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RESUMO

CAVALCANTE, Joao Paulo Campos Moura, M.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, julho de 2017. Diversidade bacteriana e indicadores biologicos em

areas impactadas por rejeitos de mineracao, em Mariana-MG. Orientadora:
Cynthia Canédo da Silva. Coorientadores: Maria Catarina Megumi Kasuya e
Marcos Rogério Toétola.

O rompimento da barragem de Fundao, localizada em Mariana-MG, lancou a
Bacia Hidrografica do Rio Doce aproximadamente 33 milhdes de m3 de rejeitos
de mineracdo dispersos por 663 Km no continente e mais milhares de
quilometros no oceano atlantico ocasionando diversos impactos. Apds o
ocorrido, foi iniciado um programa de revegetacao e bioengenharia nos primeiros
100 Km afetados. Andlises do impacto causado pouco tem se referido a resposta
da comunidade microbiana as modificagdes. Micro-organismos s&o indicadores
ambientais eficientes, além de desempenharem papeis chaves no
funcionamento dos ecossistemas. Assim, os objetivos desse trabalho foram
avaliar indicadores biolégicos do solo e alteragdes na comunidade bacteriana em
regides afetadas e afetadas sob processo de revegetagdo no distrito de Paracatu
de Baixo, municipio de Mariana-MG. Duas coletas foram realizadas para avaliar
caracteristicas quimicas e a comunidade microbiana por sequenciamento do
gene rRNA 16 S, na segunda coleta também foram avaliados indicadores
bioldgicos como enzimas do solo, biomassa microbiana e respiracdo basal. Os
solos afetados pelo desastre apresentaram pH alcalino, concentragdo elevada
de ferro além de baixo teor de matéria organica, carbono da biomassa
microbiana e respiracao basal, além de reducdo das atividades enzimaticas. A
estrutura da comunidade microbiana foi fortemente modificada com predominio
dos filos Proteobacteria e Actinobacteria. Os indices de diversidade e riqueza
estudados apresentaram valores superiores nas areas afetadas que no controle
estudado. Conclui-se que as caracteristicas quimicas, a comunidade microbiana
do solo e o seu funcionamento foram fortemente modificados. A revegetacao,
mesmo em curto prazo, influenciou alteragbes na comunidade bacteriana. Os
indicadores estudados podem ser utilizados para monitoramento das areas
afetadas pelo rejeito de mineracdo de ferro e dos programas de recuperacao
implantados.



ABSTRACT

CAVALCANTE, Joao Paulo Campos Moura, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, July, 2017. Bacterial diversity and soil biological indicators in
impacted areas with mining tailings in Mariana-MG. Adviser: Cynthia Canédo
da Silva. Co-advisers: Maria Catarina Megumi Kasuya and Marcos Rogério
Tétola.

The rupture of the Funddo dam, located in Mariana-MG, launched the Rio Doce
Hydrographic Basin approximately 33 million m3 of iron ore tailings that were
spread over 663 km on the continent and thousands of kilometers in the Atlantic
Ocean causing impacts of various types. After 2 months of the disaster, a
revegetation program associated with bioengineering techniques was started in
the first 100 km affected by the tailings. Analyzes of the environmental impact
caused have focused almost exclusively on chemical parameters, flora and
fauna, little has been studied about how the microbial community reacted to
environmental modifications. Microorganisms are efficient environmental
indicators, and play key roles in the functioning of ecosystems. Thus, the
objectives of this work were to evaluate soil biological indicators and changes in
the bacterial community in affected and affected regions under revegetation
process in the district of Paracatu de Baixo, Mariana-MG. Two collections were
carried out to evaluate chemical characteristics and the microbial community by
sequencing of the 16S rRNA gene; in the second collection, biological indicators
such as soil enzymes, microbial biomass and basal respiration were also
evaluated. Soils affected by the disaster presented alkaline pH, high iron
concentration in addition to low organic matter, microbial biomass carbon and
basal respiration, as well as reduction of enzymatic activities. The microbial
community structure was strongly modified with predominance of the
Proteobacteria and Actinobacteria phyla. The diversity and richness indexes
studied presented higher values in the affected areas than in the control studied.
It is concluded that the chemical characteristics, the microbial community of the
soil and its functioning were strongly modified. Revegetation, even in the short
term, has influenced changes in the bacterial community. The indicators studied
can be used to monitor the areas affected by the iron ore tailings and the recovery

programs implemented.



1. INTRODUCAO GERAL

Em novembro de 2015, o rompimento da barragem de rejeitos de
mineragdo de ferro denominada Fund&o, pertencente a mineradora Samarco,
causou o0 maior desastre ambiental relacionado com a mineracdo conhecido
(Bowker and Chambers, 2015). Estima-se que mais de 33 milhdes de metros
cubicos de rejeito de mineracao de ferro foram lancados a Bacia do Rio Doce,
destacando-se perdas ao meio ambiente, a infraestrutura, além de perdas

econbmicas, sociais e humanas (Brasil, 2015).

O dano ambiental, ainda ndo totalmente mensurado, pode ser ampliado
ja que, apds percorrer cerca de 663 Km na Bacia hidrografica, a onda de rejeitos
de mineragao espalhou-se por outros aproximadamente 7 mil Km2 no Oceano
Atlantico (Marta-Almeida et al., 2016; Miranda & Marques, 2016). Os rios da
Bacia além de contaminados com um rejeito inerte rico em ferro e manganés,
tiveram a sua turbidez aumentada e seus leitos destruidos ou assoreados, 0 solo
da regido também foi bastante afetado (Pires et al., 2003; Brasil, 2015; ANA,
2016).

Quase 80% do rejeito liberado ficou depositado no solo e no leito do Rio
Gualaxo do Norte e Rio do Carmo, nos primeiros 100 Km a jusante da Barragem
de Fundao. Nessa regido, quase 2.000 ha de mata natural foram removidos pela
onda de rejeitos, além do fato que nessas regides foram destruidos trés distritos
urbanos, Paracatu de Baixo, Bento Rodrigues e Gesteira (Brasil, 2015; Samarco,
2016).

Frente a essa situagcdo e para evitar que mais rejeito de mineragao
depositado sobre o solo fosse carreado para o leito dos rios, a Fundacdo Renova
e a Samarco, sob recomendacao dos érgaos ambientais brasileiros, iniciou a
remocao de parte do rejeito sobre o solo e um programa de revegetacao as
margens do Rio Gualaxo do Norte. Esses programas foram combinados com

técnicas de bioengenharia e estdo em execucado desde dezembro de 2015.

Entretanto, muito pouco se avaliou sobre como a comunidade microbiana
e como sua diversidade foram afetadas, bem como as implicagbes das
modificacées quimicas sob a saude do ecossistema solo. Sabe-se que os micro-
organismos desempenham papeis-chave para a ciclagem de nutrientes e para a
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recuperagdo de areas degradadas. Sabe-se também que a diversidade
microbiana esta intimamente relacionada a capacidade de os ambientes

desempenharem suas fun¢des e serem capazes de suportar € promover a vida.

Além disso, pela alta dependéncia microbiana aos fatores fisicos,
quimicos e caracteristicas bioquimicas relacionadas a sua presenca e atividade,
estes podem ser utlizados como indicadores do funcionamento dos
ecossistemas (Mendes et al, 2009). Adicionalmente, mudancas nesses
indicadores podem predizer mudangas ambientais mais rapidamente que
indicadores fisicos ou quimicos, sendo de vital importancia quando se deseja
avaliar o impacto ocorrido ou propor estratégias de manejo do solo em areas
afetadas.

Assim, este estudo teve como objetivos: i) avaliar indicadores biolégicos
do solo afetado e ndo afetado pelo rejeito de mineragéo e o efeito da revegetacao
sobre 0s solos afetados; ii) avaliar a diversidade da comunidade bacteriana nos
solos afetados e nao afetado pelo rejeito, submetido ou ndo a processos de
revegetacao e verificar relacdo da diversidade com as mudangas nas

carateristicas quimicas do solo.
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REVISAO DE LITERATURA

1. BACIA HIDROGRAFICA DO RIO DOCE

A bacia hidrografica do Rio Doce, situada na regido sudeste do Brasil nos estados
de Minas Gerais (86% da area total) e no Espirito Santo (14% da érea total) ocupa uma
area de aproximadamente 83.500 kn?. Das suas nascentes, na regi@do da Serra da
Mantiqueira e do Espinhaco (MG) até a sua foz no povoado de Regéncia, municipio de

Linhares (ES), os rios dessa bacia percorrem 853 km (Bastos et al., 2015) .

As aguas provenientes dessa bacia possuem diversos usos, segundo dados da
Agéncia Nacional de Aguas/ANA (Brasil, 2015). Somente no Rio Doce, o principal da
bacia, existiam antes do desastre, 169 outorgas oficiais para o uso da dgua em diversas
atividades como agropecudria, atividades industriais, mineracdo, além do abastecimento
publico numa regi@do onde vivem mais de 3,5 milhdes de habitantes distribuidos em 230
municipios. Outros usos incluem o uso recreativo (Guedes et al., 2015; Fragoso-Moura

et al., 2016) e a obtencdo de recursos naturais, como a pesca artesanal.

Como outras bacias hidrograficas no Brasil, a Bacia do Rio Doce sofre com
diversos problemas ambientais, como erosdo, assoreamento, desmatamento, poluicdo e
lancamento de rejeitos urbanos. Outro problema € o lancamento de rejeitos da mineracao,
o que faz com que alguns dos rios da bacia tenham concentracdes de determinados

elementos quimicos superiores ao limite recomendado (ANA, 2016).

Esse conjunto de problemas faz com que a Bacia do Rio Doce seja considerada a
mais degradada do estado de Minas Gerais, tornando até mesmo a percep¢dao da
populacdo que utiliza desse recursos hidricos negativa sobre a qualidade da dgua e orisco

de sua utilizacdo para a saide humana (Guedes et al., 2015).

2. DESASTRE AMBIENTAL NA BACIA DO RIO DOCE

No dia 05 de novembro de 2015, a Bacia Hidrografica do Rio Doce sofreu um dos
maiores desastres ambientais ja registrados no Brasil. No histérico municipio de Mariana,
zona da Mata e parte da regido conhecida como quadrildtero ferrifero de Minas Gerais,

houve o rompimento de uma das barragem de rejeitos de mineracdo de ferro, pertencente



ao complexo de Germano e propriedade da mineradora Samarco Mineragdo (Brasil,

2015).

A mineradora Samarco, uma joint-venture entre a anglo-australiana BHP Billiton
Brasil e a companhia mineradora brasieira Vale, dona do complexo de Barragens
denominado Germano, que possuia trés barragens principais, denominadas Germano,
Santarém e Funddo. O rompimento dessa ultima, com capacidade de 50 milhdes de metros
ctbicos, atingiu e causou o galgamento da barragem adjacente de Santarém, que
armazenava 4gua, inserindo todo esse material no Rio Gualaxo do Norte, bacia do Rio
Doce. Essa liberacdo de rejeitos, cujas estimativas de valores totais sdo divergentes,
variando entre 32,6 e 70 milhdes de metros cubicos, causou a destruicio completa de dois
distritos de Mariana (MG), Bento Rodrigues e Paracatu de Baixo, além da destruicao
parcial do distrito de Gesteira localizado no municipio de Barra Longa (MG). Dezenove
mortos foram contabilizados, entre trabalhadores da mineradora e moradores de Bento
Rodrigues e mais de 1.200 pessoas ficaram desabrigadas. Trinta e trés municipios de
Minas Gerais, quatro do Espirito Santos e mais de 1,2 milhdo de pessoas foram afetadas
direta e indiretamente pelo desastre (Fernandes et al., 2016; Garcia et al., 2016; Porto,
2016; Segura et al., 2016).

A onda de rejeitos percorreu cerca de 663 Km até o Oceano Atlantico, sendo os
primeiros 110 Km os mais impactados segundo o IBAMA. Estes, compreendem desde o
local do rompimento até a Usina Hidroelétrica Risoleta Neves (conhecida na regido como
candonga) e na qual ficaram retidos quase 80% do total do rejeito liberado e até a data
atual (maio de 2017), ainda estdo sendo contidos em Candonga, inviabilizando o
funcionamento da mesma. Nessa drea, a onda de rejeitos atingiu primeiramente o Rio
Gualaxo do Norte, por 55 Km, até sua desembocadura no Rio do Carmo e, apds 22 Km,
aonda derejeitos chega ao Rio Doce, de onde segue até a sua foz, no povoado de regéncia
(ES) e de 14 se espalha por mais 200 Kn? no oceano atlantico (Brasi, 2015; Samarco,
2016).

Entre os principais impactos e alteracdes ocorridas ao longo da drea afetada, se
destacam a remoc¢do de mais de 2.000 ha de vegetacao nos primeiros 77 Km, a turbidez e
interrupcdo do abastecimento de dgua, problemas de abastecimento de energia,
mterrupcdo das atividades pesqueiras e de diversos outros setores da economia. Sao
também contabilizados prejuizos ao turismo, remocao de dreas de reserva legal, prejuizo
a atividades agropecudrias, com inunda¢cdo de dreas de pastagens e morte de animais.
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Além disso, estudos apontam danos a fauna marinha, a geomorfologia da regido, também
a dreas protegidas por lei em ambientes terrestres e aquiticos, como também a relacdo

observada com a saude das populagdes na regido (Porto, 2016).

Parte desses impactos ainda estd em verificacdo e continuam a aparecer novas
consequéncias e problemas, mediante o0 contihuo monitoramento pelos Orgaos
ambientais, a propria Samarco e instituicdes, como universidades e organizagdes nio
governamentais (ONG’s). A quantidade de informagdo gerada vem causando discussao,
J& que muitas vezes os dados obtidos apresentam resultados divergentes, como a
composicdo quimica e as caracteristicas fisicas do rejeito, a presenga ou ndo de elementos
traco no solo e na 4gua, a contammnacdo dos lengdis fredticos e possiveis danos ao
ecossistema marinho. Essa divergéncia de informagdes tem sido um complicador na
tomada de decisdao sobre quais agdes emergenciais que devem ser tomadas pelos 6rgdos
competentes e no cdlculo das multas e recursos a serem destinados para a compensagao

dos danos causados(Fernandes et al., 2016; Miranda & Marques, 2016).

Formalmente, a Samarco e vérios de seus diretores estdo sendo responsabilizados
pelo desastre, danos ambientais e mortes humanas causadas. Suas atividades até o
momento (maio de 2017), estdo suspensas na regidao até que os acordos junto aos Orgaos
federais e estaduais relacionados com gestdo de dguas, meio ambiente e recursos minerais
sejam finalizados. Enquanto isso, agravam-se as situagdes sociais e da economia na regiao
de Mariana, fortemente dependente dos recursos provenientes da atividade mineradora da

Samarco (Kirchherr & Charles, 2016; Filho et al., 2017).

3. MEDIDAS PARA A BACIA DO RIO DOCE APOS DESASTRE

Desde o desastre, diversas acdes tomadas pela empresa tiveram cardter
emergencial, com énfase no atendimento as familias afetadas e a recuperacdo da
“normalidade” do funcionamento dos mais de 37 municipios atingidos em toda a bacia.
Comrelacdo as acdes para o meio ambiente, elas se concentraram na remoc¢ao dos rejeitos
de mineracdo, medidas de contencdo do rejeito, recuperacdo do patrimdnio histdrico

perdido nos distritos destruidos e resgate de fauna e flora (Samarco, 2016).



A partr de marco de 2016, com a assmnatura do Termo de Transacdo de
Ajustamento de Conduta (TTAC) entre a Samarco, suas socias BHP Billiton Brasil e
Vale, o governo federal, de Minas Gerais, do Espirito Santo e outros onze Orgaos
publicos, diversas acdes foram planejadas e assumidas pela empresa. Para gerir e
coordenar a recuperacdo da Bacia Hidrografica do Rio Doce, como previsto pelo TTAC,
foi criada a Fundacdo Renova, que a partir de sua constituicdo € o O6rgdo que sera
responsdvel pelos programas socioambientais € socioecondmicos para reparar €

compensar os danos causados pelo desastre de Mariana (Samarco, 2016).

Utilizando um modelo inédito na gestio de desastres ambientais e dotada de
orcamento proprio estimado em 4,4 bihdes de reais até 2019, a Fundagdo Renova
assumiu diversos programas anteriormente coordenados pela Samarco e langcou novos
programas de recuperacdo, totalizando 41 projetos e conjuntos de acdes em execucao na
regido. Acdes essas que vao desde o atendimento as familias afetadas, até a recuperacdo
da fauna e flora, passando pela implementacdo de infraestrutura urbana, resgate e

preservacdo do patrimonio natural e cultural até a recuperacdo das dreas degradadas

(FUNDACAO RENOVA, 2017).

Uma das acOes miciadas pela Samarco como emergencial e assumida pela
Fundacdo Renova, foi a revegetacdo iniciada nos primeiros 77 Km e as margens do Rio
Gualaxo do Norte, combinada com técnicas de bioengenharia que visam conter O
carreamento de rejeitos depositados sobre o solo para o leito dos rios. Essa medida
somada a remocdo do rejeito depositado, visa a recuperacdo das dreas degradas
minimizando danos ambientais. Foram utilizadas espécies de leguminosas e gramineas
conhecidas por auxiliar o processo de recuperacdo do solo e terem resisténcia a condigdes
ambientais adversas, sendo muitas vezes plantas pionerras em determmadas regidoes

auxiliando o aumento da matéria organica (Li ef al., 2014).

