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RESUMO

GOULART, Paulo Wilson, Universidade Federal de Vicosa, Junho de 2024.
Diversidade microbiana e indicadores microbioldgicos de solo afetado pelo
rejeito de mineracao proveniente do rompimento da barragem B1, em
Brumadinho, Minas Gerais. Orientador: Cynthia Canédo da Silva. Coorientadores:
Marliane de Céassia Soares da Silva; Isabelle Gongalvez de Oliveira Prado

Em 2019, ocorreu em Brumadinho, MG, o rompimento da barragem de rejeitos
de minério de ferro e desde entdo, muitos estudos tém sido realizados na area afetada
para a reabilitagdo ambiental. Este trabalho teve como objetivo monitorar o processo
de reabilitacdo ambiental de solo afetado pelo derramamento de rejeitos de
mineracao, utilizando os bioindicadores: Carbono da Biomassa Microbiana (CBM),
Respiragdo Basal Microbiana, Coeficiente Metabdlico, Atividade Enzimética e
Diversidade Microbiana. Adicionalmente, foi feito uma prospeccdo de rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal, com potencial de uso no impulsionamento da
restauracao vegetal da area afetada. Para tanto, foram coletadas amostras de solo
pertencentes a uma area afetada pelo rejeito, uma area de floresta ndo afetada
(referéncia), e raizes de plantas da area afetada para isolamento de rizobactérias. Os
resultados dos bioindicadores avaliados demonstraram diferengas estatisticas entre
as areas afetada e referéncia, em todas as coletas. O grupo referéncia teve melhor
aproveitamento de carbono, maiores valores de CBM, atividade da urease,
arilsulfatase e fosfatase alcalina, sugerindo uma relacdo desses indicadores com
maior aporte de material orgénico. As analises da estrutura e diversidade microbiana
identifiaram espécies indicadoras com alto grau de associacao a cada uma das areas
estudadas. Adicionalmente, uma analise integrada de todos os bioindicadores revelou
uma aproximagao entre as areas afetada e referéncia, indicando uma possivel
recuperacdo ao longo do tempo estudado, evidenciando que os bioindicadores
microbiolégicos aplicados a este estudo foram promissores para monitorar o processo
de reabilitacdo da area afetada. O isolamento de rizobactérias proporcionou a
obtencao de 29 isolados, dos quais 19 foram promissores em pelo menos dois testes
in vitro para solubilizagdo de nutrientes e producdo de fitormonios. Ensaios
complementares in vivo serdo necessarios para a formulagdo de bioinoculantes a ser
utilizada na producédo de mudas de interesse em processos de recomposicao vegetal

de solos degradados.



Palavras-chave: Bioindicadores. Metataxbnomia. Rizobactérias Promotoras de
Crescimento de Planta (PGPR). Reabilitacao.



ABSTRACT

GOULART, Paulo Wilson, Federal University of Vigosa, June 2024. Microbial
diversity and microbiological indicators of soil affected by mining waste from
the collapse of the B1 dam in Brumadinho, Minas Gerais. Advisor: Cynthia Canédo
da Silva. Co-supervisors: Marliane de Cassia Soares da Silva; Isabelle Gongalves de
Oliveira Prado

In 2019, an iron ore tailings dam collapsed in Brumadinho, MG. Since then, numerous
studies have been conducted in the affected area to facilitate environmental
rehabilitation. This study aimed to monitor the environmental rehabilitation process of
soil affected by the mining tailings spill, utilizing the following bioindicators: Microbial
Biomass Carbon (MBC), Microbial Basal Respiration, Metabolic Coefficient, Enzymatic
Activity, and Microbial Diversity. Additionally, a survey of plant growth-promoting
rhizobacteria was conducted to assess their potential for enhancing plant restoration
in the affected area. To achieve this, soil samples were collected from the impacted
area, an unaffected forest area (reference), and plant roots from the affected area for
rhizobacteria isolation. The results from the evaluated bioindicators showed significant
statistical differences between the affected and reference areas across all collections.
The reference group exhibited better carbon utilization, higher values of MBC, urease,
arylsulfatase, and alkaline phosphatase activity, indicating a correlation between these
indicators and increased organic material input. Analyses of microbial structure and
diversity identified indicator species highly associated with each study area. Moreover,
an integrated analysis of all bioindicators indicated similarity between the affected and
reference areas, suggesting potential recovery over the study period. This underscores
the promise of microbiological bioindicators in monitoring the rehabilitation process of
affected areas. Isolation of rhizobacteria yielded 29 isolates, with 19 showing promise
in at least two in vitro tests for nutrient solubilization and phytohormone production.
Further complementary in vivo tests are necessary to formulate bioinoculants for use

in seedling production aimed at rehabilitation degraded soils.

Keywords: Bioindicators. Metataxonomy. Plant Growth Promoting Rhizobacteria
(PGPR). Rehabilitation.
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INTRODUCAO GERAL

O estado de Minas Gerais possui a mineragao, sobretudo de minério de ferro,
como um dos principais recursos econémicos. A exploracdo do minério de ferro,
muitas vezes, expde 0s solos a situacdes de degradacdo ambiental devido a geragéao
de rejeitos no processo de beneficiamento que, eventualmente, podem resultar em
tragédias como a que ocorreu em 2019, com o rompimento da barragem B1, em
Brumadinho, Minas Gerais.

Em 25 de janeiro de 2019, a cidade de Brumadinho, pertencente
institucionalmente a regido metropolitana de Belo Horizonte, foi impactada pelo
rompimento da barragem B1 na mina Cdérrego do Feijdo, que gerou impactos
ambientais e sociais catastréficos, principalmente em relacao a quantidade de vitimas
fatais. Cerca de 11,7 milhdes de m? de rejeito de mineracao e lama foi derramado ao
longo do rio Paraopeba em dire¢do ao rio Sao Francisco, afetando uma extensa area
de cerca de 297,28 hectares.

Desde entdo, com a premissa de buscar acdes preventivas, corretivas e de
monitoramento da area afetada, pesquisas com amostras de solo, sedimentos, agua,
plantas e animais vem sendo realizadas na regido com iniciativa, suporte e apoio da
empresa Vale S.A (FURLAN et al., 2020; THOMPSON et al., 2020; PACHECO et al.,
2021; PARENTE et al., 2021; SOUZA et al., 2021; TERAMOTO et al., 2021). Estes
estudos tém permitido, dentre outros resultados, identificar alteracdes fisico-quimicas
e microbiologicas em indicadores de qualidade do solo. No entanto, o estabelecimento
de padrbes de variacdo dos bioindicadores, que possam ser utilizados como
referéncia, ainda ndo sdo bem definidos, levando a uma dificuldade de interpretacéao
desses parametros. Sendo assim, é essencial o conhecimento do comportamento
desses parametros microbiol6gicos ao longo do processo de reabilitagdo de uma area
degradada para a melhor definicdo de quais e como usar os bioindicadores como
atestadores de qualidade do solo.

Este estudo teve o objetivo de avaliar e monitorar cinco bioindicadores:
carbono da biomassa, respiracdo microbiana, quociente metabdlico, atividade
enzimatica e diversidade microbiana de areas degradadas pelo rejeito de mineracao
de ferro em Brumadinho, MG. Adicionalmente, no ambito dos processos de
revegetacdo de areas degradadas, existe uma demanda latente por novas técnicas
de melhoramento do restabelecimento da vegetacédo em solos degradados. Assim,
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diante desse cenario, conjuntamente aos estudos dos bioindicadores microbioldgicos,
foi feito uma prospecgéo de rizobactérias com potencial de promog¢ao de crescimento
vegetal, a partir de raizes de plantas nativas coletadas na area afetada pelo rejeito.
Este estudo foi concebido para permitir gerar novos conhecimentos e ferramentas
para subsidiar tomadas de decis6es em praticas de recuperacao/reabilitacao de areas
degradadas, baseados na alta sensibilidade e rapidez de resposta dos indicadores
microbiolégicos do solo, associados a novas possibilidades de bioestimulagao para

um processo de revegetacao mais eficiente.
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CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1.1 Bacia hidrografica do rio Paraopeba

A bacia hidrogréfica do rio Paraopeba, cuja nascente se encontra no municipio
de Cristiano Otoni, esta situada a sudeste do estado de Minas Gerais, correspondendo
a uma area de mais de 12 mil quildmetros quadrados e representando 5,14% do
territério da bacia do rio Sao Francisco, segundo a Agéncia Nacional de Aguas
(CIBAPAR 2011). A bacia abrange 35 municipios com cerca de 1,4 milhdes de
habitantes que interagem direta e indiretamente com os seus afluentes, remetendo a
uma importancia social, econdmica e cultural (CBH-Paraopeba, 2024). Do ponto de
vista econ6mico, a bacia do rio Paraopeba contempla mais de 40 municipios sendo
importante ndo sé para as atividades agropecuarias destes, como também servindo
ao abastecimento da populagdo desses municipios, como o0 caso do sistema rio
Manso responsavel por 28% do abastecimento da regido metropolitana de Belo
Horizonte (CBH - rio das Velhas, 2015). No ambito social e cultural, a bacia do rio
Paraopeba constitui parte do patriménio natural dos municipios sede, sendo parte
integrante da identidade da regido (CIBAPAR, 2011). Entre os municipios com sede
na bacia, Brumadinho se encontra na posi¢ao central ao longo da bacia na altura dos
rios Veloso, ribeirdo Casa Branca e na calha principal do rio Paraopeba, sendo este
ultimo o principal rio que corta o municipio e um dos principais tributérios do rio Sao
Franscisco (IGAM, 2005).

A cidade de Brumadinho, situada a 54 km de Belo Horizonte, possui como
principal riqueza o minério de ferro, sendo sua economia fortemente ligada a
mineragao feita pela mineradora VALE S/A (ALMEIDA & CASTRO, 2023). Devido a
forte presenca da mineracdo na regido, a bacia hidrografica do rio Paraopeba
demanda grande atencgao e esforcos no sentido de monitoramento e preservagao, ja
que possui uma importancia central para um grande nimero de municipios e se
encontra em uma zona sensivel do ponto de vista ambiental (CIBAPAR, 2011).

1.2 O rompimento da barragem B1 em Brumadinho, Minas Gerais
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Em 25 de Janeiro de 2019 ocorreu o colapso da barragem de rejeitos B1 na
mina Coérrego do Feijao, sob responsabilidade da Vale S/A, no municipio de
Brumadinho, em que foram langados cerca de 12 milhdes de metros cubicos de rejeito
e lama ao longo do vale, abaixo da barragem, chegando até a bacia hidrografica do
rio Paraopeba, vitimando 272 pessoas (THOMPSON et al., 2023). O rompimento da
barragem culminou com o derramamento de rejeitos de mineragado que afetou uma
extensa area de preservacgao, atingindo o rio Paraopeba, principal rio que passa pelo
municipio (ROTTA et al.,2020), cujas aguas servem ao abastecimento nao sé de
Brumadinho como, também, de outras cidades no entorno, incluindo parte da capital
mineira (COSTA, 2024).

O rejeito de minério de ferro € proveniente do primeiro beneficiamento do
minério bruto, em que sao retiradas as impurezas, gerando enormes quantidades de
lama, material arenoso e até residuos quimicos, que sdo normalmente concentrados
em barragens, como a barragem B1, em Brumadinho (CARMO et al., 2020). Em
processos de beneficiamento de ferro, depois da etapa de extragéo, o minério extraido
€ moido, peneirado e separado de uma fase de silica por meio de flotagao reversa,
mas a composicao quimica e mineralégica do rejeito gerado no processo depende do
tipo de rocha processada, dos reagentes utilizados nos processos e da eficiéncia do
processamento (CARMIGNANO et al. 2021). Inicialmente, o rejeito e lama proveniente
da barragem seguiu atingindo estruturas da prépria Vale S/A, areas de florestas, areas
agricolas e o riacho Ferro-Carvao, causando impactos severos nos ecossistemas
aquaticos e terrestres, pela deposicao do rejeito sobre o solo, assoreamento e
turvacao dos corpos d agua (SIQUEIRA et al., 2022).

A barragem B1 foi construida pelo método de levantamento de talude a
montante, baseado no alteamento do corpo da barragem pelo acumulo do préprio
rejeito (ROTTA et al., 2020). Este método, mais barato, é considerado o método critico
do ponto de vista de seguranca, pois 0 acumulo de agua e as caracteristicas
mineralogicas do rejeito podem levar a liquefacdo do material usado no alteamento,
causando instabilidades na estrutura (GAMA et al, 2020). Estudos apontam que as
propriedades do rejeito da mina Coérrego do Feijao favoreceram a geracédo de
instabilidades na estrutura da barragem devido a segregacdo em camadas, conferindo
uma sedimentacdo de material mais denso, favorecendo a infiltragéo e liquefacao da
estrutura nas camadas superiores (ZHU et al, 2024). Segundo relatério técnico do
Centro Internacional de Métodos Numéricos em Engenharia (UPC - Universidad
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Politécnica de Catalunya), responsavel pelo estudo e apontamento das possiveis
causas do colapso da barragem, a pedido do Ministério Publico Federal, a liquefagéao
da estrutura e o consequente aumento da poropressao causaram reducdo da
resisténcia ao cisalhamento, o que culminou com o colapso da barragem (CMNE,
2021).

Com o intuito de mitigar os efeitos ambientais e sociais decorrentes do
derramamento do rejeito, em 4 de fevereiro de 2021 (cerca de dois anos apoés o
rompimento!!!), foi homologado o acordo judicial para reparacao integral dos danos
causados pelo rompimento da barragem B1. A Vale S/A, o Governo de Minas Gerais,
o Ministério Pubico Estadual e Federal e a Defensoria Publica do Estado acordaram
o aporte de, aproximadamente, 37 bilhdes de reais para o plano de recuperagao,
sendo este recurso destinados tanto as medidas reparatorias, de responsabilidade da
Vale S/A, quanto para pagamentos emergenciais e ressarcimento de despesas do
Estado (DPMG, 2021). O acordo, no entanto, ndo exclui a responsabilidade da
empresa diante de agdes especificas individuais e/ou coletivas, sendo um acordo
direto com o poder publico para um plano de recuperacdo dos danos coletivos
(MPMG, 2022). Assim, mediados pela Defensoria Publica do Estado de Minas Gerais
e mobilizagdo popular, até dezembro de 2023 mais de 7 mil pessoas receberam
indenizagdes extrajudiciais, motivados pelas demandas individuais frente aos
impactos do desastre ambiental e social de Brumadinho (DPMG, 2024).

No ambito das medidas reparadoras, implementadas pela Vale S/A, muitos
estudos tém sido conduzidos na regido, nos quais se busca caracterizar e monitorar
as areas afetadas, com o objetivo central de estabelecer estratégias de recuperacao
dessas areas (VALE, 2022). Diante da necessidade de caracterizacdo e de
monitoramento dessas areas, tem-se lancado mao de varias técnicas para atestar e
monitorar a qualidade do solo visando aperfeigcoar os processos de recuperacao dos
ambientes atingidos direta e indiretamente pelo rejeito da barragem B1 (PRIMO et al,
2021).

1.3 Indicadores microbioldgicos do solo

O solo € um complexo dinamico e representa um ecossistema associado a

sustentagao da vida no planeta uma vez que envolve todos os ciclos biogeoquimicos.
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Os solos abrigam populagées microbianas extremamente diversas, as quais podem
variar em tamanho e composicao, ao longo do tempo e do espaco (LAUBER et al.,
2009; WANG et al., 2019). Em face da importancia e dinamicidade do microbioma do
solo, em termos de servigos ecossistémicos, uso de indicadores que reflitam o estado
desses microrganismos tem sido amplamente considerado como um atestador da
qualidade do solo (SCHLOTER et al., 2018).

Os bioindicadores microbiolégicos podem considerar um determinado
organismo, a comunidade microbiana, ou mesmo parametros resultantes da acao
dessa comunidade microbiana, como taxa de respiracdo, atividade metabdlica,
liberacdo de metabdlitos, entre outros (ASTUDILLO-GARCIA et al., 2019). Esses
bioindicadores, especialmente os relacionados as atividades metabdlicas, tém sido
considerados altamente sensiveis, podendo detectar pequenas mudancas
ambientais, e estao correlacionados com todos os indicadores de qualidade do solo,
em termos bioldgicos, fisicos e quimicos (MA et al., 2022). Por causa da natureza
integrativa e dindmica dos indicadores microbioldgicos do solo, se por um lado confere
sensibilidade e rapidez em detectar variagcdes no ambiente, por outro, representa uma
dificuldade de interpretacao de suas informacgdes, fazendo com que a escolha de
quais bioindicadores ndo seja uma tarefa trivial (NIELSEN & WINDING, 2002).

Os bioindicadores microbianos do solo mais utilizados sédo a medida do
tamanho da comunidade microbiana ativa, a taxa de respiragdo microbiana, a
atividade enzimdtica e, em menor grau, a diversidade microbiana (BHADURI et al.,
2022). O carbono da biomassa (CBM) é um indicador chave na avaliagdo de
perturbacdes no solo e tem se mostrado adequado em avaliacao de efeito de borda
em florestas (SANTOS et al., 2019) e em areas agricolas, para avaliar alteracées na
fertilidade do solo (MCGONIGLE & TURNER, 2017). A biomassa microbiana do solo
compreende um conjunto labil de formas de carbono e outros nutrientes, e engloba
toda a biomassa de microrganismo presentes nas camadas do solo (DAS et al. 2023;
PATOINE et al. 2022). Como os microrganismos desempenham papel critico em todos
os ciclos biogeoquimicos de nutrientes, a medida do tamanho dessa comunidade no
solo, que se traduz na medida do CBM, é um indicador fundamental da saude do solo,
uma vez que a comunidade microbiana pode ser fonte ou sumidouro de nutrientes
(SINGH et al. 1989).

Nesse sentido, a quantificagdo do CBM pode ser usada para parametrizar
outros bioindicadores do solo baseados na atividade microbiana, e tem sido
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amplamente utilizado em conjunto como atestadores de qualidade do solo (ROSS et
al. 1982). Os niveis de CBM séo sensiveis as propriedades do solo, a profundidade,
a sazonalidade e ao uso do solo, o que afeta outros bioindicadores microbiolégicos,
levando a necessidade de uma avaliagédo integrada aos bioindicadores associados a
atividade funcional da comunidade microbiana (LEPCHA & DEVI, 2020).

Associado ao CBM estao os indicadores derivados da atividade metabdlica da
comunidade microbiana. A respiracdo microbiana e sua razao pelo CBM, definida
como quociente metabdlico (qCOz2), tem sido utilizado como uma medida da relagao
entre carbono fixado na biomassa microbiana e o carbono, em forma de CO2, perdido
pela respiragdo (CLAYTON et al., 2021). A respiracao microbiana do solo, pode ser
entendida como uma medida da atividade metabdlica e, sua normalizacdo em funcao
do CBM, é uma métrica da eficiéncia de fixacdo de carbono no solo e do esforco
energético da comunidade microbiana (ZHANG et al. 2016).

A medida da taxa de respiracdo tem sido utilizada em conjunto com outros
bioindicadores em areas de recuperagao ambiental em que o solo tenha sido exposto
a contaminantes. As taxas de respiracdo tém sido observadas em niveis mais altos,
sugerindo maior atividade metabdlica microbiana em estudos de caracrerizagao
microbiolégica de areas contaminadas por rejeitos de mineracéo de ferro (COUTO et
al.,, 2021). A avaliacao de atributos microbiolégicos do solo em area de mineragao
demonstrou alta sensibilidade em apresentar diferencas nas fitofisionomias,
influenciadas pela atividade de mineragdo de ferro, com alteragées nos niveis de
respiragcao microbiana, qCOz e atividade enzimatica (SILVA et al., 2018). Ao analisar
a relacao entre o conteudo de carbono no solo, disponivel para a comunidade
microbiana, e a resposta do tamanho desta comunidade pela razdo qCO2, foi
demonstrado que solos com qCO2 mais altos podem apresentar algum tipo de
estresse, explicando a atividade metabdlica elevada e baixo aproveitamento do
carbono (BARBOSA et al., 2017).

