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RESUMO

FERREIRA, Leticia de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, outubro de
2022. Microbiota e atividade funcional da area em reabilitacao afetada pelo
rompimento da barragem de rejeitos em Brumadinho-MG. Orientadora: Cynthia
Canédo da Silva. Coorientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya.

E inegavel que a atividade de mineracdo no Brasil tenha grande importancia
econ6mica, contudo, esse tipo de extrativismo é um processo de grande impacto
ambiental. Em janeiro de 2019, a barragem B1 de contencéo de rejeitos da Mina
Cérrego do Feijao em Brumadinho-MG se rompeu liberando cerca de 12 milhdes de
m? de rejeito, ficando conhecido como um dos maiores desastres ambientais e de
perdas humanas do Brasil. Fez-se entdao necesséario planos para restaurar os
ambientes naturais com intuito de garantir o retorno dos servigcos ecossistémicos do
habitat de forma sustentavel. A mineradora Vale retirou os rejeitos da area afetada,
aplicando um projeto piloto de reabilitacdo denominado Marco Zero, desta forma, este
trabalho teve como objetivo avaliar a estrutura e funcionalidade da comunidade
microbiana do solo como parte do monitoramento das atividades de recuperacéo
ambiental nas areas do Marco Zero. Para isso, foi realizado sequenciamento de 16S
rRNA bacteriano para caracterizar a comunidade microbiana, bem como predizer as
funcdes com énfase nos ciclos biogeoquimicos destes no solo, foi realizado também
a quantificacdo da comunidade microbiana e das comunidades que potencialmente
participam do ciclo do nitrogénio. Os resultados observados mostraram que a area em
reabilitagcdo afetada com o rejeito de mineragao apresentou os indices de diversidade
sem diferencga estatistica com a area de referéncia Entretanto, a PcoA revelou que a
area em reabilitacao é diferente (p > 0,05) da area referéncia e a andlise LEfSe (Linear
discriminant analysis effect size) mostrou um maior nimero de grupos bioindicadores
relacionados a remogao de metais pesados na area restaurada, assim como funcdes
relacionadas a degradacdo de hidrocarbonetos e compostos aromaticos. A
quantificagdo da comunidade microbiana avaliadas pelo gene rRNA 16S e das
populagcbes que potencialmente partcipam do ciclo do nitrogénio avaliadas pelos
genes amoA e narG nao apresentam um padrao claro de diferenciacdo entre as areas
em reabilitagdo e as referéncias, contudo, a presenca desses genes foi um indicativo
da funcionalidade do ciclo do N nestes ambientes. Ao analisar os pontos relativos a
area de reabilitacao - pontos de coleta perto da calha do ribeirdo (PT1), e os pontos



proximos a floresta (PT3) - foi possivel observar na analise de PcoA e nos indices de
diversidade que eles divergiram entre si no periodo seco, onde PT1 apresentou
menores indices de diversidade, e no periodo chuvoso, essa diferenca diminuiu,
indicando a umidade como um potencial fator de alteracdo da comunidade microbiana
nas areas em reabilitacdo. Isto € um indicativo que o monitoramento da area é de
extrema importancia para garantir o sucesso do programa piloto de reabilitacao, para
que ela exiba uma comunidade cada vez mais préxima a uma comunidade microbiana

gue consegue exercer Seus Servicos ecossistémicos.

Palavras-chave: Marco Zero. RNAr 16S. Ribeirdao Ferro-Carvao.



ABSTRACT

FERREIRA, Leticia de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2022.
Microbiota and functional activity of the rehabilitation area affected by the
collapse of the tailings dam in Brumadinho-MG. Adviser: Cynthia Canédo da Silva.
Co-adviser: Maria Catarina Megumi Kasuya.

It is undeniable that mining activity in Brazil is of great economic importance, however,
this type of extractivism is a process of great environmental impact. In January 2019,
the B1 tailings dam of the Cérrego do Feijao Mine in Brumadinho-MG broke, releasing
about 12 million m3 of tailings, becoming known as one of the biggest environmental
disasters and human losses in Brazil. Plans were then needed to restore the natural
environments in order to guarantee the return of the ecosystem services of the habitat
in a sustainable way. The mining company Vale removed the tailings from the affected
area, applying a pilot rehabilitation project called Marco Zero, thus, this work aimed to
evaluate the structure and functionality of the soil microbial community as part of the
monitoring of environmental recovery activities in the areas of Marco Zero. To this end,
16S rBRNA sequencing was performed to characterize the microbial community, as well
as to predict its functions with emphasis on the biogeochemical cycles of these in the
soil. Quantification of the microbial community and the communities that potentially
participate in the nitrogen cycle was also performed. However, the PcoA revealed that
the rehabilitated area is different (p > 0.05) from the reference area and the LEfSe
(Linear discriminant analysis effect size) analysis showed a greater number of
bioindicator groups related to heavy metal removal in the restored area, as well as
functions related to the degradation of hydrocarbons and aromatic compounds. The
quantification of the microbial community evaluated by the 16S rRNA gene and the
populations that potentially participate in the nitrogen cycle evaluated by the genes
amoA and narG did not show a clear pattern of differentiation between the areas in
rehabilitation and the references, however, the presence of these genes was an
indication of the functionality of the N cycle in these environments. When analyzing the
points relative to the rehabilitation area - collection points near the stream channel
(PT1), and the points near the forest (PT3) - it was possible to observe in the PcoA
analysis and in the diversity indices that they diverged from each other in the dry
period, where PT1 presented lower diversity indices, and in the rainy period, this



difference decreased, indicating the humidity as a potential factor of alteration of the
microbial community in the rehabilitation areas. This is an indication that monitoring
the area is of utmost importance to ensure the success of the pilot rehabilitation
program, so that it exhibits a community closer to a microbial community that can

perform its ecosystem services.

Keywords: Marco Zero. RNAr 16S. Ferro-Carvao Stream.



SUMARIO

INTRODUGAO GERAL ..ot s et aese s s eeneenens 13
(0712 1 1 U0 1 RO 15
REVISAO DE LITERATURA . ...ttt ee e ee e en e, 15
1 O DESASTRE DE BRUMADINHO........coviuieeieeieeee et 15
2. MICRORGANISMOS DO SOLO ..o, 16
3.  IMPACTO DO REJEITO DE MINERAGAO NA MICROBIOTA DO SOLO......19
4 REABILITACAO AMBIENTAL DA AREA IMPACTADA.......ccieeeeeeeeeeeeenne. 20
5.  DIVERSIDADE MICROBIANA COMO INDICADOR BIOLOGICO.................. 21
6. CICLOS BIOGEOQUIMICOS SOB A INFLUENCIA DA MICROBIOTA DO
SOLO ettt ettt ettt et enen et enen e eeenas 24
[ 70 I @ o1 (o Jo Lo T @7=¢ o o] s [o TR 25
6.2.  CicClo dO NITFOGENIO. .....eeeiieiiiiie e 26
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..., 31
CAPITULO 2.ttt nenen e ee e e 41

COMUNIDADE MICROBIANA E ATIVIDADE FUNCIONAL NO SOLO EM
REABILITACAO DO RIBEIRAO FERRO-CARVAO AFETADO PELO ROMPIMENTO

DA BARRAGEM DE REJEITOS EM BRUMADINHO-MG.......ccccoiieiiiieeeeeee e 41
RESUMO ...ttt et e et e e st e e e e aebe e e e enbe e e e enneeeeeannes 42
1. INTRODUGAO. ..ottt enn e ee et en s 43
2. MATERIAIS E METODOS........oiiuceeeeieteeeeeeeee e eeeeeeese et eenennnnee s 45
2.1. Caracterizacdo da area de eStUdO........ccoiiiiiiiiiie i 45
2.2, AMOSIragem dO SOI0.....cciiiiiiiiiiie et 47
2.3. Extracdo de DNA total das amostras.........coocoueuimiimimiiiiiiei e 47
2.4. Sequenciamento de Amplicon e andlises de dados...........occvveeeeieeeiiiiiieeeennn. 48
2.6. PCR quantitativo (QPCR) ...cooiiiiee e 48
2.6.1. Preparo do produto de PCR.... ..o 49
2.6.2. Ligacao Inserto-Vetor pGEM®-T Easy VeCtOr........cccooviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 50
2.6.3. Preparo de Células Ultracompetentes ..o 50
2.6.4. Transformacao de Células Competentes por Choque Térmico...................... 51
2.6.5. Extracdo de DNA plasmidial de Escherichia coli - Mini prep..........cccccveeeeenn. 51
2.6.6. Quantificag@0 em gPCR.........o 52
2.6.7. Analises de dados PCR em tempo real.........cceeeeiiiieiiiiiiiiiiee e 53
3. RESULTADOS E DISCUSSOES........ooooeoeeieeeteeeeeeeee et eneneeeenenenns 53

3.1. Estrutura da comunidade microbiana do SOI0......c.cveueee e 53



3.2, PrediCao fUNCIONEAL.........uuiiiiiiiiiiieeei e 72
3.3. Quantificacdo de genes taxondmicos € funcCionais..........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn. 76
4, CONGCLUSOES.......co oottt e s en e nnan s 80
5. CONSIDERAGCOES FINAIS. ...t 81
AGRADECIMENTOS. ... .ottt e e e e snae e e e est e e e e snse e e e ensreeeeennes 81
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ouovoeeeeeceeeeeeeeeeeee s 82

MATERIAL SUPLEMENTAR. ...ttt 95



13

INTRODUCAO GERAL

O rompimento da barragem B1 de contencéo de rejeitos da Mina Cérrego do
Feijao, na regido de Brumadinho, ocorreu em janeiro de 2019, resultando em um
desastre ambiental e social de grandes proporcées: 12 milh6es de metros cubicos de
lama com rejeitos percorreu mais de 10km atingindo o leito do Rio Paraopeba (SILVA
et al., 2020; PEREIRA; CRUZ; GUIMARAES, 2019; XAVIER, 2019).

A Ultima area afetada pelo rejeito antes dele chegar ao Rio Paraopeba foi a
regidao do Ribeirdo Ferro-Carvao, que foi a primeira a ser recuperada por meio de um
plano de recuperacdo das caracteristicas originais do ribeirdo Ferro-Carvao
denominada Marco Zero, que consistiu na remocéao do rejeito, reconstru¢ao do canal
original do ribeirdo, reposicdo da camada superior do solo (fopsoil) e revegetacdo da
area (VALE, 2020).

O estudo da comunidade microbiana tem permitido avaliar respostas dos solos
aos diversos tipos de estresse e disturbios ambientais, a fim de inferir a
sustentabilidade do ecossistema, uma vez que atributos microbioldgicos sao
indicadores sensiveis da qualidade do solo (TANG et al., 2019; DORAN; PARKIN,
1994). Os microrganimos exercem funcgdes ecoldgicas de grande importancia para o
sustento da vida, principalmente da vida vegetal no solo, mediando principalmente
processos de ciclagem de nutrientes, por meio da decomposicao e mineralizacdo dos
materiais orgénicos mantendo assim o0s processos ecoldgicos (CARDOSO;
ANDREOTE, 2018; OLIVEIRA SILVA et al., 2018).

Uma ampla gama de microrganismos habitam o solo, como as bactérias,
fungos, algas e protozoarios que atuam nos processos sinérgicos com as plantas,
sendo essas extremamentes dependentes dos microorganismos para utilizar o solo
como meio de crescimento (PIHLAP et al., 2019; CARDOSO; ANDREOTE, 2018). Os
microrganismos também tém papel crucial na estruturacdo do solo, a exemplo das
bactérias que infuenciam a agregacdo das particulas pela producdao de
polissacarideos extracelulares (EPS) e os fungos pelas hifas que emaranha os
microagregados do solo e os cimenta entre si. Esse papel é muito importante, pois a
a estruturacao é essencial no desenvolvimento e funcionalidade do solo além de ser
um indicador chave para os processos de recuperacéo (PIHLAP et al., 2019).

As bactérias fazem parte do grupo mais abundante na composicao microbiana


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/soil-reclamation
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do solo, sdo as mais importantes em relagdo ao crescimento vegetal. Diferentes
grupos bacterianos podem atuar em fungdes distintas estimulando o crescimento por
meio da mobilizacdo de nutrientes, atuando na protecdo contra fitopatdgeno,
biorremediando solos poluidos com compostos xenobi6ticos (AHMAD et al., 2018;
AHEMAD:; KIBRET, 2014).

Desta forma, solos com maior abundéancia ou atividade microbiana, possuem
fungdes relativamente boas, possuem melhor qualidade e melhores taxas de sucesso
em processos de revegetacdo de areas degradadas. Conclui-se entdo que, a
recuperacdo da comunidade microbiana do solo é uma etapa fundamental na sua
reabilitacdo para um uso sustentavel e benéfico deste ecossistema (TANG et al.,
2019; BANNING et al., 2011).

Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar se os programas de reabilitacdo
implementados na area impactada pelo rompimento da barragem da Mina Corrego do
Feijao em Brumadinho irdo possibilitar a recuperacao da diversidade microbiana bem
como, de suas funcionalidades, principalmente aquelas relacionadas a ciclagem de
nutrientes, o que sera de suma importancia para que este ambiente se restabeleca e

consiga realizar seus servigos ecossistémicos.
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CAPITULO 1
REVISAO DE LITERATURA
1. O DESASTRE DE BRUMADINHO

Considerado um dos maiores desastres de mineracao no Brasil, o rompimento
da barragem de contengéo de rejeitos provenientes das atividades mineradoras da
empresa Vale na regido de Brumadinho, ocorreu em 25 de janeiro de 2019, pouco
mais de 3 anos apds o rompimento da barragem em Mariana-MG. Esse evento
resultou em um desastre ambiental e social de grandes proporgdes, 270 vidas foram
perdidas e centenas de pessoas ficaram desabrigadas (XAVIER, 2019). Estima-se
que 1.165.667 pessoas foram atingidas direta ou indiretamente com os efeitos do
desastre de Brumadinho, além das incluindo moradores, bem como as comunidades
tradicionais (indigenas, quilombolas, silvicultores e pescadores artesanais), quando
se considerado um raio de 500 a 1000 m, em uma extens&o aproximada de 250 km
(SILVA et al., 2020; XAVIER, 2019).

A lama de rejeitos que se espalhou por diversas areas do municipio atingiu
aproximadamente 297 ha de terras que foram soterradas pelo rejeito, sendo 51% de
vegetacao nativa (cerca de 133 hectares de vegetagcao nativa de Mata Atlantica e 70
hectares de Areas de Preservacdo Permanente (APP), 19% ocupadas com atividades
antrépicas e 13% pertencentes a atividades agropecuéarias (PEREIRA; CRUZ;
GUIMARAES, 2019). A lama com os rejeitos de minério seguiram o vale do Cérrego
do Feijao invadindo o desague dos corpos d’agua adjacentes como o Ribeirdo Ferro-
Carvéo até o leito do Rio Paraopeba (XAVIER, 2019).