O depésito de rejeitos em barragens € solugdo recorrente no setor da mineracao
em todo o mundo. Recorrentes, também, sdo rupturas nesses reservatorios, causando
diversos impactos ambientais. Como esperado nesses casos, os impactos sociais sao o
destaque e o complexo processo de atribuicio de responsabilidades acaba deixando

estudos ambientais em segundo plano (Kirchherr & Charles, 2016; Labonne, 2016).

O cendrio p6s desastre na Bacia do Rio Doce torna-se mais complexo diante da

auséncia de dados sobre desastres anteriores, além das caracteristicas Unicas da area, da



extensdo e do material lancado na bacia, sendo considerado por alguns este o maior

desastre do tipo pelo volume lancado ao ambiente.

4. INDICADORES BIOLOGICOS DO SOLO

A buscar por quantificacdes e qualificacdes na utilizagdo de recursos naturais é
prética recorrente e, para tanto, sao necessdrios padrdes que possam ser comparados e
validados com o objetivo de contribuir na tomada de decisdo. A qualidade do solo, por
exemplo, estd diretamente relacionada a sua utilizagdo, enquanto a sua satude se relaciona
com a capacidade dele promover o funcionamento das atividades biologicas e dos

ecossistemas neles estabelecidos (Nielsen & Winding, 2002).

Embora na literatura haja uma série de divergéncias no uso desses termos € no seu
significado, inferir o grau de conservacdo e degradacdo de determinado solo é tarefa
continua, ja que se trata de um ambiente complexo. Essa inferéncia ganha especial
importancia no momento em que a demanda mundial por alimentos e as fronteiras
agropecudrias se expandem. A indicacdo de qualidade pode agregar valor a terra
comercializada, além disso a relacdo da qualidade do solos com a qualidade do ar e da
dgua e até mesmo com a saide humana tem sido destacada, tornando-se especialmente

importante o0s servicos ambientais desenvolvidos por solos conservados (Mendes et al.,

2009).

Usualmente, parametros relacionados a quimica, fisica e fertilidade do solo s@o os
principais instrumentos na avaliacdo do estado de conservacdo e degradacdo de
determinado solo, jd que seus parametros e classificagdes estdo consolidados. A utilizagdo
de componentes bioldgicos na avaliagcdo € feita, ainda nos dias atuais, sobre a forma de
bioindicadores e, de manera empirica, principalmente pela presenca de determinados

grupos de invertebrados (Mendes et al., 2009).

Entretanto, esses parametros biologicos ndo estdo perfeitamente definidos e nem
mesmo um unico parametro poderia descrever a quantidade distinta de processos
biologicos que influem na qualidade e saide do solo, o que torna o seu uso menos
recorrente. A busca por indicadores biolégicos na qualidade dos solos tem se acentuado
nos ultimos anos em face da preocupacdo com praticas sustentdveis na agricultura e na

quantificacdo dos chamados servigos ecossist€micos (Porto et al., 2009). Adicionalme nte,
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Ja é consenso que o componente bioldgico acaba influenciando as caracteristicas fisicas
e quimicas e € mais sensivel as mudangas ambientais, ou seja, pode predizer alteracdes

no ambientes antes dos parametros ji consolidados (Mukherjee & Lal, 2014; Paz-Ferreiro
& Fu, 2016).

Para uma avaliagdo mais completa, sugere-se avaliar os componentes fisicos,
quimicos e biologicos em conjunto, e alguns estudos buscaram gerar indicadores que
aglutinem essas informacdes (Chaer et al., 2009; Mendes et al., 2009; Mukherjee & Lal,
2014). Embora acurados, esses indicadores, ndo tiveram grande utilizagdo até o momento,
frente a isso, diversos paises propdem um nimero minimo de indicadores que devem ser

avaliados no estudo do solo para cada um dos trés componentes (Aradjo and Monteiro,

2007; Bastida et al., 2008).

A busca por um nimero minimo de indicadores biolégicos, € assunto controverso,
J& que ha regulacdes distintas entre os paises que possuem um monitoramento continuo
da qualidade dos solos. Sao recomendados de poucos a até 8 a depender do pais, com
diferencas na amostragem e no que estd sendo avaliado, e com os adventos das técnicas

moleculares novas opc¢des de indicadores, como a metagendmica, estdo surgindo

(Dickinson et al., 2005; Aradjo & Monteiro, 2007; Cardoso et al., 2013).

Os principais indicadores utilizados tentam verificar as mudangas no ambiente a
partir do estudo das variagdes temporais e em relagcdo a uma area controle, e baseiam-se
na ciclagem de nutrientes, presenca de espécies chaves, biomassa e diversidade
principalmente a de micro-organismos e invertebrados. O uso em conjunto de varios
desses indicadores com atuagdo em distintos processos bioldgicos fornece uma andlise

mais robusta das alteracdes no ambiente e permite identificar pontos mais afetados (

Bastida et al., 2008).

A seguir uma breve descricdo de alguns indicadores, seus usos e limitacdes:

5. RESPIRACAO BASAL E QUOCIENTE METABOLICO

A respiragdo do solo, ou respiracdo basal do solo, é utilizada como um dos
principais indicadores da qualidade e da saide do solo em programas de monitorame nto
propostos por diversos paises (Nielsen & Winding, 2002; Aratjo & Monteiro, 2007;
Chaer et al., 2009). Essa medida representa a oxidacdo da matéria orgdnica por
organismos aerdbios do solo, principalmente os micro-organismos, e € avaliada a partir
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do consumo do oxigénio gasoso (O2)e/ou da liberagdo do dioxido de carbono (Anderson

and Domsch, 1993; Anderson, 2003).

Pela baixa concentracdo de CO2na atmosfera, a medida da respiracdo basal torna-
se um método sensivel pela liberacdo do didxido de carbono, isto garante a essa técnica a
sensibilidade necessdria para ser utilizada como indicadora das atividades microbianas do
solo e utilizada para avaliagdo de dreas degradadas e em recuperacao (Santos ef al., 2013,

2016).

Outro ponto que torna essa técnica bastante difundida € a ampla variedade de
métodos para essa quantificacdo, que vao desde titulacdes simples até técnicas mais
complexas como a cromatografia gasosa, eletrorespirdmetro, condutividade elétrica ou
até mesmo com isotopos radioativos como o Carbono 14 (Nielsen & Winding, 2002; Wall
etal., 2015). Pela variacdo das condi¢cdes ambientais interferir em processos fisiologicos,
como aoxidacdo do carbono, arespiragao pode, também, indicar alteragdes nos ambientes
naturais e, por essa mesma razdo, recomenda-se o acompanhamento continuo na
avaliacdo da respiracdo basal e, at¢ mesmo, induzindo a mesma com o auxilio de

substratos, tais como carboidratos (Santos et al., 2016).

A partir dos dados de respiracdo basal do solo, combinados com os dados de
biomassa microbiana presente nas amostras de solo, pode ser calculado o quociente
metabdlico, um eficiente indicador de estresse nos ecossistemas. O quociente metabdlico
permite uma avaliacdo da utilizacdo da energia, baseado na respiracdo, e do carbono,
baseado na biomassa microbiana no solo, um aumento nos seus valores pode mostrar alta
efici€ncia na incorporacdo de carbono na biomassa microbiana indicando algum tipo de
estresse ambiental (Anderson & Domsch, 1993; Santos et al., 2013; Swiecilo & Zych-
Wezyk, 2013).

Estudos que avaliaram dreas apds sua utilizacio em atividades de mineracio
verificaram que, em geral, a respiracdo basal do solo aumenta a medida que o estresse ao
ecossistema se torna mais severo. O que se supde esta relacionado ao fato de que fora de
condi¢des ambientais Gtimas micro-organismos aerébios demandariam mais energia e,

consequentemente, mais oxidacdo de carbono para o funcionamento de seu metabolis mo

(Santos et al., 2013; Quadros et al., 2016).
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6. CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA

Por definicao, biomassa microbiana € a parte viva da matéria organica constituida
principalmente por membros dos dominios Bacteria e Archaea, além de membros de
alguns grupos do dominio Eukarya, como os fungos, nematoides e protozodrios. Ela em
geral, € expressa em microgramas de carbono por grama de solo seco. Diversos métodos
podem avaliar a biomassa microbiana, tendo destaque para o método proposto por Vance

et al. (1987), conhecido também com método da fumigacdo-extracao.

Diversos trabalhos associam a avaliacdo da biomassa microbiana com as atividades e
processos desempenhados pelos micro-organismos e pela microbiota do solo, com os
micro-organismos tendo destaque na ciclagem de nutrientes, de composicdo da matéria e
na producdo de compostos que auxiliam em processos de agregacdo do solo (Sheoran,
Sheoran, & Poonia, 2010). Deste modo, a quantificacdo da biomassa microbiana presente
no solo pode ser utilizada como um indicador do funcionamento dos ecossistemas
permitindo, até mesmo, a avaliagdo de possiveis distirbios causados por eventos naturais

ou acgdes antrépicas (Bastida et al., 2008; Mendes et al., 2009).

7. ATIVIDADES ENZIMATICAS MICROBIANAS NO SOLO

Enzimas desempenham papel-chave em diversos processos bioldgicos que sdo
desempenhados pelos micro-organismos do solo. Processos como a mineralizagdo, a
decomposicdo da matéria orginica, a fixacdo bioldgica de nitrogénio e a ciclagem de
nutrientes necessitam da atividade enzimitica dos micro-organismos para ocorrer. Deste
modo, as atividades enzimiticas verificadas no solo sdo relacionadas a presenca dos
micro-organismos e ao funcionamento dos servicos ecossist€émicos (Li etal., 2015; Smith

et al., 2015).

A andlise das atividades de determinadas enzimas no solo tem sido utilizada como
indicador das atividades do solo e de perturbacdes no ambiente, bem como no
monitoramento da recuperagdo de ambientes naturais por sua elevada sensibilidade,
relativa simplicidade e rapidez nos experimentos a serem realizados (Gianfreda, 2015; Li
et al., 2015). A avaliacdo das atividades enzimiticas faz parte de programas de

monitoramento do solo de diversos paises como principal indicador de saide e qualidade
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(Nielsen & Winding, 2002). A relagdo de algumas enzimas com a ciclagem de nutrientes
também traz informagdes importantes na avaliacio de indicadores do desempenho das
funcdes dos ecossistemas presentes no solo. A atividade da aril-sulfatase € correlacionada
com a ciclagem de enxofre, e a desidrogenase estd diretamente relacionada a atividade
metabdlica da microbiota heterotréfica (Aradjo & Monteiro, 2007). Beta glicosidase e
fosfomoestereases (conhecidas genericamente como fosfatases) s@o as principais enzimas
avaliadas em dreas possivelmente degradadas. A primeira delas atua na fase final da
degradacdo da celulose em energia, ja as fosfatases 4cida e alcalina atuam na conversdo
do fésforo orginico em fosforo inorganico e sdo produzidas por grupos de bactérias e
fungos, respectivamente, fornecendo um diagndstico da ciclagem de nutrientes pela

atividade microbiana no solo (Nannipieri et al., 2011; Zhang et al., 2015).

Em 4reas em recuperacdo sob revegetacdo, a avaliacdo da atividade enzimdtica ¢é
utilizada para a mensuracdo do impacto e também na avaliagdo da recuperacdo. Quadros
et al. (2016) avaliaram a atividade enzimitica de desidrogenase e beta-glicosidase e
verificaram que solos em recuperacdo apods atividade mineradora apresentaram menor
atividade das referidas enzimas e que programas de revegetacdo implementados nas
mesmas regidoes aumentaram a atividade dessas enzimas ao longo do tempo. Outro
trabalho realizado por LI et al. (2016) avaliou a perda de fungdes do solo pela alteracdo
da diversidade microbiana e usou as atividades das fosfomonoestereases 4cida e alcalina
como indicadores do funcionamento dos ecossistemas e das funcdes do solo (Smith et al.,

2015).

8. DIVERSIDADE MICROBIANA COMO INDICADOR BIOLOGICO

A diversidade microbiana tem sido objeto de discussio como indicador nos
dltimos anos, principalmente pelo advento das técnicas moleculares que amplaram o
acesso a diversidade e possibilitaram novas formas de cultivo dos micro-organismos
(Stefani et al., 2015). Uma das principais vantagens da utilizacdo da diversidade estd no
fato de micro-organismos serem sensiveis as mudancas ambientais, dependendo mais das
caracteristicas do habitat que das condigdes sazonais. Estudos prévios correlacionam a
perda de diversidade microbiana a perda de funcbes do solo e servicos ambientais

(Philippot et al., 2013).

A contagem em meio seletivo para determinados grupos comparando dreas

controle com dreas de estudo € pratica consolidada e recorrente no estudo de dreas
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degradadas e como indicador da qualidade do solo, sendo utilizada pela facilidade,
rapidez e custo mais baixo (Santos et al., 2013, 2016; Segura et al., 2016). No entanto,
nesse caso ndo se pode falar em diversidade, termo que em diversos trabalhos ¢é
erroneamente citado em referéncia aestes estudos de plaqueamento, ja que o proprio meio
seleciona e, sem identificacdo, esse micro-organismos passam a ser considerados de

maneira homogénea de determinado grupo (Hughes et al., 2016).

Outras técnicas que também comparam perfis e quantificam micro-organis mos,
sdo o DGGE (Eletroforese em gel de gradiente desnaturante), PCR-RFLP (Polimorfis mo
no comprimento do fragmento de restricdo), ARDRA (Andlise da restricdo de DNA
ribossomal amplificado), PCR em Tempo Real, Biolog, além das abordagens
metagendmicas como o sequenciamento de genes marcados (como o 16 S) e o
sequenciamento total Shotgun. Essas dltimas fornecendo dados de diversidade mais
robustos que as demais ja que indicam riqueza e abundancia (Maron et al., 2011; Sultana

et al., 2013; Birtel et al., 2015).

Assim como outros indicadores biologicos, a diversidade possui certas limitagdes
e observacdes, valores altos ou baixos dos indices ecoldgicos podem representar tanto um
alto grau de perturbacdo quanto de conservacdo em determinado ambiente. Estudos
prévios em areas degradadas e em locais com atividade mineracdo em diversas partes do
mundo, mostraram uma clara reducdo da diversidade de micro-organismos nas &dreas
mineradas e posterior aumento da mesma apds programas de recuperagdo. Ja no estudo
do gradiente de transformacdes da floresta em pastagem na regido amazOnica, a
diversidade das 4reas degradadas € superior ao das dreas florestais de controle (Navarrete

et al., 2013, 2015; Mendes et al., 2015).

Portanto, o uso de indices de diversidade como indicador da sadde dos solos deve
ser contextualizado com outros pardmetros como histérico de transformacdes da 4rea,
parametros fisico-quimicos e outros indicadores para uma andlise mais robusta do
funcionamento do solo em éareas de mteresse. Além disso, recomenda-se também a
avaliacdo da diversidade beta, que compara a aproximagdo entre diferentes regides e o

uso de uma regido controle ndo perturbada (Louis et al., 2016).

Também vale destacar destacam que o grupo dos procariotos sdo mais sensiveis
as mudancas ambientais, destacando-se frente aos fungos, pelas diversas estratégias

nutricionais e maior dependéncia das condicdes ambientais, fazendo com que a estrutura
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de suas comunidades reflita alteracdes no ambiente com maior rapidez (Maron et al.,

2011; Li et al., 2015).

9. DIVERSIDADE MICROBIANA EM AMOSTRA AMBIENTAIS

O conhecimento da comunidade microbiana e de seu papel, sempre foram desafios
para a microbiologia. Entretanto, a complexidade de ambientes naturais, tanto quanto o
avanco das técnicas de biologia molecular e as conclusdes de Carl Woose sobre o uso de
marcadores RNA ribossomal para classificar a vida, mostraram que at¢ mesmo a tarefa
de identificar se mostraria altamente improvavel pelos métodos dependentes de cultivos.
Acredita-se que apenas de 0,1% a 1% dos micro-organismos existentes no solo teriam
sido previamente isolados e identificados (Torsvik et al., 1990; Alain & Querellou, 2009;
Maron et al., 2011; Ding et al., 2013). No ano de 2003, o cientista americano Craig
Venter, abriu novas possibilidades no estudo da ecologia microbiana ao utilizar
sequenciadores para a andlise de amostras ambientais do mar do Sargaco, dando um

incremento nos estudos de metagendmica (Kumar ef al., 2015; Lam et al., 2015).

Pode-se definir metagendmica como o estudo do material genético proveniente
diretamente de amostras ambientais. Essa nova drea de pesquisa permitiu, a partir do
material genético, o acesso a identidade e funcdo dos micro-organismos acessados em
diversos ambientes, incluindo inexplorados, possibilitando a descoberta de novos micro -
organismos e fungdes microbianas. Esse estudo, pode ser abordado com o
sequenciamento do tipo shotgun, ou total, que avalia além da taxonomia as fungcdes
ambientais potenciais das amostras e as abordagens baseadas em amplificacio de genes
marcados (amplicons ou Gene Survay), como o RNA ribossomal (rRNA). Estas tltimas
ainda dommam o nimero de estudos, pelo custo relativamente mais baixo, inferindo
taxonomia e abundancia de um gene previamente selecionado (Sharpton, 2014; Kumar et

al., 2015; Sinclair et al., 2015).

Todo o desenvolvimento da ecologia microbiana, trazido pela metagendmica se
deveu aos avancos das técnicas de sequenciamento de DNA, que passaram pelo
sequenciamento de molécula uUnica até o sequenciamento massivo em paralelo.
Conhecido também como sequenciamento de nova geracdo (com sigla NGS, do inglés

Next Generation Sequencer), essa tecnologia € seu constante aprimoramento permitiu
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uma ampliacdo no nimero de estudos, reducdo de tempo de sequenciamento, do custo
por base sequenciada e a abertura de novas possibilidades de andlise (Caporaso et al.,

2012; Kim et al., 2013; Sinclair et al., 2015).

