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RESUMO GERAL

As atividades de mineragdo modificam a paisagem e podem gerar impactos ambientais no
solo, na agua e no e ar, necessitando que esses locais que passaram pelo processo de
mineracdo sejam reabilitados por meio de processos de revegetacdo. Apos a reabilitacdo as
areas devem ser avaliadas quanto ao grau de recuperagdo ou perturbacdo. Indicadores
microbiologicos sdo as ferramentas mais sensiveis para estas avaliacGes. Portanto, o objetivo
deste estudo foi avaliar os indicadores microbiolégicos do solo de uma area reabilitada apds
atividades de mineracdo de ferro e comparar com fitofisionomias adjacentes que ndo foram
perturbadas. Amostras de solo foram coletadas em fitofisionomias de Canga (ironstone
outcrops — 10) de Cerrado (neotropical savanna — NS) e de Mata Atlantica (Atlantic Forest —
AF) e uma éarea em reabilitacdo ap6s a mineracdo de ferro revegetada com capim
(rehabilitated area with grass — RA), em duas esta¢bes climéticas (seca e chuvosa) no
Quadrilatero Ferrifero — MG - Brasil. Os atributos do solo avaliados foram o0s
microbioldgicos, quimicos e fisicos dos solos. Os indicadores microbioldgicos diferiram de
acordo com o tipo de fitofisionomia e a estacdo do ano. AF foi a fitofisionomia que exibiu
valores mais altos de biomassa microbiana e de atividades enziméticas. A 10 e NS exibiram
uma biomassa microbiana ativa nos processos de ciclagem de nutrientes, evidenciada pelas
atividades enzimaticas. RA evidenciou efeito positivo da revegetacdo ao proporcionar maiores
atividades enzimaéticas especificas por carbono da biomassa microbiana e maior coeficiente
microbiano, assim como a maior eficiéncia simbidtica de comunidades de rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal. Os atributos microbiologicos, o carbono organico, 0s
teores de N, Fe®*, Cu** e AI**, o pH, a acidez potencial, a capacidade de troca de cations e os
conteddos de areia e argila foram sensiveis em indicar diferencas entre as fitofisionomias.
Foram isoladas 327 estirpes, nas duas estacGes climaticas. A diversidade genética foi avaliada
por meio do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, a partir do qual foram identificados
29 géneros na estacdo seca e 18 na estacdo chuvosa. Os géneros noduliferos Bradyrhizobium,
Rhizobium e o endofitico Paenebacillus foram os de maior ocorréncia em ambas as estacOes e
fitofisionomias. A riqueza de géneros encontradas nas areas na estacdo seca e chuvosa foram
respectivamente 8 e 6 em 10, 6 e 8 em NS, 11 e 15 em AF, 15 e 7 em RA. O processo de
reabilitacdo de areas apds a mineracéo de ferro por revegetacdo com capim esté sendo efetivo
na recuperacdo do solo, evidenciado por elevadas atividades enzimaticas especificas por
biomassa microbiana e pela eficiéncia simbiotica da comunidade de rizobactérias promotoras
de crescimento vegetal em nesse solo.

Palavras chave: Reabilitacdo. Canga. Cerrado. Mata Atlantica. Quadrilatero Ferrifero.
Estacdes climaticas.



GENERAL ABSTRACT

Mining activities modify the landscape and can generate environmental impacts on the soil,
water and air, necessitating that these sites that have undergone the mining process be
rehabilitated through revegetation processes. After rehabilitation, the areas should be
evaluated for the degree of recovery or disturbance. Microbiological indicators are the most
sensitive tools for these assessments. Therefore, the objective of this study was to evaluate
soil microbiological indicators of an area rehabilitated after iron mining activities and to
compare with adjacent non-disturbed phytophysiognomies. Soil samples were collected in the
Canga (Ironstone Outcrops — 10), Cerrado (Neotropical Savanna — NS) and Atlantic Forest
(AF) and an area rehabilitated after iron mining with grass (RA), in two climatic seasons (dry
and rainy) in the Quadrilatero Ferrifero - MG - Brazil. The soil attributes evaluated were the
microbiological, chemical and physical. The microbiological indicators differed according to
the type of vegetation and the season of the year. AF was the phytophysiognomy that
exhibited higher values of microbial biomass and of enzymatic activities. The 10 and NS
exhibited an active microbial biomass in the nutrient cycling processes evidenced by the
enzymatic activities. RA showed a positive effect of revegetation by providing greater
specific enzymatic activities by carbon of the microbial biomass and higher microbial
coefficient, as well as the greater symbiotic efficiency of plant growth promoter rhizobacterial
communities. Microbiological attributes, organic carbon, total nitrogen, Fe?*, Cu** and AI**,
pH, potential acidity, cation exchange capacity and sand and clay content were sensitive to
indicate differences between phytophysiognomies. A total of 327 strains were isolated at both
seasons. Genetic diversity was evaluated by partial sequencing the 16S rRNA gene, from
which 29 genera were identified in the dry season and 18 in the rainy season. The genotypes
Bradyrhizobium, Rhizobium and the endophytic Paenebacillus were the most frequent in both
seasons and phytophysiognomies. The richness of genera found in the areas in the dry and
rainy season were respectively 8 and 6 in 10, 6 and 8 in NS, 11 and 15 in AF, 15 and 7 in RA.
The process of rehabilitation of areas after iron mining by revegetation with grass is being
effective in soil recovery, evidenced by high specific enzymatic activities by microbial
biomass and the symbiotic efficiency of the rhizobacteria community promoting plant growth
in this soil.

Keywords: Rehabilitation. Ironstone Outcrops. Neotropical Savanna. Atlantic Forest.
Quadrilatero Ferrifero. Weather Stations.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO GERAL

Apesar da essencialidade da mineracdo para a humanidade, ¢ uma das atividades que
mais afetam os ecossistemas, causando impactos diretos e indiretos sobre as areas exploradas
e no seu entorno, na forma de altera¢cdes na paisagem e no solo. O Brasil é um dos paises com
maior atividade de mineragdo no mundo, principalmente a mineragdo de ferro, gerando uma
grande quantidade de areas que sdo degradadas e que necessitam ser recuperadas, geralmente
por meio de estratégias de reestruturacdo fisica do solo e por revegetacdo com plantas nativas
e exdticas, como os capins. Tornando-se importante avaliar o impacto da atividade de
mineracdo e da revegetacdo sobre os ecossistemas atingidos e adjacentes. A avaliacdo deste
impacto no solo é importante, sendo esse aspecto pouco reportado na literatura para areas de
mineracdo de ferro, pois avaliam-se principalmente aspectos relacionados a sobrevivéncia da
vegetacdo e ndo sobre a qualidade do solo.

O solo é o principal compartimento que pode indicar a qualidade ambiental antes e ap6s
a revegetacdo, medida tomada para mitigar os problemas causados pela mineracéo.
Principalmente, por ser no solo que ocorrem 0S principais processos ecossistémicos que
determinam a sustentabilidade ambiental. Desse modo, os atributos quimicos, fisicos e
bioldgicos do solo sdo importantes indicadores para avaliar se as modificacGes causadas pela
revegetacdo foram positivas ou negativas na recuperacao.

As avaliacdes da microbiota e dos processos por ela desempenhados, sdo importantes
ferramentas na avaliagdo do efeito nas mudangas no uso e na cobertura do solo. A
quantificacdo da biomassa e atividades enzimaticas sdo compreendidas como indicadores
eficazes em descrever a qualidade do solo, mas n&o séo os Unicos bioindicadores que podem
ser aplicados. A diversidade de organismos, principalmente de organismos que realizam
processos importantes para o0 desenvolvimento vegetal, também se destaca como
bioindicador.

As bactéerias promotoras de crescimento vegetal estdo entre 0s grupos de organismos
gue podem ser empregados com fins biotecnolégicos para auxiliar os processos de
revegetacao e recuperacdo de solos. Uma maneira de ter acesso a esses organismos € por meio
de pesquisas em areas que passaram por revegetacdo ou nativas proximas aos locais que
passaram pelos processos de exploragédo ou intensa modificacdo, como a mineracdo. Avaliar a

diversidade e isolar organismos aptos a aplicacdo em projetos de revegetacdo que visem 0 uso
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de recursos biotecnoldgicos sdo alternativas que beneficiam a reabilitacdo desses ambientes,
proporcionando melhoria na qualidade ambiental.

As variacdes sazonais do clima sdo importantes modificadores da atividade e da
diversidade microbiana no solo. As mudancas sdo geradas, principalmente, pelas respostas a
variacdo dos teores de umidade, o que afeta a vegetacdo e, consequentemente, a comunidade
microbiana. Conhecer a magnitude das mudangas causadas pela sazonalidade em diferentes
fitofisionomias é uma importante ferramenta na avaliacdo do manejo e da qualidade do solo.

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade do solo por meio
dos indicadores bioldgicos em é&rea reabilitada ap6s a atividade mineracdo de ferro e
fitofisionomias adjacentes, em duas estacOes climaticas (seca e chuvosa) em Brumadinho e
Nova Lima no Quadrilatero Ferrifero em Minas Gerais — Brasil. Assim como a obtencéo de
estirpes de bactérias promotoras de crescimento nativas com potencial biotecnolégico que
poderdo ser utilizadas na reabilitacdo de areas impactadas. Esse trabalho faz parte de um
Projeto maior intitulado “Diversidade de plantas e de organismos dos solos com potencial
biotecnologico e indicadores de impacto ambiental em Minas Gerais” realizado pela
Universidade Federal de Lavras em parceria com outras instituicGes de ensino e pesquisa no

Brasil.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Mineracao e recuperacao de areas mineradas

A mineracdo é uma atividade fundamental para o desenvolvimento econdmico e social
dos paises. E um dos setores basicos da economia e contribui de forma decisiva para o
desenvolvimento e a melhoria da qualidade de vida da populacdo, desde que seja realizada
com responsabilidade social e de maneira sustentavel (FARIAS, 2002). Dentre as
exploragcdes minerais realizadas no Brasil a mineracdo de ferro € uma das mais expressivas.
As reservas mundiais de minério de ferro totalizam 170 bilhdes de toneladas e as reservas
lavraveis brasileiras representam 13,6% dessas, sendo o terceiro maior produtor mundial. Os
principais estados produtores no Brasil sdo: Minas Gerais (72,5% das reservas e teor médio
de 46,3% de Fe), Mato Grosso do Sul (13,1% e teor médio de 55,3%) e Paré (10,7% e teor
médio de 64,8%) (JESUS, 2014).

Apesar da essencialidade as atividades de mineracdo interferem na paisagem de
maneira constante, gerando alteracbes em extensas areas, impactando 0s ecossistemas,
degradando e contaminado o solo, diminuindo a diversidade vegetal e microbiana, o que
compromete o equilibrio ecoldgico e a saide humana, representando também problemas
pelo alto custo na recuperacao das areas que foram degradadas por essa atividade (AIRES et
al., 2018; BELADI et al., 2011; DARY et al., 2010; FRANCO et al., 1994; GOMES et al.,
2017).

O efeito das atividades de mineracdo depende da formacéo geoldgica, do minério a ser
extraido, do tipo de lavra e do rejeito produzido (CARNEIRO et al., 2008; LONGO,
RIBEIRO, MELO, 2011; QUADROS et al., 2016; WAHSHA et al., 2017). Quando o
processo de mineracdo é realizado pelo método de lavra a céu aberto, origina uma grande
transformacédo, impactando ndo apenas ambientalmente, mas também socialmente as
comunidades ao redor (GUIMARAES et al., 2013). A legislacdo afirma que as areas que
passaram pela atividade de mineracdo devem ser reabilitadas, com a finalidade de que o
local degradado passe a ter uma condicdo estdvel em conformidade com os valores
ambientais, estéticos e sociais das circunvizinhancas (IBAMA, 1990).

Dentre as estratégias utilizadas para reabilitacdo de areas mineradas, a pratica de
revegetacdo é considerada um dos procedimentos mais eficazes por se barato e de fécil
aplicacdo, utilizando espécies nativas e/ou exoticas nesse processo (BANNING et al., 2011;
PENG et al., 2009; QUADROS et al., 2016). Além de recompor as comunidades vegetais, a
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revegetacdo € importante também na recuperacdo da diversidade das comunidades
microbianas do solo (ESCOBAR et al., 2015; FAUCON, HOUBEN, LAMBERS, 2017,
FINKENBEIN et al., 2013).

O sucesso no estabelecimento de comunidades vegetais depende da recuperacdo da
atividade biologica do solo. O funcionamento do solo é essencialmente realizado pelas
comunidades microbianas e dos processos por elas desenvolvidos, como a estruturagdo, a
decomposicdo de matéria organica e a ciclagem de nutrientes (CASTRO et al., 2006;
CIARKOWSKA, SOLEK-PODWIKA, WIECZOREK, 2014; ESCOBAR et al., 2015;
FINKENBEIN et al., 2013). Por suas fungdes essenciais no ecossistema e a sua sensibilidade
as mudancas, as atividades e populagdes microbianas tém sido utilizadas como indicadores
eficientes para estimar as alteracGes na qualidade do solo durante a reabilitacdo de areas
mineradas (CASTRO et al., 2017; CLAASSENS et al., 2005; CLAASSENS et al., 2008;
CARNEIRO et al, 2008; ESCOBAR et al, 2015; KUJUR, PATEL, 2012;
MUKHOPADHYAY et al.,, 2016; PASAYAT, PATEL, 2016; QUADROS et al., 2016;
TEIXEIRA et al., 2017; VIEIRA et al., 2017; WAHSHA et al., 2017).