O estado de Minas Gerais possui aproximadamente 400 barragens que
recebem os rejeitos de mineragdo. Dados apontam que uma preocupante parcela
dessas barragens oferecem riscos sociais, ambientais, e econémicos, devido a
seguranca que suas estruturas proporcionam (COELHO et al., 2021). A Lista de
Inventarios das Barragens de Minas Gerais da FEAM-Fundacao Estadual do Meio
Ambiente (2020) inclui o total de 404 barragens associadas a mineragao, ja o
Departamento Nacional da Producdo Mineral (DNPM) da Agéncia Nacional de

Mineracao (ANM) tem cadastradas 367 barragens, e estima que 148 barragens
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(40,3% das 367 barragens cadastradas no DNPM) oferecem riscos ao meio ambiente,
as populagdes ribeirinhas, a infraestrutura urbana e rural e ao patriménio historico-
cultural; 21 barragens (5,7%) apresentam riscos a populacao e 39% das estruturas
nao foram classificadas quanto ao dano potencial associado que apresentam.

Historicamente, o estado de Minas Gerais ja vivenciou outros desastres
envolvendo a mineragéo de ferro, o rompimento da parte alteada da barragem da
Cava pertencente a Mineragdo Rio Verde no municipio de Nova Lima, causou o
vazamento de 600 mil m3 de rejeitos que soterram 8 km do leito do corrego Taquaras
e deixou 5 mortes (BRASIL, 2019). Em setembro de 2014, na cidade de Itabirito, um
deslizamento de terra em uma das barragens da empresa Mineragao Herculano
deixou 3 mortos e atingiu riachos e cérregos da bacia hidrografica do Rio das Velhas
causando graves impactos ambientais (CETEM, 2016; RIBEIRO; REZENDE, 2015).
A mesma cidade vivenciou em 1986 um rompimento da barragem da Mineragéao
ltaminas que liberou cerca de 350 mil m3 de rejeitos nos cursos de aguas locais e
deixou 7 vitimas fatais (BRASIL, 2019). No ano de 2015, uma tragédia de maiores
propor¢cdes, considerada entdo o maior desastre ambiental do pais, ocorreu no
municipio de Mariana, deixando 19 mortes e liberando um volume estimado de 45
milhdes de m?3 de rejeito de minério de ferro na Bacia do Rio Doce, resultando em
grandes impactos ambientais e socioeconémicos por onde a lama passou, que
percorreu cerca de 668 quildbmetros desde o local do rompimento até chegar ao
Oceano Atlantico. A barragem que se rompeu foi a barragem de rejeitos de Fundao
da Mina de Germano pertencente a mineradora Samarco, hoje sob o controle
acionario da Vale e da BHP Billiton Brasil, que atingiu de maneira direta e indireta 35
municipios de Minas Gerais e 4 municipios de Espirito Santo (COELHO et al., 2021;
LACAZ; PORTO; PINHEIRO, 2017; IBAMA, 2015).

2. MICRORGANISMOS DO SOLO

O solo é um dos mais dindmicos sitios de interagdes bioldgicas na natureza.
E um ecossistema Unico e a0 mesmo tempo muito diverso, uma vez que a composicao
mineral e orgéanica pode variar de acordo com as caracteristicas dos ambientes em

gue se encontram, nele ocorrem muitas das rea¢des bioquimicas concernentes com
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a degradagao da matéria organica, com a decomposi¢ao de rochas, e com a nutricao
de plantas (ELSAS et al., 2019). O solo é constituido principalmente por minerais,
materiais organicos (como plantas, organismos, restos animais e vegetais em
decomposicao), agua e ar (ELSAS et al., 2019; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
AGNELLI et al., 2004).

Os microrganismos apresentam papel crucial na manutengcédo e composi¢ao
do solo, sdo responsaveis por diversos processos e relacdes ecoldgicas complexas
entre organismos presentes neste ecossistema, desencadeando papéis importantes
para a formacdo da matéria organica a partir dos processos de decomposicao e
ciclagem de nutrientes, interagdes diretas e indiretas com plantas e animais edaficos,
auxiliando na manutencdo e formacdo do crescimento vegetal (CARDOSO;
ANDREOTE, 2018). Fazem parte de um conjunto de diversos filos e espécies
diferentes de seres vivos microscopicos, como bactérias, fungos, algas, virus,
protozodrios e nematdides (ELSAS et al., 2019; CARDOSO; ANDREOTE, 2018).

Membros do dominio Bacteria sdo os mais abundantes no solo, apresentando
uma ampla diversidade de espécies que exercem diferentes funcdes (BANNING et al.,
2011; PISA et al., 2011; MOREIRA et al., 2010; SIQUEIRA et al., 1994). Uma das
principais fungdes é a participacdo na decomposicdo de matéria organica e,
consequentemente, a ciclagem de nutrientes e energia, onde a microbiota utiliza a
matéria organica morta como fonte de alimento/energia e libera macro e
micronutrientes para os produtores primarios (MOREIRA et al., 2010). Diversos
grupos de bactérias participam dos ciclos biogeoquimicos do solo, as bactérias da
rizosfera, por exemplo, desempenham um papel importante em muitos processos,
como decomposicao, mineralizacao, fixacao biolégica de nitrogénio e carbono, além
participar como promotoras de crescimento das plantas (PGPR) (BANNING et al.,
2011; PISA et al., 2011; MOREIRA et al., 2010; SIQUEIRA et al., 1994).

As bactérias estao intimamente relacionadas com os fatores abidticos do solo.
A riqueza e composicao de filotipos bacterianos, como Acidobacterias, Actinobacterias
e Bacteroidetes, por exemplo estao correlacionados com o pH do solo (LIN, Yu Te et
al., 2019). Elas também possuem grande potencial para biorremediagao, pois alguns
grupos, como as actinobactérias, sdo capazes de degradar compostos recalcitrantes

para formacdo de humus, toleram temperaturas um pouco mais elevadas e sao
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grandes produtores de antibidticos, sdo bactérias gram-positivas formadoras de
esporos, mas sua morfologia se assemelha a um fungo filamentoso pois produz
micélios (PRASAD; ARANDA, 2018; ALVAREZ et al., 2017). As bactérias do género
Burkholderia também tem papel importante na biorremediagéo, principalmente devido
a versatilidade metabdlica dessas espécies em relagdo aos compostos organicos, em
especial aos compostos aromaticos (RODRIGUES; ANDRADE; TENORIO, 2021;
PRASAD; ARANDA, 2018).

Archaea também estao presentes no solo, sdo procariotos assim como as
Bactérias, porém possuem diferengas principalmente na composi¢cao da membrana,
na parede celular e no rRNA e tRNA, além de possuir propriedades que as tornam
resistente a ambientes indspitos, podendo ser caracterizadas como microrganismos
extreméfilos (SIQUEIRA et al., 1994). Os filos que possuem mais atividade no solo
sdo as Crenarchaeota — inclui organismos halofilicos e termofilicos e algumas
espécies atuam no processo de nitrificacdo do solo e no ciclo do enxofre;
Euryarchaeota — composto por espécies haléfilas extremas, metanogénicas,
desnitrificadores, redutores de sulfato e oxidante de ferro, o principal papel desse filo
esta na degradacédo anaerobica de material organico pelas arqueias metanogénicas;
e o Thaumarchaeota — que ndo sao espécies extremdfilas e incluem as arqueias
amdnio-oxidantes (LI, Xiaoqi et al., 2017; CARDOSO et al., 2003; SIQUEIRA et al.,
1994).

Do dominio Eukarya encontramos principalmente os fungos presentes no
solo, que apresentam diversas morfologias e podem ser tanto microscopicos como
macroscopicos, unicelular ou pluricelular (ELSAS et al., 2019). S&o divididos entre os
filos Cythridiomycota; Zygomycota; Ascomycota; Basidiomycota e Glomeromycota.
No solo os fungos atuam principalmente na decomposicao de matéria organica e
participam na ciclagem de nutrientes assim como as bactérias, sdo principalmente
saprofagos (que realizam a decomposicdo), e simbiontes (realizam associagdes
benéficas com outros microrganismos, como com algas — liquens, e com raizes de
plantas — micorrizas). A associacao fungo-alga formando os liquens é essencial para
a colonizag&o primaria de um solo inabitavel, e a conexdo entre plantas através de
organismos como os fungos micorrizicos permite a troca de nutrientes e sinalizagdes

bioquimicas de situagdes de estresse para a planta através de uma “rede” de micélios
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ligados as raizes das plantas, sendo essencial para o ecossistema (JERBI et al., 2021;
YIN et al., 2021; ELSAS et al., 2019).

3. IMPACTO DO REJEITO DE MINERACAO NA MICROBIOTA DO SOLO

Os rejeitos presentes na barragem B1 rompida da mina Cérrego do Feijao séo
formados por materiais finos particulados compostos por aproximadamente 30,3% de
areia e 69,7% de silte-argila com grande quantidade principalmente de Ferro (Fe),
Aluminio (Al), Manganés (Mn), Titanio (Ti), Zinco (Zn), Cobre (Cu), Chumbo (Pb),
Céadmio (Cd), Uranio (U), Cromo (Cr), Niquel (Ni), Arsénio (As), Estanho (Sn), Mercurio
(Hg), indio (In), Galio (Ga), Bario (Ba) e Estroncio (Sr), sendo as maiores
concentracoes de Fe (264,9 mg/ g), Al (10,8 mg/g), Mn (4,78 mg/g) e Ti (0,43 mg /
g), de metais téxicos como U (1457,4 ug/ g), Cd (30,94 ug/ g), Pb (14,64 pg / g), As
(4,69 ug/ g), Sn (547,4 ug / g) e Hg (101,3 ng / g), e raros metais terrosos, como In
(210,2 yg/ g) e Ga (92,34 ug / g) (VERGILIO et al., 2020).

Dentre os contaminantes, os metais pesados sao 0s mais preocupantes
devido a sua toxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade aos organismos e ao
ecossistema em geral (BOECHAT, 2014; LIM; SCHOENUNG, 2010). Os elementos
mais preocupantes no rejeito da barragem B1 rompida s&o: arsénio, bario,
estréncio, chumbo, ferro, manganés e aluminio, mesmo que em menores
concentracdes em relagdo aos demais poluentes, pois possuem alto potencial para
induzir citotoxicidade e danos ao DNA (VERGILIO et al., 2020).

Estudos demonstram que solos contaminados com metais pesados agem
negativamente na comunidade microbiana do solo, principalmente em relagédo a
diversidade e fungdo dos microrganismos. A diversidade e a riqueza de espécies
microbianas a nivel de espécies e familia de solos contaminados com Zn diminuiu
(GOLEBIEWSKI et al., 2014), enquanto a contaminacao do solo por Cd ndo apenas
reduziu a diversidade, como também alterou a composi¢cdo da mesma (FENG et al.,
2018). O mesmo ocorreu com solo contaminado por Cr que resultou em uma alteracao
da comunidade com o aumento do dominio de Firmicutes e Proteobacterias (DESAI
et al., 2009). WU e colaboradores (2018) também constataram aumento da
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dominéncia dos filos Firmicutes e Proteobacterias, além da diminui¢cdo da abundancia
de Actinobacterias, e para os fungos foi observado que o filo mais dominante
(Ascomycota) diminuiu, enquanto Zygomycota aumentou com a adicao de Cd.

Os resultados demonstraram também que as qualidades bioquimicas do solo
foram influenciadas pelo poluente, resultando em uma diminuicdo dos numeros
microbianos e das atividades enzimaticas realizadas por eles. Uma resposta da
composicao e funcdo das comunidades microbianas ao estresse de longo prazo por
metais pesados resultou ndo somente em uma perda significativa de diversidade, mas
também que algumas func¢des especializadas como a degradacao de pesticidas,
realizadas por grupos especificos foram comprometidas (SINGH et al, 2014). Também
ha relatos de mudancas da diversidade microbiana e na composicao e funcdes da
comunidade no solo (LORENZ et al., 2006 e OLIVEIRA; PAMPULHA, 2006).

4. REABILITACAO AMBIENTAL DA AREA IMPACTADA

O processo de reabilitacdo ambiental € uma das medidas mais aplicadas para
restabelecer areas impactadas por agdes antrépicas e garantir o retorno dos servicos
ecossistémicos de um habitat de forma sustentavel (YANG et al., 2022). Esse
processo visa restaurar a biodiversidade local incluindo as comunidades microbianas
do solo, essenciais para o sucesso do processo de revegetacdo, uma vez que sao
cruciais para a estruturacdo do solo, estabilidade do carbono orgéanico, a ciclagem
biogeoquimicas de nutrientes e das interacdes bioldgica entre outros organismos do
solo (YANG et al., 2022).

A atividade de mineragdo € um processo de grande impacto ambiental, além
de ocupar grandes areas, também produz um substrato gerado no processo de refino
de minérios de ferro chamado de rejeito (CHEN, Xiaolin et al., 2022). Esses rejeitos
proporcionam condi¢des adversas para a vegetacao pois afetam a microbiota do solo,
alteram condicoes fisico-quimicas, como pH, densidade, baixa capacidade de
retencéo de agua, baixo teor de carbono (C) e nitrogénio (N) e micronutrientes (CHEN,
Xiaolin et al., 2022; SUN et al., 2018). Assim, pode comprometer os esforcos de
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reabilitagdo ambiental via revegetacéo direta, no caso de solos contaminados com
rejeito de minério (CHEN, Xiaolin et al., 2022).

Devido aos impactos do rejeito de minério no solo, causando condicoes
adversas ao processo de reflorestamento e, para evitar a recontaminacao do leito do
Rio Paraopeba através da lixiviagdo, a mineradora Vale optou por retirar os rejeitos
da area afetada. Esse processo fez parte do projeto piloto de reabilitagdo denominado
Marco Zero que consiste na reconstituicao das condi¢des originais do ribeirao Ferro-
Carvao e na revegetacao com plantas nativas da regidao das matas ciliares. Somente
na area do Marco Zero, 130 mil m?3 de rejeitos foram retirados do solo (VALE, 2020).
Esse projeto também contou com a reconstrucao do canal do leito do ribeirao Ferro-
Carvao, a deposicao de terra vegetal fértil (topsoil) e o plantio de mudas de espécies
nativas da regiao (VALE, 2020).

5. DIVERSIDADE MICROBIANA COMO INDICADOR BIOLOGICO

Caracterizar a comunidade microbiana do solo permite avaliar a resposta dos
solos aos diversos tipos de estresse e disturbios, a fim de inferir a sustentabilidade do
ecossistema (BANNING et al., 2011). Isso ocorre porque grupos de microrganismos
podem ser mais sensiveis as alteragdes bibticas e abidticas que um estresse pode
causar, ao mesmo tempo que grupos de microrganismos tém a capacidade de
restaurar o solo e remediar os impactos que o disturbio causou, sobre a sensibilidade
de um indicador (DORAN; PARKIN, 1996).

Isto posto, utilizar os microrganismos como indicadores biolégicos tem muitas
vantagens, entre eles: microrganismos sdo considerados o elemento mais ativo do
ecossistema do solo e sdo mais suscetiveis ao estresse, sendo capazes de responder
mais rapidamente do que as comunidades de plantas ou animais as mudancas das
condicbes ambientais, podem fornecer uma indicagdo precoce da trajetéria de
recuperagéo, sao extremamente abundantes e estdo diretamente relacionados a
fertiidade do solo, a degradacdo de poluentes, aos ciclos biogeoquimicos e a
qualidade do solo em geral (TANG et al., 2019; FENG et al., 2018). Além disso, testes
de diagndstico microbiolégico sdo mais faceis, rapidos e relativamente mais baratos e
requerem apenas uma pequena quantidade de amostra (TANG et al., 2019; FENG et
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al., 2018; SONG et al., 2016, 2017; ZHANG, Wei et al., 2016; BANNING et al., 2011;
ZHANG, Fu Ping et al., 2010).