Os processos mediados pela microbiota do solo sdo catalisados por enzimas
e tém um papel central do ponto de vista funcional, pois envolvem os ciclos do
carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre (ALKORTA et al., 2003). A atividade enzimatica
€ um revelador do estado metabdlico da microbiota do solo, refletindo indiretamente
alteracdes no solo com alta sensibilidade e rapidez de resposta (SOBUCKI al. 2021).

As fosfatases do solo atuam na clivagem de complexos de fosfatos, liberando
o grupamento fosfato prontamente assimilavel, processo indispensavel na
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biodisponibilizagcdo de fésforo (EIVAZI & TABATABAI, 1977). Estudos relacionados a
atividade das fosfatases demonstram uma correlagdo positiva entre quantidade de
carbono organico presente no solo e a atividade desta enzima. Uma maior quantidade
de fésforo total, no entanto, ndo causa aumento da atividade das fosfatases, o que
tem sido atribuido ao fato de que parte do fésforo total compdem o mineral primario e
esta excluido do ciclo do fésforo no solo como substrato para a enzima (MARGALERF
et al. 2017).

Envolvida no ciclo biogeoquimico do enxofre, a arilsulfatase do solo
representa o  principal mecanismo  microbiologicamente mediado de
biodisponibilizagdo desse nutriente, que ocorre por meio da clivagem de ligacéo éster
de sulfato (WARMAN & WHALEN, 1994). Ao contrario das enzimas relacionadas aos
ciclos do carbono, nitrogénio e fosforo, existem poucos estudos sobre a atuagao da
arilsulfatase nos solos, mas o0s poucos estudos mostram uma atividade enzimatica em
niveis relativamente baixos, entre 0,3 a 2,6 nmol do produto por g solo™ hora™ em
comparagao com outras enzimas presentes no solo (CHEN, e al., 2019). Estudos
sobre protedlise e hidrélise de éster de sulfaro pela comunidade microbiana do solo
demonstraram que essa enzima € menos afetada pelo uso do solo do que pela
variabilidade interanual (ROMILLAC et al., 2023), e possui alta sensibilidade as
condi¢des de microambiente, apresentando os valores de atividade mais baixos em
condi¢des de baixa humidade e temperaturas mais altas (LI & SARAH, 2003).

A B-glicosidase e a urease sao as enzimas chaves nos processos bioldgicos
dos ciclos biogeoquimicos, uma vez que sao as enzimas relacionadas a
decomposicao e biodisponibilizagcdo de compostos de carbono e de nitrogénio (LIU et
al., 2022). A B-glicosidase no solo atua em compostos de carbono clivando e liberando
anéis aromaticos das cadeias, disponibilizando formas de carbono mais prontamente
decomponiveis, sendo a acdo desta enzima um dos reguladores da dindmica da
matéria organica do solo (DEBOSZ et al.,, 1999). Devido a grande demanda de
nitrogénio para o estabelecimento da comunidade microbiana e, consequentemente,
para uma maior atuacdao dessa comunidade na ciclagem de nutrientes por meio do
aporte de enzimas extracelulares, existe estreita relacao entre os ciclos do carbono e
do nitrogénio, e da urease com as enzimas celuloliticas (LIU et al., 2022). A urease
catalisa a reacédo de clivagem da ureia em CO2 e aménia, promovendo assim a
liberagdo da amoénia, que € uma forma nitrogenada prontamente assimilavel, tanto

pelas plantas quanto pelos microrganismos (ZHAO et al., 2022).
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Estudos comparativos sobre manejos ecologicos e convencionais, em
agroecossistemas de cafe, utilizando como bioindicadores a atividade das enzimas [3-
glicosidases, fosfatases e ureases, mostraram ser eficientes em revelar as diferencas
de respostas do solo diante dos diferentes tipos de manejos (VANEGAS et al., 2018).
Em campos de cultura de soja e milho, sob aplicacdo de formas de nitrogénio a base
de ureia, a atividade enzimatica do solo demonstrou ser pouco afetada. A falta de
resposta enzimatica a aplicacdo de ureia indica que alguma forma de nitrogénio
organico pode ter uma importancia maior na atividade microbiana (DAVIES et al.,
2022). Nos ecossistemas naturais, a atividade enzimdtica, geralmente, se
correlaciona positivamente com o aumento na area de contato entre a enzima e os
substratos, o que permite a ocorréncia da reacéo de catélise. Taxas altas de atividade
enzimatica nesses ambientes pode ser devida a maior abundancia de substratos, no
entanto, algumas enzimas nao obedecem a esse feedback positivo, ja que a atividade
da fosfatase tem sido mostrado maior em baixa disponibilidade de fosforo, sendo
inibida pela sua abundancia (WANG et al., 2023). Por representar o aspecto funcional
da comunidade microbiana no solo, a atividade enzimatica tem sido utilizada em
muitos estudos de solos contaminados como indicadores de resposta a diferentes
manejos, com boa sensibilidade de resposta mostrando que, de forma conjunta com
outros bioindicadores microbioldgicos, seu uso € inquestionavel quando se pretende
caracterizar, monitorar e aferir a qualidade funcional do solo (LEE et al., 2020).

1.4 Diversidade microbiana do solo

Outro bioindicador que pode ser empregado como método de avaliagcdo do
solo é a diversidade microbiana. Mudangas na distribuicdo de grupos microbianos
especificos podem ser usadas como indicador de alteragcdes ambientais importantes,
uma vez que os microrganismos do solo estdo associados a funcdes ecolbgicas
cruciais (SCHLOTER et al., 2018). A biodiversidade do solo, referida como “uma
maioria ignorada” devido a dificuldade de cultivo de microrganismos deste
microbioma, tem ganhado destaque em virtude dos recentes estudos metagenémicos,
que revelaram uma diversidade importante. Estima-se que em cada grama de solo

pode haver mais de dez mil espécies diferentes, desempenhando inimeras funcdes
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ecossistémicas, que colocam o microbioma do solo como central nas fungdes de
suporte a vida na terra (NESME et al., 2016; SCHLOTER et al., 2018).

Analisando a diversidade microbiana como um bioindicador para predi¢céo de
variaveis fisicas e quimicas, Hermans et al. (2020) observaram que existe uma boa
correlagcédo preditiva entre estas variaveis e a diversidade microbiana, conseguindo
prever, com precisdo, entre 50 a 95% na atribuicdo de notas de qualidade do solo.
Estudos sobre as relacdes entre carbono total do solo e indicadores, como a biomassa
e riqueza de espécies, sugerem que as reducdes no teor de carbono do solo, como
resultado do aumento da aridez e reflexo das alteragdes climaticas, podem levar a
diminui¢ées concomitantes da biomassa microbiana e da diversidade (BASTIDA et al.,
2021). Assim, no ambito das mudangas climaticas, a diversidade microbiana tem se
mostrado sensivel a alteracdes de temperatura, sendo este ultimo o principal fator
controlador das respostas da diversidade alfa a perturbacées no solo (ZHOU et al.
2020).

Sobre os efeitos da diversidade microbiana em microcosmos experimentais,
ROMERQO et al. (2023) demonstraram que simplificagdes sucessivas da comunidade
microbiana afetaram fortemente a producdo de biomassa seca de plantas,
demonstrando que a biodiversidade microbiana é fundamental para o rendimento nos
agroecossistemas e que, apesar de redundancia funcional, a reducéo da diversidade
microbiana no solo pode ser negativa na multifuncionalidade do ecossistema.
Adicionalmente, estudos em éarea impactada por derramamento de rejeitos de
mineracao revelou que existe uma correlagdo positiva entre o processo de
revegetacdo e o aumento da diversidade fungica, indicando a possibilidade de uso da
diversidade microbiana como um bom indicador de reabilitacdo de areas degradadas
(PRADO et al., 2019).

No entanto, a utilizagcdo da diversidade microbiana como bioindicador de
qualidade do solo ainda é pouco explorada. Atualmente, a caréncia de genomas
representativos, que permitam aplicacdo de estudos de ecologia reversa para
predicdo de associacdes ecoldgicas importantes, e a laboriosidade desse tipo de
andlise, representam grandes limitagbes para o estabelecimento da diversidade
microbiana como um bioindicador (WILHELM et al., 2023). Assim como para outros
bioindicadores microbiolégicos do solo, para a diversidade microbiana, hd uma
caréncia de referéncias de fungdes ecoldgicas vinculadas a grupos especificos para
pelo menos um tipo de solo. Além disso, a falta de padronizagdo de métodos de
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extracdo e pipeline para tratamentos de dados minimamente tendenciosos, tem
levado pesquisadores a vieses, ndo s6 na atribuicdo de genes funcionais a grupos
especificos, como ao levantamento de novos genes e variacdo da distribuicao
espacial dos microrganismos (NESME et al., 2016).

1.5 Rizobactérias promotoras de crescimento vegetal

As préaticas de recuperagdo de areas degradadas, ou mesmo a propria
recuperacao passiva em virtude da resiliéncia intrinseca do ambiente, sempre passam
pela revegetagao das areas. A degradagao dos solos, exerce grandes influéncias nas
propriedades do solo, o que afeta diretamente a dindmica da comunidade microbiana
presente e suas associagdes (DIXIT et al., 2024). Estudos sobre a rizosfera e as
rizobactérias tém revelado muitas dessas associacées e mostrado sua importancia.
As rizobactérias sao populacdes bacterianas recrutadas para colonizar a regidao mais
proxima das raizes (SMITH et al., 2017), regiao sujeita a sofrer interferéncia direta da
fisiologia das raizes, tais como liberagcdo de substancias organicas pela planta e
absorcao de nutrientes (VOCCIANTE et al.,, 2022). Estudos feitos a partir de
isolamento de bactérias, bem como sua caracterizacdo do ponto de vista
metabolémico, indicaram que esses microrganismos sao capazes de desempenhar
inimeras fungdes de interesse para a planta, adquirindo desta, em contrapartida,
substancias orgéanicas que sao normalmente utilizadas como fonte de carbono e
energia (WESTON et al; 2012). Devido a esses grupos microbianos desempenharem
varios papeis que afetam direta e indiretamente o crescimento da planta, sdo assim
comumente designados como Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas
(PGPR).

Essas Rizobactérias, ou abreviadamente PGPR, sao grupos bacterianos que,
por meio de uma intima relacdo com a planta, tém sido relatadas como importantes
ou até mesmo essenciais a sobrevivéncia da planta com a qual esta associada
(OJUEDERIE et al., 2019). Sdo um grupo altamente diverso, embora para cada planta
seja recrutado um conjunto de microrganismos mais especifico para colonizar a
rizosfera, refletindo seus papeis muito especializados para cada planta em cada
situacao e cada ambiente (CHAUHAN et al., 2015).
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As PGPR tém sido relatadas em inumeros estudos como tendo funcgdes
diretas como degradagéao de poluentes ou herbicidas, dessor¢cao e solubilizagdo de
nutrientes, fixagcao de nutrientes e producéao de fitormoénios (VOCCIANTE et al., 2022),
e indiretas como a antibiose ou a prépria competicdo com possiveis fitopatégenos
inibindo sua proliferacédo, o que pode ser considerado uma forma particular de controle
biolégico (BENEDUZI et al.,, 2012). Ao longo das ultimas décadas tem sido
considerado a manipulagé&o desses microrganismos na forma de bioinoculantes como
uma potencial estratégia para o atendimento a diversas demandas importantes da
sociedade, sobretudo visando a reducdo do uso de fertilizantes ou insumos
industrializados em geral, o que vem de encontro a uma emergente necessidade e
interesse mundial para uma agricultura sustentavel, com menor uso de fertilizantes de
fontes minerais e maior inocuidade, do ponto de vista ambiental, das atividades de
producéo (VEJAN et al., 2016). Embora ainda existam poucos estudos sobre a
utilizacdo de PGPR em revegetacdo de areas naturais degradadas, avangcos vem
ocorrendo concomitante a um melhor entendimento das interacbes planta-
microrganismos que ocorrem na rizosfera, revelando mecanismos pelos quais esses
microrganismos afetam o crescimento e estabelecimento das plantas, e como as
plantas ativamente controlam essa comunidade microbiana tdo fundamental a sua
sobrevivéncia (MOHANTY et al. 2021).

E envolvimento de microrganismos com a disponibilizacao de nutrientes para
plantas, tanto agrondmicas, quanto em processos de revegetag¢ao, tem como um caso
mais emblemético a fixag&o do nitrogénio. O nitrogénio (N) € o nutriente mais limitante
para o crescimento das plantas, sendo que as plantas sédo incapazes de fixar o
Nitrogénio atmosférico independentemente, pelo fato de estarem na forma de
dinitrogénio, isto é, ligados covalentemente na forma de Nz pela tripla ligacado (LEE et
al., 2014). Entre as formas de N mais facilmente assimiladas pelas plantas estdo a
amdnia e o nitrato, mas estas duas formas de N sdo normalmente pouco abundantes
na maioria dos tipos de solos (MOREAU et al., 2019). As bactérias fixadoras de N
podem ser tanto de vida livre quanto simbiontes, ou seja, viverem interdependentes
com as plantas formando estruturas bastante conhecidas chamadas de rizébios
(SANTOS et al., 2020). A atividade de fixagdao de N propriamente dita € uma atividade
muito bem controlada pelas bactérias, j& que é uma atividade extremamente
dispendiosa energeticamente. Esta atividade é resultado de acdo de enzimas
especializadas, produto dos genes nif, que alterna entre a repressdo da fixagéo e
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desrepressao a depender de condicbes ambientais (POZA-CARRION, 2014). Estudos
para a caracterizagcdo das proteinas Nif, produtos dos genes nif, em Azotobacter
vinelandii revelaram um complexo sistema de proteinas componentes para a
producdo da Nitrogenase funcional, como NifA e a essencial NifB comum a todas as
Nitrogenases funcionais envolvidas na fixagéao biolégica de N (ARRAGAIN et al., 2017)
mostrando um alto nivel de especializagdo das bactérias capazes de realizar esse tipo
de captacao de N atmosférico. Adicionalmente, na cultura do milho foi demonstrado,
por meio da busca pelos genes das proteinas Nifs usando sequenciamento e PCR
guantitativo, a co-ocorréncia natural de grupos distintos de rizobactérias fixadoras de
nitrogénio (RENOUD et al., 2020), o que indica o exercicio da funcéo ecoldgica de
fixacdo de N como importante para essa cultura, que tem uma dependéncia grande
de N no seu ciclo de produgao.

O uso de PGPR fixadores de nitrogénio em culturas agricolas tem sido feito
com uso de inoculantes nas sementes e também na cultura ja em andamento em
determinados estagios de desenvolvimento da planta, mas bons resultados tém sido
relatados em inoculacdo de sementes, o que tem tornado uma pratica comum em
culturas como soja que é uma cultura de grande importancia econémica para o Brasil
(EMBRAPA 2019). Num estudo para a avaliagdo dos efeitos de inoculantes liquidos
comerciais na cultura na soja, que compreenderam tratamentos de inoculagdo com
Bradyrhizobium spp. e co-inoculagdo com Bradyrhizobium spp. e Azospirillum
brasilense, revelaram que a inoculagdo pode promover um aumento significativo da
nodulacao em até 57 %, promovendo fixacdo de N e consequentemente aumento de
produtividade (HUNGRIA et al., 2015). Em outras culturas como batata doce, a
inoculagdo com Azotobacter sp. (IBCB10) (CASTELLANOS et al., 2020) também
demonstrou eficiéncia na nodulagdo e fixagdo de N, enfatizando ndo apenas o
potencial de utilizacdo como também a aplicacdo real, na forma de inoculantes, de
bactérias fixadoras de N. No contexto de recuperacdo de area de minas, visando
aumento do teor de N, o uso de inoculagao de sementes com cepas de Pseudomonas
fluorescens em associagcao com fertilizantes organicos e inorganicos levou a uma
rapida evolucdo do teor de N do solo, fornecendo bases cientificas para o uso de
microrganismos para recuperacao de niveis de nutrientes no solo (WU et al., 2024).

O Fosforo (P) € um macronutriente, ou seja, requerido em grandes
quantidades, que desempenha um papel central em quase todos 0s processos
metabdlicos nas plantas, sobretudo na fotossintese e respiragédo (PLAXTON & TRAN,
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2011). Alguns solos tropicais sao fixadores de P, sendo que o P presente na grande
maioria dos fertilizantes adicionados a eles fica adsorvido nas particulas minerais do
solo, se encontram imobilizados na matéria organica, ou em precipitados de P,
fazendo com que os teores de P residual, efetivamente disponivel para as plantas
seja, em muitos casos, muito baixos para atender as demandas das plantas
(GRANADA et al.,, 2018). Vaérios estudos tém evidenciado o isolamento de
rizobactérias com atividade na solubilizagéo de fosfato por meio varios mecanismos
como alteracao do pH da rizosfera com producao de &cidos organicos e ou producao
e fosfatases.

Em um estudo recente, trinta cepas isoladas de solo rizosférico coletados de
regides do sul do Paquistao e testadas para solubilizacdo de fosfato, apresentaram
atividades de solubilizacdo que variaram entre 30 & 246 mg/ml, uma taxa de
solubilizacdo alta e associada a outras atividades relacionadas a promocao de
crescimento de plantas como produgcédo de AIA (BATOOL & IQBAL 2018). Uma
analise in vitro e caracterizagdo de uma cepa de Serratia sp. isolado de uma regiao
de mangue, avaliada em meio de cultura para a atividade de solubilizacdo de fosfato,
apresentou uma boa eficiéncia de solubilizacao de fosfato a partir do fosfato tricélcio,
cerca de 44,84 ug/ml, associada a uma acentuada diminuicdo do pH do meio, pela
producéao e liberacdo de acidos organicos, assim como atividade de fosfatase acida
6tima de apenas 48 horas, demonstrando a capacidade de resposta deste
microrganismos diante de uma fonte inacessivel de fésforo em um curto periodo de
tempo (BEHERA et al., 2017).

Do ponto de vista de teste de inbéculos em experimento de campo, uma
avaliagao de indculos de 4 espécies de bactérias solubilizadoras de fosfato na cultura
do arroz, Rahnella aquatillis (KM977991), Enterobacter sp. ( KM977992 ),
Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas putida demonstrou que esses
microrganismos tiveram uma quantificacdo de solubilizacdo de fosfato acima de 254
Mg/ml a partir de fosfato tricalcio, também associado a uma significativa producao de
IAA, enfatizando a possibilidade do uso desses microrganismos como biofertilizantes
na cultura do arroz (BAKHSHANDEH et al., 2015). Esses estudos demonstram um
grande potencial no desenvolvimento e aplicagcdo de indculos de rizobactérias
solubilizadoras de fosfato para a otimizagao da aquisicédo de fosfato pelas plantas, em
vista as dificuldades relacionadas a indisponibilizacdo desse nutriente nos solos,
principalmente em solos degradados.
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Com relacdo ao potassio (K), tem sido relatado também atividades de
solubilizacdo e biodisponibilizacdo desse nutriente, um dos mais importantes
nutrientes requeridos em grandes quantidades pela maioria das plantas (SANTOS et
al., 2020). Os mecanismos pelos quais se da essa solubilizacdo envolve a producéo
de acidos organicos que atuam nas particulas minerais nas quais o K se encontra
adsorvido ou complexado (MEENA et al, 2014). Rizobactérias, como
Acidothiobacillus spp., Pseudomonas spp e algumas espécie de Bacillus séao
frequentemente descritas por serem capazes de promover a solubilizagcdo de K por
meio da liberacao, pelo seu préprio metabolismo, de acido oxalicos, acido tartarico e
acido citrico, que levam a dissociacdo do K na forma biodisponivel das particulas
minerais no solo nas quais se encontram adsorvidos (MEENA et al., 2014).