2.2. Quadrilatero Ferrifero

O Quadrilétero Ferrifero € uma das regides com maior atividade de extracdo de minério
de ferro do mundo, compreende uma area de cerca de 7200 km? na parte central do estado de
Minas Gerais, na regido sudeste do Brasil. Trata-se de uma por¢do montanhosa, localizada ao
sul da Cadeia do Espinhago e corta o estado no sentido Norte-Sul (SCHAEFER et al., 2015).
Recebeu esse nome por conta da localizacdo espacial das terras altas que constituem um
conjunto de cristas e superficies erosivas soerguidas que possuem uma forma grosseiramente
quadrangular, formando o entorno das terras baixas (VARAJAO et al., 2009) e pelo alto teor
de ferro no material de origem (itabiritos, dolomitos ferruginosos e rochas
basico-ultrabasicas) (CARVALHO FILHO, CURI, SHINZATO, 2010).

Os solos dessa regido sdo muito influenciados pela presenca das rochas ferriferas no
material de origem, sendo isso marcante nas suas caracteristicas, principalmente pelos teores
muito elevados de oOxidos de ferro, menor profundidade e textura arenosa (CARVALHO
FILHO, CURI, SHINZATO, 2010; CARVALHO FILHO et al 2015). Isso faz com que a
vegetacdo local seja fortemente condicionada por essas caracteristicas pedoldgicas, variando
desde areas campestres até florestais (JACOBI, CARMO, 2008; SCHAEFER et al., 2015).
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As areas de geossistemas ferruginosos no Quadrilatero Ferrifero apresentam uma grande
diversidade de vegetacdo, abrangendo diferentes fitofisionomias, compostas pelas inter-
relacGes entre dois grandes biomas, o Cerrado e a Mata Atlantica, que sdo hotspots globais de
biodiversidade com prioridade de conservacdo (MYERS et al., 2000), que faz dessa uma
ecoregido Unica. Outro hotspot de diversidade que € encontrado nessas areas sao as Cangas
Ferruginosas, que compreendem uma vegetacao rasteira, adaptadas a solos rasos e com altos
teores de Fe (CARMO, JACOBI, 2013; CARVALHO et al., 2012; NEVES et al., 2017;
NOGUEIRA. et al., 2005; SKIRYCZ et al., 2014). Essa adaptacdo de vegetacdo € dada pelo
tipo de solo e pelo clima da regido que é tropical semiimido, possuindo duas estacBes
climéaticas bem definidas: verdo Gimido e inverno seco (VARAJAO et al., 2009).

O Cerrado € o segundo maior bioma da América Latina, representa um importante
corredor ecoldgico entre a floresta Amazonica e a Mata Atlantica (RAMPELOTTO et al.,
2013). O bioma Cerrado tem uma grande importancia para a biodiversidade tropical e a
producdo agricola, com fitofisionomias que vao desde formagdes florestais, savanicas até
campestres, combinadas com solos altamente intemperizados (CASTRO et al., 2016;
FRANCOSO et al., 2015; LOPES et al., 2018; PONTES et al., 2017). A maioria dos solos
desse bioma sdo Latossolos e Argissolos altamente intemperizados, existindo a presenca de
alguns Neossolos. Comumente, sdo solos acidos, ricos em Oxidos de ferro e aluminio, de
baixa fertilidade (LOPES; GUILHERME, 2016). As fitofisionomias do Cerrado sdo o0s
principais determinantes do funcionamento bioldgico no solo. Mendes et al. (2012) avaliaram
varias fitofisionomias do cerrado em quatro épocas amostrais e observaram que as
fitofisionomias florestais exibiam uma maior atividade e biomassa microbiana quando
comparadas com pastagens e fitofisionomias de cerradéo.

A Floresta Atlantica ocupava grande parte do territorio brasileiro, restando hoje menos
de 10% do original, seu uso para agricultura, indistria e habitacdo sdo as principais causas
dessa reducédo (BRUCE et al., 2010). Caracteriza-se pela alta diversidade de espécies e o alto
grau de endemismo, principalmente por abranger uma grande variedade de formacOes
floristicas e climas. Pelo alto grau de endemismo e a diminuigdo das areas de floresta observa-
se 0 declinio populacional de um grande numero de espécies (HASUI et al., 2018;
FOLLADOR et al., 2018; HADDAD, PRADO, 2005), demostrando a sensibilidade desse
bioma e a necessidade de estudos visando a sua preservacdo. A Floresta Atlantica apresenta
uma diversidade microbiana ainda pouco estudada (MENDES, TSAI, 2018), com um enorme
potencial de encontrar novas espécies de microrganismos (BRUCE et al.,, 2010;
DALL'AGNOL, et al., 2017).
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As Cangas sdo ambientes ricos em rochas com alto teor de ferro (compostas por até
90% de oOxidos de ferro) e possuem caracteristicas peculiares como solos acidos, rasos e com
reduzidos indices de fertilidade (SCHAEFER et al., 2015 VICENT; MEGURO, 2008).
Constituem um dos sistemas brasileiros menos conhecidos, embora esteja entre 0s mais
ameacados, principalmente, devido a intensa atividade mineradora associada ao elevado teor
de ferro no material de origem desse solo (JACOBI, CARMO, 2008; SKIRYCZ et al., 2014).
Apesar de apresentar alta taxa de endemismo de plantas (CARMO, JACOBI, 2013; JACOBI,
CARMO, 2008; NEVES et al., 2017; SKIRYCZ et al., 2014), os estudos sobre diversidade da
microbiota do solo nesse ambiente ainda sdo escassos. Com destaque para estudos de
diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio (CASTRO et al., 2017) e diversidade de
fungos micorrizicos (CARVALHO et al., 2012; NOGUEIRA. et al., 2005; TEIXEIRA et al.,
2017; VIEIRA et al., 2017) no Qudrilatero Ferrifero.

2.3. Indicadores de qualidade do solo

A qualidade ambiental é composta por trés componentes: a qualidade da agua, do ar e
do solo (ANDREWS, KARLEN, MITCHELL, 2002). As defini¢bes para as qualidades do ar
e da &gua sdo baseadas principalmente no grau de poluicdo, o que impacta diretamente 0s
ecossistemas e a saude humana (CARTER et al., 1997). Por outro lado, a qualidade do solo é
mais complexa, ndo abrangendo apenas aspectos relacionados a poluicdo, mas também aos
aspectos ligados ao seu funcionamento e a complexidade da sua constituicdo quimica, fisica,
mineraldgica e bioldgica. Doran, Parkin (1994) conceituaram a qualidade do solo como a
“capacidade do solo funcionar, dentro dos limites do ecossistema manejado ou natural,
sustentando a produtividade bioldgica, mantendo a qualidade ambiental e promovendo a
salde vegetal e animal”. Esse conceito também pode incluir a capacidade de comunicacdo e
adaptabilidade as mudancas entre a estrutura do solo e os organismos que nele habitam
(LAVELLE et al., 2006).

Por ser o solo um sistema trifasico, dindmico, complexo e heterogéneo, sua qualidade
ndo pode ser medida diretamente, sendo necessario o uso de atributos mensuraveis das suas
propriedades. Os requisitos para escolha do indicador sdo relacionados a praticidade,
facilidade de amostragem e medicdo, alta confiabilidade, sensibilidade a variacbes no manejo,
ter uma forte correlacdo com as fungdes do solo, ser Gtil nas descricbes dos processos do

ecossistema, serem de alta aplicabilidade, serem faceis de compreender e de baixo custo
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(DORAN, PARKIN, 1994). No entanto, a escolha dos atributos relevantes e a interpretacéo
das medicGes feitas ndo sdo faceis, devido a complexidade dos solos, aos efeitos herdados do
uso anterior da terra e as compensacoes entre 0s servicos ecossistémicos (MENDES, SOUSA,
REIS JUNIOR, 2015).

Para avaliar a qualidade do solo, indicadores quimicos, fisicos e bioldgicos devem ser
identificados e analisados quanto a sua sensibilidade aos disturbios causados pelo manejo.
Uma vez que tenham sido definidos, esses indicadores podem ser monitorados de forma a
avaliar o impacto do manejo adotado sobre a qualidade do solo em curto, médio e longo prazo
(CHAER; TOTOLA, 2007). O componente biol6gico do solo tem papel de destaque na
avaliacdo da sua qualidade, pois ele apresenta uma estreita inter-relacdo com os componentes
fisicos e quimicos, principalmente pelo papel dos microrganismos nos processos
ecossistémicos (DILLY, POMPILI, BENEDETTI, 2018; HINOJOSA et al., 2004; MENDES,
SOUSA, REIS JUNIOR, 2015).

Apesar da sensibilidade dos indicadores biologicos em demostrarem as diferencas na
qualidade do solo, Binemann et al. (2018) em sua revisdo sobre 0 tema, mostraram que eles
ainda sdo pouco utilizados nesses estudos, os indicadores mais comuns s&o o pH e a matéria
organica. O fato dos microrganismos serem 0s responsaveis diretos pelo funcionamento do
solo, atuando nos processos de génese, decomposicdo de residuos organicos, ciclagem de
nutrientes e biorremediacdo de areas contaminadas por poluentes e agrotoxicos, justifica ndo
sO a importancia, mas também a necessidade da incluséo dos indicadores microbiol6gicos nas
avaliacdes de qualidade (BANDICK; DICK, 1999; CARNEIRO et al., 2008; ESCOBAR et
al., 2015; MUNOZ-ROJAS et al., 2016). A alta correlacdo entre os varios atributos biol6gicos
indica a possibilidade de selecdo de um conjunto reduzido e simplificado de indicadores
capazes de expressar a qualidade biologica dos solos, tornando sua adogdo em analises de
rotina uma perspectiva atraente (CHAER; TOTOLA, 2007; MENDES, SOUSA, REIS
JUNIOR, 2015; RATCLIFFE, BOSMAN, CARNOL, 2018; SA et al., 2018).

2.3.1. Biomassa Microbiana

A biomassa microbiana (BM) ¢ a fragdo viva da matéria organica do solo, constituida
por bactérias, fungos, protozoéarios, actinobactérias e algas, que atuam no processo de
decomposicédo de residuos organicos, através da ciclagem de nutrientes e fluxo de energia
(JENKINSON; LADD, 1981). A BM contém de 1% a 4% de C e de 3% a 5% de N total no

solo, representando um reservatdrio de nutrientes para as plantas, sendo também o principal
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catalizador no processo de ciclagem de elementos nos ecossistemas, dependendo das
condicBes edafocliméticas e a qualidade da matéria organica disponivel, principalmente da
serapilheira (GAMA-RODRIGUE, GAMA-RODRIGUES, 2008).

A BM ¢ usada como ferramenta para orientar o planejamento e avaliar as préticas de
manejo do solo, pois trata-se de um indicador das alteracbes ambientais, respondendo
rapidamente as flutuacbes sazonais de umidade e temperatura e as praticas de manejo,
auxiliando na avalicdo dos processos de reabilitacdo de areas apds a atividade de mineracéo
(CARNEIRO et al., 2008; ESCOBAR et al., 2015; QUADROS et al., 2016).

Em solos reabilitados apds a mineracdo de bauxita em Minas Gerais, Carneiro et al.
(2008) observaram um rapido aumento nos teores do carbono da biomassa nos primeiros anos
ap0s a revegetacdo. Os autores atribuiram essa resposta a sensibilidade da biomassa
microbiana em responder as mudancas de manejo e a entrada de C no sistema pelos processos
de rizodeposicao e decomposicao da fitomassa das espécies que foram usadas na revegetacgao.
Muitos fatores influenciam a disponibilidade de recursos para os microrganismos em solos
durante a reabilitacdo apds a mineracdo, mas a medida que o tempo passa apds a revegetacao,
a estrutura da comunidade microbiana se torna mais semelhante as areas ndo mineradas
circunvizinhas assim como foi observado por Banning et al. (2011) e Quadros et al. (2016) em

areas revegetadas apds a mineracao de carvao.

2.3.2. Respiragéo Basal do Solo

A respiragdo basal reflete a atividade bioldgica do solo, representando a capacidade de
degradacio de compostos organicos pela microbiota. E definida como o consumo de O, e a
liberacdo do CO, resultado de processos metabolicos dos organismos do solo, pois 0s mesmos
realizam a decomposicdo da materia organica e regulam as transformacdes dos elementos
(ANDERSON, DOMSCH, 1993). As mais elevadas respiragdes basais podem ser indicativos
de alta atividade bioldgica, pois com aumentos na biomassa microbiana e a rapida
decomposic¢édo de um residuo incorporado aumenta-se o fluxo de CO, representando aumento
na taxa metabdlica das comunidades decompositoras, ou em resposta a algum estresse
ambiental demostrando o efeito negativo desse evento (TOTOLA E CHAER, 2002; ADACHI
et al., 2006).
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Em uma cronossequéncia de revegetaces apds a mineracdo de carvdo no Rio Grande
do Sul — Brasil, Quadros et al. (2016) observaram que a respiracdo basal na area sob floresta
foi mais elevada que nas areas revegetadas (de 3 a 19 anos apds a revegetacdo). Esses autores
afirmam que a recuperacao da matéria organica e da atividade da microbiota € mais complexa
do que a recuperacdo de caracteristicas quimicas do solo (pH e disponibilidade de nutrientes),
pois para o restabelecimento da comunidade microbiana é necessario um longo tempo de
recuperacdo. Santos et al. (2013) ao avaliarem os atributos biolégicos do solo apds
revegetacdo em areas de mineracdo de ouro em Minas Gerais — Brasil, observaram maiores
taxas de respiracGes basais nas areas nativas, demostrando que a microbiota é muito sensivel a
processos de degradacdo causados pela mineragdo. Por isso, a respiragdo basal € uma
ferramenta eficaz para avaliar a atividade microbiana, a qualidade e a funcionalidade do solo
em projetos de restauracdo (MUNOZ-ROJAS et al., 2016).

