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RESUMO  
 

CARDOSO, Emanuelle Burgos, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2019. 
Diversidade da microbiota e aplicação de fungos micorrízicos arbusculares para a 
revegetação em sítio de pós-mineração de ferro. Orientadora: Maria Catarina Megumi 
Kasuya. Coorientadores: Eduardo Gusmão Pereira e Marliane de Cássia Soares da Silva. 

A ocorrência e distribuição da comunidade microbiana do solo é um dos critérios 

utilizados na avaliação do progresso dos sítios pós-mineração assim como 

estabelecimento da vegetação nesses ambientes. O papel crucial dos microrganismos na 

remediação, recuperação, reabilitação, restauração ou alguma combinação dessas práticas 

tem sido reconhecido por empresas que visam as boas práticas de mineração, 

principalmente no processo de descomissionamento. Neste contexto, o encerramento das 

atividades de exploração de ferro na mina Retiro das Almas, localizada no Quadrilátero 

Ferrífero, um dos maiores depósitos de minério de ferro do Brasil é alvo dos nossos 

estudos, que visam caracterizar a comunidade microbiana de dois sítios dentro da mina: 

um nativo (NT) e outro de pós-mineração revegetado (RV), além de avaliar a eficiência 

dos inoculantess de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs), obtidos in situ no cultivo 

da gramínea ferro tolerante Paspalum densum para revegetar o sítio de pós-mineração. 

Assim, a estrutura da comunidade de procariotos abordada e revelada de forma pontual 

no capítulo 1, indicou maiores métricas ecológicas de diversidade e riqueza no sítio RV 

do que no sítio NT. Apesar das diferenças na estrutura da comunidade, a maioria dos filos 

e gêneros de procariotos foram compartilhados entre ambos os sítios, assim como o 

metabolismo de C e N, além do perfil microbiano de fixadores de nitrogênio e 

actinobactérias, o que indica resiliência de RV após 10 anos de descomissionamento deste 

sítio. Toda a comunidade de procariotos foi influenciada por características físico-

químicas do solo, assim como a comunidade fúngica, abordada no capítulo 2. Para a 

comunidade fúngica avaliada em dois períodos distintos, o sítio NT e o período seco 

revelaram maiores métricas ecológicas de riqueza e diversidade e padrões de distribuição 

na abundância complexos, sobretudo para o filo Glomeromycota, associado com cerca de 

90% das plantas terrestres. A inoculação de FMAs, provenientes da técnica on-farm, em 

rejeito de mineração e pilha de estéril, revelada do capítulo 3 demonstrou que a influência 

positiva entre ambos ou apenas um destes fatores no crescimento e colonização 

micorrízica de P. densum. Nossos resultados mostraram que uso da cama de frango em 

ambos os subprodutos da mineração é fortemente recomendada no processo de 

revegetação desta gramínea. 
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ABSTRACT 
 

CARDOSO, Emanuelle Burgos, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2019. Microbial 
diversity and application of arbuscular mycorrhizal fungi for revegetation at iron post- 
mining site. Adviser: Maria Catarina Megumi Kasuya. Co-advisers: Eduardo Gusmão Pereira 
and Marliane de Cássia Soares da Silva. 
 
The ocurrence and distribuition of the soil microbial community is one of the criteria for 

assessment of progress in post-mining sites just as vegetation establishment in these 

environments. The crucial role of microrganisms in remediation, recovery, restoration or 

some combination of these practices has been recognized by companies that aim best 

mining practices, mainly in the decommissioning process. In this context, the closure of 

the iron exploration activities in Retiro das Almas mining, located in Quadrilátero 

Ferrífero, one of the largest iron deposits iron deposits in Brazil is target of our studies, 

that aimed characterized the microbial community of the two sites inside the mining: one 

native site (NT) and other of post-mineration revegetated (RV), besides evaluating the 

efficiency of inoculants of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), obtained in situ, in iron 

tolerant grass Paspalum densum cultivation to revegetation of post-mining site. Thus, the 

structure of the prokaryotic community revealed in chapter 1 indicated higher ecological 

metrics of diversity and richness at RV site than at NT site. Despite differences in 

community structure, most prokaryotic phyla and genera were shared between both sites, 

as well as C and N metabolism, furthermore microbial profile of N-fixators and 

Actinobacteria, which indicates the RV resilience after 10 years of decommissioning this 

site. The whole community of prokaryotes was influenced by physical chemical soil 

characteristics, as well as the fungal community, discussed in chapter 2. For fungal 

community evaluated in two different periods, the NT site and dry period revealed the 

higher ecological metrics of diversity and richness, furthermore complex patterns in 

distribution and abundance, especially for the phylum Glomeromycota, associated with 

about 90 % of terrestrial plants. The AMF inoculation, from on-farm methodology, in 

iron mining tailings and overburden, revealed in chapter 3, demonstrated the positive 

influence between either or only one of these factors in biomass and mycorrhizal 

colonization of P. densum. Our results showed that chicken litter use in both mining 

tailings is recommended in the revegetation process of this grass. 
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Introdução 

A mineração de ferro é responsável, pela maior porcentagem do produto nacional 

bruto de muitos países e também por impactos mais significativos no ecossistema, pois 

toda a cadeia produtiva, que vai da extração ao depósito de resíduos e rejeitos estéreis 

modifica intensamente a paisagem local (Chatuverdi et al., 2014; Silva et al., 2018).  

As regulações governamentais sobre as operações de mineração em vários países 

estabelecem as diretrizes e políticas de gestão ambiental, que referem-se invariavelmente 

à necessidade de remediar, recuperar, reabilitar, restaurar ou alguma combinação dessas 

práticas, após o descomissionamento do local de mineração (Lima et al., 2016; Garris et 

al., 2016; Macdonald et al., 2015). No entanto, as características específicas dos 

diferentes sítios de pós-mineração como geologia, mineralogia  e as propriedades físico-

químicas do solo, associadas ao distúrbio causado pela mineração, conduzem a 

abordagens diferentes para gerenciar a reabilitação desses locais, o que dificulta e torna 

desafiadora a determinação dessas práticas pós-mineração (Claassens et al., 2012; Kuter, 

2013; Carrenho et al., 2018).  

No contexto da mineração, a restauração refere-se à reintegração do ecossistema pré-

mineração em todos os seus aspectos estruturais e funcionais (Maiti, 2013). Se o 

restabelecimento do ecossistema original não é viável, mas a intenção é recuperar um dos 

serviços ecossistêmicos fornecidos pelo ecossistema original chega-se à recuperação 

(Lima et al., 2016). Um exemplo desta prática seria a estabilização física de um terreno 

minerado para trazer o solo de volta ao estado apropriado que poderia hospedar os 

habitantes originais, ou aqueles similares aos originais (Kuter, 2013; Bozzano et al. 2014, 

Lima et al., 2016; Festin et al., 2018). A reabilitação, por sua vez, implica na reparação 

de processos ecossistêmicos, produtividade e serviços, próxima à condição anterior de 

uso da terra, ou para um novo ecossistema se as perturbações no ecossistema forem muito 

extremas (Festin et al., 2018). Inclui um estado ecológico equilibrado, que não contribui 

substancialmente para a deterioração ambiental e seja consistente com os valores estéticos 

circundantes (Maiti, 2013; Festin et al., 2018).   

No processo de mineração para a extração do ferro (Fig. 1), ocorre a remoção da 

vegetação, da camada superficial (topsoil, relativo aos horizontes A e B do solo) e 

qualquer outra camada do subsolo necessária para acessar o minério (Strohmayer, 1999; 

Lima et al., 2016; Festin et al., 2018). Essas camadas de topsoil e subsolo, sem potencial 

econômico para beneficiamento do minério (pilha de estéril) são estocadas separadamente 

até que as atividades de mineração sejam concluídas, o subsolo seja reaplicado e nivelado 



2 

 

e o topsoil seja utilizado para recobri-lo (Strohmayer, 1999; Dangi et al., 2012). A 

purificação do minério de ferro pode ser realizada pela pirometalurgia, que envolve o uso 

de tratamento térmico e gera subprodutos de alta temperatura (escória) ou 

hidrometalurgia, que envolve a utilização de meio aquoso, e resulta em subprodutos de 

refino aquoso geralmente dispostos em lagoas, resultando em barragens de rejeitos (Festin 

et al., 2018; Santini e Gagen, 2018). 
 

 

Fig. 1. Esquema da mineração de ferro nas etapas de escavação e refinamento do 

minério. Fonte: Santini e Gagen, (2018) adaptado 

 

Durante a mineração são gerados volumes substanciais de resíduos, que são rejeitos 

triturados e quimicamente tratados, dos quais os minérios foram extraídos e, 

frequentemente, possuem estrutura física e hidrologia precárias, geoquímica instável e 

condições químicas potencialmente tóxicas (Kumaresan et al., 2017; Barnejee et al., 

2018). Como resultado, os impactos pós-mineração envolvem a desestruturação física do 

solo, um aumento inicial da mineralização da matéria orgânica, compactação, diluição de 

nutrientes com alterações significativas nos componentes físicos, químicos e biológicos 

do solo, este último inclui a estrutura da comunidade microbiana, o que dificulta o 

estabelecimento da vegetação, tornando os processos naturais de revegetação e a sucessão 

espontânea de plantas lentas ou mesmo impossíveis. (Dangi et al., 2012; Lienbenberg et 

al., 2013; Kneller et al., 2018; Yan et al., 2013; Guo et al., 2013). 
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A recomposição das características edáficas é diretamente relacionada ao 

estabelecimento de comunidades de plantas e atividade biológica do solo, que inclui os 

microrganismos (Claassens et al., 2005). A existência de microrganismos em sítios de 

mineração resulta na capacidade dos mesmos de acoplarem transformações geoquímicas 

para promover o crescimento ou mediar as transformações metálicas, como parte de uma 

resposta adaptativa, que os permite tolerar a toxicidade destes ambientes (Garris et al., 

2016). A avaliação do sucesso da recuperação se concentra na medição da ocorrência e 

distribuição da comunidade da microbiota edáfica, que é regulada pelas interações entre 

as disponibilidades de C e nutrientes (Sheoran et al., 2010). Assim, o papel crítico 

desempenhado pelas comunidades microbianas para o progresso da reabilitação em áreas 

de mineração tem sido reconhecido (Claassens et al., 2012).  

No processo de reabilitação em ambientes de mineração, um dos aspectos mais 

críticos é a melhoria do rejeito para sustentar o crescimento de plantas (Claassens et al., 

2005). Uma vez que os subprodutos abundantes da mineração apresentam consideráveis 

restrições abióticas que comprometem a sobrevivência das plantas e microrganismos 

(Kumaresan et al., 2017; Kumar et al., 2018), a introdução de resíduos orgânicos como o 

uso de esterco, palha, cama de frango tem se mostrado promissores em estratégias para a 

revegetação de locais pós mineração, pois estimulam a atividade microbiana e introduzem 

quantidades consideráveis de nutrientes para o crescimento vegetal (Sheoran et al., 2010; 

Festin et al., 2018).  

Plantas que crescem e/ou são nativas de sítios de mineração, geralmente são 

tolerantes a metais pesados (Leung et al., 2007; Festin et al., 2018). As gramíneas também 

são consideradas como boas candidatas à fitorremediação, processo no qual as plantas 

são utilizadas para degradar, extrair, conter ou imobilizar contaminantes de solo ou água 

visando a melhoria da ecologia do solo perturbado (Yang et al., 2015; Zhou et al., 2015). 

Gramíneas como Paspalum densum (Poir.) são espécies de plantas pioneiras no processo 

de sucessão vegetal, que possuem características morfológicas e fisiológicas que lhes 

permitem sobreviver em ambientes hostis, sobretudo em elevadas concentrações de ferro 

(Jacobi et al., 2007; Araújo et al., 2014; siqueira- Silva et al., 2019). Assim, apresentam 

um grande potencial na recomposição de áreas degradadas pela mineração (Maiti & Maiti, 

2015).  

A inoculação de microrganismos é considerada benéfica e necessária para a 

restauração ecológica dos ecossistemas perturbados pela mineração, uma vez que têm o 

potencial de aliviar e minimizar os efeitos tóxicos de metais pesados no solo e valores 

extremos de pH (Festin et al., 2018; Wang et al., 2017). O uso de fungos micorrízicos 
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arbusculares (FMAs) como inóculo pode ser particularmente importante para o 

estabelecimento bem-sucedido das comunidades de plantas em locais de mineração, pois 

as restrições ambientais dificultam a recuperação da biota do solo sem o auxílio destes 

fungos (Eman, 2016; Rapai et al., 2016). Estes simbiontes mutualistas beneficiam as 

comunidades vegetais, aumentam a resistência ao estresse biótico e abiótico, aumentam 

a diversidade e abundância de microrganismos benéficos para a planta além de contribuir 

para a agregação e estabilização do solo (Asmelash et al., 2016; Wang et al., 2017).  

A produção de inoculante micorrízico pelo método on-farm é uma alternativa  para  

estimular o uso de inoculante microbiano no sistema de produção vegetal (Czerniak e 

Stürmer, 2014), consiste em explorar a colonização micorrízica com isolados fúngicos 

adaptados às condições locais, o que pode ser mais eficaz, em algumas situações, do que 

introduzir inóculos obtidos de outros locais (Douds et al., 2005).  Este método tem sido 

largamente adotado, uma vez que utiliza o solo nativo, o que aumenta significativamente 

o crescimento das plantas e reduz o custo do inóculo. Todo esse processo pode ser 

realizado em condições naturais ou mesmo controladas, com uma única ou várias espécies 

de FMAs selecionados e com uma grande variedade de substratos (Gaur et al., 2000; 

Douds et al., 2005; Ijdo et al., 2011). Além de apresentar baixo custo, pois pode ser 

empregado em potes ou vasos de mudas de tamanhos variados ou ainda, em caixas 

elevadas (Millner & Kitt,1992; Douds et al., 2005).  

Diante do exposto, o conhecimento da diversidade das comunidades microbianas em 

sítios de pós-mineração é de suma importância, pois possibilita identificar e compreender 

os parâmetros de distribuição das mesmas, com intuito de implementar estratégias de 

conservação e recomposição vegetal. Os nossos estudos foram conduzidos na mina Retiro 

das Almas, localizada em Minas Gerais, na região do Quadrilátero Ferrífero, uma das 

mais importantes reservas de minério de ferro do Brasil. Dentro da mina Retiro das 

Almas, dois sítios de: pós-mineração, atualmente revegetado e outro sítio nativo, não 

perturbado pela mineração foram alvo dos nossos estudos de levantamento do 

microbioma e também de introdução da gramínea tolerante ao ferro Paspalum densum 

(Poir.) com inóculos de FMAs obtidos pelo método on-farm e adubação orgânica para 

fins de revegetação na área pós-mineração. 

O levantamento das comunidades de Procariotos, demonstrado no capítulo 1 permitiu 

correlacionar e evidenciar que a matéria organica, Fe, acidez potencial, argila dispersa, 

Ca, pH e P foram umas das características físico-químicas mais significativas (p < 0.05) 

para a distribuição da comunidade de procariotos e que ambos os sítios nativo e pós-

mineração revegetado compartilham grupos taxonômicos, assim como funções 
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metabólicas preditivas semelhantes, o que pode ser um indicativo da resiliência do sítio 

revegetado em direção ao sítio nativo. 

No capítulo 2, o estudo das comunidades de fungos seguiu uma abordagem 

semelhante ao capítulo 1, porém a introdução davariável tempo evidenciou a dinâmica 

das comunidades fúngicas nos períodos estudados. A influência espacial do sítio nativo, 

relacionadas aos nutrientes do solo, juntamente com período seco demonstraram efeitos 

sobre a estrutura das comunidades fúngicas, que também exibiram padrões complexos de 

distribuição e abundância, sobretudo o filo Glomeromycota. 

Por fim, o capítulo 3 mostrou os efeitos distintos da aplicação da cama de frango e 

inóculos de FMAs obtidos pela técnica on-farm, na biomassa e colonização micorrízica 

de Paspalum densum (Poir.), em rejeito de mineração, sob casa de vegetação, e em pilha 

de estéril, no campo. A composição da comunidade fúngica de cada inoculante 

evidenciou a riqueza do inóculo nativo, que também foi o mais eficiente, em conjunto 

com a cama de frango, na biomassa de P. densum, em casa de vegetação. Nas duas 

condições estudadas o papel da cama de frango foi crucial tanto para a biomassa da planta 

como para a colonização micorrízica, sendo amplamente recomendado para a revegetação 

pós-mineração. 
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CAPÍTULO 1: Iron exploration mine after 10 years of closure of activities 
revealed higher diversity of prokaryotes at the post-mining site in contrast to 

adjacent native site 
 

Abstract  
Prokaryotes play crucial roles in revegetation process to restore the ecologic integrity 

of disturbed areas. This work reported profiles of N-fixers microorganisms and 

Actinobacteria, as well as embrancing prokaryotic composition, physicochemical soil 

characteristics and the microbial putative functions of prokaryotic taxa, comparing a 

mining disturbed site, deactivated about ten years ago, when revegetation process was 

begun and a reference site, both in the Quadrilátero Ferrífero region, in Minas Gerais 

State, Brazil. In both sites archaeal and bacterial groups, like Euryarchaeota, 

Thaumarchaeota, Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria and Verrucomicrobia 

were reported as most abundant, and revealed differences in their diversity indices and 

distribution. Proteobacteria and Actinobacteria were most abundant in revegetated site 

(RV), while Acidobacteria and Verrucomicrobia in reference site, with natural vegetation 

(NT). Furthermore, exclusive and less abundant phylum Bathyarchaeota (Archaea) and 

GAL 15 (Bacteria), were found only in NT, while Gracilibacteria, Ignavibacteriae, BJ-

169 and BRC1 were only found in RV. The majority identified bacterial genera were 

shared by RV and NT. The soil chemical and physical characteristics displayed 

differences that driven the prokaryotic composition and organic matter (OM), Fe, 

potencial acidity (H+Al), dispersed clays, Ca, pH and P were one of the most significant 

(p < 0.05). Putative metabolic features revealed the predominance in both sites of the 

nitrogen and carbon metabolism. We concluded that revegetation at iron mining site after 

ten years of mining closure reveal higher prokaryotes diversity compared to NT site and 

prokaryotic community distribution is directly related to the physical-chemical 

characteristics of the soil. Thus, the similarities in the taxonomy of prokaryotes, 

furthermore N and C preditive metabolism is indicative of resilience of RV toward to NT 

site. 

 

Keywords: Actinobacteria, nitrogen fixing bacteria, Quadrilátero Ferrífero, 

microrganisms 
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Introduction 

Post-mining activities require a mitigating process to restore the ecological integrity 

of areas under the recovery process [1, 2], including restoration of soil characteristics, 

revegetation and microbiota reestablishment [3, 4, 5], which promotes essential 

ecosystem services, such as the cycling of organic matter and the biological fixation of 

nitrogen. 

The difficulties of revegetation in post-mining sites are due to changes in the physico-

chemical and biological properties of topsoil and subsoil, which may take decades or 

centuries to reach ecological stability levels [1, 6, 71]. For accelerate this process, woody 

and herbaceous species such as legumes (Fabaceae) and grasses (Poaceae) have been 

introduced, mainly those tolerant and effective in acid soils and with high concentrations 

of heavy metals [1, 7] 

Rhizosphere of plant species tolerant to heavy metals and toxic elements are 

associated with prokaryotes, and help in the revegetation process of derelict mining 

environments [8], such as Firmicutes, Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, 

Actinobacteria, Nitrospira e Archaea: Ferroplasma, Thermoplasma, Sulfolobus, 

Methanothermus [8, 9, 10]. Prokaryotic community communities adapted to mining 

environments play a significant role in plant growth due capacity to solubilize phosphate, 

to biologically fix nitrogen, to produce phytohormones and to increase tolerance to biotic 

and abiotic stress. Furthermore, play a significant role in plant growth and detoxification 

from harmful chemicals at these sites [2, 11]. The complexity, functions and microbial 

composition in post-mining environments are incipient [12]. Thus, the characterization 

of microbial communities in mining environments undergoing restoration provides 

comprehension into how undisturbed ecosystems and revegetation areas work [10, 13].  

Actinobacteria can tolerates stress conditions in heavy metal contaminated soils [14, 

15], due to mechanisms such as production of chelants that reduce metal toxicity [16]. 

Thereby, constitute an important functional group in processes of bioremediation and 

ecological restoration [17]. Rhizobia participates of nitrogen fixing and favor the 

succession of plant and microorganisms more sensitive to low N availability [18, 19]. 

Furthermore, rhizobia present high abundance and genetic diversity, with formation of a 

greater number of nodules in soil coming from rehabilitated areas, when compared to 

adjacent undisturbed soils [20].  

It is recognized that metals in post-mining areas can affect microbial community 

profile, causing population changes, including abundance, diversity and ecological 
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functions [21]. These evaluations were increased with fingerprint techniques, such as 

DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis [22, 72] and DNA sequencing, enhance 

the knowledge about the microbial community composition, diversity and complexity in 

post-mining sites [2, 23].  

However, there are gaps in the application of microbial genomics to monitor, 

understand and propose solutions for post-mining recovery for mine closure [23, 2]. 

However, there are gaps in the application of microbial genomics to monitor, understand 

and propose solutions for post-mining recovery for mine closure [2, 23]. Considering that 

the resilience is the process of a community under stress persist, maintain or recovery 

their original or new state, in terms of composition and function succeeding disturbance 

[73,74], we hypothesized that the community structure of microbial taxonomic and 

functional groups reveals soil resilience to important functions performed by 

microorganisms after 10 years of mine closure. Thus, we aimed to compare, to infer the 

putative function by prokaryotic composition and evaluate the effect of soil 

physicochemical properties in this prokaryotic community. Two sites inside a mining area 

were assessed: one post-mineration site, under revegetation process (RV) and other 

adjacent undisturbed, native site (NT). 

 

Metodology 

Site and sampling design  

The study sites are located in the Retiro das Almas mine, which belongs to the Vale 

SA Company, located in the municipality of Ouro Preto, southern region of in Minas 

Gerais state and deactivated about ten years ago (Fig. 1a). 

The Retiro das Almas mine are placed in Quadrilátero Ferrífero, one of the largest 

iron ore sources in Brazil, with an area of approximately 7,000 km2, located in the central-

southeastern region of Minas Gerais [24]. The climate is humid subtropical, according to 

Köpper classification [25]. The annual average rainfall is 1,386 mm, the rainy season 

occurring from October to March and the dry season, from April to September. The 

annual average temperature is 20.1 °C.  