Levando em consideracdo a importancia e as funcdes ecolégicas que o0s
microrganismos exercem no solo, sabe-se que solos com maior abundancia ou
atividade microbiana, possuem fungdes relativamente boas, ou seja, melhor qualidade
do solo (ELSAS et al., 2019; TANG et al., 2019; ZHANG, Fu Ping et al., 2010). Assim,

a qualidade do solo pode ser definida como:

“A capacidade de um solo de funcionar nos limites do ecossistema, para sustentar a
produtividade biolégica, manter a qualidade ambiental e promover a saude vegetal e
animal” (DORAN; PARKIN, 1994);

“A capacidade de um tipo especifico de solo de funcionar, dentro dos limites naturais
ou gerenciados do ecossistema, para sustentar a produtividade vegetal e animal,
manter ou melhorar a qualidade da agua e do ar e apoiar a saude humana e a
habitacao” (KARLEN et al., 1997);

“A manutencao do funcionamento do sistema biolégico que permeia o solo frente a
alteracbes em seu uso, eliminando assim efeitos deletérios de seu manejo”
(CARDOSO; ANDREOQOTE, 2018).

Os indicadores microbiolégicos mais aplicados para analisar a qualidade do
solo incluem abundancia microbiana, diversidade e estrutura da comunidade e
atividade funcional (TANG et al., 2019; DORAN; ZEISS, 2000).

A estrutura da comunidade microbiana do solo pode ser conduzida por fatores
edaficos simultaneamente que podem produzir efeitos positivos ou negativos na
comunidade, tais como: o pH do solo, a quantidade, qualidade e disponibilidade de
carbono no solo, bem como do nitrogénio, presenca de agua e ar no solo, textura e
mineralogia do solo, com isso, a avaliagdo da estrutura da comunidade microbiana
tende a refutar uma avaliacao integrada de caracteristicas do solo (BANNING et al.,
2011).

A atividade funcional pode ser acessada pela analise dos ciclos
biogeoquimicos, ou seja, da ciclagem de nutrientes em que os microrganismos atuam

no solo, como o ciclo do carbono, do nitrogénio, do enxofre e do fésforo por exemplo,
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a relacao C/N, controla significativamente a disponibilidade de nutrientes mediados
por microrganismos e a ciclagem, genes funcionais podem ser analisados e
quantificados permitindo avaliar a fungées da microbiota nos ciclos biogeoquimicos
do solo (TANG et al., 2019).

Nos ultimos anos, a diversidade microbiana € considerada um dos indicadores
bioldégicos mais robustos para analise da qualidade do solo. Na década de 1980
comegou a ser considerada um bom indicador juntamente com o isolamento de
organismos, densidade e atividade de popula¢cdées microbianas isoladas de ambientes
naturais (MARON; MOUGEL; RANJARD, 2011). Mas em 1990, o avanco das técnicas
moleculares permitiu que a analise da diversidade microbiana de microrganismos nao
cultivaveis tivesse um aumento nos estudos de ecologia microbiana, e possibilitou
identificar um niumero muito maior de espécies microbianas presente no solo do que
as técnicas de isolamento permitiam, estudos mostram que apenas 1% das espécies
de microrganismos no solo sédo cultivaveis (MARON; MOUGEL; RANJARD, 2011;
MENDES et al., 2009).

As avaliagbes da diversidade microbiana permitem obter indicativos sobre a
variabilidade e variedade em termos de riqueza (numero de espécies em uma area do
solo) e equitabilidade (padrao de distribuicao de individuos entre as espécies, sendo
proporcional a abundancia e diversidade) (ELSAS et al., 2019). Quanto maior a
diversidade, maior sera a estabilidade do ecossistema, pois haverd uma maior
probabilidade da presenca de microrganismos quiescentes, ou seja, microrganismos
que desempenham a mesmas fungdes do que outros microrganismos, porém, que
necessitam de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos diferentes para exercer esta
funcdo (MENDES et al., 2009).Com isso, hd o aumento da redundéancia funcional do
solo e consequentemente ha o aumento da resiliéncia do solo, uma vez que, na
mudanca das condi¢des edafoclimaticas que favoreciam certo grupo que realizava
determinada funcdo, havera outro grupo que, nessa condigéo, realizara esta mesma
fungdo, em suma, quanto maior a diversidade microbiana do solo maior a redundancia
funcional do mesmo (ELSAS et al, 2019; MENDES et al., 2009; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

Diversas técnicas moleculares tém sido aplicadas para andlise da diversidade
microbiana, como sequenciamento NGS (Next-Generation Sequencing) do
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metagenoma e de amplicons de regides de interesse, e técnicas de fingerprinting,
como DGGE (eletroforese em gel de gradiente desnaturante), TGGE (eletroforese em
gel com gradiente térmico), RFLP (polimorfismo do comprimento dos fragmentos de
restricdo), t-RFLP (polimorfismo do comprimento de fragmentos de restricao terminal),
ARDRA (analise de restricado de rDNA amplificado) e SSCP (polimorfismo
conformacional de fita simples) tem sido muito aplicadas para andlise da diversidade
microbiana do solo (BIRTEL et al., 2015; NEELAKANTA; SULTANA, 2013; MARON;
MOUGEL; RANJARD, 2011; MENDES et al., 2009).

6. CICLOS BIOGEOQUIMICOS SOB A INFLUENCIA DA MICROBIOTA DO
SOLO

O conhecimento dos processos biogeoquimicos que regulam as
transformacdes e fluxos de elementos na biosfera é de grande importancia, no solo
esses processos desempenham a funcao essencial de disponibilizar os elementos de
formas usuais para as diversas formas de vida (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A
funcdo chave dos microrganismos nesses ciclos biogeoquimicos é realizar a
transformacdo dos compostos quimicos em nutrientes disponiveis principalmente
para as plantas (ELSAS et al., 2019; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A microbiota do
solo esta envolvida em muitas transformacdes desses nutrientes, ciclando elementos
essenciais que incluem a fixagdo de carbono (C) e nitrogénio (N) da atmosfera e a
degradacao (ou mineralizacdo) de moléculas complexas contendo C, N, e outros
elementos contidos em residuos organicos (CARDOSO; ANDREQOTE, 2018). Durante
os ciclos biogeoquimicos, ajudam a fornecer as plantas, outros elementos essenciais
como os macronutrientes P, K, S, Ca, e Mg, e micronutrientes (B, Cl, Cu, Fe, Mn, Mo,
e Zn) (ELSAS et al., 2019; CARDOSO; ANDREOTE, 2018; MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

As andlises de marcadores de genes funcionais sdo amplamente utilizados
para estudar a funcdo da comunidade microbiana pela abundancia, diversidade e
caracterizacao de populagdes que conduzem os ciclos biogeoquimicos. A presenca
de genes funcionais pode refletir o potencial genético dos processos metabdlicos
especificos, as atividades do ciclo de nutrientes no solo e pode ser ligada as
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caracteristicas do solo e as taxas de processos biogeoquimicos (DONG et al., 2020;
LI, Wen Xing et al., 2020; LEVY-BOOTH; PRESCOTT; GRAYSTON, 2014).

6.1.Ciclo do Carbono

O carbono é o elemento essencial para a vida e o mais abundante em toda
estrutura celular, sendo entdo o elemento de maior demanda para os seres vivos,
tanto para os microrganismos, como plantas e animais, ele esta presente no solo é
suscetivel ao uso pelos organismos (CARDOSO; ANDREOTE, 2018). Os teores de C
organico no solo estao relacionados a biosfera, sendo originada na fotossintese, que
sera posteriormente assimilado e incorporado na matéria organica do solo
(CARDOSO; ANDREQTE, 2018; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

O ciclo do carbono ocorre em duas etapas que sao regulados por processos
de oxidacao do C, determinando entrada e saida de C do solo. A etapa de fixagdo do
C-COz2 atmosférico é realizado por organismos fotossintéticos como as plantas, algas
e bactérias autotroficas, que sintetizaram compostos hidrocarbonados de
complexidade variavel como carboidratos, celuloses, hemiceluloses, ligninas, acidos
graxos, proteinas, acidos nucléicos e outros polimeros; e a etapa de regeneracdo que
corresponde as diferentes etapas de decomposicao das substancias carbonadas por
meio da atuacdo dos microrganismos do solo (ELSAS et al., 2019; CARDOSO;
ANDREOTE, 2018; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Alguns genes funcionais associados ao ciclo do carbono sdo descritos por
DONG e colaboradores (2020) em seus estudos em solo de pastoreio, ao quantificar
tanto os genes funcionais  microbianos do solo para fixagcédo
(rbcL, aclB, korA, acsA, acskE, acsB, accA, pccA, smtA, mct e frdA), como para
degradacao de carbono (gam, abfA, xylA, exg, exoPG, mnp, IsoP, amyX, apu, cdaR,
amyA, manA, CDH, naglu, chiA, exc, glx, lig e pox). Eles observaram que o regime de
pastejo afetou a variacdo temporal dos genes funcionais microbianos do solo,
aumentando a quantidade dos genes responsaveis pela regulacdo da ciclagem de
carbono, indicando que o pastejo razoavel é benéfico para a ciclagem de nutrientes

da pastagem.
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6.2.Ciclo do Nitrogénio

O nitrogénio € um elemento vital para qualquer organismo vivo, ele é essencial
para a formagdo de biomoléculas, como proteinas e seus derivados (enzimas,
peptideos e aminoacidos) e acidos nucléicos (DNA e RNA) (CARDOSO; ANDREOTE,
2018). O ciclo de transformacdo do nitrogénio € um processo realizado por
microrganismos (Tabela 1), em sua maioria procariotos que realizam a renovagéo do
elemento nitrogénio através das fases de fixacao bioldgica de N2, amonificacdo ou
mineralizacao, imobilizacdo de N, nitrificacdo, desnitrificacdo, reducao dissimilatoria
de nitrato em aménio (DNRA) e oxidagao anaerobica de amdnio (anammox) (HUANG
et al., 2021; CARDOSO; ANDREOTE, 2018; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Tabela 1. Esquema das etapas dos ciclos, suas respectivas conversdes e 0s principais microrganismos
responsaveis pelas principais etapas do ciclo do nitrogénio.

Etapas Formaula Microrganismos

Bactérias diazotrdficas (Actinobacteria.

Fixacdo do
. . N, —NH, Clostridia. Cianobacteria e

Nitrogénio

Proteobacteric).

AOB — Bactérias oxidantes de amonia
Nitrificacdo NH, —NO, — NOy

AOA — Arquéias oxidantes de amonia

Desnitrificacio NO; —NO, — NO —N,0 —N,  Bactérias, arquéias e alguns eucariotos

Fonte: Moreira & Siqueira (2002).

A fixacao biolégica de nitrogénio é um processo de entrada do nitrogénio
atmosférica no solo, que envolve a reducao do nitrogénio atmosférico (N2) a aménia
(NHs), que ocorre pela acao de procariotos que possuem um complexo enzimatico
altamente conservado que atuam nesta reacao de reducdo chamado nitrogenase
(CARDOSO; ANDREOTE, 2018; LEVY-BOOTH; PRESCOTT; GRAYSTON, 2014).
Sao bactérias diazotréficas de vida-livre ou simbiontes, que vivem de modo simbidtico
com outros organismos, como 0s rizobios por exemplo que vivem nos nédulos de
raizes de leguminosas, e cianobactérias (CARDOSO; ANDREOTE, 2018). A fixacao

de nitrogénio pode ser considerada como um indicador de qualidade do ecossistema
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pois, em sistemas perturbados em estagios de reabilitagdo o N é um nutriente
escasso, nos rejeitos de mina geralmente ha uma deficiéncia de nitrogénio,
ocasionando um aumento de microrganismos capazes de fixar nitrogénio (LI Yang et
al., 2016; NOBREGA et al., 2004).

O processo de amonificacdo, também conhecido como mineralizagao pode
ser realizado por uma gama de microrganismos. Ele consiste em transformar formas
organicas de N em formas inorganicas (minerais), gerando principalmente o aménio,
que podera ser utilizado pelas plantas e microrganismos em um processo chamado
de imobilizagdo, onde 0 amdnio sera convertido novamente a N organico, e nos casos
dos microrganismos ira compor a biomassa microbiana, ou o aménio podera também
ser submetido a transformagdes inorganicas posteriores (CARDOSO; ANDREOTE,
2018; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A nitrificagdo é um processo realizado por um pequeno grupo de
microrganismos, onde o amaonio é oxidado e o nitrato (NO3s") € formado. Esse processo
ocorre em duas etapas, a 12 é realizada por microrganismos oxidantes de aménio
(Bacteria e Archeae) que oxidam amonia em nitrito (NO2) e a 22 etapa é realizada por
microrganismos oxidantes de nitrito, que oxidam NOz2" a nitrato. A nitrificagéo sé pode
ocorrer em ambientes oxigenados pois demanda oxigénio, consequentemente € um
processo que ocorre principalmente nas camadas superficiais do solo e em solos
menos argilosos (CARDOSO; ANDREOTE, 2018).

O processo de desnitrificacdo € realizado por diversos microrganismos
procariotos e eucariotos, sendo distribuida por varias subclasses taxondémicas,
principalmente dentro das Proteobacteria (DEVOL, 2008). Esse processo consiste no
retorno do nitrogénio para a atmosfera, é a saida do N do solo, que ocorre pela
reducao do nitrato a nitrogénio atmosférico, devido a utilizacao do nitrato (NOsz’), nitrito
(NOz2), éxido nitrico (NO) e éxido nitroso (N20) como aceptores finais de elétrons na
respiracdo de microrganismos que vao produzir nitrogénio molecular (N2) (MAUL et
al., 2019; CARDOSO; ANDREOTE, 2018). Também pode ser descrita como um tipo
de respiracdo anaerdbica na qual microrganismos convertem o nitrogénio soluvel
(NOs ou NO2’) em formas gasosas (NO, N20 e Nz) (XIAO et al., 2021; DEVOL, 2008).
As taxas relativas de reacdes de reducdo e as inter-relagdes entre doadores e
aceptores de elétrons sdo determinadas pelas populagbes de bactérias
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desnitrificantes, sendo assim, o processo de desnitrificacdo pode ser afetado pelas
diferentes composi¢cdes da comunidade bacteriana (MAUL et al., 2019)

O processo de reducgdo dissimilatéria de nitrato em aménio (DNRA) é
realizada por algumas espécies de bactérias anaerdbias obrigatérias como por
exemplo Clostridium, anaerébias facultativas como Citrobacter, Enterobacter e
Klebsiella e aerdbios como Bacillus e Pseudomonas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
Essas bactérias conservam energia e produzem mais aménio (NH4*) do que 6xido
nitroso (N20), reduzindo o nitrato (NO3*) em aménio (NH4*) (HUANG et al., 2021;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os microrganismos que atuam nos processos de transformagao de nitrogénio
possuem genes funcionais e catalisados por enzimas codificadas por genes
envolvidos no ciclo do N, diversas pesquisas estudam os genes envolvidos no ciclo
do N a fim de identificar e caracterizar atividades microbianas. HUANG e
colaboradores (2021) estudaram as enzimas nitrito redutase codificadas pelos genes
nirS que estao envolvidas no processo de desnitrificacdo, a enzima codificada pelo
nrfA envolvida no processo de DNRA, o gene nifH que codifica a nitrogenase redutase
no processo de fixacdo de N2, enzimas codificadas pelo gene amoA (amdnio
monooxigenase) de bactérias e arquéias no processo de nitrificagao.