Atualmente, existem quatros geracOes de sequenciadores, que estdo sendo
utilizadas com diversos objetivos. Na primeira geracdo, os sequenciadores de molécula
unica baseados no método de Sanger (Applied Biosystem), a segunda geracdo ja baseada
no sequenciamento massivo em paralelo, baseado em sinais em emissao de luz, como os
sequenciadores 454 e 454 Juinior (Roche), Ilumina (Illumina), além do método SoliD
(Applied Biosystem). A terceira geracdo de sequenciadores, que conta com
sequenciamento massivo em paralelo de molécula tnica, cujos representantes sao o
HeliScope e o Pacific Biosciences SMRT (conhecido como PacBio), ambos com o
diferencial de gerar “reads” mais longas. A quarta geragdo de sequenciadores, conta 0s
sequenciadores ion-Torrent (Life-Technologies), baseado em alteracdes do pH e o
sequenciador Nanopore (Oxford Nanopore Technologies), baseado em mudancas na

corrente elétrica em poros bioldgicos de proteinas.

Para a maioria dos estudos de metagendmica sdo utilizados os sequenciadores de
High-throughput de segunda geracdo como o Illumina (Illumina) e 454 (Roche). Estes
equipamentos permitem sequenciar amostras complexas em pouco tempo e baixo custo
(Caporaso etal., 2012; Ju & Zhang, 2015). A partir dos dados do sequenciamento, estudos
de identificacdo e quantificagdo das sequéncias podem ser “lidas” pela ecologia como
“riqueza”, e “abundancia” de grupos microbianos e podem ser utilizadas para estimar a
diversidade de micro-organismos em amostras ambientais (Kaden and Krolla-Sidenstein,

2015).

Como a quantidade de dados gerada pelo sequenciamento de amostras ambientais
¢ bastante significativo, diversas plataformas sdo utilizadas para processamento desses
dados, como por exemplo Mothur (http//www.mothur.org), Qime (http//qiime.org,
Quantitative  Insights Into Microbial Ecology), MG-RAST, MetaGenome Rapid
Annotation using Subsystem Technology (http://metagenomics.anl.gov/) e RDP
(https//rdp.cme.msu.edw/), Ribossomal Database Project, além de outras (Kim et al.,
2013; Nilakanta et al., 2014; Lam et al., 2015).

O tratamento dos dados € muitas vezes definido pelo pesquisador, o que pode

gerar outra grande variagcdo nos dados obtidos. Assim frente a essa questdo, diversos
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guias de utilizagdo (pipelines) sao desenvolvidos para guiar as andlises de bioinformdtica
(Kim et al., 2013; Plummer & Twin, 2015), como por exemplo o Brazilian Microbiome

Project (Pylro et al., 2014), que utiliza a plataforma Quiime.

10. INDICES DE DIVERSIDADE APLICADOS AS COMUNIDADES
MICROBIANAS

A diversidade microbiana, que pode ser estimada através de indices mateméticos,
como Shannon-Wave, ACE, Simpson ou Chao-1, é importante tema de estudo em
ecologia. O uso desses indices matematicos embora tenham limitacdes e restricoes sao
amplamente utilizados e seu uso € reiteradamente consolidado por vérios trabalhos, ja que
podem apontar tendéncias na ecologia das comunidades microbianas de maneira rdpida e
sintetizar a interpretacio de uma grande quantidade de dados proveniente dos mais

variados ambientes (Kaden & Krolla-Sidenstein, 2015).

No entanto, a interpretacdo dos indices de diversidade e dos dados de
sequenciamento requerem uma abordagem multifatorial, a depender do contexto local, da
amostra sequenciada e sua amostragem, da extracdo do material genético e do tratamento
realizado sob dados de bioinformética gerados (Plummer & Twin, 2015). Assim, € de
grande importancia contextualizar os resultados com outros dados, como andlises fisico -

quimicas e o contexto do local de onde se retirou a amostra analisada (Faoro et al., 2010).
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ABSTRACT

The environmental disaster caused for the breaking of the ore mine tailings dam spread
approximately 33 million m? of tailings in the Rio Doce Basin, southeast of Brazil, and
Atlantic Ocean. After this, a revegetation program was started under soils with tailings
for avoid more carrying for riverbed. Microorganisms develop key roles in ecosystem
roles and in the recovery of soil beyond and they are very sensitive to environmental
changes. We evaluated how the bacterial diversity, community structure and soil
chemical features were changed with the environmental disaster and then with two and
nine months after the revegetation program start. The sequencing of 16S rRNA showed
strong changes in soil bacterial community structure with enhance of diversity indexes
for affected areas, high abundance of Proteobacteria and Actinobacteria at revegetation
sites and strong reduction of abundance of oligotrophic groups. The soil presented
alkaline pH, low organic matter, low concentration of metals, except iron and manganese.
The soil pH shows alkaline trends, low organic matter, low concentration of some metal,
except ron and manganese. A successional microbial process can be observed in the
region with the result of revegetation. We conclude that chemical characteristics,
community structure and bacterial diversity of the soil were changed by the
environmental disaster and the revegetation program is favouring the establishment of

bacterial community of affected soils.
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INTRODUCAO

Nos dltimos 100 anos, o rompimento de barragens de rejeitos de mineracdo tem
ocasionado desastres ambientais em diversas partes do mundo resultando também
impactos econdmicos € sociais. Entretanto, nenhum deles, teve o mesmo volume e
dispersdo em drea que o rompimento ocorrido em novembro de 2015 no sudeste do Brasil,
no qual 33 milhdes de rejeitos de mineragdo de ferro foram langados a bacia hidrogrédfica
do Rio Doce (Bowker and Chambers, 2015). A onda de rejeitos, liberada apds o
rompimento da barragem de Funddo em Mariana, Minas Gerais, percorreu mais de 600
Km até alcangar o oceano Atlantico, espalhando-se por mais milhares de Kn? (Marta-
Almeida et al., 2016; Samarco, 2016). Ao longo desse percurso trés vilarejos foram
destruidos, 19 pessoas foram mortas, solos e a dgua dos Rios Gualaxo do Norte, Rio do
Carmo e Rio Doce, foram contaminadas, assim como d4guas subterrineas e de
ecossistemas marinhos e estuarinos (Gomes et al., 2017). O nivel de turbidez dos rios foi
dramaticamente aumentado, quase 2.000 ha de vegetacdo natural foram removidos, o
leito do rio foi destruido em algumas regides e milhdes de animais foram mortos além da
geomorfologia daregido que foi alterada (Brasil, 2015; Garcia et al., 2016).

A maior parte dos rejeitos lancados na bacia, quase 80 %, foi depositado nos
primeiros 100 Km sob o solo, no leito dos rios ou retida na Usina hidroelétrica Risoleta
Neves, também conhecida como Candonga (Samarco, 2016). Para evitar um maior
carreamento dos rejeitos depositados sob o solo para o leito dos rios e ji4 compensar o
dano ambiental causado, acdes foram tomadas incluindo um programa de revegetagdo
combinado com técnicas de bioengenharia e avaliagbes do impacto as comunidades
vegetal e animal, além da quimica do solo. Entretanto, até o momento, pouca importincia

foi dada aos micro-organismos ou ao funcionamento dos ecossistemas do solo nas dreas

afetadas (Fernandes et al., 2016; Samarco, 2016; Segura et al., 2016).
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O solo € a base de todos os ecossistemas, tendo 0s micro-organismos atuacao
chave no seu funcionamento, como na ciclagem de nutrientes, associacdes bioldgicas e
no desempenho de servicos ambientais, especialmente necessdrios apds perturbacdes
antropicas. Estudos em diferentes dreas, baseados em cronosequéncias, mostraram que
locais afetados por atividades da mineracio mostraram reducdo da diversidade
microbiana, dariqueza de espécies e de indicadores bioldgicos do solo como atividades
enzimiticas (Li et al., 2015; Quadros et al., 2016). A perda da diversidade microbiana
estd relacionada com a perda de algumas funcdes ecoldgicas especificas que podem por
em risco todo o processo de recuperacao dos ambientes degradados pelo desastre
(Philippot et al., 2013; Jung et al., 2016).

Neste estudo, nossa hipdtese € que a composicao da comunidade e a diversidade
bacteriana, além das caracteristicas quimicas do solo foram alteradas pelos rejeitos
liberados e que a revegetacdo, mesmo em curto prazo, altera a composi¢do bacteriana do
solo. O objetivo desse trabalho foi analisar o comportamento da comunidade bacteriana
frente as mudangas das caracteristicas quimicas e programas de revegetacdo em dreas
afetadas do distrito de Paracatu de Baixo, pertencente a Mariana localizada na bacia do
Rio Doce, Minas Gerais, Brasil. Para isso, foi empregado o sequenciamento do gene
RNAr 16S e andlises quimicas do solo para avaliar 4reas afetadas pelo rejeito de
mineragdo com ou sem programas de revegetacdo em curso, com dois e 8 meses apos 0

micio darevegetacdo, além de drea adjacente ndo afetada que foi utilizada como controle.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

Amostras de solo foram coletadas proximas ao distrito de Paracatu de Baixo
(20°18°15” Sul e 43°13°51” Qeste), no municipio de Mariana, na regidao central do estado
de Mias Gerais (MG), aproximadamente 50 Km distante da barragem de rejeitos de
Fundao. Esse distrito foi o segundo atingido pela onda de rejeitos de mineracao de ferro
e foi totalmente destruido. De acordo com a classificacdo climitica de Koppen-geiger a
regido é Cwa, com clima mesotérmico com estacdo chuvosa no verdo com temperaturas
elevadas. A média da temperatura anual € 20,4° e a média anual de chuvas € 1307 mm.
O inverno € a estacdo seca e vai de junho até setembro, e o verdo que concentra a maior

parte das chuvas e vai de dezembro a mar¢o (Peel et al., 2006; Reboita et al., 2016).
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Trés areas foram escolhidas para a amostragem, uma &rea afetada pelos rejeitos
sem programa de revegetacio em curso (REC1) e duas diferentes dreas com programas
de revegetacdo em andamento (REC2 e REC3). Uma 4rea adjacente e ndo afetada pelos
rejeitos de mineragdo foi escolhida como controle, contendo vegetacio natural da mata
atlantica (UND). Na segunda amostragem na mesma regido, o crescimento de plantas foi
observado sob a drea RECI1. Noés acreditamos que provavelmente sementes foram

espalhadas a partir da drea controle e das dreas de revegetacdo proximas.

Nas areas REC2 e REC3, hda um programa de revegetacio em andamento desde
janeiro de 2016. Esse programa é composto por espécies de leguminosas e gramineas que
identificamos como Canavalia ensiformis, Stylosanthes spp., Glycine wightii, Crotalaria
spp., Calopogonio mucunoides, Mucuna pruriens, Avena spp., Vicia sativa, Sorghum
bicolor, Lolium multiflorum, Panicum notatum, Raphanus sativus, Pennisetum glaucum,
Cajanus cajan and Mucuna aterrina (Agroflor, 2016). Em todas as areas afetadas (RECI,
REC2, REC3) sedimentos de mineracio depositados no solo apds o desastre foram

parcialmente removidos, com o restante permanecendo misturado e sob o solo.

Amostragem

A amostragem foi realizada nos meses de marco e setembro de 2016, quarto e dez
meses apds o desastre. No final do verdao e final do inverno respectivamente. Os pontos
de coleta foram aleatoriamente selecionados e marcados através de aparelho GPS
(Garmim, apéndice Tebela S2). Trés amostras compostas foram coletadas em cada érea,
cadauma delas formada por cinco amostras simples em uma area de 3 n? e a profundidade
de 0 a 15 cm com aproximadamente 1 Kg. As amostras foram estocadas em sacos
plasticos e transportadas sob refrigeracdo, onde foram peneiradas (>2 mm) e estocadas a

10° para andlises quimicas e a -20° C para andlises moleculares.

Anélises quimicas
Foram analisadas as caracteristicas quimicas de todas as amostras. O pH foi
determmnado em 4agua (relagdo 1:2,5 w/v) com o auxilio de um potencidometro. Potassio
(K) e fosforo (P) foram extraidos por solucdo bi-4cida composta por 4cido sulfirico e
acido hidro cloridrico e determinadas por fotometria de chama. Célcio (Ca), Magnésio
(Mg), Aluminio (Al) foram extraidos com uma solucdo neutra de cloreto de potdssio
(KC], 1 mol L"), e o primeiro € o segundo foram medidos com espectrofotometria de
absorcdo atdomica (Varian) com a adicdo de cloreto de estroncio a 0,05, ja o aluminio foi
medido por titulacdo com hidréxido de sédio. A acidez potencial (H + Al) foi extraida
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utilizando solucdo neutra de acetato de calcio (1 N) por titulacio e hidroxido de sédio
(NaOH). A saturagcdo de bases (V), capacidade de troca catidnica (CEC) e a soma de bases
(SB) foram calculadas. A matéria orginica (M.O) foi analisada através do método
colorimétrico e oxidacdo e a medicdo do carbono orginico foi obtida pela aproximacao

C.0 =M.O/1,724 . As concentracdes de ferro, manganés, cobre e zinco foram obtidas

através do extrator Mehlich-1 (Defelipo & Ribeiro, 1981).

Extracao de DNA total do solo
O DNA total foi extraido a partir de 0,5 g de cada mostra de solo usando o Kit
Nucleospin Soil (Macherey-Nagel Laboratories, Germany), de acordo com o protocol do
fabricante. A qualidade e a quantidade de DNA extraido foram checadas através de
eletroforese em gel de agarose com concentragdo de 1 %, corado com Brometo de Etidio
visualizado em transiluminador (Applied Biosystems, USA) e quantificado em Nanodrop
(Nanodrop ND-1000, Nanodrop Technologies, Inc., USA).
A regidao V4 do gene RNAr procarioto foi marcada e amplificada com o conjunto
de primers 515F (5-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3) e 806R (5-
GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3") propostos originalmente por Caporaso et al.,
(2011, 2012) e modificados por Apprill et al (2015) e Parada et al (2016). Barcodes foram
construidos por Walters et al (2015)e foram adicionados aos primers forward de acordo
com as recomendacOes da plataforma Ilumina. A reac@o de PCR foi realizada em 25.0 pL
contendo PCR-grade 13,0 pL., dgua ultra-pura, 10,0 uL. PCR master mix — (Platnum Hot
Start PCR Master Mix (2X), Thermo Fisher, USA), 10 uM de cada primer, e 50ng DNA.
O conjunto de reagdes foi submetido as seguintes condicdes 94 °C por 3 min; 35 Ciclos
a 94 °C por 1 min; 35 ciclos a 50 °C for 1 mn; 35 ciclos de 72 °C por 105 s; 72 °C por
10 min e 4 °C. Amostras amplificadas foram feitas em triplicata e misturadas em um
unico volume. Amplicons foram quantificados com o Kit Quant-iT PicoGreen dsDNA
Assay (ThermoFisher/ Invitrogen cat. no. P11496) seguindo as recomendacdes do
fabricante. Os produtos de PCR foram sequenciados na plataforma sequenciadora
[lumina MiSeq (Ilumina Inc, USA) na Argonne National Laboratory (Chicago, USA).
As sequéncias foram depositadas e estdo disponiveis no MG-RAST, Metagenomic Rapid
annotation using Subsystem Technology (http//metagenomics.anl.gov/), sob o registro:

Projeto RD BASIN.

Analises de bioinformatica e estatistica
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As andlises de bioinformatica, para o sequenciamento da regido do gene RNAr
16S, foram realizadas seguindo a pipeline padrao do Brazilian Microbiome Project/BMP
(Pylro et al., 2014) que utiliza uma combinacdo de uma série de outros softwares e
pipelines para a andlise. O processo inicial de montagem e remocdo de adaptadores,
demultiplexacdo, assignacdo de taxonomia e almhamento de sequéncias foram realizados
através da plataforma Qiime (Quantitative Insight in Microbial Ecology) versio 1.8
(Caporaso, Kuczynski, et al., 2011). Foram aplicados os seguintes filtros de qualidade:
notas minimas PHred index = 25, nenhum mismatch foi permitido, sequéncias foram
permitidas com tamanhos entre 200 a 1000 bp e sigletons descartados. Sequéncias
truncadas ou leituras menores que 240 bp foram descartadas. Sequéncias aprovadas
nesses filtros de qualidade e com mais de 97 % de similaridade foram consideradas a
mesma unidade taxondmica operacional (OTU) para UPARSE v.7.1 (Edgar, 2013).
Sequéncias quiméricas foram removidas com UCHIME (Edgar et al., 2011). Andlise
taxondmica foi assignada usando o método UCLUST (Edgar, 2010) contra a base de
dados de referéncia SILVA Versao 128 (Quast et al., 2013).