The sampling was carried out in the dry season (June of 2015). Two different sites 

inside the mine, with a distance approximately 350 m were assessed: an overburden site, 

under revegetation process (RV) (S 20º24’09, 7” W43º52’02.9”) and a reference mining 

undisturbed site, of native vegetation (NT) (S 20º24’17, 1” W43º54’15.8”), which has 

never been exploited and was considered as natural control (Fig. 1b, c and d). The total 
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area sampled for each site were 1.000 m2. Each site had a total of 20 experimental units, 

which were composed of five subsamples at distance of 5 m from one another, which 

were collected and mixed to compose four soil samples (0–20 cm deep). The soil samples 

under revegetation process were named RV1, RV2, RV3 and RV4, and those from the 

undisturbed site, NT1, NT2, NT3 and NT4 (Fig. 1e and f). These samples were used for 

chemical and microbial molecular analysis. Two of each five subsamples were collected 

for physical analysis at both sites. The samples for microbial DNA analysis were stored 

at −20 °C in the laboratory until the time for use. 

Before the mining process, both sites originally had the identical vegetal 

composition, similar to the ferruginous rock grasslands found in other areas of 

Quadrilátero Ferrífero. The most prevalent angiosperm families reported in these areas 

were: Asteraceae, Orchidaceae, Poaceae, Melastomataceae, Cyperaceae, Myrtaceae, 

Fabaceae, Rubiaceae, Bromeliaceae, Solanaceae and Velloziaceae [26, 27]. Basically, the 

vegetation of ironstone outcrops from ferruginous rock grasslands are adapted to 

substrates abundant in heavy metals, and possibly contains metallophytes or at least 

metal-tolerant species [26].   

Under RV, the most common plants were Andropogon bicornis L., Achyrocline 

satureioides (Lam.) DC and Baccharis reticularia DC. During the revegetation process, 

other species, such as Brachiaria sp., Crotalaria sp., Sthylosantes sp., Mimosa scabrella 

Benth. and an exotic species of grass, Melinis minutiflora P. (Beauv.), were introduced. 

The most abundant plant species in NT were: A. satureioides (Lam.) DC, B. reticularia 

DC, Paspalum guttatum Trin. and Echinolaena inflexa (Poir.) Chase.  
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Fig. 1 The study area and sampling sites. (a) Municipality of Ouro Preto, in the southern 

region of the state of Minas Gerais, Brazil. (b) RV and NT sites location (c) characteristic 

vegetation of site RV. (d) characteristic vegetation of site NT. (e) Sampling scheme of 

RV site. (f) Sampling scheme of NT site.  

 

DNA extraction, Nested-PCR and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 

analysis for NFB and actinobacteria  

The total DNA was extracted from 0.5 g of soil, using NucleoSpin® Soil kit 

(Macherey-Nagel Laboratories, Bethlehem, PA, USA), according to the manufacturer's 

instructions.  

The Nested PCR was performed with the total DNA in two steps to amplify the 

specific regions of the nifH gene, for NFB, and the 16S rRNA gene, for Actinobacteria. 

The first pair of primers used to amplify the nifH gene was 19F 

(5’GCIWTYTAYGGIAARGGIGG-3’) and 407R (5’-AAICCRCCRCAIACIACRTC-

3’) [28]. The PCR mixture consisted of: 1 μL of template DNA (20 ng), 0.2 µM of each 

oligonucleotide, 0.2 mM dNTP, 2 mM MgCl2, 0.8 µg µL-1 bovine serum albumin (BSA), 

10 µM Go Taq flex buffer and 0.25 µL of GO Taq DNA polymerase (equivalent to 1.25 

units of GO Taq DNA polymerase) (Promega, Madison, USA) in a total reaction volume 

of 50 μL. The cycling conditions were made according to Coelho et al. [29]. The specific 

primers for the second reaction were: 278R (5’-GCGCAGCCIACICCIGGYTC- 3’) and 

19F-GC (5’GCIWTYTAYGGIAARGGIGG-3’) [30]. The other mixture components, 

final volume and amplification conditions followed the same standards of the first step. 

The first pair of primers used to amplify actinobacterial 16S rRNA gene fragment 

was composed of S-C-Act-0235-a-S-20F (5’- CGCGGCCTATCAGCTTGTTG-3’) and 
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S-C-Act-878-a-A-19R (5’-CCGTACTCCCCAGGCGGGG-3’) [31]. The first PCR step 

mixture consisted of: 1 μL of template DNA (20 ng) 0.2 µM of each oligonucleotide, 0.4 

mM dNTP, 0.8 µg µL-1 bovine serum albumin (BSA), 10 µM Go Taq buffer and 0.25 µL 

of GO Taq DNA polymerase (equivalent to 1.25 units of GO Taq DNA polymerase) 

(Promega, Madison, USA) in a total reaction volume of 50 μL. Amplification was 

performed by 30 cycles of 45 s of denaturation at 95 ºC, 45 s at 60 °C for primer anneling, 

and 1 min at  72 ºC for primer extension, followed by a final step at 72 °C for 5 min 

cooling to 4 °C. The specific primers to the second PCR were: F243A (5’- 

GGATGAGCCCGCGGCCTA-3’) and R513-GC (5’- gc. -

CGGCCGCGGCTGCTGGCACGTA-3’) and the cycling conditions were made 

according to Silva et al. [32].   

In order to confirm the presence of the DNA fragments for BFN and Actinobacteria, 

5 μL products of the second step of PCR were checked by agarose gel electrophoresis 

(1.5% w / v) stained with ethidium bromide and visualized under UV light in the 

Molecular Imaging System photodocumentator (Loccus Biotecnologic L-Pix Chemi).    

The DNA fragments obtained from the nested-PCR were analyzed by DGGE (DCode 

System, Bio-Rad Inc., California). Samples containing 20 μL of PCR products ranging 

from 150 to 200 ng of DNA were loaded onto an 8 % (w/v) polyacrylamide gel in a 1 X 

Tris-acetate- EDTA (TAE) buffer. The denaturing gradient gel ranged from 50 to 65 % 

for NFB amplicons [33] and from 40 to 60 % for Actinobacteria amplicons (where 100 

% denaturation indicates a concentration of 7 mol L-1 urea and 40 % [v/v] formamide). 

The gels were subjected to vertical electrophoresis at a constant temperature (60 °C) 

and voltage (100 V) for 12h and then stained for 40 min with Sybr Gold (1x) (Molecular 

Probes, Leiden, The Netherlands). The gels were then photographed under UV light on a 

Molecular Imaging System (Loccus Biotecnologic L-Pix Chemi). The DGGE profiles 

were analyzed using the BioNumerics software system (Version 5.1, Applied Maths NV). 

The dendrograms were constructed by the Pearson correlation index and cluster analysis, 

by the unweighted pair group method, using arithmetic averages (UPGMA). 

 

Illumina sequencing of 16S rRNA gene amplicons and Bioinformatic analysis 

The paired-end sequencing (2 x 250 bp) of DNA was performed on an Illumina 

MiSeq sequencer, using the primers 515F (5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′) and 

806R (5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′), which target the V4 region of the 16S 

SSU rRNA. The sequences were analyzed using Quantitative Insights into Microbial 
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Ecology (QIIME, version 1.17) [34] USEARCH [35], UCHIME [36] and UPARSE 

(version 7.1) (version 7.1 http://drive5.com/uparse/), following the pipeline implemented 

by the Brazilian Microbiome Project (BMP) [37]. The raw FASTQ files were de-

multiplexed and quality-filtered to obtain a minimum average quality score of 20 using 

USEARCH [35]. Chimeric sequences were identified and removed using UCHIME. 

Operational taxonomic units (OTUs) were classified at a 97 % similarity level using 

UPARSE (version 7.1) and, for each OTU, the taxonomy was assigned based on the Silva 

database version 128. QIIME was used to generate rarefaction plots with the observed 

OTUs of each sample and alpha diversity metrics (such as: ACE, Chao 1, Dominance, 

Simpson and Shannon). 

 

Soil chemical and physical properties  

The soil chemical properties were analyzed at the Laboratory of Analysis of Soil, 

Plant Tissue and Fertilizer, in the Universidade Federal de Viçosa. The soil pH was 

measured using the 1:2.5 (v: v) soil: water suspension ratio; exchangeable Al, Ca and Mg 

extracted with 1 mol L-1 [38]. Exchangeable P, Na, K, Fe, Zn, Mn, Cu, Cd, Pb, Ni, and 

Cr were extracted by Mehlich-1 extractor, (0.025 Mol L-1 sulfuric acid and 0.05 Mol L-1 

hydrochloric acid), with the ratio solo: extractor 1:10. 

Organic matter content was determined by wet digestion method according to [39]. 

The soil carbon content and percent soil OM was performed by multiplying percent soil 

organic carbon by a factor of 1.724 following the propositions that organic matter is 

composed of 58% carbon [39].  

For soil physical analysis, the samples were air-dried and sieved through a 2.0 mm 

mesh sieve for analysis of the texture, granulometry, particle density, total porosity, 

microporosity, and macroporosity. Soil density (Sd) was obtained by the volumetric ring 

method [40] and the particle density (Pd), by volumetric flask, using alcohol as the 

penetrant liquid [41, 42]. Microporosity and macroporosity was determined from tension 

table method, with 0.006 MPa of water column and total porosity was obtained from 

macro and microporosity determination [41].  

The clay and silt fractions were determined by the pipette method [42]. Stokes law 

was calculated in order to attain sedimentation time of these soil fractions. 
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Statistical analysis 

For each site, the ecological metrics of ACE, Chao 1, Dominance, Simpson and 

Shannon were compared by one-way ANOVA at 0.05 confidence, as well as the physico-

chemical soil attributes that followed ANOVA assumptions. The other soil physico-

chemical data were analyzed by Mann Whitney test at 0.05 confidence, using the free 

version of Minitab 17 statistical software.  

Both Principal coordinate analysis (PCoA) and distance-based redundancy analysis 

(db-RDA) were calculated using a distance matrix (Bray-Curtis metric). PCoA was 

carried out to evaluate the differences in microbial composition. Db-RDA was used to 

quantifiy whether the variance of the microbial community distribution was due to 

environment variables between the sites and a Mantel test was carried out to correlate 

them. The significant exploratory variables, which could explain the community 

structure, were selected from the data set and ranked by the db-RDA results using the 

correlation coefficient and significance values: (p-value < 0.1) and (p < 0.05). The Vegan 

and Phyloseq packages in R software v.3.1.3 project (R Development Core Team. 2015) 

Heatmap plots of Bacteria and Archaea composition and functional features were 

calculated using the packages Gplot, Vegan, Heatplus and RColorbrewer v1.0.8 in R 

software v.3.1.3 project (R Development Core Team. 2015). Firstly, all archaeal OTUs 

were used and the ten most abundant bacterial OTUs in each sample were selected. Next, 

it was transformed into relative abundance. The Bray–Curtis dissimilarity matrix was 

calculated and used to perform the heatmap.  

For the functional features, all the prokaryotic genera identified were submitted to 

the Functional Annotation of Prokaryotic Taxa (Faprotax) software [43]. The abundance 

of functions related to these prokaryotes > 1% was selected and showed in bar graph 

A Venn diagram of the total Bacteria genera each site was performed using the online 

tool available at 

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/http://bioinformatics.psb.ugent.be/w

ebtools). In combination with the Venn diagram, the bacterial genera with mean > 1 % of 

relative abundance in each site was considered dominant.  

 

Results 

DGGE clusters of NFB and Actinobacteria 

The community profiles of NFB and Actinobacteria exhibited separation between the 

samples of NT and RV. The NFB dendrogram showed two main groups with 89 % 
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similarity (Fig. 2a). The four samples from NT were clustered with 93 % similarity, while 

three samples from RV remained clustered with 95 % similarity. For NFB, the profile 

bands ranged from 8-19 to RV and 17-18 to NT. The Actinobacteria dendrogram (Fig. 

2b) exhibited two main clusters, basically composed of RV and NT samples with 

approximately 86 % similarity. The profile bands ranged to 3-7 to RV and 4-7 to NT. 

 

 

Fig. 2 Dendrograms of PCR-DGGE, constructed by the Pearson correlation index and the 

cluster analysis by the unweighted pair group method using arithmetic averages 

(UPGMA). a Nitrogen Fixing Bacteria. b Actinobacteria. RV = Revegetation, with the 

samples RV1, RV2, RV3, RV4 and NT = natural vegetation site, undisturbed, with 

samples NT1, NT2, NT3, NT4. Scale = similarity (%) 

 

Prokaryotic composition in iron mining sites  

The Illumina sequencing yielded a total of 547,025 reads from eight samples. The 

sequences per sample ranged from 49,489 to 64,666 and normalized to 49,489 (total 

archaeal sequences 979 and bacterial sequences 394,933). After quality filtering, 

chimeras and singletons sequences removal, an amount of 450,190 reads were obtained 

of which 6,447 were grouped into OTUs. The number of sequences, OTUs and measures 
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of diversity indices per site were summarized (Table 1). The rarefaction analysis of OTUs 

per sample tended to a saturation plateau, suggesting adequate sampling (Fig. 3).  

 There was no significant difference in the number of sequences (p-value = 0.183). 

The RV presented a higher number of observed OTUs than NT (p-value = 0.000) (Table 

1). RV presented lower dominance, higher ACE, Chao 1, Simpson and, therefore, higher 

Shannon diversity than NT (p-value = 0.000), which corroborates the complementarity of 

these metrics (Table 1).  

Bray-curtis-based PCoA revealed strong clustering for NT microbial community, 

while RV samples showed higher dispersion of the RV1 sample than other samples of the 

RV site (Fig. 4). 

 

Table 1. Illumina MiSeq sequencing results and ecological metrics for each site: 

Revegetation (RV) and natural (NT). Means with different letters in the same column are 

significantly different (p < 0.05), by Tukey’s test 

Sites Sequences OTUs ACE Chao1 Dominance Simpson Shannon 

NT 
53,772a  

± 1274 

2,984.2b 

± 69.4  

3659b 

 ± 112.4  

3572.8b 

± 138.7  

0.012a  

± 0.001  

83.12b  

± 7.17 

8.678b 

 ± 0.101  

RV 
58,997a  

± 6825  

3,646.5a ± 

153  

4284a  

± 163,6  

4197.7a 

± 155.8 

0.003b  

± 0.000  

360.3a  

± 20.6 

9.984a  

± 0.094  

± Standard deviation of the average for each of four samples of soil 

 

 

Fig. 3 Rarefaction curve of OTUs clustered at 97 % sequence identity across samples of 

the revegetation site (RV) and undisturbed natural vegetation site (NT) 
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Fig. 4 Principal coordinate analysis (PCoA) based on 16S rRNA gene sequencing in 

revegetation site RV, with the samples RV1, RV2, RV3, RV4 and undisturbed site, with 

natural vegetation, NT with the samples NT1, NT2, NT3, NT4 

 

The OTUs belonging to Archaea were classified into four different phyla 

(Bathyarchaeota, Euryarchaeota, Thaumarchaeota and Woesearchaeota). Bathyarchaeota 

was exclusive to the NT, specifically in NT2 and NT3 (Supplementary Material Fig. S1), 

corresponding to 20 % of the identified sequences (Fig. 5a). Euryarchaeota was the most 

abundant phylum, with a mean of 47 % in NT and 59.90 % in RV, followed by 

Thaumarchaeota, with 38.93 % in RV and 27.25 % in NT; and Woesearchaeota, with 1.16 

% in RV and 5.56 % in NT. Only one genus was identified for Euryarchaeota 

(Methanobrevibacter) and Thaumarchaeota (Candidatus Nitrososphaera) (Fig 5b). The 

difference in Archaea abundance may be corroborated by the heatmap that separated the 

two sites based on their archaeal OTUs composition (Fig 5b). 
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Fig. 5 Archaeal composition revealed by high throughput sequencing of the 16S rRNA 

gene in the revegetation site (RV1, RV2, RV3, RV4) and undisturbed site, with native 

vegetation (NT1, NT2, NT3, NT4). (a) Bar plots show means by site of the relative 

phylum abundance within Archaea. (b) The heatmap cluster analyses of Archaeal 

community were based on Bray–Curtis distance matrix, calculated from all OTUs, 

classified in the lowest taxonomic level possible. The relative abundance values for 

archaeal genera are expressed by color intensity with the legend indicated at the upper 

right corner 

 

Thirty eight phyla of Bacteria were found, four of which were rare and exclusive for 

at least one of the RV samples (Supplementary Material Fig. S2): Gracilibacteria 

(0.005%), Ignavibacteriae (0.001 %) and two new phyla BJ-169 (0.002 %) and BRC1 

(0.004 %). The GAL 15 (0.01 %) phylum was rare and exclusive for NT. The other phyla 

were present at both sites, but with different abundances. Inside the Bacteria domain, the 

mean of unassigned OTU was 2.29 % in RV and 1.38 % in NT (Fig.6). 

The most abundant bacterial phyla (Fig. 6a) in both areas were Proteobacteria (30.86 

% in RV and 27.46 % in NT), followed by Actinobacteria (21.52 % in RV and 18.16% 

in NT), Acidobacteria (15.28 % in RV and 19.04 % in NT) and Verrucomicrobia (7.12 % 

in RV and 14.41 % NT). The differences between NT and RV abundance were evidenced 

by heatmap (Fig. 6b). Genera such as Candidatus Koribacter (Acidobacteria), Candidatus 

Xiphinematobacter (Verrucomicrobia), Acidothermus (Actinobacteria) and 

Bradyrhizobium (Proteobacteria) were more abundant in NT, while Actinoplanes 
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(Actinobacteria), Haliangium (Proteobacteria), Sphingomonas (Proteobacteria) and 

Bryobacter (Acidobacteria) were more abundant at the RV site (Fig. 6b).  

 

 

Fig. 6 Bacterial composition revealed by high throughput sequencing of the 16S rRNA 

gene in the revegetation site (RV1, RV2, RV3, RV4) and undisturbed site with native 

vegetation (NT1, NT2, NT3, NT4). (a) Bar plots show means by site of the relative 

abundances at the phylum level within Bacteria. (b) Heatmap cluster analyses of major 

abundances of Bacterial community, based on Bray–Curtis distance indices calculated by 

the ten most abundant OTUs, classified in the lowest taxonomic level possible. The 

relative abundance values for bacterial genera are expressed by color intensity with the 

legend indicated at the upper right corner 

 

A total of 264 genera were identified, most of which were found at both sites (Fig. 

7a) (Supplementary Material Table S1) and each site presented different dominant genera 

(Fig. 7b). In NT site, the dominant genera belonged predominantly to Acidobacteria 

phyla, except Xiphymenatobacter, which pertain to Verrucomicrobia phyla. At RV, the 

dominant genera resulted in the phyla: Acidobacteria (Bryobacter, Solibacter), 

Proteobacteria (Bradyrhizobium, Sphingomonas, Haliangium, Acidibacter, 
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Anaeromyxobacter) and Actinobacteria (Actinoplanes, Jatrophihabitans, Psedocardia, 

Nocardioides). 

 

 

Fig. 7 Bacterial genera found at the revegetation site (RV - orange) and native site (NT- 

green). (a) Venn diagram depicts the number of known bacterial genera in RV, NT and 

both sites. (b) Dominant genera in each site, referring to the genera with abundance > 

1% 

 

The majority of soil attributes were different in RV and NT for comparinsons 

between averages, mainly for organic matter (OM), pH, some micronutrients like iron 

(Fe), copper (Cu), manganese (Mn), haeavy metals as chromium (Cr), nickel (Ni), 

physical characteristics as macroporosity, particle density (Supplementary Material Table 

S2). The medians also showed differences between sites for microporosity, clay, some 

macronutrients as phosphorus (P) and potassium (K) (Supplementary Material Table S3). 

The db-RDA of soil physical-chemical characteristics and prokaryotic community 

composition exhibited two groups according to land-use (Fig. 8). The RV and NT were 

grouped into distinct clusters along the first axis, with 95.35 % of the total variation in 

prokaryotic community composition. Each soil physical-chemical characteristics 

revealed significant association with bacterial community composition (Supplementary 

Material Table S4), also corroborated by Mantel test (Fig. 8). While RV prokaryotic 
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community were grouped with particle density, pH, P, Mn and Cd, these environmental 

variables were negatively associated with NT prokaryotic community. The most soil 

physical-chemical characteristics including Fe, Mg, OM and calcium (Ca) (p < 0.01) 

(Supplementary Material Table S4) were grouped with NT prokaryotic community and 

revealed, in turn, negative association with RV site.  

 

Fig. 8 Distance-based redundancy analysis (db-RDA) performed for distribution of 

microbial abundances and physical-chemical soil characteristics at both sites RV and NT. 

The values of the axis label show the percentage of the total variance explained by each 

axis. The free permutation was performed (999 permutations) to determine the statistical 

significance between the environmental variables and the response variables. The Mantel 

test was carried out to correlate the Prokaryotic composition and physicochemical soil 

characteristics performed with 999 permutations with p <0.05 

 

The putative functional features of the prokaryotic communities were similar 

between RV and NT. Several microbial functions were linked to nitrogen metabolism, 

such as nitrogen fixation, nitrate reduction, nitrification and aerobic ammonia oxidation, 

in addition to cellulolysis and other functions in both sites (Fig. 9). 
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Fig. 9 Putative functional characterization based in relative abundance obtained from 

FAPROTAX software to the samples of RV and NT 

 

Discussion 

The composition, abundance and diversity of archaeal and bacterial groups in RV 

and from chemical characteristics of the soil in RV and NT present differences and 

influenced the distribution of the prokaryotic community. 

The difference in the NFB community profile between RV and NT may reflect the 

ability of these microorganisms to act as early colonizers, capable of increasing the 

availability of N in the soil, which facilitates colonization by other later successive species 

[44, 19]. The NFB community can colonize revegetated areas and present great 

abundance and diversity [20, 19, 45] by mediating nutrient turnover, as well as serving as 

indicators of soil quality [1, 46]. Although between RV and NT there is not much 

difference in the numbers of bands, numerically NT higher than RV. Thus, physico-

chemical soil differences of RV and NT might result in differences in the BFN community 

profile. 

The distinction between the Actinobacteria community profile between RV and NT 

was lower when compared to the BFN community profile. Although the differences in 

the band profile between RV and NT were minimal, numerically NT was higher than RV. 

Actinobacteria also have nitrogen fixing members such as Frankia, this phylum is 

considered a microbiological indicator of the ecosystem rehabilitation of revegetated sites 

[16, 48]. This can be attributed to their ability to tolerate heavy metals and produce 
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siderophores, which can form stable complexes with metals [16, 50], allowing for 

differences in the community profile of Actinobacteria in RV and NT. 

The higher prokaryotic diversity of in the RV agrees with the intermediate 

disturbance hypothesis, which highest diversity indicates intermediate rates of 

disturbance [50]. Other studies revealed a similar pattern; the succession process after 10 

years of revegetation may favor an increase in the diversity of important ecological groups 

[9,10]; such as nitrogen fixing bacteria [20, 44] and groups tolerant to the availability of 

heavy metals, such as Actinobacteria [14, 15, 16]. The highest diversity in sites as RV 

revealed the adaptation of the microbial community to environmental stress conditions 

[45], indicating that revegetation with grasses and legumes favors the rehabilitation of the 

microbiota in post-mining areas [1, 5, 9, 45]. Some bacterial groups are known for 

resistance to heavy metals due to mechanisms of tolerance and detoxification, which 

provides competitive advantages for their survival in metalliferous soils [52, 53]. 