Um outro papel que pode ser exercido pelas rizobactérias com relacdo a
disponibilizacdo de nutrientes é a solubilizagdo do zinco (Zn). Este nutriente, embora
nao seja um macronutrientes, € essencial para o desenvolvimento das plantas e
normalmente é escasso na maioria dos solos brasileiros, sendo a pouca concentragao
existente, na maioria das vezes ocorrendo associados a formas minerais como zincita
(ZnO), esfalerita (ZnFe), smithsonita (ZnCO3), silicatos de zinco (ZnSiO3), willemita
(ZnSiO4) e sulfeto de zinco (ZnS), formas estas indisponiveis (SHAH et al., 2021).
Muitos estudos tém demonstrado essa capacidade de solubilizacdo de Zn por
rizobactérias por meio de aciddlise por acidos organicos, como evidenciado na cultura
do milho num estudo de prospecgao de microrganismos capazes de disponibilizacao
de Zn, em que varias cepas de Pseudomonas e Bacillus apresentaram alta eficiéncia
de solubilizacdo de Zn em condigcdes de ensaio in vitro a partir de fontes de Zn
indisponiveis como ZnO e ZnCO3 (GOTETI et al., 2013).

Para o Ferro (Fe), tem sido relatado também uma grande atuagdo das
rizobactérias na disponibilizagdo desse nutriente. O Fe é um nutriente fundamental
em diversos aspectos do metabolismo das plantas tendo em vista sua atuacdo como
cofator enzimatico para varias enzimas (FAHAD et al., 2015). Uma das categorias de
compostos produzidos por rizobactérias sdo os compostos sideroforos, que sao
capazes de sequestrar o Fe presente no solo, sobretudo sua forma férrica Fe*3 mais
indisponivel, e disponibiliza-lo para as plantas (ZUO & ZHANG 2011). Varios
microrganismos ja foram relatados como produtores de sideréforos, por meio de
isolamento de solo rizosférico e testes para producdo de sider6foros. Com isso
centenas de compostos com atividade de siderédforos ja foram identificados como
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sendo do grupo dos fenolatos, hidroxamatos, pioverdinas e carboxilatos (CHU et al.,
2010).

Muitos géneros de bactérias gram-negativas como Enterobacter e
Pseudomonas sao caracterizados como promotores de crescimento vegetal pela
producao de compostos sideréforos através da inoculacao direta em solos pobres em
ferro (KUMAR et al.,, 2018). Esses compostos sideréforos produzidos pelas
rizobactérias sdo quelantes de ferro, e sdo muito mais eficientes do que os sideréforos
produzidos pelas préprias plantas ou mesmo por outros microrganismos associados
a elas, mostrando um papel importante das rizobactérias para o aproveitamento desse
nutriente e consequentemente, o bom desenvolvimento vegetal (FERREIRA et al.,
2019).

Adicionalmente, microrganismos rizosféricos, desempenham um papel
importante na produgdo de hormoénios de crescimento vegetal, os chamados
fitormdnios, que influenciam diretamente na fisiologia da planta. Estes promovem
desde o desenvolvimento de raizes, até o desenvolvimento do tecido vascular,
crescimento de brotos e floracdo, o que tem relacdo direta com a capacidade de
resisténcia, ou mesmo resiliéncia, da planta em diferentes condicbes de estresse
(FAHAD et al., 2015). Vérios estudos tém caracterizado bem as rizobactérias como
grandes produtoras dessas substancias e em adicional, substancias antioxidantes
protetoras de membrana de cloroplastos, e consequentemente, da fotossintese, sob
altas temperaturas (SARKER et al., 2018). Em tomate, foi evidenciado que a espécie
Bacillus thuringiensis RZ2MS9, por meio da producdo de auxinas, importantes como
promotores de crescimento e arquitetura vegetal, foi grande promotor de crescimento
a partir de inoculacao das sementes (BATISTA et al., 2021).

No trigo, um estudo a partir da inoculagao de varias espécies de rizobactérias,
avaliou a tolerancia a ambiente salino e indicou uma acentuada atividade na
metabolizacédo acido abscisico (ABA) diminuindo sua concentragéo, e na producéo de
fitormdnios como citocininas e auxinas como sendo importantes nesse processo de
tolerancia ao estresse (MARTYNENKO et al., 2022). Uma outra substancia
considerada hormonio vegetal sdo as giberelinas, produzidas por varias espécies de
rizobactérias como Azospira sp, e tem forte envolvimento na fisiologia da planta
relacionada ao controle da divisao celular, alongamento de raizes e folhas, podendo
ser relacionada com ao bom desenvolvimento do sistema radicular das plantas (GAO
et al., 2022).
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As interagdes planta-microrganismos sao complexas e as vezes muito
especificas, como no caso das simbioses em que ha uma interdependéncia mutua
entre os dois parceiros. Nesse sentido, estudos recentes tém apontado uma grande
importancia no IAA, acido 4-cloro indol acético, na inducdo da nodulacdo em plantas
de feijao, mostrando que esta substancia produzida por rizobactérias, atua na
formagao da nodulagéo, estrutura conhecidamente fixadora de nitrogénio (SOUZA et
al., 2015).

Sob certas condi¢des de estresse, as plantas produzem etileno, que induz os
sintomas de senescéncia, acentuando a deterioracdo da planta podendo levar
inclusive a morte. Um mecanismo de agéo relatado para rizobactérias envolve a
producéo e liberacado da enzima ACC desaminase. Esta enzima é capaz de ligar ao
precursor imediato do etileno, liberando amoénia e a-cetobutirato (HONMA &
SHIMOMURA, 1978), impedindo a sintese do etileno, e portanto, regulando os niveis
dessa substancia. Com isso, as plantas permanecem em condi¢des vegetativas sendo
um mecanismo importante de suporte promovido por rizobactérias (GAMALERO &
GLICK 2015). Em estudo envolvendo a estimulagdo do crescimento de mudas de
Vallisneria natans para recuperagcao de ambiente aquatico, a inoculagdo de PGPR
demonstrou ser uma técnica viavel por garantir o melhor desenvolvimento das plantas
pela liberacdo de AlA, sideréforos e atividade de ACC desaminase (LI et al., 2023),
trazendo a possibilidade de uso de PGPR além do contexto agricola.

Além dos fitormonios e antioxidantes protetores da fotossintese, rizobactérias
cianogénicas, capazes de produzirem Cianeto de Hidrogénio (HCN), tem se mostrado
com bom potencial para o biocontrole, ja que o Cianeto de Hidrogénio é toxico para
fitopatégenos, como demonstrado para cultura do girassol, em que espécies de
Pseudomonas foram capazes de produzir e liberar quantidades significativas de HCN,
inibindo o fitopatégeno Macrophomina phaseolina causador da podriddao do caule
(REETHA et al., 2014). Isso evidencia um dos mecanismos indiretos de acao das
rizobactérias na promog¢ao do crescimento das plantas juntamente com a prépria
competicdo que esses microrganismos benéficos exercem sobre outros
microrganismos potencialmente prejudiciais (SHAH et al., 2021).

A colonizacao da rizosfera por rizobactérias, além do potencial de beneficiar
as plantas em varios aspectos relacionados a disponibilidade de nutrientes, por
mecanismos considerados diretos, e por antagonizar a sobrevivéncia e proliferacao

de patdgenos, seja pela producao de substancias antibiéticas ou pela competi¢cao por
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nutrientes, pode também de forma direta atuar na degradagcéo de compostos toxicos
presente no solo, que teriam potencial para inibir de algum modo o crescimento
vegetal (SINGHA et al., 2018).

A rizorremediacdo tem atraido muitos pesquisadores como uma estratégia
promissora na degradacao de poluentes em solos. O conhecimento acumulado de
como as plantas recrutam suas rizobactérias, e a descoberta crescente de grupos
microbianos capazes de metabolizar compostos téxicos tem sido fundamentais na
escolha do método a ser utilizado, que pode ser a adocao de plantas capazes de
recrutar microrganismos com esta funcdo ou mesmo a bioaumentacdo com
microrganismos especificos a esta finalidade (SEGURA & RAMOS 2013).

A remocao de nutrientes em ambientes aquaticos também tem sido visada
com uso da manipulacao de interacées planta-microrganismo, uma vez que esses
ambientes eutrofizados representam um sério problema (JIANG et al. 2019). Num
estudo desse tipo, uma combinacao de plantas e espécies microbianas de Bacillus sp.
e Microbacterium sp. demonstrou ser eficientes em remover nitrogénio amoniacal e
fosforo de reservatérios naturais de agua eutrofizada acelerando o processo de
reestabelecimento das condi¢cOes naturais desse ambiente (LI et al. 2011).

Adicionalmente, estudos tém demonstrado atividades de degradacao de
compostos aromaticos por Azospirillum, em que este microrganismo pode utilizar
benzoato, salicilato, gentisato e naftaleno como fontes de carbono para seu
crescimento (POZDNYAKOVA et al., 2022). Associado a degradacao de compostos
poluentes ambientais estd a capacidade desses microrganismos em lidar
metabolicamente com poluentes derivados hidrocarbonetos de petréleo ou mesmo o
6leo cru por meio da producao de biosurfactantes (ZHANG et al, 2021). Num estudo
para avaliar a biodegradacao de hidrocarbonetos arométicos policiclicos (PAHs) em
uma area contaminada por 6leo diesel utilizando rizobactérias, demonstrou que os
niveis de naftaleno, acenafteno, benzoantraceno e benzopireno reduziram
acentuadamente apds 120 dias apds a inoculacédo de Bacillus sp. € Pseudomonas
aeruginosa, com alta producao de biosurfactante, o que permitiu a metabolizagéo
desses compostos (SAMPAIO et al., 2019).

Adicionalmente, estudos tem mostrado a capacidade de microrganismos em
lidar com concentracdes altas de residuos de pesticidas organoclorados, muitas vezes
suportando o crescimento vegetal nessas circunstancias e ou metabolizando

ativamente esses compostos por cometabolismo (SHAHID et al., 2021). Esse contexto
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evidencia a importancia dos microrganismos rizosféricos do ponto de vista ambiental,
nao sé suportando o crescimento vegetal (SUPREETH, 2022), o que pode ser
pensando em termos de recuperacao de areas degradadas pela introducao de plantas
em ambientes hostis, como também na descontaminacao ativa de solos afetadas por

contaminacgao, seja por pesticidas, petroleo ou outros.
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2.1 INTRODUCAO

O microbioma do solo desempenha papel crucial em toda a dindmica dos ciclos
biogeoquimicos no planeta, e seu reflexo estd na manutengédo da estrutura do solo,
no fluxo de matéria e energia e, portanto, nas funcdes de suporte a vida. Nesse
sentido, a afericdo de parametros associados a composicao e funcdo da comunidade
microbiana sao bioindicadores da qualidade do solo e tém papel importante na
verificacdo de sua integridade, uma vez que a existéncia de um solo saudavel
pressupde, necessariamente, uma comunidade microbiana multifuncional.

Os principais bioindicadores usados na aferigdo das fungdes do solo estao
associados a fungdes ecoldgicas da microbiota, como tamanho da comunidade
microbiana, atividade metabdlica e taxa de respiracdo, e até mesmo a diversidade
microbiana. Em solos agricolas tem sido produzido uma ampla gama de estudos
envolvendo tais bioindicadores, uma vez que se trata de interesse econémico aferir e
monitorar a saude e a fertilidade desses solos (BHADURI et al., 2022). No entanto,
existe uma caréncia de uso de bioindicadores no estudo de solos e ecossistemas
naturais, ja que envolve demandas especificas, principalmente de 6rgaos publicos
e/ou empresas em projetos de recuperacdo ambiental (CHOIX et al., 2023;
HOLLSTEIN et al. 2023). Com o rompimento da barragem B1 em Brumadinho, o
rejeito de minério de ferro foi derramando por uma extensa area de preservagao
ambiental, afetando fortemente os ecossistemas dos solos e das aguas locais. No
ambito do acordo firmado pela Vale S.A. com os 6rgaos publicos responsaveis, foi
determinado a remocao do rejeito e a implementacao de projetos de reabilitacao
ambiental das areas afetadas, criando assim uma demanda por estudos de
caracterizagdo e monitoramento do solo afetado (DPMG, 2024).

Bioindicadores microbiol6gicos da saude do solo, por serem associados a
uma microbiota ativa, sdo dindmicos e isso confere rapidez de resposta e
sensibilidade as perturbagdes ambientais. Variagdes na composicdo da microbiota do
solo podem ocorrer sazonalmente, em virtude das mudancas das condicbes
ambientais, como umidade e temperatura, mas a diferenciacdo por longo prazo
dessas condi¢cdes, causadas por algum tipo de estresse ambiental como
contaminacgéo, pode provocar mudancgas mais profundas na composicao e diversidade
dessa comunidade microbiana (SMITH, et al., 1997). Nao obstante, existe uma
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dificuldade latente em estabelecer parametros e associagdes verdadeiras entre a
ocorréncia de grupos microbianos e fungdes especificas na ciclagem de nutrientes,
assim como na manutencao da estrutura do solo e no estabelecimento de técnicas no
levantamento de genes funcionais (LIAO et al., 2023; NANNIPIERI et al. 2017).

Parametros como o tamanho da comunidade microbiana, medido por meio da
quantificacdo do carbono da biomassa microbiana do solo, e a atividade metabdlica,
quantificada por meio de analises do perfil de atividade enzimética, sdo bons
indicadores da funcionalidade do solo, visto que sédo justamente a medida da atividade
microbiana na ciclagem de nutrientes (SCHLOTER et al. 2018).

Embora seja desafiador caracterizar a diversidade microbiana do solo do
ponto de vista apenas funcional, em virtude do carater de redundancia funcional dos
grupos microbianos, a analise da ocorréncia de grupos em ambientes especificos
pode ser usada para inferir sobre a saude do solo. Estudos tem mostrado uma maior
eficiéncia da ciclagem de nutrientes no solo em consonéncia com uma maior
diversidade microbiana, indicando relagao positiva entre saude do solo e microbiota
mais diversa (ZHANG et al., 2023). O estudo da composi¢cao da microbiota do solo,
em areas de recuperacdo ambiental, tem sido direcionado a avaliar a estrutura da
comunidade microbiana comparativamente a referéncias locais e em momentos
sequenciais, com objetivos de monitorar as alteragdes da diversidade ao longo do
tempo (PRADO et al, 2019). Adicionalmente, a ocorréncia de alguns grupos pode ser
relacionada a certas funcbes ecoldgicas especificas, fazendo da diversidade
microbiana um tipo de bioindicador das fun¢des ecolbgicas no solo.

Assim, do ponto de vista da funcionalidade, o estudo dos bioindicadores
mirobiologicos € uma ferramenta poderosa para a averiguacao e o monitoramento da
saude do solo ao longo do tempo. Assim, propomos a hipétese de que, a
contaminagcdo do solo por rejeitos de mineracdo de ferro altera a microbiota do
mesmo, promovendo o favorecimento, tanto de grupos microbianos com atividade
bioldégica sobre os contaminantes, como também grupos atuantes em funcdes
ecologicas associadas a resiliéncia do ambiente, refletindo alteragdes especificas em
bioindicadores microbiolégicos do solo.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Descricao da area de estudo e amostragem do solo

As amostras foram coletadas na regiao de Remanso 1B, afetada pelo rejeito
de minério de ferro liberado no rompimento da barragem B1 da Mina Corrégo do Feijao
em Brumadinho, MG. Em cada ponto de amostragem, foram escavadas 4 covas na
profundidade de 0-20 cm, e o solo foi misturado para obtengcdo de uma amostra
composta. As amostras de solo foram peneiradas em peneiras de 2 mm e
armazenadas em sacos plasticos, sendo as amostras destinadas as andlises
biolégicas, transportadas em caixas térmicas contendo gelo e armazenadas sob
refrigeracdo a 10 °C. O delineamento da amostragem ocorreu em dois grupos: area
afetada, composto por 15 amostras da area efetivamente afetada pelo derramamento
de rejeito, cuja cobertura vegetal foi suprimida, com solo majoritariamente franco-
argilo-arenosa e pH médio em torno de 5,8; grupo referéncia, composto por 6 pontos
amostrados em &rea de mata, ndo afetada pelo rejeito, com com pH médio préximo
a 5, e solo argilo-arenoso e argiloso adjacente ao grupo area afetada, servindo assim

como uma referéncia local.

Figura 1 - Pontos amostrados na area Remanso 1B, Brumadinho — MG, com
suas respectivas coordenadas geograficas.
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Fonte: CONCREMAT Ambiental (2022).

2.2.2 Respiracao basal microbiana

A Respiracdao basal microbiana do solo (RBM) foi determinada a partir do
método proposto por Jenkinson & Powlson (1976) e Alef & Nannipieri (1995), em que
100 g de solo de cada amostra foi colocado em um recipiente com vedac¢ao hermética.
Um pequeno recipiente contendo 25 mL de NaOH 1M foi adicionado dentro do
recipiente que contém o solo para reagir com o CO:2 evoluido na respiracao, e o
conjunto incubado no escuro a temperatura ambiente por 15 dias. Depois da etapa da
incubagao, foi procedido a titulagdo do NaOH remanescente utilizando-se HCI 0,25 M.
Para tanto, duas aliquotas de 5,0 mL de NaOH foram retiradas do recipiente,
transferidas para frascos Erlenmeyers de 125 mL, e adicionado 5,0 mL da solugédo de
BaCl (0,5 M). Trés gotas de fenolftaleina 1 % foram utilizadas como indicador na
titulagdo. Cada amostra foi analisada em triplicatas técnicas, e o volume de HCL 0,25
M gastos na titulagéo, inseridos na seguinte equacgao:

(VB—VA)X22XC X fcxFAXSW
dwt Xt

mg de CO, =
Sendo:
SW é o peso seco do solo em gramas (100 g de solo)
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t € o tempo de incubagcdo em horas

VB é o volume, em mL, de &acido cloridrico gasto na
titulagdo da solucéo controle (branco);

VA é o volume, em mL, de &cido cloridrico gasto na
titulagdo da amostra;

22 ¢é equivalente-grama do CO2. 22 € a metade do peso
molecular de CO2 (peso molecular = 44). Isso porque Sao necessarios
dois mols de NaOH (1M) na captura de uma molécula de CO2

dwt é o peso seco de 1 g de amostra de solo umido

Desse modo, os resultaos foram expressos como uma taxa de respiracao
(mg de C-CO2*Kg de solo™*h")

2.2.3 Quantificacao do carbono da biomassa microbiana (CBM)

As analises para CBM foram feitas conforme Tedesco (1995). Assim, trés
réplicas de 10 g de cada amostra de solo foram transferidas cada uma para uma placa
de Petri, e irradiadas por micro-ondas, e mais 10 g de solo de cada amostra,
acondicionado em frasco Erlenmeyer de 125 mL e mantidos em refrigeracéo, por 24
h. Na etapa da irradiagdo das amostras contidas nas placas de Petri, a poténcia do
micro-ondas foi devidamente aferida utilizando-se 1000 g de agua de acordo com a

equacao:

P =Cp.K.AT.m/t
Em que:

AT é a temperatura final menos temperatura inicial (°C), variagao

da temperatura de 1000 g de 4gua, em 2 minutos de exposi¢ao;

P é a poténcia real do equipamento, em W;

K é 4,184, fator de corregdo de cal J mL™" °K™! para watts (J s-1);

m equivale a massa de 1000 g de agua;

t € o tempo de 120 s de exposi¢cao da agua no micro-ondas;

Cp é 1 J m-1 °K-1, capacidade da agua de receber calor.
Assim, foi possivel calcular o tempo de irradiacdo de acordo com a equacao:
t=r.my/P
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Em que:
t € o tempo de exposigdo das amostras ao micro-ondas;
P é a poténcia real do aparelho, em W;
r € 800 J.g"' de solo, quantidade de energia necessaria para a
exposicao;

m € o peso total das amostras a serem irradiadas, em g.