Os genes envolvidos no ciclo do Nitrogénio sdo amplamente estudados, pois
o nitrogénio tem papel fundamental no crescimento e viabilidade das plantas, bem
como no retorno do N para a atmosfera (LI, Wen Xing et al., 2020). Os genes
relacionados ao processo de desnitrificagdo sdo os mais estudados, principalmente
em sistemas agricolas, isso porque, altas taxas de desnitrificacdo implicam na
liberacao de maiores quantidades de éxido nitroso (N2O) na atmosfera (RAHMAN et
al., 2018). Os genes nirK e nirS, que codificam nitrito redutases, foram estudados por
serem muito utilizados como marcadores moleculares para avaliar as respostas
ecoldgicas das comunidades desnitrificantes no ambiente (XIAO et al., 2021). Esses
autores sugerem que esses genes distinguem dois grupos ecologicamente distintos
de microrganismos desnitrificantes que diferem em suas respostas a gradientes
ambientais. O estudo do impacto dos sistemas de cultivo agricola na abundancia de
genes microbianos de desnitrificacdo mostram que os genes para nitrito redutase (Nir)

diminuiram e para 6xido nitroso redutase (Nos) aumentaram, indicando que o0 manejo
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do sistema de cultivo pode afetar a composi¢cao da comunidade desnitrificante assim
como as emissdes de N2 na atmosfera (MAUL et al., 2019).

LI e colaboradores (2019) caracterizaram e quantificaram diversos genes
funcionais do ciclo do N para avaliar a abundancia da comunidade microbiana na
ciclagem de N e sua resposta as diferentes estratégias de fertilizagdo em solo acido.
Ao avaliar esses genes eles perceberam que, o potencial de captura e liberagcdo de N
foi melhorada pela regulacdo da populacdo microbiana participante do ciclo do N
através da aplicacao de adubo organico.

A atividade funcional e a diversidade de genes funcionais dos ciclos
biogeoquimicos de um solo contaminado com cobre remediado por fitoestabilizacao,
juntamente com calcario dolomitico. Para o ciclo do nitrogénio forma estudados para
acalair a abundancia dos genes relacionados ao processo de amonificacdo, DNRA,
desnitrificagdo, nitrificacéo, fixacao de N2 e para o processo de anammox (XUE et al.,
2018). Esses autores observaram que apods 6 anos do processo de fitorremediacéo, a
disponibilidade de Cu e a toxicidade do solo diminuiu, aumentando a atividade

microbiana e a abundancia de genes funcionais envolvidos no ciclo do N.

O gene narG, que codifica a nitrato redutase ligada a membrana participa do
processo de desnitrificacdo, sendo considerada um importante processo do solo, pois
contribui para a ciclagem global do nitrogénio (CHENEBY et al., 2003). Esse gene tem
sido amplamente estudado em ecossistemas do solo, e diferentes grupos filogenéticos
foram identificados como mediadores da desnitrificacdo, como Actinobacteria e
Proteobacteria (SMITH et al., 2007). Estudando o efeito de plantas pioneiras em duas
comunidades bacterianas funcionais envolvidas no ciclo N em solo contaminado com
niquel, o gene narG foi utilizado para avaliar a reducao de nitrato, observaram que as
plantas tiveram um efeito significativo na estrutura da comunidade microbiana de
reducdo de nitrato, restaurando a atividade de desnitrificagdo no solo (HERY et al.,
2005).

O gene funcional amoA é responsavel por codificar a aménia monooxigenase,
um gene importante para a nitrificagdo e desempenha um papel importante na
ciclagem no N, e é considerado por como um processo microbiano sensivel para

avaliar a contaminacdo do metal (WANG, Aihua et al., 2023). O uso do gene amoA
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para investigacao da nitrificagcdo em solos contaminados por rejeito de minério tem
sido utilizado para avaliar como diferentes comunidades de plantas influenciam a
comunidade de microrganismos funcionais na rizosfera relacionados a ciclagem de N
e observaram que as plantas testadas estimularam a abundéancia e atividade do gene
amoA, porém a rizosfera pouco influenciou essa comunidade (LI, Yang et al., 2017).
O gene amoA também foi utilizado para estudar a resposta das atividades microbianas
e o potencial de oxidacdo da amébnia em solo de mineragdo com antiménio, e
concluiram que o antiménio e o pH se correlacionaram negativamente com as taxas
de nitrificacdo do solo (WANG, Aihua et al., 2023).

A atividade de mineragdo € um processo de grande impacto ambiental, o
substrato gerado no processo de refino de minérios de ferro chamado de rejeito é um
composto que contém metais pesados, que agem negativamente na comunidade
microbiana do solo. Assim, quando ha o rompimento de uma barragem, faz-se
necessario tracar planos de reabilitacdo da area para que a mesma possa
restabelecer seus servicos ecossistémicos, sendo assim, capaz de restaurar a
biodiversidade local incluindo as comunidades microbianas do solo. Como ja bem
elucidado, esses microrganismos apresentam papel crucial na manutencdo e
composicao do solo e sdo responsaveis por diversos processos e relagées ecoldgicas
neste ecossistema, logo, caracterizar a comunidade microbiana do solo bem como
estudar os processos biogeoquimicos que regulam as transformacgdes e fluxos de
elementos neste ecossistema nos permite avaliar a resposta dos mesmos aos
diversos tipos de estresse e disturbios, a fim de inferir a sustentabilidade do
ecossistema, uma vez que solos com maior abundancia ou atividade microbiana,

possuem relativamente uma melhor qualidade.
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RESUMO

Minas Gerais possui aproximadamente 400 barragens que recebem rejeitos de
mineragao. Em janeiro de 2019, em Brumadinho, ocorreu o rompimento da barragem
B1 da empresa Vale, um desastre de grande impacto ambiental e social no Brasil. A
lama de rejeitos percorreu cerca de 10 km, sendo a ultima area afetada pelo rejeito,
regidao do Ribeirdo Ferro-Carvao, a primeira a ser recuperada pelo processo de
remocao do rejeito e do uso da técnica de engenharia para reposicdo da camada
superior do solo (topsoil), conhecido como projeto piloto Marco Zero, realizado pela
empresa Vale. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a comunidade microbiana,
bem como o papel que esta exerce, com foco nas fungdes relacionadas ao ciclo
biogeoquimico do nitrogénio. A analise da estrutura e predicao funcional da
comunidade microbiana foi realizada utilizando os dados obtidos do sequenciamento
rRNA 16S. Os resultados revelaram que a area em processo de reabilitacdo se
encontra ainda diferente da area referéncia, mas que demonstra uma tendéncia de
aproximagao da area referéncia, e também entre os pontos da area em reabilitacdo.
Dados da andlise de LEfSe, indicaram a presenga de microrganismos bioindicadores
na area em reabilitacao relacionados a solos contaminados com rejeito de minério e
metais pesados, corroborados com as fun¢des preditivas realizadas pelo FAPROTAX,
relacionadas a degradacéo de hidrocarbonetos e compostos aromaticos, indicando a
presenca de comunidades remanescentes que realizam a funcéao de biodegradacao
de poluentes que ainda podem estar no solo. Ja na area de referéncia os
microrganismos bioindicadores foram relacionados a ambientes florestais. A
quantificacdo das comunidades microbianas foi realizada pela andlise de PCR
qguantitativo (QPCR) dos genes rRNA 16S e amoA e narG, por meio da quantificagao
absoluta. Os resultados ndo apresentam um padrao claro de diferenciacao entre as
areas. Entretanto, a presenca dos genes funcionais relativos a nitrificacdo e
desnitrificagdo foram essenciais para indicar a ocorréncia do ciclo do nitrogénio. Em
geral, os resultados demonstraram que a umidificacdo do solo em decorréncia das
chuvas foi um fator essencial para explicar as alteragdes da comunidade microbiana,
e que, 0 monitoramento da area é importante para avaliar também o tempo como um
influenciador do restabelecimento das fungdes ecoldgicas deste ecossistema,

possibilitando um processo de reflorestamento com maiores taxas de sucesso.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, acidentes envolvendo rompimento de barragens tem surtido
efeitos catastroficos para 0 meio ambiente e para a populagéo ao redor das atividades
mineradoras. Em 2015, a barragem de Fundao da Mina de Germano no municipio de
Mariana-MG rompeu liberando aproximadamente 43 milhdes de m? de rejeito de
minério de ferro, causando grande degradacao ambiental e foi considerado o maior
desastre ambiental do Brasil, deixando 19 mortes e milhares de familias desabrigadas
(LIMA et al., 2022; COELHO et al., 2021). Logo apds, em 2019 a barragem B1 da mina
Cérrego do Feijao, na cidade de Brumadinho, também em Minas Gerais se rompe
liberando aproximadamente 12 milhdes de m3de rejeitos de minério deixando mais de
250 pessoas mortas e um rastro de degradacédo ambiental (THOMPSON et al., 2020;
XAVIER, 2019).

Ambas as barragens pertencem a mineradora Vale S/A que possui 133
barragens de minério de ferro no Brasil, sendo 80% delas em Minas Gerais. A Vale
trabalha principalmente com barragens do tipo a montante e jusante, e 0 modelo de
barragem utilizado em Brumadinho € do tipo a montante, 0o mesmo usado na barragem
do Fundédo em Mariana, que consiste na deposicéo sucessiva de rejeito acumulando-
se verticalmente, sendo considerado o modelo mais barato quando comparado a
outros modelos como a jusante por exemplo (SILVA et al., 2020 KOSSOFF et al.,
2014). Esse modelo também ocupa menor area em relacao as barragens de rejeitos
a jusante, o que faz com que a licenca para esse tipo de barragem seja facilmente
obtida, contudo, é considerado o mais arriscado e propicio a rompimento, pois a
estabilidade das barragens de rejeitos diminui substancialmente quando as operagdes
cessam (SILVA et al., 2020).

Quando ha o rompimento de uma barragem o impacto ambiental ocorre de
forma direta com a retirada da vegetacao, morte da biodiversidade animal do local,
desestruturacédo do habitat e contaminagéo de solo e rios com a deposicao do rejeito
(KOSSOFF et al., 2014). Assim, os processos de reabilitacdo dos locais afetados,
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como por exemplo o reflorestamento, se fazem necessarios para restabelecer o

retorno dos servigos ecossistémicos essenciais (HE et al., 2022).

A microbiota tem papel fundamental na manutencao da estabilidade funcional
e sustentabilidade de ecossistemas em programas de reabilitacdo ecoldgica, pois
atuam na manutencdo de processos bioldgicos como a decomposi¢cao da matéria
organica, ciclagem de nutrientes, armazenamento de carbono, agregacao do solo e
controle de patogenos (JIAO; CHEN; WEI, 2022; BAHRAM et al., 2018; ZHANG,
Hongchun et al., 2017; ZILLI et al., 2003). A caracterizacdo da microbiota pode ser
utilizada para viabilizar o processo de reabilitacdo da area como um indicador
bioldgico, uma vez que os microrganismos tendem a responder aos disturbios
ambientais de forma mais rapida, por serem a base para um ecossistema saudavel e
para o sucesso de projetos de reabilitagdo ecoldgicas, por estarem intimamente
ligados a fertilidade e resiliéncia do solo (DORAN; PARKIN, 1996). Desta forma, solos
com maior abundéancia e atividade microbiana tendem a possuir fung¢des relativamente
boas e melhorar as taxas de sucesso dos processos de revegetacdo de éareas
degradadas (ZILLI et al., 2003). Por conseguinte, analisar a diversidade microbiana
se torna uma mecanismo chave no monitoramento de areas em reabilitacdo
ambiental, uma vez que apresentam rapidas respostas as mudancas ambientais,
ademais, algumas espécies de microrganismos podem ser utilizadas como
bioindicadores por apresentarem nichos mais especificos (ZHANG, Hongchun et al.,
2017; ZILLI et al., 2003).

Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a estrutura e funcionalidade da
comunidade microbiana do solo como parte do monitoramento das atividades de
recuperacao ambiental nas areas do Marco Zero, essenciais para o processo de
recuperacao das areas impactadas pelo rompimento da barragem de rejeitos, com o
intuito de avaliar a resposta do solo as atividades implementadas pelo projeto piloto e
conduzir novas agobes de reabilitagcdo de outras areas afetadas pelo rejeito.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Caracterizacao da area de estudo

O local de estudo foi no Parque da Cachoeira, localizada aproximadamente
4,5 Km do centro de Brumadinho e 8,6 Km da Barragem B1 da Mina Corrego-Feijao.
Foram utilizados dois locais de amostragem, uma regido afetada pela deposicao do
rejeito e em processo de reabilitagdo denominada Marco Zero (20°09°17” Sul e
44°09'33” Oeste) e uma area proxima de mata nativa utilizada como referéncia
(20°09'36” Sul e 44°09°'13” Oeste) (Figura 1).

Figura 1. Mapa de localizagdo da area de estudo. A) Localizagdo do estado de Minas Gerais em
vermelho dentro do Brasil; B) Localizagdo do municipio de Brumadinho em vermelho dentro do estado
de Minas Gerais. C) Localizagdo dos Transectos 1, 2, 3, 4, 5 e 6, nas cores azul, rosa, azul claro,
amarelo, verde e roxo, respectivamente, pertencentes a area em reabilitagcdo e da area de mata,

utilizada como Referéncia, em vermelho.

Esta regido afetada pelo rejeito foi a primeira a ser restaurada entre todas as
areas afetadas pelo derramamento provenientes do rompimento da barragem
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pertencente a mineradora Vale. O projeto piloto de reabilitagdo denominado Marco
Zero consiste na reconstituicdo das condi¢des originais do ribeirdo Ferro-Carvao e na
revegetacdo com plantas nativas da regidao das matas ciliares; A implementacao
desse projeto ocorreu em 3 etapas: a primeira etapa consistiu na retirada de 130 mil
m? de rejeitos no trecho e reconstrugéo do canal do leito do ribeirdo Ferro-Carvao,
com deposicdo de terra vegetal fértil (topsoil) e hidrossemeadura de espécies
herbaceas, na segunda etapa foi realizada o plantio de mudas de médio porte e na
terceira etapa consistiu no plantio de mudas de espécies nativas da regiao (VALE,
2020) (Figura 2). O Ribeirao Ferro-Carvao desagua no rio Paraopeba, neste estagio
inicial de revegetacdo se encontra inativo, pois estd sendo descontaminado e seu
curso pés-tratamento esta sendo desviado para o Cérrego Casa Branca. A area
utilizada como referéncia é uma area de mata nativa, onde passa o corrego Casa
Branca.