The most abundant Archaea in the sequencing were also found in other mining 

environments, for example, Euryarchaeota and Thaumarchaeota in underground mercury 

mine [52], gold mining deposit [53], copper mining wastes and contaminated soil [50], 

coal mining [19] and iron exploration area [54]. Bathyarchaeota phylum were reported 

only in RV and related to CO2 fixation via acetogenesis and methanogens [55, 56], being 

able to hydrolyse plant exudates [56]. Studies about Woesearchaeota suggests a host-

dependent lifestyle [55, 57].  

The most abudant bacterial phyla in this study were reported in others works 

conducted in mining areas [9, 19, 58]. RV and NT presented phylum (Proteobacteria, 

Actinobacteria, Acidobacteria e Verrucomicrobia) and genera (Candidatus Koribacter, 

Bradyrhizobium, Sphingomonas and Candidatus Xiphinematobacter) in common, but 

with different relative abundances that may reflect the differences in physical-chemical 

characteristics between RV and NT. This similarity in composition and abundance of 

prokaryotic groups may be indicative of beginning of RV rehabilitation [45]. The genera 

as Bryobacter and Bradyrhizobium were one the most dominant bacterial group in both 

sites, mainly in RV and also were dominant at mining site considered as moderately 

polluted [10]. Bradyrhizobium is considered an NFB due to its association with legumes 

and also is a plant growth promoting rhizobacteria in other plants [8]. Furthermore, 

resistance of certain strains can be assigned to the cobalto-nickel resistance, by cnr operon 

[50]. Bryobacter plays an important role in the biogeochemical carbon cycle [59]. 
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Together with the other dominant taxa, these genera play important roles in the two 

habitats. 

Some exclusive taxa, including less abundant taxa contributed to differences in 

prokaryotic composition between the sites and were also detected in other mining 

environments. Phyla such as Gracilibacteria was observed in mining-impacted stream 

sediment [60], Ignavibacteriae in formation of an acid mine drainage [61], BRC1 in ultra-

deep gold mines [62] and GAL 15 in tropical freshwater stream sediment [63]. Although 

the ecological role of these phyla aforementioned is not fully understood, the report in 

these environments may help to elucidate their distribution and adaptation strategies in 

these complex environments. 

  The structure of soil bacterial communities (PCoA) revealed the formation of two 

distinct groups between RV and NT, indicating the dissimilarity of the prokaryotic 

community between the sites. Once that during the iron mining process overburden soil 

are deposited on the surface and after mining, revegetation introduced in RV site may 

have contributed to restructuring of the soil with microenvironments formation [9, 64], 

which formed new niches [50], contributes to greater prokaryotic diversity and 

dissimilarity in RV samples.  

Soil texture between RV and NT are distinct, and this determines pore size, water 

and gas dynamics, nutrient availability and, consequently, influences the composition of 

prokaryote communities, due to availability of niches to soil prokaryotic communities 

[50, 65]. Mantel test indicated that soil physical and chemical characteristics influenced 

the community prokaryotic composition. The sites NT and RV were grouped in distincts 

clusters according to land-use. Once that the soil of both sites had the same origin before 

mining process, the post-mining showed differences between sites by soil physical-

chemical characteristics. NT was more positively influenced by most physical-chemical 

soil characteristics, which includes clay, nutrients and organic matter, while RV was 

positively influenced by few soil characteristics, that includes particle density, pH, Mn, P 

and Cd. This can be due the mining exploration, which deeply altered the physical-

chemical characteristics of the soil. 

The RV and NT soils were acidic, but the RV site highest pH value than the NT site. 

Acidic soils, with pH values lower than 5, provide greater solubility of heavy metals, 

increasing the bioavailability of Fe, Ni and Cd [1, 53]. The pH and availability of metals 

can affect prokaryotic communities by changing the taxonomy, diversity, and network of 

archeal and bacterial communities [50, 66]. The revegetation processes at post-mining 
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site, should establish strategies to correct the pH of areas in the process of rehabilitation, 

favoring the colonization of plants and the recruitment of beneficial microorganisms. 

Despite differences in soil characteristics between RV and NT, there was similarity 

in the guilds related to carbon and nitrogen resources, as demonstrated by the putative 

analysis. The revegetation in RV allowed the increase of the input of nutrients and organic 

matter, due to the fixation of carbon and nitrogen [44, 19], increasing soil fertility [9]. 

The presence of functional groups capable of nitrogen fixing biologically [13], for 

instance Euryarchaeota methanogens members [55, 67] and phyla of bacteria such as: 

Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Chlorobi, Chloroflexi, Verrucomicrobia, 

Firmicutes and Proteobacteria [53, 54, 68, 69] is indicative of recovery of important 

ecological functions. Thaumarchaeota phylum which oxidizes the ammonia, for example 

Candidatus Nitrososphaera and Nitrospira nitrite-oxidizing bacterium, play a role in the 

nitrogen cycle [50, 55]. Acidobacteria members have a broad metabolic repertoire that 

includes the use of several carbohydrates and both inorganic nitrogen sources (ammonia 

and/or nitrate/nitrite) and organic (amino acids and other high molecular weight 

compounds) [70]. The continuous input of nitrogen and carbon, in both sites revelead by 

metabolic characteristics may have influenced the growth and metabolism of the others 

microorganisms contributing, mainly, to the higher diversity of RV, even after ten years 

of closing the mining activities, compared to NT site. 

In conclusion, revegetation at the iron mining site, after ten years of mine closure, 

altered and increased the diversity of prokaryotes. The distribution these microorganisms 

is directly related to the physical and chemical characteristics of the soil, mainly regarding 

nutrients concentrations. The similarities in the taxonomic composition of the community 

and also in the metabolism of N and C revealed one of the aspects of the resilience in RV, 

that is the recovery after the disturbance in comparinson to NT, which is considered as 

environment goal for RV. 
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Fig. S1. Archaea phylum in each sample at sites: revegetation (RV) and native (NT) 

 

 

 Fig. S2. Bacteria phylum in each in each sample at sites: revegetation (RV) and native 

(NT) 
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Table S1 Bacterial genera identified at revegetation site (RV), native site (NT) and both sites 

Sites 

NT RV RV and NT 

Brevibacillus Cellvibrio Alkanibacter Polycyclovorans Nakamurella Paracoccus Leptolyngbya Tepidisphaera 

Candidatus 

Saccharimonas 

Pseudoxanthomona

s Pseudomonas 

Hydrocarboniphag

a Skermanella Coxiella Roseomonas 

Altererythrobact

er 

Dinghuibacter Nannocystis Micromonospora Ohtaekwangia Microvirga 

Candidatus 

 Alysiosphaera Bdellovibrio Sphingopyxis 

Elusimicrobium Williamsia Neochlamydia Ralstonia 

Dactylosporang

ium Methylobacterium Blastococcus Aridibacter 

Actinoallomurus Rubrobacter Sphingobacterium Pseudonocardia Sphingobium Virgibacillus Roseiflexus Flavitalea 

Alistipes Rhodovastum Marmoricola Kineococcus 

Hyphomicrobiu

m Bacillus Quadrisphaera 

Thermosporothr

ix 

Lachnoclostridiu

m Flavobacterium Rhizobium Pirellula Phaselicystis Geodermatophilus Rhodococcus Bryobacter 

Peptoclostridium Pasteuria Gemmatimonas Acidibacter Acidicaldus Rhodomicrobium Schlesneria  

Metascardovia Fluviicola Nocardioides Kineosporia Spirosoma Bryocella Smaragdicoccus  

Treponema Waddlia Dongia Rickettsiella Solirubrobacter Leifsonia Methylovirgula  

Cerasicoccus Spirochaeta 2 Rickettsia Actinophytocola Limnobacter Hymenobacter 

Candidatus 

Koribacter  

Scytonema Nostoc Luteibacter Acinetobacter 

Candidatus 

Odyssella Sandaracinus Niastella  

Microbacter Acidisoma 

Candidatus 

Protochlamydia Ferruginibacter Ideonella Defluviicoccus Bauldia  

Bosea Fibrisoma Bradyrhizobium Sphingomonas Roseiarcus Amycolatopsis Amnibacterium  

Ferrovum Thiobacillus Pedosphaera Pseudolabrys Methylosinus Mucilaginibacter Acidiphilium  

Phormidium Endobacter Chthonomonas 

Burkholderia-

Paraburkholderia 

 Flavisolibacter Sediminibacterium Paenalcaligenes  

Opitutus Vogesella Patulibacter Nevskia 

Candidatus 

Glomeribacter Actinomycetospora Chthoniobacter  

Exiguobacterium Nitrospira Pedobacter Aeromicrobium Terrimonas Singulisphaera Longispora  
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Oceanobacillus Acidocella  Mesorhizobium Actinocatenispora Serratia Variibacter Polymorphobacter  
Candidatus 

Armantifilum 

Candidatus 

Phytoplasma Acidisphaera Inquilinus Phreatobacter Gaiella Nordella  

Mobilitalea Adhaeribacter Alcanivorax 

Candidatus 

Amoebophilus Stigonema Paenarthrobacter Cytophaga  
Candidatus 

Symbiothrix Siphonobacter Aquicella 

Candidatus 

Finniella Iamia Filimonas Blastocatella  

Desulfomonile Mastigocladopsis Tyzzerella 3 Cohnella Gemmatirosa Rhodanobacter Rhizorhapis  

Labilithrix Chryseolinea Jatrophihabitans Conexibacter Catenulispora Streptomyces Angustibacter  

Geobacter Dokdonella Ktedonobacter Anaeromyxobacter Legionella 

Candidatus 

Methylacidiphilum Asticcacaulis  

Tannerella Aeribacillus Chroococcidiopsis Modestobacter 

Chryseobacteriu

m Edaphobacter Rhodoplanes  

Arachidicoccus Parachlamydia Sulfurifustis Aciditerrimonas Leptospirillum Acidicapsa Woodsholea  

Desulfovibrio Brevundimonas Solitalea Caulobacter Oligoflexus Cellulomonas Sporichthya  

Terrimicrobium Larkinella Terriglobus Gemmata Paenibacillus Pelomonas Propionivibrio  

Meganema Thauera Tumebacillus Chitinophaga Hirschia Telmatospirillum Massilia  
Candidatus 

Endomicrobium Paludibaculum Rhizomicrobium Planctomyces 

Candidatus 

Microthrix Mycobacterium Labrys  

Pelosinus Parvibaculum Reyranella Noviherbaspirillum 

Candidatus 

Solibacter Planococcus Kribbella  

Lactococcus Taibaiella Minicystis Granulicella Tahibacter Isosphaera Actinoplanes  

Arsenophonus 

Candidatus 

Captivus Arthrobacter Actinospica Haliangium Sorangium Crossiella  

Sporocytophaga Dyadobacter 

Candidatus 

Omnitrophus Microcoleus Segetibacter Acidobacterium Brasilonema  

 Aureimonas Lysobacter Parafilimonas 

Candidatus 

Nostocoida Pedomicrobium Steroidobacter  

 Beggiatoa 

Candidatus 

Xiphinematobacter Actinomadura 

Phenylobacteriu

m Nocardia Acidothermus  



38 

 

Table S2. Soil physical-chemical characteristics sampled 0–20 cm deep between sites 

native (NT) and post-mining revegetated site (RV). Means presented in the same line, by 

the same letter do not differ significantly by the Tukey test (p <0.05) 

Soil factors 
Statistics Means of sites 

p-value NT RV 

Fe (mg/dm3) 0.000* 143.13 A ± 2.27 34.86 B ± 2.21 

Cu (mg/dm3) 0.002** 4.01 A ± 0.363 1.68 B ± 0.819 
Mn (mg/dm3) 0.000** 94.36 B ± 8.54 160.36 A ± 5.26 
Zn (mg/dm3) 0.281 ns 2.33 A ± 0.189 2.03 A ± 0.466 
Cr (mg/dm3) 0.005** 1.175 A ± 0.379 0.186 B   0.242 
 Ni (mg/dm3) 0.020* 1.021 A ± 0.271 0.519 B ± 0.164 
Cd (mg/dm3) 0.115 ns 0.119 A ± 0.034 0.178 A ± 0.054 
S (mg/dm3) 0.000** 27.92 A ± 1.980 16.82 B ± 2.10 
B (mg/dm3) 0.001** 0.623 A ± 0.073 0.313 B ± 0.059 
Mg (cmolc/dm3) 0.001** 0.265 A ± 0.053 0.076 B ± 0.02 
Al (cmolc/dm3) 0.000** 0.732 A ± 0.076 0.000 B ± 0.000 
H+Al (potencial acidity) 
(cmolc/dm3) 

0.000** 7.845 A ± 0.131 1.480 B ± 0.252 

m (Aluminum saturation) 
(%) 

0.000** 31.36 A ± 4.01 0.000 B ± 0.000 

OM (dag/kg) 0.000** 5.520 A ±   0.263 0.369 B ± 0.118 
pH H20  0.000** 5.10 B ± 0.096 5.801 A ± 0.112 
Ca (cmolc/dm3) 0.004** 1.339 A ±   0.1678 0.743 B ± 0.205 
Macroporosity (m3/ m3) 0.100 ns 0.170 A ±   0.0706 0.245 A ±  0.029 
Particle density (m3/m3) 0.000** 2.773 B ±  0.1589 3.507  A ±  0.095 

               ± Standart deviation 
               ‘**’ p < 0.01 

 ‘*’ p < 0.05 and ‘ns’ not significant  
 
 
Table S3. Soil physical-chemical characteristics between sites native (NT) and post-

mining revegetated site (RV). Mann-Whitney test for medians in each site and respective 

p-values are showed 

Soil factors p-value 
Median of sites 
NT RV 

P (mg/dm3) 0,030* 1.89 11.25 
K (mg/dm3)  0,029* 58.5 6.2 
Microporosity (m3/ m3) 0,885ns 0.218 0.170 
Dispersed clays (kg/kg) 0,030* 0.131 0,015 
Sand (kg/kg) 0.030* 0.382 0.456 
Clay (Kg/Kg) 0,030* 0,396 

 
0,095 
 

 ‘*’ p < 0.05 and ‘ns’ not significant 
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Table S4. Statistical significance between the environmental variables and prokaryotic 

OTUs obtained by free permutation (999 permutations) from distance based redundancy 

analysis (db-RDA), with r and p values ranked 

Variables r2 P-value 
Fe (mg/dm3) 0.9968   0.009 ** 
Cu (mg/dm3) 0.8239   0.032 * 
Mn (mg/dm3) 0.9539   0.028 * 
Zn (mg/dm3) 0.6823   0.037 * 
Cr (mg/dm3) 0.7901   0.018 * 
Ni (mg/dm3) 0.6670   0.065 ns 
Cd (mg/dm3) 0.4058   0.246 ns 
S (mg/dm3) 0.9013   0.022 * 
B (mg/dm3) 0.8781   0.022 * 
Mg (cmolc/dm3) 0.9107   0.008 ** 
Al (cmolc/dm3) 0.9664   0.031 * 
H+Al (cmolc/dm3) 0.9924   0.022 * 
M (%) 0.9566   0.031 * 
OM (dag/Kg) 0.9986   0.002 ** 
pH 0.9216   0.029 * 
P (mg/dm3) 0.8123   0.024 * 
K (mg/dm3) 0.9562   0.015 * 
Ca (cmolc/dm3) 0.8866   0.004 ** 
Particle density 0.9148   0.023 * 
Dispersed clays in 
H2O (kg/kg) 

0.9761   0.012 * 

Clay (kg/kg) 0.8655   0.031 * 
   ‘**’ p < 0.01 

                 ‘*’ p < 0.05 
    ‘ns’ not significant  

  
  



40 

 

CAPÍTULO 2: Estrutura e dinâmica espacial-temporal da comunidade fúngica em 
sítios de pós-mineração 

 
Resumo 
 A caracterização sítio-específica da área de referência uma das abordagens mais 

importantes para mitigar os impactos causados nas áreas de pós-mineração, promover a 

integridade ecológica e a biodiversidade, principalmente das comunidades de fungos. 

Estes são parte importante da biomassa do solo e sua distribuição pode co-variar com a 

dinâmica de nutrientes do ecossistema e efeitos do clima. Neste sentido, as comunidades 

fúngicas dentro de dois sítios da mina Retiro das Almas: um de pós mineração, revegetado 

(RV) e outro nativo (NT) foram analisadas a partir do sequenciamento da região ITS 

rDNA, pela plataforma Illumina Miseq. Para compreender a variação temporal e espacial 

desta comunidade, um período seco e outro chuvoso foram analisados além das 

características físico-químicas do solo de cada sítio. Os resultados mostram que os sítios 

e períodos de coleta influenciam, individualmente a comunidade de fungos. Assim, o sítio 

NT e o período seco evidenciaram maior riqueza e diversidade. As comunidades fúngicas 

foram estreitamente correlacionadas com as características físico-químicas do solo e, de 

acordo com o período, interagiram de forma peculiar com os táxons identificados, com 

NT exibindo mais características relacionadas a fertilidade do solo que RV. Os filos 

Ascomycota e Basidiomycota foram os mais abundantes nos dois sítios e períodos. Em 

ambos os períodos em RV foram detectados Allocniothyrium, Hipoxylon, Antennariella, 

Umbilicaria e Penidiella e em NT Cancellidium, Clonostachys, Chaetomium, Lachnum, 

Paraconiothyrum e Arnium. Para Glomeromycota, o período não afetou a contagem de 

esporos, contudo o perfil da comunidade, revelada por DGGE, o sequenciamento e a 

identificação de espécies, pela morfologia de esporos mostraram padrões peculiares para 

este grupo de fungos. A abordagem morfológica evidenciou mais espécies pertencentes 

às famílias Glomeraceae, Acaulosparaceae e Gigasporaceae que o sequenciamento. Este 

estudo evidenciou que as comunidades fúngicas em geral sofreram influências temporais 

e espaciais e evidenciaram que os táxons mais abundates exibiram padrões de distribuição 

similares nos mesmos sítios em períodos distintos. 

 

Palavras-chave: Fungos, pós-mineração, Quadrilátero Ferrífero, temporalidade 

Introdução 

A mineração é uma atividade importante para a economia local e global, porém 

conduz a impactos substanciais no ambiente, que incluem modificação do relevo, 
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poluição hídrica, atmosférica e do solo, bem como a remoção da vegetação nativa, que 

prejudica a biota e suas relações ecológicas (Sheoran et al., 2010; Kuter, 2013; Silva et 

al., 2018). Assim, é necessário estabelecer estratégias para a recuperação das condições 

locais de minas a céu aberto (Kuter, 2013). A caracterização sítio-específica aliada ao 

conhecimento detalhado sobre o ecossistema de referência é a melhor abordagem na 

preservação ou restauração da biodiversidade em ambientes de mineração (Roccotielo et 

al., 2015; Kuter, 2013). 

No processo de mineração, a utilização do solo de superfície, ou topsoil para 

reabilitar essas áreas nem sempre é possível e as camadas mais profundas do solo são 

aproveitadas como substrato para esta finalidade (Bradshaw, 2000; Festin et al., 2018; 

Kumar et al., 2018). Estes solos não favorecem o crescimento da vegetação devido à alta 

densidade, deficiência em vários nutrientes, estrutura instável e propensa à erosão 

(Sheoran et al., 2010; Kumar et al., 2018). Além da elevada biodisponibilidade de metais 

e compactação, teor elevado de areia, baixa capacidade de manutenção da umidade, e 

baixo teor de matéria orgânica; que consequentemente modula a composição microbiana 

(Sheoran et al., 2010; Kumar et al., 2018; Festin et al., 2018).  

Entre os componentes bióticos do solo, plantas e fungos são os organismos que 

desempenham papel chave na colonização de sítios contaminados (Roccotielo et al., 

2015). Os fungos são parte importante da biomassa nos solos e desempenham papéis no 

ecossistema como mutualistas, patógenos e saprófitos (Narendrula-Kotha e Nkongolo, 

2017; Tedersoo et al., 2018). A riqueza e a composição das comunidades fúngicas 

geralmente co-variam com a vegetação e são responsivas a nutrientes do solo (Kolaříková 

et al., 2018; Tedersoo et al., 2014). Em escala local, a diversidade e a composição da 

comunidade de fungos podem variar em escalas temporais, como dias, meses, temporadas 

(He et al., 2017). Mudanças sazonais nas comunidades fúngicas são relevantes para 

compreender a atuação dos fungos no funcionamento do ecossistema, além das suas 

respostas às mudanças climáticas globais, e como podem afetar a dinâmica da ciclagem 

de nutrientes e matéria orgânica destes microrganismos (Vargas-Gastélum et al. 2015).  

O alto rendimento do sequenciamento de nova geração (NGS) tem conduzido ao 

aumento na resolução e na detecção de diversos filotipos de fungos em diversos 

ecossistemas, incluindo ambientes naturais (Crognale et al., 2017). Estudos da 

diversidade microbiana, por meio desta ferramenta tem sido realizados nas áreas do 

Quadrilátero Ferrífero e ecossistemas adjacentes (Fernandes et al., 2017; Vieira et al., 

2017; Vieira et al., 2018), que constituem um mosaico de habitats, distintos pela 
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configuração do substrato, composição florística, proporção de rocha exposta e presença 

de blocos rochosos e sedimentos de areia (Carvalho et al., 2012). Estas áreas são 

consideradas como hotspot de diversidade de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs), 

devido a abundância e nichos decorrentes do mosaico de solos e vegetações (Teixeira et 

al., 2017). 

Os FMAs destacam-se em estudos sobre recuperação de áreas de mineração, pois 

são simbiontes obrigatórios de plantas, facilitam a revegetação, estabelecimento e sucesso 

das plantas em áreas degradadas (Harris, 2009; Leung et al., 2007; Li et al., 2013; Yang 

et al., 2015). A rede de micélio extraradicular dos FMAs e a exsudação, pela hifa, da 

proteína do solo relacionada à glomalina (PSRG) contribuem para a formação de 

agregados do solo, tornando-o estável o suficiente para resistir à erosão eólica e hídrica, 

facilitar a retenção de água e a infiltração do ar, os quais são favoráveis para o crescimento 

vegetal e de microrganismos (Yang et al., 2017; Yu et al., 2017). Devido a recalcitrância 

e longo tempo de permanência do solo, a PSRG desempenha um papel fundamental no 

armazenamento a longo prazo de carbono/nitrogênio e diminui a disponibilidade de 

metais pesados (Yang et al., 2017). 

Nós hipotetizamos que a estrutura da comunidade de fungos, do sítio de vegetação 

nativo, não perturbado pela mineração, apresenta os maiores estimadores ecológicos de 

riqueza e diversidade, devido à integridade e complexidade natural deste ambiente, em 

oposição ao sítio de pós-mineração revegetado, e que a composição da comunidade 

fúngica de ambos os sítios é influenciada pelo período de coleta e características edáficas. 

Assim, o objetivo deste estudo foi comparar as comunidades de fungos nos dois sítios no 

período seco e chuvoso, dentro da mina Retiro das Almas, na região do Quadrilátero 

Ferrífero. 

