interessante para estudos onde se deseja demonstrar associacdes de espécies e
atributos da vegetacdo com habitats ou gradientes de variaveis ambientais. Sendo
também 0til em analises de processo de formacao de nicho e regras de montagem
de comunidades.

4| ACESSIBILIDADE AOS DADOS E COMANDOS NO R (SCRIPT)
doi.org/10.13140/RG.2.2.33472.07686
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ABSTRACT: The objective of this study was to
assess spatial relationships between soil and
phytosociological indicators in an Atlantic Forest
site under ecological restoration. Soil samples
(0—10 cm depth) were collected from 49 points
within the study area. Total organic carbon
(TOC), particulate organic carbon (POC),
mineral-associated organic carbon (MOC),
permanganate oxidizable carbon (POXC),
total nitrogen, glomalin-related soil protein
easily extractable fraction (GRSP-EF), and
arbuscular mycorrhizal fungal spore abundance
were determined. The structure and diversity
of tree and regenerating individuals were also
assessed. Semivariogram data were subjected
to ordinary kriging, and prediction maps were
generated. All variables were spatial dependent.
Ahigh spatial correlation was observed between
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GRSP-EF and density of tree and regenerating individuals. Glomalin has important
functions in the soil, favoring the development of microorganisms and plants. TOC,
POC MOC, and POXC were spatially correlated with structure and diversity parameters
of tree individuals. These relationships were likely due to the presence of leaf litter,
which contributes to soil organic matter content. Pearson correlation analysis showed
that related variables were highly correlated. However, low or insignificant correlations
were found among vegetation structure and soil attributes. Overall, phytosociological
indicators showed little correlation with soil indicators.

KEYWORDS: soil attributes, phytosociological characterization, geostatistics, forest
planting, forest restoration.

RELACAO ESPACIAL ENTRE INDICADORES EDAFICOS E FITOSSOCIOLOGICOS
EM UMA RESTAURACAO ECOLOGICA NA FLORESTA ATLANTICA

RESUMO: O objetivo do presente estudo foi relacionar espacialmente indicadores do
solo e fitossociolégicos em uma area em processo de restauragao ecoloégica, em uma
floresta da Mata Atlantica. Foram coletadas amostras de solo (0-10 cm) distribuidas
em 49 pontos na area de estudo. Em cada amostra foram determinados: o carbono
organico total (COT), carbono organico particulado (COp) e associado aos minerais
(COam), carbono oxidavel permanganato (POXC), nitrogénio total, proteina do solo
relacionada a glomalina — facilmente extraivel (PSRG-FE) e abundancia de esporos
de fungos micorrizicos arbusculares. Nos componentes arbdreo e regenerante
foram determinados os parametros de estrutura e diversidade. O semivariograma foi
ajustado para cada variavel, posteriormente foi realizada a Krigagem Ordinaria. Todas
as variaveis apresentaram dependéncia espacial. De acordo com a espacializagéo, a
PSRG-FE apresentou correlagdo espacial com a densidade de individuos arbéreos
e regenerantes. Essa relacéo pode ter ocorrido porque a glomalina possui diferentes
funcdes no solo, favorecendo o desenvolvimento dos organismos e plantas. O COT,
COp COam e POXC apresentaram correlagcées espaciais com os parametros de
estrutura e diversidade do componente arbo6reo. Esse padrao, provavelmente, foi
encontrado devido a deposicao de residuos vegetais, contribuindo com a adicéo
de matéria organica no solo. Em relacédo a correlagdo de Pearson, as variaveis de
mesma natureza apresentaram maiores correlagées entre si, enquanto a estrutura
da vegetacdo apresentou correlacbes baixas e insignificantes com os indicadores
edaficos. Em geral, os indicadores relacionados aos atributos do solo apresentaram
pouca correlagdo com os parametros fitossocioloégicos dos componentes arbéreos e
regenerantes.

PALAVRAS-CHAVE: atributos do solo, caracterizacao fitossociolégica, geoestatistica,
plantio florestal, restauracéo florestal.
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11 INTRODUCTION

Centuries of deforestation have reduced the Atlantic Forest to about 8.5% of
its original cover (Fundacao SOS Mata Atlantica, 2016). This situation has prompted
an increasing interest in the preservation of forest landscapes (Miranda et al., 2007),
evidenced by the growing number of ecological restoration initiatives seen in Brazil.

Ecological restoration can be defined as the process of assisting in the recovery
of an ecosystem that has been disturbed, damaged, or degraded. The aim may vary
from protecting biodiversity to restoring ecosystem services (SER, 2004). A critical step
in ecological restoration is the evaluation and monitoring of the forest site (Brancalion
et al., 2015). Different parameters may need to be examined to determine whether
the site is responding positively to the adopted strategies. The most commonly used
indicators are related to plant community structure and composition (Brancalion et
al., 2015), but chemical, physical, and biological attributes of soil can also be used. If
the results suggest low long-term sustainability, the restoration project may need to
be revised (Brancalion et al., 2015).

Biological parameters often show spatial variability. However, most restoration
studies disregard this information (Dormann, 2007). Structural attributes of tree
individuals, such as height, basal area, biomass, carbon content, and species
diversity, may show spatial dependence according to microclimatic conditions,
species characteristics, and biotic factors (Rode et al., 2010).

The high spatial variability of variables has been a subject of geostatistical
investigations (Yun-Qiang et al., 2009; Silva et al., 2017). In geostatistics, interpolation
methods are used to predict variables for unsampled locations (Landim, 2006). This
study aimed to investigate spatial relationships between soil and phytosociological
indicators in an Atlantic Forest site under restoration in Brazil. We explored the
following research question: How do soil attributes influence the spatial variations of
forest structure? We hypothesized that plant species distribution depends on terrain
relief, soil quality, and nutrient availability, that vegetation influences soil attributes,
and that soil and phytosociological parameters are interdependent and spatially

correlated.

2| MATERIAL AND METHODS

The study area occupies 14,902 m? in the municipality of Magé, Rio de Janeiro,
Brazil, under coordinates 43°01’'W 22°35’S. Classified as Af in the Képpen system,
the climate of the region is hot and humid, with no dry season. The average annual

temperature is 21.9 °C and the average annual rainfall 2,050 mm. The soil is Gleysol
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and Latosol (Santos et al., 2013), corresponding to Entisol and Oxisol, respectively, in
the US Soil Taxonomy system (Soil Survey Staff, 2014). Dense ombrophilous forest
is the primary vegetation (Fundacdo SOS Mata Atlantica/INPE, 2013), but, prior to
restoration, the area was mostly covered by Brachiaria sp. and Imperata brasiliensis
Trin.

Tree species native to the Atlantic Forest and an exotic tree species, Khaya
ivorensis A. Chev. (African mahogany), were planted in 2009, with a spacing of 2.5 x
2.5 m. Seedlings received a starter fertilization of 150 g/hole NPK (06-30-06), 300 g/
hole limestone, and 3 L/hole composted cattle manure.

Plot corners were georeferenced using mono- and dual-frequency global
positioning system (GPS) receivers. Then, 49 sampling points, 20 m apart from one
another, were systematically distributed across the area using ArcGIS 10.5. Sampling
point coordinates were transferred to a GPS receiver, and soil samples were collected
from the 0—10 cm depth.

Samples were evaluated for total organic carbon (TOC) content (Donagemma
et al., 2011), particle size fractionation of soil organic matter (Cambardella and Elliot,
1992), permanganate oxidizable carbon (POXC) content (Weil et al., 2003), and total
nitrogen content (Tedesco et al., 1995). The following biological parameters were also
analyzed: arbuscular mycorrhizal fungal spore abundance (SA) (Gerdermann and
Nicolson, 1963) and glomalin-related soil protein easily extractable fraction (GRSP-
EF) (Wright and Upadhyaya, 1998; Rillig, 2004).

Plants were sampled from 6 m radius circular plots (113.10 m?) centered at each
sampling point. All arboreal and regenerating plants were measured and identified.
Tree individuals with a circumference at breast height equal to or greater than 15.7 cm
(diameter at breast height, DAB = 5 cm) were analyzed. Plants that did not meet this
criterion but had a height greater than 60 cm were considered regenerating individuals,
and only the number of individuals of each species was recorded. Circumference and
height measurements were taken with a metric tape and hypsometer, respectively.

In orderto characterize the tree stratum, we calculated the following dendrometric
and phytosociological indicators: height (m), basal area (m? ha™'), richness, density
(ind ha-'), Shannon—Wiener diversity index (H), and number of individuals belonging
to the family Fabaceae—the most important family for regeneration of the studied
area. The following indicators were estimated for regenerating individuals: richness,
density, H’, and number of Fabaceae individuals.

Dendrometric and phytosociological indicators were subjected to an
experimental semivariogram analysis using R software 3.4.0 (R Core Team, 2017).

The nugget effect, sill, and range were calculated, and spherical, exponential, and
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Gaussian models were fitted by the maximum likelihood method using the geoR
package in R (Ribeiro Junior and Diggle, 2001). The used routine for geostatistical
analysis we used R can be accessed and downloaded in the link: doi.org/10.13140/
RG.2.2.31036.80005. The best-fitting semivariogram model was selected according
to the Akaike information criterion (AIC), the Bayesian information criterion (BIC),
the coefficient of determination (r2), Willmott’s concordance index (d), and the
degree of spatial dependence (DSD). DSD was classified as follows: strong spatial
dependence (DSD < 25%), moderate spatial dependence (25% < DSD < 75%), and
weak spatial dependence (DSD = 75%). A DSD of 100% indicates a pure nugget
effect. Dendrometric and phytosociological parameters for unsampled locations were
predicted by the ordinary kriging method using ArcGIS 10.5 software. Kriging maps
were interpolated two by two, and a Pearson correlation matrix was constructed.
This procedure allowed to assess the similarity between maps. Correlation (r) was
classified as very high (r = 0.90), high (0.90 > r = 0.70), moderate (0.70 > r = 0.50),
low (0.50 > r = 0.30), or insignificant (r < 0.30) (Mukaka, 2012).

31 RESULTS AND DISCUSSION

Spatial dependence was observed for all variables (Table 1). Grego and Vieira
(2005) found that physical and hydraulic properties of surface soil (0—25 cm depth) were
spatial dependent, in agreement with the results of the current study. The spherical
model, followed by the Gaussian model, showed the best fit to semivariograms. The

exponential model had a poor fit to the data.

Soil attributes

TOC POC MOC POXC N GRSP-EF SA
Parameter spores
—————————————————————————————— g kg T-mmmmm e e mg g~* 50 cm™
soil
AIC 333.59 212.36 317.47 -57.52 11.40 141.89 677.81
BIC 341.15 219.85 324.96 -50.48 18.96 149.45 685.38
r 0.09 0.14 0.00 0.00 0.00 0.21 0.18
d 0.57 0.54 0.38 0.34 0.46 0.65 0.64
Co 33.33 1.62 33.27 0.01 0.04 0.00 29855.73
Co+C 47.94 4.55 37.73 0.01 0.06 1.00 86103.26
a 67.58 41.84 39.69 41.84 39.12 33.39 45.75
DSD (%) 69.52 35.57 88.18 81.25 69.33 0.00 34.67
Model Sph Sph Gaus Sph Sph Sph Gaus
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Tree individuals

h (m) G (m?ha™) S D (ind ha™) H'  Fabaceae
AIC 195.77 283.33 21412 636.14 93.31 198.74
BIC 203.09 290,37 221.44 643.45 100.63 206.31
r 0.06 0.02 0.02 0.26 0.04 0.30
d 0.49 0.53 0.44 0.67 0.45 0.66
Co 1.73 28.57 4.78 24090.40 0.34 1.57
Co+C 3.62 36.65 5.34 58618.40 0.39 3.59
a 37.38 71.79 67.09 58.00 59.28 76.20
DSD (%) 47.73 77.96 89.52 41.10 87.78 43.71
Model Sph Sph Gaus Sph Gaus Sph
Regenerating individuals
S D (ind ha™) H' Fabaceae
AIC 140.67 563.49 30.61 227.38
BIC 147.00 569.82 36.95 234.94
r? 0.00 0.28 0.02 0.01
d 0.29 0.70 0.42 0.50
Co 1.74 0.00 0.08 3.92
Co+C 2.37 344343.01 0.11 6.05
a 43.58 39.74 51.88 59.42
DSD (%) 73.32 0.00 72.00 64.82
Model Sph Sph Sph Sph

Table 1. Semivariogram model parameters for soil and phytosociological variables of an Atlantic
Forest site undergoing ecological restoration.

TOC, total organic carbon; POC, particulate organic carbon; MOC, mineral-associated organic carbon; POXC,
permanganate oxidizable carbon; N, nitrogen; GRSP-EF, glomalin-related soil protein easily extractable fraction;
SA, arbuscular mycorrhizal fungal spore abundance; h, height; G, basal area; S, richness; D, density; H’,
Shannon-Wiener diversity index; AIC, Akaike information criteria; BIC, Bayesian information criteria; C,, nugget
effect; C, + C, sill; a, range; DSD, degree of spatial dependence; Sph, spherical; Gaus, Gaussian.

Our results corroborate previous reports. Yun-Qiang et al. (2009) used statistics
and geostatistics to characterize and compare the spatial distribution of soil organic
carbon and related factors in the Liudaogou basin, northern China. The authors found
that the spherical model was best suited to describe the spatial dependence of soil
organic carbon. Meng et al. (2009), in estimating the basal area of pines in Georgia
using geostatistics, observed that the spherical model provided the best fit to data.

Most variables had moderate spatial dependence, but GRSP-EF and species
density showed strong spatial dependence. Range varied from 33.39 (GRSP-EF) to
67.58 (TOC) for soil attributes, from 37.38 (h) to 76.20 (Fabaceae) for tree individuals,
and from 39.74 (density) to 59.42 (Fabaceae) for regenerating individuals. Range
represents the distance limit beyond which samples are no longer correlated. High




range indicates that sample points are influenced by other sample points located far
apart (Isaaks and Srivastava, 1989). Thus, Fabaceae tree individuals correlate with
each other even when at great distances apart.

Semivariogram parameters were used for ordinary kriging to generate prediction
maps (Figures 1, 2, and 3). The distribution patterns in the northern region of the
study site may be related to soil mineral content (Figure 1A-D). Carbon content is
higher in soils with higher clay content. Soil organic matter interacts with the mineral
fraction, resulting in the formation of organo-mineral complexes (Signor et al., 2014).

A.TOC (g kg™) B. POC (g kg™) C. MOC (g kg™) N
13.00—18.51 4.06-7.40 11.78-19.91
Bl 18.52—-25.10 B 7.41-10.7 N 19.92-28.

D. POXC (g kg™) E. Nitrogen (g kg™) F. GRSP-EF (mg g')
0.36—0.49 0.65-1.10 1.42-3.54
N 0.50—-0.62 11115 N 3.55-56

G. SA (n° of spores 50 cm™soil)
223-912
Bl 913160

I SE— T
0 0.04 008 016

Coordinate System:
Datum SIRGAS 2000 UTM Zone 235

Figure 1. Spatial prediction maps of (A) total organic carbon (TOC), (B) particulate organic
carbon (POC), (C) mineral-associated organic carbon (MOC), (D) permanganate oxidizable
carbon (POXC), (E) nitrogen, (F) glomalin-related soil protein easily extractable fraction (GRSP-
EF), and (G) arbuscular mycorrhizal fungal spore abundance (SA) in soil from an Atlantic Forest
site under restoration. Contour lines indicate terrain elevation.
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A. Height (m) B. Basal area (m? ha™") C. Richness N

8.21-10.36 9.55—16.15
-s 10 '

N 10.37-12.50 B 16.16—22.7
D. Density (ind ha™') E.H F. Fabaceae

488.17-774.59 1.23-1.74 2
57 @

N 774.60—1061.01 Bl 1.75-2.25
T T T Coordinate System:

0 0.04 0.08 0.16 Datum SIRGAS 2000 UTM Zone 238

Figure 2. Spatial prediction maps of (A) height, (B) basal area, (C) richness, (D) density, (E)
diversity (H’), and (F) number of Fabaceae tree individuals growing in an Atlantic forest site
under restoration. Contour lines indicate terrain elevation.

A. Richness B. Density (ind ha™") C.H' N
4—-6 646.02—-1472.44 1.17-1.50

Il 7-9 BN 1472.45-2298. N 1.51-1.83 ?

I S T
0 0.04 0.08 0.16

D. Fabaceae
1-7
B 8-13

Coordinate System:
Datum SIRGAS 2000 UTM Zone 23S

Figure 3. Spatial prediction maps of (A) richness, (B) density, (C) diversity (H’), and (D) number
of Fabaceae regenerating individuals in an Atlantic Forest site under restoration. Contour lines
indicate terrain elevation.

Soil samples had higher levels of MOC (Figure 1C) than POC (Figure 1B).

Aplicagbes da Linguagem R em Analises de Vegetacao Capitulo 7




According to Bayer et al. (2004), 80% of the TOC is present in the MOC fraction,
in agreement with the high correlation found between TOC and MOC in the present
study (r=0.93). MOC interacts strongly with soil minerals, being easily accumulated
in the soil. Similar results were reported by Guimaraes et al. (2012). The authors
found that Latosol under Atlantic Forest had higher levels of MOC (9 g kg™') than
POC (4 g kg™') at the 0—10 cm depth. Leaf litter probably contributed to nutrient
cycling and the increase in organic matter content, favoring accumulation of carbon
in the MOC fraction.

POXC and SA (Figure 1D and G, respectively) were inversely correlated (r =
—0.30). Labile carbon consists of organic compounds that are easily mineralized by
soil microfauna (Schimiguel et al., 2014). Therefore, areas with higher SA are those
with the lowest oxidizable carbon content. GRSP-EF and SA, on the other hand,
were positively correlated. Glomalin is a glycoprotein produced by mycorrhizal fungi;
its levels in soil increase with the decomposition of spores and hyphae (Driver et al.,
2005).

Similar distribution patterns were observed for basal area, richness, density,
and H’ (Figure 2), probably because these parameters are related. Areas with a high
density of individuals typically have a greater presence of trees (basal area), richness,
and, consequently, diversity. The low number of Fabaceae individuals in southwestern
and eastern areas is due to the occurrence of Brachiaria sp. and bamboo (Figure 2).
These invasive species prevent the establishment of native species at early stages
of succession (Correia and Martins, 2015).

The density of tree individuals (Figure 2D) was lower than that of regenerating
individuals (Figure 3B). Richness and H’ were higher among tree individuals (Figure
2C and E) than among regenerating individuals (Figure 3A and C). Durigan et al.
(2000) performed a phytosociological study in three vertical strata, upper stratum
(DAB = 5 cm), intermediate stratum (1 cm < DAB < 5 cm), and lower stratum (DAB
< 1 cm, minimum height of 10 cm), at the Caetetus Ecological Station, Sdo Paulo,
Brazil, and found a higher density of individuals in the lower (28,875 ind ha') and
intermediate (3,525 ind ha™') strata than in the upper stratum (1,080 ind ha"). H’
and basal area, however, were greater in the upper stratum (2.41 and 31 m? ha-',
respectively) than in the intermediate (1.83 and 2 m? ha', respectively) and lower
strata (2.01 m? ha™).

Figures 2 and 3 show that areas with the largest numbers of Fabaceae
individuals had the highest values of richness, density, and H’, indicating that most
individuals were of this family. Roppa et al. (2012) assessed the richness, diversity,
and composition of the woody flora of an Atlantic Forest site under spontaneous
regeneration and found a high occurrence of Fabaceae individuals, about 20% of the

sampled species.
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The prediction maps of phytosociological variables for regenerating individuals
had similar patterns (Figure 3), corroborating the high correlations found between
the variables. This result indicates that a single phytosociological variable can be
used to assess the progress of restoration, such as richness, which is more easily
determined, optimizing time and labor (Brancalion et al., 2015).

Areas with higher soil GRSP-EF (Figure 1F) had higher densities of tree (Figure
2D) and regenerating individuals (Figure 3B). These results demonstrate the close
relationship between mycorrhizal fungi and plants. Glomalin contributes to soil quality,
favoring plant development (Al-Kaisi et al., 2014; Qin et al., 2017). TOC, POC, MOC,
and POXC distributions were correlated with those of basal area, richness, density,
and H’ of tree individuals, which is likely due to the high amounts of litterfall and soil
cover (Bayer et al., 2000).

TOC showed a very high and positive correlation with MOC (r = 0.93; Table
2). This result shows that soil carbon occurs mainly in a recalcitrant form, indicating
greater stability in the soil. GRSP-EF was highly correlated with nitrogen content
(r = 0.80), as indicated by the similarity between their spatial distributions (Figure
1E and F). The correlation between GRSP-EF and POXC was moderate (r = 0.68).
According to Fokom et al. (2012), glomalin is an important mode of storage of carbon
and nitrogen in the soil; studies have shown that glomalin is positively correlated
with carbon and nitrogen. Richness, density, and H’ of tree individuals were highly to
very highly correlated, as also observed for regenerating individuals. The number of
Fabaceae tree and regenerating individuals had a moderate to low correlation with
richness, density, and H’. This is probably because most tree species (40.21%) and
regenerating individuals (21.88%) belonged to this family.