Figura 2. Registro da area do projeto de reabilitagcdo da calha do Ribeirdo Ferro-Carvao, denominada
Marco Zero, em Brumadinho MG. Foto: arquivo Vale (2020).
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2.2. Amostragem do solo

A amostragem do solo foi realizada na estagdo seca no més de agosto de
2021 e na estacdo chuvosa em marco de 2022. Para a area em reabilitacéao,
denominada Marco Zero, foram coletadas as amostras em 6 transectos ao longo das
margens esquerda e direita do Ribeirdo Ferro-Carvao. Cada transecto (T) foi
composto com 2 amostras compostas, chamadas de pontos, o ponto 1 perto do
ribeirdo sofreu mais intervencdes das técnicas de engenharias na reconstrucdo do
canal e o ponto 3 perto da floresta remanescente sofreu menos alteracées no
processo de reabilitacdo da area, as amostras foram coletadas em profundidade de 0
a 20 cm, totalizando 12 amostras da area do Marco Zero por coleta. As amostras na
area de referéncia (R) foram coletadas nas margens do Cérrego Casa-Branca (ponto
1) e mais adentro da floresta (ponto 3), na profundidade de 0 a 20 cm, totalizando 2

amostras por coleta.

2.3. Extracao de DNA total das amostras

A extracdo de DNA total das amostras foi feita em triplicata com o kit DNeasy
PowerSoil Pro Kit (QIAGEN®) seguindo as instrugcbes do fabricante com modificagdes,
foi realizado a adi¢cdo de duas etapas de lise enzimatica logo apéds a adi¢ao do primeiro
reagente do kit, foi utilizado 100 mg mL"de Lisozima e as amostras foram incubadas
em banho maria a 37 °C por 30 min, com agitacdo a cada 10 min, em seguida foi
colocado 10 mg mL" de Proteinase K e 2% de SDS (Dodecil Sulfato de Sddio), as
amostras foram incubadas a 60°C por 60 minutos com agitacéo a cada 10 min. Apds
as etapas adicionais de lise enzimaticas, seguiu-se a metodologia indicada pelo
fabricante.

A qualidade do DNA foi verificada com a quantificacdo em Nanodrop
(Nanodrop ND-1000, Nanodrop Technologies Inc., USA) e por eletroforese em gel de
agarose a 1%, corado com o agente intercalante Gel Red (Biotium, USA) e visualizado
em transiluminador (Applied Biosystems, USA).
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2.4.Sequenciamento de Amplicon e analises de dados

As amostras foram enviadas em triplicata para sequenciamento na empresa
Novogene Corporation Inc. (en.novogene.com, Sacramento, USA) usando a
plataforma lllumina NovaSeq 6000, e a regiao utilizada foi a V3-V4 do gene RNAr 16S

para identificagdo taxonémica de bactérias.

O pacote DADA2 (CALLAHAN et al., 2016) no software R (R Core Team,
2021) foi utilizado para processar os dados brutos do sequenciamento, como a
filtracdo das 72.617 leituras brutas (48.584 foram removidas e 24.033 restaram),
sequéncias de baixa qualidade e quimeras foram removidas e a inferéncia das ASV
(Amplicon Sequence Variant) foram realizadas a posteriori. O banco de dados SILVA
versdo 132 foi utilizado para atribuir a taxonomia filogenética. As analises
multivariadas e de diversidades foram realizadas utilizando o software R (R Core
Team, 2021) com o pacote mctoolsr (https://github.com/leffj/mctoolsr). A Analise de
Coordenadas Principais (PCoA) foi realizada utilizando a matriz de dissimilaridade de
Bray-Curtis, em nivel de ASV, e as diferencas significativas entre as areas foram
testadas usando a Analise de Variancia Permutacional Multivariada (PERMANOVA)

com o teste Adonis no pacote Vegan para o software R (R Core Team, 2021).

Para a analise de predi¢ao funcional foi utilizado o banco de dados Functional
Annotation of Prokaryotic Taxa - FAPROTAX (LOUCA et.al., 2016). A analise LEfSe
(Linear discriminant analysis effect size) foi utilizada para definir bioindicadores das
areas estudadas em nivel de ASV (Amplicon Sequence Variant), e as funcdes
relativas a predicao funcional (SEGATA et al., 2011).

2.6. PCR quantitativo (qPCR)

A abundancia dos genes funcionais relativos aos ciclos biogeoquimicos do
nitrogénio (NarG — Nitrato redutase ligada a membrana e AmoA - Amobnia
monooxigenase), bem como o gene 16S rRNA foram analisadas por meio da
quantificacdo por gPCR (Tabela 2).


https://en.novogene.com/technology/platforms/
https://github.com/leffj/mctoolsr
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Tabela 2. Identificacéo dos pares de primers utilizados direcionados a genes taxondmicos e relativos
ao ciclo de nitrogénio.

Gene de Identificacao

interesse do primer Sequéncia (5’-3’) pb Funcao Referéncia
MUYZER,;
DE WAAL;
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Marcador UITTERLIN
RNAr 165 491 taxonémico DEN (1993);
518R ATTACCGCGGCTGCTGG WEISBURG
etal. (1991)
amoA - 1Fmod CTGGGGTTTCTACTGGTGGTC Nitrificagéo;
AmoA 120  oxida amoénia a
GenAOBR GCAGTGATCATCCAGTTGCG hidroxilamina
CRANE et
al. (2018)
narG1960m2F TAYGTSGGGCAGGARAAACTG Desnitrificagdo:
NarG 110 reducao do
narG2050m2R  CGTAGAAGAAGCTGGTGCTGTT nitrato

2.6.1. Preparo do produto de PCR

A partir da extracdo de um solo controle foi feito o PCR dos fragmentos de
interesse para a clonagem, necessaria para a confeccao da curva padrao utilizada no
PCR quantitativo. Para o PCR foi utilizado o Kit GoTag® Flexi DNA Polymerase nas
concentragdes: 1x GoTaq® Flexi Buffer, 6mM de MClz2, 10mM de dNTP mix, 0.4 uM
de cada primer foward e reverse, 1.25u de GoTag® DNA Polymerase, 1 ul do DNA
template e agua nuclease-free para o volume final de 50 pl, segundo recomendacdes
do fabricante (Promega Corporation, USA). A ciclagem térmica utilizada foi:
desnaturacao inicial a 95°C por 5’, 40 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 207,
anelamento a 60 °C por 50” e extensao a 72 °C por 30", a extensao final foi de 5’ a
72 °C para os primers de amoA e narG e para 16S a ciclagem utilizada foi:
desnaturacgao inicial a 95°C por 5, 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 1,
anelamento a 58 °C por 1’ e extensao a 72°C por 30”, a extensao final foi de 5’ a 72
°C.
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Os produtos de PCR foram verificados quanto sua qualidade em gel de
agarose 2% corado com o agente intercalante Gel Red (Biotium, USA) e visualizado
em transluminador (Applied Biosystems, USA). Os produtos de PCR foram purificados
utilizando o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Corporation,
USA) e quantificados em Qubit (Qubit Fluorometric Quantification, ThermoFisher
Scientific, USA).

2.6.2. Ligacao Inserto-Vetor pGEM®-T Easy Vector

A partir da quantificacao, os produtos de PCR purificados foram clonados em
um vetor pGEM®-T Easy Vector (Promega Corporation, USA), seguindo o protocolo
do fabricante.

2.6.3. Preparo de Células Ultracompetentes

A célula de Escherichia coliTOP10F foi plagueada em meio Luria-Bertani (LB)
agar e incubada a 37 °C overnight. Col6nias isoladas foram selecionadas e colocadas
em 10 ml de meio LB liquido e deixadas para crescer a 37 °C em agitacdo a 150 rpm
overnight, para fazer um pré-inoculo. Cinco mililitros deste pré-inoculo foram
inoculados em 500 ml de LB liquido e incubadas a 37 °C com agita¢do a 150 rpm até
atingir a densidade 6tica (DO) de 0,3. As células foram colocadas 5 min no gelo e todo
volume foi centrifugado a 1600 g por 10 min a 4°C. As células foram gentilmente
ressuspendidas em 100 ml de tamp&o Ca?*/glicerol (CaCl2 60mM; PIPES 10mM;
Glicerol 15%, pH 7) esterilizado e gelado e centrifugadas novamente a 1600 g por 10
min a 4 °C. A lavagem com de tampé&o Ca?*/glicerol foi repetida 1 vez. O sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspendidas em tampéao Ca2+/glicerol gelado,
incubados no gelo por 30 min e centrifugadas a 1600 g por 5 min a 4 °C. As células
foram gentilmente ressuspendidas em 12 ml de tamp&o Ca?*/glicerol gelado. As

células foram aliquotadas em microtubos e armazenadas a -80°C.
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2.6.4. Transformacao de Células Competentes por Choque Térmico.

As ligagbes inserto-vetor foram transformadas em células competentes de
Escherichia coli TOP10F. A transformacao foi feita pela técnica de choque térmico
segundo o protocolo do kit p GEM®-T Easy Vector (Promega Corporation, USA) com
modifica¢des: 10 pl da ligagéo inserto-vetor foram adicionadas a 100 ul da célula ultra
competente em um microtubo de 2 ml, o mesmo foi incubado a 42 °C por 45 s, e
posteriormente colocado em gelo por 5 min, apés esse periodo 750 ul de meio liquido
Luria-Bertani suplementadas com 100 mg mL"" de ampicilina pré-aquecido a 37 °C
foram adicionados ao microtubo, as células foram incubadas a 37 °C com agitagao de
150 rpm por 1h30min e posteriormente centrifugadas a 8000 g por 5 min. O pellet foi
ressuspendido em 500 ul de meio liquido Luria-Bertani suplementadas com 100 mg -
mL' de ampicilina. Foram plaqueados 100 pl das células em meio seletivo agar Luria-
Bertani suplementado com ampicilina (0,2 mM), X-Gal (40 pg mL™") e IPTG (100 pg -
mL"), as placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. As col6nias recombinantes de
coloragcao branca foram escolhidas e separadas, foram crescidas em meio liquido
Luria-Bertani suplementadas com 100 mg mL' de ampicilina e incubadas a 35 °C por
24 h.

2.6.5. Extracao de DNA plasmidial de Escherichia coli - Mini prep

Para determinar se os plasmideos receberam o inserto de interesse, foi
realizado a extracao plasmidial (Mini Prep) da cultura crescida por 24 h das col6nias
recombinantes. Para a obtencéo do pellet, 5 ml da cultura foi centrifugada e nele foi
adicionado 300 pl da solugédo | (Sacarose 50 mM; Tris-HCI pH 8,0 25 mM; EDTA pH
8,0 10 mM e H20 qg.s.p 10mL), e 1,5 ul de RNAse (10mM), a mistura foi incubada a
temperatura ambiente por 5 min. Foram adicionados 300 pl da solugéo Il (NaOH 0.2
N; SDS 1 % e H20 qg.s.p. 5 mL - feita na hora para evitar precipitacdo). As amostras
foram homogeneizadas por inversdo de 7 a 10 vezes e imediatamente foi adicionado
200 pL da Solucdo IIl (Acetato de Potassio 5 M; 11,5 mL de Acido Acético Glacial e
H20 qg.s.p 100 mL). A homogeneizacéo foi feita novamente por inversado de 7 a 10

vezes. A mistura foi centrifugada a 13.000 rpm por 15 min; o sobrenadante foi
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recuperado e transferido para um microtubo novo. Para a etapa de precipitagdo, 500
UL de isopropanol a temperatura ambiente foi adicionada e a mistura foi
homogeneizada gentilmente; a precipitacao ocorreu a -20 °C por 40’; a amostra foi
centrifugada a 13.000 rpm por 15’ e 0 sobrenadante foi descartado. Para a etapa de
lavagem do DNA, 500 pL de etanol 70 % foi adicionado a mistura que posteriormente
foi centrifugada a 13.000 rpm por 15’. O sobrenadante foi descartado e a etapa foi
repetida com etanol 100 %; o DNA foi colocado para secar e apds a secagem 0 mesmo
foi ressuspendido em 30 pl de agua milli-Q estéril; as amostras foram armazenadas a
-20 °C.

O produto da extracao foi verificado por eletroforese em gel de agarose 2 %
corado com o agente intercalante Gel Red (Biotium, USA) e visualizado em
transiluminador (Applied Biosystems, USA). Para confirmar a presenca dos insertos
de interesse nos plasmideos foi realizado um PCR convencional com os primers da
regiao M13 presente no vetor: M13F (5-TGTAAAACGACGGCC-3') e M13R (5'-
CAGGAAACAGCTATG-3"), a ciclagem térmica utilizada foi: desnaturacao inicial a 94
°C por &’, 30 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 307, anelamento a 55 °C por 30” e

extensdo a 72 °C por 45”, a extensao final foi de 45" a 72 °C.

2.6.6. Quantificacao em qPCR

Para confeccao da curva padrao os plasmideos extraidos a partir do Mini Prep
linearizados contendo os genes alvos foram diluidos em série 10'° - 10° copias pl
para 16S e 10% - 10" copia pl'' para os genes funcionais (narG e amoA) e as curvas
padrdes foram montadas com o coeficiente de correlagédo (R?) maior que 0,996.

A reacao de gqPCR foi feita com 10 pul, sendo, 5 ul de GoTaqg® gPCR Master
Mix e 3,2 pl de H20 nuclease free (Promega Corporation, USA), 0,4 ul de cada primer
forward e reverse (200uM) e 1ul de DNA (3ng p'l). Para a ciclagem térmica utilizou-
se 0 padrdo do equipamento Eco™ Real-Time PCR System (lllumina Inc., USA),
realizada nas seguintes condi¢des: incubacdo IDG a 50 °C por 2, ativagdo da
polimerase a 95 °C por 10’, 40 ciclos de PCR 95 °C por 10” € 60 °C por 30”, curva de
Melta 95 °C por 15”7, 55 °C por 15" € 95 °C por 15”.
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2.6.7. Anadlises de dados PCR em tempo real

Os dados foram gerados pelo software EcoStudy do equipamento Eco™ Real-
Time PCR System (lllumina Inc., USA) e os gréaficos foram gerados utilizando o
software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, California USA,
graphpad.com”) e os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, p-valor de 0,05, utilizando o software estatistico
Minitab (MINITAB, 2021).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1.Estrutura da comunidade microbiana do solo

O estudo da estrutura e diversidade da comunidade microbiana possibilita
compreender como ocorre as interagdes entre a microbiota e as outras comunidades
bioldgicas presentes naquele habitat, entender essa multifuncionalidade do solo é
essencial para a manutencao de ecossistemas biolégicos de forma sustentavel (LI,
Jigjia et al., 2022).

A diversidade microbiana de um certo habitat nos ajuda a entender aspectos
importantes sobre o padrao de distribuicdo das espécies dentro de um ecossistema e
como a estrutura desta comunidade funciona neste ambiente em que esta inserida.
Essa diversidade pode ser medida por meio de indices matematicos como o de
Shannon-Wiener, o indice de Simpson e o indice de riqueza (ZILLI et al., 2003) e séo
frequentemente relacionadas com indicadores da saude dos sistemas ecoldgicos
(MAGURRAN, 1988).