Apls a irradiacdo, o solo seguiu para a etapa da extracdo, onde entao foi
transferido para um frasco Erlenmeyer de 125 mL, e adicionado de 40 mL de solucéo
extratora (K2SO4 0,5 M, com pH ajustado para entre 6,5 — 6,8) em cada amostra
(irradiados e ndo irradiados). O 'branco' foi constituido apenas da solugéo extratora
acondicionada em um Erlenmeyer. Em seguida, todas as amostras foram agitadas por
30 min a 120 rpm e, apds a agitacdo, os frascos contendo cada amostra foram
deixados em descanso por mais 30 minutos, para a total sedimentacdo, sendo
filtrados em papel filtro de filtracdo lenta na etapa seguinte. Em 5 mL do extrato filtrado
foi adicionado 1 mL de solugao de dicromato de potassio (0,066 molL"), 5 mL de acido
sulfarico 98% e 25 mL de agua destilada, seguido pela titulacdo com sulfato ferroso
amoniacal (0,03 mol.L™"), usando uma solucdo de Ferroin (fenantrolina 14,85 g/L e
FeS04.7H20 12,71 g/L) como indicador.

Os valores de CBM em mg de C*Kg de solo™' foram obtidos submentendo os
volumes de sulfato ferroso amoniacal utilizados na titulacao das amostras na equacao:

(Vb — Vam)(molaridade do sulfato ferroso)(3)(1000)(volume extrator)
(* volume do extrato)(massa seca do solo)

Cing =
Onde:
Vb = volume do branco (mL)
Vam = volume da amostra (mL)
3 = resultado da relagéo entre o numero de mols de Cr207
gue reagem com o Fe?* (1/6), multiplicado pelo nimero de mols do
Cr207 que reagem com C° (3/2), multiplicado pelo peso equivalente
do C (12);
1000 = Fator de convers&o de unidades
*volume do extrato (amostra filtrada) para a determinagéo do carbono (mL)
Onde:
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Ci= amostra irradiada
Cni= amostra nao irradiada

Kc = 0,33 para método de irradiacao extracao de CBMS

2.2.4 Analises enzimatica do solo

2.2.4.1 Fosfatases

Para as fosfatases, triplicatas de 1,0 g de solo de cada amostra foram
transferidas para tubos Falcon de 15 mL, juntamente com um tubo adicional para cada
amostra denominado controle, e um tubo sem o solo, denominado branco. Estes
foram incluidos no experimento com o objetivo de obter os valores no tempo inicial da
reacdo e o valor das absorbancias referentes as solugdes utilizadas. Foi utilizada a
solucao tampao universal modificada (MUB), a base de Tris hidroximetil aminometano,
com pH ajustado para 6,5 e 11 para as fosfatases acida e alcalina, respectivamente.
Tolueno e uma solugcédo contendo um analogo ao substrato das enzimas, p-nitrofenil
fosfato a 0,115 M, foi adicionada a cada amostra antes da incubacgao, exceto nos tubos
controle, onde esta solugao foi adicionada apenas apos a incubagao e adicao dos
inibidores enzimaticos, para representar o “tempo zero” da rea¢ao avaliada. Assim, na
ocorréncia da reacao, as fosfatases hidrolisam o p-nitrofenil fosfato, liberando o fosfato
e o p-nitrofenol, que foi quantificado por curva de calibracao. Todas as demais etapas
seguiram os protocolos estabelecidos por Eivazi & Tabatabai (1977).

2.2.4.2 B-glicosidase

Para a B-glicosidase, as amostras foram preparadas de maneira semelhante
as fosfatases, com triplicatas de 1,0 g de solo transferidas para tubos Falcon de 15
mL, e um tubo adicional para cada amostra como controle, além de um tubo branco
sem solo. A reacao foi tamponada com a solugéo tampao universal modificada (MUB)
com pH ajustado para 6. Foi utilizado o p-nitrofenil-B-d-glicopiranoside em solugdo a
0,025 M como analogo ao substrato da 3-glicosidase, para que o produto p-nitrofenol
fosse liberado da reacdo de clivagem pela enzima. Adicionalmente, tolueno foi
adicionada a cada amostra antes da incubagao. Assim como para as fosfatases, nos

tubos controle, a solugdo de p-nitrofenil-B-d-glicopiranoside foi adicionada apés a
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incubacao e adicao dos inibidores enzimaticos. Todas estas etapas e as adicionais

seguiram os protocolos estabelecidos por Eivazi & Tabatabai (1988).

2.2.4.3 Arilsulfatase

Na anadlise da atividade da arilsulfatase no solo, as triplicatas de 1,0 g de solo
de cada amostra foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL. Um tubo controle
para cada amostra e um branco também fizeram parte do experimento a semelhanga
das andlises das enzimas anteriormente mencionadas. Foi utilizada a solugdo tampéao
acetato, com pH ajustado para 5,8. Apds adi¢éo de tolueno, foi utilizado o substrato
sulfato de p-nitrofenil 0,005 M que, de forma semelhante aos substratos das outras
enzimas, quando submetido a agdo enzimatica da arilsulfatase é hidrolisado liberando
o p-nitrofenol. Este substrato também foi adicionado a cada amostra antes da
incubacéo, e apds a incubagdo nos tubos controle, depois de também ter sido
adicionados os inibidores enzimaticos. Estas etapas e as seguintes seguiram o
protocolo estabelecido por Tabatabai & Bremner (1970).

2.2.4.4 Curva padrao

Uma curva padrao para todas as enzimas avaliadas por meio da utilizagéo de
substrato combinado com nitrofenil, foi obtida a partir de diluicbes em que,
quantidades conhecidas de p-nitrofenol, composto liberado apds a atuagéo de cada
enzima, foram adicionadas em tubos Falcons de 15 mL e submetidas as mesmas
condi¢bes a que foram submetidas os tubos com as amostras, controles e o branco,
inclusive a medicao da absorbancia nos mesmos comprimentos de ondas utilizados
para medir as amostras, que seguiram os protocolos estabelecidos para cada enzima.
Com a curva padrao, foi feito uma regressao linear com pelo menos 98 de coeficiente
de determinacgao, e a equacgao da regressao utilizada para a conversdao das medias

das amostras em pg de p-Nitrofenolg de solo'h-.

2.2.4.5 Urease

O ensaio para urease seguiu o proposto por Kandeler & Gerber (1988). Para
tanto, foi utilizada uma porcéo de 5,0 g de solo (previamente peneirado e refrigerado)
acondicionados em frascos Erlenmeyers de 125 mL, em triplicata com um controle

para cada amostra e um branco, sem o solo. Uma solugédo de ureia em agua a 0,08
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M foi utilizada como substrato, ja que a urease hidrolisa a ureia liberando CO2 e NHS.
Apos o tempo de 2 horas de incubagao, a amonia liberada pela agcdo enzimatica da
urease foi medida por espectrofotometria ao comprimento de onda de 690 nm. Uma
curva padrao foi obtida utilizando solucdo de aménio, onde quantidades conhecidas
de aménia foram adicionadas em tubos Falcon de 50 mL, submetidos as mesmas
condi¢des dos tubos das amostras, aferidas em espectrofotometro a 690 nm, e os

resultados expressos em pg de N-NH4*g de solo'h.

2.2.5 Diversidade microbiana do solo

Para a caracterizacdo da diversidade microbiana do solo, 10 pontos
representativos dos dois grupos estudados (Area Afetada e Referéncia) foram
amostrados para a finalidade de extragdo do DNA total do solo sendo, quatro das
amostras compostas (Pt3, Pt7, Pt12 e Pt17) referentes ao grupo Area afetada e seis
(Pt9, Pt10, Pt14, Pt15, Pt19 e Pt20) representativas do grupo Referéncia, como mostra
a figura 2.

Figura 2 - Pontos amostrados na area Remanso 1B, Brumadinho — MG, para

analise de diversidade microbiana.
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Fonte: CONCREMAT Ambiental (2022).

Cerca de 200 g de solo coletados foram armazenados em sacos plasticos do
tipo ziplock, e mantidos em congelamento até o momento das nas analises. Para a
analise da diversidade microbiana, foi extraido o DNA das amostras de solo pelo kit
DNAeasy Power soil pro da Qiagen seguindo o protocolo do fabricante, associado a
uma lise enzimatica. Para tal, foi adicionado as amostras de solo, 100 pl de lisozima
(100 mg.mL"), seguido por incubacdo por 30 minutos a 37 °C. Depois disso, foi
adicionado 50 uL de proteinase K (10 mg.mL™), 200 uL de Dodecil sulfato de sédio
(SDS) a 10% e as amostras incubadas, por 60 minutos a 56°C. Posteriormente a etapa
de lise, foram seguidos todos 0s passos estabelecidos no protocolo do kit de extracao
DNAeasy Power soil pro. O DNA foi entdo enviado para o sequenciamento parcial do
gene marcador molecular taxonémico 16S rRNA, regides V3 e V4.

De posso dos dados do sequenciamento, 0s arquivos clean data recebidos
foram submetidos ao pacote Dada2 para a obtencéo das tabelas de abundancia das
ASVs e taxonomia. Para tanto, os arquivos fastq.gz foram plotados em graficos
individuais de qualidade para a verificacao visual da qualidade do sequenciamento. A
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partir dessa analise preliminar, foi possivel estabelecer um intervalo de maxima
qualidade das sequéncias sendo entdo filtradas para tamanhos entre 200 e 405 pares
de bases. Posteriormente a filtragem, foi utilizado machine learning do pacote Dada?2
para predizer a taxa de erro e gerar o modelo a ser aplicado para filtragem final do
dataset. Apos a filtragem a partir do modelo estatistico da taxa de erro obtido e a
remocao das quimeras, foi obtido a tabela de abundancia das sequéncias e a tabela
do alinhamento taxonémico utilizando a versdo 138.1 do banco de dados Silva. De
posse das tabelas de sequéncias, abundancia e taxonomia, foi utilizado o pacote
mctoolsr, para as filtrangens de remocao de sequéncias de DNA mitocondrial,
plastidico e de eucariotos e as sequéncias foram novamente filtradas para
abundancias superiores a 100. Apos esta etapa de filtragem das sequéncias de baixa
abundancia, foi feito a rarefagdo para a menor abundéancaia e calculado os indices de
diversidade, a matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis e os sumarios taxondmicos.

2.2.6 Analise Estatistica

As analises dos bioindicadores foram feitas comparandos a area afetada com
a referéncia local para cada coleta e também ao longo do tempo das trés coletas.
Inicialmente os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO & WILK,
1965) para a verificagdo da normalidade dos residuos, requisito para a andlise de
variancia de meédias. Como este teste acusou ndo atendimento ao modelo de
distribuicdo normal, os dados das analises foram submetidos ao teste de Kruskal
Wallis (KRUSKAL & WALLIS, 1952) a 5% de significaAncia com teste post-hoc de
Fisher (FISHER, 1935) a 5%, para a discriminagcdo das medianas, sempre que 0
Kruskal Wallis apontava alguma diferenca estatistica. Estes testes foram feitos
utilizando o pacote Agricolae dentro do R statistical software, versao 4.3.2. Para a
analise de diversidade microbiana, além do teste de Kruskal Wallis, foi feito uma
analise de NMDS e PERMANOVA a 5% de significancia, utilizando o pacote Vegan e

PairwiseAdonis2 também do programa R.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Respiracao basal microbiana (RBM), carbono da biomassa microbiana
(CBM) e qCO2
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As andlises da RBM e CBM apresentaram variagdes significativas entre os
grupos referéncia e area afetada em quase todas as coletas e quando comparadas as
trés coletas ao longo do tempo. Em marco de 2022 foi possivel perceber uma
diferenca em que o grupo area afetada apresentou menores valores nas taxas de
respiracdo microbiana e carbono da biomassa como mostra a figura 3. Nas coletas
seguintes foi encontrado um padrédo de atenuagdo das diferengas entre os dois
grupos, com a coleta de margo de 2023 apresentando similaridade estatistica entre
0s grupos tanto para RBM quanto para CBM.

Figura 3 — Respiragcédo basal e Carbono da biomassa microbiana do solo em
Remanso 1B na regidao de Brumadinho, MG. Letras diferentes representam diferengas
estatisticas pelo teste de Kruskal Wallis e Fisher a 5 % de significancia.
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Os nossos resultados demonstraram uma uniformizacao crescente entre os
grupos Referéncia e Area afetada, para a RBM e o CBM, ao longo do tempo avaliado.
A revegetacao da area afetada, que ocorreu de forma natural ao longo do tempo de
um ano apos a primeira coleta (Figura 4), pode ter sido um fator importante na
diminuicdo gradativa das diferencas entre os grupos estudados, uma vez que a
cobertura vegetal implica em um maior aporte de material organico no solo, que pode
ser utilizado pela comunidade microbiana residente como fonte de carbono e energia
(LANGE, et al. 2015).

Figura 4 — Progressao da vegetacao entre margo de 2022 e marco de 2023
na area afetada pelo rejeito de mineragao no Remanso 1B, em Brumadinho, Minas
Gerais. a) Remanso 1B em mar¢o de 2022; b) Remanso 1B em margo de 2023; c)
ponto de coleta em marco de 2022; d) ponto de coleta em marco de 2023.

Margo/22 Margo/23

Fonte: CONCREMAT Ambiental (2022); Vale S/A 2023; Google Earth 2023
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A cobertura vegetal do solo esta diretamente relacionada a maior estabilidade
das condi¢coes de temperatura e umidade, o que, também, pode ter favorecido o
aumento do tamanho da comunidade microbiana no grupo Area afetada,
aproximando-se das condi¢des do grupo tomado como Referéncia. Estudos anteriores
tém demonstrado haver, de fato, essa estreita correlacdo entre a comunidade
microbiana, em termos de tamanho e estabilidade, com a abundancia de cobertura
vegetal no solo, de areas de mineracéo de ferro em recuperacdo ambiental (SOUZA,
et al. 2020).

Taxas de respiracdo microbiana do solo mais elevadas sao esperadas em
ambientes com uma ampla comunidade microbiana ativa ou em situagdes de
estresse, que demandam maior esforgo energético da microbiota do solo (ALSTER,
et al. 2023). Além do que pode ser visto pelas comparagdes entre os grupos em cada
coleta separadamente, nossos resultados indicam um aumento substancial do CBM
entre as coletas de marco e setembro de 2022, acompanhada por um incremento das
taxas de respiracdo, o que nao foi observado na coleta de marco de 2023, apesar de
também se tratar de estacdo chuvosa. O inicio do ano de 2022 foi marcado por um
grande volume de chuvas na regiao (INMET, 2022), o que pode ter favorecido uma
aceleracdo da recomposicao vegetal e da comunidade microbiana em ambos 0s
grupos nos meses que se seguiram, sendo uma hipoétese plausivel para os valores
absolutos observados em setembro de 2022. Em marco de 2023, no entanto, valores
menores podem estar relacionados a maior estabilidade e interacdes ecoldgicas da
microbiota, associadas a alteragbes sazonais, uma vez que indicadores
microbiol6gicos sdo altamente sensiveis a mudangas sazonais como ja relatado
(SINGH, et al. 2020; STEINBERGER, et al. 2022).

Para andlise de taxa de respiracdo, em funcao do tamanho da comunidade
microbiana, uma métrica importante € o quociente metabdlico (qCO:). Este indice se
refere a taxa de respiracao por unidade de biomassa microbiana e tem sido explorado
em muitos estudos como um indicador da atividade metabdlica da microbiota do solo,
uma vez que, de forma indireta, mede a eficiéncia de fixagdo de carbono pela
microbiota em relagdo a sua perda para a atmosfera (HARTMAN & RICHARDSON,
2013). Nossos resultados indicam um comportamento semelhante ao comportamento
da RBM, em que valores estatisticamente diferentes entre os grupos foram
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encontrados apenas na coleta de margo de 2022, seguidos por uma equiparacao nas

coletas subsequentes.

Figura 5 — Quociente metabdlico (qCOz) de amostras coletadas em Remanso
1B, na regido de Brumadinho, MG. Letras diferentes representam diferencas

estatisticas pelo teste de Kruskal Wallis e Fisher, a 5 % de significancia.
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atividade metabdlica pode também estar relacionada a outros fatores, como entrada
e natureza quimica do material organico no solo, outros nutrientes e interacbes
ecologicas (SPOHN, 2015; FENG, et al. 2021). No entanto, em margo de 2022 esses
valores foram estatisticamente maiores no grupo area afetada e podem ser reflexo de
um estresse ambiental nesse grupo, ja que nessa época, a area se encontrava com
baixa cobertura vegetal. Ao longo das coletas, nossos resultados mostram uma
reducdo dos valores de qCO2 no grupo area afetada, indicando a uma crescente
estabilidade da comunidade microbiana nessa area do ponto de vista metabdlico.
Comparando cada grupo entre si ao longo das coletas, foi possivel perceber
flutuagdes sazonais (Figura 6). Bioindicadores microbioldgicos s&o naturalmente
sensiveis a quaisquer alteracbes no ambiente, inclusive as transi¢cdes de estacéo
seca/chuvosa. Assim, torna-se importante, em monitoramento por bioindicadores, a
consideracao das perturbacdes naturais ao longo do tempo (BHADURI, et al. 2022).

Figura 6 — Comparacdes dos valores obtidos para bioindicadores, RBM
(respiracdo basal microbiana), CBM (carbono da biomassa microbiana) e gqCO:2
(quociente metabdlico), avaliados nas trés coletas realizadas em areas em Remanso
1B na regido de Brumadinho, MG. Letras diferentes representam diferencas
estatisticas pelo teste de Kruskal Wallis e Fisher a 5 % de significancia.
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A RBM ao longo das trés coletas foi o0 que mais apresentou flutuagdes em

entre as amostras. Taxa de respiragcdo € um fator sabidamente muito variavel por se

tratar do reflexo imediato da atividade metabdlica da microbiota do solo (YE, et al.

2024). Variagdes mais acentuadas ja foram reladas em outros estudos envolvendo o

monitoramento de bioindicadores, tendo como resultados um incremento natural em

condi¢bes de temperaturas mais elevadas e baixa umidade, caracteristico do més de

setembro, em que devido a baixa disponibilidade de agua, ha uma diminuicdo de

nutrientes biodisponiveis no solo levando os microrganismos demandarem mais

energia para produzir compostos secundarios e de protegao,

consequentemente

alocando mais Carbono para a respiragao (LI, et al. 2017). O qCOz2, no entanto,

manteve uma estabilidade no grupo AA (Area Afetada) ao longo das trés coletas,
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mesmo o grupo RF (Referéncia) tendo apresentado variagdes no sentido de um
incremento crescente ao longo das coletas, o que pode ter mascarado uma possivel
melhora do grupo Area afetada, se consideramos como uma tendéncia natural de

aumento do qCO2 ao longo do tempo como o que foi observado no grupo Referéncia.
2.3.2 Anadlise enzimatica do solo

A atividade potencial enzimatica do solo para as enzimas estudadas, em
valores absolutos, apresentou diferencas importantes entre as duas areas estudadas
(Tabelas S1, S2 e S3). Para os valores expressos com base em CBM, o perfil
enzimatico do solo revelou diferencgas estatisticas entre as areas afetadas e referéncia
(Figura 7).