Correlation coefficient

Regenerating

Soil attributes Tree individuals individuals
TOC POC MOC POXC GRSP-EF SA N h G S D H' Fabaceae s D’ H”
POC 0.30
MocC 0.93 -0.08
POXC 0.27 0.56 0.07
GRSP-EF 0.49 0.44 0.34 0.68
SA -0.16 -0.22 -0.08 -0.30 -0.27
N 0.46 0.53 0.27 0.59 0.80 -0.22
h -0.01 0.31 -0.13 017 0.16 -0.47 0.14
G -0.19 047 -0.38 0.16 -0.01 -0.22 0.10 0.41
S 0.14 0.29 0.04 0.00 0.05 -0.38 0.03 041 049
D 0.19 0.29 0.09 0.02 0.18 -0.35 0.15 0.39 043 090
H’ 0.16 0.28 0.06 0.00 0.08 -0.38 0.05 0.48 048 096 0.85
Fabaceae 012 040 -0.03 008 0.33 -0.22 0.32 0.36 030 047 057 047
g 0.00 012 -0.04 -0.09 -0.12 -0.26 -014 022 039 024 021 025 0.13
D’ 0.03 0.14 -0.03 -0.13 -0.14 -0.16 -0.21 022 048 035 042 033 0.18 0.78
H" 0.04 0.00 004 -0.12 -0.11 -0.26 -0.16 0.14 023 021 020 022 0.15 096 072
Fabaceae” -0.22 0.33 -0.35 0.03 -0.03 -0.17 0.04 0.14 082 017 011 0.5 0.34 0.58 0.55 0.50

Table 2. Pearson correlation matrix for soil and phytosociological indicators of ecological
restoration in an Atlantic Forest site.

TOC, total organic carbon; POC, particulate organic carbon; MOC, mineral-associated organic carbon; POXC,
permanganate oxidizable carbon; N, nitrogen; GRSP-EF, glomalin-related soil protein easily extractable fraction;
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SA, arbuscular mycorrhizal fungal spore abundance; h, height; G, basal area; S, richness; D, density; H’,
Shannon—Wiener diversity index. ‘Results for regenerating individuals.

4|1 CONCLUSION

The results of this study show that correlations between soil and
phytosociological variables are high within each group but low or insignificant
between groups. GRSP-EF was correlated with density of tree and regenerating
individuals. TOC, POC, MOC, and POXC had spatial correlations with basal area,
richness, density, and H’ of tree individuals. The fact that phytosociological variables
were highly correlated suggests that a single variable can be used to assess the
progress of forest restoration.

Overall, soil and phytosociological indicators were not spatially correlated.
Further studies should investigate the relationship between soil and phytosociological
indicators in other areas for the monitoring of ecological restoration measures.
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RESUMO: O presente trabalho teve
como objetivo modelar espacialmente a
evapotranspiracdao real, assim como outros
componentes do balango de energia no solo,
na Estacao Experimental de Ciéncias Florestais
de Itatinga, no municipio de Itatinga — SP, pela
aplicacédo do algoritmo SAFER em ambiente
R por meio do pacote agriwater. Para tanto
foram usados dados remotamente sensoriados
associadosadadosagrometeorolégicosmedidos
em uma estacdo automatica. Como resultado
foram obtidas imagens em arquivos matriciais
(rasters) das variaveis albedo superficial, NDVI,
temperatura de superficie, saldo de radiacéo,
fracdo evapotranspirativa e evapotranspiracéao
real modelado espacialmente dentro dos limites
da estacéo.

Aplicacdes da Linguagem R em Andlises de Vegetacao

AGRIWATER EM AMBIENTE R

PALAVRAS-CHAVE:
pacote agriwater, SAFER.

Evapotranspiragao,

ACTUAL EVAPOTRANSPIRATION SPATIAL
MODELLING IN REFORESTATION AREA
USING AGRIWATER PACKAGE IN R

ABSTRACT: This work aimed to modelling
the actual evapotranspiration and other energy
balance components on soil in the Estacéo
Experimental de Ciéncias Florestais de Itatinga,
Sao Paulo, Brazil. The SAFER algorithm was
applied in the R environment using the agriwater
package. Remote sensing data associated
with agrometeorological data measured by an
automatic station was used. As result, matrix files
(rasterfiles) of surface albedo, NDVI, surface
temperature, net radiation, evapotranspiration
fraction and actual evapotranspiration was
spatially modeled inside the station boundaries.
KEYWORDS: Evapotranspiration, agriwater
package, SAFER.

11 INTRODUCAO

O processo de transferéncia da agua
do solo pela transpiracdo das plantas é
denominado como evapotranspiracéo. Este
fenbmeno €& um importante componente do
ciclo hidroloégico ja que é responsavel pelo
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retorno da agua precipitada a atmosfera e, portanto, regula a disponibilidade hidrica
seja em ambientes naturais ou atividades antropicas, tais como cultivos agricolas
(BERTONI, 2014). No entanto, métodos tradicionais de medicdo pontual desta
variavel séo ineficientes em escalas regionais devido a grande variabilidade espago-
temporal, assim como alto custo operacional (SILVA, 2019).

A aplicagcdo de técnicas de sensoriamento remoto permite a obtencdo de
diferentes varidveis agrometeorologicas de forma espacializada. Dados provenientes
do imageamento da superficie terrestre por satélites fornecem informacées com
diferentes resolucdes espaciais e temporais sobre as superficies vegetadas. Isto
auxilia no monitoramento de variaveis biofisicas que impactam nos fluxos de agua
e energia no solo, como o albedo, biomassa e indice de area foliar (MU et al., 2011,
PAIVA et al., 2011).

Modelos para a obtencdo da evapotranspiracdo por meio de sensoriamento
remoto envolvem equacbes empiricas elaboradas pelo cruzamento de dados
radiométricos de imagens de satélites com medi¢des em campo da variavel que se
deseja modelar. O saldo de radiagéo do solo (componente do balanco de energia)
€ na em grande parte distribuido como calor latente, calor sensivel e fluxo de calor
(SILVA, 2019). Diferentes modelos para o balanco de energia sdao encontrados na
literatura como o SEBAL (BASTIAANSSEN et al., 1998a; BASTIAANSEN et al.,
1998b) e METRIC (ALLEN et al., 2005) por meio de equacgcdes empiricas, enquanto
o SAFER (TEIXEIRA et al., 2010) adiciona também indices de vegetacdo como o
NDVI.

Silva, Teixeira e Manzione (2019) formularam o pacote agriwater para aplicagcao
do algoritmo SAFER (TEIXEIRA et al., 2010) em ambiente R. Por meio deste pacote
um usuario pode, dentre outros componentes do balanco de energia, obter a
evapotranspiragao real (ET,) espacializada para imagens dos sensores/satélite OLI/
LANDSATS8, MODIS/TERRA, MODIS/AQUA e MSI/SENTINEL2 associadas a dados
de uma ou mais esta¢des agrometeorologicas.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi mostrar a aplicabilidade do algoritmo
SAFER (TEIXEIRA et al.,, 2010) em ambiente R por meio do pacote agriwater
(SILVA, TEIXEIRA e MANZIONE, 2019), para a determinacédo de componentes do
balanco de energia no solo, assim como a evapotranspiragcéo real, em uma area de
reflorestamento com eucaliptos no municipio de Itatinga — SP.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

A modelagem foi realizada dentro dos limites da Estacdo Experimental de
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Ciéncias Florestais de Itatinga - EECFI, entre os paralelos 23°02°56,96” e 23°03°35,95”
latitude sul, e entre os meridianos 48°37°37,83” e 48°37’35,95” longitude oeste, e
aproximadamente 22,5 km2 (Figura 1). Atualmente, sob administracdo da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ), apresenta como utilizac&o da terra
majoritariamente o reflorestamento com eucaliptos para diferentes fins de ensino e
pesquisa. Também existem fragmentos de vegetacao riparia natural junto a corpos
hidricos presentes nos limites da estacéo.

O clima do municipio de Itatinga é definido como tropical de altitude (Cwa),
segundo a classificacdo de Kdppen (1936). Nos meses de verdo ocorre maior
precipitacdo acumulada mensal, sendo a média anual de 1372,7 mm. A temperatura
do ar média anual é de 19,7°C, com média minima de 16°C, e média maxima de
22,7°C (CEPAGRI, 2018).

2.2 Dados utilizados

As imagens multiespectrais foram obtidas gratuitamente por meio USGS Earth
Explorer. Foi adquirida uma imagem Sentinel2B L1C de resolucéo espacial igual a 10
m, identificada por “tile number: T22KGV’ (identificacdo da cena de imageamento)
para 09/02/2019, correspondente ao dia juliano (DJ) 40 (ID: L1C_T22KGV_
A021199_20190714T132238). Quanto ao sensor MODIS, foi adquirida uma imagem
MODO09A1 V6 de resolucao espacial igual a 500 m, com a cena identificada pelas
coordenadas geograficas lat/long (graus decimais) 25,00336 S e 49,8581 O para o
dia 02/02/2019 (DJ 33) (ID: MODO09A1.A2019185.h13v11.006.2019194033408).
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Figura 1. Mapa de localizacéo da Estacdo Experimental de Ciéncias Florestais de ltatinga
(EECFI).

As bandas espectrais de ambos os sensores foram convertidas de seus
formatos de arquivo originais para o formato .tif e seus sistemas de coordenadas
foram reprojetados para WGS84.

Uma estacdo agrometeoroldgica existente dentro dos limites da EECFI,
localizada pela latitude 23° 2’ 50,62” S e Longitude 48° 38’ 18,77” O, foi responsavel
pela aquisicdo de dados de radiagéo solar global (R;, MJ.m?), temperatura media
do ar (T,, °C) e evapotranspiragdo de referéncia (ET, mm). Esses dados foram
utilizados conjuntamente com os paréametros obtidos das imagens multiespectrais
na aplicacao do SAFER.

2.3 Simple Algorithm for Evapotranspiration Retriveing (SAFER)

A razédo entre a evapotranspiragdo real (ET,) e a evapotranspiragdo de
referéncia (ET ) denominada como fragé@o evapotranspirativa (ET,/ET ), foi calculada
pela Equacao 1 (TEIXEIRA, 2010).

il W exp [e + f(L)]

ET, ay- NDVI (1)

Onde @o  corresponde ao albedo da superficie, Ts a temperatura de superficie,
e e e f sao coeficientes de regresséo, sendo 1,8 e -0,008, respectivamente.
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A partir da obtencdo da fracdo evapotranspirativa pode-se obter a
evapotranspiracao real pela Equacéo 2.

ET,

~ET,

ET, ET

o

(2)

A ET,/ET em culturas irrigadas, como piv0s centrais, sem estresse ambiental
e hidrico, é conhecida como coeficiente de cultura (Kc) (ALLEN et al., 1998). Em
vegetacdo natural a fragdo indica o grau de umidade na zona das raizes das plantas
e pode ser usada para caracterizar condi¢cdes de estresse hidrico (TEIXEIRA et al.,
2017, SILVA, TEIXEIRA e MANZIONE, 2019).

A Figura 2 mostra as etapas do calculo do modelo SAFER onde as caixas com
linhas continuas representam as variaveis espacializadas obtidas por sensoriamento
remoto e as tracejadas os dados de entradas da estagcao agrometeoroldgica. Onde
R, € o saldo de radiagéo, T, a temperatura média do ar, R, é radiagao solar global,

ET a evapotranspiracdo de referéncia e ET, a evapotranspiragao real.

‘ REFLETANCIA
oo Ro HTaHRy|
~ I N

‘ NDVI | ALBEDO

TEMPERATURA
DE SUPERFICIE

SUPERFICIAL

ETa / ETo }— ETo —— ETa
Figura 2. Fluxograma para calcular a evapotranspiragéo real (ET,) e fragdo evapotranspirativa

(ET/ET)) pelo modelo SAFER sem o uso da banda termal. (SILVA, TEIXEIRA e MANZIONE,
2019).

A seguir as equagbes de modelagem espacial dos dados de sensoriamento
remoto para as imagens dos sensores OLI/LANDSAT8, MODIS/TERRA&AQUA
e MSI/SENTINEL2 serdao detalhadas segundo a metodologia de Silva, Teixeira e
Manzione, 2019.

2.4 Albedo Superficial

Para determinar o albedo superficial (@), incialmente o albedo planetario para
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todo o espectro solar (a ) foi calculado como a soma total das diferentes refletancias

de banda (r;,,4) de acordo com os pesos de cada banda ( de acordo com

u”bm:d)
a Equacao 3.

p = Z Wyand band (3)

Na utilizacdo de imagens do sensor MODIS, no qual o albedo planetario €
calculado mediante a Equacéo 4.

ap=a-+ Z Woand"band (4)

Os pesos das bandas espectrais dos sensores sdo encontrados pela razao
entre a quantidade de radiacdo de onda curta de cada banda e a soma da radiacéao
de onda curta recebida para todas as bandas no topo da atmosfera (TOA) (Tabela 1).

Sensor Banda Coeficiente Sensor Banda Coeficiente
1 0,10 2 0,32
2 0,31 _ 3 0,26
3 0,30 = 4 0,25
a 4 1 17
a 0,13 8 0,
5 0,08 a 0,08
2]
Q
6 0,05 5 1 0,41
7 0,04 = 2 0,14

Tabela 1. Pesos para correcao atmosférica no topo da atmosfera para as diferentes bandas
espectrais dos sensores MSI/SENTINEL2, OLI/LANDSAT8, MODIS/TERRA&AQUA (Adaptado
de SILVA, TEIXEIRA e MANZIONE, 2019).

Finalmente, os valores diarios do albedo superficial sdo obtidos pela Equacéao

a, = bap +c (5)

onde b e ¢ sédo coeficientes de regressao, que para um periodo de 24 horas
foram considerados, respectivamente, como 1,70 e 0,13 (TEIXEIRA et al., 2008;
TEIXEIRA et al., 2014a; TEIXEIRA et al., 2014b).

2.5 NDVI

O Normalized Difference Vegetation Index (NDVI) (ROUSE et al., 1974) foi
calculado pela Equacéao 6.

Yore — 1
NDV] = NI RED
Twre T Teen (6)
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onde "wrr e "rep sdo as reflectancias na faixa de comprimento de onda do
infravermelho préximo (NIR) e do vermelho (RED).

2.6 Temperatura superficial

Para modelar a temperatura superficial sem uso das bandas termais dos
sensores imageadores foi utilizado o método do residuo da equacédo de Stefan-
Boltzmann (TEIXEIRA et al., 2016), seguindo a Equacgao 7.

_—— |IEAUTA"’ +a,1,,
s

\ EcO (7)

onde T, é atemperatura média do ar da estacdo agrometeoroldgica dentro da
area de estudo com indice de area foliar (IAF) de 2,88 e albedo estimado de 0,23,
T-w € a transmissividade atmosférica de ondas curtas, definidas com 44% daR; no
topo da atmosfera (TEIXEIRA et al., 2008, 2010), £4 e €5 séo, respectivamente,
as emissividades atmosférica e superficial e o € a constante de Stefan-Boltzmann
(567-107°*Wm > K %). €14 e € sdo calculadas pelas equacdes 8 e 9,
respectivamente (TEIXEIRA et al. 2008 e 2014a).

g4 = ay(—Int,, )% (8)

£s = asgIn NDVI + b,

)

onde @4,b,, as e b. sdo coeficientes de regresséo, respectivamente, 0,94,
0,10, 0,06 e 1,00 (TEIXEIRA et al., 2010). Teixeira et al., (2009) calibraramés e 55
com R2 de 0,75 e 0,90 respectivamente. Finalmente, o coeficiente @ & dado pela
Equacao 10.

a, =cT,—d (10)

onde c e d séo coeficientes de regresséao iguais a 6,99 e 39,93 (TEIXEIRA et
al. 2014a).

2.7 Balanco de energia no solo

O saldo de radiacao (R,, MJ m2 dia’') pode ser obtido segundo a Equacéo 11
derivada por Teixeira et al. (2008).
Ry =(1—ay)R; — a;7,, (11)

onde Taw € a transmissividade atmosférica de ondas curtas definida como a
razao de R para a radiagcéo solar incidente no topo da atmosfera.

O balango de energia considerado pelo SAFER é descrito na Equacéo 12.

Ry=AE+H+G (12)




onde Ry é o saldo de radiacdo, AE é o fluxo de calor latente, H é o fluxo de calor
sensivel e G é o fluxo de calor no solo.

Para obter-se o fluxo de calor latente (AE), aplica-se a Equacéo 13.

AE = 2,45 ET, (13)
O fluxo de calor no solo (G) em escala diaria é obtido pela Equacéo 14.
G = Ry gexp(h a,) (14)

onde g e h sado coeficientes de regressdo que foram considerados,
respectivamente, 3,98 e -31,98 (TEIXEIRA et al., 2008).

Finalmente, H é estimado como residuo do balanco de energia na Equacéo 15.

H=Ry,—AE—G (15)

2.8 Agriwater

O download do agriwater pode ser realizado através do repositério CRAN
no link https://cran.r-project.org/web/packages/agriwater/index.html ou instalado
diretamente no R com a funcéo “install.packages()”. Para utilizar o agriwater, os
pacotes sp, raster e rgdal também devem ser instalados. A rotina utilizada no R
para as analises pode ser acessada e baixada no seguinte link: doi.org/10.13140/
RG.2.2.34818.84163

Apds os pacotes devidamente instalados, os dados de entrada sdo uma mascara
shapefile da area de estudo mais as informacdes como visto na figura 2. Todos os
arquivos devem estar em um mesmo diretdrio que devera ser indicado no R. Dentro
do pacote, existem fungdes especificas para cada satélite. Neste estudo foram
usadas as funcdes “evapo_s2” e “evapo_modis” (Tabela 2). Existem diversas outras
funcdes dentro do pacote que podem ser vistas em Silva, Teixeira e Manzione, 2019.
Mais exemplos praticos de aplicacées do pacote agriwater podem ser reproduzidas
a partir da leitura de Leivas et al. (2019).

Funcoées Breve descricao Dados de entrada Rasters gerados
Temperatura média do ar,

evapo _s2 radiagao solar e
Modelagem de[ evapotranspiragéo de Alb_24 tif, NDVL.tif,
evapotranspiragao | referéncia de uma Gnica LST tif, Rn_MJ, kc.tif
evapo _modis real (ET,) estacao and evapo.tif

agrometeorologica e
imagens digitais

Tabela 8. Descrigéo, dados de entrada e saidas do comando utilizado no pacote agriwater
para balanco de energia e recuperacao de evapotranspiracdo real. “s2” no nome do comando
indica que ele usa imagens de sensores/satélites MSI/SENTINEL2, “modis” o uso de MODIS/

TERRA&AQUA.

Aplicacdes da Linguagem R em Andlises de Vegetacao Capitulo 8



http://doi.org/10.13140/RG.2.2.34818.84163
http://doi.org/10.13140/RG.2.2.34818.84163

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacéo do pacote agriwater aos dados disponiveis resultou na geragéo
de arquivos raster de extensao .tif referentes ao albedo superficial em escala diaria
(Figura 3), NDVI (Figura 4), temperatura de superficie em Kelvin (K) (Figura 5),
saldo de radiacdo em MJ/m2.dia (Figura 6), fracdo evapotranspirativa (Figura 7) e
evapotranspiracao real em mm (Figura 8). Todos os resultados foram plotados a
partir dos pacotes rasterVis e gridExtra no R.

Em todos os produtos resultantes fica evidente o efeito da resolugao espacial.
Por apresentar baixa resolucao espacial (500 m), as variaveis modeladas na imagem
do sensor MODIS apresentam maior mistura espectral nos rasters gerados, fator que
diminui a sensibilidade dos valores estimados e atrapalha a interpretacdo dos mapas
gerados. Isso demonstra a importancia da escolha correta da resolu¢ao espacial da
imagem a ser modelada levando em conta o tamanho da area de estudo. Na Figura 8,
ao norte da EECFI, é possivel observar os valores iguais a zero de evapotranspiracao
real (mm) no trecho da Rodovia Castelo Branco que corta a estacdo na modelagem
baseada no sensor MSI (resolucédo espacial de 10 m). Na modelagem para o MODIS
os valores de ET, na rodovia s&o diluidos pela resolugao espacial (Figura 8)

Pela falta de dados medidos em campo da ET, nao foi possivel validar os dados
de evapotranspiracdo modelados. No entanto, outros trabalhos ja demonstraram
aplicacbes bem-sucedidas do SAFER em demais localidades como o Pantanal
(TEIXEIRA et al., 2015), Rio Grande do Sul (LEIVAS et al., 2015) e outras localidades
de Sao Paulo (HERNANDEZ et al., 2014).