O indice de diversidade de Shannon-Wiener (H’') € amplamente utilizado para
mensurar a diversidade de uma comunidade biolégica em um habitat, ele leva em
consideracao a riqueza e a abundancia das espécies (MAGURRAN, 2004), quanto
maior o valor do indice maior a diversidade da comunidade neste ambiente (LIMA et
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al., 2022). YANG e colaboradores (2022) relatam que a diversidade da comunidade
microbiana pode aumentar com a reabilitacdo da vegetagado no habitat.

Os indices de Shannon-Wiener (H’), tanto das areas de referéncia, quanto as
areas em processo de reabilitacdo apresentaram valores entre 5,5 a 7. Este indice foi
semelhante aos valores encontrados para solos contaminados por rejeitos de
mineracao (S = 4,7 - 7,5) (LIMA et al., 2022), solos de uma floresta de madeira dura
(S =6-6,5), um pouco menor do que o valor encontrado em solo de charneca seca
em uma tundra (S = 7,5) (RIVERA-RIVERA; CUEVAS, 2020), e foi alto quando
comparado a estudos em solo de reserva natural de mangue (S = 3,02) (YU et al.,
2014) e solo de floresta de coniferas da Noruega (S = 3,5) (RIVERA-RIVERA;
CUEVAS, 2020).

A area em reabilitacdo apresentou diferenca (p < 0,05) em relacao a area em
reabilitacdo apenas na estacao seca (coleta 1) (Figura 3) (Tabela S1). Analisando a
area afetada em relagdo aos pontos dos transectos, os pontos mais proximos ao
ribeirdo (ponto 1) apresentaram menor diversidade em detrimento ao ponto mais
préximo a floresta (ponto 3). Tal resultado pode ser explicado pelo fato de os pontos
proximos ao ribeirdo terem sido mais afetado pelos processos mecanicos da
reabilitacdo no local. Contudo, percebemos que essa diferenca diminui na estacao
chuvosa (coleta 2), indicando que a umidade pode ter afetado a comunidade
microbiana alterando assim, os indices de diversidade observados entre os pontos da

area restaurada e também entre elas e a area de referéncia.
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Figura 3. indice de Shannon-Wiener da comunidade microbiana do solo das &reas estudadas: areas
de referéncia (R) em verde e Transectos (T) 1,2,3,4,5 e 6 em vermelho, laranja, azul, roxo, amarelo e
rosa, respectivamente, da area em reabilitagdo (Marco Zero), em dois pontos: 1 mais perto ao ribeirao

e 3 mais perto a floresta, as mesmas cores representam a mesma area em ambas estagoes.

Os indices de Simpson, tanto das areas de referéncia, quanto das areas em
processo de reabilitacdo apresentaram valores entre 0,97 a 1,0, mostrando a
ocorréncia de dominancia de espécies nas areas estudadas. O indice de Simpson &
um indice de dominancia, que representa a probabilidade de dois individuos
selecionados de forma aleatéria pertengam a mesma espécie. Os valores variam de
0 a 1 e quanto maiores forem, maior sera essa probabilidade e maior entdo a
dominéncia entre as espécies na comunidade (DALY; BAETENS; DE BAETS, 2018;
URAMOTO; WALDER; ZUCCHI, 2005). A mesma tendéncia do indice de Shannon
foi observada para o indice de Simpson, na estacédo seca (coleta 1), os pontos mais
proximos ao ribeirdo (ponto 1) apresentaram menor indice em detrimento ao ponto
mais préximo a floresta (ponto 3), porém na estagao chuvosa (coleta 2), essa diferenca
diminuiu e os dados sao apresentados de forma mais homogénea, indicando mais
uma vez que a umidade pode ser um fator chave para as alteragbes das comunidades

microbianas. Houve também diferenca entre os valores da referéncia 1 e dos pontos
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dos transectos mais proximos ao ribeirdo (p > 0.05), que apresentou valor menor na

estacao seca (coleta 1) (Figura 4) (Tabela S1).
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Figura 4. indice de Simpson da comunidade microbiana do solo das areas estudadas: areas de
referéncia (R) em verde e Transectos (T) 1,2,3,4,5 e 6 em vermelho, laranja, azul, roxo, amarelo e rosa,
respectivamente, da area em reabilitacdo (Marco Zero), em dois pontos: 1 mais perto ao ribeirdo e 3

mais perto a floresta, as mesmas cores representam a mesma area em ambas estacoes.

A riqueza diz respeito ao numero total de espécies observadas na
comunidade da respectiva area, representada em unidades de espécie (DALY;
BAETENS; DE BAETS, 2018; URAMOTO; WALDER; ZUCCHI, 2005). A riqueza
encontrada para as areas de referéncia foram de 777 a 1676, jA as areas em
reabilitacdo apresentaram valores entre 1308 a 2025. Em um estudo também com
areas afetadas por rejeito de mineracdo, LIMA e colaboadores (2022) encontraram
valores de 1169 e 634 para duas areas afetadas e 1816 para a area de mata nao
afetada, este estudo foi realizado na area impactada pelo rompimento da barragem
em Mariana - MG, contudo, tratamentos diferentes foram realizados nesta area, o
plantio de mudas foi realizado sob o rejeito enquanto que, na regidao de Brumadinho o
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rejeito foi retirado e um topsoil foi colocado, o que explicaria os valores maiores de

riqueza.

N&ao houve diferenca (p > 0,05) entre os valores observados para riqueza entre
os pontos 1 e 3 dos transectos tanto na estacdo seca (coleta 1) quanto na chuvosa
(coleta 2). Contudo, quando comparamos os valores dos pontos entre as coletas,
apenas o transecto 2 apresentou diferenga no ponto 1 da estagéo chuvosa (p < 0,05),
tendo valor maior do que na estacao seca. Em relacdo a referéncia, os pontos dos
transectos 2, 3, 4 e 6 préximo ao ribeirdo apresentaram diferenca significativa em
relagéo aos valores da referéncia 1, apresentando valores maiores na estacdo seca
(Figura 5) (Tabela S1).

Coleta 1 Coleta 2

2500 -

- !
i W M, | 1.5

1000 —i

Richness

"

.
EE\—:’.\‘—Mq—mq—m‘—m‘—mEE‘—m‘—Mq—Mq—M\—M\—m
oM ™M n 1n w0 o N &N M M T T W00 W W
EEREEEREREREERE FEFFFRFRFFRRFFFPR

Figura 5. Riqueza estimada da comunidade microbiana do solo das areas estudadas: areas de
referéncia (R) em verde e Transectos (T) 1,2,3,4,5 e 6 em vermelho, laranja, azul, roxo, amarelo e rosa,
respectivamente, da 4rea em reabilitagdo (Marco Zero), em dois pontos: 1 mais perto ao ribeirdo e 3

mais perto a floresta, as mesmas cores representam a mesma &rea em ambas estagoes.

A analise de PCoA foi realizada por meio da composicdo da comunidade
bacteriana do solo a nivel de ASV. No periodo seco, foi possivel observar a formacao
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de dois agrupamentos distintos, as amostras da area de referéncia agruparam-se
entre si, enquanto as amostras em reabilitagdo formaram outro agrupamento (Figura
6), sendo que esses dois agrupamentos mostraram-se dissimilares e estatisticamente
diferentes (p = 0,001) pelo teste Adonis. Quando avaliamos as amostras em
reabilitagdo, também foi possivel observar que, de forma geral, as amostras referentes
ao ponto 1 agruparam-se separadamente das amostras referentes ao ponto 3,
mostrando uma dissimilaridade entre os pontos préximos ao ribeirdo daqueles mais
distantes. Na estagcao chuvosa (coleta 2) (Figura 7), ainda observamos o agrupamento
das areas de referéncia e que se mostra estatisticamente diferente (p = 0,001) dos
pontos das areas em reabilitacdo. Contudo ha uma tendéncia de alguns transectos na
area em reabilitagdo estarem mais proximos a area de referéncia, indicando mais uma
vez que o tempo pode ser um fator essencial para o processo de recuperacao da

comunidade microbiana.

Também foi possivel observar que os pontos préximos ao ribeirdo (pontos 1)
e 0s pontos mais distantes (pontos 3) estao menos dissimilares entre si na estacao
chuvosa (coleta 2), isso pode ser tanto um indicativo do tempo, quanto um efeito do
processo de alagamento que ocorreu na area neste periodo, que pode ter causado
uma homogeneizagéo dos sedimentos depositados na area afetada.
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Figura 6. Andlise de coordenada principal (PCoA) da comunidade microbiol6gica do solo na estagéao
seca das areas estudadas: Transectos (T) 1, 2 ,3 ,4, 5 e 6 representadas pelas cores rosa claro,
amarelo, azul claro, azul, roxo e rosa, respectivamente, da area em reabilitagao, circulos representam
o ponto 1 mais perto ao ribeirdo, triangulos representam o ponto 3 mais perto a floresta, quadrados

representam as areas de referéncia em tons de verde.
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Figura 7. Andlise de coordenada principal (PCoA) da comunidade microbiol6gica do solo na estagéao
chuvosa das areas estudadas: Transectos (T) 1, 2 ,3 ,4, 5 e 6 representadas pelas cores rosa claro,
amarelo, azul claro, azul, roxo e rosa, respectivamente, da area em reabilitagao, circulos representam

o ponto 1 mais perto ao ribeirdo, triangulos representam o ponto 3 mais perto a floresta, quadrados

representam as areas de referéncia em tons de verde.
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O sequenciamento resultou em 72.617 variantes de sequéncia de amplicon
(ASVs), das quais 24.033 foram selecionadas apds a etapa de filtragem das
sequéncias. As ASVs de todas as amostras foram classificadas em 39 filos, sendo 35
pertencentes ao dominio Bacteria e 4 pertencentes ao dominio Archeae. Os 5 filos
mais abundantes em todas as amostras foram: Proteobacteria, Actinobacteria,
Acidobacteria, Bacteroidetes, e Chloroflexi, representando de 86,1% e 84,7% da

abundancia total das amostras, nas coletas 1 e 2 respectivamente.

A média dos filos mais abundantes em relacao as areas em reabilitacdo na
estacdo seca (coleta 1) foram: Proteobacteria (43,7%), Actinobacteria (22,3%),
Acidobacteria (10,6%), Bacteroidetes (5,8%) e Chloroflexi (4,5%), para as areas de
referéncia: Proteobacteria (35,1%), Actinobacteria (21,9%), Acidobacteria (19,5%),
Bacteroidetes (6,5%) e Chloroflexi (4%) (Figura 8).

Na estagao chuvosa (coleta 2) a média dos filos mais abundantes em relagéao
areas em reabilitacdo foram: Proteobacteria (42,4%), Actinobacteria (16,7%),
Acidobacteria (12,3%), Bacteroidetes (3,7%) e Chloroflexi (7,5%), para as areas de
referéncia: Proteobacteria (47,2%), Actinobacteria (20,9%), Acidobacteria (13,1%),
Bacteroidetes (2,2%) e Chloroflexi (5,8%) (Figura 9).

Observa-se que o filo Proteobacteria foi 0 mais abundante seguido de
Actinobacteria e Acidobacteria em todas as amostras, o que é comum para amostras
de solo, uma vez que sao descritos pela literatura como os mais abundantes em
diversos tipos de solo, incluindo solos contaminados por rejeitos e solos em processo
de reabilitacdo (CHEN, Xiaolin et al., 2022; MA et al., 2022; WU, Bohan et al., 2022;
YANG et al., 2022; SUN et al., 2018).

Proteobacterias sdo classificadas como bactérias gram-negativas,
estritamente anaerdbios ou anaerdbios facultativos que participam de fungdes
essenciais do solo e sdo descritas como bactérias que atuam na degradacdo de
poluentes possuindo alta tolerdncia a areas contaminadas por metais pesados
participando ativamente do ciclo de carbono e do nitrogénio através da fixagao de N
em ambientes extremos, elas sdo favorecidas pela contaminacédo do solo por metais
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pesados, sendo entdo dominantes neste tipo de solo (MA et al., 2022; WU et al., 2022;
e SUN et al. 2018).

Ja as Actinobacteria sao classificadas como bactérias gram-positivas de alta
abundancia em solos, estdo presente em areas de mineragdo, pois possuem a
capacidade de produzir esporos, o que as torna mais resistentes a ambientes com
algum tipo de estresse e que podem reduzir as concentragdes de metais pesados
através de seu metabolismo secundario, pois possuem um rico pool de enzimas
metabdlicas que as permitem se adaptarem e colonizarem habitats extremos (MA et
al., 2022; WU, Bohan et al., 2022; SUN et al., 2018).

Algumas bactérias pertencentes a este filo podem solubilizar fosforo
sugerindo assim uma vantagem ecoldgica importante na relacdo planta-
microrganismo podendo estar relacionado as espécies arbdreas de reabilitacdo de
vegetacdo (CHEN et al., 2022), e podem também estar associadas a defesa contra
doencas do solo e melhoria da eficiéncia da nodulagao radicular (SUN et al., 2018).

As bactérias do filo Acidobacteria fazem parte de um grupo de decompositores
presentes em ambientes oligotréficos, elas desempenham papeis importantes na
degradacao da biomassa vegetal lignoceluldsica em varios ambientes acidos e solos
nao revegetados e estdo envolvidas na renovacdo de diversos polissacarideos
estruturais e de armazenamento, e na resiliéncia de ambientes deficientes de
nutrientes (SUN et al., 2018).

Os Bacterioidete também estdo envolvidos na degradagdo de matéria
organica e sao considerados decompositores de rapido crescimento e acao rapida
(SUN et al., 2018). Este filo tem a caracteristica de secretar conjuntos diversos de
enzimas ativas de carboidratos (CAZymes), que conferem a ele a capacidade de
prosperar em diversos habitats em especial os solos (LARSBRINK; MCKEE,
2020).Juntamente com as actinobactérias, as bactérias do filo Chloroflexi podem
participar da melhoria do solo, pois possuem agrupamentos genéticos que 0s
permitem desenvolver algumas estratégias para sobreviver em ambientes adversos
(CHEN, Xiaolin et al., 2022), além de desempenharem papel importante na respiracao
de acucar, fermentacgao e fixacdo de didéxido de carbono (WU, Bohan et al., 2022).
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perto a floresta, e areas de referéncia (R), em dois pontos: 1 perto ao ribeirdo e 3 floresta a dentro, na
estagéo seca.
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Figura 9. Média das abundancias relativas em nivel de filo para as diferentes areas estudadas —
Transectos (T) da area em reabilitagao (Marco Zero), em dois pontos: 1 mais perto ao ribeirdo e 3 mais
perto a floresta, e areas de referéncia (R), em dois pontos: 1 perto ao ribeirdo e 3 floresta a dentro, na
estacao chuvosa.

A analise em nivel de género mostrou que as ASVs de todas as amostras
foram classificadas em 622 géneros sendo os 5 géneros mais abundantes em todas
as amostras: Sphingomonas, Bradyrhizobium, Reyranella, Streptomyces e géneros
nao identificados (NA).