 

Metodologia  

Sítio de estudo e desenho amostral  

As áreas de estudo foram localizadas na mina Retiro das Almas, pertencentes a 

Companhia Vale S. A., localizada no município de Ouro Preto, no estado de Minas 

Gerais, Brasil e desativada a cerca de dez anos (Fig. 1, A, capítulo 1). Estes sítios são 

situados no sul da região do Quadrilátero Ferrífero, onde o clima é subtropical úmido de 

acordo com a classificação de Köpper (Alvares et al., 2013). A média anual de chuvas é 

de 1.386 mm, com a estação chuvosa de outubro a março e a estação seca de abril a 

setembro. A média anual de temperatura é de 20,1 °C. Atualmente, a área da mina Retiro 
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das Almas abrange sítios de mineração a céu aberto, pilha de estéril revegetada além do 

sítio de referência, com vegetação nativa.  

A composição vegetal dos sítios antes da mineração era indistinguível e 

semelhante à vegetação encontrada nos campos ferruginosos do Quadrilátero Ferrífero, 

que abrigam comunidades distintas de plantas tolerantes a metais e hiperacumuladoras 

(Jacobi et al., 2007). As famílias de angiospermas mais abundantes relatadas nessas áreas 

de acordo com Jacobi et al., (2007) são Asteraceae, Orchidaceae, Poaceae, 

Melastomataceae, Cyperaceae, Myrtaceae, Fabaceae, Rubiaceae, Bromeliaceae, 

Solanaceae and Velloziaceae  

As amostragens para as análises da comunidade fúngica foram realizadas em duas 

épocas do ano distintas: período seco (junho de 2015) e período chuvoso (fevereiro de 

2016), em dois sítios 350 m distantes entre si: um sítio composto de pilha de estéril, em 

processo de revegetação (RV) (S 20º24’09,7” W43º52’02.9”), e um sítio de referência, 

com vegetação nativa, não perturbado por atividades mineradoras (NT) (S 20º24’17, 1” 

W43º54’15.8”) (Fig 1, B. Capítulo 1). Em RV, as plantas mais abundantes encontradas 

foram Andropogon bicornis L., Achyrocline satureioides (Lam.) DC e Baccharis 

reticularia DC. Durante o processo de revegetação, outras espécies como Brachiaria sp., 

Crotalaria sp., Sthylosantes sp., Mimosa scabrella (Benth) e uma espécie de gramínea 

exótica, Melinis minutiflora P. (Beauv.) foram introduzidas (Fig 1, C. Capítulo 1). As 

espécies de plantas mais abundantes em NT foram: A. satureioides (Lam.) DC, B. 

reticularia DC, Paspalum guttatum Trin. e Echinolaena inflexa (Poir.) Chase. (Fig 1, D. 

Capítulo 1). 

Cada sítio totalizou uma área de 1.000 m2 para amostragem, com 20 unidades 

experimentais, as quais continham um transecto de cinco subamostras distantes entre si 5 

m, coletadas na profundidade de 0 a 20 cm e misturadas para compor quatro amostras em 

cada sítio (Fig 1, E e F, capítulo 1). As amostras foram nomeadas como: RV1, RV2, RV3, 

RV4 e NT1, NT2, NT3, NT4 e utilizadas para análises químicas, de quantificação da 

PSRG e análises moleculares da comunidade de fungos. Para as análises de física do solo, 

duas de cada cinco subamostras foram utilizadas. As amostras de solo para a extração do 

DNA microbiano foram armazenadas a -20 °C no laboratório de Associações 

Micorrízicas, da Universidade Federal de Viçosa até a realização das análises.  
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Extração de DNA e sequenciamento de amplicons do gene ITS rRNA a análises de 

bioinformática 

O DNA total foi extraído de 0,5 g de solo, usando o Kit NucleoSpin® (Macherey-

Nagel Laboratories, Bethlehem, PA, USA), de acordo com as instruções do fabricante. O 

sequenciamento de DNA foi realizado no sequenciador Illumina MiSeq (2 x 250 bp), 

utilizando os primers da região ITS: ITS1f (5′- CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA -3′) 

e ITS2 (5′- GCTGCGTTCTTCATCGATGC -3′). As sequências foram analisadas 

utilizando o Quantitative Insights into Microbial Ecology (QIIME, version 1.17) 

(Caporaso et al., 2010), os algoritmos USEARCH (Edgar, 2010) e UCHIME (Edgar et 

al., 2011) e UPARSE (version 7.1) (version 7.1 http://drive5.com/uparse/) seguindo a 

pipeline implementada pelo Brazilian Microbiome Project (BMP) (Pylro et al., 2014). 

Arquivos FASTQ foram demultiplexados e filtrados por qualidade para obter uma 

pontuação média de qualidade mínima de 20 utilizando USEARCH (Edgar, 2010). 

Sequências quiméricas foram identificadas e removidas utilizando UCHIME. Unidades 

taxonômicas operationais (OTUs) foram classificadas a 97 % de similaridade usando 

UPARSE (version 7.1) e para cada OTU a taxonomia foi atribuída utilizando o banco de 

dados UNITE versão 8.0. O QIIME foi utilizado para gerar os gráficos de rarefação com 

as OTUs observadas de cada amostra e os índices de diversidade (ACE, Shannon, 

Simpson, dominância e Chao 1).  

 

Nested-PCR e análise de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) 

para Glomeromycota 

O DNA total foi utilizado para amplificação das regiões específicas do gene 18S 

rRNA por Nested-PCR. O primeiro par de primers usados para amplificação do gene 

foram AML1(5’-ATC AAC TTT CGA TGG TAG GAT AGA-3’) e AML2 (5’-GAA 

CCC AAA CAC TTT GGT TTC C-3’) (Lee et al., 2008). A PCR consistiu em: 1 μL do 

DNA molde (20 ng), 0,2 µM de oligonucleotídeos, 0,2 mM dNTP, 4 mM MgCl2, 0,8 µg 

µL-1 albumina de soro bovina (BSA), 10 µL de  tampão Go Taq flex e 0,25µL de GO Taq 

DNA (equivalente a 1,25 unidades de GO Taq DNA polimerase) (Promega, Madison, 

USA) em um volume total de 50  μL. As condições de amplificação foram realizadas de 

acordo com Lee et al., (2008). Um microlitro do produto da primeira etapa da PCR foi 

utilizado na segunda etapa com os seguintes primers: NS31-GC 

(5’CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGTTGGAGGGC

AAGTCTGGTGCC-3’), o qual foi anexada uma sequência rica em CG (Kowalchuck et 
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al., 2002) e Glo1 (5’- GCCTGCTTTAAACACTCTA-3’) (Cornejo et al., 2004). A 

segunda etapa da PCR consistiu nas mesmas quantidades de reagentes da primeira, com 

mesmo volume final e as condições de amplificação foram realizadas de acordo com 

Cornejo et al., (2004). Para a confirmação da presença dos fragmentos de DNA, 5 μL dos 

produtos da primeira e segunda PCR foram verificados por eletroforese em gel de agarose 

(1,5 % p/v) corados com brometo de etídio, e visualizados sob luz UV no 

fotodocumentador Molecular Imaging System (Loccus Biotecnologic L-Pix Chemi). 

Os fragmentos de DNA obtidos por Nested-PCR foram analisados por DGGE 

(DCode System, Bio-Rad Inc., California). Amostras contendo 20 µL dos produtos de 

PCR foram aplicadas em gel de poliacrilamida a 8 % (w/v) e tampão 1 X Tris-acetato- 

EDTA (TAE). O gradiente desnaturante variou de 35 a 55 % para amplicons de 

Glomeromycota (onde 100 % de desnaturação indica uma concentração de 7 mol L-1 ureia 

e 40 % [v/v] formamida).  

Os géis foram submetidos a eletroforese a temperatura constante (60 °C) e 

voltagem (100 V) por 12h, depois corados por 40 min com Sybr Gold (1x) (Molecular 

Probes, Leiden, The Netherlands); os géis foram posteriormente fotografados sob luz UV 

no fotodocumentador Molecular Imaging System (Loccus Biotecnologic L-Pix Chemi). 

Os perfis de DGGE foram analisados utilizando o programa BioNumerics (Version 5.1, 

Applied Maths NV). Os dendrogramas foram construídos pelo índice de correlação de 

Cosine e pelo método de agrupamento de par não ponderado usando médias aritméticas 

(unweighted pair group method using arithmetic averages, UPGMA). 

 

Extração, quantificação e identificação de esporos de FMAs 

Para a extração e quantificação dos esporos de FMA (abundância) foram 

utilizados 100 cm³ de solo para realizar o método do peneiramento úmido (Gerdemann & 

Nicholson, 1963), com peneiras de malha de 0,42 e 0,044 mm e posterior centrifugação 

em água e solução de sacarose a 50 %. A contagem dos esporos foi realizada em placas 

de Petri canaletadas, sob estereomicroscópio.  

A identificação dos esporos foi realizada a partir da seleção de morfotipos 

semelhantes e fixados em lâminas para microscopia contendo, em cada extremidade 

PVLG (álcool polivinílico, ácido lático e glicerol) e PVLG + reagente de Melzer (1:1) 

sob lamínulas. A caracterização das espécies foi baseada em critérios morfológicos 

(https://invam.wvu.edu/).  
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Extração e quantificação de proteína do solo relacionada à glomalina 

O processo de extração da PSRG foi baseado na complexação da substância por 

ácido orgânico (citrato de sódio) (Wright et al., 1996), sendo extraída as frações PSRG 

facilmente extraível (PSRGFE) e PSRG total (PSRGT). Para cada amostra, 1 g de solo 

(previamente peneirado em peneira de 2 mm e seco ao ar) foi armazenado em tubos tipo 

Falcon de 50 mL previamente pesado. Para a extração de PSRGFE foram adicionados 8 

mL de solução tampão de citrato de sódio 20 mmol L-1 (pH 7,0), seguida de uma 

autoclavagem a temperatura de 121 °C por 30 min. Para extração da fração PSRGT, 8 

mL da solução tampão de citrato de sódio 50 mmol L-1, (pH 8,0) foram adicionadas a 1 g 

de solo em tubos tipo Falcon de 50 mL previamente pesados e submetidos a quatro 

autoclavagens sucessivas a 121 ºC por 60 min, até que o sobrenadante atingisse uma 

coloração amarelo claro. Para ambas as frações, uma vez finalizada cada autoclavagem, 

o conjunto [M(tubo+solo+sobrenadante)] foi pesado e posteriormente centrifugado a 

1.677 g por 15 min. Para PSRGFE, após a centrifugação, 1 mL do sobrenadante da 

extração de cada amostra foi armazenado em freezer até serem quantificadas. Para 

PSRGT, foram coletadas subamostras de 0,3 mL do sobrenadante, sucessivamente após 

cada etapa de centrifugação e autoclavagem obtendo-se um volume final total de 1,2 mL 

de amostra para quantificação. O volume final do sobrenadante (Vf) foi 

calculadosubtraindo-se o conjunto [M(tubo+solo+sobrenadante)] por [M(tubo+solo)].  

A quantificação da PSRGT foi realizada determinando a variação de cor em 

reagente Bradford por espectrofotometria, utilizando albumina bovina sérica como 

proteína padrão (Bradford, 1976). Alíquotas de 100 μL de amostras padrão foram 

adicionadas a 1 mL de reagente Bradford Em microtubos e a leitura realizada em 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 595 nm. O cálculo dos teores nas 

amostras de 100 μL foi realizado a partir das fórmulas: 

 𝑥 = 𝑏 − 𝑎𝑦  

Onde:  

x = Ta = teor na amostra de 100 µL; 

 y = valor observado na leitura. 

O teor total de glomalina em mg g solo-1 foi calculado pela seguinte equação: 𝑇𝑓 = 𝑇𝑎. 𝑉𝑓𝑉𝑎  
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Onde:  

Tf = teor total de glomalina em um grama de solo (mg g solo-1); 

Ta = teor de glomalina na amostra de 100 µL (mg g solo-1); 

Vf = volume final do sobrenadante (µL) (volume coletado e medido + Vr, volume 

remanescente no solo após a centrifugação); 

Va = volume da amostra utilizado na leitura (µL). 

 

Caracterização química e física do solo  

A caracterização química foi realizada no Laboratório de Análise do Solo, Tecidos 

Vegetais e Fertilizantes, na Universidade Federal de Viçosa. O pH do solo foi medido 

com a suspensão aquosa de proporção 1:2.5 (v:v) solo: água. Al, Ca e Mg trocáveis foram 

extraídos com 1 mol L-1 KCl (Defelipo and Ribeiro, 1997). P, Na, K, Fe Zn, Mn, Cu, Cd, 

Pb, Ni, e Cr trocáveis foram extraídos com o extrator Mehlich-1 (0,025 mol L-1 de ácido 

sulfúrico e 0,05 mol L-1 de ácido hidroclórico), com a relação solo:extrator 1:10. O 

conteúdo de matéria orgânica foi determinado utilizando o método de Walkley and Black 

(1934), multiplicando-se o percentual de carbono orgânico do solo por um fator de 1,724, 

seguindo as proposições de que a matéria orgânica é composta de 58% de carbono. 

As amostras foram secas ao ar e peneiradas em peneira com malhas de 2,0 mm 

para análises de física do solo como: granulometria, densidade de partículas, porosidade 

total, macroporosidade e microporosidade. A densidade do solo (Ds) foi obtida pelo 

método do anel volumétrico (Blake and Hartge, 1986) e a densidade de partículas (Dp) 

foi obtida pelo balão volumétrico, usando o álcool como líquido penetrante (Kiehl, 1979; 

Embrapa, 1997). A micro e a macroporosidade foram determinadas a partir do método de 

tabela de tensão, utilizando-se 0,006 MPa de coluna de água e a porosidade total foi obtida 

a partir da determinação de macro e microporosidade (Embrapa, 2017). Frações argila e 

silte foram determinadas pelo método de pipeta (Ruiz, 2005). A lei de Stokes foi calculada 

para atingir o tempo de sedimentação dessas frações do solo. 

 

Análises estatísticas  

A análise de variância (ANOVA) foi utilizada para averiguar diferenças entre os 

dados paramétricos de físico-química do solo dos sítios RV e NT, seguida pelo teste de 

médias de Tukey (p < 0,05). Os demais dados físico-químicos não paramétricos foram 

analisados pelo teste de Mann Whitney (p < 0,05). 
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 Para averiguar as diferenças e comparar as médias dos estimadores de diversidade 

(ACE, Chao, Shannon, Simpson e dominância), número de sequências, OTUs, bem como 

o número de esporos entre os fatores sítios, período e a interação entre sítios e período foi 

realizada a ANOVA com parcelas subdivididas no tempo, em delineamento inteiramente 

casualizado e o teste de Tukey com nível de significância a 5 %. Todas as análises foram 

efetuadas por meio do software R v.3.5.2 (R Development Core Team. 2015), com a 

utilização do pacote ExpDes.pt.  

As análises de coordenadas principais (PCoA) e de distância baseada em 

redundância (db-RDA) foram calculadas a partir da matriz de distância Bray-Curtis por 

meio dos pacotes Vegan e Phyloseq no software R v.3.5.2 (R Development Core Team. 

2015). A PCoA foi realizada para avaliar as diferenças na composição da comunidade de 

fungos em ambos os sítios, nos períodos de seca e de chuva. A db-RDA foi realizada para 

analisar quanto da variância na distribuição da comunidade fúngica foi influenciada por 

variáveis ambientais entre os sítios. O teste de Mantel foi realizado para verificar a 

correlação entre estas variáveis a partir dos pacotes Vegan e Phyloseq no programa R. 

 Os heatmaps da comunidade fúngica gerados foram calculados utilizando os 

pacotes: Gplot, Vegan, Heatplus e RColorbrewer v1.0.8 no R. As dez OTUs mais 

abundantes, com o menor nível taxonômico identificado em cada época do ano foram 

selecionadas. A matriz de similaridade Bray–Curtis foi calculada a partir da abundância 

relativa das OTUs para representar, no heatmap, uma análise hierárquica de agrupamento.  

 As OTUs em nível de gênero da comunidade fúngica, em cada sítio e em cada 

período foram utilizadas para gerar os diagramas de Venn, mediante a ferramenta online 

disponível em (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) e para análise de 

espécies indicadoras, que determina a força da associação entre sítios e OTUs, foi 

utilizado o pacote Indicspecies no software R (Cárceres et al., 2010). O cálculo da 

correlação de Spearman entre as variáveis que representam a abundância das OTUs com 

o menor nível taxonômico identificado e as variáveis ambientais foi realizado por meio 

do programa R. As correlações com p-valor < 0,05 foram selecionadas e utilizadas para 

posterior análise de co-ocorrência no software Cytoscape.  

 

Resultados 

Comunidade de fungos nos sítios de mineração  

O sequenciamento Illumina produziu um total de 832.592 reads para o total de 16 

amostras. Após a filtragem por qualidade, as sequências de quimeras e singletons foram 
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removidas, e obteve-se uma quantidade de 285.097 reads, das quais 4.945 foram 

agrupadas em OTUs. As sequências por amostras no período seco e chuvoso variaram de 

10.826 a 24.671 e foram normalizadas para 10.826 sequências para todas as amostras, nas 

análises subsequentes. O número de sequências, OTUs e medidas dos estimadores de 

diversidade em cada sítio e em cada período foram sumarizadas (Tabela 1). 

As curvas de rarefação de OTUs observadas revelaram, de forma geral a tendência 

assintótica das amostras. As amostras do sítio NT, no período chuvosa e de RV em ambos 

os períodos tenderam a uma maior estabilização da curva, e a amostra RV, na estação 

chuvosa, tornou-se ainda mais próxima ao platô de saturação. De forma oposta, NT na 

estação seca revelou uma tendência mais tardia à estabilização da curva (Fig. 2) 

resultando na maior média para as OTUs observadas (Tabela 1). Em relação ao número 

de sequências não houve diferença entre os sítios (p-valor = 0,203), mas houve diferença 

entre os períodos (p-valor = 0,025). 

 

 

Figura 2. Curva de rarefação de OTUs agrupadas a 97 % de identidade das sequências, 

nas amostras dos sítios de: revegetação (RV) e não perturbado, com vegetação nativa 

(NT), em amostras coletadas na época seca (ES) e na época chuvosa (EC) 

 

Os estimadores de diversidade mostraram diferenças estatísticas entre os sítios e 

apresentaram médias maiores para NT, exceto a dominância, a qual foi maior em RV 

(Tabela 1). Em relação ao período, os estimadores de riqueza: ACE e Chao1 e o estimador 

de diversidade Shannon apresentaram diferenças e evidenciaram maiores médias para o 
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período seco, exceto para dominância e Simpson, que foram estatisticamente semelhantes 

em ambos os períodos (Tabela 1). 

Não houve interação significativa entre os fatores sítio e período para: as sequencias 

(p-valor = 0,486), OTUs observadas (p-valor = 0,083) e para os estimadores de 

diversidade: ACE (p-valor = 0,075), Chao1 (p-valor = 0,107), Shannon (p-valor = 0,249), 

Simpson (p-valor = 0,415), dominância (p-valor = 0,415)  

 

Tabela 1. Resultados do sequenciamento Illumina MiSeq e índices de diversidade para 

cada sítio: revegetação (RV) e natural (NT), nas estações seca e chuvosa. Médias com 

letras diferentes na mesma linha são significativamente diferentes (p < 0.05) baseada no 

teste de Tukey 

Fatores Sítios Estações 

Resultados do 
sequenciamento 

RV NT Seca Chuvosa 

Sequências  19.326,7a  ± 4.248 16.465a  ± 3.653,7 15.798,5b  ± 3.577,8 19.993,2a  ± 3635,9 

Otus observadas 507,375b  ± 106,5 795,5a  ± 253,1 791,9a  ± 215,9 511b  ± 1,195 

Estimativa de 
diversidade 

RV NT Seca Chuvosa 

ACE 743,3b  ± 173,3 1.064,2a  ± 469,9 1.159,7a  ± 303,7 647,8b  ± 271,3 

Chao1 730,2b  ± 190,3 1.089,8a  ± 411,5 1.143,2a  ± 298,5 676,8b  ± 256,9 

Shannon 6,21b  ± 0,559 7,791a  ± 0,367 7,34a  ± 0,826 6,657b  ± 0,975 

Simpson 0,954b  ± 0,022 0,986a ± 0,008 0,978a ± 0,021 0,962a   ± 0,024 

Dominancia 0,045a ± 0,022 0,014b  ± 0,008 0,022a  ± 0,021 0,037a  ± 0,024 

 

 

A PCoA revelou quatro agrupamentos distintos para as comunidades de fungos em 

relação aos sítios de coleta (RV e NT) e os períodos (seco e chuvoso) (Fig. 3). 
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Figura 3. Análise de coordenadas principais (PCoA) baseadas no sequenciamento da 

região ITS no sítio de revegetação RV, com as amostras: RV1, RV2, RV3, RV4 e o sítio 

não perturbado, com vegetação nativa, NT com as amostras: NT1, NT2, NT3, NT4 

durante duas épocas do ano: época seca: ES (esferas) e época chuvosa EC (quadrados) 

 
As OTUs provenientes do sequenciamento, nas duas estações, foram atribuídas a 9 

diferentes filos (Fig. 4 A e B), 31 classes, 77 ordens, 148 famílias e 532 gêneros 

identificados. Do total de sequências de fungos para ambos os períodos, os filos 

Ascomycota seguido por Basidiomycota foram os mais abundantes em ambos os períodos 

e sítios. As médias de Ascomycota na estação seca foram de 51 % em RV e 66 % em NT 

e no período chuvoso 56 % em RV e 64 % em NT. Basidiomycota no período seco 

apresentou 39 % no sítio RV e 22 % no sítio NT. No período chuvoso, a média deste filo 

foi de 34 % em RV e 23 % em NT. A média dos fungos não identificados no período seco 

foi de 9 % em RV e 7 % em NT; enquanto no período chuvoso foi 8 % em RV e 7 % em 

NT. 
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Figura 4. Abundância relativa em nível de filo dentro do reino Fungi nas épocas seca (A) 

e chuvosa (B), reveladas pelo sequenciamento da região ITS por meio da plataforma 

Illumina Miseq. As médias das amostras do sítio em revegetação, RV (circunferências 

internas) e do sítio de vegetação nativa, NT (circunferências externas) 

 

Os táxons abundantes e compartilhados em ambos os períodos mostraram uma 

tendência similar na distribuição das abundâncias entre os sítios RV e NT, de forma 

independente do período, exceto o gênero Cladophialophora (Ascomycota), a família 

Clavariaceae (Basidiomycota) e a ordem Helotiales (Ascomycota) (Fig. 5 A e B).  
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Figura 5. Composição fúngica revelada por sequenciamento em da região ITS, pela 

plataforma Illumina Miseq nas épocas seca (A) e chuvosa (B), no sítio de revegetação 

RV, com as amostras RV1, RV2, RV3, RV4 e o sítio não perturbado, com vegetação 

nativa, com as amostras NT1, NT2, NT3, NT4. As análises de agrupamento do heatmap 

da comunidade de fungos foram baseadas na matriz de distância Bray–Curtis calculadas 

a partir das OTUs mais abundantes e classificadas com o menor nível taxonômico 

possível. As cores mais intensas indicam elevada abundância de cada OTUs 

 