Sentinel2B/Msi - DJ 40 Terra/Modis - DJ 33
eq | 23.02°5 0162
23.02°8 021 L
A 2 0.20 0.160
L o1s - 0.158
23.04°8 8 23.04°5 . .
o SR ] - - 0156
: ¥ L o7 . k0154
. T : 23.06°5 —
23.06°S : I o016 0152
015 . - 0.150
0.14 0148
yoes 23 08°5 -
0.13 0146

T T T T T T T T
48 66°WY 48 B5*W 48 B0 48.63W 48 62V 48 66*W 48 65°W 48 BasW 48 53°W 48 62°W

Figura 3. Albedo superficial modelado para MSI/SENTINEL2 no DJ40 e TERRA/MODIS no DJ
33 na EECFI.
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Figura 4. NDVI calculado para MSI/SENTINEL2 no DJ40 e TERRA/MODIS no DJ 33 na EECFI.
Sentinel2B/Msi - DJ 40 Terra/Modis - DJ 33
3074
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320
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L 3070
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T T T T T T T T T T
48 BE5W 4865 45 64 48 63w 48 825W 48 665W 48 655w 43 45 48 835w 48 62°W

Figura 5. Temperatura de superficie (K) modelada para MSI/SENTINEL2 no DJ40 e TERRA/
MODIS no DJ 33 na EECFIL.
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Figura 6. Saldo de radiagéo (MJ/m2.dia) modelado para MSI/SENTINEL2 no DJ40 e TERRA/
MODIS no DJ 33 na EECFIL.
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Figura 7. Fragao evapotranspirativa modelada para MSI/SENTINEL2 no DJ40 e TERRA/MODIS

no DJ 33 na EECFI.
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Sentinel2B/Msi - DJ 40 Terra/Modis - DJ 33
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Figura 8. Evapotranspiracéo real (mm) modelada para MSI/SENTINEL2 no DJ40 e TERRA/
MODIS no DJ 33 na EECFI.

41 CONCLUSOES

Por se tratar de um ambiente de programacgdo de codigo aberto, o R é um
software que estd ganhando rapidamente o uso em diferentes areas do conhecimento.
E uma linguagem que oferece recursos de analise interativa e é ideal para o rapido
desenvolvimento de aplicativos estatisticos e de analise de dados. O pacote
agriwater € um exemplo, visto sua robustez para a modelagem de dados espaciais
na estimativa de parametros agrometeorologicos, que auxiliam no entendimento de
processos como o ciclo hidrolégico e o balango hidrico. No entanto, & necessario
realizar validacdes em campo dos resultados que avaliem as representatividades em
diferentes condi¢des climaticas regionais.
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RESUMO: Incéndios de origem antrpica
constituem uma das principais ameacas a
integridade ambiental no Quadrilatero Ferrifero
(QF), regiao de encraves entre floresta e campo.
Avaliamos o potencial de regeneracdo natural
de uma floresta estacional ap6s disturbio
causado pelo fogo através do monitoramento
da diversidade e estrutura da vegetacdo
representada no banco de sementes do solo
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(BSS). O BSS de uma area adjacente também
foi avaliado para servir como referéncia. Em
cada area amostramos 0,5 ha para a coleta do
BSS. As hipbteses estabelecidas foram: 1) O
fogo reduz a diversidade de espécies do BSS
e 2) O fogo provoca a reducdo de espécies
arbéreas e a dominancia de gramineas
competidoras no BSS. Nossos
apontaram o comprometimento da resiliéncia

resultados

de ambas as areas, sendo a area afetada pelo
fogo, a mais critica, com elevada abundéncia
de herbaceas competidoras (apenas 3 espécies
corresponderam a 70,20 % do total de individuos
amostrados) e a baixa abundéancia de espécies
e individuos de arbdreas (3 espécies e 2,66
% do total de individuos, respectivamente).
Esse resultado foi corroborado pela analise de
NMDS que nos mostrou menor variabilidade
na composicao floristica entre as parcelas da
area queimada, tanto para composicdo de
espécies quanto para estrutura de individuos.
Entre as espécies arboéreas da area queimada,
apenas uma era zoocorica. A elevada presenca
para
potencializagcdo de novos disturbios pelo fogo

de gramineas competidoras contribui

e dificulta o processo de sucessao secundaria
florestal, facilitando o processo de savanizacéo
de florestas.
PALAVRAS-CHAVE: Ecologia do fogo,
regeneracao natural, resiliéncia, savanizacéo
de florestas.

Capitulo 9




IMPACT OF FIRE ON SEED BANCK OF SEASONAL SEMIDECIDUOUS
ALTOMONTANA FOREST IN QUADRILATERO FERRIFERO, MG

ABSTRACT: Fires of anthropic origin constitute one of the main threats to environmental
integrity in the Iron Quadrangle (1Q), a region of forest-field enclaves. We evaluated the
natural regeneration potential of a seasonal forest after fire disturbance by monitoring
the diversity and structure of the vegetation represented in the soil seed bank (SSB).
The SSB from an adjacent area has also been evaluated for reference. In each area we
sampled 0.5 ha for SSB collection. The hypotheses established were: 1) Fire reduces
species diversity of SSB and 2) Fire causes reduction of tree species and dominance
of competing grasses in SSB. Our results pointed to the resilience compromise of both
areas, being the most critical area affected by fire, with high abundance of competing
herbaceous (only 3 species corresponded to 70.20% of the total sampled individuals)
and the low abundance of tree species and individuals (3 species and 2.66% of the
total individuals, respectively). This result was corroborated by the NMDS analysis that
showed us less variability in floristic composition between the plots of the burned area,
both for species composition and for individual structure. Among the tree species in
the burned area, only one was zoochoric. The high presence of competing grasses
contributes to the potentialization of new disturbances by fire and hinders the process
of secondary forest succession, facilitating the process of forest savannization.
KEYWORDS: Fire ecology, natural regeneration, resilience, forest savannization.

11 INTRODUGCAO

Incéndios de origem antrOpica constituem uma das principais ameacgas a
integridade ambiental no Quadrilatero Ferrifero (QF), regido de destaque econémico
e ambiental no Brasil. Situado na porcao sul da Cadeia do Espinhaco, em Minas
Gerais, o QF constitui divisor entre os dominios da Mata Atlantica e do Cerrado,
(MINAS GERAIS, 2009), apresentando varios encraves vegetacionais entre floresta
e campo.

O fogo é uma das principais forcas evolutivas que influencia a distribuicéo,
diversidade e estrutura das comunidades vegetais em diferentes tipos de
ecossistemas (BOND & KEELEY, 2005; HARDESTY et al., 2005). Por este motivo,
compreender como atuam os controladores ambientais de florestas tropicais e das
savanas é questao fundamental para lidar com as mudancas futuras na distribuicéo
desses ecossistemas (MURPHY & BOWMAN, 2012). As savanas séo ecossistemas
que coevoluiram com o fogo e apresentam adaptacdées que conferem diferentes
mecanismos de resisténcia. Pelo contrario, as florestas tropicais sdo ambientes
sensiveis ao fogo, apresentando pouca ou nenhuma adaptacdo (HARDESTY et al.,
2005).

O solo é uma fonte importante de sementes viaveis que se relaciona
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diretamente ao estabelecimento de populagdes de plantas, de grupos ecoldgicos,
a manutencao da diversidade de espécies e a regeneracao natural apés distarbios
naturais e antrépicos (HARPER, 1977), sendo um dos mecanismos de regeneracao
pbs-fogo. A composicao e estrutura de espécies em um banco de sementes do solo,
permitem avaliar, pelo método de germinacgao, a densidade e riqueza de espécies
arbustivo-arbéreas verificando se ha comprometimento da resiliéncia em um
ambiente florestal (MARTINS et al., 2012). A sindrome de dispersdo mais frequente
em florestas tropicais é a zoocoérica, com ocorréncia minima de 50% (HOWE &
SMALLWOOQOD,1982). Em éareas de fogo frequente algumas plantas lenhosas
reduzem severamente sua producédo de sementes, alterando o banco de sementes
populacional. Nestas condi¢cbes, ocorre aumento de gramineas e de seu banco de
sementes, o que representa um filtro bi6tico para o estabelecimento de espécies
lenhosas (HENRIQUES, 2005).

O fogo frequente diminui a altura da vegetacgao, altera a composicao de espécies,
sobretudo de lenhosas sensiveis ao fogo, favorece as arbustivas em detrimento
das arbéreas e provoca elevada mortalidade de plantulas e de rebrotas vegetativas
(BOND & KEELEY, 2005; HENRIQUES, 2005). Algumas espécies arbdreas do
Cerrado apresentam adaptacdes de casca para resistir ao fogo, mas nao apresentam
adaptacdes para seus frutos, comprometendo a reproducao sexual (MIRANDA et al.,
2002). Desta forma, o fogo pode promover alteragdes na composicao e estrutura das
espécies e influenciar a dindmica de distribuicao de florestas e savanas.

Em nossa pesquisa avaliamos duas areas de Floresta Estacional Semidecidual
(FES) inseridas em contexto de disturbios antigos e atuais, causados por fogo, em
um mosaico entre floresta, campo graminoso, campo rupestre e cerrado. Nossas
hipoteses lancadas foram: 1) O fogo reduz a diversidade de espécies do BSS e 2)
O fogo provoca reducéo de arbéreas e a dominancia de gramineas competidoras.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

Realizamos a pesquisa no Monumento Natural Estadual Itatiaia (MNEI),
localizada nos municipios de Ouro Preto e Ouro Branco, regido do Quadrilatero
Ferrifero, Minas Gerais (Figura 1). O MNEI possui area total de 3.216 ha, o clima
local € o tropical de altitude (Cwb mesotérmico, classificacdo de Koeppen).

A temperatura anual média é de 20,7°C e a precipitacdo média anual € de
1.188,2 mm (MINAS GERAIS, 2009). O relevo é declivoso, com altitudes variando
entre 800 e 1400 m. As principais classes de solos encontradas s&o os Cambissolos,
Neossolos litdlicos e Latossolos vermelho amarelo. Apresenta uma rica hidrografia
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pertencente a duas importantes bacias, a do Rio Sdo Francisco e do Rio Doce,
sendo importante fonte de abastecimento da regido. A vegetacdo € composta por
um mosaico vegetacional de Floresta Estacional Semidecidual, Campo Rupestre e
Cerrado (MINAS GERAIS, 2009).

2.2 Coleta dos dados

Amostramos duas areas de Floresta Estacional Semidecidual Altomontana
(FES) localizadas em area de encrave entre FES e Campo graminoso. Uma foi a
area queimada em outubro de 2014, onde o incéndio comprometeu grande parte
do dossel do fragmento amostrado, com morte de varios individuos arboreos e total
consumo da biomassa arbustiva e herbacea. E a outra area nao apresenta sinais de
gueima recente e sera utilizada como ecossistema de referéncia (Figura 1). Essa
area encontram-se em estagio inicial de sucessao secundaria florestal (conforme
Resolugcao n° 392 do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA, de 25 de
junho de 2007), com presenca de dossel irregular, sub-bosque, presenca de fina
camada de serapilheira, gramineas e lianas em alguns pontos. Ambas as areas fazem
parte de um grande fragmento florestal (aproximadamente 1.500 ha) e apresentam
caracteristicas semelhantes de estrutura arborea, declividade e localiza¢do, situadas
na borda do fragmento, distando 500 m uma da outra. Em outubro de 2014, fizemos
o0 campo de coleta do banco de sementes do solo (BSS) da area afetada pelo fogo e
em abril de 2015 coletamos o BSS da area referéncia.
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Figura 1. Limite do Monumento Natural Estadual do ltatiaia (MNEI) (em vermelho no mapa)
situado nos municipios de Ouro Preto e Ouro Branco, Minas Gerais, Brasil. Imagem satélite
com a localizagdo das areas amostradas, area referéncia (verde) e area queimada (vermelho).
Destaque para o encrave vegetacional entre Floresta Estacional Semidecidual AltoMontana e
Campo Rupestre. Mapa: Junia M. Lousada. Imagem: Google Earth.

Em ambas as areas amostramos 0,5 ha representado por 25 parcelas de 10 x

10 m, de forma sistematica. No centro de cada parcela langamos uma moldura de

madeira de 40 cm x 30 cm x 5 cm (0,006 cm?) para a coleta do BSS.

Levamos as amostras de solo para o viveiro da Universidade Federal de
Vicosa, na casa de sombra com tela de 50% de sombreamento e irrigacao diaria. A
identificacdo e quantificacao das plantulas foi realizada quinzenalmente durante um
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ano.

Classificamos as espécies dentro de trés grupos ecoldgicos; forma de vida,
dispersdo de sementes e indicadoras do estagio de regeneracao. Para formas de
vida consultamos o Herbario Virtual Reflora (arboreas, arbustivas, ervas e lianas),
para sindromes de dispersao seguimos Van der Pijl (1982) (anemocoria, zoocoria e
autocoria) e para indicadoras do estagio de regeneracao, classificamos apenas as
espécies arboéreas, conforme Gandolfi et al. (1995) (pioneira, secundaria inicial e
secundaria tardia).

2.3 Analise dos dados

Todas as analises foram realizadas no programa R, verséo 3.3.3, e os codigos
da rotina analitica empregada estdao disponiveis no Research Gate e pode ser
baixada no link: doi.org/10.13140/RG.2.2.31564.97920

Calculamos os parametros fitossociolégicos de cada espécie para ambas
as areas (MUELLER-DOMBOIS & ELLENBERG, 1974). Utilizamos os indices de
Diversidade de Shannon (H’), o qual considera igual peso entre as espécies raras e
abundantes (MAGURRAN, 2004) e o indice de equabilidade de Pielou (J’), derivado
do indice de diversidade de Shannon que permite representar a uniformidade da
distribuicdo dos individuos entre as espécies existentes (PIELOU, 1966).

Para comparagcao dos valores médios de riqueza, abundéancia e diversidade
de espécie das parcelas entre as duas areas independentes utilizamos o teste t.
Os pressupostos de distribuicdo normal e homogeneidade das variancias foram
verificados usando o testes Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para riqueza
obtivemos distribuicdo normal e homogeneidade das variancias, para abundancia
obtivemos a distribuicdo normal (dados logaritmizados) e heterogeneidade das
variancias e para diversidade distribuicdo normal e heterogeneidade das variancias.

Paracomparararelagdo deriqueza, abundéancia e equitabilidade das duas areas,
construimos um grafico de rank-abundancia para complementar as interpretacdes
sobre distribuicdo de composicéo de espécies e numero de individuos.

Avaliamos a similaridade da composicéo de espécies e da estrutura de individuos
entre os BSS das duas areas, utilizando o Escalonamento Multidimensional N&o-
métrico (NMDS). Para as duas analises consideramos, respectivamente, a matriz de
presencga e auséncia de espécies e o indice de Jaccard como medida de similaridade
floristica e a matriz de abundancias dos individuos e o Bray Curtis como indice de
similaridade.
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3 | RESULTADOS

Alista de espécies e a tabela dos parametros fitossocioldgicos estéo disponiveis
para consulta no Research Gate e pode ser baixada no link: doi.org/10.13140/
RG.2.2.23176.37124

Contabilizamos na area queimada 1.127 pléntulas do BSS, distribuidas em 11
familias, 16 géneros e 26 espécies. Na area referéncia foram 683 plantulas do BSS,
distribuidas em nove familias, 11 géneros e 27 espécies.

A densidade da area queimada foi de 375,6 individuos / m2 e na area referéncia
foi de 227,6 individuos / m2. Na a area queimada quatro espécies correspondem
a 82,07 % de todos individuos, sendo trés espécies de ervas e uma arbustiva.
Suas respectivas densidades foram, Scoparia dulcis (129 individuos / m2), Cyperus
aggregatus (85,3 individuos / m2), Brachiaria plantaginea (60,6 individuos / m?) e
a arbustiva Phytolacca thyrsiflora (33,33 individuos / m2). Na é&rea referéncia as
espécies que apresentaram maiores valores de densidade foram as ervas S. dulcis
(129 individuos / m2?) e Poaceae 3 (16 individuos / m?) e as arbustivas Indeterminada
3 (13,33 individuos / m?) e Leandra 2 (13 individuos / m?), correspondendo a 75,25
% de todos individuos.

Na area queimada as espécies com maiores indice de Valor de Importancia
(IV1) foram S. duclcis, C. aggregatus e B. plantaginea e na area referéncia foram S.
duclcis, Poaceae 3 e Leandra 2.

Os indices de diversidade de Shannon e de equabilidade de Pielou,
respectivamente, foram H’ = 1,973 e J' = 0,605 para a area queimada e H' = 1,825 e
J’ = 0,598 para a area referéncia.

Os valores médios de riqueza de espécies, abundancia de individuos e
diversidade de espécies das parcelas foram maiores na area queimada em relacao

aos da area referéncia (Figura 2).
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Figura 2. Valores médios para riqueza de espécies, abundancia de individuos e diversidade
de espécies das parcelas amostradas nas areas queimada (vermelho) e referéncia (verde) no
MNEI.

Nos graficos de rank-abundancia vimos que a area queimada possui maior
abundancia de individuos, porém a area referéncia apresenta maior equabilidade,
apresentando menor variacéo na distribuicdo das abundancias entre as espécies,

comparada a area queimada (Figura 3).
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Figura 3.Grafico deRank-abundanciapara as areas queimada(vermelho)e referéncia(verde) no
MNEL.

Na analise de NMDS (Figura 4) vimos a separacdo dos ambientes area
gueimada e area referéncia, tanto para os dados de composi¢ao (riqueza) quanto
para os de estrutura (abundancia), com os valores de stress 0,125 e 0,135,
respectivamente. Percebemos que a area referéncia apresenta maior variabilidade na
composicao de espécies e na estrutura dos individuos, em relacdo a area queimada.
Os vetores arbustiva (p = 0,008) e erva (p = 0,016) tiveram influéncia significativa na
composicéo e o vetor erva (p = 0,016) teve influéncia significativa na estrutura.
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Figura 4. Similaridade para riqueza de espécies (A) e abundancia de individuos (B) entre as
areas queimada (vermelho) e referéncia (verde) no MNEI.

Em relacdo as formas de vida, na area queimada, encontramos trés espécies
arboreas (30 individuos), sete espécies arbustivas (168 individuos), 13 espécies de
ervas (916 individuos) e uma espécie de liana. Na area referéncia encontramos
cinco espécies arboreas (47 individuos), cinco espécies arbustivas (113 individuos)
e 13 espécies (521 individuos) de ervas.

Para a sindrome de dispersao encontramos na area queimada cinco espécies
zoocoricas (134 individuos) e 15 espécies anemocoéricas (941 individuos) e na
area referéncia foram quatro espécies zoocoéricas (45 individuos) e 14 espécies
anemocobricas (552 individuos). Quanto as indicadoras do estagio de regeneracao,
na area queimada as trés espécies arbdreas séo pioneiras (30 individuos) e na area
referéncia trés espécies arbdreas sdo pioneiras (42 individuos) e duas espécies
arbéreas sao secundarias iniciais (5 individuos).
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41 DISCUSSAO

Apesar da severidade do fogo, observamos que as areas queimada e referéncia
apresentaram valores similares de riqueza (26 e 27 espécies, respectivamente).
Esses valores s&o inferiores aos encontrados por Melo & Duringan, (2007), 26
e 40 espécies respectivamente, e por Camargos et al. (2013), 15 e 16 espécies,
respectivamente. Em nosso estudo a densidade de individuos foi maior na area
queimada do que na area referéncia, oposto do encontrado nos dois estudos
referidos acima. A maior densidade na area queimada foi devido a dominancia de trés
espécies herbaceas competidoras (S. dulcis, B. plantaginea e C. aggregatus) e da
arbustiva P. americana que corresponderam a 82,07 % dos individuos totais. Na area
referéncia S. dulcis também esteve presente e em elevada densidade. A presenca
de herbaceas invasoras podem reduzir o avang¢o da trajetoria sucessional sendo
um filtro bidtico que limita o estabelecimento de outras espécies, além de contribuir
para potencializacdo de novos disturbios pelo fogo devido a alta flamabilidade da
biomassa de herbaceas (HOLL & AIDE, 2011).

Embora ambas as areas avaliadas estejam inseridas em um grande continuo
florestal, que é fonte de sementes e animais dispersores, a paisagem & vulneravel
a incidéncia do fogo devido aos encraves entre floresta e campo. BOND & KEELEY
(2005) realizaram um estudo comparando o fogo como consumidor da vegetacéo
analogo aos herbivoros, e assim, sendo uma forca evolutiva significativa na
estruturacao e distribuicdo dos ecossistemas. De acordo com esses autores um Unico
evento de fogo pode levar a reducdo de 1 a 2/3 na riqueza de espécies arboOreas
e dependendo da frequéncia das queimadas promovem a substituicdo dessas por
espécies herbaceas, processo conhecido como savanizac¢ao das florestas.

Comparando ambas as areas queimada e referéncia vimos que a area
gueimada apresentou valores médios de riqueza floristica, densidade de individuos
e indice de diversidade de Shannon por parcela, maiores que a area referéncia.
Esses resultados isoladamente nos levam a interpretacdo de que area queimada
apresenta maior resiliéncia em relacao a referéncia. Porém, esse resultado é devido
a elevada densidade das quatro espécies invasoras dominantes (trés herbaceas
e uma arbustiva) da area queimada, mencionadas acima. A analise de NMDS
também corrobora essa explicacdo ao mostrar que area queimada apresenta menor
variabilidade, tanto para a composicdo de espécies quanto para a estrutura de
individuos por parcela.

Em nossos resultados ambas as areas n&o diferiram muito em relacéo a
composicao dos grupos ecoldgicos. Quanto a forma de vida tivemos maior riqueza
e abundancia para ervas, arbustivas e arboéreas, respectivamente. Areas em que

0 uso da terra para pecuaria e/ou queimada ocorre ha varios anos tem o banco
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de sementes severamente comprometido na composicdo de espécies arboOreas
(CHAZDON, 2012).