A partir da abundancia relativa a nivel de filo, 80 % de similaridade genética
para cada regido, foi realizada uma andlise de varidancia (Two-way ANOVA) e teste de
comparacdo de médias de Tukey, tendo como varidveis, drea estudada versus coleta
realizada. Para avaliar a dindmica do perfil da comunidade ao longo do tempo para os
principais grupos bacterianos. Foi também realizada uma Andlise de Componentes
Principais (PCA) entre as dreas, os filos mais abundantes e os atributos fisicos e quimicos

O nivel taxondmico de OTU, 97 % de similaridade para a sequéncia de
nucleotideos, foi utilizado para o cdlculo dos indices de diversidade biolégica. Alfa
diversidade foi avaliada através dos indices de diversidade de Shannon-Weaver e
Simpson, estimador de riqueza de Chao-1, indice de cobertura de Good e curvas de
rarefacdo através do software R utilizando o pacote Vegan (Oksanen et al., 2015). Beta
diversidade, foi avaliada do calculo de similaridade a nivel de OTU (Unidades
Taxondmicas Operacionais) com 97 % de identidade nucleotidica, através da distancia
Unifrac e representado em dendrograma gerado pelo programa PAST.

Andlises de variancia foram realizadas no software SISVAR (Ferreira et al,
2011), correlagdo e andlises multivariadas foram realizados no software PAST (Hammer

et al.,2001).
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RESULTADOS
Analises Quimicas

Os resultados das andlises quimicas mostraram que a concentragdo de ferro nas
areas afetadas foi até 8 vezes maior que a drea controle ndo afetada (UND). O pH das
regides afetadas foi em média 7,62, tendendo de neutro a alcalino, enquanto o da regido
controle apresentou média de 5,85, 4cido. Na segunda coleta, a concentracdo de ferro
medida diminuiu 66 %. Com relagdo a primeira, a concentracdo de ferro no solo entre as
regioes afetadas foi reduzida em 48%. SB, m, V, Ca*?, Mg*?, AI*3 e H+Al tiveram suas
concentracOes fortemente reduzidas entre as dreas afetadas e as dreas controle, o que se

manteve ao longo do tempo. A concentracdo de manganés também foi aumentada com

relacdo ao controle analisado e diminuiu nas dreas afetadas apds seis meses.

Em relagdo a matéria organica (M.O) e o carbono orginico (C.O)adiferenca entre
as areas afetadas e o controle manteve-se constante durante os 6 meses entre as coletas e

foi em torno de 5 vezes maior nas areas controle.

Tabela 1. Andlises quimicas dos solos,nas dreas afetadas com processo derevegetacio (REC2 e

REC3), semrevegetacdo (RECI) e area controle (UND) em Paracatu de Baixo, distrito de Mariana (MG)

pH P K Na S B Fe Zn Mn Cu

Area Coleta mg/dm?3
Marco 6,30 10,17 127,67 5,00 26,90 0,70 18,90 4,60 90,90 0,30
UND Setembro 540 4,80 88,33 3,00 23,60 030 520 3,00 69,50 0,50
Marco 7,60 557 8,67 11,00 4,20 0,10 129,30 2,50 117,50 0,40
REC1 Setembro 8,00 7,77 62,67 46,00 42,60 0,00 110,40 0,60 134,00 0,90
Marco 720 2680 19,67 30,00 37,80 0,10 142,50 0,90 192,20 0,80
REC2 Setembro 7,17 8,43 50,67 106,00 72,30 0,10 95,80 0,80 181,10 1,10
Marco 7,73 22770 2500 7500 41,80 0,10 160,20 1,20 258,30 0,70
REC3 Setembro 8,03 8,67 48,67 340,00 88,80 0,00 8540 0,60 19550 1,40
SB V M M.O C.O Ca*? Mg** AI¥ H+Al CtC
%o cmolc¢/ dm3---------=--=----
Marco 8,57 8,63 1,67 720 4,17 6,57 1,67 0,07 556 11,73
UND Setembro 3777 4,13 11,00 4,75 2,76 237 1,17 0,37 3,14 9,33
Marco 0,73 0,73 0,00 096 0,56 0,73 0,00 0,00 0,17 0,93
REC1 Setembro 1,60 1,60 0,00 099 0,57 1,40 0,03 000 0,17 1,77
Marco 1,10 1,10 0,00 1,15 0,67 097 0,07 0,00 0,17 1,23
REC2 Setembro 1,10 1,10 0,00 1,25 0,73 0,87 0,13 0,00 0,17 1,30
Marco L13 1,13 0,00 099 0,58 097 0,07 007 022 1,30
REC3 Setembro 1,30 1,30 0,00 1,08 0,63 1,13 0,03 000 0,17 147
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UND = Area controle, RECI = drea afetada sem programade revegetacio em curso, REC2 e REC3=drea afetada com programa de
revegetacdoem curso. SB = soma de bases, V= Saturagdo de bases, CtC= Capacidade de troca catidnica, C.O.= Carbono organico,

M.O=Matéria organica.

Analise de diversidade

Apds as andlises bioinformdticas das sequéncias, foram obtidas um total
492,811 sequéncias, 93 % filiadas ao dominio Bacteria, 0,7 % afiliadas ao Dominio
Archaea. As 24 amostras compostas sequenciadas tiveram uma média de 20.533
sequéncias de tamanho aproximado de 240 pb. As curvas de rarefacdo, que mostram o
esforco amostral em cada drea, mostram-se ascendentes com tendéncia ao platd em alguns
casos, a nivel de OTU com 97% de similaridade (Figura S4, apéndice). As sequéncias
foram anotadas como pertencentes a 41 filos, 38 deles bacterianos e 3 pertencentes a
Archaea, 110 classes, 139 ordens, 274 familias e 447 géneros.

O namero total de OTU a 97 % de similaridade foi de 1.395, em sua maioria
pertencentes ao dominio Bacteria e outras 13 ao dominio Archaea. O filo Proteobacteria
foi o mais abundante (46,1 %), seguido por Actinobacteria (20,2 %), Verrucomicrobia
(7,3 %), Acidobacteria (6,5%), Bacteroidetes (5,1 %) Planctomycetes (3,40 %),
Chloroflexi (2,36 %), Gemmatimonadetes (2 %), Firmicutes (1,71 %) e Cyanobacteria
(1,53 %), Figura 1. As sequéncias afiliadas ao dominio Archaea representaram 0,7 % do
total de leituras, sendo o filo mais predominante Euryarchaeota (0,52 %), seguido por
Thaumarchaeota (0,18 %) e Bathyarchaeota, este ultimo presente apenas na amostra
REC1 da primeira coleta.

Em todas as amostras obtidas, com relacdo a abundancia relativa, o filo
Proteobacteria foi dominante com abundincia relativa de 49,87 % nas areas afetadas e
36,28 % na area utilizada como controle, em ambas as coletas (Figura 2). A abundancia
relativa do grupo Actinobacteria apresentou um aumento apds seis meses nas areas
afetadas e foi de 14,25 % para 26,86 %. Entretanto, Proteobacteria apresentou um
comportamento inverso apds seis meses tendo a sua abundancia relativa dimmnuida de
52,64 % para 40,71 % na média das dreas afetadas. A abundancia relativa dos filos
bacterianos na area controle permaneceu praticamente inalterada apds 6 meses, com
excecdo do grupo Verrucomicrobia que apresentou um aumento significativo de 19,9 %
em marco para 24,2% em setembro (Tabela S3, apéndice). Nas areas afetadas, em ambas
coletas, o segundo e o terceiro grupos mais abundantes foram Actinobacteria e
Bacterioidetes, enquanto nas dreas controle o segundo e terceiro grupos mais abundantes

foram Verrucomicrobia e Acidobacteria.
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Figura 1. Abundancia relativa de filos bacterianos ¢ do dominio Archaea em todas as areas estudadas.
Grupos aqui representados foram aqueles com abundancia relativa maior que 1% dos reads totais e o
dominio Archaea. Filos bacterianos cuja leitura de reads totais foi < 1% sdo representados conjuntamente
no grupo artificial “Others”.

A estrutura da comunidade ao nivel de filo, 80% de similaridade nucleotidica,
tornou-se distinta entre as dreas afetadas e a drea controle adjacente (Figura 2). Nas dreas
afetadas e sem programa de revegetacdo em curso (REC1), apenas 3 filos bacterianos,
(Proteobacteria, Actinobacteria e Chloroflexi) apresentaram valores maiores que 5% do
total de sequéncias afiliadas, nas dreas sob revegetacdo (REC2 e REC3) o mesmo niimero
de filos superou o patamar, entretanto o terceiro mais abundante foi Bacterioidetes, e ndo
Chloroflexi. Em contraste, nas dreas controle adjacentes, cinco grupos apresentaram mais
de 5% das leituras, em ordem decrescente de abundincia relativa, Proteobacteria,

Verrucomicrobia, Acidobacteria, Actinobacteria e Planctomycetes.

O teste de comparacdo de médias Tukey realizado mostrou, que ndo houve
diferenca entre a abundancia relativa entre os filos em relacdo ao tempo na drea controle
UND, com excecdo para o grupo Verrucomicrobia que teve sua abundancia relativa
aumentada nesta drea. Esses resultados, sugerem que as mudangas observadas nas dreas
estudadas ao longo do tempo sdo devidas principalmente ao impacto do desastre e ao

efeito do programa de revegetacdo implantado nas regioes.
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Figura 2. Graficos debarra com média das abundancias relativas (n=3) no nivel de filo (80% similaridade),
para cada areae coletaavaliadas. Legenda: UND = area controle, REC1 = area afetada sem programa oficial
de revegetagdo, REC2 e REC3 = areas afetadas sob revegetagcdo. A terminagdo M ou S, referem-se a
primeira e segunda coleta respectivamente. Grupos bacterianos cuja abundancia relativa foi < 1% foram
agrupados no grupo artificial “Others”.

A andlise multivariada de Componentes Principais relacionando o nivel de filo
com dreas e caracteristicas quimicas de cada regido mostrou os eixos PCl1 e PC2
explicaram mais de 97 % da variancia dos dados (Figure 4, apéndice: Figura S1, Tabela
S1). Foram observadas a formacdo de quarto agrupamentos entre amostras similares. A
regido controle em ambas as coletas se agrupou, isolada das demais, assim como a drea
REC1 na primeira coleta, quando ndo havia nenhuma cobertura vegetal sobre esta drea.
Entretanto, na segunda coleta a mesma regido, que naturalmente apresentava crescimento
de plantas foi agrupada com as dreas de revegetacdo, REC2 e REC3, na primeira coleta
quando o processo de revegetacdo nas dreas havia iniciado ha dois meses. O quarto
agrupamento mostrado, relaciona as duas dreas de revegetacdo com nove meses,
mostrando a semelhanga principalmente na composicdo e no desenvolvimento da

vegetacdo nessas duas regioes.
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Figura 3. Andlise de Componentes Principais (PCA) entre as abundancias relativas médias (n=3) a nivel de filo cada
drea estudada e coleta realizada.

Essa andlise mostrou que os grupos Acidobacteria, Verrucomicrobia e
Planctomycetes foram correlacionados a areas controle, sendo Verrucomicrobia o mais
correlacionado. O filo Actinobacteria foi fortemente relacionado a dreas com revegetacao
mais avangada (REC2_S e REC3_S). Proteobacteria foi relacionado as areas afetadas,

especialmente com REC1_M, quando ndo havia plantas ou cobertura vegetal sob o solo.

Em comparacdo com a primeira coleta, na segunda coleta, a abundancia relativa
do filo Actinobacteria apresentou aumento nas dreas afetadas (Teste Tukey, p<0,01). A
abundancia deste filo se tornou superior até mesmo a encontrada na 4rea controle, se
aproximando aos valores para o grupo mais abundante, em todas as dreas e coletas,
Proteobacteria. Este por sua vez nio apresentou mudanca significativa entre as coletas

estudadas.

Diversidade Alfa e Betaa 97 % de similaridade

Osindices de diversidade alfa de Shannon e Simpson, e os estimadores de riqueza
de Chao-1 e nimeros de OTU mostraram valores superiores para as dreas afetadas com

relacdo a drea controle nas duas amostragens. Entretanto, todas as dreas apresentaram
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valores que indicam alta diversidade bacteriana e o indice de cobertura de Good avaliando

a profundidade do sequenciamento também mostrou valores acima de 80 % (Tabela 2).

Tabela 3. M édia (n=3) dos indices de diversidade de Shannon e Simpson, do estimador de riqueza de Chao-1, Nimero
de Unidades Taxondmicas Operacionais (OTU) e cobertura de Good, em percentual, mostrando o esfor¢o amostral.

UND REC1 REC2 REC3
Index / Coleta M S M S M S M S
Shannon 4.8 44 441 5,26 5,09 491 5 511
Simpson 0,97 0,96 0,89 0,99 0,98 0,97 0,98 0,98
Chao-1 62493 568,06 734,53 769,5 745,03 761,93 734,53 759,06
OTU 561,7 479 587 693,3 648 655,33 632 641,33
Cobertura - % 89,9 84,09 92,21 90,08 86,77 85,98 86 84,35

O dendrograma (Figura 4), baseado na distincia evolutiva de Unifrac, uma
representacdo da diversidade beta, revela a similaridade das regides, agrupando as dreas
controle em ambas as coletas com mais de 60 % de similaridade. Todas as areas estudadas
em ambas as coletas apresentaram apenas 20 % de similaridade, mostrando forte
diferenciacdo entre as dreas adjacentes atingidas e controles apds o desastre de rejeitos de
mineracdo. As dreas afetadas com e sem programa de revegetacdo tiveram 40 % de
similaridade. Para as dreas afetadas, o agrupamento evidenciou o efeito da revegetacdo
sob o solo, com as dreas de revegetacdo e a drea afetada com regeneracdo natural
agrupando independente de tempo de coleta em ramos distintos, cada um com 50 % de
similaridade. Entre as dreas de revegetacdo, o agrupamento ocorreu principalmente com
relacdo ao tempo de coleta, evidenciando o efeito do desenvolvimento da comunidade

vegetal sobre a comunidade bacteriana do solo.
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Figura 4. Dendograma baseado na distancia filogenética Unifrac a 97 % de similaridade entre as
amostras analisadas. UND=4rea controle, REC 1= area afetada sem programa de revegetacao,
REC2 e REC 3= areas submetidas a programas de revegetagio. M (abreviacdo de Margo) e S
(abreviac@o de Setembro), referem a primeira e segunda coleta respectivamente.

DISCUSSAO

O resultado da andlise das caracteristicas quimicas dos solos analisados mostrou
diferencas entre as dreas afetadas e o controle, principalmente com relacdo a concentragao
de metais, matéria organica e o pH aferido no solo (Tabela 1). Essas estdo relacionadas
principalmente aos efeitos da contaminacdo do solo com o rejeito de mineracao, ja que a
onda de rejeitos carreou e/ou soterrou as camadas superficiais do solo retirando matéria
organica e transportando metais. O ferro e o manganés presentes nas dreas afetadas sao
os principais componentes (mais de 60 % do rejeito) do rejeito de mineracdo inerte de
ferro liberado na Bacia do Rio Doce, assim como o pH alcalino apresentado se deve ao
rejeito, pois durante o processamento do minério de ferro chega ao pH 10,5 (Pires et al.,

2003; Silva et al., 2006).

O pH apresentado, pode prejudicar alguns processos importantes entre micro -
organismos do solo e plantas como a fixacdo biologica de nitrogénio, que depende da
atuacdo da enzima nitrogenase cujo pH Otimo estd proximo a 5,5 e associagdes
micorrizicas que poderiam contribuir com o sucesso dos programas de revegetacio em

curso (Ferreira et al., 2016).

A maior concentracio de potdssio encontrada nas dreas de revegetagdo,

possivelmente se deve a fertirrigagcdo implantada na regido, que assim como outros
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minerais foram introduzidos juntos com espécies de leguminosas e gramineas para tentar

deter o carreamento de mais rejeitos sob o solo para o leito dos rios (Agroflor, 2016).

A partir das mudancas nas caracteristicas quimicas do solo, era esperado que a
composicdo da comunidade bacteriana fosse distinta da area utilizada como controle. Ja
que estudos anteriores revelaram que a composicdo da comunidade microbiana nos
primeiros  estagios de recuperacdo de dreas degradas foi mais determinada pela
composicdo quimica que por outras iniciativas como a revegetacao (Li et al., 2014). A
modulagdo da diversidade da comunidade microbiana do solo pela composicdo quimica
foi recentemente esclarecida por Delgado-Baquerizo et al (2017a). Estes, através de
modelagem em quase 180 distintos ecossistemas verificaram que primariamente a
comunidade bacteriana do solo € dirigida pelo uso do solo e pelas formas e a
disponibilidade de C, N e P presentes no solo e secundariamente por fatores como o pH
e da vegetacdo, sugerindo o uso da composi¢cdo quimica do solo como ferramenta para
predizer a microbiota. Esses resultados, ajudam a corroborar a diversidade beta avaliada
(Figura 6) na qual as areas controle agruparam-se, assim como as areas afetadas sem e
com revegetacio mais avancadas. Ou seja, o agrupamento ocorreu primariamente pelas
caracteristicas quimicas e em seguida pela influéncia darevegetacdo tanto ao nivel de filo
(Figura 4), quanto ao dendrograma apresentado a nivel de OTU com 97 % de similaridade
(Figura 6). Também, ndo se pode ignorar, o fato que parte do rejeito de mineragao
permaneceu misturado no solo nas dreas afetadas, esse rejeito com caracteristicas fisicas
proprias, entre outras a granulometria arenosa e baixa retencdo de humidade (Pires et al.,
2003; Silva et al., 2006) certamente contribuiu para a alteracio da composicao da

comunidade bacteriana juntamente com as mudangas quimicas (Trivedi et al., 2017).