A média dos géneros mais abundantes em relacédo as areas em reabilitacao
na estacao seca foram: Sphingomonas (12,5%), Bradyrhizobium (3%), Reyranella
(1,5%) e Streptomyces (2,2%), e para a area de referéncia: Sphingomonas (3,5%),
Bradyrhizobium (2,6%), Reyranella (1,1%) e Streptomyces (1,3%) (Figura 10).

Na estacdo chuvosa, a média dos géneros mais abundantes em relacéo as
areas em reabilitacdo foram: Sphingomonas (5,5%), Bradyrhizobium (3,3%),
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Reyranella (1,3%) e Streptomyces (0,9%), e para a area de referéncia: Sphingomonas
(2%), Bradyrhizobium (5,8%), Reyranella (1%) e Streptomyces (1,5%) (Figura 11).
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Figura 10. Média das abundancias relativas em nivel de género para as diferentes areas estudadas —
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estagéo seca.
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estacao chuvosa.

Para detectar a abundancia de taxons significativamente diferentes entre as
areas em reabilitacio e entre as areas de floresta utilizadas como referéncia, a analise
LEfSe (Linear discriminant analysis effect size) foi aplicada. Esta analise permite
avaliar quais os taxons sao considerados bioindicadores para cada area. Na area em
reabilitacdo foram encontradas um total de 29 ASVs bioindicadores, destes, 8
pertenceram ao género Sphingomonas, 7 foram géneros nao identificados e 2 foram
pertencentes ao género Nitrospira, os demais tiveram 1 representante de cada
género. Os @éneros indicadores foram: Sphingomonas, Gemmatimonas,

Tetrasphaera, Terrabacter, Reyranella e Nitrospira (Figura 12).

O género Sphingomonas foi o mais abundante e o que obteve mais
representantes para a area de reabilitacdo. Os representantes deste género séo
solubilizadoras de K que desempenham importantes papéis na ciclagem de nutrientes
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do solo (SHI et al., 2017), pois possuem genes envolvidos em promover o
crescimentos e nutricdo de plantas, por possuirem nitrogenase, sendo entdao um
género de bactérias fixadoras de N (CHEN, Xiaolin et al, 2022). Esses
microrganismos se adaptam e prosperam facilmente em ambientes contaminados por
metais pesados, pois possuem genes que codificam enzimas envolvidas na
resisténcia a metais pesados (ZHANG, Yihan; KINYUA, 2020). Possuem também alto
poder de biodegradacdo de contaminantes como os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAH) em diversos ambientes, incluindo solo (LIN et al., 2019; ZHOU et
al., 2006), Além de apresentarem como antagonistas de fungos fitopatogénicos e
secretam exopolissacarideos gelanos altamente Oteis (WHITE; SUTTON;
RINGELBERG, 1996).

Assim como Sphingomonas, o género Gemmatimonas faz parte de um grupo
que desempenha papéis dominantes na reciclagem de nutrientes nos solos, podem
variar o uso metabdlico de N ou C de acordo com suas necessidades, sendo entdo
classificadas como bactérias fixadoras de N2 (SHI et al., 2017) e que podem participar
do ciclo do carbono, pois contém centros de reacao fotossintética (ZHANG, Hongchun
etal.,2017). E descrito como um género essencial na dissolucédo de fosfato e acimulo
de polifosfato, atuando na conversao do P inerte para o P disponivel para as plantas
(LU et al., 2020; ZHANG, Hui et al., 2003). Em um estudo sobre a estrutura da
comunidade bacteriana apoés fertilizagdo organica e inorganica de longo prazo LI,
Fang e colaboradores (2017) citaram que Gemmatimonas sdo abundantes em solos
com matéria organica pirogénica, o que isso indicaria uma provavel capacidade de
decomposicdo de carbono poliaromatico, € que sua presenga no solo pode ser
estimulada pela adubacao fosfatada, neste mesmo estudo os autores indicam que as
Gemmatimonas podem estar relacionadas ao crescimento de plantas e a supressao
de doencas, pois sdo encontradas em alta abundéancia na rizosfera de plantagdes de
trigos saudaveis. Este género pode ser utilizado como um bioindicador das limitagcoes
nutricionais da comunidade microbiana do solo, por participarem do metabolismo do
N, C, P e na respiracao do solo. Portanto a presenca de Gemmatimonas no solo das
areas de reabilitacdo, indicam que esta area tem grande potencial para ciclagem de
nutrientes (LU et al., 2020).

Bactérias do género Tetrasphaera, pertencem a classe Actinobacteria e,
apesar do escasso estudo deste género em amostras de solos, ela tem sido indicada
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em varios estudos de sistemas de tratamento de aguas residuais e lodo ativado como
sendo um género importante para a remogao biolégica de fésforo (PALATSI et al.,
2021; ZHANG, Yihan; KINYUA, 2020; FRIGON; WELLS, 2019; MARQUES et al.,
2017; FERRENTINO et al., 2016). Elas absorvem Pi aerobicamente e armazena-o
intracelularmente e além disso, em condicdes anaerdbicas sdo versateis na
assimilacao de diferentes substratos organicos como glicose e aminoacidos (PALATSI
et al., 2021; MARQUES et al., 2017). FERRENTINO e colaboradores (2016)
caracterizaram este género como organismos desnitrificantes acumuladores de
fosfato (DPAQOs), assim, sdo capazes de realizar a desnitrificagdo usando nitrato como
aceptor de elétrons para a captacéo de fésforo, atuando entédo tanto na remocao de P
quanto na remocao de nitrogénio total.

O género Terrabacter também pertence a Actinobacteria, e possui alta
capacidade de metabolizacdo e degradacdo de compostos organicos poluentes
persistentes no solo, como dibenzofurano (HABE et al., 2002), sulfadiazina (TAPPE
et al., 2015), residuos toxicolégicos de DDT (AISLABIE et al., 1999), fluoreno (HABE
et al., 2005), fluoranteno (ZHOU et al., 2006), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAHSs) (LI, Xiaofei et al., 2015), substancias naturais como a queratina (MONTERO-
BARRIENTOS et al., 2005) e atuam na remogdo de metais pesados através da
biomineralizacédo de carbonato (LI, Meng et al., 2016).

Ja o género Reyranella foi relatado em trabalhos que estudaram ambientes
estressados ou impactados, como em solos com mineracao de ferro (HONG et al.,
2015), rejeitos compostos de metais pesados (YAO et al., 2022), rejeitos de mina de
ouro (PARSANIA et al., 2022), em aguas subterraneas (TANG, Shuting et al., 2020),
e em reservatérios de petréleo (SONG et al., 2018). Estudo sobre a fisiologia e nicho
ecolégico da Reyranella ainda sdo escassos, entretanto, alguns estudos a descrevem
como uma bactéria desnitrificante, capaz de reduzir nitrato e nitrito, diminuindo o teor
de nitrogénio do solo além de ser capaz de degradar celulose (CHEN, Shu et al., 2020;
TANG, Shuting et al., 2020; WU, Zhaojun et al., 2020) e também por possuir alta
capacidade de biodegradagao de carbono (SONG et al., 2018).

O género Nitrospira, filo Acidobacteria, sdo representados por bactérias
aerdbicas e quimiolitoautotréfica, encontrados em diversos ambientes como agua,

solo e plantas, participam ativamente do ciclo do nitrogénio, pois sdo oxidantes de
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nitrito (NOB) e também podem realizar a oxidagao completa da amédnia (comammox)
(MEHRANI et al., 2020). O processo de nitrificagdo convencional ocorre em duas
etapas e necessita de dois grupos funcionais distintos, o processo de comammox
realiza estas duas etapas em um Unico organismo, isso € uma recente descoberta, no
entanto a atividade e a distribuicdo das bactérias pertencentes ao género Nitrospira
que realizam esta fungéo, ainda permanece desconhecida (XU et al., 2020). As
bactérias pertencentes a este género também sao relatadas por serem resistentes a
toxicidade de metais pesados, por se adaptarem facilmente a ambientes acidos (WU,
Bohan et al., 2022) e por estarem associados a oxidagao de ferro e enxofre, podendo
ser um bioindicador do processo de oxidagao bioldgica de rejeitos de mineragéo (LI,
Yang et al., 2016).

Observa-se, entdo, que a presenca de Sphingomonas, Gemmatimonas,
Tetrasphaera, Terrabacter, Reyranella e Nitrospira na area em reabilitacdo pode
indicar uma comunidade capaz de realizar diversas fungdes relacionadas a
biodegradacao e ciclagem de nutrientes e matéria organica do solo, como aqueles
depositados pelo rejeito de mineragdao presentes solo, principalmente quando
levamos em consideragdo o alagamento da area na estagcdo chuvosa que pode ter
causado a sedimentacgéao dos rejeitos ainda presentes no Rio Paraopeba e na estacao
de tratamento do Ribeirdo Ferro-Carvéao.

Ja na area de referéncia os bioindicadores observados foram diferentes dos
observados na area em recuperacao, foram encontradas 61 ASVs bioindicadoras,
destes 39 sdo géneros nao identificados, 3 pertencem ao género Flavobacterium, 2
pertencem a Candidatus Udaeobacter, 2 pertencem a Candidatus Solibacter e 2
pertencem a Actinoplanes, os demais tiveram 1 representante de cada género. Dentre
0s géneros mais representativos seguido dos géneros nao identificados estao:
Nitrobacter, Phyllobacterium, Flavobacterium, Candidatus Udaeobacter e Candidatus
Solibacter (Figura 14), estes géneros estao envolvidos principalmente com a ciclagem
de matéria organica em solos florestais (WILLMS et al., 2021; DAHAL et al., 2020;
LAF et al., 2020; BAI et al., 2015).

O género bioindicador de maior abundancia na area de referéncia em relacao
a area em recuperacao foi o Nitrobacter, que juntamente com Nitrospira fazem parte
do grupo de oxidantes de nitrito (NOB), os quais séo considerados 0s géneros mais
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funcionais dentre o grupo de oxidantes de nitrito (LIU et al., 2022). O processo de
nitrificacdo consiste em transformar a aménia em nitrato, esse processo € feito em
duas etapas, na primeira ocorre a oxidacao de amdnia conduzidas por representantes
de Bacteria (AOB) e Archeae (AOA) oxidantes de aménia (AOB e AOA) e na segunda
etapa o nitrito é oxidado a nitrato pelas bactérias que oxidam nitrito (NOB), este é um
processo que ocorre em todos ecossistemas terrestres afim de regular a
disponibilidade de N para as comunidades microbianas e para as plantas (SHEN et
al.,, 2022). Contudo, a abundéancia deste género no habitat pode inferir sobre a
funcionalidade do sistema em relacdo ao ciclo biogeoquimico do nitrogénio em
diversos tipos de solo, e Nitrobacter foi relatado em estudos como sendo o género
dominante em nitrificacdo em solos florestais (LIU et al., 2022; LAF et al., 2020).

As bactérias do género Phyllobacterium presente como bioindicador da area
de referéncia, sdo aerdbicas e Gram-negativas e estdo diretamente interligado as
plantas, diversos estudos apontam este género como pertencente ao grupo dos
rizbbios, que tem como caracteristica realizar associagdes simbidticas mutualisticas
diretamente com leguminosas atuando no fornecimento de nutrientes para as
mesmas, e um dos principais processos realizados pelos rizdbios € a fixagao biologica
de nitrogénio (DASGUPTA et al., 2021; IKBAL et al., 2020; COOPER; SCHERER,
2012). Este género vem sendo considerado bactérias probiéticas que habitam uma
planta alimenticia e medicinal chinesa chamada Cordyceps militaris, aumentado a
qualidade da planta facilitando seu cultivo (ZHANG, Xiao-Mei et al., 2021). Levando
em consideragcdo a interacdo planta-microrganismo que este género possui é
esperado que ele esteja em maior abundancia na area de referéncia uma vez que a

vegetacao esta mais estabelecida e estavel nesta area.

Outro género bioindicador encontrado na é&rea de referéncia foi
Flavobacterium, estes sao classificados como aerdbios, Gram-negativos,
solubilizadores de fosfato e sdo associadas com uma rizosfera saudavel (JOSHI et al.,
2021) sao encontrados em solos de florestas e sedimentos, podem apresentarem a
caracteristica de degradar celulose (DAHAL et al., 2020; KIM; YU, 2020) e hidrolisar
uréia (DAHAL; KIM, 2018).

O género Candidatus Udaeobacter, pertencente ao filo Verrucomicrobia, €
amplamente difundido em diversos tipos de solo, incluindo solos florestais, podem
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mostrar preferéncias por solos com pH acido (WILLMS et al., 2021) e sédo descritos
por alguns estudos como potencial género de resisténcia a mdultiplos tipos de
antibiéticos, pois possuem genes de resisténcia e podem inclusive se beneficiar da
liberacao de antibidticos, além disso podem persistir a longo prazo no solo o que é
explicado pela provavel oxidacdo de Hz para obtengao de energia (WILLMS et al.,
2020, 2021).

E o género Candidatus Solibacter, pertencente ao filo Actinobacteria, foi
descrito também em habitats de solos florestais (WANG, Han et al., 2018; GUI et al.,
2017; BAl et al., 2015) que podem estar envolvidos no ciclo do carbono, pois possuem
enzimas que degradam o carbono organico (GUI et al, 2017), e apresentam
correlagbes positivas com o metabolismo do enxofre (WANG et al., 2018).

Os resultados dos géneros bioindicadores foram interessantes, pois, apesar
da composicao taxonémica das comunidades observadas na area de referéncia e em
recuperacao terem sido semelhantes, observamos que o0s géneros bioindicadores
foram bem definidos em ambas as areas. Na area em reabilitacdo, os microrganismos
encontrados sao relatados em solos contaminados com metais pesados, alguns estao
relacionados a degradacao de hidrocarbonetos e compostos aromaticos e outros sao
descritos como bioindicadores das limitagées nutricionais da comunidade microbiana
no solo. A presenca desses grupos na area em reabilitacdo pode indicar comunidades
remanescentes que realizam a fungcdo de biodegradacado de poluentes que ainda
podem estar no solo, principalmente quando levamos em consideracao o alagamento
da area na estacao chuvosa que pode ter causado a sedimentacéo dos rejeitos ainda
presentes no Rio Paraopeba e na estacao de tratamento do Ribeirdo Ferro-Carvao.
Enquanto que na area referéncia os principais géneros encontrados estao diretamente
relacionados com os ciclos biogeoquimicos, crescimento de plantas e degradacéo de

matéria organica, sendo relatados na literatura em solos florestais.
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3.2. Predicao funcional

A andlise de predicdo funcional foi realizada utilizando o banco de dados
FAPROTAX, para prever fun¢des potenciais da comunidade microbiana presente nas
areas de estudo relacionadas aos ciclos biogeoquimicos do solo. Esse banco de
dados mapeia taxons procaridticos para fungbes putativas usando informagdes
baseadas em anotagbes funcionais de microrganismos cultivados (LOUCA et.al.,
2016).