2.3.3. Coeficientes Metabdlico e Microbiano

O coeficiente metabdlico (qCO,) € a razdo entre 0 CO, produzido pela respiracdo basal
e 0 carbono da biomassa microbiana (ANDERSON, DOMSCH, 1993). Trata-se de uma
avaliacdo da eficiéncia da atividade metabdlica e permite a identificacdo dos solos que
apresentam a microbiota mais eficiente na utilizacdo de carbono e energia, pois ambientes
com menor grau de distarbio ou estresse apresentam menores qCO, indicando que ha um
maior armazenamentos de C nos tecidos microbianos e menor perda de CO, para a atmosfera
(WARDLE, GHANI, 1995).

O quociente microbiano (gMic) € uma medida da qualidade da matéria organica,
calculada pela razéo entre o C da biomassa microbiana e o C organico total no solo, ou seja,
quantifica quanto do C é fracdo viva, fixado nas células microbianas (SPARLING, 1992).
Quanto maiores os valores de gMic melhores sdo as condi¢bes para o desenvolvimento
microbiano, as quais podem decorrer da adi¢cdo de matéria organica de boa qualidade ou da
diminuicdo de fatores limitantes a microbiota (CHAER; TOTOLA, 2007).

O gCO; e 0 gMic podem ser aplicados para descrever as mudangas no uso do solo
(BANNING et al., 2011; ARAUJO et al., 2013), e também séo eficientes em descrever areas
revegetadas ap6s atividadedes de mineragdo, como foi observado por Carneiro et al. (2008)

que encontraram maior qCO, em areas recém revegetadas com capim braquiaria apds a
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mineracdo de bauxita em Minas Gerais — Brasil. Em &reas recém revejetadas com capim pos
mineragdo de ouro em Minas Gerais — Brasil, Santos et al. (2013) também verificaram
maiores qCO, e menores gMic demostrando o desequilibrio ambiental causado pela atividade

de mineracéo.

2.3.4. Atividade Enziméatica do Solo

As enzimas sao catalisadores bioquimicos que aceleram reacdes quimicas. No solo, as
enzimas tém sua atividade relacionada com os ciclos biogeoquimicos, auxiliando na
mineralizacdo de elementos essenciais aos ecossistemas, como C, N, P e S. S&o indicadoras
do estado nutricional do solo, por estarem ligadas a disponibilidade de nutrientes na solugéo
(CHAER; TOTOLA, 2007) &, também, um dos primeiros atributos a serem alterados quando
o solo é perturbado (ACOSTA-MARTINEZ et al., 2014).

As atividades enziméaticas no solo sdo resultado de enzimas intra e extracelulares
produzidas por células animais, vegetais ou microbianas. As enzimas extracelulares podem
permanecer ativas no solo por periodos varidveis de tempo, podendo ser imobilizadas ou
complexadas em coloides minerais e organicos (SCHLOTER, DILLY, MUNCH, 2003;
TOTOLA, CHAER, 2002), atuando quando as condi¢des ambientais tornam-se favoraveis. As
enzimas atuam sobre substratos especificos e podem ser classificadas dentro de seis grupos:
hidrolases, oxiredutases, transferases, liases, isomerases e ligases. Sendo as hidrolases, como
a arilsulfatase, a f-glicosidase, as fosfatases e a urease, as mais estudadas nos solos, pois
catalisam a quebra de substratos em compostos organicos de menor peso molecular,
facilitando sua mineralizacdo (ALEF, NANNIPIERI, 1995).

As arilsulfatases séo enzimas extracelulares fundamentais na biociclagem do enxofre,
pois catalisam a hidrolise ésteres de sulfato organico, liberando SO, disponivel
(TABATABAI, BREMNER, 1970). As maiores atividades dessa enzima podem refletir na
dependéncia da reciclagem bioquimica do S no solo (MENDES et al., 2012), trazendo uma
estimativa da atividade bioldgica (MENDES, SOUSA, REIS JUNIOR, 2015). A atividade
dessa enzima é fortemente afetada pelas mudancas no uso da terra e pode ser um indicador
dos teores de S e C labeis no solo (SA et al., 2018).

A B-glicosidase atua na hidrolise da celulose e de outros oligossacarideos, liberando

glicose que servira como fonte de energia para os microrganismos (EIVAZI, TABATABAI,
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1988) e sua atividade esta relacionada com a quantidade e qualidade dos residuos vegetais
retornados ao solo, que sdo mais complexos nas areas nativas do que nas areas agricolas
(PEIXOTO et al., 2010). A atividade dessa enzima muitas vezes pode ser menor em area de
floresta nativa, quando essa é formada por vegetacdo com maior potencial recalcitrante que
em éareas cultivadas (LOPES et al., 2013; MENDES et al., 2012; PEIXOTO et al., 2010).
Quadros et al. (2016) observaram maior atividade da B-glicosidase em solo sob floresta em
comparacdo com os locais revegetados ap0s a mineracdo de carvdo, mas com o0 tempo da
revegetacdo (19 anos) os valores se aproximaram aos da floresta, demostrando que o tempo de

revegetacao € influente no aumento das atividades microbianas.

As fosfatases tém sido estudadas no solo por catalisarem a hidrolise de ésteres de
fosfato organico a fosforo inorganico, que fica disponivel (EIVAZI, TABATABAI, 1977). E
essencial para o desenvolvimentos de plantas uma dtima disponibilidade de P, principalmente
em regides tropicais pela rapida imobilizagdo do P inorganico (RODRIGUES et al., 2016),
por isso conhecer a atividade das fosfatases é primordial para um manejo adequado do solo
(MEDEIROS et al., 2017; MENDES et al., 2012). Em areas que passam por processos de
reabilitacdo ap6s a mineragdo observa-se a maior atividade dessas enzimas quando a
vegetacdo estd mais estabilizada, indicando uma recuperagdo mais efetiva da atividade
bioldgica no solo (CARNEIRO et al., 2008; ESCOBAR et al., 2015; SANTOS et al., 2013)

A urease é uma enzima importante no ciclo do N, realiza a hidrélise da ureia
disponibilizando o NH; (TABATABAI, BREMNER, 1972). Compreender a dindmica do N
no solo é de extrema importancia, uma vez que a eficiéncia do uso C pelos microrganismos
aumenta com o aumento da disponibilidade de N (MANZONI, 2017). Medeiros et al. (2017)
demonstraram que a atividade das enzimas arilsulfatase, fosfatase acida e urease foram
eficientes em quantificar a atividade bioldgica para diferenciar sistemas de restauracdo na
Caatinga apds o uso agricola, reforcando que as atividades enzimaticas atuam como

ferramentas muito sensiveis para 0 monitoramento de mudancas no uso do solo.

Uma forma de estudar as atividades enzimaticas no solo também é pela quantificacdo da
hidrolise do diacetato de fluoresceina (FDA), que ¢ um método bastante utilizado para
avaliacdo indireta da atividade heterotrofica do solo. Trata-se de um substrato que é
hidrolisado por diversas enzimas (esterases, proteases e lipases), estimando assim a atividade
microbiana em diferentes habitats (BANDICK, DICK, 1999). Carneiro et al. (2008) avaliando
0 impacto da mineracdo de bauxita em solo do sudeste brasileiro observaram que a pratica

provocou grande impacto nos atributos microbioldgicos, mas as atividades enzimaticas totais
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pela FDA apresentaram réapida recuperagdo no solo impactado atingindo valores similares aos

das areas de referéncias a partir do primeiro ano.

2.3.5. Diversidade de Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal

O solo ¢é o habitat de uma grande diversidade de organismos que estdo em constante
interacdo e desempenham fungdes importantes nos ciclos biogeoquimicos e no funcionamento
dos ecossistemas (MOREIRA, SIQUEIRA, 2006). A diversidade pode ser definida como a
variedade e a abundancia relativa das espécies em um determinado ambiente. Ja a
biodiversidade no solo pode ser considerada como a quantidade e a distribuicdo da
informacdo bioldgica, que pode ser traduzida em funcGes metabdlicas, podendo estar
organizada em niveis que vao desde o numero de espécies (riqueza), abundancia relativa de
espécies (equitabilidade) até a quantificacdo de grupos funcionais (BORGES et al., 2016). A
maior diversidade no solo garante a sua resiliéncia, ou seja, a capacidade de adequar-se as
mudancas que nele ocorrem (MOREIRA, SIQUEIRA, 2006).

Dentre os microrganismos que podem ser estudados no solo, as bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) destacam-se por poderem ser aplicadas como recurso genético
em processos de revegetacdo de areas que passaram por intensa modificacdo, como a
mineracdo (VELAZQUEZ et al., 2017). As BPCV ocorrem na rizosfera de plantas ou
endofiticamente nos tecidos vegetais, podendo ser simbidticas ou ndo, e tém capacidade de
estimular o crescimento vegetal através de diferentes mecanismos diretos e indiretos.
Diretamente por meio da producdo de compostos que estimulam o crescimento ou por meio
da disponibilizacdo de nutrientes que a planta pode absorver, destacando-se a fixagédo
bioldgica de nitrogénio, a producdo fitohormodnios, como acido indolaceético, e a solubilizacéo
de fosfato (COSTA et al., 2016; LIN et al., 2013; PEIX et al., 2015;). Os mecanismos
indiretos estdo relacionados a protecdo da planta com a produgdo de antibidticos, a
competicdo contra organismos patogénicos, a producdo de sideroforos, quelatacdo de metais
(RANGEL et al., 2016; SAHA et al., 2013; VELAZQUEZ et al., 2017), e até por meio de
mitigacdo das emissdes de gases de efeito estufa (ITAKURA et al., 2012).

A partir dos nddulos de leguminosas podem ser isolados muitos géneros de bactérias
reconhecidas como promotoras de crescimento vegetal, que realizam outros mecanismos de
promocdo de crescimento além da fixacdo bioldgica de nitrogénio (GUIMARAES et al.,
2012; JARAMILLO et al., 2013; LIMA et al., 2009; PEIX et al., 2015). Velazquez et al.
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(2017) em sua revisdo sobre o assunto, descreveram que Varios estudos realizados em
bactérias isoladas a partir de nddulos de diferentes leguminosas, mostraram que eles
abrigavam  bactérias de diferentes filos, incluindo  Proteobacterias  (classes
Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria e  Gammaproteobacteria),  Bacteroidetes,
Sphingobacteria, Actinobacteria e Firmicutes. Essa ampla diversidade microbiana constitui-se

uma alternativa biotecnoldgica para ser utilizada como probidticos e fertilizantes de plantas.

A revegetacdo apds atividade de mineracdo auxilia no aumento da diversidade de
organismos, como foi descrito por Quadros et al. (2016) em area de mineracdo de carvao
revegetada por capim; por Escobar et al. (2015) em &rea de mineracdo de titanio revegetada
com espécias nativas da caatinga; .por Castro et al. (2017), Teixeira et al. (2017) e Vieira et
al. (2017) em éareas de mineracdo de ferro revegetadas com capim. Além do aumento da
biodiversidade, os microrganismos do solo favorecem a sobrevivéncia das plantas durante o
processo de revegetacdo, como foi encontrado por Matias et al. (2009) em &reas revegetadas
apos atividade de mineracdo de ferro no Quadrilatero Ferrifero. Esses autores observaram que
plantas que foram inoculadas com rizébios e fungos micorrizicos arbusculares apresentaram

maior sobrevivéncia e aumentos no crescimento e no teor de nitrogénio e fosforo nas plantas.

2.4. Sazonalidade Climéatica

A qualidade e a quantidade de residuos vegetais no solo sdo o0s principais
impulsionadores da biomassa e das atividades da microbiota no solo, pois 0s microrganismos
heterotroficos dependem do carbono derivado das plantas como fonte de energia (FAUCON,
HOUBEN, LAMBERS, 2017; SA et al., 2018; ZAK et al., 2003). A quantidade e a
composicdo bioguimica de exsudados das raizes e da serapilheira podem variar
consideravelmente entre fitofisionomias (BANNING et al., 2011; PONTES et al., 2017,
WAGG et al., 2014), entre as estacOes climaticas (CASTRO et al., 2016; LI et al., 2018; LIU
et al.,, 2018; MARTINY et al. 2006; MENDES et al., 2012; RATCLIFFE, BOSMAN,
CARNOL, 2018) e entre os diferentes manejos empregados (BALDRIAN et al., 2008;
CLAASSENS et al., 2005; LYNN et al., 2017).

As sazonalidades climaticas, principalmente em relacdo as mudancas na precipitacao,
influenciam na fenologia da planta e na dinamica da deposicdo e decomposicdo da
serapilheira (BUSCARDO et al., 2018; LI et al., 2018; LIU et al., 2018; MARTINY et al.
2006; MENDES et al., 2012). De fato, os microrganismos do solo e 0S processos



23

biogeoquimicos aos quais eles estdo associados podem variar muito, estando essa
variabilidade relacionada com a disponibilidade de recursos afetados pela limitacdo climética
(WAGG et al. 2014).

Entender o efeito dos padrdes sazonais do clima e como eles interferem nos atributos
quimicos, fisicos e bioldgicos do solo, € um pré-requisito para sugerir indicadores que visem a
avaliacdo de mudancas no funcionamento do solo em funcdo de manejo ou estratégias de
recuperacdo (BALDRIAN et al., 2010; LOPES et al., 2018; RATCLIFFE, BOSMAN,
CARNOL, 2018; VIEIRA et al., 2017). Mudancas na atividade microbiana em funcdo da
sazonalidade, em geral, estdo relacionadas aos conteidos de umidade do solo, descrita como
provavel regulador na dindmica temporal de diferentes atividades bioldgicas em diferentes
condicbes de vegetacdo e processos de recuperacdo do solo (ACOSTA-MARTINEZ et al.,
2014; BALDRIAN et al., 2010; CASTRO et al., 2016).