A redugdo, com relacdo a drea controle, da matéria organica tem consequéncias
diretas sobre a microbiota do solo, jid que esta nutre a comunidade microbiana
heterotréfica, o que prejudica e pode diminuir a abundincia de grupos oligotréficos e
copiotréficos do solo, como Acidobacteria, Verrucomicrobia e Planctomycetes, como de
fato foi verificado. Grupos metabolicamente mais diversos como Proteobacteria e
Actinobacteria, aproveitam-se de nichos até entdo explorados por outros grupos ou novos
nichos surgidos com o desastre e assim conseguem manter sua abundincia relativa a

niveis semelhantes (Delgado-Baquerizo et al., 2017).

O filo Acidobacteria sofreu reduc@o na sua abundancia relativa com relacdo a drea
controle (UND) em ambas as amostragens e ao longo do processo de revegetacao (Teste
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Tukey, p<0,01). Estudos tem mostrado que este filo € bastante sensivel as condigdes
ambientais, especialmente a variagbes no pH, carbono organico total, nitrogénio
disponivel, além da concentracdo de metais, uso e cobertura do solo, tendo seus subgrupos
comportamentos distintos frente a mudancas ambientais como a conversdo de floresta em

pastagem na Amazonia brasileira (Navarrete ef al., 2015).

A partir de vérias evidéncias, Kielak ez al., (2016) sugerem que este grupo €
composto por membros oligotréficos, K-estrategistas e com alta especializacdo celular e
enzimdtica. Nossos resultados, sugeririam o mesmo, ji que a diminuicdo da abundincia
relativa do grupo ocorreu em dreas que tiveram as caracteristicas quimicas profundamente
alteradas, com reduciao da matéria organica e de uma série de outros minerais, sugerindo
também que o grupo possa ser copidtrofico e utilizado para monitorar alteragdes

ambientais.

As abundancias relativas dos filos Planctomycetes e Verrucomicrobia, assim
como Acidobacteria, apresentaram forte reducdo entre as dreas controle e as dreas
afetadas (Teste tukey, p<0,01) e sem mudangas apds seis meses. Ambos 0s grupos sao
correlacionados positivamente com caracteristicas ambientais do solo, especialmente
com a umidade do solo e mversamente relacionado ao pH apresentado (Buckley &
Schmidt, 2001; Buckley et al., 2006). O rejeito de mineracdo misturado ao solo das areas
afetadas tem baixa capacidade de retencdo de dgua (dados ndo mostrados), o que

corrobora a diminuicdo da abundancia dos grupos citados (Pires et al., 2003).

A alta ou aumento da abundéncia relativa de Proteobacteria e Actinobacteria em
areas afetadas pela atividade mineradora e em processo de revegetacdo € relatado em
diferentes 4reas estudadas sob recuperacdo no mundo em curto e longo prazo. Li et al
(2014) estudando cronosequéncias de antigas dreas de mineracdo sob revegetacdao na
China, verificaram um aumento dos mesmos grupos nas etapas iniciais do processo de
recuperacdo e uma posterior reducdo em 20 anos para nimeros semelhantes ao das dreas
controle estudadas. Os autores, sugeririam que 0s grupos possuem papel importante nos
processos de recuperacdo e na ciclagem de elementos remanescentes de processo de

mineracao sob o solo, como ferro e arsénio.

No nosso estudo, a estrutura da comunidade (Figura 2) apresentou considerdveis
mudangas entre as regides afetadas e a drea controle, bem como as regides afetadas

mostraram alteracdo entre os tempos de amostragem. Este resultado, seguiu a tendéncia
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de estudos em dreas degradadas quando apontaram forte alteracdo da comunidade
microbiana apds mudangas nos parametros ambientais e programas de recuperacdo (Zhan
& Sun, 2012; Ju & Zhang, 2015; Navarrete et al, 2015). Entretanto, mesmo com a
mudanca das estacdes do ano, a drea controle ndo apresentou mudanca na estrutura da
comunidade bacteriana para a abundancia relativa ao nivel de filo, assim, podemos inferir
que parte considerdvel das alteracdes na abundancia relativa dos grupos , principalme nte
Actinobacteria, ao longo dos seis meses se deveu ao desastre, a composicdo do rejeito e

ao avango do processo de revegetacdo implementado nas dreas afetadas.

Os indices de diversidade e riqueza avaliados (97 % de similaridade) foram
superiores para as areas afetadas pelo desastre em comparacdo com as dreas controle em
ambas as coletas (Tabela 3). J4 os estudos anteriores realizados em dreas de mineragao
sob recuperacdo apontaram uma reducdo desses indices como consequéncia da
degradacdo imposta pela atividade mineradora sob o solo (Li et al., 2014; Sprocati et al.,
2014; Quadros et al., 2016; Yan et al., 2016). Porém, € importante salientar, que Paracatu
de Baixo nio € uma regido cujo solo foi utilizado para a extracio de minérios, mas
atingida por uma onda de rejeitos decorrente da extracdo e processamento do minério de
ferro, a 50 Km de distdncia da regido aqui estudada, o que faz da comparacdo com essas

dreas mineradas apenas uma referéncia.

Os indices de diversidade alfa e deriqueza nas dreas afetadas superior ao das dreas
controle estudadas, ndo seguiram o que € recorrente para dreas de mineracdo sob
revegetacdo nas quais € relatada diminuicdo da diversidade e riqueza das comunidades
bacterianas do solo (Quadros et al., 2016). Entretanto, os maiores indices de diversidade
para areas perturbadas foram também observados na conversdo de floresta a pastagem em
regides da Amazonia Brasileira. Mendes et al. (2015) estudando éreas perturbadas desta
regido, observaram que a alta diversidade alfa e a redundancia funcional verificadas
tinham por objetivo a manutencdo de ecossistemas do solo em funcionamento, enquanto
em dreas ndo perturbadas as comunidades microbianas atuavam nos ecossistemas do solo

baseados na alta abundincia apresentando assim mais baixos valores destes indices.

Na mesma linha, os resultados obtidos por Delgado-Baquerizo et al, (2017b)
verificaram que a composi¢ao e a riqueza microbiana conduziram a multifuncionalidade
dos ecossistemas do solo, mostraram que estes fatores atuaram de maneira independente
na multifuncionalidade. Os mesmos autores propuseram um modelo, baseado em estudo
de campo e em microcosmos no qual concluiram que gamaproteobacteria, Actinobacteria
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e Bacteroidetes foram os principais grupos responsdveis pela multifuncionalidade dos

solos.

Resultados semelhantes também foram observados por nds, que verificamos os
mesmos grupos, Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes, como o0s mais
abundantes nas dreas de revegetacdo estudadas. Nossa possivel explicacao € que apds o
desastre e as mudancas nos solos, a manutencdo da alta abundancia relativa de
Proteobacteria e o crescimento de Actinobacteria e Bacteroidetes nas dreas de revegetagao
estejam relacionados a redundancia funcional e a promog¢do da multifuncionalidade no
solo desempenhadas por esses grupos na tentativa de recuperacdo dos ecossistemas
afetados. As mudancas nas caracteristicas quimicas do solo, como a redu¢do da matéria
organica, o pH alcalino, a oligotrofia e a capacidade de utillizacgdo de compostos
recalcitrantes como a celulose e a lignina, introduzidos com a revegetacdo, além da maior
competitividade frente a perturbacdes ambientais sao correlacionados positivamente a
abundancia desses grupos (Nacke et al., 2011; Trivedi et al., 2013; Maestre et al., 2015;
Delgado-Baquerizo, Trivedi, et al., 2017). Estes grupos passam entdo a atuar na
manutencdo e na recuperagdo das fungdes do solo, ocupando o nicho dos grupos mais
sensiveis que ficam reduzidos até que as caracteristicas do solo proximas as das dreas ndo

ndo afetadas sejam restabelecidas.

Além de justificar o crescimento desses grupos nos primeiros estdgios de
recuperacdo e revegetacdo para as dreas aqui observadas, justifica também o motivo
desses mesmos grupos apds décadas de recuperacdo com revegetacdo de antigas dreas de
mineracdo apresentarem abundancias relativas decrescentes e proximas a das dreas nio
perturbadas (Li er al., 2014). Embora nossa hipdtese para o desenvolvimento da
comunidade microbiana para dreas afetadas s possa ser confirmada com um continuo
monitoramento da evolucdo da comunidade ao longo do tempo, o estudo do impacto no
micio da recuperacdo avaliados aqui permitird uma base de comparacdo para futuros
estudos na mesma e emregioes semelhantes. Essa base permite avaliar o desenvolvimento
da comunidade bacteriana ao longo do tempo, o que pode mostrar um resultado mais
robusto que o uso das cronosequéncias, comumente utilizadas em estudos da comunidade
microbiana de areas degradas por essas Ultimas apresentarem primariamente um “retrato

do momento”’.

Gostarfamos de salientar que nido encontramos trabalhos anteriores relacionados
amicrobiota de nenhuma &rea da Bacia do Rio Doce anterior ao desastre. Apés o desastre,
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encontramos apenas o estudo desenvolvido por Segura et al, (2016) que avaliando o
potencial citotoxico do rejeito de mineragdo liberado na Vila de Bento Rodrigues
(Mariana-MG), primeiro distrito destruido pela onda de rejeitos de mineragdo, comparou
quantidades de micro-organismos cultivdveis em placas de Petri isolados da édrea do
rejeito de mineracdo e de dreas adjacentes. Os resultados revelaram que todas as amostras
apresentaram numeros elevados de UFC/g (unidades formadoras de colonias/grama de
solo) e quantitativamente nio houve diferenca entre a contagem dos grupos estudados nas
amostras coletadas. Os autores sugerem que as caracteristicas fisicas e quimicas do rejeito
de mineracdo podem atuar favorecendo o crescimento microbiano. Embora ensaios em
placas de Petri sejam lmitados para expressar a diversidade e a riqueza em amostras
ambientais (Torsvik et al., 1990; Stefani et al., 2015). Esses resultados concordam com
os nossos quando verificamos altos fndices de riqueza, assim também, podemos esperar

um alto niimero de bactérias cultiviveis dos solos e rejeitos em Paracatu de Baixo.

Assim, acreditamos que o uso de dois niveis de taxonomia, 80 % e 97 % de
similaridade nucleotidica, como sugerido por alguns autores (Kunin ef al., 2010; Lemos
et al., 2011), permitiu uma avaliacdo eficiente e precisa das mudangas na comunidade
microbiana dos solos permitindo resultados robustos na caracterizacdo das mesmas.
Sugerimos  entdo, um monitoramento  nesses mesmos niveis para avaliar o
desenvolvimento da comunidade microbiana ao longo do tempo e que estes dados possam
ser utiizados como base para o manejo e o acompanhamento da recuperacdo das dreas
afetadas pelo desastre de rejeitos de mineracdo, bem como servir de base para estudos das

comunidades microbianas em outras dreas de afetadas sob processo de revegetacio.

Os resultados obtidos com o sequenciamento metagendmico do gene tRNA 16S
serviram para aclarar os efeitos e a importancia dos micro-organismos dos solo frente ao
desastre ambiental e ao rejeito de mineracio com caracteristicas Unicas, bem como
caracterizar microbiologicamente os solos da regido. Esta ultima abordagem, de
caracterizacdo e diferenciacdo de solos € suportada por Khodakova et al., (2014), quando
aponta o sequenciamento de amplicons como técnica sensivel e precisa para a
caracterizacdo e diferenciacdo forense de diversos solos, o que também pode ser levado
em conta na bacia do Rio Doce. Este estudo também soma-se a outros que pela mesma
técnica avaliaram com precisdio e predisseram mudangas em ambientes pela agdo
antropica como praticas agricolas e a sua influéncia na degradacdo de bacias hidrograficas

(Bowles et al., 2014; Van Rossum et al., 2015) , atividades pecudrias (Ding et al., 2013;
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Garcia-Orenes et al., 2013; Chronakova et al., 2015) e mineragdo especialmente de
carvao (Escobar et al., 2015; Ju and Zhang, 2015;Li etal., 2015; Ma et al., 2015; Quadros
et al., 2016) convergindo que o tempo e o manejo adotados podem em médio e longo
prazo recuperar a composicdo bacteriana das dreas perturbadas e assim as funcdes dos

ecossistemas.

CONCLUSOES

A onda de rejeitos de mineracdo alterou as caracteristicas quimicas, que junto aos
programas de revegetacio modularam alteracdes na composicdo da comunidade
bacteriana dos solos afetados. A diversidade bacteriana nas regioes afetadas apresentou
valores maiores que a drea controle estudada o que indica uma resposta da comunidade
bacteriana a perturbacdes ambientais. A revegetacdo, mesmo em curto prazo, diferenciou
os solos afetados em sua composicdo microbiana, mesmo com a manutencdo das

caracteristicas quimicas.

Filos bacterianos com maiores exigéncias ambientais para crescimento, como
Acidobacteria, Verrucomicrobia e Planctomycetes, tiveram sua abundancia reduzida.
Enquanto, Actinobacteria, Proteobacteria e Bacteroidetes, que apresentam grande
versatilidade metabdlica no ambiente apresentaram maior abundancia nas dreas afetadas

€ €m recuperagﬁo .
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ABSTRACT

After the largest environmental disaster know in volume and extension caused
for mining tailings dam disrupt, occurred on November 2015, arevegetation program was
started in the Rio Doce Basin, southeast of Brazil, for the environmental recovery of
impacted soils. Thus, soil biological indicators, including enzymatic activities, basal
respiration, microbial carbon biomass, besides chemical features of soil were used to
better understand the total impact of the disaster and help recovery programs in Paracatu
de Baixo, a village part of Mariana, Minas Gerais. The pH of affected sites, showed
alkaline tendency, organic matter and some metals in soil showed low values related with
the tailing’s composition. There were profound changes in the chemical characteristics
and the soil biological community was severely affected. All the biological indicators
studied showed a reduction in relation to the control, a forest not affected directly by the
tailings, and the activity of B-glucosidase was more sensitive to recent revegetation

program in curse.
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INTRODUCAO

No més de novembro de 2015, o Brasil sofreu um dos maiores desastres
ambientais e sociais conhecidos, causado pelo rompimento de uma barragem de rejeitos
de mineracio de ferro, tanto em extensdo como em volume de rejeitos liberados (Bowker
and Chambers, 2015). Estima-se que 33 milhdes m? de rejeitos de mineracdo tenham sido
lancados a bacia do Rio Doce, sudeste do Brasil, que se espalharam por mais de 663 Km
da bacia até a foz do Rio Doce no estado do Espirito Santo e, em seguida, por milhares
de quildmetros no Oceano Atlantico (Brasil, 2015b; Marta-Almeida et al., 2016). Os
principais impactos para o meio ambiente decorrentes da tragédia foram a morte de
milhares de animais terrestres e aquaticos, a contaminacdo de trés rios da bacia, a remocao
de quase 2.000 ha de vegetacdo natural e modificacdes de ambientes estuarinos e
marinhos, além da sedimentacdo do rejeito nos leitos dos rios e do solo, especialmente
nos primeiros 100 Km apds a barragem de Fundao (BRASIL, 2015a; Fernandes et al.,
2016).

A barragem de Funddo, propriedade da mineradora Samarco, uma joint venture
entre a Vale e a BHP Billiton, estd localizada no municipio de Mariana, uma cidade
histérica de Minas Gerais, Brasil e parte da conhecida regido mineradora chamada de
Quadrilitero Ferrifero. A principal atividade econdmica na regido é a mineragao de
recursos naturais e a agricultura familiar, ambas atividades dependentes do uso do solo e
seus recursos (Brasil, 2015b). Em menos de dois meses apds o desastre, a companhia
iniciou acdes para remover o rejeito de mineracdo das calhas dos rios, das margens
adjacentes e sob o solo, associados as acdes de bioengenharia. Essas acdes incluiram um
programa de revegetacdo composto por leguminosas e gramineas para evitar que mais
rejeito de mineragdo de ferro fosse carreado do solo para o leito dos rios, na tentativa de
recuperar a estrutura do solo e caracteristicas quimicas alteradas pelo desastre (Brasil,

2015a, 2015b; Samarco, 2016; Segura et al., 2016).

A estrutura do solo, as caracteristicas quimicas e a revegetacdo iniciada sdo
relacionados como influenciadores da comunidade microbiana. Esses podem alterar e
serem modulados pela comunidade microbiana exercendo influéncia reciproca. Micro-
organismos podem também potencializar programas de revegetacdo pela sua capacidade
de reciclar nutrientes e estabelecer relacOes simbidticas com plantas e animais, além de
produzir importantes metabdlitos(Sheoran et al., 2010; Mendes et al., 2015; Li et al.,
2016).
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Atributos bioldgicos tais como o carbono da biomassa microbiana, a respiragao
basal e as atividades enzimiticas sdo usados como indicadores da satde do solo e sdo
parte de programas de monitoramento da qualidade e uso dos solos em diversos paises,
pois eles sdo sensiveis as alteracdes e mostram resultados rdpidos, mais baratos, e
confidveis (Nannipieri et al., 2003; Paz-Ferreiro e Fu, 2016). O uso desses atributos esta
se tornando comum nas atividades agropecudrias, pois sao mais sensiveis e acurados que
os padrdes fisicos e quimicos do solo analisados de maneira isolada. Assim, integrar
dados biolégicos e ambientais dard mais confianca na avaliacio a sadde do solo e nos
programas de recuperacdo ambiental (Cardoso et al., 2013; Li et al., 2015; Narendrula-
Kotha and Nkongolo, 2017). Estudos prévios mostraram que, apds atividades de
minera¢do, a biomassa microbiana do solo decresce, a ciclagem de nutrientes pode ser
fortemente reduzida e o funcionamento do ecossistema pode ser prejudicado, tornando
ainda mais dificil a recuperacdo de ambientes degradados (Li et al., 2014; Louis et al.,
2016; Quadros et al., 2016).