A variação temporal também evidenciou oscilações na quantidade das OTUs em 

nível de gênero dentro e entre RV e NT na abundância destes (Fig. 6, A e B). Durante o 

período seco, os sítios RV e NT compartilharam mais gêneros de fungos identificados do 

que no período chuvoso (Fig. 6 A e B, Material suplementar, Tabela S1 e S2). Em RV, 

no período chuvoso o número de gêneros aumentou em relação ao período seco, enquanto 

no sítio NT, o número de gêneros diminuiu no período chuvoso em relação ao período 

seco. Juntos, os sítios RV e NT, nos períodos seco e chuvoso compartilharam 58 gêneros 

comum (Fig. 6, C). 
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Figura 6. Diagrama de Venn evidenciando o número de gêneros de fungos identificados 

e encontrados nos sítios RV e NT nas épocas seca (A) e chuvosa (B) e em ambas as épocas 

(C) 

 
Um total de 34 OTUs, identificadas como espécies indicadoras foram detectadas no 

período seco, onde 15 OTUs pertenceram a RV e 19 a NT. No período chuvoso, foram 

detectadas 25 OTUs, das quais 9 observadas em RV e 13 em NT. As OTUs definidas 

como espécies indicadoras em ambos os períodos para o sítio RV foram Allocniothyrium, 

Hipoxylon, Antennariella, Umbilicaria e Penidiella; enquanto no sítio NT Cancellidium, 

Clonostachys, Chaetomium, Lachnum, Paraconiothyrum e Arnium foram detectados em 

ambos os períodos (Fig. 7, A e B). Hygrocybe foi um dos gêneros mais abundantes em 

duas parcelas no sítio RV e NT no período seco (Fig. 7 A), enquanto Clavaria foi 

abundante em ambos os sítios no período chuvoso (Fig. 7 B). A maioria das OTUs 

reveladas como espécies indicadoras pertencem ao filo Ascomycota, porém membros do 

filo Basidiomycota (Clavaria, Clavulina, Hygrocybe) e do filo Calcarisporiellomycota 

(Calcarisporiella) foram detectados. 
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Figura 7. OTUs de fungos evidenciadas pela análise de espécies indicadoras com as 

respectivas abundâncias relativas nos sítios sob revegetação (RV) e nativo (NT), no 

período seco (A) e chuvoso (B) 

 

Por meio do sequenciamento, verificou-se que entre os FMAs apenas o gênero 

Ambispora, pertencente à classe Archaeosporomycetos foi identificado como menor nível 

taxonômico, o qual foi encontrado apenas no sítio NT em ambos os períodos. O táxon 

Glomeromycota também foi encontrado somente no sítio NT, com médias de 3,5 % na 

estação seca e 1,25 % na estação chuvosa (Fig. 8). A classe dos Glomeromycetos foi 

observada em todos os sítios, sem restrições quanto ao período: no sítio RV as médias 

foram de 4,5 % na estação seca e 11% na estação chuvosa e, no sítio NT, as médias foram 

15 % no período seco e 12,5 % no período chuvoso (Fig. 8). A classe dos 

Paraglomeromycetos foi relatada somente no sítio RV com médias de 0,25 % na estação 

seca, 1 % na estação chuvosa e a classe dos Archaeosporomycetos foi detectada somente 

em NT com médias de 0,75 % no período seco e 0,5 % no período chuvoso (Fig. 8). 
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Figura 8. Filo e classes de Glomeromycota detectados pelo sequenciamento da região 

ITS na plataforma de Illumina Miseq nos sítios de revegetação (RV) e de vegetação nativa 

(NT) nas épocas seca (ES) e chuvosa (EC) 

 
Perfil da comunidade de Glomeromycota em NT e RV por DGGE 
  

O perfil da comunidade de FMAs associadas a diferentes amostras de solo foi 

influenciado principalmente pelo período de amostragem, porém se observam diferenças 

entre os sítios (Fig. 9). No geral, o número de bandas, intensidade e composição 

mostraram algumas diferenças entre as estações seca e chuvosa. 

Dois grupos principais com 95 % de similaridade foram formados (Fig. 9). O 

primeiro grupo foi composto por 87,5 % das amostras da estação chuvosa, que 

corresponderam aos sítios RV e NT, enquanto o segundo grupo foi constituído por 100 

% das amostras da estação seca, todas do sítio NT. As amostras RV3 e RV4, da estação 

seca e RV4 da estação chuvosa dispersas em relação às demais. 

 

  

Figura 9. Dendrograma do perfil da comunidade de fungos micorrízicos arbusculares 

gerados a partir da técnica de Nested PCR-DGGE, construídos pelo índice de correlação 
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de Cosine e análise de agrupamento pelo método do grupo de pares não ponderados 

usando médias aritméticas (UPGMA). RV = sítio de revegetação, com as amostras: RV1, 

RV2, RV3, RV4 e NT = sítio de vegetação nativa, não perturbado, com as amostras: NT1, 

NT2, NT3, NT4. A sazonalidade é expressa pelas siglas ES: época seca e EC: época 

chuvosa. Escala = similaridade (%) 

 

Contagem de esporos e espécies identificadas de FMAs 

As médias do número de esporos não diferiram entre os sítios (p-valor = 0,456) e 

entre períodos de amostragem (p-valor = 0,216). Não houve interações entre os fatores 

sítio e tempo (p-valor = 0,522). As médias entre os sítios foram 218,4 em RV e 182,6 em 

NT e as médias entre períodos foram de 176,1 na época seca e na época chuvosa 224,8 

(Fig. 10).  

Foram identificadas um total de 29 espécies de FMAs pertencentes à 10 gêneros e as 

seguintes famílias: Paraglomeraceae, Archaeosporaceae, Glomeraceae, Acaulosporaceae 

e Gigasporaceae. Algumas espécies de FMAs como: Glomus sp1, Acaulospora cf. mellea 

e Acaulospora cf. morrowiae ocorreram em todos os sítios e nos dois períodos do ano 

(Tabela 2). Outras espécies foram detectadas em ambos os sítios no período seco, como 

Paraglomus ocultum e Archaeospora trappei. Ambos os sítios apresentaram espécies 

exclusivas: 4 espécies no sítio NT, no período seco e 3 no período chuvoso, enquanto RV 

exibiu 1 espécie no período seco e 9 na estação chuvosa.  

 

Figura 10. Médias do número de esporos de fungos micorrízicos arbusculares (A) nos 

sítios de revegetação (RV) e de vegetação nativa (NT) e nos períodos de amostragem seco 

e chuvoso (B). As médias seguidas pela mesma letra não são significativamente diferentes 

entre os sítios dentro do mesmo período pelo teste de Tukey (p < 0,05). 



58 

 

 

Tabela 2. Famílias e espécies de fungos micorrízicos arbusculares identificadas a partir 

das características morfológicas dos esporos, coletados no sítio de revegetação (RV) e 

vegetação nativa (NT), nos períodos seco e chuvoso 

Família Espécie Período 
seco 

Período 
chuvoso 

RV NT RV NT 
Paraglomeraceae Paraglomus occultum + + - - 
Archaeosporaceae Archaeospora trappei + + - - 
 
 
 
 
 
Glomeraceae 

Dominikia cf. minuta - + - - 
Glomus glomerulatum + - + - 
Glomus spinuliferum + - - - 

Glomus sp1 + + + + 
Glomus sp2 + + - - 
Glomus sp3 - + - - 
Glomus sp4 - - - + 
Glomus sp5 - - - + 
Glomus sp6 - - + - 

Rhizophagus sp1 - - + - 
Rhizophagus sp2 - - + - 

 
 
 
 
 
 
Acaulosporaceae 

Acaulospora alpina - - + - 
Acaulospora cf. delicata - - + - 

Acaulospora cf. gedanensis - - + - 
Acaulospora cf. mellea + + + + 

Acaulospora cf. morrowiae + + + + 
Acaulospora cf. polonica - - + - 
Acaulospora cf. rehmii - - - + 

Acaulospora scrocibulata - + + + 
Acaulospora sieverdingii - + - - 

Acaulospora sp1 - - + - 
 
 
 
Gigasporaceae  

Cetraspora pellucida - + - + 
Dentiscutata biornata + - + - 

Gigaspora albida - + - - 
Scutellospora pernambucana - - + - 

Scutellospora sp1 + - - - 
(+) presença, (-) ausência da espécie. 
 
 

Características físicas e químicas do solo e influências na comunidade de fungos 
 

As características físico-químicas do solo exibiram diferenças entre os sítios RV e 

NT, exceto para o Zn (p = 0,281), Cd (p = 0,115) e macroporosidade (p = 0,100) (Material 

suplementar tabela S2, capítulo 1). As comparações entre as medianas no teste não 

paramétrico de Mann Whitney resultaram em diferenças entre os dois sítios, com maiores 

valores para K, microporosidade, argila e proteína total do solo relacionada a glomalina 
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(PSRGT) para NT e os maiores valores para P e areia em RV (Material suplementar 

Tabela S3). 

O teste de Mantel mostrou que os fungos, em ambas as estações coletadas, foram 

correlacionados com as características do solo (r = 0,6713, p = 0,001), considerando 999 

permutações (p < 0,01). A db-RDA evidenciou que as características do solo, 

relacionadas ao pH, densidade de partículas do solo (Dp), nutrientes como P e Mn, além 

do metal Cd influenciaram positivamente a maioria da comunidade fúngica do sítio RV, 

em ambos os períodos de amostragem, enquanto a comunidade fúngica do sítio NT de 

ambos os períodos foi influenciada positivamente pela maior parte dos componentes 

físico-químicas do solo, incluindo a PSRGT e matéria orgânica (Fig. 11, Material 

suplementar Tabela S4). 

 No sítio NT, a comunidade de fungos em ambos os períodos mostrou um padrão 

mais agregado, enquanto no sítio RV evidenciou maior dispersão, principalmente no 

período chuvoso. A amostra RV1 se aproximou das amostras NT tanto no período seco 

quanto no chuvoso. 

 

 

Figura 11. Análise de distância baseada em redundância (db-RDA) realizada a partir da 

distribuição das abundâncias de fungos em relação às características físico-químicas do 

solo nos sítios revegetado (RV) e nativo (NT) e nas duas estações do ano ES (época seca) 

e EC (época chuvosa). Os valores de cada eixo mostram a porcentagem da variância total 

explicada por cada eixo. Foram realizadas permutações livres (999 permutações) para 

determinar a significância estatística entre as variáveis ambientais e variáveis resposta  
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A análise de co-ocorrência evidenciou que apesar das variáveis ambientais serem as 

mesmas para ambas as estações, as correlações positivas entre estas e a comunidade 

fúngica foram peculiares para cada período (Material suplementar, Fig. S2 e S3). 

A maioria dos táxons de fungos no período seco tiveram forte correlação com os 

metais Cr e Cu incluindo os táxons Glomeromycota, Glomeraceae e Ambispora (Material 

suplementar, Fig. S2). Variáveis ambientais como matéria orgânica (MO), PSRGT, argila 

e densidade de partículas (Dp) sobressaíram no período seco. Apenas neste período, as 

correlações relativas à glomalina foram observadas com as OTUs: Dirina, Aplosporella, 

Westerdykella, Geastrum, Peniophora, Rhodotorulla e Capnodiales.  

No período chuvoso, a maioria dos táxons fúngicos foram fortemente 

correlacionados com os macronutrientes S e K e os micronutrientes Ni e Zn. A ordem de 

FMAs Paraglomerales e o gênero Ambispora foram correlacionados com P e B (Material 

suplementar, Fig. S3). O P foi a única variável ambiental que sobressaiu somente no 

período chuvoso.  

 

Discussão 

A estrutura da comunidade de fungos do sítio NT e o período seco evidenciaram os 

maiores valores para os estimadores ecológicos de diversidade e riqueza, corroborando 

nossa hipótese, indicando a complexidade deste sítio durante o período seco. No entanto, 

a composição da comunidade fúngica evidenciou que muitos táxons abundantes e 

compartilhados entre RV e NT não variaram com o período de amostragem. Os fatores 

que contribuíram individualmente para os estimadores ecológicos observados na 

comunidade fúngica em geral foram os sítios, que reflexo das características físico-

químicas dos solos e o período da amostragem. 

 O esforço amostral revelado pela tendência assintótica, na curva de rarefação, 

revelou que em geral, o número de sequências foi satisfatório para todos os sítios em 

ambos os períodos. Para todas as métricas ecológicas, não foram observadas interações 

entre os sítios e períodos de amostragem, demonstrando que os sítios e os períodos 

influenciaram, individualmente na comunidade fúngica. De forma similar em alguns 

aspectos, em áreas de reabilitação de pós-mineração na China, os períodos de amostragem 

e os sítios de regeneração, formados por diferentes espécies de plantas influenciaram os 

índices de riqueza e Shannon para a comunidade de fungos, exceto para Simpson (Li et 

al., 2013). Em contraste, elevados estimadores de Shannon e Chao 1 para Eucariotos 
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foram reportados um sítio de pós mineração, revegetado no Quadrilátero Ferrífero (Vieira 

et al., 2018), o qual é similar à RV.  

A estrutura das comunidades fúngicas diferiram dentro e entre os sítios como 

constatado na PCoA. Dentro do sítio NT, a maior dissimilaridade entre os períodos seco 

e chuvoso indica que neste sítio, a comunidade de fungos é mais complexa que em RV, 

que por sua vez foi mais similar entre si em ambos os períodos de amostragem. A estrutura 

da comunidade fúngica dissimilar entre RV e NT, independente do período seco e de 

chuva revela a distinção entre estes sítios, mesmo após 10 anos de encerramento das 

atividades de mineração e revegetação em RV. Em contraste, um sítio de pós mineração, 

revegetado de outra localidade pertencente à região do Quadrilátero Ferrífero revelou que 

os Eucariotos não diferiram entre os períodos de amostragem (Vieira et al., 2018). 

A predominância dos filos abundantes Ascomycota e Basidiomycota variou pouco 

entre os sítios e períodos. Contudo, em RV, Ascomycota predominou no período chuvoso, 

enquanto Basidiomycota predominou no período seco. Em contraste, um sítio similar a 

RV demonstrou a abundância de Ascomycota no período seco e Basidiomycota no 

período chuvoso (Vieira et al., 2018). A abundância desses dois filos também foi relatada 

em pilhas de rejeitos pós-mineração de carvão (Harantová et al., 2017), em área de 

mineração de carvão a céu aberto (Li et al., 2016) e em áreas adjacentes e de mineração 

de cobre (Deng et al., 2018) e em 40 amostras de solo de comunidades naturais em todo 

mundo (Tedersoo et al., 2014), o que demonstra a ampla distribuição desses filos em 

ambientes influenciados ou não pela mineração. 

Alguns táxons com níveis inferiores a filo e comuns em ambos os períodos exibiram 

uma dinâmica temporal própria como Cladophialophora (Ascomycota), Clavariaceae 

(Basidiomycota), Helotiales (Ascomycota) mostraram, de acordo como período, 

alterações na abundância entre os sítios RV e NT evidenciado no heatmap. O diagrama 

de Venn e OTUs indicadoras em nível de gênero, também reforçaram as diferenças na 

abundância composição e de fungos entre RV e NT nos dois períodos. Os Basidiomicetos 

da ordem Agaricales: Hygrocybe, na estação seca e Clavaria, na estação chuvosa foram 

abundantes tanto em RV como em NT. Os fungos ectomicorrízicos, simbiontes 

mutualistas, pertencem principalmente à esta ordem (Rudolph et al., 2018). De fato, 

Basidiomicetos atuam efetivamente na catálise da decomposição da matéria orgânica do 

solo e a resistência deste grupo de fungos a toxicidade de certos metais pesados pode estar 

conectada com a quantidade de fenoloxidases produzidas por estes fungos durante à 

decomposição dos polifenóis, componentes da matéria orgânica do solo: lignina, ácido 
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húmico, ácido fulvico e humina, os quais são ligados à metais pesados como Cu, Hg e Ni 

(Hoilland et al., 1995). Isto explica a abundância de membros deste filo em NT e RV, 

mesmo sendo sítios distintos em cobertura vegetal e conteúdo de metais. 

A distribuição das OTUs, nos nossos resultados pode ser atribuída não somente ao 

período de amostragem, mas principalmente às características ligadas ao solo e à 

dinâmica do uso de nutrientes por esses microrganismos nos habitats do sítio RV e NT. 

O tipo de vegetação e fertilidade do solo, geralmente são os principais fatores envolvidos 

nas diferenças diversidade em comunidades de fungos (Li et al., 2016; Harantová et al., 

2017; Deng et al., 2018). Em escala global, as variáveis climáticas explicaram as maiores 

proporções da riqueza e composição da comunidade de fungos, pois exibiram efeitos 

diretos e indiretos, que alteraram as variáveis florísticas e edáficas (Tedersoo et al., 2014). 

Considerando ambos os sítios, nos períodos seco e chuvoso, as particularidades nas 

interações entre as comunidades fúngicas e as variáveis ambientais, demonstradas na 

análise de co-ocorrência reforçam a forte influência temporal destas interações. 

Embora os efeitos temporais tenham a mesma abrangência nos dois sítios, os solos 

de RV e NT contribuem para a distinção na distribuição e abundância da comunidade 

fúngica.  A mineração no sítio RV demonstrou efeitos significativos na fertilidade, textura 

e concentrações de metais no solo, mesmo após 10 anos de descomissionamento e 

posterior revegetação deste sítio.  Isto se deve a deposição de estéreis de mineração 

provenientes das camadas mais profundas do solo e resíduos de rocha. Alguns estudos 

têm evidenciado uma maior resposta da comunidade fúngica à fertilidade do solo em áreas 

de pós-mineração (Li et al., 2016; Vieira et al., 2017), e efeitos proeminentes da 

sazonalidade (Li et al., 2013). Outras respostas das comunidades fúngicas são 

relacionadas à metais pesados e metalóides (Narendrula-Kotha e Nkongolo, 2016; Deng 

et al., 2018), textura do solo e a rizosfera (Deng et al., 2018),  pH (Rosenfeld et al., 2018; 

Vieira et al., 2017).  

Apesar dos baixos teores de matéria orgânica, de alguns nutrientes e uma faixa de 

pH um pouco mais elevada (5,7 a 5,9) do que o sítio NT, o sítio RV sustenta uma 

comunidade de fungos, que por meio da análise de db-RDA, mostra maior dispersão 

temporal-espacial. Esta distribuição em RV possivelmente é relacionada a revegetação 

deste sítio, que pode ter contribuído para a formação de novos nichos, assim como a 

dinâmica de nutrientes e metais no solo, que também pode variar com os períodos 

estudados. O sítio NT, no entanto, evidenciou pH mais baixo (com variações de pH de 

5,0 a 5,2), apesar das elevadas quantidades de metais, nutrientes e matéria orgânica. Os 
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solos tropicais geralmente apresentam menor adsorção de metais pesados, pois são 

altamente intemperizados, apresentam minerais argilosos com cargas variáveis e 

dependentes do pH, o que contribui para uma menor afinidade e consequentemente, para 

o aumento da mobilidade de metais pesados tornando-os disponíveis para as plantas 

(Moreira et al., 2015). Assim, a elevada concentração de metais encontrados no solo de 

NT, reflete esta dinâmica. Contudo, a elevada quantidade de matéria orgânica, estrutura 

do solo e a comunidade microbiana instrísceca, influencia diretamente na fertilidade deste 

sítio. 

   O efeito de metais tóxicos na abundância microbiana em habitats naturais varia 

com a natureza do metal, com os organismos presentes e fatores ambientais (Gadd, 1993). 

A diminuição da toxicidade dos metais é correlacionada com as fontes de carbono 

disponíveis no ambiente embora outros nutrientes essenciais como nitrogênio, fósforo, 

enxofre embora alguns metais também influenciem nas comunidades microbianas (Gadd, 

2007, Fomina et al., 2003; Rosenlfeld et al., 2018). É possível que o sítio NT também 

seja reflexo destas interações entre fertilidade do solo, metais, e a estrutura da comunidade 

fúngica. Desta forma, essas interações podem ser suportadas pela correlação positiva 

entre os metais analisados no solo, que exibiram as maiores concentrações em NT, e as 

comunidades fúngicas de ambos os períodos, como demonstrada pela db-RDA. 

A PSRGT (proteína total do solo relacionada a glomalina), produzida nas hifas 

extraradiculares e parede do esporo dos fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) pode 

estabilizar metais potencialmente tóxicos como o Cu, Cd, Pb e Mn (Rilling, 2004). Além 

de contribuir para a formação de agregados do solo (Rilling, 2004) e ter correlação 

positiva com o carbono orgânico do solo em recuperação, em áreas de mineração (Kumar 

et al., 2018). Em nossos resultados, embora a PSRGT esteja presente em ambos os sítios, 

a preponderância desta em NT, indica que este sítio apresenta uma maior estabilidade 

físico-química e principalmente microbiológica em relação ao sítio RV. 

O perfil da comunidade de fungos do grupo Glomeromycota, assim como a 

quantidade média de esporos de FMAs entre os sítios não demonstaram influência do 

fator temporal. De forma oposta, em outras duas localidades do Quadrilátero Ferrífero os 

padrões de esporulação foram distintos dos nossos resultados. O número de esporos na 

estação chuvosa, no sítio de pós mineração revegetado, foi maior que no período seco 

para este sítio e para outros dois sítios adjacentes (Vieira et al., 2017). Entre a pilha de 

estéril revegetada e os sítios adjacentes ao final do período seco, não houve diferença 

significativa na densidade de esporos (Teixeira et al., 2017). Uma vez que a esporulação, 
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depende das condições ambientais e genótipo tanto do hospedeiro como do fungo, a 

abundância de esporos no solo pode não refletir precisamente a composição e a dinâmica 

da comunidade de FMA (Clapp et al., 1995; Liang et al., 2008).  Mesmo sendo ambientes 

de pós-mineração pertencentes à mesma região, estes fatores acima mencionados podem 

explicar o padrão equitativo de esporulação obtido, considerando as variações espaciais 

e temporais no nosso estudo. 

A predominância de espécies de FMAs da família Glomeraceae seguida pela família 

Acaulosporaceae e Gigasporaceae, identificadas por morfologia de esporos mostrou uma 

tendência observada por outros pesquisadores, em ambientes de mineração 

(Krishnamoorthy et al., 2015; Moreira et al., 2015; Yang et al., 2015). Na região do 

Quadrilátero ferrífero, os estudos conduzidos em sítios de pós mineração de ferro e 

revegetado, semelhante à RV demonstraram que os gêneros mais representativos por 

identificação morfológica foram: Acaulospora, Glomus seguida de Racocetra, sendo 

nove espécies exclusivas desta área (Vieira et al., 2017). Na pilha de estéril revegetada 

foram evidenciadas seis espécies exclusivas deste ambiente, das quais Acaulospora 

alpina, Acaulospora scrobiculata e Acaulospora sp1 também ocorreram no sítio RV do 

nosso estudo (Teixeira et al., 2017).  