O Quadrilatero Ferrifero € um ambiente tropical caracterizado por seu regime sazonal e
a sua vasta composicao floristica. O clima local é definido por duas esta¢cdes climéticas: verao
imido e inverno seco (VARAJAO et al., 2009), e assim como a vegetacio, o funcionamento
biolégico do solo é sensivel as essas mudancas sazonais (VIEIRA et al., 2017), sendo
importante mensurar essa variacdo. Com os ciclos de umedecimento e secagem, a vegetacdo
responde com maior desenvolvimento e retorno de atividades metabdlicas na época de
chuvas, assim retornando material organico para compor a serapilheira, contribuindo para o
aumento da capacidade funcional do solo, com aumentos nas atividades enzimaticas
essenciais para a decomposicdo e mineraliza¢do da matéria organica no solo (CASTRO et al.,
2016; LI et al.,, 2018; LIU et al., 2018; LOPES et al., 2018; RATCLIFFE, BOSMAN,
CARNOL, 2018).

Mudancas nas atividades enzimaticas e na estrutura das comunidades microbianas sao
correlacionadas com as mudangas nas condigdes edafoclimaticas e de disponibilidade de
nutrientes (ACOSTA-MARTINEZ et al., 2014; LI et al., 2018), mas também ao teor de
umidade no solo (MENDES et al., 2012). Em diferentes fitosisionomias de Cerrado, que
apresentam acentuada sazonalidade entre as esta¢Ges chuvosas e secas, Castro et al. (2016)
avaliaram a estrutura e a funcionalidade microbiana dos solos e observaram que hd mudancas
entre as estacdes climaticas, com aumentos significativos na abundancia relativa de genes
associados a aquisicdo e metabolismo de ferro, dorméncia e esporulacdo durante a estacédo

seca, provavelmente em resposta ao estresse hidrico, e um aumento na abundéncia relativa de
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genes relacionados a respiracdo, sintese de DNA e proteina durante a estacdo chuvosa,

denotando 0 aumento da biomassa microbiana no solo.

Estudos conduzidos em area revegetada apés atividade de mineracdo de carvao, na
Republica Tcheca, mostraram que a atividade da fosfatase foi afetada pela sazonalidade
climética, aumentando com o aumento da disponibilidade de agua no solo (BALDRIAN et al.,
2008). Ja Escobar et al. (2015) avaliaram uma cronosequencia de reabilitacdo de solos apos
mineracdo de titanio na Paraiba—Brasil e ndo encontraram respostas relacionadas as mudancas
da estacdo chuvosa para a seca nas atividades enziméticas e composi¢cdo da comunidade
microbiana no solo. Assim como Carneiro et al. (2008) também ndo encontraram influencia
da sazonalidade climatica ao avaliarem os atributos biolégicos do solo apds a revegetacdo de
uma area de mineracdo de bauxita. Em area de mineracdo de ferro revegetada com capim e
em fitofisionomias adjacentes no Quadrilatero Ferrifero, Vieira et al. (2017) observaram que a
diversidade morfoldgica e molecular de fungos micorrizicos arbusculares foi diferente entre
as estacdes climaticas, o numero de esporos foi maior na estacdo seca do que na chuvosa,
demostrando o efeito da sazonalidade na resposta da microbiota em relacdo ao estresse

hidrico.
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Abstract: Mining activities modify the landscape and may have severe environmental impacts.
The degree of recovery or disturbance of these environments must be determined, and
microbiological indicators are most sensitive for this evaluation. The aim of this study was to
evaluate the soil microbiological attributes of an area rehabilitated after iron mining activities
and evaluate the adjacent phytophysiognomies. Soil samples were collected in a rehabilitated
area revegetated with grass (RA) and in the phytophysiognomies of ironstone outcrops (10),
of neotropical savanna (NS), and of Atlantic Forest (AF) in two climate seasons (dry and
rainy). Microbial biomass carbon, soil respiration, and enzyme activities (B-glucosidase, acid
and alkaline phosphatase, arylsulfatase, urease, fluorescein diacetate hydrolysis) were
determined, and the metabolic coefficient (qCO;), the microbial coefficient (gMic), and
specific enzyme activities were calculated. Analyses of variance, means testing, and principal
component analysis between the soil microbiological and physicochemical attributes were
carried out. The microbiological indicators differed according to the type of
phytophysiognomy and the season. Enzyme activities, microbial biomass, qCO,, soil
respiration, and gMic were sensitive in indicating differences among the phytophysiognomies,
as well as organic carbon, total N, Fe, Cu, and AI** contents, pH, potential acidity, cation
exchange capacity, and clay and sand contents. The 10 and NS phytophysiognomies exhibited
the highest organic carbon and total N contents, whereas AF, NS, and 10 exhibited the highest
values of microbial biomass carbon. In both climate seasons, the AF exhibited higher values
of soil respiration and enzyme activities. The Ironstone Outcrops exhibited high microbial
biomass that was active in the processes of nutrient cycling, shown by its enzyme activities,
whereas lower values of microbial biomass carbon and enzymes and higher values of qCO,
were observed in RA. Nevertheless, RA exhibited higher specific enzyme activities and
higher gMic, indicating that the process of revegetation with grass favors activity of the

microbial community, and promotes recovery of this area.

Keywords: Bioindicators, climate season, ironstone outcrops, rehabilitated area, neotropical

savanna, Atlantic forest.



35

1. Introduction

Human activity continuously affects the soil, leading to chemical, physical, and
biological changes (Carvalho et al., 2016; Dary et al., 2010; Quadros et al 2016). Mining is
among the human activities that have the most significant impact on ecosystems because it
intensely modifies the local landscape in extraction, processing, storage for transport, or
deposit of sterile wastes and tailings, bringing about changes in the soil, which becomes
difficult to rehabilitate (Carneiro et al., 2008; Santos et al., 2013; Santos et al., 2016).

One of the areas of most intense iron mining activity in the world is the Quadriléatero
Ferrifero (Ferriferous Quadrilateral) in south central Minas Gerais, Brazil. The quantity of
mineral resources, especially iron ore, makes this an important region for world supply. The
vegetation ecotones of the region are strongly conditioned by pedological characteristics, due
to the presence of ferrous rocks (de Carvalho Filho et al. 2015; Varajao et al., 2009). The type
of vegetation varies from open fields to forests, including ironstone outcrops, neotropical
savanna, and Atlantic Forest, and it is a hotspot of biodiversity (Carmo and Jacobi, 2013;
Hoffmann, Rodrigues, 2011; Skirycz et al., 2014; Teixeira et al., 2017; Torres et al., 2017).

Verifying the diversity of vegetation and soil attributes that occur in this mining area is
of extreme importance for evaluating processes of rehabilitation after mining activities
(Santos et al., 2016; Skirycz et al., 2014). Nevertheless, studies concerning diversity and
microbial activity in these areas have been lacking. There have been several evaluations of
fauna, flora, and soil in ferruginous soil areas (Carmo and Jacobi, 2013; de Carvalho Filho et
al. 2010; de Carvalho Filho et al., 2015; Hoffmann and Rodrigues, 2011; Jacobi et al, 2008;
Skirycz et al., 2014; Takahasi and Meirelles, 2014; Varajdo et al., 2009). However, studies
related to soil microbiota and their activity in these mining areas throughout the world are still
scarce (Cao et al., 2015; Castro et al., 2017; Kujur, Patel, 2012; Matias et al., 2009;
Mingorance et al., 2017; Pasayat, Patel, 2016; Vieira et al., 2017).

Microbial activity plays a fundamental role in biogeochemical cycles, bringing about
decomposition and mineralization of organic materials, thus maintaining ecological processes.
Microbiological attributes are sensitive bioindicators of soil quality (Doran and Parkin, 1994;
Karlen et al., 1997), and they are used to evaluate agricultural systems (Borges et al., 2014;
Lammel et al., 2015; Lammel et al., 2017; Lopes et al., 2013) and soils rehabilitated after
contamination with metals (Santos et al., 2013; Santos et al., 2016) and after coal and bauxite
mining activities (Carneiro et al., 2008; Ciarkowska, et al., 2014; Claassens, et al., 2008;
Mukhopadhyay, et al., 2016; Mufioz-Rojas et al, 2016; Upadhyay et al., 2017). Microbial
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biomass, soil respiration, qCO,, and qMic have been widely evaluated in papers already
mentioned and in others. Enzyme activities related to C, N, P, and S cycles are other
important indicators (Medeiros et al., 2017; Mendes et al., 2012). This highlights the need for
including soil microbiological indicators in studies related to evaluation of ferruginous soil
areas affected by mining activities. This study makes an important contribution to evaluation
of soil quality in these areas by integrating soil biological indicators with chemical and
physical indicators.

The hypothesis tested is that soil microbiological indicators are sensitive in detecting
significant changes in an area rehabilitated after iron mining activities and in the adjacent
phytophysiognomies. The aim is to evaluate recovery of the area changed by mining and
evaluate the soil quality of adjacent phytophysiognomies in two climate seasons by means of
physicochemical and microbiological attributes of the soil, as well as verify which of these

attributes are most sensitive for indicating disturbances in the environments evaluated.

2. Materials and methods
2.1.Location of the experiment
The soil was collected in August 2015 (dry season) and in January 2016 (rainy season)
in phytophysiognomies in the municipality of Nova Lima, at the Centro de Tecnologia de
Ferrosos (Migueldo), and in the municipality of Brumadinho, at the C6rrego do Feijdo mine
of the Vale S.A. company, in the Quadrilatero Ferrifero in Minas Gerais in the Southeast
region of Brazil. Climate in the region is Cwa according to the Koppen classification, with a
dry winter and rainy summer. Mean annual temperature is from 19 to 22 °C, and mean annual
rainfall is from 1100 to 1420 mm.
The phytophysiognomies were described by Castro et al. (2017) as Ironstone Outcrops
(10), known as canga; Neotropical Savanna (NS) or Brazilian Cerrado; Atlantic Forest (AF);
and a rehabilitated area revegetated with grass (RA). The RA was affected by mining activity
through removal of its native vegetation (Atlantic Forest) for establishment of a pre-transport
ore deposit area. When mining activity ceased in 2005, the rehabilitation project began, with
planting of tree species (predominantly Machaerium nyctitans and Peltophorum dubium,
which did not survive successive fires from human activity), of grasses (Panicum maximum
Jacg, Brachiaria decumbens, Melinis minutiflora), and of some leguminous plants
(Neonotonia wightii, Mimosa sp., Crotalaria juncea). Currently, grasses predominate in the

area and are considered as revegetation plants.

2.2. Soil sampling
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The soil in each phytophysiognomy was sampled according to a sampling design of two
transects at a distance of 50 m from one another. In each transect, five georeferenced points
were separated by about 50 m, resulting in 10 points per phytophysiognomy, as shown in Fig.
1, which also shows the topographic moisture index of the sampled phytophysiognomies,
obtained by the Geographic Information System. For each point. combined samples
composed of five subsamples that were separated by five meters were collected at the depth of
0-0.20 m in a line transversal to the transect. All composite samples (each of 500 g) were
stored in sterile plastic bags and immediately taken to the laboratory, where they were sieved
(2 mm mesh) and kept at 4° C for 15 days before analysis. This procedure was the same for
both sampling seasons.

Soil classes of the phytophysiognomies were Oxisol Plinthic (Brazilian Classification-
Plintossolo Pétrico) in 10 and NS; the AF exhibited a toposequence with Oxisol (Brazilian
Classification-Latossolo Vermelho and Latossolo Vermelho-Amarelo,) and Inceptisols
(Brazilian Classification-Cambissolo Héplico); and the RA was classified as an anthropic
terrain, not considered as soil. Analyses of the chemical and physical attributes were carried
out for the dry season (Castro et al., 2017) and rainy season (Table 1). Chemical and physical
attributes were evaluated in 10 composite samples for each phytophysionomy. Biological
attributes were analyzed in three analytical replicates per composite sample.

2.3.Determination of soil indicators

Organic carbon (Corg) was determined by oxidation with potassium dichromate in the
presence of H,SO,, followed by titration of the excess of dichromate in the sample with a
ferrous ammonium sulfate and diphenylamine indicator (1%) solution (Walkley and Black,
1934). Total nitrogen of the soil was determined according to the Kjeldahl method by steam
distillation (Joergensen and Brookes, 1990).

Microbial biomass carbon (MBC) was determined from 20 g of soil irradiated in a
microwave oven with a power supply of 120 V (60 Hz), frequency of 2450 MHz, and power
concentration of 1.35 KW for three minutes to eliminate microorganisms and release cell
components (Islam and Weil, 1998). After that, carbon was extracted with potassium sulfate
(0.5 mol L™), followed by oxidation with potassium dichromate (0.066 mol L™) in the
presence of acid (H,SO, and H3PO,4) on a heating plate. After cooling, the solution was
titrated with ferrous ammonium sulfate (0.033 mol L™) in the presence of diphenylamine
indicator (1%) (Vance et al., 1987).
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Soil basal respiration was quantified by incubation of 20 g of soil in a hermetically
sealed container for three days at a temperature of 28°C. The CO, released from the samples
was captured by an NaOH solution (0.5 mol L), which was titrated with HCI (0.5 mol L™)
using phenolphthalein (1%) as an indicator (Anderson and Domsch, 1993). The metabolic
quotient (qCO,) was calculated by the SBR/MBC ratio (Anderson and Domsch, 1993), and
the microbial quotient (gMic) by the MBC/Corg expression (Sparling, 1992).