A sindrome de disperséo mais abundante foi a anemocoria em ambas as areas.
Comparando a zoocoria entre as duas areas percebemos que a elevada abundéncia
da area queimada foi devido aos 100 individuos da espécie arbustiva invasora P.
americana. Baixas taxas de espécies zoocoricas em florestas sugerem a perturbacao
desses ambientes (PENHALBER & MANTOVANI, 19970). Espécies arboreas e
zoocoricas, como Trema micranta e Cecropia sp., importantes na regeneracéo de
clareiras e disturbios antropicos (BRAGA et al., 2016) nao foram encontradas na
area referéncia e apenas um individuo de C. hololeuca esteve presente na area
queimada.

Quanto a classificacao das arbéreas indicadoras do estagio de regeneracao
natural encontramos a dominéancia de espécies e individuos pioneiros, com apenas
duas espécies secundarias iniciais (cinco individuos) ocorrentes na area referéncia.
Em ambas as areas a avaliacdo da composicao, estrutura e diversidade do banco de
sementes mostrou um comprometimento da resiliéncia atual dessas areas, sobretudo
a area afetada pelo fogo, que apresentou elevada densidade de espécies herbaceas
invasoras. Os graficos de rank-abundéancia para cada area ilustraram essas relacées
de riqueza, abundéncia e uniformidade. Como as espécies tem estratégias de
crescimento diferentes, tais mudancas ambientais locais também levam a mudancgas
na composicao de espécies ao longo do tempo. Por tanto, entender como a sucessao
funciona é crucial para melhorar as praticas de restauracdo de florestas e para
selecionar as espécies mais adequadas a serem plantadas (ROZENDAAL et al.,
2019; POORTER et al., 2019).

51 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

A ocorréncia de fogo frequente na vegetacéao florestal tende, com o tempo, a
levar a um empobrecimento de espécies arbbéreas no banco de sementes do solo
e gerar um modelo de savanizagcdo, com aumento das areas de campo e reducao
das areas florestais.Por se tratarem de areas inseridas em uma UC, técnicas de
restauracédo ecologica que aliem a eficacia e baixos custos sao indicadas por se
enquadrarem melhor dentro dos orgamentos publicos. A técnica de plantio de
mudas arboreas, em pequenos nucleos de diversidade, espalhados pela area, pode
acelerar o processo de regeneracéao natural, promovendo o sombreamento ao redor
dos nucleos, o que inibe a competicdo das gramineas e facilita a entrada de outras
espécies tolerantes a sombra (MARTINS, 2013). Indicamos o plantio de arboreas
zoocobricas para atrair a fauna dispersora de sementes e potencializar o processo
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de formacao do banco de sementes e o plantio de espécies pioneiras, secundarias
iniciais e tardias, para promover a substituicdo de espécies no processo de sucessao

ecoldgica.
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ABSTRACT: Spatial  distribution  and
abundance of entomofauna can alter
plant community structure by affecting the
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ENTOMOFAUNA

competitive ability of individual plants. Spatial
influence on the diversity of leaf entomofauna
in eleven populations of Caryocar brasiliense
was determined at large, intermediate and
small scales using Moran’s eigenvector maps
(MEMSs)
insect community was best captured by MEMs

and multivariate variograms. The

derived from the Gabriel graph which was
linearly weighted in terms of distance between
sampling sites. Spatial dependencies were
measured in the phenolic contents of pequi
leaves and soil nutrients, which suggests
that insect diversity is spatially dependent on
these variables. Large and intermediate spatial
scales were mainly related to the highest Mn?*
and Cu?* soil contents and to the lowest total
phenol contents of pequi leaves. MEMs not
only enabled the modelling of multiscale spatial
influence in the study area, but also controlled
the spatial variance not explained by phenolic
contents and soil nutrients.

KEYWORDS: Caryocar brasiliense, insects,
chemical spatial

variability, soil nutrients,

variation.

EFEITOS DA ESCALA ESPACIAL NA
ENTOMOFAUNA DO PEQUI

RESUMO: A distribuicao espacial e abundancia
da entomofauna podem alterar a estrutura
de uma comunidade de plantas, afetando a
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capacidade competitiva de plantas individuais. A influéncia espacial na diversidade
da entomofauna foliar em onze populagdes de Caryocar brasiliense foi determinada
em escalas grande, intermediaria e pequena, utilizando mapas de autovetores de
Moran (MEMs) e variogramas multivariados. A comunidade de insetos foi melhor
representada pelos MEMs derivados do grafo de Gabriel ponderado linearmente com
a distancia entre os locais de amostragem. Dependéncias espaciais foram observadas
quanto aos teores fenodlicos das folhas de pequi e nutricionais do solo, sugerindo que
a diversidade de insetos é espacialmente dependente dessas variaveis. As estruturas
espaciais de escalas grande e intermediaria foram relacionadas principalmente aos
maiores teores de Mn2* e Cu?* do solo e ao menor teor de fendis totais das folhas. Os
MEMs néo apenas permitiram modelar a influéncia espacial em multiplas escalas na
area de estudo, como também controlaram a variacdo espacial ndo explicada pelos
conteudos fendlicos e nutrientes do solo.

PALAVRAS-CHAVE: Caryocar brasiliense, insetos, variabilidade quimica, nutrientes
do solo, variabilidade espacial.

11 INTRODUCTION

Insect richness results from the balance of several ecological factors (ABDALA-
ROBERTS et al., 2019). Insects, which amount to nearly 60% of all animals, are
especially useful as bioindicators of environmental changes (ZEQUI et al., 2019).
Climate, plant-insect interaction, habitat complexity, and host plant quality have
generally been used to explain variations in insect diversity within and between habitats
(TORRES & MADI-RAVAZZI, 2006). Plant metabolites can also affect entomofauna
distribution and, to some extent, result from responses to the local abiotic and biotic
environment (MUTIKAINEN et al. 2000), despite being genetically determined and
potentially inducing the presence of herbivores (MEAUX & MITCHELL-OLDS, 20083).
Soil nutrients can also affect plant metabolites (CUNNINGHAM et al., 1999), although
the consequences for plant-insect interactions are still little explored (MEINDL et al.,
2013).

Food resources and soil nutrients vary in space, directly affecting the diversity
and distribution of insect populations (BISPO & OLIVEIRA, 2007). Although several
studies have assessed spatial influence on insect and plant distribution, few have
simultaneously analyzed entomofauna distribution with the host plant’s metabolite
variability and abiotic factors such as soil nutrients. The joint effects of these factors have
recently been described on leaves of Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae),
a species tree found in several phytophysiognomies of the Brazilian Cerrado and
popularly referred as pequi.

The diversity of pequi entomofauna, when restricted to its leaves (FERREIRA et
al., 2009), shows variation fractions better explained by edaphic (64.5%) and spatial
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(60.6%) predictors than phenolic contents (22.7%) in the leaves (COSTA et al., 2019).
The spatial pattern observed by Costa et al. used polynomial expressions of spatial
coordinates as predictors, which cannot accurately model the spatial patterns on
intermediate and small scales (JOMBART et al., 2009). Thus, empirically observed
spatial influence may stem from a multiscale process, whose identification is a crucial
issue in ecological studies (DUNGAN et al., 2002).

In this study, spatial influence on diversity of insects in pequi was partitioned into
the spatial components of large, intermediate and small scales, by applying Moran’s
eigenvector maps (MEMs) as well as multiscale ordination (MSO) using multivariate
variograms (WAGNER, 2004). Thus, the aim was to produce a more effective description
of the associations between the entomofauna and phenolic contents of pequi leaves, in
addition to the soil nutrients sampled in the study sites.

2| MATERIAL AND METHODS

Data Collection and Analysis: Leaf entomofauna was collected from 11
pequi populations located in the cities of Alvorada do Norte (ALV), Araguapaz (ARA),
Damianépolis (DAM), Faina (FAI), Formoso (FOR), Hidrolandia (HID), Ipora (IPO),
Mambai (MAM), Morrinhos (MOR), Mutunépolis (MUT), and Parauna (PAR), all in
the central Brazilian Cerrado, in Goias state. Detailed information on leaf collection
and phenolic analysis (total phenols, total tannins, flavonoids, condensed tannins and
hydrolysable tannins), as well as on the collection and analysis of 17 physicochemical
soil parameters, has been previously described (COSTA et al., 2019). Canonical
correspondence analysis (CCA) was applied to the response matrix formed by
occurrence (presence/absence) of leaf insects (41 sampling sites x 95 species),
conditioned by edaphic (41 x 17 soil parameters) and leaf chemicals (41 x 5 phenolic
contents) defined as explanatory variables (COSTA et al., 2019). Successive CCAs
allowed the selection of significant soil (Cu?*, Fe3*, Mn?*, Zn?*, P) and leaf (total phenols,
flavonoids, total tannins and hydrolysable tannins) variables. In all CCAs, the variance
inflation factor (VIF <4) with Holm-Bonferroni correction was used to guide the selection
of explanatory variables, avoiding multicollinearity in multivariate regressions. VIF
values > 20 are considered strongly multicollinear (LEPS & SMILAUER, 2007).

Moran’s eigenvector maps (MEMs) were generated by means of a spatial
weighting matrix (W) obtained by the Hadamard product of a connectivity matrix (B) with
weighting matrices (A) (DRAY et al., 2006; DRAY et al., 2019). Matrix B was generated
using three graph-based connection schemes (Gabriel = gab, relative neighbourhood
= rel and minimum spanning tree = mst). Weighting matrices A were derived from
three functions: f__ = binary, based only on topology and reflecting a neutrality in the

weight; f. = 1-(d/dmax), linear, and f__ = 1-(d/dmax)°®, nonlinear, both weighted by
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the inverse of the power of Euclidean distances (d and dmax) between two sampling
sites (BAUMAN et al., 2018). The selection of matrix W among the nine candidate
matrices and the subset of significant MEMs was conducted using the optimization
method (listw.candidates function) available in the adespatial package (DRAY et al.,
2019), considering only MEMs associated with positive eigenvalues.

Significant MEMs were incorporated into the explanatory matrix containing
previously selected soil nutrients and leaf phenolic contents. They were submitted to
stepwise selection by CCA, whose best model was based on the VIF < 8 and the
adjusted coefficient of determination (R?adj), allowing the comparison of different
models. Pure and overlapping variance fractions of predictors were assessed by total
variance partitioning via partial CCA (pCCA). In pCCA, four subsets of predictors
were considered as explanatory: environmental variables, incorporating chemical and
edaphic variables (total phenols, total tannins, flavonoids, hydrolysable tannins, Cu?*,
Fe®*, Mn?t, Zn?*, and P) and spatial predictors representing the large (MEM1, MEM3),
intermediate (MEM5, MEMG6) and small (MEM8, MEM14) scales previously selected
by the CCA.

Multiscale ordination (MSO) was used to model spatial structures (WAGNER,
2004), with semivariance multiple comparisons adjusted by the Bonferroni correction
(k =0.05/n, where n is the number of classes and k the adjusted significance), avoiding
the increase of error type I. Envelopes describing the confidence limits around the
mean semivariance were used to assess the independence of scale over distance.
The number of classes (h = 11) was determined by Sturges’ rule, which avoids arbitrary
inflation of spatial variation explained as a function of class size. All analyses were
conducted using vegan (OKSANEN et al., 2017), spdep (BIVAND & PIRAS, 2015) and
adespatial (DRAY et al., 2019) packages, in R version 3.4.4 (R CORE TEAM, 2018).

31 RESULTS AND DISCUSSION

All spatial weighting matrix W displayed high statistical power, regardless of
connectivity matrix B (gb, rel, mst) between the sampling sites; weighting matrices (A)
were either binary (without weight) or weighted by functions that decreased linearly or
nonlinearly with the distance between two sites (Table 1).

Wwe R2adj (global)® R2adj (subset)° No. of MEMs P
gb-binary 0.86660 0.85700 17 0.00089
gb-linear 0.90096 0.89929 17 0.00089
gb-nonlinear 0.87552 0.86779 17 0.00089
rel-binary 0.85395 0.85133 18 0.00089
rek-linear 0.89861 0.89214 17 0.00089
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rel-nonlinear 0.87579 0.87116 17 0.00089

mst-binary 0.85395 0.85133 18 0.00089
mst-linear 0.89861 0.89214 17 0.00089
mst-nonlinear 0.87579 0.87116 17 0.00089

Table 1. Spatial weight matrices (W = B*A) with adjusted coefficients of determination to the
global model and subset of MEMs.

aSpatial weight matrix via graphs (gb = Gabriel, rel = relative neighbourhood, mst = minimum spanning tree).
®R2adj for the global model and °subset of MEMs. “Probability with Sidak correction.

Among the nine candidate W matrices, the one that used the linear weighting
function with the Gabriel graph captured the highest variability of pequi leaf
entomofauma. Optimization of W and selection of the MEM subset were based on
maximising the R2adj value and controlling error type | rate by the Sidak correction, Ps
=1-(1-P)™, where m = number of tests. The graphs used to represent the connectivity
matrix are inclusive, so that all mst connections are contained in those of rel, which in
turn are those of gb, with the number of connections increasing along these graphs
(LEGENDRE & LEGENDRE, 2012). However, Table 1 shows the same representation
for mstand rel, probably as a result of sites’irregular arrangement. Simulations indicated
that the performance of MEMs under irregular sampling is highly dependent on the
connectivity matrix and, consequently, on an appropriate neighbourhood relationship
(BRIND’AMOUR et al., 2018). In other simulated scenarios, connectivity matrices based
on a Delaunay triangulation performed poorly, a finding associated with connections at
the edges of sampling sites by Delaunay criterion (BAUMAN et al., 2018). These edge
effects artificially connect distant sites, hence misspecifying matrix W and causing the
observed underestimations. Due to the sample’s considerable irregularity, we chose
not to incorporate the Delaunay graph among connectivity matrices.

The analysis of CCA using previously selected leaf chemical and soil nutrient
variables allowed the selection of six significant MEMs (MEM1, MEM3, MEM5, MEM6,
MEMS8 and MEM14), based on VIF < 8 and R?adj values. CCA results show that 91.7%
(R?adj=86.7%, F=18.3, p=0.001) of total variation in entomofauna can be explained
by all selected predictors (total phenols, total tannins, flavonoids, hydrolysable tannins,
Cu?, Fe®**, Mn?, Zn?*, P, MEM1, MEM3, MEM5, MEM6, MEM8 and MEM14) which
showed strong correlations (R, = 0.962; R, = 0.995). Modelling took into account the
occurrence (presence/absence) of entomofauna species, which seems to better reflect
the community compared to the species richness index or distance-based approaches
(LEGENDRE & LEGENDRE, 2012). The latter may overlap dispersion and local effects,
leading to a failure to detecting a multivariate effect in ordination techniques (WARTON
et al,, 2012).

CCA1 (17.7%, F=4.8, p=0.001) was associated mainly with an increase in total
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phenols, tannins and hydrolysable tannins, as well as with a reduction in flavonoid
contents (Figure 1). These trends were observed in MEM5 and MEMS3, respectively,
which suggests that CCA1 is linked to metabolite variability. Moreover, CCA2 (14.8%,
F=4.8, p=0.001) was mainly associated with a decrease in soil micronutrients mainly
correlated to MEM1. CCA also show greater insect diversity in pequi populations
located in micronutrient-rich soils (COSTA et al., 2019), such as those in Morrinhos
(MOR), Araguapaz (ARA), Formosa (FOR), and Mutunépolis (MUT).
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Figure 1. CCA triplot of pequi entomofauna with explanatory variables (red arrows). Pequi
populations are represented by circles whose areas are proportional to Hill’'s measured diversity
index (values in parentheses). MEM8 and MEM14 are not shown

Partitioning of the explained the variation provided R2?adj values in pure fractions
(p<0.05), without overlap of predictor effects, of 1.8% (leaf chemical), 43.8% (edaphic)
and 33.2% (spatial), which were similarto 1.4%, 37.0% and 33.0%, respectively, obtained
with polynomial functions of geographic coordinates (COSTA et al., 2019). MEMs
represent a spectral decomposition of spatial relationships between observations in all
possible variation ranges; thus, they represent different spatial scales. Those obtained
by CCA adequately modelled spatial influence in large (MEM1, MEMS3), intermediate
(MEM5, MEM6) and small (MEM8, MEM14) scales (Figure 2).
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Figure 2. Pequi sampling sites and MEMs that modelled the large (MEM1, MEM3), intermediate
(MEM5, MEM®6) and small (MEM8, MEM14) scales of leaf entomofauna. MEMs with high
positive values have larger brown bubbles.

Variance partitioning of MEMs by pCCA of leaf entomofauna indicated a larger
R2adj for the intermediate scale (15.2%), followed by large (11.5%) and small scales
(8.0%), which suggests pure spatial influences (p < 0.03). Successive CCAs for each
spatial scale resulted in canonical axes representing the three spatially structured
patterns of entomofauna variation. Subsequent regression of site scores, viewed by
significant canonical axes, on phenolic contents and soil nutrients made it possible to
assess environmental influence on spatial patterns (Table 2).

Scal

(M(I:ET\IIZ) Variable Estimate  Standard error #Values P (>l tl)
Large Fe3* 3.5886 0.9195 3.903 0.0005
Mn2+ 1.0241 0.3733 2.743 0.0100

(MEM1, MEMB)
Total phenols -3.4196 1.5186 -2.252 0.0316
Intermediate Cu?* 8.3212 1.6331 5.095 1.6e-05
Fed* -1.9963 0.7908 -2.524 0.0169

(MEM5, MEM®6)
Total phenols -2.9849 1.4805 -2.016 0.0525

Table 2. Regression parameters of spatial variation of significant canonical axes from leaf
entomofauna with environmental variables.

As shown in Table 2, the large-scale spatial pattern of leaf entomofauna is
clearly related to the highest Fe®** and Mn?* contents in the soil and the lowest total
phenol contents in pequi leaves. The space-environment relationship observed at the
intermediate scale, in turn, indicates an association with the highest and lowest levels
of Cu?* and Fe®*', respectively. The absence of total phenols had only a weak influence
in this scale. As it commonly observed, the structured small-scale spatial pattern had
no relation with the environment. When significant, small-scale MEMs stem mainly from
local spatial correlations generated within the community (LEGENDRE & LEGENDRE,




2012). These results are useful in explaining higher insect richness in pequi populations
located in micronutrient-rich soils, as well as high phenolic content correlated with
higher insect richness of Hymenoptera and Hemiptera in some populations, whereas
lower values are mainly related to sites with a large number of beetles (COSTA et al.,
2019).

Quantification of the influence of each subset in the space-environment
relationship was obtained by pCCA, and results can be seen in the Venn diagram in
Figure 3, whose values correspond to those of R?ad|.

Residuals = [p] Residuals = 0.142

Values <0 not shown

Figure 3. Partitioning of the explained variation of pequi leaf entomofauna by environmental
descriptors (X1) (leaf phenolic contents and soil nutrients) and MEMs for large (X2), intermediate
(X3) and small (X4) spatial scales. Negative values of R?adj are not shown.

Results show that 91.1% (R2?adj = 85.8%) of the entomofauna variation ([a-0])
was explained by predictive matrices, resulting in a model with a residual of 14.2%
([h]). It was observed that 54.6% ([a]) of insect variability can be explained solely by
soil characteristics and leaf phenolic contents. Pure spatial variation contributed with
35.8% ([b + ¢ + d]), with major contributions to intermediate ([c] = 15.9%) and large
([b] = 12.2%) scales, and all pure fractions were regarded as significant (p = 0.001).
Partitioning generally assumes only additivity in predictor variables and can produce
negative components of variation due to interactions between variables. In fact, spatial
scale-related MEMs presented a nonzero intersection ([j + m + n + 0] = 1.2%), despite
being orthogonal. This is due to the fact that environmental variables involved in the
pCCA are not orthogonal to MEMs, and the technique involves subtracting R?adj values
which depend on the number of explanatory variables (LEGENDRE & LEGENDRE,
2012).

A solution to this problem was the combination of ordination techniques (CCA)
with variograms, i.e. multiscale ordination (MSO). The MSO enables us to evaluate
not only mean and variance stationarity in the study area, but also the absence of
spatial correlation in regression residuals, hence allowing regression coefficients to be
interpreted, since residuals are spatially independent (WAGNER, 2004).
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Initially, total variation in distance classes (h) was obtained without conditioning, that
is, via correspondence analysis (CA) of the response matrix (entomofauma), followed
by eigenvalue decomposition over distance (Figure 4A). Each point in the multivariate
variogram represented the sum of all contributions of environmental variables to spatial
covariance, weighted by sample pairs within the distance class and plotted as the mean
of distance between the pairs. Total variance showed a sharp increase with distance,
and spatial autocorrelation in two classes was statistically significant, which challenged
the assumption of stationarity along distance h.

The entomofauna matrix was then conditioned by leaf phenolic contents and soil
nutrients using CCA, whose eigenvalues were also decomposed along the distance
classes (Figure 4B).
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Figure 4. Multivariate variogram of (A) total variation of pequi entomofauna and (B) explained
variation by environmental variables (leaf phenolic contents and soil nutrients).

Residual variance showed spatial autocorrelation in the first (distance < 5.1 km)
and third (57.4 km) distance classes. CCAresidues were spatially independent between
and above these classes. Furthermore, when correlations between CCA matrices do
not vary with the scale, the sum of explained and residual variances remains within a
5% probability envelope. In Figure 4B, only four classes remained within this confidence
interval, and environmental predictors cannot be assumed to be implicitly invariant over
a geographic scale.