Figura 7 — Atividade enzimatica potencial do solo, expressos por unidade de
biomassa microbiana, para amostras coletadas em Remanso 1B, na regido de
Brumadinho, MG. Letras diferentes representam diferencas estatisticas pelo teste de
Kruskal Walllis e Fisher a 5 % de significancia.
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Na coleta de Marco de 2022, a fosfatase &cida foi a Unica a apresentar maior
atividade na area afetada. Todas as demais enzimas avaliadas apresentaram maior
atividade no grupo referéncia ou nao diferiram estatisticamente, como o caso da
arilsulfatase (Figura 7). A Arilsulfatase € uma enzima de alta sensibilidade a variagdes
das condigcdes ambientais, como temperatura e umidade, e sua maior atividade tem
sido observado em ambientes cujas condi¢bes sdo mais estaveis (LI & SARAH, 2003;
KUNITO et al. 2022; RODRIGUES, et al. 2022). O grupo referéncia, caracterizado por
ampla cobertura vegetal, proporciona uma maior estabilidade de temperatura e
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manutengdo da umidade do solo, além de maior entrada de material organico no solo,
esse fato esta relacionado a maior atividade nessa area, que foi inclusive, um padréao
observado em todas as trés coletas.

A urease manteve-se, em marco de 2022, sem diferencas estatisticas entre
0S grupos, mas a partir da coleta de setembro de 2022, seguiu o padrdao observado
para a arilsulfatase, de maior atividade no grupo referéncia. Esses resultados
corroboram com estudos anteriores que apontam a urease como sendo uma enzima
sensivel as condicbes ambientais e fortemente relacionada aos teores de Carbono
organico e presenca de substrato, isto é, compostos nitrogenados de ureia (KUMARI
et al. 2020) Nesse sentido, a area afetada é mais pobre desses compostos, oriundos
principalmente da entrada de material organico no solo, proporcionando menor nivel
de atividade desta enzima nesse grupo. Adicionalmente, foi possivel observar que,
apesar de um incremento da atividade da urease a partir de setembro de 2022, a 3-
glicosidase, enzima conhecida por ser bem relacionada a atividade da urease, ndo
apresentou diferengcas estatisticas entre os grupos em nenhuma coleta. A f3-
glicosidase, além de ser influenciada pelos niveis de nitrogénio do solo, é, também,
correlacionada com a disponibilidade de fésforo e, portanto, as fosfatases, e com a
composi¢cédo da comunidade microbiana (LIU et al., 2022; MARGALEF et al., 2017), o
que pode explicar seu comportamento parecido ao observado para as fosfatases.

A andlise multivariada de indicadores fisico-quimicos do solo, das mesmas
amostras utilizadas para as analises microbiol6gicas, integrada aos indicadores
microbiol6gicos, mostraram um padrao de correlagédo entre niveis de fésforo, enxofre,
e todas as enzimas estudadas, além de uma relacdo dessas com a capacidade de

troca catibnica total (CTC), teor de argila e matéria organica do solo (Figura 8).

Figura 8 — Analise de principal componente (PCA) dos bioindicadores
integrados ao indicadores fisico-quimicos de amostras coletadas em Remanso 1B

regido de Brumadinho, MG.
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A PCA, por correlag&o, dos bioindicadores avaliados revelou um aumento da

semelhanga entre os grupos estudados, sendo que de margo de 2022 até margo de

2023, foi possivel perceber uma aproximagao dos pontos de cada grupo. Em margo

de 2022 ocorreu a maior diferenca entre os grupos, em que o grupo referéncia foi o

mais fortemente correlacionado aos vetores sabidamente associados a fertilidade do
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solo, como teores de fosforo, enxofre, CTC, teor de matéria organica e CBM.
Adicionalmente, foi possivel perceber um agrupamento incomum da atividade
enzimatica de varias enzimas na direcdo dos vetores frequentemente associados a
solos mais pobres e contrarios aos vetores anteriormente mencionados. A
biodisponibilidade de nutrientes e substratos no solo sdo comumente afetados pelas
caracteristicas fisicas do solo, principalmente os teores de argila, que afetam
diretamente a CTC (ZHAO et al. 2022; LI et al. 2020; COMERFORD, 2005). Como
marco de 2022 foi um ano cujo periodo de chuvas foi acima da média na regiao, isso
pode ter mantido niveis de agua e um potencial hidrico e matricial mais adequado,
mesmo em solos mais arenosos e pobres de matéria organica, teor de argila e baixa
CTC, favorecendo a atividade enzimatica, uma vez que menores teores de argila
podem proporcionar uma menor adsorcao de substrato e maior disponibilidade dos
mesmos na solucao do solo (KOME et al. 2019; SAIDIAN et al. 2016).

Em setembro de 2022, periodo marcado por menor disponibilidade de agua
no solo, foi observado a maior associacdo de todos os bioindicadores aos vetores
fosforo, potassio, enxofre, matéria organica, CTC e teor de argila, na direcao do grupo
referéncia, corroborando com a hipétese anterior de que, na situagcdo de grande
disponibilidade de agua, até mesmo solos mais pobres e mais arenosos podem
apresentar maior atividade enzimatica, e que, em situacao de seca, parametros como
argila, CTC, matéria organica e teores absolutos de nutrientes se tornam mais
importantes.

Em marcgo de 2023 foi observado maior deslocamento de vetores na direcao
do grupo area afetada e indicadores associados a menor fertilidade, a semelhancga do
que foi observado em marco de 2022, além de uma aproximacao maior entre os dois
grupos, podendo ser entendido como um aumento da semelhanca entre os solos
estudados e, portanto, uma possivel recuperacao da area afetada ao longo do periodo
estudado.

2.3.3 Analise da estrutura e diversidade microbiana do solo

A andlise do sequenciamento parcial do gene RNAr 16S mostrou uma ampla
diversidade de grupos microbianos no solo nas duas areas e, adicionalmente uma
diferenca de abundancia desses grupos microbianos entre as areas estudadas. Em
nivel de filo, a distribuicdo das abundancias relativas dos nove filos mais abundantes,
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foi representativa de muitos tipos de solos, e engloba muitos grupos microbianos com

funcdes ecoldgicas distintas (Figura 9).

Figura 9 — Abundancia relativa dos principais Filos observados nas amostras

coletadas em Remanso 1B na regido de Brumadinho, MG. Asteriscos e letras

diferentes representam diferencas estatisticas na abundancia relativa, pelo teste de

Kruskal Wallis seguido por teste de Fisher, ambos a 5% de significancia.
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Em levantamento da diversidade microbiana de solos sob estresse antrépico,

decorrente de diferentes tipos de uso, tem sido relatada a ocorréncia de maior
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abundacia de vérios filos, também encontrados nesse estudo, como Acidobacteriota,
Actonobacteriota, Chloroflexi, Fimircutes e Verrucomicrobiota (LIU et al., 2022). Essa
diversidade e abundéancia também tem sido reportada em estudos de solos em areas
de mineracao de ferro, reforcando a ubiquidade e a importancia desses filos nas
funcdes do solo, uma vez que tais englobam uma vasta gama de taxons diretamente
relacionados a saude do solo (FERNANDES et al., 2018)

Do ponto de vista de cada coleta, dentre os nove filos mais abundantes, foi
obsevado diferencas estatisticas para Chloroflexi e Verrucomicrobiota. O filo
Chloroflexi teve maior abundancia na area afetada na coleta de marco de 2022,
seguido por abundéancias estatisticamente iguais nas coletas posteriores. Este filo &
um dos cinco filos que compreende microrganismos fotossintéticos baseados em
bacterioclorofila e, aparentemente, esta correlacionado com ambientes degradados,
normalmente pobres em matéria organica, ja que o seu o modo nutricional
representativo € a utilizagao de carbono inorganico como fonte de carbono (KONG et
al., 2024), sendo variavel em abundancia em comparag¢des entre solos de florestas
nativas, sob estresse e em restauracao (GUPTA, 2013; SILVA et al., 2024). Nesse
sentido, a presenca desse filo entre 0s mais abundantes no grupo area afetada, em
margo de 2022, pode estar correlacionada a condicdo ambiental desse sitio, ja que o
grupo AA também apresentou menores atividades enzimaticas, e menor correlagdo
com matéria organica do solo, indicadores desfavoraveis a grupos microbianos
heterotroéficos.

O filo Verrucomicrobiota, apesar da reducao da abundéancia ao longo das trés
coletas, manteve-se mais abundante no grupo RF em comparacdo a area AA.
Comunidades verrucomicrobianas sao amplamente distribuidas no solo, sobretudo
em ambientes naturais intactos, embora poucos estudos tenham focado em analisar
sua diversidade e distribuicdo (BERGMANN et al., 2011). Os verrucomicrobiotas tém
sido apontados como ubiquitarios, mas estudos sobre a ocorréncia, abundancia e
diversidade, tém demonstrado que este filo € relacionado ao pH e, principalmente, a
relagcdo C/N do solo (SHEN et al., 2016), conforme ocorre no grupoAA, que possui um
maior aporte de entrada de material organico no solo.

Na comparacdo entre as coletas, o grupo AA foi 0 Unico a apresentar
diferencas estatisticas entre alguns filos. Neste grupo, além do filo Verrucomicrobiota
mencionado acima, os filos Acidobacteriota e Planctomycetota apresentaram queda
em suas abundancias relativas ao longo das trés coletas na referéncia. O grupo area
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afetada, ndo apresentou diferencas estatisticas quando comparadas entre si,
configurando assim, um grupo de baixa variabilidade na composi¢do microbiana ao
longo do tempo de estudo. Em comunidades mais estruturadas e com maior
abundancia absoluta de microrganismos, interacdes ecoldgicas tendem a ser mais
expressivas, sobretudo a competicao, podendo ocasionar individualmente um menor
aproveitamento de recursos (YU et al., 2019). Nesse cenario, a composi¢cao
microbiana tende a apresentar maiores oscilages estocasticas nesses ambientes do
gue em ambientes com menor abundancia microbiana. O grupo referéncia apresentou
maior biomassa microbiana, em uma variagao crescente a partir de marco de 2022, e
iSO associado a maior variagdo na composicdo microbiana observada nesse grupo,
reforca a possivel relagcdo entre quantidade de microrganismos e maior
estocasticidade da composicao microbiana, decorrente dos processos ecoldgicos
associados.

As variagdes na composi¢cao microbiana, em nivel de familia, também foram
observadas nos padrdées mencionados, em que todas as coletas apresentaram
diferencas estatisticas nas abundancias relativas entre familias da area afetada para
a referéncia (Figura 10). Na coleta de margo de 2022 foi observado maior numero de
familias que diferiram estatisticamente, sendo 4 familias com maior abundancia

relativa na area afetada e 4 apresentando maior abundancia relativa na referéncia.

Figura 10 — Abundancia relativa no nivel taxonémico de familias observados
nas amostras coletadas em Marco 2022 na regido de Brumadinho, MG. Asteriscos
representam diferengas estatisticas na abundéancia relativa, pelo teste de Kruskal

Wallis seguido por teste de Fisher, ambos a 0,05 de significancia.
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As familias com maior abundancia no grupo AA foram Ktedonobaceriaceae e
Chthoniobacteriaceae, pertencentes aos filos Chloroflexi e Verrucomicrobiota,
respectivamente, e as familias Nitrosomonadaceae e Micrococcaceae, pertencentes
aos filos Actinobacteriota e Proteobacteria, respectivamente. Estas duas ultimas
familias, sdo bastante diversas, sendo representada em varios tipos de ambientes. A
Nitrosomonadaceae compreende géneros conhecidamente associados ao ciclo no
nitrogénio, como o género quimioautotréfico Nitrosomonas (PROSSER et al., 2013),
e sua abundancia relativa € comumente associada as mais abundantes em varios
tipos de solos (GUO et al., 2022; MARETTO et al. 2022).

A familia Micrococcaceae, do filo Actinobacteriota, € numericamente
importante no solo e associada a atividade de decomposicdo de celobiose em
condicbes 6xicas (SCHELLENBERGER et al., 2011). Assim, essas familias podem
ser funcionais no grupo AA, atuando tanto no ciclo do nitrogénio, quanto no ciclo do
carbono, dada a menor abundancia absoluta de microrganismos, constatada pelo
menor CBM, que pode se refletir em menor ocorréncia de outros grupos de
microrganimos celuloliticos. Nesse sentido, esse maior numero de familias
estatisticamente diferentes entre as duas areas estudadas, em margo de 2022,
corrobora com os outros resultados que, também, apresentaram maior diferenca das
duas dareas nesta coleta. Nas areas de referéncia, além das familias
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Xiphinematobacteriaceae, do filo Verrucomicrobiota, mais abundante na referéncia
em todas as coletas, e Acidothermaceae, representante do filo Actinobacteriota, grupo
representativo, principalmente, em solos florestais, as familias Gemmataceae e
Anaeromyxobacteriaceae foram relativamente mais abundantes. A familia
Anaeromyxobacteriaceae reune géneros diazotréficos, cuja abundéancia esta
relacionada a fixagdo de nitrogénio em varios ambientes do solo (MASUDA et al.,
2020).

Abundancia relativa mais expressiva dessa familia tem sido relatada em
estudos de diversidade microbiana em solos ricos em ferro, devido ao seu potencial
papel na fixacdo de nitrogénio, pela presenca de genes codificantes de nitrogenases
e seu metabolismo redutor de ferro (ZHANG et al., 2023). Assim, a abundéancia relativa
desse grupo na area referéncia, com maior rigueza de microrganismos, pode ser
indicativo de associacdo desse ambiente, rico em ferro, com esta familia que é
amplamente distribuida no solo.

Na coleta de setembro de 2022, foram encontradas cinco familias, cujas
abundancias relativas diferiram estatisticamente entre os grupos. No grupo AA, além
das familias Nitrosomodaceae e Micrococcaceae, que também foram maiores em
termos de abundancia relativa em marco de 2022, a familia Instrasporangiaceae,
embora em baixa abundéncia, foi identificada apenas nesse grupo (Figura 11).

A coleta de setembro de 2022, representante da estacao seca neste estudo,
esta relacionada as mudangas da composigao microbiana que, em decorréncia de
seca e estresse hidrico, tdxons especificos sao favorecidos. Varias familias do filo
Actinobacteriodota ja foram constatadas como taxons que sédo impulsionados em
situacao de seca e baixo potencial hidrico, entre elas a familia Instrasporangiaceae
(METZE et al., 2023). Em nossos resultados, as duas familias mais abundantes no
grupo area afetada pertenceram ao filo Actinibacteriodota, corroborando com estudos
que atestam esse filo como resistente e favorecido nas condigbes mais extremas de
temperatura e baixa disponibilidade de agua (RAO et al. 2022; WIPF et al., 2021).

Figura 11 — Abundancia relativa no nivel taxonémico de familias observados
nas amostras coletadas em Setembro 2022 na regiao de Brumadinho, MG. Asteriscos
representam diferencas estatisticas na abundéancia relativa, pelo teste de Kruskal

Wallis seguido por teste de Fisher, ambos a 5%de significancia.
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Adicionalmente, em setembro/2022, possivelmente houve uma pressédo da
condicao de seca na composicao da comunidade microbiana ndo sé na area afetada,
mas, também, na area de referéncia (Figura 11), que pdde ser percebido pela
diminuicdo da ocorréncia de diferencas estatisticas entre os grupos no nivel de familia.
Esta maior uniformizagao, também, foi percebida nos outros bioindicadores como o
CBM, o RBM e a atividade de varias enzimas avaliadas, que apresentaram maior
semelhancga nas comparacoes entre a area afetada e a referéncia.

A coleta de marco de 2023, reforca a ideia de aumento das similaridades entre
as areas estudades ao longo do tempo, ja que apenas trés das familias mais
abundantes apresentaram diferenga estatistica, mantendo o padrdo mencionado
anteriormente de maior abundancia de familias do filo Actinobacteriodota no grupo
area afetada (Figura 12).

Figura 12 — Abundancia relativa no nivel taxonémico de familias observados
nas amostras coletadas em marco 2023, na regidao de Brumadinho, MG. Asteriscos

representam diferencgas estatisticas na abundancia relativa, pelo teste de Kruskal
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A comparagdo dos principais grupos microbianos ao longo das trés coletas

apresentou variagao da abundancia microbiana no grupo referéncia (Figura 13). Como

ja mencionado, comunidades microbianas mais abundantes tendem a apresentar

maior grau de interacao entre espécies, favorecendo a ocorréncia de sucessdes ao

longo do tempo (YU et al., 2019). Além disso, as mudangas das condi¢des abioticas

ao longo do tempo de estudo, pela passagem por estacdo seca e chuvosa,

promoveram maior oslicacado da abundancia dos grupos dentro da referéncia por ser

uma comunidade maior, como atestado pelas analises de CBM.

Figura 13 — Familias mais abundantes ao longo das trés coletas nos dois

grupos de solo coletado na regido de Brumadinho, MG. Asteriscos e letras diferentes

representam diferencas estatisticas na abundancia relativa, pelo teste de Kruskal

Wallis seguido por teste de Fisher, ambos a 0,05 de significancia.
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A diversidade microbiana nos grupos ao longo das coletas, pelos indices de

Shannon e Simpson, ndo apresentou diferencas estatisticas tanto entre as areas

estudadas quanto entre as coletas (Figura 14). Tal resultado indicou que, embora a

estrutra da comunidade microbiana tenha se diferenciado ao longo do tempo em

funcdo dos grupos, ndo foram observados dominéncia de espécies (indice de

Simpson), e diferencas de complexidade nas comunidades microbianas avaliadas

(indice de Shannon).

Figura 14 — indices de diversidade de Shannon e Simpson em amostras de

solo coletado na regido de Brumadinho, MG. Asteriscos e letras diferentes

representam diferencas estatisticas na abundancia relativa, pelo teste de Kruskal

Wallis seguido por teste de Fisher, ambos a 0,05 de significancia.
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Apesar das diferencas estatisticas observadas pontualmente em filos e
familias dentro de cada coleta e ao longo dos tempos avaliados, diferencas na
composi¢cao microbiana geral dos gupos néo pode ser inferida apenas com base nas
diferengas pontuais em taxons superiores e mais abundantes. Nesse sentido, para a
verificagdo da composi¢cdo microbiana geral em nivel de ASV, foi feito a andlise de
escalonamento multidimensional n&do métrica (NMDS) complementada por
PERMANQOVA, com base na matriz de dissimilaridade de Bray-Curts (Figura 15). No
total, foram 5.705 ASVs obtidas apds o tratamento de rarefacdo dos dados e essas
ASVs foram comparadas entre os grupos pela analise de PERMANOVA em nivel de
significancia de 0,05.

Figura 15 — NMDS e PERMANOVA da dissimilaridade de Bray-Curis das
ASVs de amostras de solo coletadas na regido de Brumadinho, MG.