A analise da fungao preditiva mostrou que as vias metabdlicas envolvendo o
metabolismo do nitrogénio foram afetadas significativamente pelo processo de
reabilitagcdo na estacéo seca, coleta 1 (Figura 13), a maioria das fung¢des relacionadas
ao ciclo do N foram maiores na area de referéncia, contudo, algumas fun¢cdées como
nitrificagdo, oxidagao aerdbica de amdnia, uredlise e fixacdo de N foram maiores nos
transectos 1 e 2 da area em reabilitagcao. Ja na estacao chuvosa, coleta 2 (Figura 14),
observou-se que houve um aumento do numero de fungdes relacionadas ao ciclo do
N nas areas em reabilitacdo, principalmente no transecto 5, incluindo as funcdes

relacionadas a desnitrificacao.

Na area em reabilitacdo houve uma maior proporcao de sequéncias filiadas a
funcbes relacionadas a conversbes de carbono como quimioheterotrofia,
quimioheterotrofia aerdbica, quando comparado a area de referéncia, e a presenca de
funcbes relacionadas a degradacdo de hidrocarbonetos, degradacdo de
hidrocarbonetos alifaticos, degradacao de compostos aromaticos e degradacao de
hidrocarbonetos aromaticos, que nao foram encontradas na area referéncia no
periodo chuvoso. A quimioheterotrofia é o processo dominante relacionado a
utilizacdo de carbono nos solos (ZHANG, Xiaolin et al., 2021). As funcobes
relacionadas a quimioheterotrofia, quimioheterotrofia aerdbica como as mais
abundantes para os microrganismos presentes em solos agricolas e florestais
(SANSUPA et al., 2021).

Ja as funcoes relacionadas a degradacao de compostos inorganicos podem
ser correlacionadas a presenga de microrganismos do género Sphingomonas,
encontrada neste estudo como bioindicador da area em processo de reabilitagdo.

Esse grupo séo relatados em solos contaminados com minério, sdo heterotroficos
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aerdbicos e neutrofilicos, mas algumas espécies foram relatadas em ambiente
extremamente acido e rico em metais como a Sphingomonas echinoides, podendo
participarem dos processos de reducdo de Fe (lll) (GAO et al., 2019; WHITE;
SUTTON; RINGELBERG, 1996). O género Sphingomonas também foi relatado em
estudo em solos matriz com rejeito de ferro como género dominante de bactérias
fixadoras de N, por ter atividade relativas a nitrogenase, e assim s&o ilustradas como
promovedoras do crescimento de plantas e a absor¢céao de nutrientes (CHEN, Xiaolin
et al., 2022).

Em relacdo as funcgdes relacionadas ao ciclo do enxofre, a area em
reabilitacdo apresentou mais sequéncias filiadas a fungdo de degradacdo de
compostos sulfuricos na estagdo seca (coleta 1) (Figura 13) em relacdo a éarea
referéncia, ja a oxidagao fotoautotréfica anoxigénica do enxofre se apresentou maior
na area de referéncia. Na estacdo chuvosa (coleta 2), a oxidacdo de compostos
sulfuricos se apresentou maior na area de referéncia e a oxidagdo fotoautotréfica
anoxigénica do enxofre se apresentou maior na area em reabilitacdo (Figura 14).
Talvez isso se deva ao fato de que, no periodo da segunda coleta, estagao chuvosa,
houve um grande volume de chuva na area que resultou no alagamento e deposicao
de sedimento aluvionado na area restaurada, o que provavelmente alterou ou
intensificou algumas fungdes desempenhadas pela comunidade microbiana para
sanar as perturbagdes ocorridas na area afetada. O processo de oxidacao
fotoautotréfica anoxigénica do enxofre esta envolvido na porcéo oxidativa do ciclo do
enxofre responsavel por disponibilizar sulfato assimilavel para as plantas (DUTRA et
al., 2017).
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Figura 13. Analise LEfSe (Linear discriminant analysis effect size), utilizada para definir fungées
estatisticamente significativas para as areas estudadas na estagao seca (coleta 1). Lé-se as barras de
baixo para cima. Tons de verde representam as referéncias, os tons de vermelho, laranja, roxo amarelo
e rosa representam os transectos 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente. Tons escuros representam 0s

pontos 1 e tons claros os pontos 3.
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Figura 14. Andlise LEfSe (Linear discriminant analysis effect size), utilizada para definir fungdes
estatisticamente significativas para as areas estudadas na estacdo chuvosa (coleta 2). Lé-se as barras
de baixo para cima. Tons de verde representam as referéncias, os tons de vermelho, laranja, roxo
amarelo e rosa representam os transectos 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente. Tons escuros representam

0s pontos 1 e tons claros os pontos 3.
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3.3.Quantificacao de genes taxonémicos e funcionais

O PCR quantitativo (QPCR) foi utilizado para quantificar a comunidades
bacteriana total através do gene rRNA 16S, e relacionadas ao ciclo do nitrogénio,
permitindo quantificar as populacées de bactérias desnitrificantes e nitrificantes por
meio dos genes funcionais narG e amoA, respectivamente, na area em reabilitacéo e
na area de Referéncia. No geral, foi observado que a abundancia de bactérias totais
nao apresentou diferenca (p < 0,05) entre as areas em reabilitacdo e a referéncia
(Figura 15).
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Figura 15. Quantificacdo do gene taxon6mico RNAr 16S para as diferentes areas estudadas — em azul,
os Transectos (T) da area em reabilitagdo (Marco Zero), em dois pontos: 1 mais perto ao ribeirdo e 3
mais perto a floresta, em verde, a areas de referéncia (R), em dois pontos: 1 - perto ao ribeirdo e 3 -
floresta a dentro. Cores claras apresentam a coleta 1, estacdo seca e cores escuras apresentam a
coleta 2, estagédo chuvosa.

A quantificacdo da comunidade de bactérias nitrificantes que potencialmente
participam do ciclo do nitrogénio através do gene amoA apresentaram diferencas
significativas (p > 0,05) entre as areas em reabilitagéo e referéncia, o potencial das
comunidades que realizam a nitrificacao foi maior na area em reabilitacdo na estacao

seca, menor na estagdo chuvosa (Figura 16). Ja a quantificacdo da comunidade de
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bactérias potencialmente desnitrificantes foi analisada através do gene narG, que
apresentou diferenca (p > 0,05) entre a area em reabilitacdo e a area de referéncia,
apresentando valores menores na estagao seca e maiores na estacao chuvosa para
a area em reabilitacdo (Figura 17) (Tabela S2), indicando que a area pode possuir
uma comunidade que potencialmente pode realizar o processo de desnitrificacdo, e
por serem em sua maioria anaerobicos € esperado que as chuvas possam ter
aumentado essa comunidade, por aumentarem o nivel de humidade e anaerobiose

no solo.
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Figura 16. Quantificacdo do gene funcional amoA para as diferentes &reas estudadas — em azul, os
Transectos (T) da area em reabilitagao (Marco Zero), em dois pontos: 1 mais perto ao ribeirdo e 3 mais
perto a floresta, em verde, a areas de referéncia (R), em dois pontos: 1 - perto ao ribeirdo e 3 - floresta
a dentro. Cores claras apresentam a coleta 1, estacdo seca e cores escuras apresentam a coleta 2,
estacao chuvosa.
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Figura 17. Quantificagdo do gene funcional narG para as diferentes areas estudadas — em azul, os
Transectos (T) da area em reabilitagao (Marco Zero), em dois pontos: 1 mais perto ao ribeirdo e 3 mais
perto a floresta, em verde, a areas de referéncia (R), em dois pontos: 1 - perto ao ribeirdo e 3 - floresta
a dentro. Cores claras apresentam a coleta 1, estacdo seca e cores escuras apresentam a coleta 2,

estacao chuvosa.

Estimar a abundancia das comunidades funcionais do solo pela analise do
potencial funcional do gene é importante para entender os papéis especificos dessas
comunidades microbianas em processos biogeoquimicos (BAHRAM et al., 2018)
como o ciclo do nitrogénio, por exemplo. O processo de nitrificacdo mediado pelos
microrganismos nitrificantes é responsavel por regular a disponibilidade de N no solo,
tanto para os demais organismos quanto para a liberagdo de N atmosférico, o género
Nitrospira encontrada como um bioindicador da 4rea em recuperagado participa

ativamente do ciclo do nitrogénio como uma bactéria nitrificante.

Ja o processo de desnitrificacdo tem grande importancia nas perdas de N
principalmente pela emissao de 6xido nitroso (N20), os géneros Tetrasphaera e
Reyranellatambém foram encontradas como bioindicadores da area em recuperacao,
sendo descritas como organismos desnitrificantes, porém Tetrasphaera pode atuar
tanto na remogao de P do solo quanto na remocéao de N total do solo para atmosfera.

Apesar da técnica de PCR quantitativo fornecer uma analise rapida e robusta

da estrutura das comunidades microbianas pertencentes ao solo, algumas limitagdes
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importantes devem ser pontuadas: as abundancias estimadas dos diferentes grupos
microbianos podem n&o ser iguais as verdadeiras porcentagens desses grupos nas
amostras de solo, isso pode ocorrer devido a varios fatores, pode haver
heterogeneidade de operons ribossdmicos, que pode causar a amplificacao de genes
rRNA pertencentes a membros de um mesmo grupo alvo, e podem ocorrer viés de
extracao de DNA podendo favorecer alguns grupos especificos de bactérias (FIERER
et al., 2005).
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4. CONCLUSOES

De forma geral, a area em reabilitacdo se mostrou estatisticamente diferente
da area referéncia em relagdo a analise de PCoA, quanto aos indices de diversidade,
a area em reabilitacdo apresentou diferencas apenas na estacao seca, indicando que
o tempo de recuperacao pode estar aproximando as areas restauradas da referéncia,
ou que as fortes chuvas que assolaram a regido no inicio do periodo chuvoso
homogeneizou a area estudada pela deposicédo de sedimento aluvionado.

Ao comparar somente os pontos da area em reabilitacdo, os indices de
diversidade e a analise de PCoA revelaram que os pontos PT1 (perto da calha do
ribeirdo) e PT3 (pontos préximos a floresta) divergiram entre si no periodo de seca.
PT1 apresentou menores indices de diversidade em relagdo a PT3, o que era
esperado por essas areas terem sofrido maior interferéncia dos processos de
reabilitacdo. J& no periodo chuvoso, essa diferenga diminuiu e os dados foram
apresentados de forma mais homogénea, indicando a umidade como um potencial

fator para as alteracdes das comunidades microbianas na prépria area de reabilitacao.

A presenca de géneros bioindicadores para area em processo de reabilitacao,
como, Sphingomonas, Gemmatimonas, Terrabacter e Reyranella, podem indicar a
presenca de comunidades remanescentes que realizam a funcao de biodegradacgao
de poluentes que ainda podem estar no solo, pois, esses indicadores foram
relacionados a solos mais impactados e/ou estressados, mostrando que estes
microrganismos apesar de envolvidos com a ciclagem de nutrientes s&o mais
relacionados com a remocado de poluentes e metais pesados. Enquanto que, 0s
bioindicadores das amostras de referéncias se mostraram envolvidos com a ciclagem

de nutrientes de ambientes mais equilibrados, como os florestais.

As estruturas da comunidade microbiana observadas pelo gene rRNA 16S e
AmoA e NarG nao apresentam um padréo claro de diferenciagdo entre as areas em
reabilitacdo e as referéncias, contudo, demostram que as fungdes de nitrificacdo e
desnitrificagdo ocorrem em ambas as areas, sendo um indicativo da funcionalidade
do ciclo do N nestes ambientes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As areas em reabilitagdo do Ribeirdo Ferro-Carvao afetadas com o rejeito de
mineracao apresentaram algumas semelhangas com as areas referéncias, contudo,
ainda é possivel observar que a area ainda estd em processo de estabilizacdo das
atividades microbioldgicas, isto € um indicativo que o monitoramento da area é de
extrema importancia para estabelecer o sucesso do programa piloto de reabilitacao,
para que ela exiba uma comunidade cada vez mais semelhante a uma comunidade
microbiana florestal, afim de, restaurar os servigos ecossistémicos da area de forma

efetiva.

A caracterizagdo da comunidade microbiana da area afetada em seu estagio
inicial de reabilitacdo nos permitiu observar a importancia dos microrganimos no solo
para o sucesso do projeto piloto Marco-Zero, e nos permitiu também avaliar possiveis
indicadores que possam ser aplicados a novas areas de monitoramento, bem como o
acompanhamento dos ciclos biogeoquimicos que regulam as transformacdes e fluxos
de elementos tanto no solo quanto na biosfera. Otimizando assim, os programas de

monitoramentos futuros das demais areas afetadas.
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Tabela Suplementar 1. indices diversidade bacteriana Shannon e Simpson e de riqueza de cada area

estudada, em diferentes coletas. Os valores sdo média + desvio padrdo (n=3), médias que nao

compartilham uma letra sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Shannon Simpson Richness
R 1 5,8949 +0,405 0,982 +0,01409 777° +137
2 6,901 +0,050 0,998?2 +0,00002 16652 +94
= T 1 6,355°¢ $0,122 0,9903° +0,00011 1644abc 275
8 3 6,638%cd  +0,018 0,997 +0,00002 15982 45
g T2 1 6,918 +0,097 0,9973° +0,00034 20252 +134
S 3 6,9292 +0,115 0,998 +0,00016 170920 215
% T3 1 6,343df 0,174 0,988¢ +0,00323 15932 +126
o 3 6,644%cd  +0,017 0,994 +0,00094 18362 +145
14 1 6,578%cde  +0,030 0,995¢ +0,00030 17082 112
] 3 6,470¢de +0,163 0,996 +0,00040 16142 +433
g T5 1 5,9721 +0,061 0,988 +0,00108 137130 97
3 6,830%¢ +0,158 0,997% +0,00022 174582 +319
T6 1 6,514b%  +0,096 0,99230c +0,00261 17412 81
3 6,810 +0,104 0,997% +0,00027 15622 +261
R 1 6,8082¢ +0,067 0,997 +0,00040 16762 161
2 6,636%cd  +0,049 0,9972%® +0,00056 151420 +75
'§ T1 1 6,83730c +0,326 0,998 +0,00082 16652 1624
1 3 6,887% +0,111 0,998 +0,00029 18052 +210
2 T2 1 6,649%cde  +0,186 0,9982 +0,00032 13080 +249
g 3 6,793%¢ +0,084 0,998 +0,00004 16278b +219
S T3 1 6,85020¢ +0,035 0,998 +0,00039 166720 +40
-g 3 6,8213c +0,023 0,998? +0,00015 14642%° 25
< T4 1 6,84730c +0,041 0,9982 +0,00006 17122 93
: 3 6,783%cd 10,014 0,998 +0,00020 15802 +36
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3 6,299¢ +0,064 0,9913° +0,00072 136720¢ +86
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Tabela Suplementar 2. Quantificagcdes dos genes taxonémicos e funcionais de cada area estudada,

em diferentes coletas. Os valores sdo média + desvio padrao (n=3), médias que ndo compartilham uma

letra sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

16S amoA narG
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£, 1 950198%  +150271 19470 1172 38 3
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5 14 807281 232915 968%0  +135 14900+
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g B 4 4724676 +1339858 290" 126 3950 21
e 1 1555876%° +900867 4719 199 18190 49
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3 1 61648° 156535 634" 106 CIED 19
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