In an attempt to control the regionalization of environmental variables caused
by spatial autocorrelation, MSO was performed by introducing MEMs into the set
of predictor variables (Figure 5A). Results show that the model controlled spatial
autocorrelation in the residuals at distances of up to 60 km. This control can be attributed
to the variation fraction captured by pCCA (fractions [n + h], Figure 3), suggesting an
environmental effect on the small and intermediate spatial distances. This is important
because genotypic variability among neighboring trees is often associated with a spatial
structure, regardless of environmental conditions (COVELO et al., 2011). However,
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it could result from phenotypic characteristics of the individuals, which are strongly
associated with autocorrelation on a small scale (LEGENDRE & LEGENDRE, 2012).
However, this does not seem to be the case in this study.

Despite spatial autocorrelation control in the residuals of the regression models,
the sum of explained and residual variances exceeded the confidence envelope in
the fourth (85 km) and seventh (177 km) distance classes (Figure 5A). These results,
compared with those given by variation partitioning (Figure 3), allow this finding to be
attributed to the intersection of the spatial structure at different scales, represented
by fractions [i + m] (R2adj = 0.5%). Lastly, CCA was performed with the explanatory
environmental variables, i.e. phenolic contents and soil nutrients, now controlled by
spatial structure, using MEMs as covariates. Figure 5B shows MEMSs controlling scale
dependence, so that the model was suitable for the environmental predictor variables.

In the multivariate variogram there is no spatial autocorrelation in regression
residuals, and the sum of explained and residual variances after elimination of the
spatial structure represented by MEMs remained within the confidence interval of
total variance, including the fourth and seventh distance classes. In addition, MEMs
removed the trend of total variance gradient of leaf entomofauna, thus resulting in
a globally oscillating multivariate empirical variogram. Therefore, MEMs were able to
control spatial variation in pequi leaf entomofauna, which was not explained by the
predictive variables represented by leaf phenolic contents and soil nutrients.
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Figure 5. Multivariate variogram of pequi entomofauna (A) explained by environmental and
spatial variables (MEMs) and (B) after removal of spatial structure explained by MEMs.

41 CONCLUSIONS

Plant-soil interactions may influence entomofauna occurrence and diversity,
despite being as yet largely unexplored. In this study, a significant spatial correlation
was observed between pequi leaf entomofauna, on the one hand, and leaves’ phenolic
contents and soil mineral nutrients from sampling sites, on the other.
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Given that several processes can create the same pattern of spatial structure, their
identification alone is insufficient to elucidate the mechanisms underlying the spatial
variability. In this study, MEMs not only enabled the modelling of spatial variability in
the entomofauna, but also identified the associated spatial structure at large (MEM1
and MEMS3), intermediate (MEM5 and MEM®6) and small (MEM8 and MEM14) scales.
Furthermore, multiscale ordination analysis showed that environmental influences,
represented by leaves’ chemical predictors and soil nutrients, are not only invariant
but also congruent with the assumption of mean and variance stationarity between
samples and of independence of residuals in multivariate regressions.
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RESUMO: Devido a imensa complexidade
genOmica das plantas, a
transcriptbmica assume um papel relevante

analise de

para entendimento do mecanismo biolégico,
visto que além de dar indicios de como o
organismo responde em determinada situacao,
0 sequenciamento de RNA também pode ser
utilizado para auxiliar a resolucéo de problemas
de ordem genbmica. A andlise de expressao
diferencial pode ser dividida em quatro etapas:
i) analise de qualidade e trimagem dos dados;
ii) alinhamento dos fragmentos a referéncia;
iii) quantificacdo dos transcritos; e iv) analise
de expresséo diferencial. Em geral, apenas a
etapa de analise de expressao diferencial (iv)
€ realizada em linguagem R, porém, nesse
capituloapresentamos umaversaodiferenciada,
em que os softwares externos também foram
executados por comandos no R. Como estudo
de caso foi utilizado um experimento de
Arabidopsis thaliana, um organismo modelo que
apresenta um ciclo de vida curto, é facilmente
manipulado em laboratério e tem seu genoma
bem estudado.
PALAVRAS-CHAVE:
plantas, expressao diferencial,
thaliana, RNA-seq

Transcriptbmica  de
Arabidopsis

ABSTRACT: Due to the immense complexity
of plant genomes, transcriptomic analysis plays
a relevant role in understanding the biological
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mechanism, since in addition to providing evidence of how the organism responds
in a given situation, RNA sequencing can also be used to aid genomic information.
The analysis can be divided into four steps: i) quality analysis and data trimming;
ii) alignment of fragments to the reference; iii) quantification of transcripts; and iv)
differential expression analysis. In general, only the differential expression analysis
step (iv) is performed in R language, but in this chapter we present a different version,
in which external software was executed by commands in R. As an example was used
an experiment of Arabidopsis thaliana, a model organism with a short life cycle, a well
studied genome and easy to manipulate in laboratory.

KEYWORDS: Plant transcriptomics, differential expression, Arabidopsis thaliana,
RNA-seq

11 INTRODUCAO

Com o avanco da biologia molecular e das técnicas de sequenciamento foram
desenvolvidas as 6micas; por exemplo, gendémica, transcriptémica e protedmica. Cada
uma dessas dmicas tém suas particularidades e nos auxiliam a responder perguntas
especificas sobre o metabolismo celular. A gendémica € utilizada para caracterizar
um organismo a nivel de DNA, molécula que é transmitida aos descendentes e
que contém todo o potencial de genes que podem ser expressos em uma célula.
A transcriptdmica, por sua vez, surge para estudar o RNA das células, a parte do
genoma que realmente é produzida em uma condicdo especifica, sendo também
utilizado para montagem dos transcritos (transcriptoma). A proteémica, por sua vez,
visa estudar o conjunto de proteinas encontradas na célula em uma determinada
situacéao.

Nesse contexto, apesar da transcriptémica ser utilizada principalmente para
identificar expressao de genes diferenciais em condi¢des especificas, ela também
pode ser empregada para suprir demandas de analises genbémicas, como, por
exemplo, no auxilio da montagem e anotacédo de genomas em plantas complexas
(Nascimento et al., 2019); busca de variantes genémicas (polimorfismos de
nucleotideos unicos, dele¢cdes e insercées de bases) (Chopra et al.,, 2015); e
identificacdo de pequenas regides repetitivas no genoma (microssatélites) em
regides codantes, utilizadas como marcadores genéticos (Bazzo, de Carvalho,
Carazzolle, Pereira, & Colombo, 2018).

Dentre as metodologias high-throughput o RNA-seq recebe grande destaque.
Esta metodologia apresenta como grande vantagem a possibilidade de identificacao
de novos genes, além de ser um método de maior acuracia quanto ao nivel de
quantificacéo génica (Edwards & Batley, 2004; Hrdlickova, Toloue, & Tian, 2017). A
primeira etapa para esse sequenciamento € a preparagao das bibliotecas de cDNA,
que deve ser especifica para o tipo de RNA que sera analisado. Ela € composta,
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principalmente, pelas etapas: i) selecdo de RNA de interesse na amostra celular;
ii) deplecdo de RNA ribossomal em experimentos que ndo o tenham como objeto
de estudo; iii) fragmentacdo do RNA; e iv) ligacdo de adaptador e identificador da
biblioteca na extremidade dos fragmentos (Hrdlickova, Toloue, & Tian, 2017). Nessa
etapa é necessario um cuidado para que as bibliotecas reflitam a proporcao contida
na amostra original (Rani & Sharma, 2017, Hrdlickova, Toloue, & Tian, 2017), e que
haja uma preocupagao com o numero de réplicas a serem sequenciadas (Schurch
et al., 2016).

Dessa forma, as informacgdes obtidas durante a etapa de sequenciamento sé&o
definidas de acordo com os protocolos utilizados para construgéo das bibliotecas. Os
protocolos mais aplicados sado: single-end e paired-end, que diferem basicamente se
sera sequenciada uma extremidade dos fragmentos gerados na etapa (iii) ou ambas
as extremidades, respectivamente. Os resultados gerados do sequenciador (dados
brutos) em formato .fastq € utilizado como dados de entrada para inicio do nosso
roteiro (pipeline) de identificacdo de genes diferenciais. O pipeline € composto pelas
etapas: i) analise de qualidade e trimagem dos dados; ii) escolha de uma referéncia;
iii) alinhamento dos fragmentos sequenciados (reads) a referéncia; iv) quantificacao
dos transcritos; e v) analise de expressado diferencial. E importante ressaltar que
durante a etapa de alinhamento deve-se considerar informagdes sobre o protocolo
utilizado na preparacéo das bibliotecas.

Dessa forma, esse capitulo tem como objetivo apresentar um pipeline de
analise de expressao génica pareada desenvolvido em linguagem R e aplicado a
duas plantas submetidas duas condi¢cdes de temperatura, 23°C (controle) e 42°C
(estresse). O pipeline descrito engloba trimagem dos dados utilizando o software
Trimmomatic (Bolger, Lohse, & Usadel, 2014); alinhamento e quantificacdo dos
reads com o Kallisto (Bray, Pimentel, Melsted, & Pachter, 2016); analises de PCA
e dendograma a partir da matriz de contagem; analises de expressao diferencial
com os pacotes: Sleuth (Pimentel, Bray, Puente, Melsted, & Pachter, 2017) 2017,
DESeq2 (Love, Huber, & Anders, 2014) e EdgeR (Robinson, McCarthy, & Smyth,
2010), sendo apresentado de forma detalhada para introduzir os comandos basicos

utilizados na analise.

2| METODOLOGIA

2.1 Estudo de caso

Como estudo de caso para apresentacao de um pipeline de anélise de expressao
diferencial foi escolhido o sistema modelo A. thaliana. Essa espécie foi a primeira
planta a ter seu genoma sequenciado no ano de 2000, com cinCoO CromosSsSOmMos
que compdem aproximadamente 135Mb (Balfagon et al., 2019;)(“TAIR,”). A versao
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atual, TAIR10, contém 33.602 genes, incluindo 27.416 genes codantes, 1.359
NcRNA e 4.827 pseudogenes e transposons (“TAIR,”). Além da vantagem de ter um
genoma pequeno, bem montado e estudado, a Arabidopsis thaliana ainda apresenta
uma facilidade em aplicacéo de técnicas de transformacéo e tem um ciclo de vida
curto (aproximadamente 6 semanas) com rapido crescimento (Agrawal, 2018). Foi
estabelecido um experimento de Arabidopsis thaliana submetida a duas condi¢des
de temperatura: 23°C na situacéo controle (C) e 42°C em estresse de temperatura
(HS). Inicialmente, as plantas foram submetidas a 50 umol m2 s de iluminagéo
e 23°C de temperatura por 30 dias, seguido de 7h nas condicbes de controle e
estresse citados anteriormente. Posteriormente foi retomada a condic&o inicial para
recuperacéo da planta (Balfagon, et al., 2019)1. A partir desse experimento foram
sequenciados tecidos de folhas em triplicata biol6gica (Balfagon, et al., 2019). Para
isso, foi utilizada a plataforma Next-Seq 500 (Illumina) sendo gerados reads single-
end (Balfagon, et al., 2019)hading 2 Accent 5. Os dados brutos foram baixados no
banco de dados NCBI e podem ser encontrados no link https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/bioproject/555093.

O primeiro passo da analise € baixar o arquivo SraRunlInfo.tsv. Ele contém todos
os links do SRA e as informacdes das amostras. Para isso, devemos selecionar as
amostras de alta temperatura (HS) (SRR9696660, SRR9696664, SRR9696668) e
Controle (C) (SRR9696658, SRR9696662, SRR9696666). Posteriormente, clicar em
‘Send to’ -> File -> Runinfo. O arquivo SraRunlnfo.tsv € utilizado para realizacao do
download e converséo do arquivo SRA em fastq, através do comando fastqdump,
disponivel no pacote SRA Toolkit (“SRA Toolkit,”), como mostra o comando abaixo:

> setwd(".")

> base_dir <- getwd()

> dados <-read.csv("SraRuninfo.csv", stringsAsFactors=FALSE)

> arquivos <- basename(dados$download_path)

> for(i in 1:length(arquivos)K
download.file(dados$download_pathl[i], arquivosl[i])

}

> for(a in arquivos) {
cmd = paste("fastq-dump --split-3", a)
system(cmd)

}

2.2 Pré-tratamento dos dados brutos

Os dados brutos foram analisados com o software FastQC (versdao 0.11.8)
e trimados com o software trimmomatic (verséo 0.39). Salientamos que todos os
programas externos ao R devem estar previamente instalados e disponibilizados no /
usr/bin/. Para o download automatico dos programas devem-se seguir 0s comandos:
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>cmd = paste("wget
http://www.usadellab.org/cms/uploads/supplementary/Trimmomatic/Trimmomatic-0.39.zip")

> system(cmd)

> cmd = paste("unzip Trimmomatic-0.39.zip")

> system(cmd)

>cmd = paste("wget https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/fastqc_v0.11.8.zip")
> cmd = paste("unzip fastgc_v0.11.8.zip")

> system(cmd)

> cmd = paste("chmod 755 ",base_dir,"FastQC/fastqc")

> system(cmd)

Para analise dos dados e trimagem:

>for(a in arquivos){
cmd = paste(base_dir,"FastQC/fastqc ",a,".fastq ",sep ="")
system(cmd)

}

>for(a in arquivos)¥
cmd = paste("java -jar ",base_dir,"/Trimmomatic-0.39/trimmomatic-0.39.jar SE -threads 10 -trimlog
".a,".trimlog - summary ".a,.summary ",ak.fastg ".a,".trim.fastq ILLUMINACLIP:Trimmomatic-
0.39/adapters/TruSeq2-SE.fa:2:30:10 LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15
MINLEN:36",sep = "")
system(cmd)

}

2.3 Obtencao da matriz de contagem para analise de expressao diferencial

Apoés a etapa de preparagao dos dados foi realizado um alinhamento utilizando
o software Kallisto (versao 0.44) utilizando como referéncia TAIR10. A partir desse
alinhamento os transcritos/genes foram quantificados e a matriz de counts foi
transferida ao R. Salientamos que o download do software e o indice do genoma
devem ser realizados pelos comandos:

> cmd = paste("wget https://github.com/pachterlab/kallisto/releases/download/v0.44.0/kallisto_linux-
v0.44.0.tar.gz")

> cmd = paste("tar -xzvf kallisto_linux-v0.44.0.tar.gz")

> system(cmd)

> cmd = paste(base_dir,"/kallisto_linux-v0.44.0/kallisto index -i arabidopsis_index

nn

<caminho_transcriptoma.fa>",sep="")
> system(cmd)

O comando abaixo reflete a execucéo da quantificacéo sobre o transcriptoma da
Arabidopsis thaliana utilizando o index ‘arabidopsis_thaliana’ sobre a lista ‘arquivos’,
que contém os IDs das bibliotecas do SRA.

>for(a in arquivos){
cmd = paste(base_dir,"/kallisto_linux-v0.44.0/kallisto quant -i arabidopsis_index -0 ",a," kallisto -b
100 -t 10 --single -1 100 -s 0.001 ",a,".trim.fastq",sep="")
system(cmd)

}

Apos quantificar todos os arquivos é gerada uma copia de cada arquivo fora do
diretério para ser utilizado na montagem da matriz, como mostra 0 comando abaixo:
>cmd = paste("for file in Is -1 -d SRR*;do cp $file/abundance .tsv $file.tsv;done")

>print(cmd)
>system(cmd)
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Por ultimo é gerada a matriz de contagem dos genes do TAIR10 para ser utilizada
na expressao diferencial. Para isso, utilizamos o script ‘abundance_estimates_to_
matrix.pl presente no software Trinity (versao 2.8.6). Os comandos abaixo mostram
o download automatico da versao mais recente do software, sua descompactacéao
e a geracao da matriz, utilizando os arquivos .tsv de quantificacdo gerados pelo
kallisto.

>cmd = ("wget hitps://github.com/trinityrnaseg/trinityrnaseq/releases/download/v2.8.6/trinityrnaseq-
v2.8.6.FULL.tar.gz")

>system (cmd)

>cmd = (“ tar —xzvf trinityrnaseq-v2.8.6.FULL .tar.gz”)

>system(cmd)

>lista = pasteO(arquivos,".tsv",collapse =" ")

>cmd = paste("perl 7,base_dir,"/trinityrnaseq-2.8.6/util/abundance_estimates_to_matrix.pl --
est_method Kallisto --gene_trans_map none " lista,sep="")

>print (cmd)

>head(kallisto.isoform.counts.matrix)

SRR9696658.tsv SRR9696662.tsv SRR9696666.tsv SRR9696660.tsv SRR9696664.tsv SRR9696668.tsv

AT1G74180.1 67.4293 134.851 1.01137e-05 337.132 202.121 67.4288
AT5G44980.1 155 12.5937 7.87109 50.375 23.6133 16.5
AT2G33680.5 129 174.532 1.9115e-06 134.225 1.43061e-07 38
AT4G27300.1 649 1109 678 567 383 296
AT4G03220.1 0 3 3 3 1 6
AT1G74810.3 18.3047 34.9407 0.00015031 0.80261 7.23279 0
AT2G41720.2 285.198 300.788 291.572 446.138 283.682 298.439
AT4G01220.1 250.564 294.753 298 290.35 113.997 147.923
AT5G232201 0 0 0 1 0 2

2.4 Andlise de componentes principais (PCA) e dendograma

A andlise de componentes principais (PCA) € um método de reducao
de dimensionalidade através de transformacbes ortogonais das variaveis em
componentes principais. Nessa analise as variaveis sao as amostras, e a variancia
anotada para o teste & dos transcritos em relagcdo as amostras. O codigo abaixo
consiste na execuc¢do do PCA sobre a matriz de contagem. Os comandos utilizados
seréo descritos na Secédo 2.5.2, que realiza a analise de expressao diferencial pelo
DESeq2. O ultimo comando varianceStabilizing Transformation() gera o objeto ‘vsd’
através da normalizacdo da tabela de contagem pelos fatores de disperséo e o
tamanho da biblioteca. A variancia normalizada de cada variavel é gerada e entao, é
construido o grafico do PCA (Figura 1 - A) pelo comando plotPCA().
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>library( "DESeq" )

>countsTable <- read.delim("kallisto.isoform.counts.matrix", header=TRUE, stringsAsFactors=TRUE)
>rownames(countsTable) <- countsTable[,1]

>countsTable <- countsTable[,2:23]

>conds <- factor(c(names(countsTable)))

>countsTable_novo <- apply(countsTable,2,as.integer)
>countsTable_novo[is.na(countsTable_novo)] <- 0

>cds<-newCountDataSet(countsTable_novo,conds)
>cds<-estimateSizeFactors(cds)

>sizeFactors(cds)

>cds <- estimateDispersions(cds,method="blind")
>vsd <- varianceStabilizing Transformation(cds)

>plotPCA(vsd)

A andlise de dendograma gera um diagrama de arvore que mostra o
agrupamento das variaveis de interesse. No exemplo utilizado das amostras o
agrupamento € dado por similaridade. Esse algoritmo € derivado de algoritmos de
agrupamentos (clusterizacéo).

O codigo abaixo reflete a Figura 1 - B. Ele consiste na geracdo do dendograma
sobre os dados de contagem através do pacote ggdendro, que necessita do pacote
ggplot2. Utilizando-se da matriz de contagem, encontramos a distancia euclidiana
sobre os dados transpostos através do comando dist() e, posteriormente, é gerada a
arvore através do comando hclust(). Por fim, o comando ggdendogram() nos mostra
o grafico rotacionado.

> #install.packages("ggdendro")
> #install.packages(“ggplot2")

> library("ggplot2")

> library("ggdendro")

> countsTable <- read.delim("kallisto.isoform.counts.matrix", header=TRUE,
stringsAsFactors=TRUE,row.names = 1)

> dd <- dist(t(scale(countsTable)), method = "euclidean")

> hc <- hclust(dd, method = "ward.D2")

> ggdendrogram(hc, rotate = TRUE, theme_dendro = FALSE,

size = 1) + xlab("Amostras") +ylab("Altura")

2.5 Analise de expressao diferencial utilizando pacotes do R

A partir da matriz de contagem foram realizadas anélises de analise de
componentes principais (PCA) e dendograma para identificar similaridade entre
as amostras. Em seguida foram explorados trés pacotes para selecdo de genes
diferenciais, DESeqg2 (versao 1.26.0), Sleuth (verséo 0.27.3) e edgeR (verséo 3.28.0).
Os codigos do DESeq2 e edgeR foram baseados no programa Trinity.
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Figura 1. Resultado PCA e dendograma. (A) Gréfico da andlise de componentes principais
(PCA) mostra que as amostras controle (SRR9696658, SRR969662, SRR9696666) e tratado
em alta temperatura (SRR9696660, SRR9696664, SRR9696668) estao agrupados, ou seja,
possuem variancia semelhante em relagéo a quantificagdo dos genes. (B) Dendograma das
amostras controle e tratado, mostrando um agrupamento respeitando a condi¢éo biologica.

2.5.1 EdgeR

Primeiramente é verificado a existéncia do pacote edgeR, caso ndo haja ele
instalado, ocorre a instalacdo e a sua chamada.