Embora haja pouca compreensão sobre o que impulsiona a variação da diversidade 

de Glomeromycota, as espécies de FMAs apresentam tolerância diferencial a mudanças 

no seu ambiente, que refletem nas diferentes capacidades de sobrevivência dos mesmos 

(Chagnon et al., 2013; van der Heyde et al., 2017). Membros da família Acaulosporaceae 

apresentam tolerância ao estresse que inclui produção de menor biomassa, reduzindo a 

exposição ao estresse abiótico e ao rompimento micelial, além da frequentemente 

dormência baixas taxas de viabilidade de esporos (Chagnon et al, 2013; van der Heyde et 

al., 2017). Fungos da família Gigasporaceae exibem traços funcionais de competidor, 

voltados para exploração do solo, investindo mais em hifas extra radiculares e produção 

tardia de esporos durante a temporada de crescimento (Chagnon et al., 2013; van der 

Heyde et al., 2017; Hart et al., 2002). As espécies de Glomeraceae se recuperam 

rapidamente da maioria dos eventos de perturbação ambiental devido às elevadas taxas 

de crescimento e ciclo de vida curtos, fusionam e renovam as hifas mais prontamente, 

além de investirem precocemente na formação de esporos (van der Heyde et al., 2017). 

O marcador utilizado para sequenciamento do DNA fúngico foi compatível com o 

propósito do nosso estudo da comunidade e diversidade de fungos, apesar da baixa 

detecção das sequências atribuídas a Glomeromycota. Vieira et al., (2017) utilizaram o 
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LSU rRNA como marcador e a plataforma de sequenciamento Illumina MiSeq e 

detectaram apenas quatro espécies e uma família de FMA, o que foi atribuído ao número 

relativamente pequeno de sequências deste grupo de fungos depositadas em banco de 

dados público. Em geral, para estudo de Glomeromycota, os marcadores utilizados visam 

combinações de primers que incluem as regiões ITS, SSU e LSU, que torna bem-sucedida 

a resolução taxonômica, principalmente entre espécies muito próximas (Lindahl et al., 

2013; Schlaeppi et al., 2016).  

Em conclusão, os maiores estimadores ecológicos foram observados no sítio de 

referência, NT e na estação seca, indicando a complexidade da estrutura da comunidade 

fúngica deste sítio e período de amostragem. As características espaciais, principalmente 

relacionadas à fertilidade do solo, influenciaram estreitamente a estrutura da comunidade 

fúngica sobretudo no sítio NT não perturbado pela mineração. A composição da 

comunidade também revelou a influência da dinâmica temporal-espacial para vários 

táxons, que evidenciaram padrões de abundância particulares, de acordo com os sítios e 

períodos. Embora a dinâmica temporal tenha abrangido a comunidade fúngica em geral, 

alguns táxons de fungos como Glomeromycota não mostraram distinção clara na entre 

período seco e chuvoso diante das análises direcionadas para este grupo. 
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Material suplementar 
 

Tabela S1. Gêneros de fungos identificados por sequenciamento na estação seca dentro e entre os sítios RV e NT 

RV estação seca NT estação seca RV e NT estação seca 

Rhodoveronaea Aspergillus Melanospora Sistotrema Arnium 

Hamigera Leptodiscella Davidiella Cadophora Nemania 

Crocicreas Shiraia Ambispora Didymosphaeria Cladorrhinum 

Umbilicaria Stictis Septoria Stagonospora Preussia 

Noosia Cancellidium Fusicolla Strelitziana Talaromyces 

Candida Stenella Passalora Myxocephala Parastagonospora 

Teratosphaericola Setomelanomma Ganoderma Peniophora Pseudocercospora 

Pseudocosmospora Fulvoflamma Lachnum Antennariella Penidiella 

Thyronectria Durella Xylaria Basidiobolus Setophoma 

Bacidia Bryochiton Chalara Bipolaris Capronia 

Dictyosporium Elasticomyces Lambertella Psilocybe Phoma 

Veronaea Oidiodendron Trapelia Hygrocybe Mortierella 

Botrytis Scleroderma Antrodiella Chaetosphaeria Coniochaeta 

Paecilomyces Memnoniella Pseudoacrodictys Geastrum Penicillium 

Dendryphiella Chloridium Helminthosporium Symmetrospora Metapochonia 

Glomerobolus Phaeoacremonium Curvularia Trechispora Keissleriella 

Tolypocladium Paramycosphaerella Phacidiella Phaeosphaeria Fusarium 

Candelabrochaete Gliophorus Geoglossum Lophiostoma Periconia 

Xenopenidiella Laetisaria Teratosphaeria Wojnowicia Pisolithus 

Verrucaria Basidioascus Capnobotryella Devriesia Westerdykella 

Auricularia Hyaloscypha Pseudoteratosphaeria Austroafricana Umbelopsis 

Endocarpon Galerina Ramaria Pestalotiopsis Hyphoderma 

Rhizoctonia Rasamsonia  Nigrospora  

Mycosphaerella Clavulina  Dactylellina  
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Cataractispora Vertexicola  Ramichloridium  

Hymenoscyphus Saccharicola  Recurvomyces  

Thelonectria Acanthostigma  Agonimia  

Neofusicoccum Alternariaster  Neodevriesia  

Leiosphaerella Myrmecridium  Conlarium  

Favolus Articulospora  Archaeorhizomyces  

Podonectria Arrhenia  Metacordyceps  

Pectenia Neomycosphaerella  Trichoderma  

Byssoloma Cladosporium  Helicoma  

Buckleyzyma Claussenomyces  Arthrobotrys  

Candelariella Acidomelania  Claviradulomyces  

Junewangia Viridispora  Cladophialophora  

Bacidina Cochliobolus  Aplosporella  

Scoliciosporum Phialocephala  Sphaeropsis  

Gamsylella Tricholoma  Orbilia  

Phaeococcomyces Alyxoria  Toxicocladosporium  

Gyrothrix Cercophora  Serendipita  

Heterocephalacria Collophora  Cheiromoniliophora  

Rodwayella Geminibasidium  Cryptococcus  

Phanerochaete Tomentella  Sclerostagonospora  

Limonomyces Microdochium  Acremonium  

Ascochyta Hodophilus  Wojnowiciella  

Zymoseptoria Clonostachys  Paraconiothyrium  

Piloderma Meliniomyces  Dirina  

Pseudophialophora Neophysalospora  Coniothyrium  

Spegazzinia Bjerkandera  Erythrobasidium  

Nectria Junghuhnia  Mycena  

Pseudolophiostoma Xenosonderhenia  Tiarosporella  

Gibberella Geomyces  Xenoteratosphaeria  

Fonsecaea Muriphaeosphaeria  Phlebiella  
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Buellia Euteratosphaeria  Phialophora  

Dictyocheirospora Lecanicillium  Scytalidium  

Rachicladosporium Chaetomium  Massarina  

Pseudosigmoidea Melanogaster  Cyphellophora  

Marchandiomyces Solicoccozyma  Exophiala  

Xenoconiothyrium Pyrenochaetopsis  Tetraplosphaeria  

Hypoxylon Trimmatothelopsis  Pseudoramichloridium  

Alloconiothyrium Pseudorobillarda  Paraphaeosphaeria  

Diaporthe Neosulcatispora  Neurospora  

Spencerozyma Dactylella  Rhodotorula  

Cercospora Dactylaria  Clavaria  

Taphrina Phaeoclavulina  Catenulostroma  

Xylopsora Hazslinszkyomyces  Calcarisporiella  

Zasmidium Stamnaria  Nectriopsis  

Pseudotetraploa Dothistroma  Teichospora  
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Tabelas S2. Gêneros de fungos identificados por sequenciamento na estação chuvosa dentro e entre os sítios RV e NT 

RV estação chuvosa NT estação chuvosa RV e NT estação chuvosa 
Scedosporium Septoria Dichotomopilus Aspergillus 

Rhodoveronaea Xenoconiothyrium Leptodiscella Cadophora 

Strelitziana Hypoxylon Stagonospora Didymosphaeria 

Daldinia Setophoma Phaeocytostroma Myxocephala 

Meruliopsis Heterochaete Shiraia Candida 

Umbilicaria Lambertella Sagenomella Thyronectria 

Peniophora Alloconiothyrium Phlebia Dictyosporium 

Teratosphaericola Caryophylloseptoria Cancellidium Bipolaris 

Antennariella Micarea Basidiobolus Hygrocybe 

Epulorhiza Funalia Fulvoflamma Geastrum 

Cytospora Cosmospora Durella Trechispora 

Roussoella Clypeophysalospora Psilocybe Phaeosphaeria 

Glomerobolus Curvularia Phialemoniopsis Steccherinum 

Purpureocillium Leucosporidium Chaetosphaeria Phaeoacremonium 

Scleroderma Teratosphaeria Poaceascoma Lophiostoma 

Candelabrochaete Hyphoderma Biatora Xenomeris 

Resinicium  Oidiodendron Devriesia 

Xenopenidiella  Memnoniella Pestalotiopsis 

Rutstroemia  Chloridium Nigrospora 

Verrucaria  Tolypocladium Archaeorhizomyces 

Arthrocladium  Pulvinula Conlarium 

Leptospora  Wojnowicia Trichoderma 

Rhytidhysteron  Gliophorus Emericella 

Dactylellina  Laetisaria Helicoma 

Polyporus  Hyphodermella Acidomelania 

Ramichloridium  Hyaloscypha Cladophialophora 

Agonimia  Pseudallescheria Toxicocladosporium 

Helicomyces  Rasamsonia Serendipita 

Neodevriesia  Recurvomyces Chaetomium 

Fimetariella  Clavulina Acremonium 

Hymenoscyphus  Vertexicola Paraconiothyrium 

Entoloma  Leiothecium Erythrobasidium 
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Hydnopolyporus  Metacordyceps Dirina 

Articulospora  Myrmecridium Coniothyrium 

Ceratobasidium  Cladosporium Phanerochaete 

Arthrobotrys  Claussenomyces Exophiala 

Stereum  Viridispora Pseudophialophora 

Aschersonia  Phialocephala Pseudoramichloridium 

Gliocladium  Rigidoporus Paraphaeosphaeria 

Buckleyzyma  Trichothecium Neurospora 

Aplosporella  Collophora Rhodotorula 

Sarocladium  Geminibasidium Pyrenochaeta 

Sphaeropsis  Microdochium Clavaria 

Rhodosporidiobolus  Culicidospora Calcarisporiella 

Orbilia  Clonostachys Neopestalotiopsis 

Camarosporium  Xenosonderhenia Arnium 

Bacidina  Laxitextum Preussia 

Dinemasporium  Euteratosphaeria Parastagonospora 

Cryptococcus  Isaria Lachnum 

Sclerostagonospora  Acremoniopsis Pseudocercospora 

Neophaeosphaeria  Gymnopilus Xylaria 

Wojnowiciella  Deconica Penidiella 

Phaeococcomyces  Ascochyta Capronia 

Gyrothrix  Phialophora Trapelia 

Debaryomyces  Sarcinomyces Mortierella 

Mycena  Neosulcatispora Phoma 

Tiarosporella  Xenasma Knufia 

Rodwayella  Circinotrichum Penicillium 

Sterigmatomyces  Sarcodon Diaporthe 

Phlebiella  Fonsecaea Metapochonia 

Piloderma  Cyrenella Cercospora 

Curvibasidium  Nemania Keissleriella 

Tetraplosphaeria  Ambispora Fusarium 

Aureobasidium  Petriellopsis Periconia 

Cephaliophora  Fusicolla Geoglossum 

Catenulostroma  Clavulinopsis Rhizopus 
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Tetracladium  Humicola Pisolithus 

Teichospora  Talaromyces Umbelopsis 

Metarhizium  Coniochaeta  

Gibberella  Antrodiella  

Pseudosigmoidea  Rhizoscyphus  

Heterodermia  Pseudoacrodictys  

Artomyces  Neoheteroceras  

Leuconeurospora  Westerdykella  
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Tabela S3. Características físico-químicas do solo coletado de 0-20 cm de profundidade 

entre os sítios nativo (NT) e de pós-mineração, revegetado (RV). Teste de Mann-Whitney 

para medianas em cada sítio e seus respectivos valores de p são mostrados abaixo, 

considerando a significância p < 0,05 como significativo 

Características do solo 
p-valor Mediana 

NT RV 

P (mg/dm3) 0,030* 1,89 11,25 
K (mg/dm3) 0,029*  58,5 6,2 
Microporosidade (m3/ m3) 0,885 ns 0,218 0,170 
Areia (kg/kg) 0,030* 0,382 0,456 
Argila (kg/kg) 0,030* 0,396 0,095 
PSRGT (mg. g solo seco-1) 0,030* 0,717 0,012 

             ‘*’ p < 0,05 ‘ns’ não significativo 
 
                 
Tabela S4. Significância estatística entre variáveis ambientais e OTUs fúngicas obtidas 

por permutações livres (999 permutações) da análise de distância baseada em redundância 

(db- RDA) com valores de r e p ranqueados 

Variáveis r2 p-valor 
Fe (mg/dm3) 0,7194   0,001 *** 
Cu (mg/dm3) 0,6514   0,002 ** 
Mn (mg/dm3) 0,6746   0,002 ** 
Zn (mg/dm3) 0,4330   0,023 *   
Cr (mg/dm3) 0,5588   0,004 ** 
Ni (mg/dm3) 0,5076   0,005 ** 
Cd (mg/dm3) 0,2432   0,137 
S (mg/dm3) 0,7406   0,001 *** 
B (mg/dm3) 0,5736   0,001 *** 
Mg (cmolc/dm3) 0,7564   0,001 *** 
Al (cmolc/dm3) 0,7031   0,001 *** 
H+Al (cmolc/dm3) (acidez potencial) 0,7260   0,001 *** 
M (%) (saturação por Al) 0,6912   0,001 *** 
MO (dag/kg) 0,7407   0,001 *** 
pH. H20 0,6261   0,001 *** 
P (mg/dm3) 0,5239   0,003 ** 
K (mg/dm3) 0,7562   0,001 *** 

Ca (cmolc/dm3) 0,8063   0,001 *** 
Densidade de partículas (Dp) (m3/ m3) 0,7132   0,001 *** 
Argila (kg/kg) 0,7264   0,001 *** 
PSRGT (mg. g solo seco-1) 0,7062   0,001 *** 

    Significância:  0 ‘***’ 0,001 ‘**’ 0,01 ‘*’ 0,05 ‘.’ 0,1 ‘’ 
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Figura S2. Redes de co-ocorrência nos sítios RV e NT na estação seca. Dp: Densidade 

de partículas, H+ Al: acidez potencial, PSRG: proteína total do solo relacionada a 

glomalina 
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Figura S3. Redes de co-ocorrência nos sítios RV e NT na estação chuvosa. H+ Al: 

acidez potencial 
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CAPÍTULO 3: Comunidade fúngica do inoculante de FMA obtido por on-farm e 

seu efeito no crescimento de Paspalum densum cultivado em rejeito de mineração 

de ferro e pilha de estéril com adição de cama de frango 

Resumo 

A inoculação de fungos micorrízicos arbusculares (FMAS), aliada a introdução de 

componentes orgânicos, durante a inserção de plantas nativas tolerantes ao ferro em áreas 

de pós-mineração é uma das alternativas para mitigar os impactos ambientais, por 

potencializar o desenvolvimento da comunidade vegetal nestas áreas. Assim, o objetivo 

deste estudo foi caracterizar a comunidade de fungos dos inoculantes obtidos pela técnica 

on-farm, por meio do sequenciamento da região ITS rDNA, pela plataforma Illumina 

Miseq e evidenciar os seus efeitos com ou sem a adubação orgânica, na biomassa e na 

colonização micorrízica na gramínea ferrotolerante Paspalum densum (Poir.), em casa de 

vegetação e no campo. A técnica on-farm foi realizada em baldes de 18 L, que continham 

uma mistura de vermiculita, bagaço de cana e solo local nas proporções (1:1:1, v:v:v). O 

solo local foi proveniente de dois sítios: um nativo (NT) e outro de pós mineração, 

revegetado (RV), que foram mesclados ou não com esporos provenientes da Coleção 

Internacional de Cultura de Glomeromycota. Assim, quatro tipos de inoculantes foram 

produzidos: 1) nativo do sítio de revegetação (RN), 2) nativo do sítio de vegetação nativa 

(NN), 3) nativo misto, instalado no sítio nativo (NM) e 4) revegetação misto, instalado 

no sítio de revegetação (RM), com quatro repetições para cada tratamento. O inoculante 

NN apresentou os maiores valores de diversidade, riqueza e equitabilidade em relação à 

RM e 4 OTUs exclusivas. Ascomycota foi o filo mais abundante em todos os inoculantes. 

Em casa de vegetação foram utilizados uma média 350 esporos destes inoculantes por 

vaso contendo 1,5 kg de rejeito de mineração de ferro, adubados ou não com 15g de cama 

de frango. Após cinco meses, observou-se interação entre estes fatores na biomassa seca 

da parte aérea e da raiz de P. densum, com os maiores valores para os tratamentos que 

receberam o inoculante NN com cama de frango. No experimento realizado em campo 

foram aplicados cerca de 8.106 ha-1 de esporos de FMA, com ou sem aplicação de 40 t ha-

1 de cama de frango. Após seis meses apenas foi observado o efeito positivo da adubação 

na biomassa da parte aérea. Em ambos os experimentos, apenas a adubação com cama de 
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frango teve efeito sobre a colonização micorrízica. Conclui-se que o tipo de inoculante e 

tipo do subproduto da mineração de ferro tem efeito distinto sobre o crescimento de P. 

densum, e a adição de cama de frango, como matéria orgânica e fonte de nutrientes, 

favorece a produção de biomassa e a colonização micorrízica dessa gramínea.  

 

Palavras-chave: adubação orgânica, micorriza arbuscular, subproduto de mineração 

Introdução 

O processo de mineração de superfície, que inclui a mineração de ferro, envolve 

a remoção da vegetação e das camadas de solo em extensões variáveis e locais de 

armazenamento de grandes quantidades de estéril retiradas para acessar o minério, que 

possuem propriedades físicas e químicas heterogêneas (Dudka & Adriano, 1997; 

Bradshaw, 2000; Festin et al., 2018). O rejeito ou tecnosolo é produzido por meio do 

beneficiamento do minério, que é purificado para separar o minério de valor econômico 

e abrange locais de armazenamento de subprodutos de refino aquoso (rejeitos) ou de alta 

temperatura (escórias) e águas residuárias desses processos (Dudka & Adriano, 1997; 

Santini & Gagen, 2018). O tecnosolo gerado após o beneficiamento do minério é 

constituído de rochas grossas e partículas granuladas, geralmente tratadas quimicamente 

(Festin et al., 2018; Kumaresan et al., 2017).  

Além da desestruturação física, da baixa capacidade de retenção de água, baixo teor 

nutricional e de matéria orgânica, os subprodutos tanto da extração quanto do 

beneficiamento do ferro são precariamente colonizados por microrganismos e plantas e 

têm reduzida atividade microbiana (Sheoran et al., 2010; Kumaresan et al., 2017; Festin 

et al., 2018; Carrenho et al., 2018). A introdução de materiais orgânicos como esterco, 

lodo de esgoto e demais resíduos orgânicos é uma abordagem eficaz na restauração dos 

solos impactados pela mineração, uma vez que contribui para a imobilização de metais 

pesados, melhora as propriedades físico-químicas, e consequentemente da 

biodiversidade, que inclui o estabelecimento de comunidades microbiana e de vegetais 

(Mendez et al., 2008; Ohsowski et al., 2017; Festin et al., 2018; Hamid et al., 2019). 

As plantas metalofitas ou tolerantes apresentam mecanismos biológicos para resistir, 

tolerar, ou desenvolver-se em solos metalíferos (Mendez et al., 2008; Whiting et al., 
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2004). Algumas dessas plantas evitam a absorção de metal na rizosfera ou translocação 

de metais nos tecidos da parte aérea, enquanto as hiperacumuladoras são especializadas 

em tolerar níveis extremamente altos de metais em tecidos da parte aérea e raízes, sem a 

produção de efeitos tóxicos (Mendez et al., 2008; Santana et al., 2014). A elevada 

diversidade e endemismo destes vegetais são encontrados em afloramentos naturais e 

também minas, fundições e outros resíduos industriais ricos em metais (Whiting et al., 

2004). A espécie Paspalum densum (Poir), é uma gramínea nativa da América do Sul e 

Central (Gomes,1995) que exibe características favoráveis de resistência ao ferro, com 

capacidade para revegetar ambientes impactados pela deposição de rejeito e estéreis de 

mineração de ferro (Rios et al., 2017; Siqueira-Silva et al., 2019). Entretanto, seu uso 

para revegetação em rejeito e pilha de estéril, combinado com adubação orgânica e 

inóculos microbianos nativos e não nativos ainda não foram explorados. 

A inoculação com microrganismos é considerada benéfica e necessária para a 

restauração ecológica de ecossistemas terrestres perturbados e para conduzir o 

desenvolvimento da comunidade de plantas (Wang et al., 2017). Os fungos micorrízicos 

arbusculares (FMAs) podem ser particularmente importantes para o estabelecimento 

bem-sucedido das comunidades de plantas nativas em locais de pós mineração, uma vez 

que a formação de micorrizas são detectadas em mais de 90 % das plantas superiores no 

ecossistema terrestre (Yan et al., 2013; Eman, 2016; Wang et al., 2017). A relação 

simbiótica entre FMAs e as raízes de plantas implica fortemente na aquisição de 

nutrientes para as mesmas a partir do solo, tolerância a estresse biótico e abiótico, 

interações com outros organismos, favorecendo principalmente a competitividade entre 

plantas (Jansa et al., 2014; Asmelash et al., 2016). 

A técnica on farm consiste na multiplicação de FMAs e microrganismos associados, 

que visa a produção de inoculante micorrízico para aplicações no campo (Schlemper e 

Stürmer, 2014). Propágulos de FMAs como esporos, hifas, fragmentos de raízes de 

plantas colonizadas são adicionados diretamente ao substrato (Ijdo et al., 2011; 

Schlemper e Stürmer, 2014). O método on-farm para a obtenção de propágulos de FMA 

pode ser conduzido em condições naturais ou mesmo controladas, com uma única espécie 

ou um consórcio de espécies de FMAs selecionados, e com uma grande variedade de 
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substratos (Gaur et al., 2000; Douds et al., 2005; Ijdo et al., 2011). Devido ao baixo custo, 

o inoculante obtido pelo método on-farm pode ser realizado em potes ou vasos de mudas 

de tamanhos variados ou ainda, em caixas elevadas (Millner e Kitt,1992; Douds et al., 

2005).  