The activities of the enzymes B-glucosidase (EC 3.2.1.21) (Eivazi and Tabatabai, 1988),
acid phosphatase and alkaline phosphatase (EC 3.1.3.2) (Eivazi and Tabatabai, 1977), and
arylsulfatase (EC 3.1.6.1) (Tabatabai and Bremner, 1970) were evaluated by incubation and
read in a spectrophotometer at 410 nm. Soil samples of 1 g, containing 1 mL of substrate (p-
nitrophenyl-p-D-glucoside for B-glucosidase, p-nitrophenyl-phosphate for acid phosphatase
and alkaline phosphatase, and p-nitrophenyl-sulfate for arylsulfatase) were incubated for one
hour at 37°C in the presence of toluene and buffer solution in pH specific for each activity
(pH 6.0 for B-glucosidase, 6.5 for acid phosphatase, 11.0 for alkaline phosphatase, and 5.8 for
arylsulfatase). After the incubation period, the reaction was interrupted with the addition of
CaCl, (0.5 mol L) and NaOH (0.5 mol L™). The supernatant was filtered (Whatman no. 42
paper), and then readings were made with a spectrophotometer.

Urease activity (EC 3.5.1.5) (Tabatabai and Bremner, 1972) was estimated from 5 g soil
samples incubated for two hours at a temperature of 37°C in the presence of toluene, THAM
buffer (0.05 mol L™, pH 9.0), and urea solution (0.2 mol L™). The reaction was interrupted
with the addition of KCI-Ag,SO, (2.5 mol L™, 100 mg L™), and the solution was then shaken
(150 rpm) for 30 minutes. After shaking, the solution was filtered and ammonium was
determined by microdistillation (Keeney and Nelson, 1982).

Total enzyme activity of the soil was estimated by fluorescein diacetate hydrolysis
(FDA) (Dick et al., 1996) on 2.5 g soil samples incubated at a temperature of 37°C together
with fluorescein solution (CoH1205 10 mg L™) in a sodium phosphate buffer (60 mmol L™ at
pH 7.0) for 24 hours, with shaking at a speed of 50 rpm. After that, the reaction was
interrupted with acetone (50%), and centrifugation was carried out for 5 minutes at 3000 rpm;
the supernatant was filtered and reading was made in a spectrophotometer at 490 nm.

The specific activities of the enzymes in the soil samples were calculated by the ratio
between the enzyme activities and the microbial biomass carbon, according to the

methodology proposed by Waldrop et al. (2000).
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Organic carbon was determined by oxidation with potassium dichromate in the presence
of H,SO, followed by titration of the excess of dichromate in the sample with a ferrous
ammonium sulfate and diphenylamine indicator (1%) solution (Walkley and Black, 1934).
Total nitrogen content in the soil was determined according to the Kjeldahl method by steam
distillation (Joergensen and Brookes, 1990).

Microbial biomass carbon was determined from 20 g of soil irradiated in a microwave
oven with a power supply of 120 V (60 Hz), frequency of 2450 MHz, and power
concentration of 1.35 KW for three minutes to eliminate microorganisms and release cell
components (Islam and Weil, 1998). After that, carbon was extracted with potassium sulfate
(0.5 mol L™), followed by oxidation with potassium dichromate (0.066 mol L™) in the
presence of acid (H,SO4 and H3PO,) on a heating plate. After cooling, the solution was
titrated with ferrous ammonium sulfate (0.033 mol L™) in the presence of diphenylamine
indicator (1%) (Vance et al., 1987).

Soil basal respiration (SBR) was quantified by incubating 20 g of soil in a hermetically
sealed container for three days at 28°C. The CO, released from the samples was captured by
NaOH solution (0.5 mol L™), which was titrated with HCI (0.5 mol L) using phenolphthalein
(1%) as an indicator (Anderson and Domsch, 1993). The metabolic quotient (qCO,) was
calculated by the SBR/MBC ratio (Anderson and Domsch, 1993), and the microbial quotient
(gMic) by the MBC/Corg expression (Sparling, 1992).

The activities of the enzymes B-glucosidase (EC 3.2.1.21) (Eivazi and Tabatabai, 1988),
acid phosphatase and alkaline phosphatase (EC 3.1.3.2) (Eivazi and Tabatabai, 1977), and
arylsulfatase (EC 3.1.6.1) (Tabatabai and Bremner, 1970) were evaluated by measuring
optical density (O.D.) in spectrophotometer at 410 nm. Soil samples of 1 g, containing 1 mL
of substrate (p-nitrophenyl-p-D-glucoside for B-glucosidase, p-nitrophenyl-phosphate for acid
phosphatase and alkaline phosphatase, and p-nitrophenyl-sulfate for arylsulfatase) were
incubated for one hour at 37°C in the presence of toluene and buffer solution in pH specific
for each activity (pH 6.0 for B-glucosidase, 6.5 for acid phosphatase, 11.0 for alkaline
phosphatase, and 5.8 for arylsulfatase). After the incubation period, the reaction was stopped
with the addition of CaCl, (0.5 mol L) and NaOH (0.5 mol L™). The supernatant was filtered
(Whatman no. 42 paper), and then readings were taken using spectrophotometer.

Urease activity (EC 3.5.1.5) (Tabatabai and Bremner, 1972) was estimated from 5 g soil
sample incubated for two hours at a temperature of 37°C in the presence of toluene, THAM
buffer (0.05 mol L™, pH 9.0), and urea solution (0.2 mol L™). The reaction was stopped with
the addition of KCI-Ag,S0, (2.5 mol L™, 100 mg L™), and the solution was then shaken (150
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rpm) for 30 minutes. After shaking, the solution was filtered and ammonium was determined
by microdistillation (Keeney and Nelson, 1982).

Total enzyme activity of the soil was estimated by fluorescein diacetate hydrolysis
(FDA) (Dick et al., 1996) where 2.5 g soil sample was incubated at a temperature of 37°C
together with fluorescein solution (CxH120s 10 mg L™) in a sodium phosphate buffer (60
mmol L™ at pH 7.0) for 24 hours, with shaking at a speed of 50 rpm. After that, the reaction
was interrupted with acetone (50%), and centrifuged for 5 minutes at 3000 rpm; the
supernatant was filtered and O.D. was taken at 490 nm.

The specific activities of the enzymes in the soil samples were calculated by the ratio
between the enzyme activities and the microbial biomass carbon, according to the

methodology proposed by Waldrop et al. (2000).

2.4.Statistical analyses
Results obtained for different tests were subjected to analysis of variance (p<0.01) and
the Scott-Knott test (p<0.05) between phytophysiognomies and climatic seasons using the
Sisvar statistical software (Ferreira, 2011). Principal component analysis (PCA) was carried
out using the R software (R Development Core Team, 2011) to show the ordering of the
phytophysiognomies and their relationship to the microbiological, chemical, and texture
attributes of the soil; eigenvalues greater than 0.6 were considered as indicating high

association of the principal components.

3. Results

The results of organic carbon and total nitrogen are shown in Figure 2, and microbial
biomass carbon, soil basal respiration, and metabolic and microbial coefficients are shown in
Table 2. The lowest values of organic carbon, total nitrogen, and microbial biomass carbon
and the highest values of gCO, and gMic were in RA, regardless of the season.

Table 3 shows the enzyme activity in the phytophysiognomies of the Quadrilatero
Ferrifero in the dry and rainy seasons. The most intense activity of the enzymes f-
glucosidase, acid phosphatase, alkaline phosphatase, urease, and FDA, regardless of the
season evaluated, was in AF, whereas the lowest activity of the enzymes B-glucosidase, acid
phosphatase, and alkaline phosphatase was in RA.

Bioindicators increased in all the phytophysiognomies from the dry season to the rainy
season (Table 2 and 3).

3.1. Chemical and physical attributes of the soil
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The chemical and soil texture parameters were not very different between the sampling
seasons; they followed the same tendency in the dry season and rainy season (Table 1). The
pH values ranged from 4.21 to 5.60 in the dry season and from 3.91 to 5.36 in the rainy
season, with high values in RA and low values in AF, regardless of the season evaluated
(p<0.05). The high values of base saturation were also in RA (p<0.05), probably due to the
revegetation process with liming and fertilization for the planting of soil cover plants. AF had
the highest exchangeable aluminum contents, as well as aluminum saturation in both
sampling seasons. 10 had the highest Fe contents (403.72 mg dm™ in the dry season and
446.32 mg dm™ in the rainy season) (p<0.05); these contents were more than double the
contents found in the other areas evaluated. 10 and NS had the highest organic matter
contents in the soil, while the clay contents were highest in AF, followed by NS, with the
lowest contents for RA and 10 (p<0.05).

Organic carbon showed the same tendency in the dry and rainy seasons, where 10 and
NS had the highest values, followed by AF and RA (p <0.01) (Fig. 2). In contrast, total
nitrogen exhibited the highest values in 10, followed by NS, AF, and RA in both seasons.

3.2. Microbial biomass carbon, soil respiration, and metabolic and microbial coefficients

Microbial biomass carbon varied among the phytophysiognomies evaluated, from
272.98 to 862.07 mg kg™ C in the dry season and from 321.69 to 861.69 mg kg™ C in the
rainy season (Table 2). In the dry season, NS had the highest values of microbial biomass
carbon, followed by AF and IO. In the rainy season, the highest volume of microbial biomass
carbon was in AF, followed by NS and OI, which did not differ significantly (p<0.01). RA
had microbial biomass carbon values as little as one third of the values of microbial biomass
carbon observed in the other phytophysiognomies evaluated. Carbon was found to increase in
the rainy season for all phytophysiognomies except for NS (Table 2).

Soil basal respiration was the highest in AF in the dry season. In the rainy season, soil
basal respiration was highest in AF and RA (p<0.01) (Table 2). There were increases in the
soil respiration rates in the rainy season; this shows the high metabolic activity of the
microbiota in this season.

The metabolic coefficient ranged from 18.84 to 48.39 mg h™ C-CO, mg™ microbial C in
the dry season, and from 60.87 to 155.15 mg h™ C-CO, mg™ microbial C in the rainy season
(Table 2). The gCO; was highest in RA in both seasons. The increase in soil respiration in the
rainy season raised the qCO; values in all the phytophysiognomies. The gMic was highest in
RA for both seasons (Table 2).
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3.3. Enzyme activities

The B-glucosidase enzyme values ranged from 34.93 to 87.66 mg kg™ h™, with the
highest values for AF and NS. In the rainy season, variation in B-glucosidase activity was
from 48.01 to 128.94 mg kg™ h%, with results in the following decreasing order: AF, NS, 10,
and RA. Furthermore, B-glucosidase activity was greater in the rainy season for all the
phytophysiognomies (Table 3).

Acid phosphatase activity in the dry season was higher in AF and NS, which was
approximately ten times greater than the value found in RA, which had the lowest activity of
this enzyme among the phytophysiognomies. In the rainy season, AF was the
phytophysiognomy with the highest value of acid phosphatase activity, with 84.18 mg kg™ h’
! followed by NS, and then RA and 10, which did not differ (p<0.01) (Table 3). The values
for alkaline phosphatase ranged from 71.98 to 163.52 mg kg™ h™ in the dry season, and from
53.48 to 144.47 mg kg h™ in the rainy season (Table 3). AF had the highest values of
alkaline phosphatase activity, and RA had the lowest values.

Arylsulfatase had higher values of activity in the 10 in the dry season, followed by AF,
RA, and NS. In the rainy season, AF had the highest activity of this enzyme, followed by 10,
NS, and RA (Table 3). In evaluation of urease enzyme activity, AF had the highest values in
both seasons, and the other phytophysiognomies did not differ among themselves in the dry
season (p<0.01), whereas in the rainy season, 10 had the lowest value of activity for this
enzyme (Table 3).

Total enzyme activity estimated by FDA ranged from 20.16 to 51.30 mg kg™ h™ in the
dry season, and from 49.40 to 85.70 mg kg™ h™* in the rainy season, with the highest values in
AF, regardless of the season evaluated (p<0.01). There was an increase in FDA activity in the
rainy season, which was approximately double that of the dry season, for all the
phytophysiognomies (Table 3).

The specific enzyme activities, expressed in mg h™ of product of each enzyme mg™ C,
are shown in Fig. 3. The specific activities of B-glucosidase were higher (p<0.01) in RA, 10,
and AF in the dry season. However, 10 was lower (p<0.01) than the other areas in the rainy
season.

AF had higher specific acid phosphatase in the two seasons. The values of specific
alkaline phosphatase did not differ among the phytophysiognomies in either season (p<0.01)
(Fig 3). The specific activity of arylsulfatase was higher in RA in the dry season and in AF in

the rainy season.
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Specific urease was highest in RA and AF in the dry season, but in the rainy season, RA
was highest. The specific FDA was highest in RA in both seasons (Fig. 3), with increases in
its specific activity in the rainy season for all the phytophysiognomies.

3.4. Relations among the soil attributes

The result of PCA among the microbiological, chemical, and soil texture attributes
explained 63.23% (PC1 46.33% and PC2 16.90%) of data variance in the dry season, and
69.11% (PC1 43.39% and PC2 25.72%) in the rainy season (Table 4, Fig. 4). The correlation
matrix of the combined data separated the phytophysiognomies in different groups in both
collection seasons (Fig. 4. aand b).

During the dry season, -glucosidase, acid phosphatase, alkaline phosphatase, microbial
biomass carbon, soil basal respiration, organic carbon, total nitrogen, qCO,, pH, AI**, H+Al,
CEC, CECpynr.00, V%, Mm%, Cu?*, and clay content were the variables that had influenced PC1
the most, and the values of Fe** and sand content had influenced PC2 mostly (Table 4). The
phytophysiognomies were separated and clustered by their soil characteristics, e.g., in 10,
higher contents of Fe®*, sand content, and Mn®* separated this phytophysiognomy from the
others. The NS was separated by high organic carbon, total nitrogen, microbial biomass
carbon, potential acidity, CECyn7.00, AI**, and m%. For the AF cluster, enzyme activities, soil
basal respiration, and clay contents were preponderant. RA was isolated from the other
phytophysiognomies, characterized by its higher values of gMIC, pH, base saturation, qCOg,
and Cu** (Fig. 4.a.).