>if (! require(edgeR)) {
source("https://bioconductor.org/biocLite R")
biocLite("edgeR")
library(edgeR)
}

Posteriormente é lida a matriz de quantificagcdo através do comando ‘read.
table’. Também ocorre a aproximacao inteira dos counts através do comando ‘round
e a verificagdo de no minimo dois reads counts por linha, através do comando
‘rowSums(cpm(rnasegMatrix) > 1) >= 2.
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>data = read.table("kallisto.isoform.counts.matrix", header=T, row.names=1, com=")
>col_ordering = ¢(1,2,3,4,5,6)

>rnasegMatrix = data[,col_ordering]

>rnasegMatrix = round(rnasegMatrix)

>rnasegMatrix = rnasegMatrix[rowSums(cpm(rnasegMatrix) > 1) >= 2,]

A parte do teste diferencial comeca criando a variavel conditions, que agrupa
os dados presentes no arquivo ‘kallisto.isoform.counts.matrix’. A funcdo DGEList
gera um objeto que contém as contagens inteiras dos genes, um dataframe
contendo informagdes sobre as amostras ou bibliotecas, e um dataframe adicional
contendo informacdes adicionais dos genes. A funcdo calcNormFactors normaliza
a quantificacao do RNA por um conjunto de fatores de escala para os tamanhos da
biblioteca que minimizam as alteragdes do logFC entre as amostras para a maioria
dos genes. As dispersdes do modelo sao calculadas pelo comando estimateDisp.
Por fim, & executado o teste comparativo pelo comando exactTest.

>conditions = factor(c(rep("Controle", 3), rep("Tratado", 3)))

>exp_study = DGEList(counts=rnaseqMatrix, group=conditions)
>exp_study = calcNormFactors(exp_study)

>exp_study = estimateDisp(exp_study)

>et = exactTest(exp_study, pair=c("Controle", "Tratado"))
>tTags = topTags(et,n=NULL)

A matriz de resultados é extraida e convertido o valor do logFC.

>result_table = {TagsS$table
>result_table = data.frame(sampleA="Controle", sampleB="Tratado", result_table)
>result_table$logFC = -1 * result_table$logFC

Os resultados e a matriz sdo guardados em seus respectivos arquivos através
do comando write.table.

>write.table(result_table, file='edgeR.resultados, sep=' ', quote=F, row.names=T)
>write.table(rnaseqMatrix, file='edgeR.count_matrix', sep=' ', quote=F, row.names=T)

Um dos primeiros resultados é a analise do Volcano plot (Figura 2), um gréfico
qgue mostra a disperséo dos dados e verifica quais os genes que realmente passaram
pelo teste estatistico. O comando abaixo utiliza os dados de logFC (eixo x) e o valor
negativo do resultado do teste de expressao ajustado pelo teste de False Discovery
Ratio (FDR). Além disso, a adicdo de cores depende do valor do FDR, sendo que
valores inferiores a 0.05 sdo pintados de vermelho (red), e representam um limite

maximo de 5% de falsos positivos no teste, caso contrario de preto (black).

>pdf("edgeR.Volcano.pdf")

>plot(result_table$logFC, -1%log10(result_table$FDR), col=ifelse(result_table$FDR<=0.05, "red",
"black"),xlab="logCounts", ylab="logFC", title="Volcano plot", pch=20)

>dev.off()

Aplicacdes da Linguagem R em Andlises de Vegetacao Capitulo 11



&0 80 100
1

logkC

40

logCounts

Figura 2. Volcano plot gerado a partir do resultado do edgeR. O grafico mostra a dispersao
dos dados e indica através de cores 0s genes que realmente passaram pelo teste estatistico.
Em vermelho estdo os genes que passaram pelo teste com valores inferiores a 0.05; e em preto
0s genes que apresentaram um FDR maior que 0.05.

Os genes significativos do teste sdo selecionados utilizando o pacote dplyr()
sobre o campo FDR da tabela result_table. Por fim, geramos uma lista do nome dos
genes que passaram sobre o teste através de um loop sobre a matriz, gerando a lista
‘edgeR_list.

>edger_significant <- dplyr::filter(result_table, FDR <= 0.05)
>edgeR_list <- NULL
>for(i in 1:length(result_table[,1])){
if(result_table[i,]$FDR <= 0.05){
edgeR_list[i] <- row.names(result_table)[i]
b
b

>head(edgeR_list)

[1] "AT2G29630.4" " AT2G48060.3" " AT5G12110.1" " AT2G18960.2" " AT2G18960.3" " AT1G12900 4"

2.5.2 DESeq2

Primeiramente é verificado a existéncia do pacote DESeqg2, caso nao haja ele
instalado, ocorre a instalacéo e a sua chamada.
>if (! require(DESeq2)) {
source("https://bioconductor.org/biocLite R")
biocLite("DESeq2")
library(DESeq?2)
)

Posteriormente sdo executados os mesmos filtros que a se¢do 2.5.1.
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>data = read.table("kallisto.isoform.counts.matrix", header=T, row.names=1, com=")
>col_ordering = ¢(1,2,3.4.5.6)

>rnaseqMatrix = data[ col_ordering]|

>rnaseqMatrix = round(rnaseqMatrix)

>rnaseqMatrix = rmaseqMatrix[rowSums(cpm(rnaseqMatrix) > 1) >=2,]

>conditions = data.frame(conditions=factor(c(rep("Controle", 3), rep("Tratado", 3))))
>rownames(conditions) = colnames(rnaseqMatrix)

A funcdo DESeq realiza a comparacdo entre as condi¢des, estimando os

fatores de escala (estimateSizeFactors()), as dispersodes (estimateDispersions()) e
realizando o teste estatistico através de um modelo binomial negativa como hipétese.

>ddsFullCountTable <- DESegDataSetFromMatrix(
countData = rnasegMatrix,
colData = conditions,
design = ~ conditions)

>dds = DESeq(ddsFullCountTable)

>contrast=c("conditions","Controle","Tratado")
>res = results(dds, contrast)

A variavel baseMeanA e baseMeanB guardam o valor médio da expresséao de
cada gene na condicéo ‘Controle’ e ‘“Tratado’, respecrivamente. Elas sdo adicionadas
ao dataframe ‘res’ através do comando cbind(). O p-value ajustado dos genes com
resultado NA sdo modificados para 1. Por ultimo € gerado o arquivo de resultados
através do comando write.table().

>baseMeanA <- rowMeans(counts(dds, normalized=TRUE)[,colData(dds)$conditions == "Controle"])
>baseMeanB <- rowMeans(counts(dds, normalized=TRUE)[,colData(dds)$conditions == "Tratado"])
>res = chind(baseMeanA, baseMeanB, as.data.frame(res))

>res = chind(sampleA="Controle", sampleB="Tratado", as.data.frame(res))
>res$padijfis.na(res$padj)] <- 1

>res = as.data.frame(res[order(res$pvalue),])

>write.table(res, file='DESeq2.DE_resulis', sep=' ', quote=FALSE)

A geracao do Volcano plot (Figura 3) e a lista de genes também s&o geradas da
mesma maneira que na Sec¢do 2.5.1.

>pdf("DESeq2_Volcano.pdf")

>plot(res$log2FoldChange, -1*log10(res$padi), col=ifelse(res$padj<=0.05, "red",
"black"),xlab="logCounts", ylab="logFC", title="Volcano plot", pch=20)
>dev.off()

>Deseq2_list <- NULL
>for(i in 1:length(res[,1])){
if(res[i,]$padj <= 0.05}
Deseq2_list[i] <- row.names(res)]i]
}
>head(Deseqg?2_list)

[1] "AT5G12110.1" "AT1G64780.1" "AT1G77510.1" "AT2G29500.1" "AT5G61590.1" "AT1G09750.1"

2.5.3 Sleuth

Primeiramente é verificada a existéncia do pacote Sleuth. Caso ndo haja ele
instalado, ocorre a instalacédo e a sua chamada.
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if (! require(DESeqg?2)) {
devtools::install_github("pachterlab/sleuth")

library("sleuth™)}

Primeiramente criamos uma lista das amostras que seréo testadas e os
caminhos para os diretérios gerados pelo kallisto, ja que o sleuth depende dos seus
resultados para sua execugao.

>sample_id <- list('SRR9696658','SRR9696662','SRR9696666',
'SRR9696660','SRR9696664','SRR9696668")

>paths <- list(paste(base_dir,"/'SRR9696658",sep=""),
paste(base_dir,"/SRR9696662" sep=""),
paste(base_dir,"/SRR9696666" sep=""),
paste(base_dir,"/'SRR9696660" sep=""),
paste(base_dir,"/SRR9696664",sep=""),
paste(base_dir,"/sleuth/SRR9696668",sep=""))

>names(paths) <- sample_id

Posteriormente é criado um dataframe que depende de um arquivo chamado
‘amostras.txt’, composto pela descricdo das amostras e suas réplicas (mostrado
abaixo). Também séo selecionados campos especificos das amostras pelo comando
‘dplyr::select’ e entdo anexados a variavel ‘paths’ ao dataframe s2c através do
comando ‘dplyr::mutate’.

> am <- read.table(file="amostras.txt",sep="\t",header=TRUE)

> head(am)

sample condition reps

1 SRR9696658 Controle 1
2 SRR9696662 Controle 1
3 SRR9696666 Controle 1
4 SRR9696660 Tratado 2

5 SRR9696664 Tratado 2

6 SRR3696668 Tratado 2

>s2c <- read.table(file.path(base_dir, "amostras.ixt"), header = TRUE, stringsAsFactors=FALSE)
>s2c <- dplyr::select(s2c, sample = sample, condition, reps)

>s2¢ <- dplyr::mutate(s2c, path = paths)

>print(s2c)

>s2¢ <- data.frame(lapply(s2c, as.character), stringsAsFactors=FALSE)

A preparacgao do teste de expressao diferencial é realizado pelo sleuth_prep():

>#transcrito

>s0 <- sleuth_prep(s2c, ~condition, extra_bootstrap_summary = TRUE)
>s0 <- sleuth_fit(so)

>s0 <- sleuth_wt(so, "conditionTratado")

>models(so)

A matriz de resultados é gerada, juntamente com os transcritos significativos,
que sao guardados na lista ‘sleuth_list. Os resultados sdo guardados no arquivo
diferenciais_sleuth.txt. O comando sleuth_live() € uma visualizagao interativa dos
dados com o Shiny.
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> results_table <- sleuth_results(so, test='conditionTratado', test_type = 'wald’)
> head(results_table)

target_id pval gval b se_ b mean_obs var_obs tech_var sigma_sq
smooth_sigma_sqg
1 AT5G12110.1 5.137705e-229 1.730584e-224 4.501009 0.1393090 7.058186 6.099318 0.0044212051
0.022568366 0.02468928
2 AT2G29630.4 4.253194e-226 7.163229e-222 -8.871293 0.2763547 3.742500 23.633993 0.0037819679
0.026265685 0.11077587
3 AT1G12900.3 3.413529e-209 2.874533e-205 -8.927552 0.2892355 3.779464 23.956643 0.0192204939
0.038636202 0.10626525
4 AT1G12900.4 3.413529e-209 2.874533e-205 -8.927552 0.2892355 3.779464 23.956643 0.0192204939
0.038636202 0.10626525
5 AT1G20020.2 1.776434e-117 1.196748e-113 -9.461283 0.4106134 4.037494 27.057087 0.0074449443
0.245460135 0.07994148
6 AT5G61590.1 2.968696e-102 1.666626e-98 -2.905480 0.1353273 6.528624 2.546685 0.0031903136
0.014485792 0.02427990
7 AT1G75750.1 5.986875e-83 2.880884e-79 2.735799 0.1417925 7.718472 2.269505 0.0009833116
0.029174350 0.02667726

> sleuth_significant <- dplyr::filter(results_table, qval <= 0.05)
> sleuth_list <- sleuth_significant[,1]
> head(sleuth_list)

[1] "AT5G12110.1" "AT2G29630.4" "AT1G12900.3" "AT1G12900.4" “AT1G20020.2" “AT5G61590.1"

>write.table(sleuth_significant,file="diferenciais_sleuth.txt")
>sleuth_live(so)

>pdf("Sleuth_Volcano.pdf")

>plot(results_table$b, -1*log10(results_table$qval), col=ifelse(results_table$qval<=0.05, "red",
"black"),xlab="log(qval)", ylab="beta", title="Volcano plot", pch=20)

>dev.off()

2.6 Comparacao entre os pacotes para expressao diferencial

Nesta secdo serdo apresentados os resultados as analises de expressao
diferenciais realizadas na secado anterior. A Figura 3 mostra o diagrama de venn
dos transcritos diferencialmente expressos entre os trés testes diferenciais (sleuth,
DESeq2 e edgeR). O digrama foi gerado através do pacote ‘VennDiagram’, no qual
o cbdigo esta disponibilizado no script.R no repositério github no link: https://github.
com/Imigueel/DEG_Athaliana.

edgeR DESeq2

12 1188 542
10722
14 520

1367

Sleuth

Figura 3. Comparacéao entre os genes diferenciais obtidos pelos pacotes utilizados Na
comparacao entre os pacotes foram identificados 10722 genes diferenciais em comum (core),
sendo que o edgeR identificou 12 genes néo detectados nos outros pacotes, DESeq2, 542 e

Seuth 1367 genes diferenciais.
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A andlise revela um grande core de genes em comum entre os trés pacotes
analisados (10.722 transcritos). Comparado com o artigo original dos dados, que
utilizou o pacote DESeq2 para analise de expressao diferencial, o nosso resultado se
aproxima, havendo pequenas diferencas causadas pelo algoritmo de quantificacéo
dos transcritos (kallisto versus mapeamento no transcriptoma).

A partir desses resultados, podem ser realizadas analises especificas como
enriquecimento do core de genes entre os métodos testados, visto que, teoricamente
ele se conserva independe do método estatistico utilizado. Um possivel pacote para
a analise de enriquecimento de genes, utilizando a linguagem R, é o pacote topGO().

31 ADAPTACAO DO PIPELINE EM DIFERENTES CONTEXTOS

Ao planejar um experimento de RNA-seq para analise de expressao diferencial
€ importante considerar a quantidade de réplicas que serdo sequenciadas,
considerando que, em geral, para que todos 0s genes encontrados sejam relevantes,
pede-se um minimo de 12 réplicas (Schurch, et al., 2016).

Na analise de bioinformatica, a primeira tomada de decisdo € a escolha de
como sera realizado o pré-processamento dos dados. No pipeline disponibilizado
foi utilizado o software FastQC (Andrews, 2010) para analise de qualidade e o
Trimmomatic (Bolger, et al., 2014) para trimagem dos reads. Porém, também pode ser
realizada uma analise para descarte de RNA ribossomal com o software SortMeRNA
(Carvalho et al., 2019; Kopylova, Noe, & Touzet, 2012).

A segunda etapa importante € escolher o genoma/transcriptoma que possa
ser utilizado como referéncia. Nessa etapa podem ser utilizados os bancos de
dados como EnsemblPlants (“EnsemblPlants,”), NCBI (NCBI Genome), Phytozome
(“Phytozome,”) e alguns especificos para uma espécie como o TAIR (“TAIR,”),
desenvolvido para Arabidopsis thaliana. Para os casos em que néo existe genoma
publico, é possivel realizar a montagem do transcriptoma com os dados sequenciados
utilizando, por exemplo, o software Trinity (Haas et al., 2013). Ap6s a escolha da
referéncia € necessario o mapeamento dos reads e a quantificacdo da expressao,
que pode ser realizada a nivel de transcrito e/ou de genes. Com esses dados tém-se
inicio a anélise de expresséao diferencial com os pacotes citados.

E importante considerar que para cada etapa apresentada podem ser utilizados
diversos softwares além dos citados (Carvalho, et al., 2019). Dessa forma, o pipeline
apresentado pode ser adaptado de acordo com as necessidades do projeto,
adequacao aos dados e preferéncia do usuario, sendo de extrema relevancia para
estudos com plantas.
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3.1 Disponibilidade de dados e script

O material pode ser baixado em: doi.org/10.13140/RG.2.2.20790.86086
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RESUMO: Um dos maiores desafios a
serem superados € garantir o suprimento
sustentavel de agua, energia e alimento a
toda a populagdo mundial, reduzindo impactos
negativos no ambiente. Os avancos recentes
na biotecnologia vém revolucionando o setor
sucroenergético através do desenvolvimento
de novas variedades de cana para geracao
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de energia, e que apresenta grande potencial
para garantir alta produtividade de biomassa,
consequentemente acucar e etanol. Entretanto,
uma forma de melhorar a produtividade da
cana é através do uso de reguladores quimicos
de crescimento; por exemplo, se destaca o
Ethephon. O Ethephon é um versatil regulador,
que atua na via do hormoénio vegetal etileno,
promovendo o crescimento das plantas. Neste
contexto, a avaliacdo e monitoramento do
crescimento das plantas podem ser factiveis
através de modelos matematicos capazes
de predizer o padrao de crescimento destas
plantas ao longo do tempo. Este capitulo teve
como objetivo testar um modelo matematico
capaz de predizer o crescimento de variedades
de cana-de-agucar e cana energia, tratadas com
Ethephon. Assim, foi utilizado software R, para
o0 desenvolvimento de comandos necessarios
para a criacdo de um modelo de crescimento
nao-linear. Além disso, mostramos que o
modelo matematico a ser usado, pode predizer
o crescimento da altura da planta em qualquer
tempo desejado (valor t). Mostramos um modelo
estatistico a ser seguido, embora nossos
resultados ndo mostrem diferenca significativa
entre o Ethephon e controle (sem Ethephon)
nas duas variedades utilizadas. Verificamos
uma diferencga no padréo de crescimento entre
cana-de-agucar e cana energia.

PALAVRAS-CHAVE: Cana-de-agucar; Cana
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energia; Crescimento; Ethephon; Modelagem matematica.

ABSTRACT: One of the biggest challenges to overcome is ensuring the sustainable
supply of water, energy and food to the entire world population, reducing negative impacts
on the environment. Recent advances in biotechnology have been revolutionizing the
sugarcane industry through the development of new sugarcane varieties for power
generation, and which has great potential to ensure high productivity of biomass,
hence sugar and ethanol. However, one way to improve sugarcane productivity is
through the use of chemical growth regulators; for example, the Ethephon stands
out. Ethephon is a versatile regulator that acts in the pathway of the plant ethylene
hormone, promoting plant growth. In this context, the evaluation and monitoring of plant
growth may be feasible through mathematical models capable of predicting the growth
pattern of these plants over time. This chapter aimed to test a mathematical model
capable of predicting the growth of sugarcane and energy cane varieties treated with
Ethephon. Thus, R software was used to develop the necessary commands to create a
nonlinear growth model. In addition, we show that the mathematical model to be used
can predict growth of plant height at any desired time (t value). We show a statistical
model to follow, although our results show no significant difference between Ethephon
and control (without Ethephon) in the two varieties used. We found a difference in the
growth pattern between sugar cane and energy cane.

KEYWORDS: Sugarcane; Energy cane; Growth; Ethephon; Mathematical modeling.

11 INTRODUGCAO

Uma das maiores barreiras a serem superadas para 0S paises em
desenvolvimento & assegurar o suprimento de recursos naturais essenciais —
agua, energia e alimento — sem prejudicar a qualidade de vida, conservacao dos
ecossistemas e desenvolvimento econémico para atuais e futuras geragdes (Ringler
et al., 2013). Sem mudanca de habitos e adoc&o de novas tecnologias, havera
significativo aumento na demanda por agua (55%), energia (80%) e alimentos
(60%), o que podera agravar o cenario atual (Ringler et al., 2013). O consumo de
energia baseada em combustiveis fésseis (carvao e petréleo) no mundo € alarmante
e aumentou 52% entre 1990 e 2015 (Ritchie & Roser, 2017), principalmente no setor
de servicos e transporte, agravando o cenario de aquecimento global com o0 aumento
da emissao de gases do efeito estufa (principalmente CO2).

Em paralelo, recentes avangos nas tecnologias industriais e na biotecnologia
tém possibilitado a producéo e a fermentacao de aglUcares soluveis (transformacéao de
energia) gerados a partir da desconstrugéo da biomassa (celulose e hemicelulose),
produzindo o chamado etanol de segunda geracdo (Matsuoka, 2017; Santos et
al., 2016). Para o Brasil esta € uma estratégia vantajosa, pois a cana-de-agucar
(Saccharum spp.) € capaz de fornecer biomassa de baixo custo, sendo aproveitado
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para a producéo de etanol com potencial de aumentar a producéo nacional em 40%.
A cana-de-acgUcar é considerada uma das matérias-primas mais apropriadas para o
setor de biocombustiveis devido ao grande potencial de acumulagédo de biomassa e
sacarose. O desenvolvimento de tecnologias para a produgdo de biocombustiveis,
a busca por cultivares capazes de produzir quantidades macicas de biomassa
lignocelulésica, mantendo alto o rendimento de acgucar, tem revolucionado o
melhoramento da cultura de cana. A sele¢do de hibridos com alta quantidade de
biomassa resultou em individuos com 180 toneladas de peso umido por hectare
(ha), duas vezes mais que a cana-de-agucar convencional (92 toneladas de peso
umido por ha) (Carvalho-Netto et al., 2014). Esses hibridos sdo conhecidos como
cana energia. Mesmo com o equilibrio de carbono orientado mais para a formacéao
da parede celular (16-30% de teor de fibra) e nao tanto ao acumulo de acglcares
soluveis (12% de acgucar), a cana energia consegue superar a cana convencional na
producéo de acucares dada a enorme producdo de biomassa (Santos et al., 2016).