Neste contexto, a hipótese deste trabalho é de que os inóculos de FMAs e 

microrganismos associados obtidos pela técnica on-farm na Mina Retiro das Almas, em 

Minas Gerais, Brasil, aplicados em conjunto com a adubação orgânica aumentam a 

biomassa da gramínea P. densum em rejeito de mineração e  em pilha de estéril. Desta 

forma, este estudo visa testar os efeitos dos inóculos obtidos pela técnica on-farm e da 

cama de frango na biomassa da gramínea ferrotolerante P. densum, bem como 

caracterizar a comunidade fúngica associada aos inoculantes. 

 

Metodologia  

Sítios de estudo e obtenção do inóculo  

Os inóculos de FMAs obtidos pela metodologia on-farm foram provenientes da mina 

Retiro das Almas, pertencente à Companhia Vale S. A., descomissionada há cerca de dez 

anos e que incluem sítios de mineração a céu aberto, pilha de estéril revegetada além do 

sítio de referência, com vegetação natural. Essa mina está situada ao sul da região do 

Quadrilátero Ferrífero, no município de Ouro Preto, estado de Minas Gerais, Brasil (Fig. 

1, A). O clima da região é subtropical úmido de acordo com a classificação de Köpper 

(Alvares et al., 2013). A média anual de chuvas é de 1.386 mm, com a estação chuvosa 

de outubro a março e a estação seca de abril a setembro. A média anual de temperatura é 

de 20,1 °C.  

Dois sítios dentro da mina, distantes entre si 350 m foram utilizados para obtenção 

de inoculantes de FMA in situ, por meio da técnica on-farm: um sítio de pilha de estéril, 

onde ocorreu a extração de ferro e posteriormente foi revegetado (RV) (S 20º24’09,7” W 

43º52’02.9”), e um sítio de referência, com vegetação nativa, não perturbado por 

mineração (NT) (S 20º24’17.1” W 43º54’15.8”) (Fig. 1, B). Em RV, as plantas relatadas 

como abundantes foram Andropogon bicornis L., A. chyrocline satureioides (Lam.) DC 

e Baccharis. reticularia DC. Durante o processo de revegetação espécies como 
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Brachiaria sp., Crotalaria sp., Sthylosantes sp., Mimosa scabrella Benth. e a gramínea 

exótica, não nativa Melinis minutiflora P. (Beauv.) foram introduzidas em RV. Em NT, 

as espécies de plantas mais abundantes relatadas foram: A. satureioides (Lam.) DC, B. 

reticularia DC, Paspalum guttatum Trin. e Echinolaena inflexa (Poir.) Chase.  

 

 

Fig. 1. Localização da Mina Retiro das Almas. A) Município de Ouro Preto, onde está 

situada a mina, (B) Sítios RV e NT, de onde foram originados os inóculos (C) Preparação 

da mistura para a obtenção do inoculantes a partir da técnica on-farm (D) Baldes contendo 

o inoculante misto no sítio. Baldes com inoculantes on-farm no sítio de pós-mineração 

em revegetação (E) e no sítio nativo (F) 

 

Obtenção dos inóculos 

O preparo da técnica on-farm foi realizada nos sítios em junho de 2015, que 

corresponde à estação seca e os inoculantes foram coletados em dezembro de 2016. Para 

a produção do substrato, com a finalidade de obter os inoculantes de FMAs pela 

metodologia on-farm foram utilizados baldes de 18 L com orifícios, para permitir o fluxo 

de água e contato com o solo. Cada balde continha uma mistura de vermiculita, bagaço 

de cana e solo da área, nas proporções (1:1:1, v:v:v) (Fig. 1, C).  

Dois tipos de inóculos on-farm para cada um dos dois sítios foram produzidos, 

totalizando quatro tratamentos: 1) nativo do sítio de revegetação (RN), 2) nativo do sítio 
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de vegetação nativa (NN), 3) nativo misto, instalado no sítio nativo (NM) e 4) revegetação 

misto, instalado no sítio de revegetação (RM), com quatro repetições para cada 

tratamento, totalizando 16 baldes. Os inóculos mistos foram constituídos de esporos das 

espécies: Rhizophagus clarum (10.250 esporos), Glomus etunicatum (13.000 esporos) e 

Gigaspora albida (300 esporos) obtidos da Coleção Internacional de Cultura de 

Glomeromycota (CICG) (Fig.1, D), Universidade Regional de Blumenau, Departamento 

de Ciências Naturais, Blumenau - Santa Catarina, Brasil. Cada balde recebeu 20 sementes 

de sorgo (Fig 1, E e F), e após 11 meses foram retirados do campo. A contagem de esporos 

foi realizada para cada tratamento, permitindo estimar as quantidades de esporos 

utilizadas no experimento em casa de vegetação e campo.  

 

Extração de DNA, sequenciamento de amplicons do gene ITS rRNA e análises de 

bioinformática da comunidade fúngica dos inoculantes obtidos pelo método on-farm 

Após a coleta dos inoculantes obtidos pela técnica on-farm, dentro baldes, o DNA 

total foi extraído a partir de 0,5 g do substrato, com a utilização do Kit NucleoSpin® 

(Macherey-Nagel Laboratories, Bethlehem, PA, USA), de acordo com as instruções do 

fabricante. 

O sequenciamento de DNA total foi realizado no sequenciador Illumina MiSeq (2 x 

250 bp), utilizando os primers da região ITS: ITS1f (5′- 

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA -3′) e ITS2 (5′- GCTGCGTTCTTCATCGATGC -

3′). As sequências foram analisadas utilizando o Quantitative Insights into Microbial 

Ecology (QIIME, version 1.17) (Caporaso et al., 2010), os algoritmos USEARCH (Edgar, 

2010) e UCHIME (Edgar et al., 2011) e UPARSE (version 7.1) (version 7.1 

http://drive5.com/uparse/) de acordo com a pipeline implementada pelo Brazilian 

Microbiome Project (BMP) (Pylro et al., 2014). Arquivos FASTQ foram demultiplexados 

e filtrados por qualidade para obter uma pontuação média de qualidade mínima de 20 

utilizando USEARCH (Edgar, 2010). Sequências quiméricas foram identificadas e 

retiradas utilizando UCHIME. Unidades taxonômicas operationais (OTUs) foram 

classificadas a 97 % de similaridade usando UPARSE (version 7.1) e para cada OTU, a 

taxonomia foi atribuída utilizando o banco de dados UNITE versão 8.0. O QIIME foi 
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utilizado para elaborar os gráficos de rarefação com as OTUs observadas de cada amostra, 

bem como os índices de diversidade (ACE, Shannon, Simpson, dominância e Chao 1).  

 

Extração e quantificação de esporos de FMAs dos inóculos obtidos pela técnica on-

farm 

Após a obtenção do inoculante de FMA pelo método on-farm foram realizadas 

extrações de esporos a partir de 100 cm³ do inoculante on-farm, de cada amostra, pela 

técnica de peneiramento úmido (Gerdemann & Nicolson, 1963). Posteriormente as 

amostras foram centrifugadas em água e, em seguida, em solução de sacarose 50 %. A 

quantificação dos esporos de FMA (abundância) foi realizada em placas de Petri 

canaletadas, sob estereomicroscópio.  

 

Experimento 1: Efeito da inoculação e da adubação orgânica na biomassa e 

colonização micorrízica de P. densum cultivada em rejeito de mineração 

Os inóculos obtidos pela técnica on-farm foram utilizados para conduzir um 

experimento fatorial (5x2) iniciado durante a estação chuvosa (janeiro de 2018) em casa 

de vegetação do Laboratório de Associações Micorrízicas, Departamento de 

Microbiologia da Universidade Federal de Viçosa. 

O experimento consistiu de 4 tipos de inóculo (NN, NM, RN e RM) e o controle SI 

(sem inoculação), que foram adubados ou não com cama de frango, com 10 repetições 

em delineamento inteiramente casualizado. Cada vaso recebeu 1,5 Kg rejeito de 

mineração e os tratamentos com adição de adubo orgânico receberam 15 g de cama de 

frango. À esta mistura foram aplicados em cada vaso, uma média de 350 esporos dos 

inóculos: natural nativo (NN), natural misto (NM), revegetação nativo (RV), revegetação 

misto (RM) e o grupo controle, sem inoculante (SI). Cerca de 15 sementes de P. densum 

foram semeadas por vaso, as quais foram desbastadas para manter 5 plantas por vaso até 

a avaliação final do experimento. Os vasos foram irrigados diariamente e randomizados 

semanalmente. O experimento foi mantido por 5 meses em casa de vegetação com 

aplicações de 100 mL de solução nutritiva de Clarck, (1982), sem fósforo a cada dez dias. 
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Em cada tratamento, 5 repetições foram utilizadas para a quantificação da 

colonização micorrízica e 5 foram utilizadas para determinação das massas da: matéria 

fresca (MFPA) e seca (MSPA) da parte aérea e matéria fresca (MFR) e seca (MSR) da 

raiz. A MSPA e MSRA das plantas foram determinadas após secagem até massa 

constante a 70 ºC em estufa com ventilação forçada por 72 h. Para a determinação da 

MSR, as raízes foram tratadas pela técnica DCB (ditionito-citrato-bicarbonato) (Taylor 

& Crowder, 1983), a fim de extrair óxidos de ferro na superfície do apoplasto radicular. 

 

Experimento 2: Efeito da inoculação e da adubação orgânica na biomassa e 

colonização micorrízica de P. densum cultivada em pilha de estéril, no campo 

O experimento foi conduzido no sítio de pós-mineração de ferro, sob pilha de estéril 

revegetada (20º24'15.70''S e 43º54'14.6''W), nas proximidades onde foram obtidos os 

inóculos do sítio RV. A vegetação superficial foi removida, com auxilio de enxadões para 

montagem do experimento, o qual foi iniciado durante a estação chuvosa (dezembro de 

2017). 

O delineamento foi realizado em 4 blocos casualizados, que totalizaram 40 m2. Cada 

bloco continha 10 parcelas de 1 m2 (0,5 m x 0,5 m de parcela útil com bordas de 0,25 m 

de cada lado) e 10 linhas de plantio, distantes 0,10 m entre si. Os tratamentos consistiram 

no fatorial (5x2), com 10 repetições, nos quais foram utilizados quatro tipos de inóculo 

(NN, NM, RN e RM) e o controle sem inóculo, com 40 t ha -1 ou sem aplicação da cama 

de frango. Os tratamentos foram sorteados dentro de cada bloco e para a aplicação da 

cama de frango, o substrato de cada parcela foi revolvido em aproximadamente 20 cm de 

profundidade. Em seguida, em cada parcela foram distribuídos uma média de 8.106 há-1 

esporos de FMA por parcela para cada um dos 4 tratamentos com inóculo obtidos pela 

técnica on-farm, exceto pelo tratamento controle, sem inóculo. 

Sementes de P. densum na densidade de 40 kg ha-1 foram semeadas nas 10 linhas de 

plantio em cada parcela. As parcelas deste experimento não foram irrigadas e dependeram 

somente da precipitação natural. Após 6 meses, considerando as 4 linhas de plantio 

central, as plantas foram coletadas com auxílio de um gabarito de madeira com dimensões 
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0,50 m x 0,50 m (0,25 m²), armazenadas em sacos plásticos e conduzidas para o 

laboratório, para determinação da MFPA e MSPA e avaliação da colonização micorrízica. 

 

Quantificação da colonização micorrízica em P. densum 

Para avaliar a colonização micorrízica, as raízes de P. densum, em ambos os 

experimentos foram lavadas em água corrente e armazenadas em FAA (formol: álcool: 

ácido acético 0,5:9:0,5). Para avaliação da colonização por FMA, as raízes foram 

diafanizadas com KOH (10 %), acidificadas com HCl (1 %) e coradas com azul de Tripano 

em lactoglicerol (0,05 %) (Phillips & Hayman, 1970). Após a coloração, as raízes foram 

armazenadas em lactoglicerol (Brundrett et al., 1996). Para estimar a porcentagem de 

colonização radicular por FMAs foi utilizado o método de intersecção dos quadrantes 

(Giovannetti & Mosse, 1980). 

 

Características químicas do rejeito de mineração de ferro utilizado no experimento 

1 e da pilha de estéril utilizada no experimento 2 

As propriedades químicas dos substratos de mineração (rejeito e pilha de estéril) 

foram analisadas no Laboratório de análise do solo, tecidos vegetais e fertilizantes, na 

Universidade Federal de Viçosa. Após a coleta de P. densum foram analisadas 5 amostras, 

que equivaleram aos 5 tratamentos provenientes da casa de vegetação e o total de 40 

amostras, obtidas de todos os blocos oriundas do campo. O pH do solo foi medido com a 

suspensão aquosa de proporção 1:2,5 (v:v) solo: água. Al, Ca e Mg trocáveis foram 

extraídos com 1 mol L-1 KCl (Defelipo & Ribeiro, 1997).  

A capacidade de troca catiônica (T) foi realizada em pH 7,0. O extrator Mehlich-1 

(0,025 mol L-1 de ácido sulfúrico e 0,05 mol L-1 de ácido hidroclórico), com a relação 

solo:extrator 1:10 foi utilizado para extrair o P, Na, K, Fe Zn, Mn, Cu, Cd, Pb, Ni, e Cr 

trocáveis. O conteúdo de matéria orgânica foi determinado utilizando o método de 

Walkley and Black (1934), multiplicando-se o percentual de carbono orgânico do solo 

por um fator de 1,724, seguindo as proposições de que a matéria orgânica é composta de 

58% de carbono. A determinação do nitrogênio foi realizada pelo método Kjeldhal 

(Yasuhara & Nokihara, 2001). 
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O fósforo remanescente foi determinado de acordo com Alvarez et al., (2000). A 

porcentagem de matéria orgânica foi efetuada por multiplicação da porcentagem do 

carbono orgânico pelo fator 1,724, sob o princípio de que a matéria orgânica é composta 

de 58 % de carbono (Walkley & Black,1934).  

 

Análises estatísticas  

Para a contagem de esporos de FMAs obtidos pelo método on-farm e índices de 

diversidade foram realizadas análises de variância (ANOVA), seguida do teste de Tukey 

(p < 0,05). 

A análise de coordenadas principais (PCoA) foi gerada para visualizar as diferenças 

entre as comunidades fúngicas dos inoculantes, com base nos dados obtidos pelo 

sequenciamento e calculadas a partir da matriz Bray-Curtis usando os pacotes: Vegan, 

phyloseq and ggplot2 no software R v.3.1.3 project (R Development Core Team., 2015). 

A análise de espécies indicadoras foi obtida para cada OTU fúngica identificada em nível 

de gênero em cada inóculo e foi realizada por meio do pacote Indicspecies do R (Cárceres 

et al., 2010). 

Os dados da biomassa de P. densum dos experimentos 1 e 2 e a colonização 

micorrízica para o experimento 1 foram transformados pelo cálculo da raíz quadrada. Para 

as análises das características químicas do experimento em campo e para os dados de 

biomassa de P. densum nos experimentos 1 e 2, a ANOVA foi utilizada a fim de testar os 

efeitos individuais de cada fator e a interação entre os fatores. Em seguida, as médias 

foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). 

As médias do número de esporos, medidas de biomassa e colonização micorrízica 

foram calculados pelo pacote ExpDes.pt e Ggplot2 do R v.3.1.3 project (R Development 

Core Team. 2015). 

 

Resultados 

Caracterização da comunidade fúngica dos inóculos 

 Foram obtidas um total de 666.454 reads da região ITS no sequenciamento pela 

plataforma Illumina Miseq para as 16 amostras de inóculos de FMA, provenientes dos 
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substratos obtidos pela metodologia on-farm. Após a filtragem por qualidade, as 

sequências de quimeras e singletons foram removidas e resultaram em 245.453 reads, 

das quais 4.945 foram agrupadas em OTUs. As sequências variaram de 8.450 a 23.856, 

as quais foram normalizadas para 8.450 sequências para as análises subsequentes. O 

número de OTUs e medidas dos estimadores de diversidade em cada inóculo foram 

sumarizadas (Tabela.1). 

 A curva de rarefação dos inóculos evidenciou uma tendência ao platô de saturação 

para o número de sequências em todas as amostras (Material suplementar, Fig 1). As 

médias das OTUs observadas foram iguais para todos os inóculos (p = 0,067). Dentre os 

estimadores de diversidade, ACE foi igual em todas as amostras (p = 0,043). Dominância 

foi maior em RM e os índices de Chao1, Shannon e Simpson foram maiores em NN. 

 

Tabela 1. Número de OTUs presentes em cada tipo de inoculante de FMA obtido pela 

técnica on-farm, a partir do sequenciamento Illumina MiSeq, e índices de diversidade 

para a comunidade fúngica associada. Médias apresentados na mesma linha, pela mesma 

letra não diferem significativamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey 

Amostras NM NN RM RN 
OTUs 

observadas 309a ± 116,4 346a ± 95,4 192,75a ± 61,2 220,5 a ±22,9 
Índices de 

diversidade NM NN RM RN 

ACE 490,6a ± 160,3 521,01a ± 92,9 304,8a ± 103,7 352,4a ± 48,5 

Chao1  470,5ab ± 162 522,4a ± 84,57 299,5b ± 95,4 334,7ab ± 42,6 

Dominância 0,132ab ± 0,132 0,123b ± 0,123 0,314 a ± 0,314  0,201ab ± 0,201 

Shannon 4,446ab ± 0,891 4,853a ± 0,625 3,926ab ± 0,914 3,161b ± 0,327 

Simpson 0,867ab ± 0,052 0,876a ± 0,055 0,685b ± 0,156 0,798ab ± 0,042 

Inóculos: natural nativo (NN), natural misto (NT), revegetação nativo (RN) e 
revegetação misto (RM) 
 

Do total de sequências, os filos mais representativos em todos os inoculantes de FMA 

obtidos pelo método on-farm foram Ascomycota com: 82,01 % em RN, 54,13 % em RM, 

70,21 % em NN, 51,15 % em NM. Basidiomycota foi o segundo filo mais abundante em 

todos os inóculos com 19,65 % em NM, 5,09 % em NN, 3,37 % em RM e 1, 39 % em 

RN. Os fungos do filo Glomeromycota, o qual pertencem os FMAs foram detectados 



94 

 

somente em NM e representaram 0,003 %. Filos pertencentes ao reino Fungi, totalizaram 

80,40 % em NM; 76,71 % em NN; 58,72 % em RM e 83,81 % em RN (Fig. 2). O filo 

Rhizaria, grupo de protistas também foi detectado em todos os inóculos, totalizando 0,93 

%. 

 

Figura 2. Abundância relativa em nível de filo nos inóculos obtidos pela técnica on-farm 

por meio do sequenciamento da região ITS na plataforma Illumina Miseq. Inóculos: NM 

= natural misto, NN = natural nativo, RM = revegetação misto e RN = revegetação nativo 

 

A PCoA distinguiu a comunidade fúngica entre os sítios de origem (RV e NT), dos 

inoculantes de FMA obtidos pelo método on-farm. A estrutura da comunidade fúngica 

dos inóculos obtidos do sítio NT (NM e NN) concentraram-se em um só eixo e foram 

menos dissimilares entre si do que os inóculos do sítio RV (RN e RM), os inóculos NN e 

NM compartilharam mais OTUs entre si (Fig. 3). 
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Figura 3. Análise de coordenadas principais (PCoA) baseadas no sequenciamento da 

região ITS para a comunidade fúngica associada aos inóculos de FMA obtidos pela 

técnica on-farm: NM = natural misto; NN = natural nativo; RM = revegetação misto e 

RN = revegetação nativo 

 

Um total de 26 OTUs em nível de gênero foram detectadas como OTUs indicadoras 

para os inóculos NM, NN, RM e RM (Fig. 4). Quatro OTUs foram associadas 

exclusivamente ao inoculante NN, como Durella, Lophiostoma, Acidomelania e 

Cancellidium. Os inoculantes RM e RN compartilharam duas OTUs indicadoras, 

Acremonium e Alloconiothyrium, enquanto NM e NN compartilharam a um total de 17 

OTUs. Exophiala foi associada aos inoculantes NN, RM e RN, enquanto Arnium e 

Penicillium foram associados aos inóculantes NM, NN e RN. 
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Figura 4. OTUs de fungos evidenciadas pela análise de espécies indicadoras com as 

respectivas abundâncias relativas nos inóculos de FMAs, obtidos pelo método on-farm. 

NM = inóculo natural misto, NN = inóculo natural nativo; RM = revegetação misto e RN 

= revegetação nativo 

 

Quantidade de esporos de FMAs dos inoculantes 

As médias de esporos de FMAs nos inoculantes não diferiram (p-valor = 0,166), e as 

médias variaram de 176 a 289 (Fig. 5).  
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Figura 5. Média de esporos de FMA dos inóculos: NM = natural misto; NN = natural 

nativo; RM = revegetação misto e RN = revegetação nativo obtidos pela técnica on-farm. 

Os gráficos representados pela mesma letra não diferem significativamente a 5 % pelo 

teste de Tukey. Barra = desvio padrão da média 

 

Experimento 1: Efeito da inoculação e da adubação orgânica na biomassa e 

colonização micorrízica de P. densum cultivada em rejeito de mineração 

 Houve interações entre inoculante e adubação orgânica para MSPA (p-valor = 0,003) 

e para MSR (p-valor = 0,004). Para a porcentagem de colonização micorrízica houve 

somente o efeito da cama de frango (p-valor = 0,001).  

A adubação com cama de frango aumentou a MSPA e MSR (Fig. 6A e B). A maior 

MSR foi observada quando aplicado o inoculante NN (média = 1, 318 g) (Fig. 6A), 

enquanto a maior MSPA foi observada quando aplicados os inoculantes NN (média = 

1,586 g) NM (média = 1,569 g) (Fig. 6B).  