Neste trabalho, nossa hipétese € que o depdsito de rejeitos de mineracdo sobre o
solo reduziu as atividades bioldgicas da comunidade biolégica do solo e a revegetacdo
das dreas afetadas pode potencializar a recuperacdo das mesmas em um curto mais
periodo. Para tanto, foram avaliadas as atividades enzimdticas, o carbono da biomassa
microbiana e a respiragdo basal do solo de areas diretamente afetadas pelo rejeito com o
objetivo de estudar o efeito do rejeito de mineracdo e da revegetacdo sobre a comunidade

biologica do solo.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

A area de estudo foi Paracatu de Baixo, um distrito da cidade de Mariana, estado
de Minas Gerais, Brasil. O distrito esta localizado a 20°18°15” Sul e 43°13°51” Oeste,
em uma altitude de 583 m, e estd a aproximadamente 50 Km distante da barragem de
Fundao, e foi totalmente destruido pela onda de rejeitos liberada pelo rompimento dessa
barragem. A classificacdo climitica, de acordo com a classificacio de Koppen-Geiger €
Cwa, o inverno € a estacio seca, a média anual de chuvas € 1.307 mm e a média da
temperatura anual € de 20.4° Celsius (Peel et al., 2006; Reboita et al., 2016). Apds o

rompimento da barragem de Funddo, uma enorme quantidade de rejeitos de mineragdo de
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ferro foi depositada sobre o solo. Esse rejeito de mineracdo foi em grade parte removido
pela Samarco antes do inicio do programa de revegetacio. Em seguida, o programa de
vegetacdo foi iniciado pela introducio de sementes de espécies de leguminosas e
gramineas. Esse programa foi combinado com técnicas de bioengenharia nas regides
préximas ao leito dos rios atingidos com o objetivo de evitar ou reduzir o carreamento
desses rejeitos para o leito do rio na estagdao chuvosa, iniciada a menos de dois meses do

desastre.

Coleta e amostragem

A coleta foi realizada em quarto dreas: UND —drea adjacente ndo afetada pela onda
de rejeitos e coberta por vegetacdo natural- floresta; REC1 —4rea afetada sem programa
de revegetacdo em andamento; e REC2 e REC3 - regides afetadas pelo rejeito de
mineracdo com programas de revegetacdo em curso hd 9 meses. O programa de
revegetacdo apresentou a seguinte composicdo de plantas: Canavalia ensiformis,
Stylosanthes spp., Glycine wightii, Crotalaria spp., Calopogonio mucunoides, Mucuna
pruriens, Avena spp., Vicia sativa, Sorghum bicolor, Lolium multiflorum, Panicum
notatum, Raphanus sativus, Pennisetum glaucum, Cajanus cajan e Mucuna aterrina

(Agroflor, 2016).

A coleta foi realizada no més de setembro de 2016, dez meses apds o rompime nto
da barragem de rejeitos de mineracdo e final da estacdo seca. Em cada drea, transeptos
foram realizados randomicamente e cada ponto foi marcado com o auxilio de um GPS
(Garmim, Tabela S1 apéndice). Para a amostragem, o material vegetal e orginico sobre a
superficie do solo foi removido e as ferramentas de coleta foram limpas antes e apds cada
amostragem. Trés amostras compostas (contendo cinco sub-amostras) foram coletadas de
cada drea, num total de 12 amostras. Cada uma das amostras compostas foi coletada em
uma drea de 1 n?, a uma profundidade de 0 a 15 cm, num total de aproximadamente 1
Kg. As amostras coletadas foram armazenadas em sacolas plasticas e colocadas sob
refrigeracdo e levadas ao laboratério onde foram peneiradas (> 2 mm) e estocadas a 8° C,

até realizacdo das andlises.
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Anélises quimicas do solo

Foram analisadas as caracteristicas quimicas de todas as amostras coletadas. O pH
foi determinado em dgua (relacio 12,5 wA), com o auxilio de um potencidmetro.
Potéssio (K) e fosforo (P) foram extraidos por solucio bi-dcida composta por 4cido
sulfiirico e 4cido hidro cloridrico e determinados por fotometria de chama. Caélcio (Ca),
Magnésio (Mg), Aluminio (Al) foram extraidos com uma solugdo neutra de cloreto de
potéssio (KCI, 1 molL'!), o primeiro e o segundo foram medidos com espectrofotometria
de absor¢do atdomica (Varian) com a adigdo de cloreto de estroncio a 0,05, e o aluminio
foi medido por titulacdo com hidréxido de sédio. A acidez potencial (H + Al) foi extraida
utilizando solucdo neutra de acetato de calcio (1 N) por titulacio e hidroxido de sédio
(NaOH). A saturagao de bases (V), capacidade de troca catidnica (CtC) e a soma de bases
(SB) foram calculadas. A matéria orginica (M.O.) foi analisada pelo método
colorimétrico e oxidacdo e a medicdo do carbono organico foi obtida pela aproximagao

C.0.=M.0./ 1,724 (Defelipo & Ribeiro, 1981).

Indicadores biolégicos do solo

O carbono da biomassa microbiana foi avaliado pelo método da fumigagao-
extracdo proposto por Vance et al. (1987). Cada amostra foi dividida em duas
subamostras com 20 g cada (massa umida), a primeira subamostra foi utilizada como
controle e o carbono extraido imediatamente com K2SO4 (5 mol L'1), em seguida agitada
a 200 rpm por 0,5 h e fitrada. Na segunda subamostra, foi adicionado 0,1 mL de
cloroférmio, colocado no dessecador por 48 h, e apos esse periodo o dessecador foi aberto
liberando o cloroférmio com o carbono sendo extraido, assim como foi realizado no
controle. A medicdo foi realizada a partir da reacdo com permanganato de potdssio

(Bartlett e Ross, 1994).

O carbono organico do solo (C.O.) e o carbono da biomassa microbiana (CBM)
foram utilizados para o cédlculo do quociente microbiano (gMic), que foi calculado para
cada amostra pela relagao entre 0 CBM e o C.O. e expresso em porcentagem (Sparling,

1992).

A respiracdo basal do solo (C-CO2) foi mensurada colocando-se 50 g de cada
amostra em recipientes de 500 mL e incubadas por 96 h a 25 °C. As andlises foram

realizadas num respirometro automatizado com detector infravermelho (Sable Systems —
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Mod. TR-RMS8 Respirometer Multiplexer), seguindo o proposto por Hememeyer et al.
(1989).

O quociente metabdlico foi determinando para cada amostra de acordo com
Anderson e Domsch (1993), obtendo-se o valor pela relacdo entre os valores de C-COze
CBM.

As atividades enzimdticas das fosfatases alcalina e 4cida, além das atividades [-
Glucosidase foram realizadas segundo os métodos colorimétricos propostos por
Tabatabai (1994). Todas as andlises enzimiticas usaram o andlogo de substrato p-
nitrophenyl--D-glucopyranosideo (pNPG), com diferentes tampdes. Para avaliagdo da
atividade da p-Glucosidase, foram pesados, duas vezes, 1 g de cada amostra de solo imido
(massa umida) e colocados em tubos de ensaio. A primeira amostra foi utilizada como
controle para cada ensaio. A seguir, os tubos foram incubados com a adi¢do de 0,25 mL
de tolueno, 4 mL do tampdo universal a 0,05 M (pH 6,0). Um mililitro de 25 mM pNPG
(5 mM na concentragdo final) dissolvido no tampao foi adicionado apenas nos tubos
utilizados como controle. Os tubos de ensaio foram agitados em vortex e colocados em
banho-maria por uma hora a 37 °C. Em seguida, foi adicionado em todos os tubos 1 mL
de CaCL (0.5 M) e 4 mL. THAM (Tris—hydroxymethyl-aminomethane) (0,2 M), ajustado
para o pH 12. Um mililitro de pNPG —para nitrofenil fosfato (25 mM ) foi adicionado
apenas nos tubos em tratamento. Todos os tubos de ensaio foram agitados novamente e a
solucdo foi fitrada. Sendo a absorbancia do filtrado medida no comprimento de onda de
410 nm. Os valores obtidos foram corrigidos pelas amostras controles, a umidade do solo
e para a absorcao do lancamento de para-nitrophenol (pNP). A atividade de B-glucosidase

foi expressa como pmol pNP ¢! solo seco h'l.

Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SISVAR (Ferreira,
2011). Todas os dados resultantes das caracteristicas quimicas, como os dos indicadores
biologicos, foram submetidos a andlise de varidncia (one-way ANOVA) e, quando
pertinente, ao teste Scott-Knott para comparagdo de médias (p < 0,05). Os testes de
correlacdo lnear de Pearson e andlise multivariada de Componentes Principais entre os

indicadores bioldgicos e os dados quimicos foram realizadas através do software PAST

(Hammer et al., 2001).
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RESULTADOS
Analises quimicas do solo

Os resultados das andlises quimicas revelaram diferencas entre as dreas afetadas e
a drea controle. O pH mostrou valores maiores (p<0,05), com tendéncia ao neutro ou ao
alcalino nas dreas afetadas (REC1, REC2 e REC3) e a area controle (UND) apresentou

valores acidos (Tabela 1).

Com excecdo do fdsforo, que apresentou valores em torno de duas vezes maiores nas
areas afetadas, todas as outras caracteristicas quimicas estudadas apresentaram valores
superiores ao daarea controle. A matériaorganicaapresentouvalores aproximadame nte cinco
vezes maiornaarea controle que nas areas afetadas, mesmo apds nove meses de programa de
revegetacdo (Tabela1).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas de solo/residuo de drea ndo afetada (UND) e das dreas afetadas pelo
rejeito de mineragdo de ferro (REC1, REC2 e REC3) em Paracatu de Baixo, Mariana, MG.

pH P K Ca*? Mg*? H*+Al*> SB \4 CtC C.0. M.O

. cmolc/ %
Area mg/dm3------ e cmolc/ dmB-------mnmmmeeev dm? ¢

UND 540b 4.80b 88.33a 2.37a 1.16a 555a 37a 4.13a 9.33a 27.57a 4.75a
REC1 80a 7.77a 62.67a 1.4a 0.03b 0.17b 1.6b 1.6b 1.77b  5.74b 0.99b
REC2 7.17a 843a 50.67a 0.87a  0.13b 0.17b 1.1b 1.1b 1.30b  7.25b 1.25b
REC3 8.03a 8.67a 68.67a 1.13a  0.03b 0.17b 1.3b 1.3b 147b  6.28b 1.08b

Letras minusculas diferentes, na coluna, indicam que as médias diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knot (p<0,05). UND = Area
controle, RECI1 = drea afetada sem programa de revegetaciio em curso, REC2 e REC3=drea afetada com programa de revegetagio em
curso. SB = soma de bases, V= Saturacdo de bases, CtC= Capacidade de troca catidnica, C.0.= Carbono orginico, M.O=Matéria

organica.
Indicadores biolégicos do solo

Os resultados dos indicadores bioldgicos mostraram diferencas marcantes entre a
area controle (UND) e as dreas afetadas pelos rejeitos de mineracio (REC1, REC2,
REC3). As atividades das enzimas B-Glucosidase, ACP, AKP, CBM e RS apresentaram

valores menores (p<0,05) nas dreas afetadas em relacdo ao controle (Tabela 2).

Os valores mais altos para B-Glucosidase (BG) foram observados na drea controle,
seguido pelas dreas de revegetacdo (REC2 e REC3) e por ultimo a regido afetada, mas
sem programa de revegetacdo (REC1) (Tabela 2). Esses resultados revelaram que a
atividade de BG foi sensivel ao programa de revegetacdo iniciado na drea, mesmo em

curto prazo. Evidenciou também uma diferenca entre as dreas afetadas submetidas ao
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processo de revegetacdo. As dreas sob revegetacdo (REC2 e REC3) apresentaram valores
duas vezes menores que a drea controle, enquanto a drea nao submetida ao programa de

revegetacdo (REC1) apresentou valor quase 10X menor.

Em relacdo as outras atividades biologicas estudadas, os valores de AKP, ACP,
RS e MBC foram mais altos para a drea controle, indicando maiores atividades, biomassa
e atividade da biomassa nessa regido com relacdo as dreas afetadas (Tabela 2).
Tabela 2. Valores dos indicadores biolégicos de amostras da drea nao afetada (UND) e das dreas afetadas

pelo rejeito de mineracdo de ferro com revegetagdo espontanea (REC1) ou revegetada (REC2, REC3), em
Paracatu de Baixo, Mariana, MG. (n=3).

Area AKP ACP BG CBM RB qCO02 gMIC
---- ug g-! p-nitrofenol solo seco h-! pg g-1 solo [T O 00 Py — % -----
---- seco solosecodial = eeeeee-
UND 217,90a 493,40a 65,79a 274,49a 36,226 a 7,347a 5,58a
REC1 19,81b 13,01b 5,47c 45,51b 0,005 b 0,01b 0,1335b
REC2 4,16b 12,01b 32,67b 81,91b 0,003 b 0,006b 0,0950b
REC3 6,17b 10,80b 36,79b 107,92b 2,006b 0,002b 0,0069b

Letras minusculas diferentes, na coluna, indicam que as médias diferem estatisticamente pelo teste Scott -Knot (p<0,05). AKP=
Atividade de fosfatase Alcalina, ACP=atividade de fosfatase dcida, BG= atividade da enzima beta-glicosidase, RB=respiracdo basal,
qCO; = quociente metabdlico, qMIC= quociente microbiano, UND = Area controle, REC1 = drea afetada sem programa de

revegetacio em curso, REC2 e REC3=drea afetada com programa de revegetagdo em curso.

Os valores do quociente metabdlico, respiracdo basal do solo e quociente
microbiano mostraram-se maiores para a regido controle em relacdo as areas afetadas,

mas sem diferencas estatistica entre as dreas afetadas (Tabela 2).

Os resultados dos indicadores biologicos (Tabela 2) e quimicos (Tabela 1) ndo
terem mostrado diferenca entre as duas dreas com programas de revegetacdo (REC2 e
REC3). Entretanto, a fisionomia vegetal foi distinta pela observacdo em campo com
REC2 possuindo plantas mais altas, mais cobertura vegetal, enquanto a regido REC3

apresentava crescimento mais baixo, com a predomindncia de gramineas.

O carbono da biomassa microbiana (MBC) foi maior na 4rea controle e entre as
dreas afetadas ndo houve diferenca (p<0,05), mesmo com o programa de revegetacdo em

curso ha nove meses (Tabela 2).

As atividades das fosfatases, acida e alcalina, mostraram resultados similares,
ambos os valores de atividades foram maiores na darea controle (UND) (p<0,05) e sem

diferenca significativa entre as dreas afetadas pelos rejeitos (Tabela 3).
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A correlacdo linear de Pearson foi aplicada para verificar a correlacdo entre os
indicadores  bioldgicos e alguns indicadores quimicos (Tabela 3). Os resultados
mostraram que o pH foi associado de manerra negativa com todos os parametros
biologicos. Como nds esperdvamos, as atividades enzimdticas foram fortemente
associadas ao CBM, ja que este € o principal reservatério de enzimas do solo e atua na

formacdo da matéria organica, assim como ¢ parte dela.

Os resultados obtidos pela Andlise de Componentes Principais (PCA) mostraram
que os eixos PC1 e PC2 explicaram 99,89 % (Tabela S1, apéndice) da varidncia entre os
indicadores bioldgicos e as caracteristicas quimicas (Figura 1, Figura S2 apéndice). Esta
andlise evidenciou a formacdo de trés agrupamentos, sendo o primeiro formado pela
amostra UND, segundo pelas amostras REC 2 e REC 3 e terceiro pela amostra RECI.
Assim, uma maior relacdo foi observada entre as dreas afetadas submetidas ao processo
de revegetacdo (REC2 e REC3) em comparagao com as demais, REC1 e Controle (UND).
Esta andlise também mostrou que todos os indicadores bioldgicos tais como as fosfatases,

o carbono da biomassa microbiana € BG foram relacionados a area controle.
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Tabela 3. Coeficiente de correlagio de Pearson entre indicadores biol6gicos e caracteristicas

quimicas de amostras da drea controle (UND) e das dreas afetadas pelo rejeito de mineragdio de ferro

(REC1, REC2 e REC3) em Paracatu de Baixo, Mariana, MG.

AKP  ACP  BG CBM  pH P cC  0C OM  qCO2 gMIC
AKP

ACP  0,99796

BG 078823 0,82467

CBM  0,95099 0,96661 0,93533

pH  -093182 -0,94641 -0,84824 -0.92092

P -0,98807 -0,97779 -0,68883 -0.89226 0.90872

CtC  0,99975 0,99887 0,80085 0.95756 -0.933 -0.98441

C.O 099271 099819 084807 0.97244 -0.96229 -0.968 0.99425

M.O. 099273 0099818 0,84779 0.97227 -0.9624 -0.96811 099425 1

qCO> 085863 0,82592 0,36232 0.65961 -0.71814 -0.92506 0.84746 0,80016 0,80044

gMIC 0,99842 0,99988 081762 0.96275 -0.9477 -0.98049 0.99901 0,99792 099793 0,83287

RB 09964 0099978 0,83583 0.97084 -0.9504 -0.97357 0.99769 09991 0,99909 0.81452 0,99947

AKP = Atividade da fofatase alcalina, ACP = Atividade da fosfatase acida, BG= atividade da B-Glucosidase , CBM=carbono da
biomassa microbiana , CtC= capacidade de troca cationica, O.C= carbono organico, M.O. = matéria organica, qCO2= quociente
metabdlico,, qMIC= quociente microbiano, RB=respiragao basal do solo.
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Figura 1. Andlise de Componentes Principais entre indicadores bioldgicos e caracteristicas quimicas do

solo para a drea controle (UND) e as dreas afetadas com o rejeito de mineragdo de ferro com revegetacgio
espontanea (REC1) ou submetida a programas de revegetacido (REC2 e REC3), localizadas em Paracatu de
Baixo, Mariana, MG
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DISCUSSAO

As caracteristicas quimicas mostraram profundas diferencas entre as dreas
afetadas (REC1, REC2, REC3) e a drea controle (UND). Os valores de pH das dreas
afetadas mais alcalinos que a drea controle pode ser atribuido a presenca do rejeito de
mineracdo de ferro liberado e ainda presente no solo. Durante o processamento do minério
de ferro, uma das etapas € a flotagdo catibnica reversa, esta utiliza uma série de
substancias, como amido, eterminas, eterdiaminas, além de hidréxido de s6dio separando
a parte de interesse comercial e deixando o rejeito com pH proximo a 10 (PIRES et al,

2003; SILVA et al.,, 20006).