68

Margo 2022

Setembro 2022

Margo 2023

MDS2

-0l

-B00

MDS2
=]
=

=
=

MDS2

o

-B00

-400
MDS

MDS1

MDS1

0

-200
1

18]

NMDS/PERMANOVA

p-Valor
0,004895**

Stress

9.684676e-05 03+

Area afetada
Referéncia

Referéncia
- MDS.

p-Valor
0,01299*

Stress
0.06711578

Area afetada
Referéncia

Area afetada
MDS2

p-Valor
0.03297*

Stress
0.1234221

Area afetada
@ Referéncia

0.0

p-Valor
0,002997**

Stress
7.489199¢-05

Margo 2022
« | Setembro 2022
Margo 2023

02 MDS1 04 08

p-Valor
0,962

Stress
0.06240459

Margo 2022
s | Setembro 2022
Margo 2023

Em cada coleta, os resultados da NMDS mostraram um distanciamento

decrescente entre a area afetada e a referéncia, isto é, uma diferenga decrescente na

composi¢cao microbiana geral entre esses grupos. Na coleta de margo de 2022 e no

grupo referéncia das trés coletas, nao foi possivel obter um escalonemanto com nivel

de distorcdo adequado e a analise de NMDS apresentou um valor de Stress muito

baixo, 0 que pode representar baixa variabilidade nos dados e uma distorcéo que afeta

o modelo. Nas demais coletas, esta analise mostrou um distanciamento entre os dois

grupos, com um nivel de distor¢do ideal, indicando de fato uma diferenga na
comunidade microbiana, que foi atestada pela PERMANOVA.
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Para a dissimilaridade das duas areas estudadas ao longo do tempo, foi
observado o mesmo padrdo encontrado para a abundancia relativa nos niveis mais
superiores, em que o grupo referéncia apresentou a comunidade microbiana diferente
ao longo das trés coletas e a area afetada se manteve igual, sugerindo uma possivel
homogeneidade neste ambiente, que pode conservar a estrutura da comunidade
como menos dindmica ao longo do tempo, observado mesmo em nivel de ASV.

Estudos sobre a composigdo microbiana, e sua variagdo ao longo de
diferentes tipos de solo, uso de solo, propriedades geomorfolégicas e ecossistemas,
demonstram uma relacao direta desses fatores com a composicdao microbina, em que
um dos influenciadores centrais é a cobertura vegetal do solo (KACERGIUS et al.
2023). Ja foi demonstrado que a diversidade de fungos micorrizicos em areas sob
processo de revegetacao, teve sua diversidade aumentada, e niveis taxonémicos
mais baixos de grupos bacterianos sao relatados como variaveis, em termos de
composi¢cdo, em estudos sobre diversidade microbiana de solos afetados por
atividades de mineracao (PRADO et al., 2019; VIEIRA et al., 2018). Nossos resultados
concordam com esses estudos, ja que também obervamos essa diferenciacdo da
composicdo do microbioma entre as duas areas estudadas nas coletas
individualmente, mostrando que a comunidade microbiana responde as
caracteristicas dos ambientes podendo ser um indicador de ambientes especificos.

Considerando a representatividade de ambientes por meio de grupos
especificos de microrganismos, foi feito a andlise de espécies indicadoras para
verificar o grau de associacao de ASVs aos ambientes estudados (Figura 16). Esta
analise indicou ASVs que foram exclusivas e altamente associadas a cada um dos
grupos, reforgcando o fato de que certos grupos microbianos podem ser bioindicadores
de ambientes com caracteristicas especificas. Das 5.705 ASVs totais, 2.206
apresentaram algum grau de associacao significativa aos grupos referéncia e area

afetada, sendo 957 associadas a area afetada e 834 associadas a referéncia.

Figura 16 — ASVs indicadoras em nivel de género e com abundancia relativa acima
de 0,01 proveninetes de sequenciamento parcial do gene RNAr 16S de amostras de
solo coletadas na regido de Brumadinho, MG. As barras de cor cinza representam as
ASV presentes nos dois grupos.
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Dentre os géneros das ASVs indicadoras de maior abundancia relativa,
apenas dois géneros foram comuns a ambos os grupos, Gemmatinomoas e
Acidibacter, além de géneros associados a solos mais acidos e organoheterotréficos
como Acidibacter e Bacillus. Em ecossistemas florestais, Gemmatinomoas, Bacillus,
Mycobacterium, Acidibacter e Burkholderia tém sido géneros relatados como
indicadores desse tipo de ambiente, geralmente impulsionados pela alta
disponibilidade de fontes de carbono, nitrogénio e, sobretudo, influenciados pelo pH
mais &cido (MA et al., 2022; SHI et al., 2021; BACMAGA et al., 2022).

Na area afetada, como previsto, houve a identificacao de géneros indicadores
mais especificos, possivelmente em decorréncia das maiores peculiaridades desse
ambiente. Foram observados géneros associados a atividades promotoras de
crescimento de plantas e espécies celuloliticas especificas, como Sinomonas e
Ramlibacter. Este ultimo tem sido descrito como degradador de celulose por meio da
producao das enzimas glucanases, e Sinomonas, uma Actinobacteriota, € relacionado
a solubilizag&o de nutrientes minerais, sobretudo fosfato inorganico (CHINACHANTA
et al., 2023; KANG et al., 2022). Como ja discutido anteriormente, o grupo area afetada
apresentou uma comunidade microbiana de menor correlagdo com a MO e CTGC;
nesse cenario, grupos com atividades promotoras de crescimento de plantas, como o
Proteobacteria Ramlibacter, e os Actinobacteriota Sinomonas e Psedarthrobacter,
podem estar sendo favorecidos e selecionados, favorecendo o estabelecimento de
relagdes especificas com plantas, como ja demonstrado em outros estudos
envolvendo solos degradados (RAO et al., 2022; SAEED et al., 2021; SILVA et al.,

2024).



71

Um outro género indicador com alto grau de associacdo a area afetada
observado em amostras de setembro/2022, o Knoellia, representante da familia
Intrasporangiaceacea, é relatada como aumentado em termos de abundancia, em

situagbes de stresse hidrico como ja discutido anteriormente (METZE et al., 2023).

2.4 CONCLUSOES

As andlises dos bioindicadores microbianos permitiram o monitoramento e a
caracterizacao do solo ao longo do tempo. Os bioindicadores associados diretamente
as funcbes ecoldgicas, como a atividade enzimatica, tamanho da comunidade
microbiana e taxa de respiragdo do microbioma do solo, possibilitaram estabelecer
uma relagéo direta entre a revegetacao, que ocorreu ao longo das trés coletas, e a
saude do solo. A analise integrada dos bioindicadores indicou uma recuperagéao do
solo na area afetada, tendo em vista a crescente aproximacao dos seus valores aos
valores de referéncia. Com relacdo as andlises da estrutura e da diversidade
microbiana do solo, foi demonstrado, também, aumento da semelhanca ao longo do
tempo entre areas afetada e referéncia, ja que a diferenca das abundéancias relativas
dos filos e familias foram atenuadas ao longo do tempo avaliado. Adicionalmente, o
estudo da estrutura da comunidade microbiana demonstrou ser mais persistente em
revelar diferencas nos dois ambientes, uma vez que, apesar do aumento da
semelhanca na comunidade microbiana geral, mesmo na ultima coleta quando outros
indicadores, como a atividade enziméatica, indicavam auséncia de diferencas
estatisticas na atividade de vérias enzimas, as analises de NMDS complementadas
com PERMANOQOVA, ainda indicavam significancia nas dissimilaridades entre as areas.
A andlise de espécies indicadoras revelou bioindicadores muito especificos no grupo
area afetada, com a identificacdo de géneros descritos como promotores de
crescimento vegetal, ressaltanto a peculiaridade, em termos de microbioma,
relacionada a demandas especificas de cada tipo de ambiente. Esta analise também
evidenciou que dois géneros, Gemmatimonas e Acidothermus, apresentaram um
potencial para serem utilizados como marcadores no monitoramento do processo de
reabilitacdo, uma vez que os mesmos apareceram em ambas areas referéncia e

afetada.
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Portanto, os bioindicadores CBM, qCOz2, atividade da urease a arilsulfatase, e
andlise de espécies indicadoras foram os mais eficientes para o monitoramento da
qualidade do solo nesse estudo, demonstrando sensibilidade adequada quando
analisados conjuntamente, principalmente o CBM e a analise da diversidade, sendo
uma ferramenta promissora em estudos de solos degradados.
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CAPITULO 3

ISOLAMENTO DE RIZOBACTERIAS DA AREA AFETADA PELO REJEITO DE
MINERACAO DE FERRO
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3.1 INTRODUCAO

As rizobactérias sdo microrganismos que habitam o entorno das raizes de
plantas, regido passivel da influéncia das raizes, sendo normalmente indefinida
quanto a sua geometria e delimitagcdo uma vez que envolve gradientes de dimensdes
diferentes em fungdo dos processos e do tipo de solo (HARTMANN et al., 2007;
HINSINGER et al.,, 2005) A presenca dessas bactérias nesta regido tem sido
associada a inumeras funcdes para a planta, sendo que muitas dessas bactérias sao
capazes de produzir metabdlitos de interesse para a planta e utilizar, em contrapartida,
substancias exsudadas pelas raizes (PANTIGOSO et al. 2022). Assim, devido a esta
capacidade de fornecer substancias importantes para a planta, no sentido do seu
desenvolvimento, e serem constituintes da rizosfera, essas bactérias sao designadas
como rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR).

Varios estudos tém demostrado a capacidade de producéo e liberacdo de
metabolitos por PGPRs que afetam diretamente as plantas, dentre elas, além de
enzimas que atuam em substratos do solo, estdo horménios, como acido indol 3-
acético e giberelinas, substancias antagonistas a fitopatégenos, sideréforos e acidos
organicos capazes de solubilizar fosfato adsorvido (KHAN et al., 2021; Shi et al.,
2024). Nesse sentido, a intima relacédo estabelecida pelas rizobactérias possibilitam
as plantas a superarem diversas situagdes de estresse, favorecendo seu
estabelecimento mesmo em solos degradados, que é o passo inicial nos processos
de recuperacao ambiental (CORDERO et al., 2024; UPADHYAY et al., 2022; XU et
al., 2023).

Portanto, tendo em vista a presenca de crescimento vegetal na area, foi
proposto a hip6tese de que existem PGPRs na area afetada pelo rejeito em Remanso
1B. Este trabalho realizou o isolamento e a caracterizagao de rizobactérias no ambito
da prospeccao de isolados eficientes na promog¢ao de crescimento vegetal como uma
ferramenta para estratégias futuras de reestabelecimento da vegetagédo em processos
de recuperacao ou de reabilitacdo de solos degradados. Estas PGPRs podem ser
aplicadas para producao de mudas vegetais de maior rusticidade refletindo na maior

sobrevivéncia em areas afetadas por rejeito de mineragéao.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coleta de material

Para o isolamento de bactérias rizosféricas foram coletadas raizes de plantas
na area afetada pelo rejeito de mineracdo de ferro proveniente do rompimento da
barragem B1 da Mina Cérrego do Feijao na regiao de Remanso 1B (Figura 17).

Figura 17 — Localizagdo dos pontos de coletas de amostras para isolamento

de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas na area Remanso 1B em

Brumadinho, MG.
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Uma planta em cada ponto, totalizando 12 plantas, foi retirada do solo e suas
raizes coletadas, utilizando alicate de jardinagem e transferidas para sacos plasticos
do tipo ziplock novos e devidamente identificados. Os sacos contendo as raizes foram
mantidos em refrigeracao a 4 °C por um periodo de dois dias até o término da coleta,

depois do qual as raizes foram prontamente levadas ao isolamento.
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3.2.2 Isolamento de rizobactérias

Para processo de isolamento de rizobactérias foi seguido o protocolo proposto
por White et al. (2014). Para tanto, as raizes foram cortadas e colocadas em tubos
tipo Falcon estéreis de 50 mL contendo 30 mL de solugdo salina tamponada com
fosfato e Tween 20 % (PBST) na razdo de 500 pL de Tween 20 %/L de PBS. Os tubos
foram submetidos a ultrassom no ultrasonicador Elmasonic 30 H™ (Elma
Schimidbauer GmbH, Alemanha), para desprendimento dos microrganismos aderidos
mais proximamente a raiz, em trés tempos sucessivos, 1 minuto, 1 minuto e 10
minutos, sendo as raizes transferidas para um novo tubo Falcon estéril de 50 mL
contendo 30 mL de PBST sucessivamente depois de cada tempo de sonicagdo. Em
seguida, o lavado das raizes foi centrifugado a 5.000 g por 5 min e o pellet formado,
ressuspendido em um volume de 5,0 mL de PBST. Posteriormente foi feito a diluigdo
em série, e as diluicbes 102 e 10“ plagueadas por espalhamento em meio agar
nutriente suplementado com o antifungico ciclohexamida (Merck, Alemanha). As
placas foram incubadas a 37 °C para o crescimento microbiano e as colbénias
morfologicamente distintas repicadas pelo menos trés vezes sucessivas em meio agar
nutriente para a obtencéo dos isolados (White et al., 2014).

Obtidos os isolados, estes foram cultivados em caldo nutriente a 37 °C por
tempo suficiente para visualizagdo do crescimento de col6nias, estando isentos de
qualquer contaminacgao aferidas em placas de Petri, foi feito o estoque dos mesmo em
glicerol 25 % sendo a partir entdo mantidos em refrigeracéo a -20°C.

3.2.3 Identificacao taxonomica dos isolados e analise filogenética

Depois da etapa de isolamento e estoque, procedeu-se a identificacao dos
isolados por meio da amplificagcao parcial do gene 16S rRNA. Para tanto, os isolados
foram repicados por estrias compostas em placas de agar nutriente, e incubados a
37°C até o crescimento suficiente para verificacao da ndo existéncia de contaminagao
e obtencéo de colbnias isoladas. A partir de coldnias isoladas, foi feito a lise celular
para obtencao do DNA molde a ser usado na amplificagdo parcial do gene 16S rRNA.

Para a lise celular, uma pequena massa de célula foi coletada utilizando-se al¢a de
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repicagem estéril descartavel de 10 uL e transferida para microtubos de 200 pL
contendo 40 pL de agua ultrapura autoclavada. Posteriormente, os microtubos
contendo a suspencao de células de cada isolado foram levados ao termociclador
SensoQuest™ da GmbH e submetidos a 95 °C por 5 minutos para lise térmica. Depois
da etapa da lise térmica, os tubos foram transferidos para microcentrifuga em que
foram centrifugados por 10 segundos a 14.000 rpm para a precipitagdo dos residuos
celulares da lise.

Para a amplificacdo parcial do gene 16S rRNA, foram utilizados o
sobrenadante dos tubos de lise celular como DNA molde na reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) que foi conduzida em 30 ciclos nas seguintes condi¢bes:
desnaturacao inicial a 95 °C por 5 min, 95 °C por 1 min, anelamento do primer a 57 °C
por 25 segundos e 72 °C por 1 min para extensao da cadeia. Os primers utilizados
foram o par de primer universal 10F (GAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1100R
(AGGGTTGCGCTCGTTG) gerando amplicons de tamanho aproximado de 1500 pb.
Os amplicons obtidos da reacao foram aferidos quanto ao tamanho e a intensidade
da banda, em gel de agarose 0,8 %, corado com UniSafe Dye (Uniscience) e
visualizados em transluminador (Applied Biosystems, USA). Posteriormente, foi feita
a purificagcao dos produtos de PCR utilizando Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System da Promega sendo obtido, por fim, produtos de PCR parcial do gene 16S
rRNA purificados e prontos para sequenciamento.

Os produtos de PCR do gene 16S rRNA foi sequenciado bidirecionalmente, e
as sequéncias obtidas foram analisadas no software DNA Baser Assembler versao
5.21.0, sendo montados os contigs, salvos em formato fasta, e estes foram
contrastados com o banco de dados BLASTn da base de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), para alinhamento das sequéncias nucleotidicas.
Depois do alinhamento das sequéncias de cada isolado com sequéncias do banco de
dados, foi montado o arquivo “txt” contendo os contigs e sequéncias tipo para cada
isolado, obtidas do banco de dados RefSeq (NCBI Reference Sequences). Utilizando
o software MEGA versao 7.0.26 foi feito o alinhamento dos contigs e sequéncias tipo
e por alinhamento Muscle e a reconstrucao filogenetica, pelo método estatistico
Neighbor-joining, utilizando o Kimura 2p para calculo do comprimento dos ramos em

um bootstrap de 1000 repeticoes.
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3.2.4 Triagem in vitro dos isolados para PGPR

Os isolados identificados foram triados com relacdo a capacidade de
solubilizacao de fosfato de calcio, producao sideréforos, acido giberélico, acido Indol
3 - acético e fixacao bioldgica de nitrogénio.

Para o teste de solubilizacdo de fosfato foi utilizado o método baseado em
SYLVESTER-BRADLEY et al. (1982). Nesse caso, os isolados foram previamente
cultivados em caldo nutriente por tempo suficiente para o pleno crescimento. O meio
GL foi preparado contendo glicose, extrato de levedura e agar nas concentracdes de
10, 2 e 15 g/L respectivamente. Adicionalmente, uma solugdo em agua de KaHPO4 a
100g/L (Solugéo 1) e uma solugédo aquosa de CaClza 100g/L (solucéo 2) foi preparada
em recipiente particular para serem autoclavados separadamente. Apds a
autoclavagem, as solucdes 1 e 2 foram misturadas, homogeneizadas e adicionadas
ao meio GL com pH ajustado para 6,8, que foi entdo vertido nas placas de Petri. Apds
isso, cada isolado foi plaqueado em triplicatas, pela técnica de microgotas, em que 20
uL de cada cultura de célula foi transferida para placa contendo meio de cultura GL e,
apds a secagem, incubadas a 28 °C por 5 dias. Com o crescimento dos isolados na
placa, os halos de coloracéo clara resultante da solubilizacdo do fosfato tricalcico,
foram medidos.

Para o teste de producao de sideréforos foi utilizado o método de SCHWYN
& NEILANDS (1987). Neste método os isolados, previamente ativados em caldo
nutriente, foram plaqueados por microgotas em meio agar kingB diluido, adicionado
20% do volume do meio de corante cromo azurol S (CAS). O meio agar KingB foi
preparado com glicerol 3 g/L, peptona 4 g/l, K:HPO4 0,23 g/L, MgS04.7H20 0,3 g/L e
agar a 15g/L sendo ajustado pH para 6,8. O corante CAS foi feito a partir da mistura
de quatro solugdes sendo a solugdo 1 composta de FeCls6H20 e HCL a 1 mM e 10
mM respectivamente, solugdo 2 de CAS em agua ultrapura estéril a 2mM, solucao 3
de CTAB (HDTMA) em &gua ultrapura a 10mM e solucédo 4 de piperazina anidro 0,5M
e HCL 2,4mM. Apés 5 dias de incubacao os halos de coloracao laranja resultantes da
reacao dos compostos sideréforos com o corante CAS foram medidos.

A quantificacdo de giberelinas foi aferida como descrito por El et al. (2024).
Para tanto, os tubos com os isolados previamente cultivados em meio isento de
glicose e nitrogénio foram centrifugados a 6.000 rpm por 15 minutos e 0,5 mL do
sobrenadante misturados a 4,5 mL de H2SO4 concentrado e resfriado. Os tubos de
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ensaio foram entdo colocados em banho de gelo por 10 minutos e logo ap6és em
banho-maria a 28°C por 1 hora. Apds a retirada de todos os tubos de ensaio do banho-
maria, eles foram mantidos em temperatura ambiente por 15 minutos e medido a
absorbancia a 412 nm em espectrofotobmetro (Hach DR3900®, Alemanha). As leituras
foram convertidas em concentracao de acido giberélico a partir da curva de calibracao
preparadas com concentragdes crescentes de 0 a 100 ppm, utilizando 0 mesmo meio
de cultivo e procedimento adotada para os isolados.

No teste de producdo de acido indol 3-acético (AlA) foi utilizado o método
proposto por GLICKMANN e DESSAUX (1995). Para tanto, os isolados foram
cultivados em meio agar KingB modificado (adicéo de triptofano 0,5g/L) com pH 6,8
por 72 horas, sendo posteriormente tomado 1 mL da cultura e centrifugado a 12.000
rom por 3 minutos. Apds a etapa de centrifugacdo, 150 uL do sobrenadante foram
transferidos para microplacas de 96 pocos e adicionado 100 pL do reagente de
Salkowsky composto por de FeCls (0,07M) e H2SO4 (7,7M). As placas foram incubadas
no escuro por 30 minutos e imediatamente apos esse tempo, lidos a um comprimento
de onda de 520 nm em leitor de microplaca (Agilent BioTek®, USA). Uma curva de
calibracao foi preparada com concentragdes crescentes de 0 a 1000 pmol/mL de AlIA
como proposto por SARWAR & KREMER (1995).