Por ser propagada vegetativamente, o conhecimento do processo de brotacao
e crescimento inicial da cana, bem como nos fenbmenos que interferem, reveste-se
de grande importancia para a cultura, pelo fato de que um canavial sera explorado
por um periodo média de cinco anos (Casagrande, 1991). O crescimento de um
canavial consiste na medida sequencial do acumulo da matéria orgénica na planta
e condi¢cées morfoldgicas da planta em diferentes intervalos de tempo (Magalhaes,
1985). O uso de reguladores quimicos pode auxiliar no crescimento das plantas.
Os reguladores de crescimento podem ser classificados em cinco grupos, auxinas,
giberelinas, citocininas, etileno e acido abscisico. Um dos modos de utilizagéo
do etileno € através da aplicacdo do composto quimico comercial Ethephon. O
Ethephon & um versatil regulador de crescimento, sendo rapidamente metabolizado
por plantas através da hidrélise, produzindo gas etileno, acido fosférico e acido
cloridrico; produtos nédo toxicos e encontrados naturalmente em todas as plantas
(Solomon et al., 1988).

Neste contexto, com o intuito de evitar perdas na produtividade, modelagens
matematicas capazes de predizer o padrdo de crescimento das plantas sdo
fundamentais para culturas com alto valor econémico, como no caso a cana-de-
acucar e cana energia. Nos ultimos anos, com os avangos dos softwares estatisticos
e 0 ajuste do modelo ndo-linear de crescimento, uma ampla variedade de modelos
matematicos podem ser exploradas (Pinheiro & Bates 2000; Ritz & Streibig 2008).
O objetivo deste capitulo € demonstrar a metodologia de analise de um modelo
matematico de crescimento, assim como analises estatisticas utilizando software R.
Utilizamos os dados iniciais de crescimento da altura ao longo do tempo de cana-de-
acucar e cana energia, tratadas com Ethephon e apenas dgua como controle.
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2| MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condi¢coes do experimento

O material vegetal utilizado para o experimento foi obtido no Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC) e na Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz.
Cultivar comercial de cana-de-acucar (CTC4) e cana energia (Vertix 12) com
aproximadamente 10 meses de idade, foram utilizadas neste estudo. O experimento
foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Campinas, Brasil (22°49°09.7”S, 47°04’16.4”"W) em novembro de
2018. Foram utilizados os colmos +3 ao +14 das duas variedades, os colmos foram
padronizados em comprimento, didmetro e peso para garantir a mesma quantidade
de reserva nutritiva. Além disso, os colmos obtidos para os experimentos foram
provenientes de plantas individuais, de diferentes perfilhos. Estes colmos foram
aleatoriamente imersos em solu¢do de Ethephon (100 ppm) e agua como controle,
por overnight. Em seguida, foram distribuidos em bandejas de plasticos (38 cm de
comprimento x 29 cm de largura x 6,5 cm de altura) contendo 2,5 litros de vermiculita
expandida super fina (Global Minérios) e apds ao plantio, foram cobertos com 1,4
litros de vermiculita, assegurando, desta forma, que todas as bandejas apresentasse
a mesma quantidade de vermiculita. Os experimentos foram conduzidos em blocos
casualizados em parcelas subdivididas. A irrigagdo ocorreu diariamente para que
n&o houvesse estresse hidrico. A brotagdo e, consequentemente, o crescimento das
plantulas foram analisados diariamente partir da medida do comprimento da parte
aérea, diariamente.

2.2 Organizacao da planilha para analise no R

A planilha de dados consiste em 20 observacdes para cada uma das 18 plantas
(réplicas técnicas), tanto para cana-de-agcucar (CTC4) quanto para cana energia
(Vertix 12), com ambas em dois momentos: com Ethephon e o controle. Um total de
1440 anotacdes foi gerado.

Para a modelagem de crescimento foi anotado a média dos pontos dos dias
das plantas que foram tratadas com Ethephon e ou controle para cada uma das
variedades. Ao final temos quatro condigbes (CTC4_controle, CTC4_ethephon,
VTX12_controle e VTX12_ethephon). Os dados estao resumidos nos vetores abaixo,
que seréo utilizados em toda a analise.
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> setwd(".")

> vix12_eth <- ¢(0,0,0,0.366666667,0.85,1.672222222, 2.616666667, 6.716666667,
7.605555556, 9.288888889, 10.71666667, 13.71666667, 14.72777778,
15.86111111, 16.97777778, 19.37777778, 21.14444444, 25.16666667,
25.83333333)

> vix12_ct <- ¢(0,0.027777778, 0.061111111, 0.622222222, 1.044444444,
2.105555556, 3.533333333, 8.083333333, 8.905555556, 10.63333333,
12.62222222, 16.72222222, 18.17222222, 19.15, 20.78888889, 24.74444444,
27.25555556, 32.35, 34.12777778)

> ctc4_ct <- ¢(0,0,0,0,0.05,0.13125,0.25625,0.36875,0.493333333,0.625,
0.7875,1.46875,1.76875, 2.04375, 2.33125, 3.24375,3.9125,6.2125, 7.4375)

> ctc4_eth <- ¢(0,0,0, 0.129411765, 0.217647059, 0.229411765, 0.417647059,
0.8, 0.894117647,1.3, 1.617647059,3.476470588, 3.452941176, 4.252941176,
5.317647059,7.847058824, 9.464705882,14.09411765, 16.45294118)

> dias <- ¢(1,2,3,4,5,6,7,8,12,13,14,15,18,20,22,24,26,28,30)

2.3 Pacotes estatisticos e scripts

Os pacotes que foram utilizados para a modelagem e analise dos dados estéao
resumidos abaixo.

1) nls(): Determina as estimativas de minimos quadrados néo lineares dos
parametros de um modelo n&o linear. Essa fungcdo espera como parametro uma
formula de modelagem néao linear, utilizaremos a funcdo de regresséoo logistica
P(t) = ﬁ;; um dataset de entrada e, dados iniciais para as interagdes do
modelo, que no nosso caso seriam os valores de M, P ek, jaquet seria o valor dos
dias observados (vetor ‘dias’).

2) shapiro.test(): utilizado para verificar o tipo de distribuicdo de probabilidade
dos dados.. Sua hipétese nula H, é de que os dados nao apresentam uma distribuicao
normal, logo, para que o dado seja normal, devemos verificar se o p-value do teste
€ superior a o valor de corte (utilizamos 0.05).

3) wilcox.test(): funcdo de comparacao estatistica para dados ndo normais.

4) t.test(): funcdo de comparacao estatistica para dados normais, realizado
através do test-t de Student. Sera utilizado em dados nao pareados, ja que o desenho
foi desenhado dessa maneira.

31 APLICACAO DA MODELAGEM DE CRESCIMENTO

O primeiro passo é observar que o crescimento vegetativo tanto da cana-de-
acucar como a cana energia é nao linear e, para isso, geramos o grafico de dispersao
(scatter plot) do crescimento médio da planta (tratado com Ethephon e controle) em
funcado dos dias (Figura 1). O cddigo para configurar a figura consiste em utilizar a
funcao par() para gerar uma matriz de malhas de figura, que no nosso caso, foi uma
2x2. Além disso, a funcao plot() é utilizada para gerar os graficos.
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> setwd(".")

> windows()

> setwd("../Ethephon/")
> par(mfrow=c(2,2))

> plot(dias,vtx12_ct,las=1,pch=16,main="VTX12 - Controle")
> plot(dias,vtx12_eth,las=1,pch=16,main="VTX12 - Ethephon")
> plot(dias,ctc4_ct,las=1,pch=16,main="CTC4 - Controle")
> plot(dias,ctc4_eth,las=1,pch=16,main="CTC4 - Ethephon")
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Figura 1. Grafico de disperséo do crescimento de cada tratamento em fungé@o do tempo, em
dias. Com esse tipo de grafico fica evidente que o modelo de crescimento € nao linear.

Aexecucdo daequacado de modelagem se baseia em linearizar os pontos através
de uma equacéo sigmod. Os comandos que geram o0s modelos do crescimento
vegetativo das plantas tratadas com Ethephon e ou controle. O comando summary()
consegue enunciar os dados e valores encontrados pelo modelo, j4& o comando
coef() anota os coeficientes gerados no modelo. E apresentado abaixo o cédigo para
a geracédo do modelo de cana energia com Ethephon (vetor ‘vix12_eth’).
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> logisticModel1 <- nis(vtx12_eth~M/(1+exp(Po+k*dias)), start=list(Po=0, k=-0.21, M=17))
> summary(logisticModel)
Formula: vtx12_eth ~ M/(1 + exp(Po + k * dias))

Parameters:

Estimate Std. Error t value Pr(>ltl)
Po 3.23501 0.32066 10.089 2.43e-08 ***
k -0.19302 0.02788 -6.923 3.43e-06 ***
M 26.11089 2.09877 12.441 1.22e-09 ***

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 *** 0.05'."0.1 "1
Residual standard error: 1.704 on 16 degrees of freedom

Number of iterations to convergence: 13
Achieved convergence tolerance: 4.901e-06

> coef(logisticModel1)
Po k M
3.2350056 -0.1930236 26.1108931

Como resultados observados no modelo, notamos que os valores de M, P, e
k foram estatisticamente significativos (ambos com p-value <= 0.05). Ainda nota-se
que, apés 13 iteracdes, 0 modelo atingiu a consisténcia estatistica (p-value = 4.901e-
06 <= 0.05). Com os valores gerados pelo comando coef(), chegamos a férmula da
modelagem para a cana energia:

26.1109
P(t) = 1 + ¢3-235-0.1930%t

Com a féormula da modelagem de crescimento, podemos predizer qual sera
o tamanho da planta apds t dias. A escolha do modelo € importante para que a
predicdo possa ser analisada, ja que alguns modelos tomam como hipdtese um
crescimento continuo, como o modelo linear, e outros um plateau apés t dias, como
o sigmod. Os modelos para as outras condi¢coes de interesse poderao ser gerados
através das linhas de comando abaixo.

> logisticModel2 <- nls(vtx12_ct~M/(1+exp(Po+k*dias)), start=list(Po=0, k=-0.21, M=17))
> logisticModel3 <- nis(ctc4_ct~M/(1+exp(Po+k*dias)),

start=list(Po=>5, k=-0.5, M=10),

control = list(maxiter = 100,

minFactor = 1/4096),trace = TRUE)
> |ogisticModel4 <- nis(ctc4_100~M/(1+exp(Po+k*dias)),

start=list(Po=5, k=-0.5, M=30),

control = list(maxiter = 50,minFactor = 1/4096),

trace=TRUE)

A partir de cada modelagem foi gerado o grafico de dispersao, juntamente com
a curva de predicao. A Figura 2 resume a curva de modelagem diante as quatro

comparagoes.

> windows()
> par(mfrow=c(2,2))
> x1 <- seq(min(dias), max(dias), length=100)
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> y1 <- predict(logisticModel1, list(dias=x1))
> plot(dias,vtx12_ct,las=1,pch=16, main="VTX12 -Ethephon"))
> points(x1, y1, type='l', col="blue’)

> X2 <- seq(min(dias), max(dias), length=100)
> y2 <- predict(logisticModel2, list(dias=x2))

> plot(dias,vtx12_eth,las=1,pch=16, main="VTX12 - Controle"))
> points(x2, y2, type="', col='blue")

> x3 <- seq(min(dias), max(dias), length=100)
> y3 <- predict(logisticModel3, list(dias=x3))

> plot(dias,ctc4 _ct,las=1,pch=16, main="CTC4 - Controle"))
> points(x3, y3, type='l', col="blue")

> x4 <- seq(min(dias), max(dias), length=100)
> y4 <- predict(logisticModel4, list(dias=x4))

> plot(dias,ctc4_eth,las=1,pch=16, main="CTC4 - Ethephon"))
> points(x4, y4, type='l', col='blue’)
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Figura 2. Modelagem realizada através de curvas sigmods, representada por uma linha

continua azul, em relagé@o ao gréafico de disperséo dos dados originais. Em todos os modelos

houve significancia estatistica para o teste (p-value <= 0.05).

41 COMPARACAO ESTATISTICA

A andlise estatistica comparativa foi executada para dizer se a aplicagao

do Ethephon teve de fato significancia estatistica, tanto na comparagéo interna a
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variedade (VTX12 e CTC4) quanto entre as condi¢cdes (VTX12 versus CTC4) para
ambas as condi¢des de aplicacao do Ethephon. Primeiramente vamos realizar o
teste de Shapiro para verificar se ha normalidade nos dados. Os cdédigos abaixo
resumem a aplicagdo do teste.

> shapiro.test(ctc4_ct)
Shapiro-Wilk normality test

data: ctc4_ct

W = 0.76878, p-value = 0.0004163

> shapiro.test(ctc4_eth)
Shapiro-Wilk normality test

data: ctc4_eth

W =0.7621, p-value = 0.0003383

> shapiro.test(vtx12_ct)
Shapiro-Wilk normality test

data: vix12_ct

W = 0.90627, p-value = 0.06324

> shapiro.test(vtx12_eth)
Shapiro-Wilk normality test

data: vix12_eth
W = 0.90578, p-value = 0.06196

Com a analise dos resultados notamos que os dados oriundos de cana-de-
acucar nao apresentam normalidade(p-value < 0.05), diferente da variedade de
cana energia, que apresenta normalidade (p-value >= 0.05). Com este resultado,
iremos aplicar a funcéo t.test() para a comparacédo dados de cana energia tratada
com Ethephon e controle. Contudo, para os dados de cana-de-agucar iremos utilizar
a funcao wilcox.test() para compara-las. A comparacgao feita entre os dados de cana-
de-acucar versus cana energia foi realizada através da funcéo wilcox.test().
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> res <- wilcox.test(ctc4_ct,ctc4_eth,exact = FALSE)
>res
Wilcoxon rank sum test with continuity correction

data: ctc4 _ct and ctc4_eth
W = 143, p-value = 0.2786
alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0

> res <- t.test(vix12_ct,vix12_eth,exact = FALSE,paired = FALSE)
>res
Welch Two Sample t-test

data: vix12_ct and vix12_eth

t =0.76436, df = 33.969, p-value = 0.4499

alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:

-4.217926 9.303306

sample estimates:

mean of x mean of y

12.68158 10.13889

> res <- wilcox.test(ctc4_ct,vix12_ct,exact = FALSE)
> res
Wilcoxon rank sum test with continuity correction

data: cic4_ct and vix12_ct
W =72, p-value = 0.001597
alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0

> res <- wilcox.test(ctc4_eth,vix12_eth,exact = FALSE)
>res
Wilcoxon rank sum test with continuity correction

data: ctc4_eth and vix12_eth
W = 109.5, p-value = 0.03919
alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0

A anélise dos resultados mostra que a comparacgao entre os dados de cana-de-
acucar controle (ctc4_ct) versus Ethephon (ctc4_eth) ndo apresentou significancia
estatistica (p-value = 0.2786 >= 0.05). Mesmo resultado apresentado pela variedade
de cana energia, onde o tratamento com Ethephon (vix12_eth) versus controle
(vix12_ct) ndo apresentou significancia estatistica (p-value = 0.499 >= 0.05).

Os resultados comparativos entre as variedades, tanto no controle como no
tratamento com Ethephon, deram significancia estatistica. Ao compararmos as duas
variedades tanto no controle (ctc4_ct versus vix12_ct) como no tratamento com
Ethephon (ctc4_eth versus vix12_eth) nota-se que hé significancia estatistica, com
p-value igual a 0.001597 e 0.03919, respectivamente. Com este resultado podemos
concluir que ha uma diferenca significativa no crescimento entre as variedades,
havendo superioridade na linhagem VTX12 de cana energia.

Por ultimo, mostramos a dispersédo dos dados através de um gréafico de boxplot
(Figura 3). A partir desta figura podemos notar a diferenca do crescimento entre as
variedades de cana.
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Figura 3. Boxplot comparativo entre as variedades e seus tratamentos. Significado dos
tratamentos - ctc4_ct: cana-de-agucar controle; ctc4_eth: cana-de-agtcar com Ethephon;

I
vix12_eth

vix12_ct: cana energia controle; vix12_eth: cana energia com Ethephon.
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O script e a planilha contendo os dados brutos do experimento podem ser

acessados pelo link: https://github.com/Imigueel/Modelo-Ethephon.
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RESUMO: Eucalyptus é um género nativo da
Australia que possui como caracteristica a
alta adaptabilidade e rapido crescimento em
diversas condi¢oes edafoclimaticas. Atualmente
o Eucalyptus é utilizado na producéo de celulose
e papel devido a essas caracteristicas, além de
apresentar alto potencial para a producéao de
biocombustivel de segunda geracéao por ter uma
producéo significativa de biomassa. No entanto,
a producao desta matéria prima é impactada
por alguns fatores como a baixa disponibilidade
de agua e em casos extremos, a seca. Estudos
de expressdo génica demonstraram que a
suplementacdo com flavonoides modifica a
estrutura da lignina, alterando a sintese de seus
mondémeros. Nesse contexto, este estudo teve
como objetivo analisar se a suplementacéo
com flavonoides em dois clones comerciais de
eucalipto (E. urophylla e E. urograndis) esta
relacionada com o aumento de crescimento
dessas plantas, tornando-a de maior interesse
para a industria energética. As andlises foram
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realizadas na plataforma R. Os resultados comprovaram que as plantas tratadas
apresentaram um crescimento e didametro do caule superior as plantas controle em
ambas espécies de eucalipto.

PALAVRAS-CHAVE: flavonoides, biomassa, Eucalyptus, chalcona, naringenina.

ABSTRACT: Eucalyptus is a genus native to Australia with high adaptability and
rapid growth in many edaphoclimatic conditions. Eucalyptus is currently used for pulp
and paper production due to these characteristics and has high potential for second
generation biofuel production due to significant biomass production. However, the
production of this raw material is impacted by some factors such as low water availability
and in extreme cases, drought. Gene expression studies have shown that flavonoid
supplementation modifies the structure of the line, altering the demonstration of its
monomers. In this context, this study aimed to analyze the flavonoid supplementation in
two commercial eucalyptus clones (E. urophylla and E. urograndis), which is useful with
the growth of these plants, presenting a greater interest for the economic industry. The
analyzes were performed on the R platform. The results proven that the treated plants
presented superior growth and stem diameter than the control plants in eucalyptus
species.

KEYWORDS: flavonoids, biomass, Eucalyptus, chalcone, naringenin.

11 INTRODUGCAO

Eucalyptus, € um género pertencente a familia Myrtaceae, originario da Australia
que corresponde a aproximadamente setecentas espécies catalogadas (Longue
Junior e Colodette, 2013; Yang et al., 2016). O Eucalipto é plantado em mais de 90
paises com mais de 18 milhdes de hectares, sendo a arvore utilizada para a extracao
de madeira mais difundida do mundo (Arena et al., 2016; Suganya e Senthil Kumar,
2018). O plantio desta arvore tém se destacado devido ao rapido crescimento, alta
produtividade, densidade de madeira relativamente alta, propriedades quimicas
apropriadas, baixo teor de umidade, facilidade de colheita e ampla adaptabilidade
as caracteristicas edafoclimaticas (Rockwood et al., 2008; Vallejos et al., 2017;
Zhou et al., 2017), sendo plantados atualmente mais de cinco milhdes de hectares
de eucalipto no Brasil, com uma producé&o anual de madeira de 156,3 milhdes de
m?® (www.cib.org.br). O género compreende cerca de 70% da producéao florestal
sustentavel do pais, sendo Eucalyptus grandis a espécie mais cultivada no Brasil,
gracas ao seu potencial produtivo e as caracteristicas de sua madeira (Martins et al.
2007).

Nesse contexto, as espécies de eucalipto surgem com grande potencial
para producdo de biocombustiveis, no entanto, a madeira de eucalipto possui alta
complexidade entre as moléculas de celulose, lignina e hemicelulose contidas na
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parede celular. Esse é um fator limitante ao processo de aproveitamento de biomassa
e obtencdo de acuUcares fermentesciveis para a producdo de biocombustivel,
tornando o processo de deslignificacdo mais ineficiente (Pu et al., 2013). Além disso,
existe uma grande variedade de residuos advindos da industria do papel que podem
ser convertidos em combustiveis e fontes de carbono (carvao vegetal, biocarvao e
carvao ativado) (Elyounssi et al., 2012; Kumar et al., 2010; Heidari et. al., 2019). No
caso da casca de eucalipto, ela apresenta-se importante principalmente na producéao
de calor e eletricidade por combustdo (termoelétricas) e métodos utilizados em
sistemas de bioenergia (biorefinarias), alguns métodos: Combined Heat and Power
Plant (CHP), Heat Plant (HP), Combined heat and power with carbon capture and
storage (BECCS) (Cavalett et al., 2018; da Silva et al., 2019); no entanto, a alta
recalcitrancia de sua estrutura lenhosa pode dificultar o processo de desconstru¢ao
da biomassa (Carvalho et al., 2015).