O valor de pH observados nas dreas afetadas pode ser prejudicial para importantes
processos naturais que poderiam auxiliar no reestabelecimento da comunidade vegetal,
como por exemplo a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN). Esse processo, que tem a
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, dependente do estabelecimento de uma
relacdo simbidtica entre leguminosas ou gramineas com alguns géneros bacterianos,
especialmente Rhizobium e Bradyrhizobium (classe o-Proteobacteria), que € bastante
sensivel as condicdes ambientais, incluindo baixo ou alto pH (Jinior and Reis, 2008).
Ferrerra et al. (2016) estudando fixacdo bioldgica de nitrogénio e nodulagdio em
Calopogonium mucunoides, uma das espécies usadas no programa de revegetacdo em
Paracatu de Baixo, mostrou que o aumento nos valores de pH pode reduzir a atividade
enzima nitrogenase, que € chave no processo da FBN. No estudo em questdo, com solo
apresentando pH 7, a atividade da nitrogenase medida foi de 0,07 versus 4,78 ymol Hz g
'h'! em pH 5.5, sendo que em pH 7, a FBN ndo foi observada. Esse fato é importante
para reforcar a necessidade de ajustar o pH dos solos afetados para valores em que se
propicia a ocorréncia dos processos biologicos, como a FBN, que € uma importante fonte

de nitrogénio para planta.

A reducdo da matéria orginica do solo nas dreas afetadas em relacdo ao controle
pode ser explicada. Apds passar pelo distrito de Paracatu de Baixo, a onda de rejeitos de
mineracdo de ferro ainda percorreu centenas de quildmetros e dias apds o desastre inicio u-
se a estacdo chuvosa na regido, carreando restos de vegetais, animais e biomassa

microbiana, assim como outros minerais.
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Atribuimos a maior concentracdo de fosforo observada para as dreas afetadas, ao
processo periddico de fertirrigacdo e as técnicas de bioengenharia, como forma de conter

o carreamento, aplicadas sobre estes solos (Agroflor, 2016).

No nosso estudo, a atividade de B-Glucosidase (BG) mostrou reducdo em relagao
a area controle, entretanto foi possivel observar a influéncia dos programas de
revegetacdao na recuperacao destes solos pela comparacdo dos valores apresentados pelas
amostras REC 2 e REC 3, em relacdo a atividade enzimitica RECI. Esses resultados
destacam a aplicacdo desta enzima para o monitoramento de recuperacdo de dreas
degradadas, como eficiente medidora da influéncia da revegetacdo na microbiota do solo.
Em dreas contaminadas com metais pesados, as atividades de BG foram as melhores que
as atividades de urease, invertase, fenol oxidase e fosfatase 4cida para distinguir os graus

de danos, ndo sendo inclusive, sua andlise influenciada pela presenca de metais nos solo
(Hinojosa et al., 2004; Zhang et al., 2006).

Os indicadores biologicos, como atividade BG, a matéria organica, o carbono
organico e o carbono da biomassa microbiana sdo relacionados, pois atuam em distintos
pontos da ciclagem de carbono. Entretanto, nesse estudo, apenas a BG foi sensivel ao
programa de revegetacdo sob o solo, indicando maior atividade dessa enzima. NOs
sugerimos uma possivel explicacdo, que a onda de rejeitos de mineragdo de ferro carreou
parte da matéria orginica e modificou as caracteristicas quimicas da regido, em seguida,
o programa de revegetacdo introduziu carbono orginico complexo nas dreas de
revegetacdo e nutrientes pela fertirrigacdo. Essa entrada de carbono orginico e nutrientes
pdde nutrir a comunidade microbiana do solo, que utiliza a enzima BG para quebrar as
ligacdes quimicas, lancando carbono organico assimilivel para os micro-organis mos.
Pelo fluxo proposto nesta explicacdo, pode-se predizer que o programa de revegetacao
ainda n3o mostrou influéncia sobre os valores de matéria organica, carbono organico,
carbono da biomassa microbiana e respiracdo basal do solo pelo curto periodo de tempo

implementado e aqui estudado.

Estudos em cronosequéncias fluxo proposto que reforca essa ideia. Quadros et al.
(2016) estudando solos danificados pela mineracdo de carvdo apds o processo de
revegetacdo, mostrou resultados similares, a atividade da enzima BG distinguiu mais
estagios de recuperacio e revegetacdo do solo no principio do processo que o carbono da
biomassa microbiana (CBM), o quociente metabdlico, a respiracdo basal do solo e as
atividades da enzima desidrogenase, sendo capaz de diferenciar duas areas com 3 e 4 anos
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de micio de recuperagdo. Assim como, Escobar er al. (2015) verificaram em
cronosequéncias para a recuperacdo de dreas de mineracdo, que apds arevegetacio houve
mudangas na comunidade microbiana associadas a um aumento da abundancia de grupo
que atuam como decompositores associado com o aumento das atividades de BG e do
CBM. Esses dois indicadores, mostram o funcionamento da ciclagem de carbono, um dos
principais ciclos biogeoquimicos utilizados para avaliar a recuperacdio de dreas
degradadas, indicando ainda um aumento da matéria orginica no solo, um indicador

quimico.

Em nossos resultados, CBM respondeu apenas diferenciando dreas afetadas e
controle, sem distincdo em relacdo ao programa de revegetacdo, provavelmente isso se
deve ao curto periodo do programa (9 meses), onde supomos que levard mais tempo para
que a vegetacdo possarecuperar o carbono da biomassa microbiana do solo. O baixo valor
apresentado do CBM nas dreas afetadas € um ponto que necessita atencdo, ja que todas
as atividades relacionadas com os micro-organismos serdo de certa forma prejudicadas,

afetando, por exemplo, a ciclagem de nutrientes.

As fosfatases sdo responsdveis em converter fosforo organico em fosforo
mnorganico tornando o mesmo disponivel para a comunidade vegetal, suas atividades sdo
sensiveis em mostrar danos ao ambiente e sdo utilizadas na avaliacdo do impacto de
préticas agricolas e de programas de revegetacdo sobre o solo. Estudando 4reas utilizadas
para mineracdo de carvdo, mas ja em processo de recuperacdo, Finkenbein et al. (2013)
analisaram nove enzimas do solo. Eles observaram que a atividade da fosfatase acida
respondeu a distintos tratamentos e poderia ser utilizada como um indicador da
recuperacdo da drea. Os autores também sugeriram que a atividade desta enzima estava

relacionada a limitaces na concentracdo de fésforo no solo.

Em nosso estudo, uma correlacdo negativa entre a atividade das fosfatases e a
concentracdo de fésforo no solo também foi observada, a presenca de fosforo inorganico
proveniente da fertirrigacdo inibiu a atividade dessa enzima, assim como o pH alcalino
do solo das dreas afetadas. Assim, embora tenha conseguido distinguir entre as dreas
afetadas e a controle, a atividade das fosfatases no solo pode estar sendo “mascarada” por
esses dois interferentes quimicos e pode ndo ter refletido o verdadeiro grau de impacto
ou de recuperacdo das dreas estudadas, limitando assim o uso desse indicador em futuros

programas de monitoramento bioldgico para regido estudada (Nannipieri et al., 2011).
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A reducdo de atividades enzimiticas no solo e outros indicadores biolégicos,
como as fosfatases (4cidas e alcalinas), BG e CBM tem sido associadas a alteracdes na
diversidade microbiana e na perda de fungdes ecossist€micas como a ciclagem de

nutrientes (Li et al., 2015; Jung et al., 2016).

A biomassa microbiana € o maior reservatorio de enzimas do solo, assim sendo
umas das principais responsdveis pela dindmica da matéria orginica. Processos como a
decomposicio da matéria, a formacdo do solo e a prdpria revegetacdo podem ser
promovidos pelo aumento da biomassa microbiana nos solos, por esse motivo, programas
de monitoramento dao especial atencdo a essas medi¢des. Elas possibilitam uma visdo
global da presenca microbiana no ambiente e tem sido um dos parametros mais utilizados
ao redor do mundo para medir o impacto das acdes antropicas sobre o solo (Bastida et al.,

2008).

Os grupos vegetais introduzidos na drea para a recuperagdo, leguminosas e
gramineas, possuem uma série de vantagens, como possuir crescimento rapido,
aumentando de maneira rdpida a matéria organica e a agregacdo do solo (Santos et al.,
2013). Entretanto, de acordo com Li et al. (2014) em curtos periodos de processos de
recuperacdo de dreas degradadas, as caracteristicas quimicas do solo e ambientais sdo
mais importantes que a vegetacdo para o estabelecimento da comunidade microbiana,
sendo assim podemos inferir, que estas caracteristicas também podem afetar os

indicadores microbianos.

Nossos resultados ressaltam a necessidade do uso de indicadores bioldgicos para
o monitoramento da recuperacdo do solo de dreas degradadas, j4 que podem mostrar de
modo rdpido e sensivel mudangas no ambiente, que indicadores quimicos, como a matéria
organica, levariam mais tempo para indicar uma recomposicdo. Além disso, esses
indicadores refletem o funcionamento de processos naturais dos ecossistemas, indicando
o grau de funcionamento das comunidades do solo. A atividade da BG, sensivel, mesmo
em curto periodo, ao programa de revegetacdo implementado, pode ser utilizado como
indicador ambiental de recuperacdo ou de mudangas no ambiente, além de ser, como ja
foi dito, menos influenciada pela presenca de metais pesados, ou concentracdo de algum

mineral no solo como destacado por Stott et al. (2010).

A respiracdo basal do solo, quocientes metabdlico (qCO2) e microbiano (qMIC)

também tiveram seus valores reduzidos com relagdo a drea controle. Os dois primeiros
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indicadores referem a transformacdes do carbono, o primeiro representa a utilizacio da
matéria organica pelos micro-organismos aerébios do solo, o segundo, mede a quantidade
de CO: liberada por unidade de carbono microbiano. De maneira geral, valores altos para
esses dois indicadores sugerem estresse ambiental, entretanto aqui, seu significado foi o
oposto. O impacto apresentado pela drea foi severo, a ponto de reduzir drasticamente os
processos respiratérios no solo, resultados esses que podem estar relacionados tanto com
a abrupta reducdo do carbono orginico da biomassa microbiana disponiveis, quanto as
caracteristicas fisico-quimicas particulares do solo contaminado com rejeito, como a
baixa capacidade de retencdo de dgua medida (dados ndo mostrados), as caracteristicas

fisicas como a granulometria e a extrema compactacdo observada para este rejeito (Pires

et al., 2003; Silva et al., 2000).

A reducao do gMIC, também era esperada ja que tanto CBM quanto o C.O foram
significantemente reduzidos nas dreas afetadas com relacdo ao controle. Esse indicador,
que mede a fracdo da biomassa microbiana no carbono organico total do solo, mostrou
valores reduzidos em dreas degradadas, tanto em dreas agricolas (Camylla et al., 2017),

quanto para dreas de mineracdo sob recupera¢do (Anderson e Domsch, 1989).

Um fato interessante, observado por Pires et al. (2003) € que devido apresenga de
geotita, este rejeito de mineragdo teria a capacidade de reter metais pesados, o que neste
trabalho ndo foi avaliado. Torna-se importante essa medicdo, ja que Santos et al. (2016)
quando estudaram antigos sitios de mineracdo com metais pesados em processo de
recuperacdo, sugeriram que a medicdo de indicadores como a respiracdo do solo, o
quociente metabdlico e o quociente microbiano podem sofrer interferéncia pela presenca
desses elementos e ser ainda mais reduzida. A partir dos nossos resultados, nds
encorajamos nosso € outros grupos a avaliarem a presenca de metais pesados nas dreas

avaliadas, como forma de esclarecer esse ponto.

Diversos estudos anteriores utilizando indicadores biolégicos do solo, tentaram
buscar um unico indicador ou indice que conseguisse mostrar o estado de saude e
qualidade do solo. Em grande parte, os pesquisadores sugerem a utilizacdo combinada de
algum indicador da atividade microbiana, tal como enzimas do solo, com alguma
caracteristica quimica ou concentracdo de determinado mineral (Chaer et al., 2009;
Mukherjee & Lal, 2014). Indicadores bioldgicos, tais como os utilizados aqui avaliam
transformagdes ou o acumulo de compostos provenientes da atividade de organismos do
solo, entretanto como cada indicador reflete, em geral, apenas um tipo de processo

63



mediado pela biota do solo, apenas a avaliacio de mais de um indicador relacionado a
distintos processos mostrard com maior precisdo o impacto ao solo de alteracdes
ambientais. Assim, nés recomendamos, o uso de distintos indicadores bioldgicos para o
monitoramento das regides afetadas e dos programas de revegetacdo propostos visando
avaliar arecuperacdo de atributos bioldgicos e quimicos do solo como forma de promover

e normalizar o funcionamento dos ecossistemas apds o desastre ambiental.

CONCLUSAO

Neste estudo, verificamos que as caracteristicas quimicas e os indicadores
biologicos das dreas afetadas pelo rejeito apresentam forte reducdo nos seus valores em
relacdo a drea controle. Os valores do pH e da concentracdo de fésforo, apresentaram
valores maiores nas regides afetadas, que atribuimos a composicdo do rejeito e a

fertirrigacdo empregada no programa de revegetacao.

A revegetacdo implementada nas dreas afetadas auxiliou no aumento da atividade
de BG, evidenciando o inicio de uma recuperacdo da ciclagem de carbono com relagcdo a

drea afetada sem revegetacdo em curso.
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CONCLUSOES GERAIS:

O desastre ambiental proveniente do rompimento da barragem de rejeitos
de mineracédo de Fundao alterou a estrutura da comunidade bacteriana do solo,
aumentou a diversidade bioldgica nas areas afetadas, as caracteristicas
quimicas e afetou reduzindo a atividade de indicadores biolégicos das fungdes
desempenhadas especialmente por micro-organismos do solo afetados.

O programa de revegetacdo implementado mesmo em curto prazo atuou
em curto prazo aumentando a atividade da beta glicosidase, um indicador
biolégico para a ciclagem de carbono avaliado, bem como influenciou a alteragéo
da abundancia relativa, com aumento da abundancia relativa dos filos

Actinobacteria e Bacteroidetes e a dominancia do filo Proteobacteria.

A comunidade bacteriana e os indicadores biolégicos aqui estudados
podem ser utilizados para o monitoramento das regides afetadas e em
recuperacao na bacia do Rio Doce por se mostrarem sensiveis as mudancas

decorrentes do desastre e as medidas de revegetacdo adotadas.
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APENDICE:

Figura S1. Representacao grafica dos componentes principais 1 e 2, em conjunto responsaveis
por 9691% da varidncia, da Andlise de Componentes Principais (PCA) entre d4reas
estudadas/coletas realizadas e a abundincia relativa para o nivel de filo (80% de similaridade
nucleotidica).

454

Figura S2. Representagio grifica dos componentes principais 1 e 2, em conjunto responsaveis
por 99,2% da variancia, da Andlise de Componentes Principais (PCA) entre areas estudadas, as
caracteristicas quimicas e os indicadores bioldgicos do solo estudados.
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Tabela S1. (a): Resultados da Andlise de componentes principais entre Areas, coletas e

abundancias relativas de filos bacterianos. (b): Resultados da Andlise de componentes principais
entre Areas e indicadores biologicos e quimicos para a segunda coleta. PC = componente

principal.
P s S
PC Valor % Variancia Valor % Variancia
1 231,329 57,782 80059,8 98,893
2 156,662 39,131 795,117 0,8216
3 8,33381 2,0816 101,222 0,12503
4 2,29472 0,57318 . .
5 1,5054 0,37602 . .
6 0,183088 0,045732 . .
7 0,0427102 0,010668 ) )

Tabela S2. Localizacdo georeferenciada das dreas de amostragem e respectivo codigo das dreas
de amostragem citado ao longo dos capitulos. Todos as areas pertencentes ao distrito de Paracatu
de Baixo, municipio de Mariana, zona da mata, Minas Gerais.