Para o teste de capacidade de fixar biologicamente o nitrogénio (FBN), foi
preparado o meio NFb semi-sélido com a seguinte composicao: acido malico 5 g/L,
K2HPO4 0,5g/L, MgSO47H20 0,2g/L, NaCl 0,1 g/L, CaCl2 2.H20 0,02 g/L, 2 mL de
solucao de azul de bromotimol a 0,5 %, 4 mL de solucao de FeEDTA a 1,64 %, KOH
45 ¢g/L, e 3,5 g/L agar. Além disso, foi adicionado ao meio uma solucdo de
micronutrientes composta por 0,04 g/L de CuSO45H:20, 1,2 g/L de ZnSO47.H20, 1,4
g/L de H3BOs, 1 g/L de Na2MoO42H20, 1,175 g/L de MgSO4H20 e uma solugao de
vitaminas composta por 100 mg/L de biotina e 200 mg/L de piridoxol-HCL. No meio
NFb semi-sélido foram inoculados os isolados como descrito DOBEREINER et al.
(1995), em que 20 mL do meio foi vertido em tubos de ensaio, e os isolados
previamente cultivados em meio agar nutriente, recolhidos por uma alga de repicagem
de 1 uL e inoculados por meio de uma picada no meio, em triplicata. Os tubos foram
entdo incubados a 28 °C por até 8 dias e a formacao de um halo de crescimento
bacteriano de cor azul clara associada a basificagdo do meio foi indicativo de positivo

para fixacao biol6gica de nitrogénio.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Isolamento e identificacao taxonémica de rizobactérias

Das raizes das 12 plantas coletadas, foram obtidos 34 isolados rizosféricos
pelo método de isolamento utilizado. Apds o sequenciamento parcial do gene 16S
rRNA, foi realizada a analise taxonémica e a analise filogenética dos isolados (Figura
18). A maioria dos isolados foram afiliados ao género Bacillus seguidos por Pantoea,
Arthrobacter e Microbacterium. Os géneros menos representados, com apenas um
isolado, foram Pseudomonas, Burkholderia, Chitinophaga, Stenotrophomonas,
Xanthomonas, Bosea, Agrobacterium,  Staphylococcus, @ Rhodococcus e
Curtobacterium. Quatro isolados nao tiveram os géneros resolvidos pela hipétese
filogenética gerada, sendo o isolado 3 na base cluster do género Pantoea, o isolado
62 na base do cluster de Microbacterium, e os isolados 32 e 33 como um cluster

individual mais préximo ao outgroup.

Figura 18 — Analise filogenética, baseada em sequéncias parciais do gene RNAr 16S,
de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas isoladas do solo de éarea
degradada pelo rejeito de minério de ferro em Remanso B1 na regido de Brumadinho,
MG. Distancia evolutiva baseada no modelo Kimura 2p e reconstrugcdo da arvore pelo
método Neighbor-joining. Valores de Bootstrap (repeticao de 1000, mostrada com %)
foram listados.
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O género Bacillus tem sido relatado como muito comum no solo, sendo
recorrente em todas as técnicas de isolamento em meio de culturas mais usuais,
principalmente em plantas arbustivas (MILJAKOVIC et al.,2020; PANDEY & PALNI
1997). Este género é associado a muitas funcdes ecoldgicas importantes e, além
disso, conhecidos produtores de metabdlitos promotores de crescimento de plantas
(CHERIF-SILINI, et al., 2016). Varios estudos de prospeccao de microrganismos a
partir de solos relatam ser, esse género, o mais representativo, ressaltando sua
importancia na colonizagdo da rizosfera. Nossos resultados corroboram com esses
estudos, ja que foram os que tiveram maior abundancia pelo método de isolamento
adotado.

Pantoea é comumente relatado como um género que engloba algumas

linhagens de PGPR e fitopatégenos, tendo representantes encontradas também na
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filosfera e de forma endofitica (LV et al., 2022). Dentre os nossos isolados, 5 foram
agrupados em nivel de género no cluster Pantoea, sendo o isolado 11 apontado com
grande identidade a espécie Pantoea agglomerans, espécie que abrange desde
linhagens com alta capacidade de promocéao de crescimento de plantas a até algumas
descritas como patdgeno oportunista em humanos (CRUZ et al., 2007). Os demais
géneros, como Pseudomonas, Stenotrophomonas, Agrobacterium, Bosea e
Artrobacter e Microbacterium tém sido amplamente relacionados a funcdes
importantes para o desenvolvimento das plantas de interesse agronédmico como
biocontrole de patégenos, fixacao bioldgica de N, producao de citocinas entre outros,
e sdo conhecidos por colonizarem a rizosfera (JHA & SARAF 2015). O cluster
individual dos isolados 32 e 33 foi agrupado préximo ao grupo do género
Chitinophaga. O Género Chitinophaga, assim como o género Curtobacterium também
representando, sdo conhecidos por algumas linhagens apresentarem resisténcia a
metais pesados e capacidade de uso em biorremediagcdo (MURATOVA et al., 2023;
PATEL et al., 2022). Esses isolados juntamente aos isolados 3 e 62, que n&o tiveram
0 género resolvido pela hipotese filogenética, podem ser representativos do ambiente
em que foram isolados, dada a sua possivel capacidade de resisténcia a metais e

contaminantes.

3.3.2 Triagem in vitro dos isolados para promocao de crescimento de plantas

Os testes de triagem aos quais foram submetidos os isolados, indicaram alguns como
promissores do ponto de vista de PGPRs. Dos 28 isolados considerados distintos,
apenas 5 nao apresentaram resposta a nenhum teste, e 20 demonstraram potencial
em pelo menos 2 dos testes realizados, representando um percentual de 70% do total
dos isolados (Tabela 1 e Figuras 19 e S1).

Tabela 1 — Quantitativos dos testes de triagem dos isolados provenientes de Remanso
1B na regido de Brumadinho (MG) para promocao de crescimento de plantas. ID:
identidade; SD: sideréforos; SF: solubilizacdo de fosfato; AlA: acido indol 3-acético;
GA: giberelinas; FBN: fixagdo bioldgica de Nitrogénio; *: géneros nao resolvidos pelo
modelo Neighbor-Joining (Figura 18).
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ID SD SF AIA GA
ISOLADO BLASTn % N2 ACESSO halo (mm) halo (mm) pg*mL" pg_;*mL'1 FBN
2 Staphylococcus 99,3 MW365210.1 _ 12 . . ;
3 Pantoea* 95,2 CP035034.1 . . 14,9 139,5 .
4 Bacillus 99,7 MT225770.1 _ ; _ . ;
5 Pantoea 98,3 MH973237.1 13 15 17,6 39,7 .
6 Burkholderia 99,7 MG674319.1 20 20 _ . +
7 Bacillus 99,5 MK648344.1 49 . B B .
9 Pantoea 98,3 HQ242739.1 15 ; 36 _ ;
1 Pantoea 99,2 MG836018.1 50 . 24,6 . -+
13 Pantoea 97,4 CP054912.1 _ ; _ _ ;
20 Curtobacterium 99,7  AY273209.1 10 . . . +
31 Bacillus 99,2 OP268526.1 _ . _ . .
32 Pseudomonas* 98,2 CP087166.1 20 10 . . +
34 Arthrobacter 99,1 FJ890893.1 18 . . . +
35 Bacillus 99,1 ORB342735.1 . 12 . . +
36 Xanthomonas 99,8 0Q439133.1 _ ; 15 _ +
37 Rhodococcus 99,4 MN826591.1 . . B 45,9 -+
38 Bosea 99,8 LC133745.2 _ ; _ . +
40 Chitinophaga 99,6 MN100129.1 } . . . i}
M Agrobacterium 99,6 GU296353.1 17 . _ 42,1 ;
45 Bacillus 99,7 MN421112.1 16 ; i} . +
46 Pseudomonas 99,5 KJ642326.1 29 8 _ . -+
a7 Bacillus 97,7 MN448425.1 } 9 . . .
48 Bacillus 99,7 MT225770.1 _ ; . . .
Stenotrophomo- 98,4 MT071582.1
52 nas 21 - - - +
57 Streptomyces 99,3 MN826178.1 . 17 . . +
59 Microbacterium 99,7 MT487634.1 ; 10 R . .
62 Microbacterium* 99,2 MW433868.1 9 10 . . ;
63 Microbacterium 99,5 OK271123.1 ; 10 _ . -+
66 Arthrobacter 97,7 FJ890893.1 2 . . 64 ;

Dos testes, o FBN foi o0 que mais obtive resposta dos isolados, seguido de
producdo de siderdforos e solubilizacdo de fosfato. O teste de FBN apresentou
positivo para 15 isolados distribuidos em varios géneros distintos, além de positivo
também para isolados de clusters individuais. O teste de produgédo de sidero6foros,
indicou positivo para 14 isolados, e 11 isolados foram capazes de solubilizar fosfato
tricalcico. Os testes para quantificacdo da producdo de fitormdnios, AIA e acido
giberélico foram os mais restritos, em que apenas 5 isolados indicaram positivos com

guantidades dentro da faixa de detecc¢ao da curva padrao utilizada para cada método.
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Em termos quantitativos, houve sobreposi¢cao de isolados como mais eficientes na

producéo de metabdlitos de interesse (Figura 19).

Figura 19 — Andlise filogenética destacando a caracterizacao in vitro dos isolados
provenientes de Remanso 1B na regido de Brumadinho (MG) para fatores de
promocéao de crescimento de plantas. Distancia evolutiva baseada no modelo Kimura

2p e reconstrugéo da arvore pelo método Neighbor-joining.
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O isolado 5 foi o que mais respondeu aos testes, sendo positivo para
sideroforos, solubilizacdo de fosfato, producédo de AIA e giberelinas. O Género
Pantoea, do filo Pseudomonadota, ao qual pertence isolado 5, é bastante conhecido
por incluir linhagens descritas como PGPRs. Esse género, proposto em 1989, passou
a incluir o grupo Erwinia herbicola e algumas linhagens de Enterobacter agglomerans,
cuja analise genética de hibridizagdo DNA-DNA e de caracteristicas fenotipicas,
demonstraram uma intima relacdo entre esses organismos. Assim, essas duas
espécies foram estabelecidas dentro deste género como P. agglomerans e P.
dispersa. Desde entdo, o género Pantoea passou a reagrupar outras espécies
consideradas mais heterogéneas como, E. uredovora e E. stewartii e outras
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descobertas a partir de 1992 (MORIN & PARVEEN, 1999). Estudos anteriores
demonstraram capacidade de produgdo de uma combinagdo de auxinas por cepas
desse género, sendo o AIA produzido em combinacdo com outros compostos
semelhantes, que foram capazes de melhorar o enraizamento de estaquias de plantas
lenhosas, sugerindo assim seu potencial uso como bioestimulantes (LUZIATELLI et
al., 2020). Nosso estudo contemplou a verificagao da producao de AIA em quantidade
pequenas de triptofano, precursor dessa auxina, e mesmo em quantidades baixas de
triptofano, os isolados identificados como Pantoea sp. tiveram niveis de producao
variando de 14,9 a 36 ug.mL™", quantidades consideradas altas e normalmente obtidas
em cultivos com grandes quantidades de triptofano disponivel no meio (MOHITE,
2013; SILVA et al., 2020). Adicionalmente, estudos de exploracdo do microbioma
rizosféricos demonstraram que Pantoea, pode fixar nitrogénio como microrganismos
de vida livre no solo, solubilizar fosfato inorganico e tem apresentado alta capacidade
de producao de AIA (GANESH et al., 2022). Nossos resultados corroboram com esses
estudos ja que, com excecdo do isolado 36, todos os demais que demonstraram
capacidade de producdo de AIA foram pertencentes ao género Pantoea, além da
capacidade de solubilizar fosfato, também apresentada por isolados desse grupo.
Enquanto a producdo do AIA e outras auxinas s&o mais amplamente
distribuidos entre os microrganismos, a produgcado de giberelinas € de carater mais
restrito. As primeiras experiéncias sobre a biossintese desse composto foram na
espécie fungica Giberella fujikuroi, reclassificado como Fusarium fujikuroi, sendo a
partir de entédo atribuido a outras espécies de fungos e, posteriormente, a plantas e
bactérias (MACMILLAN, 2002; SALAZAR-CEREZO et al.,, 2018). Em nossos
resultados, para a produgédo de giberelinas, além do género Pantoea representado
pelo isolado 5, os isolados 3, 66, 37 e 41 foram positivos, e os que tiveram melhores
niveis de produgéo desse fitormonio, variaram de 39 a 139,5 pg.L". Estudos tém
relatado cepas de Pseudomonas spp. produzindo quantidades maximas em torno de
60 pg*mL " de giberelinas em condigdes de cultivo otimizado (LOTFI et al., 2022) e
alguns screening de potenciais PGPR tem reportado valores semelhantes como
referentes a cepas com alta capacidade de producao desse metabdlito, o que torna
esses isolados promissores nesse sentido (SILPA et al., 2018). O isolado 3 foi o que
apresentou maior potencial de producao de giberelinas no teste in vitro, com niveis 54
% acima do isolado 66, o segundo com melhor nivel de produgédo. Este isolado foi
identificado como proximamente relacionado ao género Pantoea, embora na hipotese
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filogenética obtida, ndo tenha sido definido seu género. Possivelmente, este isolado
pertence, se ndo ao género Pantoea, pelo menos a familia Erwiniaceae estando assim
proximos aos isolados com melhor desempenho também na produgéao de AIA. O
isolado 66, foi identificado como pertencente ao género Arthrobacter. O género
Arhtrobacter criado em 1947, e incluido na familia Micrococcaceae a partir de 1980
(JONES & KEDDIE, 2006) tem sido significativamente relacionado a sintese de
giberelinas e fixagao de nitrogénio, assim como outras actinobacterias (GRAPPELLI
& ROSSI 1981; SHI et al., 2023). Nossos resultados indicam atividade de fixacado de
nitrogénio, tanto para os isolados préximos a Arthrobacter, quanto para os demais
isolados 63,20,57 e 37 pertencentes também a Actinobacteriota, reforgando o papel
das actinobacterias na FBN como descrito em muitos screenings de PGPR
(SELLSTEDT & RICHAU, 2013; KUCHO et al., 2017; RODRIGUES et al., 2018).

Nos testes de producao de sideroforos e solubilizagao de fosfato, foi encontrado
maior ocorréncia de sobreposicdo, em que 0 mesmo isolado respondeu positivamente
a dois testes. Do ponto de vista quantitativo, o isolado 6 apresentou a maior resposta
considerando a medi¢ao do halo de reagao dos sider6foros com o meio e o halo de
solubilizacdo de fosfato tricalcico. A capacidade de solubilizacdo de fosfato foi
detectada na maioria dos isolados testados. Dez isolados apresentaram capacidade
de solubilizar fosfato tricalcico, dentre eles isolados pertencentes aos géneros
Bacillus, Microbacterium, Brukholderia e Pantoea. ldentificado como pertencente ao
género Burkholderia, o isolado 6 apresentou um potencial acima de 44 % maior na
producdo de sideréforos relativamente aos demais isolados e maior halo de
solubilizagédo de fosfato. Linhagens de Burkholderia contaminans tém sido descritas
como PGPR capazes de producao de sideréforos, solubilizacao de fosfato, fixacdo de
nitrogénio e controle biolégico de fusarioses (HEO et al., 2022). O género Burkholderia
tem sido alvo de estudos de prospeccédo de genes com potencial biotecnoldgico,
sendo relatado como rizébios com capacidade de estabelecer nodulagao com plantas
leguminosas para fixagao de nitrogénio (EMBRAPA, 2006), e de produzir enzimas de
atuacdo em uma ampla gama de substratos, sendo assim altamente competitivo
(LARD et al., 2017). Portanto, o isolado 6, identificado justamente como uma linhagem
dessa espécie, pode ser reflexo de alguma pressao seletiva em fungao do solo em
gue foi isolado, e pode ser promissor na promog¢ao de crescimento de plantas.

Assim como para a FBN, o teste para sider6foros apresentou uma grande
distribuicao entre os isolados, em que varios grupos microbianos demonstraram
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atividade. O solo da regiao estudada € rico em minério de ferro, no entanto formas
férricas como a hematita e alguns outros hidroxidos de ferro, s&o insoluveis podendo
levar a uma baixa disponibilidade de ferro para as plantas mesmo nesse tipo de solo
(BENITE et al., 2002). Ademais, estudos apontam para uma relagado entre a o
movimento do ferro no solo e a disponibilidade de nitrogénio (SLIMANI et al., 2023),
gue podem estar relacionadas ao fato dos isolados terem apresentado maior resposta
a esses dois testes. Compostos sideroforos produzidos por microrganismos permitem
a captura de ferro livre no solo e o seu carreamento para as células microbianas,
disponibilizando assim esse nutriente. Muitos microrganismos rizosfericos sao
conhecidos pela capacidade de producao desses compostos quelantes de ferro e isso
pode ser uma vantagem sobre os outros microrganismos, uma vez que o ferro ficaria
disponivel para eles e ndo para os outros (SAYYED et al., 2013). Assim, a ocorréncia
de muitos isolados capazes de produzirem sider6foros neste estudo, podem ser
reflexo da baixa disponibilidade de ferro devido ao solo apresentar grande teor de
hematita, forma indisponivel, e ser uma vantagem competitiva num cenario de solo

degradado.

3.4 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram a ocorréncia de PGPRs na area afetada
pelo rejeito no Remanso 1B sendo o método de isolamento adotado baseado na
sonicagao em trés tempos sucessivos, eficiente na obtencao de isolados rizosféricos
mais diversos, ja que além dos varios géneros, foi também possivel obter linhagens,
que na hipétese filogenética gerada pelo modelo Neighbor-Joining a partir do
sequenciamento parcial do 16S rRNA, formaram clusters mais distantes de suas
linhagens tipo. Esses isolados sao promissores do ponto de vista de sua classificacao
taxondmica, podendo se tratar de uma espécie ainda ndo descrita. Nesse sentido,
mais estudos sdo necessdarios para a caracterizacdo desses isolados, inclusive
estudos genéticos de sequenciamento de outros marcadores filogenéticos ou do DNA
total, para uma identificacdo mais precisa. No total, 34 isolados foram obtidos e os
géneros mais abundantes foram Bacillus, Pantoea, Arthrobacter e Microbacterium.

Esses géneros sdo bem relatados na literarura como grupos associados a fungdes
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importantes para plantas, e os nossos resultados corroboraram com relatos a partir
dosresultados dos testes de triagem.

Nas triagens para producao de compostos com capacidade de promoc¢ao de
crescimento de plantas, varios isolados se mostraram eficientes como PGPR pois, do
total de 28 isolados, apenas 8 ndo foram positivos a nenhum ou foram a apenas um
dos testes realizados, sendo mais de 70 % com atividade em dois ou mais testes,
incluindo isolados afiliados aos géneros mais abundantes, em que 7 se destacaram
nos testes quantitativos. Esses isolados sdo promissores do ponto de vista de
bioestimulacao vegetal, sobretudo em areas degradadas, uma vez que foram isolados
deste tipo de ambiente e apresentaram boa atividade, in vitro, em testes-chave como
FBN, solubilizacao de fosfato, produgao e AlA e giberelinas. Todos esses isolados,
sobretudo o0s que apresentaram atividade de produgcdo de fitormonios, sao
promissores para testes in vivo, consorciados entre si ou individuais, para verificacao
de sua real atividade de promocao de crescimento vegetal. Assim, podera ser possivel
o estabelecimento de uma formulagdo de inoculante a ser utilizado, principalmente
para potencializar o estabelecimento vegetal em areas mais exigentes, como solos
degradados por atividade de mineracao de ferro.