In the rainy season, the variables that influenced PC1 majorly were B-glucosidase, acid
phosphatase, alkaline phosphatase, microbial biomass carbon, organic carbon, total nitrogen,
gCO,, qMIC, pH, AI**, H+Al, CEC, CECphr.00, V%, Mm%, Cu?, S and clay content, whereas
PC2 was influenced by FDA, arylsufatase, urease, soil basal respiration, Zn**, Fe?*, and sand
content (Table 4). In phytophysiognomy clustering, the variables that characterized and
separated the groups tended to be similar to those in the dry season (Fig. 4.b.). 10 was notably
influenced by its high contents of Fe?*, Zn*, and sand content, whereas the NS was clustered
by the values of total nitrogen, organic carbon, CECyn7.00, H+AI, and alkaline phosphatase in
the soil. The AF phytophysiognomy was more influenced by the values of microbial biomass

1** and m%, whereas

carbon, all the enzyme activities, soil basal respiration, clay content, A
in the RA, clustering of the points was influenced by high contents of gMIC, S, V%, pH,

Cu?*, and qCO; (Fig. 4.b.).

4. Discussion
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The soil microbiological attributes were sensitive in showing differences in
phytophysiognomies under the influence of iron mining activity in the Quadrilatero Ferrifero
(Tables 1, 2; Fig. 2). Bioindicators respond to changes in soil cover (Medeiros et al 2015; Sa
et al., 2018; Villani et al., 2017) and are important tools in monitoring the impact of changes
in soil use (Dilly et al., 2018).

The increase in soil biomass, respiration, and enzyme activities in the rainy season
(Table 2 and 3) was probably in accordance with an increase in temperature and plant vigor in
the rainy season. The Quadrilatero Ferrifero has two well-defined climate seasons, a dry
winter and rainy summer, and this climatic seasonality influences vegetation and microbiota.
The microbial community is highly sensitive to the direct and indirect effects of changes over
the seasons and the variation in soil moisture (Esch et al. 2016; Faucon et al., 2017; Ren et al.,
2017). Corroborating these results, Carneiro et al. (2008), Chaer et al. (2009), Mendes et al.
(2012), Paulucio et al. (2017), and Villani et al. (2017) also observed higher biomass values
and enzyme activities in the rainy seasons.

The high values of Corg and organic matter in 10 (Table 1, 2) are common in these
rupestrian fields, with the particularity of having “islands of soil” in the midst of rock
outcroppings (Carvalho et al., 2012; de Carvalho Filho et al., 2010; Takahasi and Meirelles,
2014), which accumulate more organic matter than the adjacent areas. The soils of the canga
are shallow and have high Fe contents in their chemical and mineralogical composition,
characterized by limitations to infiltration and to water storage (de Carvalho Filho et al.; 2010;
de Carvalho Filho et al., 2015; Varajdo et al., 2009). These characteristics can favor species
endemism and biodiversity different from other phytophysiognomies (Cao et al., 2015; Castro
etal., 2017; Skirycz et al., 2014; Vieira et al., 2017, Teixeira et al. 2017).

The characteristics of the phytophysiognomies and the organic matter content in the soil
influenced microbial biomass carbon, with higher values for the AF and NS
phytophysiognomies in both seasons; however, in the rainy season, NS did not differ from Ol
(Fig. 2). With the increase in plant diversity in the phytophysiognomies, there is an increase in
the diversity of exudates from roots and from plant litter, which provides more substrates to
microorganisms, resulting in a more active and abundant microbial community (Ball et al.,
2014; Eisenhauer et al., 2010; Esch et al. 2016; Lange et al., 2014; Santos et al., 2013;
Wahsha et al., 2017).

Our results confirm that the 10, or canga, is a highly complex environment, with a
significantly active microbial biomass, indicated by its high enzyme activities, although these

activities are lower than in the other phytophysiognomies (AF and NS). The canga is a
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hotspot of biodiversity and a potential phytophysiognomy for ore extraction. Therefore, this
highlights the importance of studying and understanding aspects of its biodiversity and
ecological dynamics to assist in rehabilitation projects because once an environment is
exposed to mineral extraction, recovery is difficult.

The RA had the lowest values of organic carbon, microbial biomass, and enzyme
activities (Fig. 2, Table 2 and 3) and, in spite of the low values of Corg found in RA (8.0 g kg
1), they were still higher than the results of Kujur and Patel (2012) (1.74 g kg™) in areas after
Fe mining activity. The lower values of MBC are similar to those found by Silva et al. (2012)
in Atlantic Forest in the Northeast of Brazil. However, they are inverted in relation to the
collection seasons (200 mg kg™ in the rainy season, and around 325 mg kg™ in the dry
season). Our values were also similar to those found by Silva et al. (2014) in agricultural areas
under conventional tillage with crop succession.

The higher values of qCO; in RA show that microorganisms in this soil spend more
energy in maintaining the microbial community and little in its growth (Carneiro et al., 2008).
However, the higher values of gMic in RA indicate that, in spite of the low values of Corg,
most of these fractions are very active in this phytophysiognomy, which indicates advances in
the rehabilitation process for recovery of this soil.

The enzyme activities of PB-glucosidase, acid phosphatase, alkaline phosphatase,
arylsulfatase, and FDA were similar in characterization of the phytophysiognomies, and had
sensitivity to show the differences (Table 3). Our results are in agreement with other results in
the literature that show enzymes as efficient tools for evaluating soil quality under different
management practices (Dilly et al., 2018; Medeiros et al., 2015; S& et al., 2018; Venson et al.,
2017; Vinhal-Freitas et al., 2017) and soils rehabilitated after mining bauxite (Carneiro et al.,
2008), coal (Ciarkowska et al., 2014; Finkenbein et al., 2013; Wahsha et al., 2017), and gold
(Santos et al., 2013).

The B-glucosidase activity was greater in AF (Table 3). This enzyme is sensitive to the
type of vegetation and is a good indicator of the quality of soil organic matter (Cenini et al.,
2015; Cenini et al., 2016; Lopes et al., 2013). The lower values of B-glucosidase found in RA
in the dry and rainy seasons are similar to the values found by Cherubim et al. (2016) in
pasture areas with collection in the rainy season (39.8 mg kg™ h™).

The phytophysiognomies studies had higher values of alkaline phosphatase than acid
phosphatase for both seasons, even in soils with very acidic pH, such as in AF, NS, and IO,
differing from the results of Mendes et al. (2012), with higher values of acid phosphatase in

acidic soils of the Cerrado. In general, in all the phytophysiognomies, arylsulfatase showed
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low activity, which may be explained by adequate S contents in the soil (Tables 1 and 3). The
arylsulfatase activity exhibits the organic sulfur dynamic in the soil, showing the potential for
cycling sulfur and indicating local microbial activity (Medeiros et al., 2017; Sa et al. 2018);
however, this enzyme tends to have lower activity in soils with good S availability (Mendes et
al., 2012).

The wurease and FDA activities were influenced by differences in the
phytophysiognomies, with high values in the AF (Table 3). Urease and FDA activities are
strongly dependent on organic matter contents, on the quantity of exudates from roots, and on
plant litter from the diverse plant species (Chaer et al., 2009; Ciarkowska et al., 2014), and
they are indicators of N content and N availability to plants and of microbiota activity (lanelli
et al., 2012; Medeiros et al., 2015). Although RA showed lower urease activity in the dry
season, these values are similar to those found by Santos et al. (2016) in a pasture area with
Brachiaria (~5.7 mg kg™ h™). The lower values of FDA in NS and RA in the dry season were
similar to the values obtained by Chaer et al. (2009) in a conventional tillage system (29.57
mg kg h™) and for Atlantic Forest (35.93 mg kg™ h™) in sample collection in the rainy
season.

Higher specific enzyme activities per microbial biomass carbon in RA (Fig. 3) show
that the rehabilitation process is effective since the local microbial population is metabolically
active, reestablishing adequate soil functions; the more active the microbiota, the greater
nutrient cycling in the soil will be (Medeiros et al., 2015; Medeiros et al.; 2017; Raiesi,
Beheshti 2014; Trannin et al. 2007).

PCA showed that the soil attributes contributed in a different way toward clustering of
the phytophysiognomies (Fig. 4), as seen in the clusterings of RA in both seasons, which was
influenced by higher values of pH, V%, qMic, qCO,, and Cu®*. The revegetation process aims
at improving soil characteristics, such as increasing pH and base saturation, which directly
favors the local microbial community by an increase in the plant root system, C input, and
consequent improvement in soil aggregation. Soil pH is one of the attributes that most affects
soil microbial diversity (Carvalho et al., 2016; Teixeira et al., 2017) and favors microbiota
growth, which assists in soil recovery, as observed for RA through the diversity of nitrogen
fixing bacteria (Castro et al., 2017) and arbuscular mycorrhizal fungi (Teixeira et al., 2017;
Vieiraetal., 2017).

The exchangeable aluminum content was one of the chemical attributes that most
contributed to spatial distribution of the phytophysiognomies AF and NS, whereas for the 10

phytophysiognomy, clustering occurred in accordance with its higher contents of Fe, Mn, Zn,
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and sand content (Fig. 4). It has been reported that soils of the Quadrilatero Ferrifero have
high AI** contents due to the main pedological processes that occur there (de Carvalho Filho
et al.; 2010; de Carvalho Filho et al., 2015).

The results presented in this study confirm that bioindicators of soil quality are sensitive
in evaluating the dynamic of the soil rehabilitation process after Fe mining activity. In our
study, we found that the RA has adequate enzyme activity, confirming the efficacy of the
rehabilitation process. In addition, we showed how soil bioindicators are important in
characterization of a phytophysiognomy as sensitive and unique as the canga. In general, the
highest plant diversity in the phytophysiognomy (AF>NS>IO>RA) was related to the highest
values of biological indicators, regardless of soil class.

5. Conclusions

Microbiological attributes indicate differences among the phytophysiognomies and the
seasons studied. In general, in the rainy season, the highest values of soil respiration, qCO,
and enzyme activities are found.

The Atlantic Forest, the neotropical savanna, and the ironstone outcrops show higher
microbial biomasses and enzyme activities in relation to the area affected by mining.

The soil microbiological attributes that are most sensitive in differentiating
phytophysiognomies, both in the rainy season and dry season, were in the following
decreasing order: microbial biomass carbon, enzyme activities (B-glucosidase, alkaline
phosphatase, acid phosphatase, arylsulfatase, FDA), specific enzyme activities per microbial
biomass carbon, gCO,, soil basal respiration, and gMic.

The physicochemical attributes of the soil most sensitive in differentiating the
phytophysiognomies of the Quadrilatero Ferrifero, both in the rainy season and dry season,
were organic carbon, Fe®*, Cu®*, AI**, pH, CEC, sum of bases, potential acidity, clay content,
and sand content.

The rehabilitated area revegetated with grass has an active microbiota in the process of

soil recovery after mining activities, shown by its high specific enzyme activity.
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Table 1: Chemical attributes and texture of soils of different phytophysiognomies - ironstone
outcrops (10), neotropical savanna (NS), Atlantic Forest (AF), and a rehabilitated area
revegetated with grass (RA) in two climate seasons (dry and rainy) in the Quadrilatero
Ferrifero, MG, Brazil.

10 NS AF RA  CV% ol NS AF RA  CV%
Dry seasons * Rainy seasons

pH (H,0) 472c* 497b  421d 560a 536 447b  466b 39lc 536a 745
K (mg dm®) 5680a 7560a 7560a 88.20a 2678  6400c 8380a 78.00b 8520a 27.62
P (mg dm?) 160b  136b 215a 166b 2350  227b  162b 212b 3.18a 2562
P-rem (mg dm?) 1272a  475b 1103a 1108 2726  201la 767c 1652b 2010a 13.15
ca* (cmol. dm”) 128a 09la 099a 075a 4555  134a 123a 115a 115a 48.86
Mg?* (cmol, dm’) 024a 038a 045a 030a 3333  027a 046a 04la 038a 47.86
AP (cmol, dm) 085¢c 156b  190a 009d 4507  079b 189a 194a 012c 37.93
H-+AI (cmol, dm?) 1287b 16.26a 11.71b  194c 27.68 23.75a 24.09a 1966a 2.65b 37.09
SB (cmol.dm?) 1.66 a 147a 1.63a 127a 55.74 1.78a 190a 1.75a 1.76a 42.28
V (%) 1356b 1273b 1365b 4073a 3495  997b 11.60b 1070b 4055a 46.61
t (cmol. dm™) 252b 3.10a 3.53a 141c 28.88 257b 3.79a 3.70a 1.88c 2145
T (cmol.dm?) 1431b  1694a 1390b 322¢ 3098  2380a 2320a 2029a 4.40b  40.29
m (%) 3378¢c 47.78b 5928a 961d 2546  2939c 50.73b 580la 7.11d 2557
S (mg dm®) 2658b 3630a 2006b 4514a 2848  1574b 21.33b 2018b 3108  20.04
Fe (mg dm) a0372a L% 124790 0% 4509 ase3za OO 0L g4g9c 3158
Mn (mg dm?) 88.88 b 112a'29 40.77¢ 10?;'99 2848 66.88b 1°7a'4° 3563c 94.02a 42.16
Zn (mg dm®) 320a  314a 193b  161b 3669  360a 299b 145c 248b 3490
Cu (mg dm?) 057c  120b  08lc 214a 3106  036a 0292a 056a 192a 5025
B (mg dm™) 027a 0.20b 0.20b 015¢c 28.32 0.12a 0.14a 010a 0.11a 27.98
EC (uS cm™) 0.05b 0.06Db 023a 0.03b 21.82 0.07¢ 0.11b 0.16a 0.09b  40.00
SOM (g kg™) 75.90a 83.00a 4950c 13.90d 36.60 80.80a 82.30a 48.10b 1240c 3544
Clay (g kg 212.00 ¢ 37%'00 456.00 a 24%00 1602 193.00¢ 36%00 47&;'00 24000¢ 12.91
silt (g kg 17400 b 24‘2'00 188.00 b 262'00 3348  183.00b 27300 17%00 277.00a 3359
Sand (g kg™ 61200a % sseo0c 30 2016 saa00a 330 30 453000 2108