Area de amostragem Cédigo Latitude Longitude

UND 1 20° 18' 8,94" 43°14' 15,72"
Area controle UND2 20° 18'9,15" 43° 14' 14,88"

UND3 20° 18'8,16" 43°14'12,99"

RECI1-1 20° 18'8,73" 43°14'11,13"
Afetada/ revetacao RECI1-2 20° 18'7,38" 43°14'11,32"
natural

REC1-3 20°18'10,33" 43° 14' 14,20"

REC2-1 20°17'57,01" 43°14'13,33"
Afetada ¢/ programa de ~ REC2-2 20° 17'56,17" 43°14'13,55"
revegetacao

REC2-3 20° 17' 55,67" 43°14'12,35"

REC3-1 20°18'12,36" 43°13'57,26"
Afetada c/ programa de ~ REC3-2 20°18'11,82" 43°13'57,40"
revegetacao

REC3-3 20°18'11,18" 43°13'58,26"
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Figura S3. Mapas das dreas amostras em Paracatu de Baixo, Mariana, Minas Gerais. Pontos marcados em amarelo representam areas de amostra gem.
UND-=area controle; REC1=area afetada sem programa de revegetacdo; REC2 e REC3=4rea afetada com programa de revegetacido em andamento. Fonte
da imagem: Google Earth; Data da imagem: Junho de 2017.
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Tabela S3. Médias das abundéncias relativas ao nivel de filo, 80% de similaridade, para as areas
e coletas realizadas. Grupos cuja abundancia relativa apresentou menos de 1% do total de leituras
para o sequenciamento foram agrupados no grupo artificial “others”.

UND UND REC1 REC1 REC2 REC2 REC3 REC3
M S M S M S M S

Acidobacteria 1440% 17,7% 5,77%  4,34% 2,58%  3,28% 1,79%  2,38%
Actinobacteria 11,87% 824% 7,33% 24,58% 22,56% 37,88% 14,46% 36,75%
Bacteroidetes 1,76%  1,22% 311%  322% 737% 7,50% 10,19% 6,90%
Chloroflexi 1,51% 1,15% 1,67% 6,21% 1,90%  2,26% 1,66%  2,72%
Cyanobacteria 0,73%  0,12% 1,97%  1,57% 353%  1,00% L16%  1,67%
Firmicutes 1,99%  1,98% 251%  1,78% 1,53%  1,21% 1,50%  1,20%
Gemmatimonade

tes 1,0A%  0,62% 333%  221% 390%  1,76% 1,55%  1,45%
Planctomycetes 6,65%  9,65% 1,86%  3,14% 224%  1,28% 1,15%  1,03%
Proteobacteria 38,89% 339% 6296% 4657% 48,36% 40,01% 60,37% 42,28%
Verrucomicrobia  19,70% 24,2% 404%  1,62% 224%  1,80% 390%  1,46%
Others 1,47%  1,05% 544%  4.77% 3,80%  2,02% 226%  2,15%

Legenda: UND = Area controle ndo afetada; REC1= drea afetada e sem programa de revegetacdo em curso; REC2 e
REC3= dreas afetadas com programas de revegetacdo e bioengenharia; M= primeira coleta M ar¢o/2016; S= segunda

coleta setembro/2016.
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Tabela S4. Médias das abundincias relativas (n=3) ao nivel de classe, para as areas e coletas
realizadas e total de leituras dos grupos entre as amostras sequenciadas. Valores destacados
mostram os 3 grupos com maior abundincia relativa dentro de cada amostra. Grupos com
abundancia relativa total no sequenciamento maior que 0,5%.

UND UND RECI RECI REC2 REC2 REC3 REC3

M S M S M S M S
OPB35 soil group 1,50%  2,10%  0,70% 090% 037% 0,63% 043% 043%
Opitutae 007%  000% 2,13% 053% 0,77% 030% 130% 040%
Spartobacteria 18,00% 22,00% 1L13%  010% 0,73% 0,77%  037%  0,50%

Alphaproteobacteria  26,87% 24,53% 41,00% 26,37% 2747% 24,43% 32,20% 28,77%
Betaproteobacteria 2,63% 1,73% 8,70 % 6,63% 8,63% 9,90% 7.87% 7,13%
Deltaproteobacteria 6,17% 490%  4,57% 500% 573% 3,23% 3,10% 2,70%

Gammaproteobacteria 3,10% 2,70% 7,63% 8,23% 537%  2,30% 15,77% 3,23%

Planctomycetacia 5.83% 9,13% 1,50% 2,63% 1,60% 0,93% 1,00%  0,73%
Nitrospira 0,77%  0,60%  080%  0,60% 033% 020% 023% 0,30%
Gemmatimonadetes 1,00% 0,63%  323% 1,87%  3,10% 1,37% 1,50% 1,23%
Bacilli 1,77% 1,47% 1,30%  0,90% 1,13% 1,03% 1,00%  0,77%
Sphingobacteriia 1,37% 1,00%  2,07% 1.97% 477%  4,13%  6,10%  3,90%
Cytophagia 0,17% 0,17%  0,77% 1,20%  2,30% 3,27% 360%  2,83%
Thermoleophilia 3,70%  2,40% 1,20%  3,87% 1,13% 353% 043% 2,57%
Actinobacteria 6,90 % 4,80%  3,57% 10,20% 17,57% 28,73% 11,63% 26,07%
Acidimicrobiia L1I0% 093% 240% 743% 3,17% 4,67% 200% 6,57%
Acidobacteria/

Subgrupo 6 453%  2,80% 1,80% 2,73% 147%  240%  0,60% 1,87%
Acidobacteria/

Subgrupo 2 220% 357%  0,13% 0,00 0,00% 000% 0,00% 0,00%
Blastocatellia 1,L17%  0,37% 143% 0,17% 0,17% 033% 0,33% 0,10%
Acidobacteria 333% 623% 030% 0,13% 0,03% 0,10% 003% 0,03%

Legenda: UND = Area controle ndo afetada; REC 1= drea afetada e sem programa de revegetacdo em curso; REC2 e
REC3= dreas afetadas com programas de revegetacdo e bioengenharia; M= primeira coleta M ar¢o/2016; S= segunda
coleta setembro/2016.

75



Tabela S5. Médias das abundincias relativas (n=3) ao nivel de ordem, para as dreas e coletas
realizadas e total de leituras dos grupos entre as amostras sequenciadas. Valores destacados
mostram os 3 grupos com maior abundincia relativa dentro de cada amostra. Grupos com
abundancia relativa total no sequenciamento maior que 0,5%.

UND UND REC1I RECI REC2 REC2 REC3 REC3
M S M S M S M S
Acidobacteriales 3,33% 6,23% 030 0,13% 0,03% 0,10% 0,03% 0,03%
Blastocatellales 1,17% 0,37% 143 017% 0,17% 0,33% 0,33% 0,10%
Solibacterales 1,77% 3,50% 143 063% 0,67% 0,33% 0,63% 0,27%
Acidimicrobiales 1,10% 0,93% 240 743% 3,17% 4,67% 2,00% 6,57 %
Frankiales 1,33% 2,43% 140 1,20% 1,53% 1,93% 0,57% 1,63%
Kineosporiales 0,07% 0,00% 0,00 030% 1,10% 0,63% 0,37% 1,23%
Micrococcales 0,20% 0,07% 0,80 4,07% 9,50% 13,90% 6,77% 13,03%
Micromonosporales 2,53% 0,93% 0,37 040% 1,27% 1,80% 1,80% 1,20%
Propionibacteriales 0,33% 0,10% 047 250% 3,10% 5,27% 1,13% 4,67%
Pseudonocardiales 0,57% 0,27% 0,07 127% 0,60% 3,07% 0,40% 2,10%
Streptomycetales 0,90% 0,47% 0,17 023% 0,33% 1,67% 0,27% 0,87%
Streptomycetales 0,90% 0,47% 0,17 023% 0,33% 1,67% 0,27% 0,87%
Gaiellales 1,63% 1,13% 0,60 197% 037% 0,93% 0,17% 0,73%
Solirubrobacterales 2,07% 1,27% 057 190% 0,73% 2,63% 0,27% 1,87%
Sphingobacteriales 1,37% 1,00% 207 197% 4,77% 4,13% 6,10% 3,90%
Bacillales 1,77% 1,37% 1,27 090% 1,13% 0,97% 1,00% 0,73%
Gemmatimonadales 1,00% 0,63% 323 1,87% 3,10% 1,37% 1,50% 1,23%
Nitrospirales 0,77% 0,60% 0,80 0,60% 0,33% 0,20% 0,23% 0,30%
Planctomycetales 5,83% 9.13% 1,50 2,63% 1,60% 0,93% 1,00% 0,73%
Caulobacterales 0,77% 0,43% 1,20 0,67% 1,30% 0,97% 2,07% 1,70%
Rhizobiales 186% 17,00% 31,97 16,1% 12,6% 1040% 17,77% 15,53%
Rhodobacterales 0,03% 0,00% 090 037% 1,03% 1,60% 1,87% 1,17%
Rhodospirillales 5,60% 6,27% 297 353% 2,83% 2,63% 2,53% 4,17%
Sphingomonadales 1,40% 0,60% 363 537% 8,03% 8,73% 7,40% 6,10%
Burkholderiales 1,37% 080% 4,00 197% 6,33% 7.87% 5,67% 4.97%
Nitrosomonadales 0,33% 0,27% 263 3,00% 1,23% 1,23% 0,83% 1,10%
Myzxococcales 2,710% 2,10% 1,83 297% 2,80% 1,90% 1,53% 1,63%
Legionellales 0,37% 0,20% 0,67 090% 0,80% 0,10% 1,07% 0,30%
Pseudomonadales 0,03% 0,00% 0,70 043% 0,57% 0,23% 3,37% 0,20%
Xanthomonadales 2,53% 240% 5,03 593% 3,53% 1,37% 10,43% 2,00%
Opitutales 0,03% 0,00% 2,13 053% 0,77% 0,30% 1,27% 0,37%
Chthoniobacterales 18 % 22% 1,13 0,10% 0,73% 0,77% 0,37% 0,50%

Legenda: UND = Area controle néo afetada; REC1= drea afetada e sem programa de revegetacdo em curso; REC2 e

REC3= dreas afetadas com programas de revegetacio e bioengenharia; M= primeira coleta M arco/2016; S= segunda

coleta setembro/2016.
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Tabela S6. Médias das abundincias relativas (n=3) ao nivel de familia, para as dreas e coletas
realizadas e total de leituras dos grupos entre as amostras sequenciadas. Valores destacados
mostram os 3 grupos com maior abundincia relativa dentro de cada amostra. Grupos com
abundancia relativa total no sequenciamento maior que 0,5%.

UND UND REC1  REC1 REC2 REC2 REC3 REC3
M S M S M S M S

Solibacteraceae (Subgrupo 3) 1,77% 3,50% 1,43% 0,63% 0,67% 0,33% 0,63% 0,27%

Intrasporangiaceae 0,03% 0,00% 0,30% 1,30% 2,30% 2,73%  0,53% 1,87%
Micrococcaceae 0,00% 0,00% 023% 1,00% 6,37% 10,13% 497% 9,47%
M icromonosp oraceae 253% 093% 037% 0,40% 1,27% 1,80% 1,80% 1,20%
Nocardioidaceae 0,33% 0,10% 047% 2,50% 3,10% 527% 1,13% 4,67%
Pseudonocardiaceae 0,57% 027% 0,07% 1,27% 0,60% 3,07% 040% 2,10%
Cytophagaceae 0,17% 0,17% 0,70% 1,03% 2,30% 323% 3,43% 2,53%
Chitinophagaceae 1,30% 0,90% 1,43% 1,80% 3,90% 337% 5,00% 3,13%
Gemmatimonadaceae 1,00% 0,63% 323% 1,87% 3,10% 1,37% 1,50% 1,23%
Planctomy cetaceae 583% 913% 150% 2,63% 1,60% 0,93% 1,00% 0,73%
Bradyrhizobiaceae 533% 337% 143% 127% 1,17% 1,57% 2,10% 1,57%
Hyphomicrobiaceae 2,10% 0,70% 1,37% 2,63% 2,43% 1,50% 3,30% 2,30%
Rhizobiaceae 0,90% 0,53% 21,70% 1,70% 2,20% 1,37% 7,23% 5,20%
Xanthobacteraceae 6,67% 823% 4,00% 5,77% 2,63% 1,73% 2,23% 2,67%
Rhodospirillaceae 0,80% 0,23% 1,70% 1,83% 1,90% 1L17% 147% 1,90%
Sphingomonadaceae 1,37% 0,60% 3,00% 5,00% 7,17% 793% 7,00% 5,23%
Comamonadaceae 047% 027% 3,30% 1,03% 4,00% 3,00% 3,77% 2,17%
Oxalobacteraceae 0,07% 0,07% 0,47% 0,63% 2,00% 4,67% 127%  2,63%
Nitrosomonadaceae 0,33% 027% 2,60% 2,93% 1,23% 1,23% 0,83% 1,10%
Solimonadaceae 0,00% 0,00% 2,40% 3,10% 1,67% 043% 0,73% 0,73%
Xanthomonadaceae 023% 020% 1,50% 1,70% 1,53% 0,67% 9,33% 0,73%

Chthoniobacterales/DA101 15,30% 18,63% 0,90% 0,03% 0,00% 0,00% 0,07% 0,07%
Legenda: UND = Area controle néo afetada; REC1= drea afetada e sem programa de revegetacdo em curso; REC2 e
REC3= dreas afetadas com programas de revegetaciio e bioengenharia; M= primeira coleta M arco/2016; S= segunda
coleta setembro/2016.
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Tabela S7. Médias das abundancias relativas (n=3) ao nivel de género, para as dreas e coletas
realizadas e total de leituras dos grupos entre as amostras sequenciadas. Valores destacados saos
os 3 grupos com maior abundancia relativa dentro da amostra. Grupos com abundéncia relativa
total no sequenciamento maior que 0,4%.

UND UND RECI REC1 REC2 REC2 REC3 REC3

M S M S M S M S

lamia 0,03% 0,00% 0,33% 1,30% 023% 033% 0,17% 0,73%
Acidothermus 0,97% 2,13% 0,17%  0,07% 0,00%  0,00%  0,00% 0,00%
Arthrobacter 0,00% 0,00% 020%  060% 497% 8,97% 213%  5,70%

Paenarthrobacter 0,00% 0,00% 0,00% 0,27% 1,37% 1,13% 2,80% 3,73%
Micromonospora 0,23% 0,03% 0,00%  0,10% 027%  0,60% 1,17% 0,63%
Nocardioides 0,20% 0,07% 043%  2,10% 3,03% 4,97% 1,03% 4,23%
Streptomyces 0,90% 0,47% 0,17%  0,23% 0,33% 1,67%  027% 0,87%
Solirubrobacter 0,43% 0,13% 023%  0,40% 0,40% 1,37%  0,07% 0,67%
Flavisolibacter 0,00% 0,00% 0,10%  0,30% 030% 097%  0,33% 0,73%
Flavitalea 0,03% 0,00% 0,17%  047% 0,60%  053%  0,73% 0,67%
Bacillus 1,10% 0,83% 023%  0,53% 037%  047%  0,17% 0,40%
Phenylobacterium 0,40% 0,23% 040%  0,37% 040%  037%  0,50% 0,43%
Bradyrhizobium 487%  3,23% 097%  0,67% 0,43% 1,00%  097% 0,70%
Devosia 0,27% 0,03% 040%  0,77% 1,83% 1,07%  2,53% 1,53%
Mesorhizobium 0,47% 0,10% 0,13%  0,40% 0,70%  0,50%  0,30% 0,43%
Ensifer 0,03% 0,07% 003%  027% 0,77%  0,23% 1,23% 0,93%
Rhizobium 0,87% 0,50% 21,63% 1,37% 1,23% 1L13% 5,17% 3,97%
Variibacter 303% 4,77% 343% 5,07% 1,90% 1,20% 1,40% 2,03%
Paracoccus 0,00% 0,00% 020%  0,07% 0,63%  0.23% 1,40% 0,60%
Rubellimicrobium 0,00% 0,00% 0,67%  023% 0,37% 1,33%  0,33% 0,47%
Sphingomonas 1,17% 0,53% 2,70% 4,50% 6,10% 690% 5,53% 4,27 %

HIi6 2,60% 2,43% 033%  0,33% 0,00%  0,00%  0,00% 0,03%
Geobacter 0,03% 0,03% 020%  0,50% 1,77%  020%  0,33% 0,07%
Pseudomonas 0,03% 0,00% 020%  027% 047%  0,17%  3,17% 0,20%
Polycyclovorans 0,00% 0,00% 2,37% 3,03% 1,57% 0,43% 0,73% 0,73%
Pseudoxanthomonas 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 0,33% 0,03% 5,33% 0,23%
Acidibacter 1,73% 1,97% 053%  0,40% 0,10% 0,13%  0,10% 0,17%
Opitutus 0,03% 0,00% 2,13%  0,53% 0,77%  0,30% 1,27% 0,37%

Legenda: UND = Area controle néo afetada; REC1= drea afetada e sem programa de revegetacdo em curso; REC2 e
REC3= dreas afetadas com programas de revegetacio e bioengenharia; M= primeira coleta M arco/2016; S= segunda
coleta setembro/2016.
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Rarefaction Measure: chaol
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Figura S4. Representacdo grifica das curvas de  Primeira coleta Marco/2016; S= segunda coleta

rarefacdo entre o nimero de sequéncias obtidas e o
estimador de riqueza de Chao-1 para o nivel de

setembro/2016. Numeros apds a identificacdo da
drea indicam nimero da replicata.

OTU, 97% de similaridade, para as amostras
coletadas e cada uma de suas réplicas no total de 24 curvas. Tendéncia ao platd indica melhor
esforco amostral do sequenciamento realizado com relagéo a riqueza estimada da comunidade

bacteriana nas amostras.
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Figura SS. Linha temporal hipotética da evolucdo da abundancia relativa com base nas distintas
areas amostradas e nos dois periodos de coleta estudados para o nivel de filo, 80 % de
similaridade. Grupos cuja abundancia relativa total no sequenciamento foram menores que 1 %

foram somados no grupo artificial “Others”.
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