Apesar do eucalipto possuir alta capacidade em produzir biomassa (Longue
Junior e Colodette, 2013), fatores como a baixa disponibilidade de agua, podem
impactar negativamente o rendimento da producao (Chaves, 2002). Dessa forma, em
busca de alternativas para a melhoria da madeira na producao de papel e celulose
e seu aproveitamento para producao de biocombustiveis, nosso grupo avaliou a
influéncia da suplementacédo de mudas de eucalipto com flavonoides.

E conhecido que a suplementacéo com os flavonoides narigenina e narigenina-
chalcona em clones hibridos comerciais jovens de Eucalyptus urograndis resultou
em alteracdes significativas da parede celular, reduzindo o teor e alterando a
composicdo monomérica da lignina (monémeros siringil e guaiacil (S/G) ), além de
aumentar a acessibilidade da parede celular a acucares fermentesciveis (Lepikson-
Neto et al., 2013; Salazar et al., 2013). A anélise do transcriptoma do xilema das
plantas tratadas revelou que as altera¢des sao decorrentes da expressao diferencial
de genes relacionados a lignificacéo e a resposta ao estresse abibtico, sugerindo que
aplicacao dos flavonoides poderiam afetar a resisténcia das plantas e o processo de
formacéao da lignina (Lepikson-Neto et al., 2014).

Em estudos prévios, identificamos uma relacdo entre a suplementacdo com
flavonoides e altera¢des na parede celular, bem como alteragdes na expressao de
genes da via da lignina, associada ao crescimento e desenvolvimento vegetal. Por
este motivo, avaliamos a aplicacdo do flavonoide narigenin-chalcona em plantas
jovens de Eucalyptus urophylla e E. urograndis (hibrido entre E. grandis e E.
urophylla) para verificar se existe um efeito sobre o crescimento de plantas jovens.
Neste capitulo, iremos analisar os dados biolégicos por meio de o software R e

detalhar a aplicacéo de testes estatisticos.
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2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparacao das plantas e suplementacao

Mudas de clones comerciais de E. urophylla e E. Urograndis, fornecidas pela
International Paper (Mogi-Guacgu, Brasil) com um més de idade, foram transplantadas
em vasos e mantidas em casa de vegetacéo do laboratério de Genética e Expresséo
(LGE) no Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas. As plantas foram
submetidas a um periodo de adaptacéo por aproximadamente 30 dias com irrigagéo
diaria. Apds esse periodo, as plantas foram divididas em dois grupos, controle (E.
urograndis: C-UGR, E. urophylla: C-UPH) e suplementado (E. urograndis: T-UGR,
E. urophylla: T-UPH) com flavonoide narigenin-chalcona. Todas as plantulas foram
suplementadas semanalmente com 50-150 ml de soluc&o nutritiva Sarruge (1975),
€ ao grupo suplementado, foi adicionado a solucao o flavonoide narigenin-chalcona
(0.01 mmol) (Lepkison-Neto et al., 2014), durante um periodo de seis meses. A altura

das plantas foi mensurada semanalmente.

2.2 Organizacao dos dados

Os dados de parametros de crescimento para os grupos tratado e controle foram
cadastrados em planilhas no MS Excel da seguinte maneira (para E. urograndis e
E.urophylla):

a) Plantas Controle: (1) altura (cm); (2) diametro do caule (cm);

b) Plantas com tratamento: (1) Crescimento em altura (cm); (2) Diametro do
caule (cm).

Desta maneira, as tabelas foram inseridas no MS Excel como abaixo:

Semanas

Amostra

Wwo w1 w2 w3 w4 W5 wé6 W... W17
UGR_C1 447 519 537 6.84 7.00 7.21 7.23 9.27
UGR C2 463 570 579 730 790 8.12 8.22 9.89
UGR_C3 660 820 8.83 11.1 125 128 12.98 13.2
UGR_C4 400 492 508 7.14 8.02 820 8.32 8.95
UGR_C10 561 6.46 6.46 8.27 9.02 9.13 9.28 10.44

Na primeira coluna estdo os nomes das amostras (parcelas) e nas colunas 2
a 18 estdo as medidas das plantas da semana inicial (W0) até semana final (W17).
Cada planilha foi salva como “Texto (separado por tabulagées)”, formato que permite
importacdo dos dados para o R. Os dados de controle e tratamento foram salvos

separadamente para facilitar a analise estatistica e a composicéo dos graficos.
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2.3 Instalacao de pacotes para graficos

Para que os gréaficos sejam gerados ao final das analises estatisticas, sera
utilizado o pacote “ggplot2’. Este pacote permite incluir atributos estéticos, deixando
a visualizacdo dos dados elegante (Wickham et al., 2016). E necessario usar o
seguinte comando para instalar o pacote:

>install.packages(“ggplot2”)

Para utilizacdo do pacote, digite:

>library(“ggplot2”)

2.4 Definindo o diretério de trabalho a ser usado nas analises dos dados

Antesdeiniciaraanalise € necessario definiro diretério de trabalho, especificando
para o R em qual local estdo os arquivos para importacdo dos dados. Para verificar
o seu atual diretério de trabalho, digite:

>getwd()

Caso nao seja o diretdrio em que vocé deseja trabalhar, sera necessario definir
o local através do comando:

>setwd(“/diretorio desejado/”)

2.5 Usando o R para importacao e analise estatistica dos dados

Como os dados foram salvos em arquivos texto separados por tabulagdes, &

possivel realizar a importacdo dos mesmos para o R através do comando:

# Tabela de crescimento (Controle)

>tb_ugr_cr_ctr <- read.delim(file = “UGR_crescimento_controle.txt”, sep = “\t”, header
= TRUE, row.names = 1)

# Tabela de crescimento (Tratamento)

>tb_ugr_cr_trt <- read.delim(file = “UGR_crescimento_tratamento.ixt”, sep = “\”,
header = TRUE, row.names = 1)

Os parametros da fungao read.delim indicam que: a) Os dados estao separados
por tabulacéo (sep = “\t"); b) A tabela ja possui cabecalho (dados da primeira linha)
(header = TRUE); c) Os nomes das linhas da tabela serdao os mesmos que os dados
da primeira coluna (row.names = 1).

Duas variaveis do tipo Data Frame foram criadas ao importar os dados (tb_ugr_
cr_ctrpara Controle e tb_ugr_cr_trtpara Tratamento). Data Frame € uma estrutura de
dados que permite ter colunas com tipos de dados diferentes (numéricos, caracteres,
l6gicos). Para obter as dimensbes do Data Frame, utilize o comando dim:

# NUumero de linhas

>linhas_cr_ctr = dim(tb_ugr_cr_ctr)[1] # Controle
>linhas_cr_trt = dim(tb_ugr_cr_trt)[1] # Tratamento
# Numero de colunas
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>cols_cr_ctr = dim(tb_ugr_cr_ctr)[2] # Controle
>cols_cr_trt = dim(tb_ugr_cr_trt)[2] # Tratamento

2.6 Verificacao da distribuicao dos dados

Para verificar se a distribuicdo dos dados, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk.
Para isto, variaveis do tipo vetor foram geradas para conter as medianas dos dados

de cada semana (W0 até W17) por grupo, conforme codigo abaixo:
# Calculo da mediana dos dados por semanas - Controle
>mediana_ugr_cr_ctr = vector(mode = “numeric”, length = cols_cr_ctr)
>for(i in 1:cols_cr_ctry

mediana_ugr_cr_ctr[i] = median(tb_ugr_cr_ctr[,i], na.rm = TRUE)

}
# Teste Shapiro-Wilk

>shapiro.test(mediana_ugr_cr_citr)
Os dados apresentaram uma distribuicdo normal com p-value > 0,05.

Shapiro-Wilk normality test

data: mediana_ugr_cr_ctr

W = 0.95342, p-value = 0.4811

Para o grupo de tratamento, as mesmas linhas de comando para o teste de

Shapiro-Wilk foram repetidas. O resultado do teste esta abaixo:
Shapiro-Wilk normality test

data: mediana_ugr_cr_trt
W = 0.94589, p-value = 0.3642

2.7 Analise estatistica

Para identificar se houve efeito no tratamento das plantas por semana, foi
utilizado um teste estatistico para a comparagcdo das duas medianas dos grupos
“Controle” e “Tratamento”. Para isto foi escolhido o teste t de Student para amostras
independentes, conforme abaixo:

>t.test(tb_ugr_cr_ctr, tb_ugr_cr_trt,paired = FALSE)

Os resultados mostraram que houve diferengca estatisticamente significativa
(p-value < 0,05), ou seja, o tratamento causou um aumento no crescimento das
plantas.

Welch Two Sample t-test

data: tb_ugr_cr_ctr and tb_ugr_cr_trt
t =-6.1491, df = 334.44, p-value = 2.221e-09

alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
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95 percent confidence interval:
-11.110339 -5.724803
sample estimates:
mean of x mean of y

59.65465 68.07222

2.8 Geracao de graficos

Para melhor demonstracédo dos resultados, foram gerados gréaficos de pontos
e boxplots para demonstrar como o tratamento com flavonoide causou aumento no
crescimento nas alturas das plantas. Para isto, foi utilizado o pacote ggplot2:

>library(ggplot2)

Para facilitar a plotagem dos dados, as variaveis tempo, crescimento e grupos
(tratado e controle) foram criadas a partir dos calculos da mediana, como demonstrado
abaixo:
>tempo = colnames(tb_ugr_cr_ctr)
>crescimento_ctr = mediana_ugr_cr_ctr
>crescimento_trt = mediana_ugr_cr_trt
>crescimento = c(crescimento_ctr,crescimento_trt)
>grupos = c(rep(“C_UGR?”, length(crescimento_ctr)), rep(“T_UGR?”, length(crescimento_trt)))
>tb_crescimento = data.frame(crescimento,grupos,tempo)

A variavel tempo é um vetor utilizado no eixo x do grafico de pontos, a qual
contém os nomes das semanas (obtido pelo comando colnames retorna os homes
das colunas do cabecalho do Data Frame).
> tempo

[1] “W0” “W1” “W2” “W3” “W4” “W5” “W6” “W7” “W8” “W9” “W10” “W11” “W12” “W13” “W14”
“W15” “W16” “W17”

A variavel crescimento também é um vetor que possui valores das medianas
dos grupos Controle e Tratamento.
> crescimento

[1] 43.75 45.00 46.00 47.25 50.40 55.00 55.20 56.85 57.50 57.75 60.00 61.00 63.00 66.00 68.00
72.00 75.00 75.50
[19] 47.00 48.50 49.25 53.00 56.10 59.75 60.75 64.20 65.55 66.35 71.40 72.00 77.50 80.50 83.00
86.00 88.50 90.00

A variavel grupos também é um vetor contendo a especificacdo dos grupos
Controle e Tratamento.
> grupos

[1]“C_UGR” “C_UGR” “C_UGR” “C_UGR” “C_UGR” “C_UGR’” “C_UGR” “C_UGR” “C_UGR’ “C_
UGR” “C_UGR” “C_UGR” “C_UGR”

[14] “C_UGR” “C_UGR” “C_UGR” “C_UGR” “C_UGR” “T_UGR” “T_UGR” “T_UGR” “T_UGR” “T_UGR”
“T_UGR” “T_UGR” “T_UGR”
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[27] “T_UGR” “T_UGR” “T_UGR” “T_UGR” “T_UGR” “T_UGR” “T_UGR’ “T_UGR” “T_UGR” “T_UGR”
Ao final, foi gerada a variavel tb_crescimento do tipo Data Frame contendo os
dados de tempo, crescimento e grupos.

> head(tb_crescimento, 5)

crescimento grupos tempo
1 43.75 C_UGR WO
45.00 C_UGR Wi1
46.00 C_UGR W2
4725 C_UGR W3
5 50.40 C_UGR W4

A W N

Apés a formatacédo dos dados das medianas, o grafico de pontos foi gerado e
atribuido a variavel p1 conforme o cédigo abaixo. Foi utilizado o comando tiff para

salvar o grafico automaticamente (figura 1).
## Grafico de pontos para comparagéo do crescimento usando os dados das medianas
>p1 <- ggplot(data = tb_crescimento, aes(x = factor(tempo, levels = unique(tempo)), y = crescimento))
+

geom_point(aes(colour = factor(grupos)), size = 3) +

labs(x = “Tempo (Semanas)”, y = “Crescimento (Altura)”, colour = “Grupos”) + theme_gray(base_size
=14)
>tiff(filename = “grafico_cresc_UGR_pontos_mediana.tif’, width = 800, height = 600, units = “px”,

pointsize = 12, compression = “lzw+p”, bg = “white”, res = NA, family =, restoreConsole = TRUE,
type = c(“windows”, “cairo”))
>p1
>dev.off()
Para os demais gréficos (figuras 2 e 3), os dados foram formatados conforme
Nota 1 para gerar a tabela abaixo:
> tb_ugr_cr = read.table(file = “UGR_crescimento_formatado.txt”, header = TRUE, row.names = 1)
> head(tb_ugr_cr, 5)
valores_cr grupos_cr semanas_cr
1 475 C_UGR Wo
455 C_UGR Wo
545 C_UGR Wo
422 C_UGR WO
412 C_UGR WO

a ~ WO DN

Para gerar os gréaficos de pontos (figura 2) e do tipo Boxplot (figura 3) foi utilizado
o cbdigo abaixo. Todos os graficos séo salvos automaticamente em formato tiff.
## Data Frame com os dados formatados
>tb_ugr_cr = >read.table(file = “UGR_crescimento_formatado.txt”, header = TRUE, row.names = 1)
## Grafico de pontos para comparagéo do crescimento usando todos dados
>p2 <- ggplot(subset(tb_ugr_cr, lis.na(valores_cr)), aes(x = factor(semanas_cr, levels =

unique(semanas_cr)), y = valores_cr)) +
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geom_point(aes(colour = factor(grupos_cr)), size = 3) +

labs(x = “Tempo (semanas)”, y = “Crescimento (Altura)”,colour = “Grupos”)+ theme_gray(base_size =
14)
>tiff(filename = “grafico_cresc_UGR_pontos_totais.tif’, width = 800, height = 600,units = “px”, pointsize
=12, compression = “lzw+p”,bg = “white”, res = NA,family = “*, restoreConsole = TRUE,type =

c(“windows”, “cairo”))
>p2
>dev.off()
## Grafico Boxplot para comparagéo do crescimento usando todos os dados
>p3 <- ggplot(data = subset(tb_ugr_cr, lis.na(valores_cr)), aes(x = factor(semanas_cr, levels =
unique(semanas_cr)), y = valores_cr)) +

geom_boxplot(aes(fill = grupos_cr),position=position_dodge(0.9)) +

scale_fill_manual(values = c(“Red”, “Blue”)) +

labs(x = “Tempo (semanas)”,y = “Crescimento (Altura)” fill = “Grupos”) + theme_gray(base_size =
14)
>tiff(filename = “grafico_cresc_UGR_boxplot.tif”,width = 800, height = 600, units = “px”, pointsize
=12, compression = “lzw+p”, bg = “white”, res = NA, family = “”, restoreConsole = TRUE, type =
c(“windows”, “cairo”))

>p3

>dev.off()

31 DISCUSSAO DOS DADOS BIOLOGICOS

Os flavonoides s&o compostos polifenélicos encontrados em todas as plantas
vasculares e n&o vasculares. Embora ndo sejam essenciais para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, os flavonoides tém papéis especificos da espécie
na nodulacéo, fertilidade, defesa e protecdo contra radiacdo ultravioleta (UV).
Foi demonstrado que os flavonoides modulam o transporte de auxina, além das
respostas tropicas dependentes da auxina. No entanto, os flavonoides nao séo
reguladores essenciais desses processos porque o transporte e as respostas tropicas
ocorrem na sua auséncia. Os flavonoides modulam a atividade das glicoproteinas P
transportadoras de auxinas e parecem modular a atividade de proteinas reguladoras,
como fosfatases e quinases. A analise filogenética sugere que os mecanismos de
transporte de auxinas evoluiram na presenca de compostos flavonoides produzidos
para a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e defesa contra herbivoros e
patogenos (Bessau et al., 2007; Peer e Murphy, 2007).

A aplicacdo em plantas jovens de dois clones comerciais de eucalipto durante
seis meses, promoveu o0 crescimento das plantas e o teste estatistico confirmou
qgue houve diferenca estatisticamente significativa (p-value < 0,05). No entanto, ha

relatos de que o acumulo de flavonoides resulta na redugao do crescimento devido a
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diminuicéo do fluxo de auxina em um mutante de A. thaliana (Bessau et al, 2007). Foi
relatado que o flavonoide naringenin inibe a atividade do 4CL in vitro (Voo et al. 1995),
suprime o crescimento e reduz o conteudo de lignina em plantas gramineas, como
milho (Zea mays L.), Arroz (Oryza sativa L.) e capim-agua (Echinochloa oryzicola)
(Deng et al. 1998). O efeito da suplementacao de naringenin e chalcona suprimiram
o crescimento de 20 espécies anuais de plantas, embora as sensibilidades foram
diferentes entre as plantas (Chen et al., 2004).

Em eucalipto, a suplementacdo de plantas jovens com flavonoides promoveu
a modificacdo da madeira, como resultado de alteracbes na composicdo dos
mondmeros que formam a lignina. Com a diminuicdo desses monémeros (do tipo S
e G), as arvores suplementadas possuem a madeira mais susceptivel a degradacao
quimica, além de apresentar alteracbes no metabolismo de agucar e de genes
responsivos a stress (Lepikson-Neto et al., 2014). Nesse contexto, os resultados
apresentados demonstram uma nova aplicacdo das chalconas como moléculas
que regulam o crescimento de plantas jovens de eucalipto, possivelmente pelo

desbalancgo ocasionado na via dos fenilpropanoides.

41 NOTA 1

Cébdigo para formatacao dos dados para uso em grafico do pacote “ggplot2™.
### Grupos
>grupos_cr = c(rep(“C_UGR”,linhas_cr_ctr*cols_cr_ctr),
rep(“T_UGR?”,linhas_cr_trt*cols_cr_trt))
### Tempo (Semanas) - pelo nome das colunas do grupo Controle
>nomes_col_cr_ctr = colnames(tb_ugr_cr_ctr)
>semanas_cr_ctr = vector(mode="character”, length = >length(nomes_col_cr_ctr)*linhas_cr_ctr)
>for(i in 1:length(nomes_col_cr_ctr)){
temp = rep(nomes_col_cr_ctr[i],linhas_cr_ctr)
if(i == 1X
semanas_cr_ctr = temp
}
else{
semanas_cr_ctr = c(semanas_cr_ctr,temp)
}
}

### Tempo (Semanas) - pelo nome das colunas do grupo Tratamento
>nomes_col_cr_trt = colnames(tb_ugr_cr_trt)
>semanas_cr_trt = vector(mode="character”, length = >length(nomes_col_cr_trt)*linhas_cr_trt)
>for(i in 1:length(nomes_col_cr_trt)){
temp = rep(nomes_col_cr_tri[i],linhas_cr_trt)
if(i == 1){

semanas_cr_trt =temp
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}
else{
semanas_cr_trt = c(semanas_cr_trt,temp)
}
}

>semanas_cr = ¢(semanas_cr_ctr,semanas_cr_trt)
## Valores de crescimento - Controle
>valores_cr_ctr = vector(mode="numeric”,length = linhas_cr_ctr*cols_cr_ctr)
>for(i in 1:cols_cr_ctr){
temp =tb_ugr_cr_ctrl,i]
if(i == 1){
valores_cr_ctr = temp
}
elsef
valores_cr_ctr = c(valores_cr_ctr,temp)
}
}

## Valores de crescimento - Tratamento
>valores_cr_trt = vector(mode="numeric”,length = linhas_cr_trt*cols_cr_trt)
>for(i in 1:cols_cr_trtK
temp = tb_ugr_cr_tr[,i]
if(i == 1X
valores_cr_trt = temp
}
elsef
valores_cr_trt = c(valores_cr_trt,temp)
}
}

>valores_cr = c(valores_cr_ctr, valores_cr_trt)

### Tabela final formatada ###

>tabela_final_cr = cbind(valores_cr,grupos_cr,semanas_cr)
### Salvar a tabela formatada ###

>write.table(tabela_final_cr, file = “UGR_crescimento_formatado.ixt”, sep = “\t”, row.names = TRUE,

col.names = TRUE)
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Figura 1. Grafico de pontos (Crescimento em funcdo do tempo em semanas) referente a
medianas das medidas em E. urograndis (C_UGR = Controle e T_UGR = Tratamento).
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Figura 2. Grafico de pontos (Crescimento em fungéo do tempo em semanas) referente a
distribuicéo das medidas de crescimento em E. urograndis (C_UGR = Controle e T_UGR =
Tratamento).
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Figura 3. Boxplot (Crescimento em fungéo do tempo em semanas) referente a todos os dados
de crescimento em E. urograndis (C_UGR = Controle e T_UGR = Tratamento).
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Figura 4. Grafico de pontos (Crescimento em funcdo do tempo em semanas) referente
a mediana das medidas de crescimento em E. urophylla (C_UPH = Controle e T_UPH =
Tratamento).
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Figura 5. Grafico de pontos (Didmetro do caule em fungéo do tempo em semanas) referente
a mediana das medidas de didametro em E. urograndis (C_UGR = Controle e T_UGR =
Tratamento).
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Figura 6. Grafico de pontos (Diametro do caule em fungcéo do tempo em semanas) referente a
mediana das medidas de didmetro do caule em E. urophylla.
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