*Data obtained from Castro et al. (2017). ** Means followed by the same letter do not differ statistically by the
Scott-Knott test (p<0.05). pH in water (1:2.5). P, K, Fe, Zn, Mn, and Cu extracted by Mehlich-1 solution
(Mehlich, 1953). Remaining P (Prem) (Alvarez V. and Fonseca, 1990). Ca®*, Mg?*, and AI** extracted by 1 mol
L KCI (McLean et al., 1958). Potential acidity (H+Al) by SMP extractant (Shoemaker, McLean and Pratt,
1961). S by monocalcium phosphate in acetic acid extractant (Hoeft, Walsh and Kenney, 1973). B extracted in
hot water (Raij et al., 2001). Soil organic matter (SOM) by oxidation with potassium dichromate in acid medium
(Walkley and Black, 1934). Electrical conductivity (EC). Texture by the Bouyoucos method (Bouyoucos, 1951).
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Table 2: Microbial biomass carbon, soil respiration, and metabolic and microbial coefficient of soils of different phytophysiognomies - ironstone
outcrops (10), neotropical savanna (NS), Atlantic Forest (AF), and a rehabilitated area revegetated with grass (RA) in two climate seasons (dry
and rainy) in the Quadrilatero Ferrifero, MG, Brazil

Microbial Biomass Carbon Soil Basal Respiration qCo; gMic
Area Dry Rainy Dry Rainy Dry Rainy Dry Rainy
mg g mg kg™* h* C-CO;, mg h* C-CO, mg™* C %
10 494.45 ¢ A* 627.47b A 14.08bc B 37.25cA 29.44bB 63.04b A 131cA 147cA
NS 862.07a A 682.25b B 15.74bB 42.67b A 18.84cB 61.27b A 207bA 145c A
AF 709.37b B 861.86 a A 1851aB 5191aA 2757bB 60.87 b A 253bB 315bA
RA 272.98d A 321.69cA 12.68cB 48.76 a A 48.39aB 155.15a A 349aB 524aA
CV(%) 19.25 20.16 9.09 12.17 25.14 24.68 38.3 36.34

"Means followed by the same lowercase letter among areas and uppercase letter between periods do not differ statistically by the Scott-Knott test (p<0.005).

Table 3: Enzyme activities of soils of different phytophysiognomies - ironstone outcrops (10), neotropical savanna (NS), Atlantic Forest (AF),
and a rehabilitated area revegetated with grass (RA) in two climate seasons (dry and rainy) in the Quadrilatero Ferrifero, MG, Brazil

Fluorescein Diacetate

Area B-glucosidase Acid Phosphatase Alkaline Phosphatase Arylsulfatase Urease Hydrolysis
Dry Rainy Dry Rainy Dry Rainy Dry Rainy Dry Rainy Dry Rainy
mg substrate kg™ h*
10 57.98b A 65.86 c A 28.46b A 14.77cB 103.65c A 11781b A 894aB 1348b A 711bA 112cB 36.00bB 61.30b A
NS 81.05aB 106.37b A 4559a A 3991b A 127.18b A 12317b A 359¢cB 10.31b A 7.02bB 4.06bA 24.30cB 49.40c A
AF 87.66aB 12894a A 49.57aB 84.18a A 163.52aB 14447 a A 7.63bB 37.90a A 13.72aA 544aB 51.30aB 85.70a A
RA 3493cB 48.01d A 4.03cB 16.95¢c A 71.98d A 53.48cA 6.50bB 942b A 558b A 292bB 29.00b B 67.00b A
CV (%) 13.59 13.81 21.45 16.25 10.9 17.77 18.8 22.43 21.97 31.44 20.16 18.39

"Means followed by the same lowercase letter among areas and uppercase letter between periods do not differ statistically by the Scott-Knott test (p<0.005).
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Table 4: Eigenvalues of chemical and physical attributes and biological indicators of soils
from ironstone outcrops (I0), neotropical savanna (NS), Atlantic Forest (AF), and a
rehabilitated area revegetated with grass (RA) in principal component analysis of different
phytophysiognomies in two climate seasons (dry and rainy) in the Quadrilatero Ferrifero,

MG, Brazil.
. Dry period Rainy period
Variable PC1 PC2 PC1 PC2
Explained variance (%)

Individual 46.33 16.90 43.39 25.72
Accumulated 46.33 63.23 43.39 69.11
FDA 0.35 0.43 0.07 0.66
Arylsulfatase -0.07 -0.23 -0.58 0.71
R-glucosidase 0.96 0.25 -0.87 0.51
Acid Phosphatase 0.97 0.22 -0.63 0.84
Alkaline Phosphatase 0.90 0.45 -0.92 0.08
Urease 0.64 0.49 -0.40 0.89
Microbial Biomass Carbon 0.89 0.12 -1.00 0.18
Soil Basal Respiration 0.78 0.51 0.15 0.90
Organic Carbon 0.81 -0.61 -0.82 -0.62
Total Nitrogen 0.73 -0.67 -0.74 -0.71
qCoO, -0.82 0.10 0.98 0.22
gMic -0.54 0.65 0.69 0.56
pH -0.92 -0.01 0.90 -0.17
AP 0.94 0.07 -0.96 0.23
H+AI 0.94 -0.39 -0.89 -0.38
CEC 0.82 0.00 -0.66 0.14
CECyhi 7.00 0.95 -0.44 -0.89 -0.47
V% -1.00 0.24 0.90 0.20
m% 1.03 0.13 -0.95 0.24
zZn* 0.23 -0.56 -0.04 -0.88
Fe* 0.05 -0.92 -0.33 -0.77
Mn?* -0.51 -0.35 0.57 -0.24
cu® -0.77 0.33 0.89 0.21
S -0.53 0.26 0.66 0.44
Clay 0.65 0.75 -0.62 0.81
Sand -0.37 -0.79 0.27 -0.69
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Figure 1: Location of the points sampled and Topographic wetness index map of soils of
different phytophysiognomies - ironstone outcrops (10), neotropical savanna (NS), Atlantic
Forest (AF), and a rehabilitated area revegetated with grass (RA) in two climate seasons (dry
and rainy) in the Quadrilatero Ferrifero, MG, Brazil.
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Figure 2: Organic carbon and Total Nitrogen of soils of different phytophysiognomies -
ironstone outcrops (10), neotropical savanna (NS), Atlantic Forest (AF), and a rehabilitated
area revegetated with grass (RA) in two climate seasons (dry and rainy) in the Quadrilatero
Ferrifero, MG, Brazil. Means followed by the same lowercase letter among areas and
uppercase letter between seasons do not differ statistically by the Scott-Knott test (p<0.005).

Standard erro bar.
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Figure 3: Specific enzyme activities per biomass carbon of soils of different
phytophysiognomies - ironstone outcrops (10), neotropical savanna (NS), Atlantic Forest
(AF), and a rehabilitated area revegetated with grass (RA) in two climate seasons (dry and
rainy) in the Quadrilatero Ferrifero, MG, Brazil. Means followed by the same lowercase letter

among areas and uppercase letter between seasons do not differ statistically by the Scott-
Knott test (p<0.005). Standard erro bar.
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Figure 4: Principal Component Analysis (PCA) relating chemical and physical
attributes and biological indicators of soils of ironstone outcrops (10), neotropical savanna
(NS), Atlantic Forest (AF), and a rehabilitated area revegetated with grass (RA) in two
climate seasons [dry (a) and rainy (b)] in the Quadrilatero Ferrifero, MG, Brazil.
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Resumo: O objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia simbidtica ou ndo simbiotica e a
diversidade de comunidades de rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPR -
plant growth promoting rhizobacteria) nativas de &rea em recuperacao alterada pela mineracéo
de ferro e em fitofisionomias adjacentes no Quadrilatero Ferrifero — MG - Brasil, em duas
estacOes climéticas (seco — dry e chuvoso — rainy). Amostras de solo foram coletadas em
fitofisionomias de Canga (Ironstone Outcrops - 10), Cerrado (Neotropical Savanna — NS),
Mata Atlantica (Atlantic Forest — AF) e uma é&rea reavilitada revegetada com capim
(Rehabilitated Area revegetated with grass — RA) para anélises quimicas, fisicas e bioldgicas.
Para cada estacdo, seca e chuvosa, foram conduzidos experimentos armadilha em casa de
vegetacdo, com siratro (Macroptilium atropurpureum) como planta isca de rizobio e outras
PGPR. Em cada experimento foram inoculadas suspensdes das amostras de solos coletadas
das diferentes fitofisionomias nas plantas e comparadas com controles com baixa e alta
concentracdo de N mineral. A eficiéncia da comunidade de rizébio e PGPR foi avaliada por
meio do numero de nddulos, matéria seca dos nddulos, matéria seca da parte aérea e leitura do
indice SPAD nas plantas de siratro. Os dados obtidos foram correlacionados com os atributos
quimicos e fisicos dos solos. As bactérias presentes nos nédulos foram isoladas para avaliar a
diversidade fenotipica e genotipica. O maior nimero de nodulos ocorreu no tratamento
inoculado com amostras de solo de RA e os menores em 10, nas duas estacdes. O indice
SPAD em siratro foi mais eficaz em detectar a diferenca entre as eficiéncias simbidticas das
comunidades de PGPR do que a matéria seca da parte aérea, com leituras de indice SPAD
maiores em RA do que no controle com alto N mineral. A eficiéncia das comunidades foi
diretamente correlacionada com pH, saturacdo de bases, Cu®* e argila, e inversamente
correlacionada com AI**, H+Al, CTC efetiva, CTC a pH 7, Zn**, C organico, N total, Fe**,
Mn®* e areia. RA teve a maior eficiéncia de comunidades, maior pH e saturacio de bases. Ja
IO apresentou os maiores teores de C organico, N total, Fe?*, areia e a menor eficiéncia de
comunidade. Apos o isolamento das bactérias dos nodulos foram obtidas 327 estirpes nas
duas estagdes climéticas, que foram separadas em seis grupos fenotipicos, em funcéo do pH e
tempo de crescimento em meio de cultura sélido. A diversidade genética, avaliada por meio
do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, apresentou 29 géneros na estacdo seca e 18 na
estacdo chuvosa. Nas fitofisionomias foram observados géneros pertencentes aos filos
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria. Os géneros
noduliferos Bradyrhizobium, Rhizobium e o endofitico Paenebacillus foram os de maior
ocorréncia em ambas as estacOes e fitofisionomias. A maior eficiéncia simbidtica e a elevada
diversidade genética da comunidade de bactérias encontrada na RA indicam que a reabilitagdo
do solo esta sendo efetiva.

Palavras-chave: Quadrilatero Ferrifero; planta isca; SPAD; Bradyrhizobium; Paenebacillus;
Rhizobium.
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1. Introducao

A mineracdo é uma atividade antropica essencial, porém, é uma das que causam maior
impacto na paisagem e nos ecossistemas, tornando necessdrio o uso de processos de
reabilitacdo nas areas mineiradas, principalmente pelo uso de revegetacdo para recompor,
proteger e promover a melhoria das condicdes edaficas (Escobar et al., 2015; Melloni et al.,
2006; Quadros et al., 2016).

Uma das regides com maior atividade de mineracdo de ferro no mundo é o Quadrilatero
Ferrifero na regido sudeste do Brasil, que compreende uma éarea de cerca de 7000 km? na
parte central do estado de Minas Gerais (de Carvalho Filho et al., 2015). Os solos dessa regido
sdo oriundos de uma grande diversidade litoldgica e, geralmente, sdo de baixa fertilidade,
acidos, rasos a pouco profundos, e com altos teores de ferro (de Carvalho Filho et al. 2010; de
Carvalho Filho et al 2015; Varajao et al., 2009). A vegetacdo local compreende inter-relacdes
entre dois grandes biomas, Cerrado e Atlantic Forest, que sdo hotspots globais de
biodiversidade (Bruce et al., 2010; Castro et al., 2016; Myers et al., 2000) e também pelas
areas de Canga, que sdo campos rupestres com grande diversidade floristica, adaptadas as
condicdes edéaficas ferruginosas locais (Castro et al., 2017; Neves et al., 2017; Skirycz et al.,
2014).

As mudancas causadas pela mineracdo influenciam a diversidade e densidade dos
organismos no solo, afetando processos bioguimicos que sdo essenciais para a
sustentabilidade dos ecossistemas (Claassens et al. 2012; Escobar et al., 2015; Silva et al.,
2018). Dentre esses processos, ressaltamos a fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN), realizada
por bactérias diazotrdficas simbidticas e associativas, que € extremamente importante para 0s
ecossistemas por disponibilizarem nitrogénio na forma assimilavel pelas plantas, promovendo
um melhor desenvolvimento das mesmas. No entanto, a promocao de crescimento vegetal
pode ser feita por meio de outros processos como: producdo de fitohorménios (Costa et al.,
2016; Santoyo et al., 2016), solubilizagéo de fosfato (Angus et al., 2013; Oliveira-Longatti et
al., 2015; Costa et al., 2016), producédo de sideroforos (Wdowiak-Wrdébel et al., 2017) e
adaptacéo a estresses como tolerancia a metais (Rangel et al., 2016); em plantas leguminosas
e ndo leguminosas (Velazquez et al 2017).