Não houve interação entre os fatores inoculante e adubação com cama de frango 

sobre a colonização micorrízica. O aumento da colonização foi evidenciado nos 

tratamentos com adubação com cama de frango (média = 1,47 %). Desta forma, qualquer 

dos inoculantes combinado com cama de frango resultou em uma maior colonização por 

FMAs na raíz de P. densum (Fig. 6C). 
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Figura 6. Biomassa e colonização micorrízica no experimento com P. densum na casa de 

vegetação, com inoculantes micorrízicos obtidos pela técnica on-farm: natural nativo 

(NN), natural mix (NM), revegetação nativo (RN) e revegetação mix (RM). Massa seca 

da parte aérea MSPA (A), massa seca da raíz, MSR (B) e colonização micorrízica (C). 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste de Tukey (p 

< 0,05). Letras maiúsculas referem-se as médias entre adubação com e sem cama de 

frango e as letras minúsculas referem-se as médias entre os inoculantes. As barras claras 

correspondem aos tratamentos com cama de frango e as barras escuras indicam os 

tratamentos sem cama de frango 

 

A aplicação da cama de frango no rejeito, em casa de vegetação demonstrou aumento 

principalmente nos teores de nitrogênio (N), fósforo (P), potássio (K), cálcio (Ca) e 

magnésio (Mg) (Tabela 2).  
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Tabela 2. Características químicas do rejeito de mineração de ferro utilizado em casa de 

vegetação, no experimento 1 

Inóculo NM NM NN NN RM RM RN RN SI SI 

Adubação  
com 
CF 

sem 
CF 

com 
CF 

sem 
CF 

com 
CF 

sem 
CF 

com 
CF 

sem 
CF 

com 
CF 

sem 
CF 

pH  7,46 7,7 7,6 7,45 7,69 7,66 7,58 7,6 7,57 7,73 
P (mg/dm3) 74 12,4 88,4 13,9 89,1 12,6 83,8 15,3 90,7 13,2 
P-Rem (mg/L) 27,3 23,6 28,8 23,4 28,6 23,8 30,2 24,5 23,3 23,2 

K (mg/dm3) 62 80 74 81 94 85 77 74 71 36 

N (dag/kg) 0,024 0,018 0,021 0,012 0,018 0,006 0,018 0,007 0,023 0,005 

MO (dag/kg) 0,39 0,13 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,13 0,13 0,13 

Mn (mg/dm3) 175,9 112,6 147,9 178,6 126 204,1 207,7 160,2 114,9 159,1 
Fe (mg/dm3) 35,8 39 35 59,3 29,6 71,7 35,6 50,5 38 50,8 
SB (cmolc/dm3) 2,98 3,07 3,39 2,81 3,61 2,45 3,26 2,53 2,45 2,04 
T (cmolc/dm3) 4,58 3,07 3,39 2,81 3,61 2,45 3,26 2,53 2,45 2,04 
Pb (mg/dm3) 0,68 0,82 0,91 0,71 0,82 0,29 0,95 0,62 0,84 0,59 
Zn (mg/dm3) 5,42 2,65 6,85 1,64 5,72 1,17 6,18 2,05 6,04 1,62 
Cd (mg/dm3) 0,08 0,11 0,12 0,08 0,08 0,09 0,13 0,04 0,08 0,09 
Cr (mg/dm3) 0 0,23 0 0 0,08 0,02 0,07 0 0 0 
Cu (mg/dm3) 0,73 0,68 0,63 0,88 0,58 0,46 0,71 0,44 0,42 0,41 
Ni (mg/dm3) 0,43 0,76 0,63 0,47 0,58 0,43 0,44 0,51 0,47 0,4 

Inóculos: NM = natural mix, NN = natural nativo, RM = revegetação mix e RN = 

revegetação nativo. SI = sem inóculo, CF= cama de frango 

 

Experimento 2: Efeito da inoculação e da adubação orgânica na biomassa e 

colonização micorrízica de P. densum cultivada em pilha de estéril, no campo 

A MSPA não mostrou interação entre os fatores inoculante e adubação (p-valor = 

0,225), também não foram observados efeito do inoculante (p-valor = 0,624) e do bloco 

(p-valor = 0,670). Contudo, houve apenas influência da adubação com cama de frango na 

MSPA (p-valor = 0,000) (Fig. 7A). A porcentagem de colonização micorrízica também 

demonstrou exclusivamente efeito da adubação com cama de frango (p-valor = 0,000), 

com média de 82 % (Fig. 7B). 
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Figura 7. Biomassa e colonização micorrízica de Paspalum densum crescendo sobre 

pilha de estéril, no campo. (A) Massa seca da parte aérea (MSPA) e (B) colonização 

micorrízica. Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste 

de Tukey (p < 0.05). Letras maiúsculas referem-se as médias entre adubação com e sem 

cama de frango. As barras claras correspondem aos tratamentos com cama de frango e as 

barras escuras indicam os tratamentos sem cama de frango  

 

As análises químicas dos tratamentos na pilha de estéril em campo evidenciaram que 

a maioria das características químicas como fósforo remanescente (P-rem), K, N, matéria 

orgânica (MO), pH, soma de bases (SB), capacidade de troca catiônica total (T), zinco 

(Zn) e cromo (Cr) sofreram efeitos da adubação com cama de frango, o que resultou em 

maiores médias (Tabela 4). Contudo, apesar do efeito da adubação com cama de frango 

no ferro (Fe), o tratamento sem cama de frango exibiu maior média. O manganês (Mn), 

o cádmio (Cd), cobre (Cu) e níquel (Ni) não sofreram efeito nem do inóculo, nem da cama 

de frango. 
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Tabela 3. P-valores das características químicas da pilha de estéril de mineração de ferro 

no experimento 2 calculados a partir da ANOVA 

Características 
químicas Inóculo Adubação 

Interação Inóculo 
adubação 

 p-valor p-valor p-valor 
pH 0,90449 0,0000* 0,9107 
P (mg/dm3) 0,54384 0,00001* 0,7815 
P-rem (mg/L) 0,55568 0,0045* 0,8421 
K (mg/dm3) 0,070043 0,0000* 0,1012 
N (dag/kg) 0,16099 0,0000* 0,7090 
MO (dag/kg) 0,69909 0,0076* 0,8106 
Mn (mg/dm3) 0,70619 0,5986* 0,3419 
Fe (mg/dm3) 0.0679* 0.0000* 0.2095 
SB (cmolc/dm3) 0,1693 0,0000* 0,3949 
T (cmolc/dm3) 0,22738 0,0000* 0,3515 
Pb (mg/dm3) 0,16178 0,52075 0,4402 
Zn (mg/dm3) 0,57041 0,0000* 0,3531 
Cd (mg/dm3) 0,81516 0,3269 0,9085 
Cr (mg/dm3) 0,46616 0,0199* 0,5884 
Cu (mg/dm3) 0,87246 0,6092 0,8616 
Ni (mg/dm3) 0,6519 0,3684 0,9215 

                           * Significativo a p < 0,05  

 

Tabela 4. Médias das características químicas da pilha de estéril adubada ou não com 

cama de frango do experimento 2. Médias apresentadas na mesma linha, pela mesma letra 

não diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05) 

Características químicas  Adubação 

 com CF sem CF 
pH 6,9895a 6,123b 
P (mg/dm3) 337,29a 14,01b  
P-rem (mg/L) 54,745a 5 0,45 b 
K (mg/dm3) 18,75a 11,5a 
N (dag/kg) 0,054a 0,221b 
MO (dag/kg) 0.933a 0.399b 
Fe (mg/dm3) 10,287b 14,2667a 
SB (cmolc/dm3) 2,786a 0,961b 
T (cmolc/dm3) 3,511b 2,061b 
Zn (mg/dm3) 13,551a 1, 8275b 
Cr (mg/dm3) 0,378a 0,321b 

    CF=cama de frango 
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Discussão 

Os maiores estimadores ecológicos no inoculante NN confirmaram os mesmos 

padrões de diversidade, riqueza sobretudo em termos de OTUs raras para a comunidade 

de fungos, observados no solo do sítio de vegetação nativa, que originou este inoculante 

(Tabela 1, capítulo 2), o que é esperado, já que este solo foi utilizado na composição de 

NN. Em contraste com NN, a elevada dominância no inoculante misto RM, no qual foram 

introduzidas espécies de FMAs reflete um padrão de dominância semelhante ao solo do 

sítio de pós mineração, revegetado, o qual compôs este inoculante (Tabela 1, capítulo 2). 

Uma vez que o solo é um ambiente estruturalmente heterogêneo, com sítios que oferecem 

diferentes condições de crescimento, a diversidade de espécies pode ser mantida se um 

local for apto para sustentar números semelhantes de indivíduos para cada uma das 

espécies presentes na comunidade, se houver impossibilidade, então o tipo melhor 

adaptado ao nicho mais produtivo se tornará dominante (Dejonghe et al., 2001), como 

observado no inóculo RM. 

O filo Ascomycota revelado pelo sequenciamento dos inoculantes foi predominante 

em relação aos demais filos, assim como observado por outros autores (Tedersoo et al., 

2014; Vieira et al., 2018; Rosenfeld et al., 2018). Embora o método on-farm vise a 

multiplicação de propágulos de FMAs, a presença de outros grupos de fungos foi 

previsível, devido a própria composição dos substratos no on-farm e a condição in situ, 

na qual o método é empregado. Assim, o sequenciamento da região ITS evidenciou a 

abundância e diversidade da comunidade fúngica nos inoculantes, apesar da baixa 

detecção do filo Glomeromycota, o qual pertence os FMAs. De fato, os primers da região 

ITS são utilizados para o estudo da estrutura da comunidade fúngica e para a resolução 

de muitas espécies conhecidas de FMAs, porém apresentam algumas limitações para o 

grupo Glomeromycota como hiper-variabilidade dentro de sequências, contribuindo para 

a baixa resolução de espécies próximas, além da baixa recuperação de sequências de 

Glomeromycota nos bancos de dados (Van Geel et al., 2014; Hart et al., 2015; Schlaeppi 

et al., 2016). No entanto, para estudo deste filo, o operon ribossômico, que inclui as 

regiões ITS, SSU e LSU oferece maior resolução quando utilizado como um todo 

(Lindahl et al., 2013; Hart et al., 2015; Schlaeppi et al., 2016). Como a caracterização 
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dos inoculantes de FMAs obtidos pela metodologia on-farm por meio do sequenciamento 

não são restritos aos FMAs, grupos de fungos associados a estes inoculantes são 

relevantes e promissores para o crescimento e estabelecimento vegetal, e podem ser 

selecionados para potencializar os seus benefícios máximos nas plantas na revegetação 

de áreas pós-mineração junto aos FMAs. 

De forma geral, inoculantes provenientes do sítio NT (NN e NM) foram dissimilares 

dos inoculantes originários do sítio RV (RN e RM) (Fig. 3). No entanto, foi observada 

maior similaridade entre NM e NN, a qual foi reforçada pela análise de OTUs indicadoras, 

que evidenciou o maior número de OTUs compartilhadas, mesmo com a introdução de 

espécies de FMAs em NM. Adicionalmente, as OTUs encontradas nos inoculantes NN e 

NM, foram mais diversas em composição fúngica que os inoculantes RM e RN. A maioria 

das OTUs compartilhadas entre os inoculantes e também os componentes de NN como 

Lophiostoma, Acidomelania, Cancellidium são caracterizadas como saprofíticos (Walsh 

et al., 2014; Hirayama & Tanaka, 2011), outras OTUS como Acremonium são relatadas 

como endófitos de gramíneas (Breen, 1994), Phaeoacremonium  tem sido relatado como 

patógenos de uma ampla gama de plantas lenhosas (Gramaje et al., 2015), o que revela 

um estilo de vida amplo para as OTUs observadas nos inoculantes.  

O gênero Acidomelania encontrado unicamente em NN é relacionado com espécies 

de endófitos escuros septados – dark septate species (DSE), um grupo de ascomicetos 

colonizadores de raízes, de hifas melanizadas e septadas (Walsh et al., 2014), que formam 

associações mutualísticas funcionalmente similares às micorrizas (Jumpponen, 2001). A 

espécie Acidomelania panicicola foi reportada em associação com raízes da gramínea 

Panicum virgatum em ambientes ácidos e oligotróficos, localizados em uma área florestal 

denominada barragem de Pinho em Nova Jersey, EUA (Walsh et al., 2014). Embora este 

registro tenha sido realizado em um ambiente distinto do sítio NT, de onde foi obtido o 

inoculante NN, a acidez e baixa disponibilidade de nutrientes do solo foram fatores 

ambientais em comum para o relato de Acidomelania neste estudo. 

Os inoculantes provenientes da técnica on-farm, no sítio RV apresentaram esporos 

em quantidades comparáveis aos inoculantes provenientes do sítio de referência NT, até 

mesmo nos inoculantes mistos, onde espécies de FMAs foram adicionadas (Fig. 5). Essa 
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distribuição equitativa de esporos pode estar relacionada tanto a multiplicação de esporos, 

instrínseca a própria técnica on-farm, quanto ao estágio de recuperação do sítio RV e 

época do ano em que o on-farm foi recolhido. As áreas severamente erodidas ou 

perturbadas, principalmente pela mineração podem ter fonte insuficientes de propágulos 

de FMAs (Asmelash et al., 2016; Eman, 2016; Janoušková et al., 2017) e a inoculação 

introduz genótipos de FMAs alóctones, ocasionamente, provenientes de diferentes 

ecossistemas ou regiões geográficas (Janoušková et al., 2017). Assim a fonte, a 

diversidade e o táxon específico do inóculo, além das condições ambientais 

provavelmente afeta os resultados da inoculação na restauração (Eman, 2016; Hoeksema 

et al., 2010). A compatibilidade ecológica entre FMAs, plantas e condições ambientais 

em áreas de mineração têm mostrado o aumento da biomassa e melhor desenvolvimento 

de plantas em áreas degradadas pela mineração (Guo et al., 2013), principalmente quando 

se trata de inóculos nativos, mais adaptados às condições edafoclimáticas (Schwartz et 

al., 2006; Eman, 2016; Torres-Arias et al., 2017).   

A resposta à inoculação e cama de frango, analisados no aumento da biomassa de P. 

densum mostrou diferenças nos experimentos 1 e 2 e evidenciou que a introdução do 

composto orgânico tanto no rejeito de mineração, em casa de vegetação, quanto na pilha 

de estéril, no campo é indicada para o crescimento e estabelecimento desta planta. A 

introdução de compostos orgânicos como biochar associado com FMAs (Ohsowski et al., 

2018; Zago et al., 2019), turfas e inóculos de FMAs (Rapai et al., 2016), composto e 

FMAs (Wu et al., 2010) em rejeitos de mineração têm alcançado resultados positivos para 

o crescimento e restabelecimento da comunidade vegetal. 

As características químicas dos experimentos 1 e 2 demonstraram que a adubação 

orgânica proporcionou condições nutricionais mais adequadas para o crescimento de P. 

densum, incluindo maior disponibilidade dos macronutrientes nitrogênio (N), fósforo (P) 

e potássio (K), comparado aos tratamentos sem adubo orgânico ou adubado e sem 

inoculante. Dentre os fertilizantes orgânicos, a cama de frango fornece quantidades 

consideráveis de todos os nutrientes importantes para a planta, com aumento 

significativos do N, P, K, cálcio (Ca) e magnésio (Mg), conduz um aumento de bases 

trocáveis no solo, que resulta no aumento do pH e a absorção de nutrientes nas plantas 
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em solos degradados (Abbasi et al., 2010), capacidade de retenção de água e modificação 

da biodisponibilidade de metais pesados (Alvarenga et al., 2009, Zago et al., 2019). 

Adicionalmente, a aplicação de fertilizantes orgânicos melhora também as propriedades 

biológicas do solo estimulando a atividade microbiana (Kneller et al., 2018), facilita e 

aumenta a revegetação em solos pobres e contaminados com metais/metaloides (Zago et 

al., 2019). 

As características químicas do rejeito sem inoculante e sem adubação orgânica 

refletem a limitação de nutrientes, além de ser sugerido que este substrato seja pobre em 

propágulos micorrízicos. A sinergia entre a cama de frango, fonte de nutrientes, e os 

inoculantes, fonte de propágulos micorrízicos, contribuíram para a biomassa seca da parte 

aérea e da raíz de P. densum, além de exibirem os maiores valores para o tratamento 

contendo inoculante NN com adição da cama de frango. Até mesmo o tratamento SI com 

cama de frango exibiu elevado conteúdo de nutrientes, principalmente de P, o que 

demonstra o efeito considerável da adubação orgânica. No experimento 2, a MSPA de P. 

densum dependeu apenas o efeito da adubação orgânica, que evidenciou maior 

disponibilidade de nutrientes nos tratamentos com a adição da cama de frango. Resultados 

similares ao experimento 1 foram obtidos na biomassa da parte aérea da gramínea 

Chrysopogon zizanioides L. Nash, cultivada em rejeito de mineração de Pb/Zn não 

esterilizado com adição de substrato de compostagem e inóculo de FMA (Wu et al., 

2010). A introdução de FMAs na mistura de rejeito de mineração de ferro e 2 Kg de 

composto orgânico, proveniente da compostagem de alimentos, também contribuiu para 

o aumento da biomassa seca da parte aérea e raíz de gramíneas deste mesmo gênero, 

embora não tenha sido evidenciada a interação entre doses de composto e a aplicação de 

micorrizas (Zago et al., 2019).   

O efeito apenas da cama de frango sobre a biomassa de P. densum no experimento 

2, em campo, contrastou com um experimento similar. Na pilha de estéril, em uma área 

de mineração de ouro, a turfa, utilizada como fonte de matéria orgânica não mostrou 

efeito significativo na biomassa de plantas de sub-bosque quando aplicada sozinha ou em 

combinação com os tipos de inóculos de FMAs (Rapai et al., 2016). Este resultado 

demonstra o papel central da cama de frango e da pilha de estéril como substrato sobre a 
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biomassa de P. densum, além de sugerir que os inoculantes aplicados podem não ter sido 

suficientes e viáveis para o crescimento da parte aérea desta planta. 

Curiosamente, o efeito sobre a colonização micorrízica apenas com a aplicação da 

cama de frango, em casa de vegetação e no campo pode ser atribuído às características 

químicas de ambos os substratos provenientes da mineração. Assim, os tratamentos sem 

inoculante e, principalmente, sem cama de frango evidenciaram menores quantidades de 

nutrientes nas análises químicas em ambos os experimentos apesar dos substratos serem 

diferentes. Em contrapartida, uma vez que nutrientes como P e N estejam facilmente 

acessíveis, as plantas não investem em carbono para os fungos micorrízicos arbusculares, 

o que pode reduzir a colonização por estes fungos (Jansa et al., 2009; Smith et al., 2011; 

Kokkoris et al., 2019). Esta pode ser a razão para os resultados relativos a baixa 

porcentagem de colonização micorrízica no sobretudo no experimento 1, mesmo com 

adição da cama de frango como fonte de nutrientes essenciais para a planta, no substrato 

contendo rejeito de mineração. 

Na pilha de estéril, no experimento 2 a porcentagem de colonização superior ao 

experimento 1, sugere que as condições de campo foram influentes na colonização 

micorrízica, assim como o tempo de cultivo (6 meses no campo e 5 meses em casa de 

vegetação), que podem ter favorecido a colonização micorrízica. Outros efeitos também 

relacionados à colonização micorrízica que não foram alvo do nosso estudo e podem ter 

influído neste resultado são a taxonomia e abundância inicial das espécies de FMAs no 

campo (Eman, 2016; Hoeksema et al., 2010; Köhl et al., 2016), além da compatibilidade 

dos inóculos introduzidos com o solo e com a planta (Eman, 2016). 

É necessário considerar que ambos os substratos não foram esterilizados e que, na 

pilha de estéril, em campo, pode haver mais propágulos viáveis que o rejeito, utilizado 

em casa de vegetação. A elevada colonização observada pode ser proveniente da 

comunidade de FMAs nativa e estabelecida no campo, uma vez que não foi evidenciado 

efeito dos inoculantes. Para um inoculante fúngico se estabelecer, é necessário além da 

compatibilidade com o solo em particular, superar a comunidade nativa, já bem 

estabelecida no campo e que pode ser competitivamente superior, o que caracteriza o 

efeito prioritário (Köhl et al., 2016; Verbruggen et al., 2012; Dickie et al., 2012). 
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Adicionalmente, a capacidade de suporte das populações que o habitat pode sustentar 

também deve ser levada em conta (Verbruggen et al., 2012; Köhl et al., 2016). 

Embora a inoculação de FMAs seja relevante em ambientes de mineração, a 

introdução da cama de frango potencializou os resultados para a biomassa de P. densum 

cultivada em rejeito de mineração,  principalmente junto a NN, que consistiu no melhor 

inoculante, enquanto no campo, a adubação com cama de frango elevou a biomassa de P. 

densum cultivada na pilha de estéril. Adicionalmente a adubação orgânica foi pertinente 

para a colonização micorrízica nas duas condições experimentais. Diante desses 

resultados, é necessário considerar principalmente a contribuição nutricional presente na 

cama de frango introduzida na casa de vegetação e no campo, que pode ter amplificado a 

atuação da microbiota presente nos inóculos, principalmente no inoculante NN, que 

exibiu a melhor resposta para o crescimento de P. densum no rejeito, em casa de 

vegetação. Tendo em vista os efeitos positivos da introdução da cama de frango em ambos 

os experimentos, o seu uso é indicado para fins de revegetação em ambientes de pós-

mineração. Quanto à inoculação com FMA, o seu efeito em função do tempo, 

principalmente em condições de campo requer mais estudos. 
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Material suplementar 
 

 

Figura 1. Curva de rarefação de OTUs agrupadas a 97 % de identidade das sequências, 

nas amostras dos inóculos obtidos pela técnica on-farm: NM = natural misto, NN = 

natural nativo, RM = revegetação misto e RN = revegetação nativo  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A ocorrência e distribuição da comunidade de procariotos revelou similaridades 

no aspecto taxonômico, no metabolismo preditivo de carbono e nitrogênio, bem como no 

perfil de grupos de fixadores de nitrogênio e Actinobactérias. Assim, o estudo pontual 

após 10 anos de encerramento das atividades mineradoras demonstrou a resiliência do 

sítio RV, que abrange a capacidade do ambiente se recuperar após um distúrbio. 

As características físico-químicas do solo permaneceram distintas entre ambos os 

sítios após 10 anos, a estrutura da comunidade de procariotos e fungos, como revelado 

pelas análises, foram estreitamente influenciadas pelas mesmas, o que revela que ambos 

os sítios são habitats de comunidades microbianas diversas, que impulsionadas pelas 

condições ambientais tanto de RV quanto de NT exibiram padrões de distribuição 

particulares, os quais refletem adaptações distintas. 

A resposta espacial-temporal da comunidade fúngica demonstrou as maiores 

métricas de diversidade e abundânica no sítio NT e no período seco, evidenciando a 

complexidade na estrutura das comunidades fúngicas, principalmente neste sítio e 

período de amostragem. Este estudo também exibiu as dinâmicas distintas de táxons 

dentro e entre os sítios RV e NT e dentro e entre os períodos de amostragem, sobretudo 

do filo Glomeromycota, nas diferentes abordagens utilizadas. Assim, a variação da 

dinâmica da comunidade de fungos pode auxiliar o entendimento de respostas adaptativas 

inerentes ao tempo e espaço, delimitados neste estudo e servir como comparativo para 

ambientes similares. 

O estudo das comunidades de procariotos e fungos pode ser utilizado como 

critério para avaliar o progresso do sítio de pós-mineração em função do sítio nativo, 

utilizado neste estudo como meta de recuperação.  

 O sucesso de inoculante nativo, obtido pela metodologia on-farm, em conjunto 

com a cama de frango, na biomassa de P. densum mostrou o potencial destes componentes 

na revegetação em sítios com rejeito de mineração de ferro. A adubação orgânica com 

cama de frango, evidenciou efeitos positivos na biomasssa e na colonização micorrízica 

em campo, e também na colonização micorrízica em casa de vegetação, dessa forma, o 

seu uso é recomendado em qualquer um destes subprodutos de mineração de ferro para 
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fins de revegetação. No entanto, o uso de maior quantidade inicial do inoculante, bem 

como o tempo de permanência dos mesmos, as interações entre a comunidade de FMAs 

dos inoculantes e FMAs instríscecos ao rejeito e a pilha de estéril requerem mais 

investigações, pois possivelmente influenciam a biomassa e colonização micorrízica de 

P. densum. 

 