4. CONCLUSAO GERAL

Este trabalho avaliou bioindicadores microbiol6gicos de solos afetados pelo
rejeito de mineragao de ferro, apés o rompimento da barragem B1 em Brumadinho,
visando a caracterizagdo e o monitoramento da area afetada Remanso 1B durante o
processo de reabilitacdo. Adicionalmente, a prospeccéo de potenciais PGPRs sob a
perspectiva do estebelecimento de melhorias em métodos de reabilitagdo de areas
degradadas também foi feita, j& que normalmente as praticas de reabilitagdo ou
recuperacgao de areas envolvem o restabelecimento da vegetacao no local.

A andlise dos bioindicadores utilizados, relevaram diferencas significativas
entre as duas areas estudadas, sobretudo, na primeira coleta (mar¢o/2022), indicando
um cenario de estresse ambiental na area afetada. Em Margo de 2022, a area afetada
apresentou os menores valores associados ao tamanho da comunidade microbiana,
menor eficiéncia de aproveitamento do carbono devido a taxa de respiracao

microbiana mais elevada, e até mesmo diferencas estatisticas na abundancia relativa
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de alguns grupos microbianos. No entanto, os bioindicadores avaliados ao longo das
trés coletas foram capazes de capturar um aumento gradativo de similaridade entre a
area afetada e a referéncia local, mostrando a ocorréncia de reabilitagdo do solo em
que, os indicadores relacionados as fungdes microbianas no solo, como CBM, RBM,
gCO:2 e atividade enzimatica deixaram de apresentar diferencas estatisticas
significativas no decorrer do tempo de estudo. Desse modo, o CBM, qCO:2 e a
atividade da urease e da arilsufatase foram os bioindicadores mais eficientes para
apontar os processos de reabilitacao da area estudada.

A analise da comunidade microbiana do solo revelou a presenca de espécies
indicadoras associadas aos ambientes avaliados, apontando a presenca de grupos
especificos relacionados a resisténcia a estresse abidtico e a promocao de
crescimento de plantas na area afetada. Esta analise apontou dois géneros,
Gemmatimonas e Acidothermus, como um potencial para serem utilizados como
marcadores no monitoramento do processo de reabilitacdo, uma vez que 0s mesmos
apareceram em ambas as areas referéncia e afetada. Esses resultados também
demonstram que a contaminacdo por rejeitos de mineragdo de ferro alterou a
microbiota do solo, que as diferengas entre as duas areas foram atenuadas ao longo
do tempo, e que a comunidade microbiana, do ponto de vista estrutural, foi
parcialmente modulada.

A prospeccao de PGPRs de plantas da area afetada, revelou a existéncia de
20 isolados promissores do ponto de vista de revegetacao de areas degradadas, cuja
maioria tiveram bom desempenho nos testes de triagem in vitro, sendo muitos desses
isolados afiliados aos géneros mais ambundantes dentro do conjuto total dos isolados
obtidos. Adicionalmente, o isolamento das bactérias 3 e 32, que apesar de nao ter
uma definicao taxonémica precisa, tiveram bom desempenho nos testes da triagem,
0 que enseja novos estudos de caracterizacao filogenética, podendo se tratar,
inclusive, do isolamento de novas espécies.

Portanto, este estudo reafirma o uso dos bioindicadores microbiol6gicos como
ferramentas rapidas de afericdo e monitoramento de qualidade dos solos,
principalmente em areas impactadas por atividade de mineracdo, e reforca a
possibilidade de utilizacdo de PGPRs em processos de revegetacdo de areas
degradadas, que normalmente representam solos mais exigentes do ponto de vista

do crescimento e manutencao de plantas.



94

REFERENCIAS

BENITE, A. M. C.; MACHADO, S. P.; MACHADO, B. C. Siderophores: a
microorganism's answer. Quim. Nova, v. 25, n. 6b, 2002.

CHERIF-SILINI, H. et al. Phylogenetic and plant-growth-promoting characteristics of
Bacillus isolated from the wheat rhizosphere. Annals of Microbiology, v. 66, p. 1087—
1097, 2016.

CORDERO, |.; PUEYO, J. J.; RINCON, A. Bio-fertilisation with native plant growth
promoting rhizobacteria increases the tolerance of the neotropical legume tree
Caesalpinia spinosa to water deficit. Forest Ecology and Management, v. 558, 121786,
2024.

CRUZ, A. T.; CAZACU, A. C.; ALLEN, C. H. Pantoea agglomerans, a plant pathogen
causing human disease. J Clin Microbiol, v. 45, n. 6, p. 1989-1992, 2007.
DOBEREINER, J.; BALDANI, V. L. D.; BALDANI, J. I. Como lIsolar e Identificar
Bactérias Diazotréficas de Plantas Nao-Leguminosas. Embrapa SPI, 1995.

El, S. L. Study on gibberellin and gibberellin-like substances from endophytes and their
effect on maize plants. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 55, 102979,
2024.

GANESH, J. et al. Exploration of the rhizosphere microbiome of native plant
Ceanothus velutinus — an excellent resource of plant growth-promoting bacteria. Front.
Plant Sci., v. 13, 2022.

GLICKMANN, E.; DESSAUX, Y. A critical examination of the specificity of the
Salkowski reagent for indolic compounds produced by phytopathogenic bacteria. Appl
Environ Microbiol, v. 61, n. 2, p. 793-796, 1995.

GRAPPELLI, A.; ROSSI, W. The effect of phytohormones produced by Arthrobacter
sp. on the phosphatase activity in plant roots. Folia Microbiol, v. 26, p. 137-141, 1981.
HARTMANN, A.; ROTHBALLER, M.; SCHMID, M. Lorenz Hiltner, a pioneer in
rhizosphere microbial ecology and soil bacteriology research. Plant Soil, v. 312, p. 7—
14, 2007.

HEO, A. Y.; KOO, Y. M.; CHOI, H. W. Biological control activity of plant growth
promoting rhizobacteria Burkholderia contaminans AY001 against tomato fusarium wilt

and bacterial speck diseases. Biology (Basel), v. 11, n. 4, 619, 2022.



95

HINSINGER, P. et al. Rhizosphere geometry and heterogeneity arising from root-
mediated physical and chemical processes. New Phytologist, v. 168, p. 293-3083.
HUGO, A. P.; NEWBERGER, D.; VIVANCO, J. M. The rhizosphere microbiome: plant—
microbial interactions for resource acquisition. J Appl Microbiol, v. 133, n. 5, p. 2864—
2876, 2021.

JHA, C. K.; SARAF, M. Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR): a review. E3
Journal of Agricultural Research and Development, v. 5, n. 2, p. 108-119, 2015.
JONES, D.; KEDDIE, R. M. The Genus Arthrobacter. In: DWORKIN, M. et al. (Eds.).
The Prokaryotes. New York: Springer, 2006.

JUNIOR, F. B. R. et al. “Beta-Rizdbios” os novos simbiontes encontrados em espécie
de Mimosa. Embrapa Cerrados, p. 20, 2006.

KHAN, N. et al. Insights into the interactions among roots, rhizosphere, and
rhizobacteria for improving plant growth and tolerance to abiotic stresses: a review.
Cells, v. 10, n. 6, 1551, 2021.

LARD, M. et al. Competition experiments for legume infection identify Burkholderia
phymatum as a highly competitive B-Rhizobium. Front. Microbiol., v. 8, 2017.

LOTFI, N. et al. Characterization of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) in
Persian walnut associated with drought stress tolerance. Scientific Reports, v. 12, n.
12725, 2022.

LUZIATELLI, F. et al. Metabolites secreted by a plant-growth-promoting Pantoea
agglomerans strain improved rooting of Pyrus communis L. cv Dar Gazi cuttings. Front.
Microbiol., v. 11, 2020.

LV, L. et al. Beneficial effect and potential risk of Pantoea on rice production. Plants
(Basel), v. 11, n. 19, 2608, 2022.

MACMILLAN, J. Occurrence of giberellins in vasculas plants, fungi, and bacteria. J
Plant Regul, v. 20, p. 387-442, 2002.

MILJAKOVIC, D.; MARINKOVIC, J.; BALESEVIC-TUBIC, S. The significance of
Bacillus spp. in disease suppression and growth promotion of field and vegetable
crops. Microorganisms, v. 8, n. 7, 1037, 2020.

MOHITE, B. Isolation and characterization of indole acetic acid (IAA) producing
bacteria from rhizospheric soil and its effect on plant growth. J. Soil Sci. Plant Nutr., v.
13, n. 3.



96

MORIN, A.; PARVEEN, Z. Pantoea. Encyclopedia of Food Microbiology. Disponivel
em: https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-
sciences/pantoea. Acesso em: 19 abr. 2024.

MURATONA, A. et al. Effect of heavy-metal-resistant PGPR inoculants on growth,
rhizosphere microbiome and remediation potential of Miscanthus giganteus in zinc-
contaminated soil. Microorganisms, v. 11, n. 6, 1516, 2023.

PANDEY, A.; PALNI, L. M. S. Bacillus species: the dominant bacteria of the
rhizosphere of established tea bushes. Microbiological Research, v. 152, n. 4, p. 359-
365.

PATEL, M. Cadmium-tolerant plant growth-promoting bacteria Curtobacterium
oceanosedimentum improves growth attributes and strengthens antioxidant system in
chili (Capsicum frutescens). Sustainability, v. 14, n. 7, 4335, 2022.

RODRIGUES, A. A. et al. Isolation and screening for multi-trait plant growth promoting
Actinobacteria from organic sugarcane rhizosphere. International Journal of
Microbiology Research, v. 10, n. 5, p. 1193-1198.

SALAZAR-CEREZO, S. et al. Gibberellin biosynthesis and metabolism: a convergent
route for plants, fungi and bacteria. Microbiological Research, v. 208, p. 85-98, 2018.
SARWAR, M.; KREMER, R. J. Determination of bacterially derived auxins using a
microplate method. Letters in Applied Microbiology, v. 20, p. 282-285, 1995.
SAYYED, R. Z. et al. Siderophore producing PGPR for crop nutrition and
phytopathogen suppression. In: CHINCHOLKAR, S. B.; REDDY, M. S.; GANGURDE,
N. S.; PATEL, P. R. (Eds.). Bacteria in Agrobiology: Disease Management. Springer-
Verlag Berlin Heidelberg, p. 449-467, 2013.

SCHWYN, B.; NEILANDS, J. B. Universal chemical assay for the detection and
determination of siderophores. Anal Biochem, v. 160, p. 47-56, 1987.

SELLSTEDT, A.; RICHAU, K. H. Aspects of nitrogen-fixing Actinobacteria, in particular
free-living and symbiotic Frankia. FEMS Microbiology Letters, v. 342, n. 2, p. 179-186,
2013.

SHI, X. et al. Insights into plant—-microbe interactions in the rhizosphere to promote
sustainable agriculture in the new crops era. New Crops, v. 1, 100004, 2024.

SHI, Z. et al. Screening of high-efficiency nitrogen-fixing bacteria from the traditional
Chinese medicine plant Astragalus mongolicus and its effect on plant growth promotion

and bacterial communities in the rhizosphere. BMC Microbiology, v. 23, 292.



97

SILPA, D. et al. Studies on gibberellic acid production by Bacillus licheniformis DS3
isolated from banana field soils. Int J S Res Sci. Tech, v. 4,n. 5, p. 1106-1112, 2018.
SILVA, M. J. C. et al. IAA production of indigenous isolate of plant growth promoting
rhizobacteria in the presence of tryptophan. AJCS, v. 14, n. 3, p. 537-544.

SLIMANI, I.; ZHU-BARKER, X.; LAZICKI, P.; HORWATH, W. Reviews and syntheses:
Iron — a driver of nitrogen bioavailability in soils? Biogeosciences, v. 20, p. 3873-3894,
2023.

SYLVESTER-BRADLEY, R. et al. Levantamento quantitativo de microrganismos
solubilizadores de fosfatos na rizosfera de gramineas e leguminosas forrageiras na
Amazénia. Acta Amazon, v. 12, p. 15-22, 1982.

UPADHYAY, S. et al. Plant growth-promoting rhizobacteria: a potential bio-asset for
restoration of degraded soil and crop productivity with sustainable emerging
techniques. Environ Geochem Health, v. 45, n. 12, p. 9321-9344, 2023.

WHITE, L. J.; BROZEL, V. S.; SUBRAMANIAN, S. Isolation of rhizosphere bacterial
communities from soil. Bio-Protocol, v. 5, n. 16, e1569, 2014.

XU, D.; LI, X.; CHEN, J.; LI, J. Research progress of soil and vegetation restoration
technology in open-pit coal mine: a review. Sustainability, v. 13, 226, 2023.



APENDICE A

98

Tabela S1 — Valores absolutos de Margo 2022: CBM (mg*Kg'); RBM (mg*Kg'*h™');
FA: Fosfatase éacida (mg p-nitrofenol*Kg'h'); FL: Fosfatase alcalina (mg p-
nitrofenol*Kg'h"'); BG: B-Glicosidase (mg p-nitrofenol*Kg'h'); AR: Arilsulfatase (mg
p-nitrofenol*Kg'h'); UR: Urease (mg N-NH4**Kg'h).

Marco 2022
CBM RBM gCO2 FA FL BG AR UR
36,23 15,91 0,44 66,67 82,36 10,75 12,86 6,02
75,27 17,95 0,24 125,91 122,98 19,51 29,69 11,94
26,42 10,06 0,38 153,95 23,78 9,52 10,01 3,23
77,16 7,00 0,09 208,85 24,75 11,67 7,26 2,19
118,39 13,88 0,12 83,11 78,04 13,07 10,37 2,62
© 67,98 6,11 0,09 134,83 14,49 7,16 3,24 3,26
E 17,40 8,40 0,48 104,28 18,96 13,50 10,10 3,66
q% 118,24 7,38 0,06 152,82 11,64 15,31 12,38 4,72
o 2543 7,00 0,28 105,68 32,57 3,59 1,03 3,60
\f?’ 23,81 10,44 0,44 176,60 12,42 10,28 9,67 1,60
25,17 6,37 0,25 107,11 9,38 4,68 4,33 1,38
89,36 7,64 0,09 166,33 10,36 11,34 12,00 2,43
32,91 5,73 0,17 76,28 13,54 6,89 1,09 3,09
24,71 8,66 0,35 177,21 17,94 13,14 18,90 5,57
151,95 18,72 0,12 240,56 175,34 65,01 129,80 29,54
-8 256,35 12,35 0,05 215,11 116,55 40,70 80,97 31,16
@ 118,24 7,38 0,06 152,82 11,64 15,31 12,38 4,72
% 221,40 20,88 0,09 227,83 137,36 47,16 107,07 36,95
o 110,93 15,28 0,14 201,89 46,27 53,52 73,24 19,85
226,67 16,81 0,07 694,12 127,73 65,98 71,62 27,26
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Tabela S2 — Valores absolutos de Margo 2022: CBM (mg*Kg™'); RBM (mg*Kg'*h');
FA: Fosfatase acida (mg p-nitrofenol*Kg'h'); FL: Fosfatase alcalina (mg p-
nitrofenol*Kg'h""); BG: B-Glicosidase (mg p-nitrofenol*Kg'h-'); AR: Arilsulfatase (mg
p-nitrofenol*Kg'h'); UR: Urease (mg N-NH4**Kg'h)

Setembro 2022

CBM RBM  qCO2 FA FL BG AR UR
176,26 46,47 0,26 48,39 72,75 3,00 2,76 35,08
144,11 45,32 0,31 81,18 94,34 12,66 12,08 31,21
142,39 36,41 0,26 54,47 26,92 0,50 1,80 1,29

- 123,63 29,28 0,24 95,28 22,58 5,12 2,86 1,41
S 250,92 31,06 0,12 60,31 58,52 8,36 5,89 14,54
© 114,63 38,39 0,33 85,87 16,33 0,30 2,67 7,59
..g 144,74 37,24 0,26 81,61 20,71 2,57 0,75 12,31
o 168,99 37,62 0,22 97,27 19,31 10,40 2,80 14,47
< 338,52 42,78 0,13 87,52 39,47 1,88 0,83 2,02
369,88 41,06 0,11 133,12 24,52 1,00 1,13 3,36
137,05 44,69 0,33 121,41 24,51 12,51 1,26 9,90
156,39 43,73 0,28 79,25 29,56 5,11 0,89 2,14
95,01 40,30 0,42 138,92 17,71 15,72 3,03 8,18
166,42 33,61 0,20 49,63 14,85 2,04 1,75 5,28
.g 283,78 41,44 0,15 218,75 22,92 17,00 34,99 39,92
o 44169 47,36 0,11 214,14 119,67 12,15 40,74 77,59
ch_) 282,33 47,74 0,17 191,31 94,99 60,42 50,71 85,36
&’ 157,49 50,42 0,32 196,68 38,31 14,05 18,22 54,02

245,33 48,32 0,20 177,36 48,50 17,94 18,15 33,66
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Tabela S3 — Valores absolutos de Margo 2022: CBM (mg*Kg'); RBM (mg*Kg'*h™');
FA: Fosfatase acida (mg p-nitrofenol*Kg'h'); FL: Fosfatase alcalina (mg p-
nitrofenol*Kg'h"'); BG: B-Glicosidase (mg p-nitrofenol*Kg'h-'); AR: Arilsulfatase (mg

p-nitrofenol*Kg'h'); UR: Urease (mg N-NH4**Kg'h)

Marco 2023
CBM RBM qCO2 FA FL BG AR UR
91,95 32,72 0,36 89,13 123,06 22,28 5,34 16,09
80,01 26,74 0,33 45,83 147,83 5,07 2,59 23,51
118,11 26,48 0,22 100,92 102,79 26,23 4,89 12,15
149,65 24,32 0,16 135,99 25,09 8,06 5,15 9,34
125,46 31,45 0,25 91,83 147,58 35,72 6,13 3,98
8 56,01 26,48 0,53 51,87 21,48 13,00 1,64 17,12
8 87,59 24,19 0,28 32,90 19,46 3,99 1,70 11,90
«% 89,04 22,79 0,41 95,66 26,05 9,97 3,83 29,83
© 68,70 27,88 0,12 61,70 28,64 12,25 3,45 4,05
< 135,91 25,59 0,37 94,54 28,08 12,64 4,42 16,93
90,25 24,44 0,27 107,46 40,24 8,76 2,47 38,03
99,30 29,79 0,22 20,37 19,16 5,57 1,58 10,36
332,58 31,96 0,10 31,18 35,27 12,17 1,10 10,28
130,21 28,39 0,22 116,98 23,33 6,44 3,73 27,88
64,01 36,92 0,58 81,61 132,11 31,15 6,79 88,00
-g 50,41 28,52 0,23 199,73 140,26 38,31 33,91 122,24
& 227,96 25,97 0,29 198,81 117,48 22,89 24,06 52,01
O 165,05 25,08 0,15 189,43 121,66 36,61 27,03 124,26
L 157,07 24,57 0,16 160,57 78,89 18,60 16,63 137,95
133,76 24,70 0,18 180,49 84,17 26,33 15,13 113,54

Figura S1 — Colbnia de isolados com melhor desempenho nos testes in vitro para

promotores de crescimento vegetal. a) Isolado 3, melhor potencial de producéo de

GA; b) Isolado 5, positivo para um maior numero de testes; c) Isolado 6, melhor

desempenho na produgéo de sideroforos e solubilizagdo de fosfato; d) Isolado 9,

melhor potencial de producao de AlA; e) Isolado 38, Fixacao de Nitrogénio; f) Isolado

63, Fixacao de Nitrogénio
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