A diversidade microbiana no solo, principalmente em solos tropicais, ¢ um bom
indicador de mudancas ambientais (Borges et al., 2016; Carvalho et al., 2016; Pontes et al.,
2017). Além disso, representa recursos genéticos com potencial de aplicagdo biotecnoldgica,

como as rizobactérias promotoras de crescimento de vegetal (PGPR - plant growth promoting
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rhizobacteria). O isolamento destas bactérias pode ser realizada de forma direta de nédulos de
plantas encontradas no ambiente a ser estudado (Diabate et al., 2005; Moreira et al., 1992;
Moreira et al., 1993; Moreira et al., 1998; Santos et al., 2017), ou indiretamente por meio de
uso de especies de planta isca promiscuas, como Macroptilium artropurpureum (Jesus et al.,
2005; Lima et al., 2009; Borges et al., 2016), Mimosa tenuiflora (Silva et al., 2017), Vigna
unguiculata (Castro et al., 2017), Phaseolus vulgaris (Dall’Agnol et al., 2016; Melloni et al.,
2006), Glycine max (Ribeiro et al., 2015), entre outras espécies.

Embora muitos estudos tenham demonstrado que as alteragdes no uso do solo
impulsionam as mudancas na diversidade genotipica e funcional dos organismos sob
diferentes coberturas vegetais (Borges et al., 2016; Carvalho et al., 2016; Claassens et al.
2012; Lima et al. 2009; Pontes et al., 2017), ainda sdo escassos trabalhos relacionados a
diversidade de microrganismos em areas de mineracédo de ferro (Cao et al., 2015; Castro et al.,
2017; Matias et al., 2009; Nogueira et al., 2005; Teixeira et al., 2017; Vieira et al., 2017).
Diante disso, o objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia simbidtica e ndo simbidtica das
comunidades de PGPR nativas de area em recuperacdo alterada pela mineracao de ferro e em
fitofisionomias adjacentes, utilizando Macroptilium atropurpureum como planta isca, em
duas estacdes climaticas (seca e chuvosa) e correlacionar com os atributos quimicos e fisicos
do solo. Além disso, foi determinada a diversidade fenotipica e genotipica das estirpes

isoladas das areas em estudo.

2. Material e Métodos

2.1. Caracterizacdo da area de estudo e amostragem

O local de estudo situa-se nos municipios de Nova Lima e Brumadinho, pertencentes a
empresa Vale S.A., localizadas no Quadrilatero Ferrifero em Minas Gerais, sudeste do Brasil
(Figura S1). O clima é Cwa, com inverno seco e verdo chuvoso, segundo classificacdo de
Koppen, com pluviosidade média de 1100 a 1420 mm e temperatura média entre 19 e 22° C.

As amostras de solos foram coletadas em agosto de 2015 (estacdo seca — dry season) e
em janeiro de 2016 (estagdo chuvosa — rainy season), em quatro fitofisionomias diferentes. A
amostragem seguiu um desenho amostral de dois transectos, distanciados a 50 m um do outro.
Em cada transecto foram obtidas cinco amostras compostas, em pontos georreferenciados,
distanciados a aproximadamente 50 m, resultando em 10 pontos por fitofisionomia. As
amostras foram compostas por cinco subamostras, separadas por cinco metros cada, coletadas

na camada de 0-0.20 m em linha transversal ao transecto. A descri¢ao dos tipos de solos e das
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andlises quimicas e fisicas dos solos da estacéo seca estdo em Castro et al. (2017) e da estacéo
chuvosa em Silva et al (2018).

As fitofisionomias foram descritas em Castro et al. (2017) como Canga (lronstone
Outcrops — 10) e Cerrado (Neotropical Savanna — NS) no Centro de Tecnologia de Ferrosos
em Nova Lima; Mata Atlantica (Atlantic Forest — AF) e uma area reabilitada revegetada com
capim (Rehabilitated Area revegetated with grass — RA) na Mina Corrego do Feijao em
Brumadinho. A RA foi influenciada pela atividade de mineracdo ao ter sua vegetacao nativa
(Mata Atlantica) removida para estabelecimento de um depoésito de minério pré-transporte. A
revegetacdo dessa area foi iniciada em 2005 com o plantio de espécies arboreas e gramineas.
No entanto, atualmente, a presenca de gramineas (Panicum maximum Jacq, Brachiaria
decumbens, Melinis minutiflora) é predominante, existindo apenas algumas espécies de

leguminosas arbustivas (Neonotonia wightii, Mimosa sp., Crotalaria juncea) no local.

2.2. Eficiéncia simbiotica e captura de comunidades de bactérias promotoras de
crescimento vegetal

Para determinar a eficiéncia da comunidade e capturar as estirpes de bactérias
promotoras de crescimento vegetal (PGPR) foram conduzidos dois experimentos utilizando
siratro (Macroptilium atropurpureum) como planta isca. Os experimentos foram conduzidos
entre 0s meses de maio e junho de 2016 (coleta da estacéo seca) e setembro e outubro de 2016
(coleta da estagcdo chuvosa), na casa de vegetacdo do Setor de Biologia, Microbiologia e
Processos Bioldgicos do Solo - DCS - UFLA.

As plantas foram cultivadas em garrafas de vidro ambar de 500 mL com solucdo
nutritiva (Hoagland, Arnon, 1950), com baixa (5,25 mg L™ de N) ou alta concentracdo de N
(52,5 mg L™ de N), diluida quatro vezes e esterilizada. NH;H,PO,, KNO3 e Ca(NO3), foram
as fontes de nitrogénio utilizadas. As sementes de siratro foram previamente escarificadas e
esterilizadas em acido sulfurico (H,SO4 p.a.) por 15 minutos e imersas em agua estéril por 2
horas. Posteriormente, foram colocadas em placas de Petri, com algoddo e papel filtro
umedecidos, e mantidas a 28°C por 24 horas para germinacdo. Uma plantula de siratro foi
colocada em cada garrafa. Aliquotas de 1 mL de suspensdo de solo de cada amostra foi
inoculadas individualmente nas plantulas, com trés repeticGes para cada ponto amostral. As
suspensodes de solo foram obtidas a partir da suspensdo de 50g de cada amostra de solo em 50
mL solucdo salina (NaCl 0.85%) na propor¢édo de 1:1, agitados por 30 minutos a 120 rpm,

conforme a metodologia proposta em Moreira (2010).
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O delineiamento experiemntal utilizado foi o inteiramente casualizado com sete
tratamentos e trés repeti¢des: inoculagbes com as suspensdes de solos de cada fitofisionomia;
controle positivo inoculado com uma estirpe eficiente em siratro UFLA 04-212
(Bradyrhizobium brasilense) (Costa et al., 2018); controles negativos ndo inoculados com alta
concentracdo de N (HN — 52,5 mg L™) e com baixa concentragdo de N (LN — 5,25 mg L™),
para verificar possiveis contaminacGes do experimento e para comparar com as plantas
inoculadas com a solucdo do solo. Os tratamentos inoculados com as suspensdes de solo e
com a UFLA 04-212 foram cultivados em solucdo com baixa concentragdo de N (5,25 mg L™
de N).

As plantas foram coletadas 45 dias ap6s a inoculacdo e determinada a eficiéncia das
comunidades de PGPR por meio da avaliacdo do nimero dos nddulos (NN), matéria seca de
nodulos (NDM), matéria seca de parte aérea (SDM) e o indice SPAD (soil plant analysis
development) das plantas de siratro. Para determinar o NN, estes foram retirados e contados
manualmente. A NDM e SDM foram determinadas apds secagem em estufa de circulacdo de
ar a 65° C e atingir peso constante. O indice SPAD foi determinado nas folhas dos tercos
médio e superior das plantas de cada tratamento, usando um medidor de clorofila Minolta

SPAD-502, com uma média de 30 leituras por planta.

2.3. Caracterizacdo fenotipica e genotipica das estirpes isoladas dos nddulos

Na separacdo manual dos nodulos foram selecionados dois por planta para o processo
de isolamento das estirpes de PGPR. Os nédulos foram desinfestados superficialmente, sendo
primeiramente imersos em alcool etilico 95% por 30 segundos, e em seguida em H,0, (10%)
por dois minutos e, posteriormente, lavados seis vezes em agua destilada estéril (Vincent,
1970). A cada desinfestacdo de nodulos de plantas diferentes foram trocadas as solugdes de
limpeza (alcool, H,0, e a4gua). Apds a desinfestacdo, os nddulos foram macerados em placas
contendo meio de cultura 79 (Fred, Waksman, 1928), também conhecido como YMA
(Vincent, 1970), com azul de bromotimol, a pH 6,8. O liquido obtido da maceracdo dos
nodulos foi espalhado em estria compostas para a obtencao de col6nias isoladas.

Os diferentes morfotipos de colbnias observados foram plaqueados para purificagao.
Apos a purificagdo dos isolados, as seguintes caracteristicas culturais foram avaliadas em
placa de petri com meio de cultura 79: alteracdo do pH do meio de cultura (acido, basico e
neutro) e tempo de crescimento avaliado pelo tempo de formagdo de coldnias isoladas (1-3
dias: crescimento répido; 4-5 dias: crescimento intermediario; > 6 dias crescimento lento),

conforme descrito em Moreira et al. (1993). Para o agrupamento fenotipico foram
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consideradas as caracteristicas tempo de crescimento e alteragdo do pH do meio de cultura de
cada uma das estirpes isoladas. Todas as estirpes foram armazenadas em glicerol a 20% a -
80°C, em agua destilada estéril e liofilizados. A caracterizacao cultural de cada estirte esta
descrito na Tabelas S2.

A identificacdo das estirpes foi realizada por meio do sequenciamento parcial do gene
16S rRNA. Para isso, 0 DNA genémico de cada estirpe foi extraido por meio de lise alcalina
(Niemann et al., 1997) apds crescimento em meio de cultura 79, de acordo com o tempo de
crescimento para atingir a fase log. A amplificacdo do gene 16S rRNA seguiu metodologia
descrita em Guimaraes, et al. (2012) e Ribeiro, et al. (2015), utilizando os primers 27F (5° -
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3°) e 1492R (5’ - GGTTACCTTGTTACGACTT - 37)
(Lane, 1991). Os produtos de PCR foram enviados ao laboratério Wemseq (Curitiba — PR -
Brasil), para purificacdo e sequenciamento. A qualidade das sequéncias foi avaliada usando o
programa BioNumerics, versdo 7.5 (Applied Maths, Austin, TX, EUA) e, posteriormente,
submetidas ao programa “Basic Local Alignment Searh Tool” (BLAST) (Altschul et al., 1997)
para comparacdo com sequéncias similares depositadas no banco de dados GenBank, do
National Center for Biotechnology Information (NCBI). As sequéncias determinadas nesse
trabalho foram depositadas no GenBank sob os numeros de acessos: MH310426 a
MH310439; MH319950 a MH320092; MH320566 & MH320735 (Tabela S2).

A riqueza de géneros foi determinada para cada fitofisionomia e calculados os indices
de diversidade de Shannon e de Simpson. O indice de diversidade de Shannon foi calculado
pela formula: H* = - (n1/N) x In (ni/N) e o indice de diversidade de Simpson foi calculado
pela formula: C’ = X ni x (ni-1) / N x (N-1), onde ni = ndmero de individuos da i-ésima

espécie; N = namero total de individuos; In = logaritmo neperiano.
2.4.Andlises Estatisticas

Os testes de normalidade e homogeneidade de médias foram realizados para as variaveis
NN, NDM, SDM, RE e indice SPAD. Foram observados que NN e NDM néo atendiam ao
pressuposto de normalidade e foram transformados utilizando a equacdo (x—1). Os
resultados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) (p<0.05) e agrupados pelo teste
de Scott-Knott (p<0.05), usando o software Sisvar (Ferreira, 2011). Analise de componentes
principais (PCA) foi realizada para demonstrar a ordenacao das fitofisionomias em relacédo a
eficiéncia simbidtica das comunidades com os atributos fisico-quimicos do solo usando o

software R (R Development Core Team, 2011). A distribuicdo das estirpes em diferentes
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grupos culturais e a diversidade de géneros foi analisada graficamente por meio de analise
estatistica descritiva.

3. Resultados

3.1. Eficiéncia de Comunidades de Rizobactérias Promotoras de Crescimento Vegetal

As plantas de siratro apresentaram nddulos quando inoculadas com a suspensdo dos
solos de todas as fitofisionomias, em ambos os experimentos. Ndo houve a presenca de
nodulos nos controles sem inoculacdo, com baixa ou alta concentracdo de N, mostrando que
0s experimentos ndao foram contaminados. A estirpe referéncia para siratro (UFLA-04-212),
que é uma estirpe de bactéria fixadora de nitrogénio nodulifera em leguminosa, nodulou
normalmente, indicando que as condi¢fes experimentais foram favoraveis a simbiose, nos
dois experimentos. NS, AF e RA apresentaram comunidades bacterianas com capacidade de
nodulacdo em siratro em todos os pontos de coleta. Entretanto, a fitofisionomia 10 apresentou
nodulacdo positiva apenas nos tratamentos dos pontos 1, 5, 6, 7 e 8, na esta¢do periodo seca, e
dos pontos 1, 6 e 7, na estagdo chuvosa.

As variaveis NN, NDM, SDM e indice SPAD apresentaram diferencas significativas
entre as fitofisionomias (p < 0.05), nas duas estacGes climaticas avaliadas (Tabela 1). Na
estacdo seca RA apresentou o maior NN, seguido de UFLA 04-212, AF e NS, e com menor
NN em 10. Ja na estacdo chuvosa o maior NN foi no tratamento UFLA 04-212, seguido de
RA. A RA e UFLA 04-212 apresentaram as maiores NDM, ja as demais fitofisionomias ndo
diferiram entre si (p < 0.05), em ambas as esta¢cdes climaticas (Tabela 1). A SDM foi mais
alta no controle com alto N nos dois experimentos, sendo pouco eficiente em diferenciar as
fitofisionomias avaliadas, provavelmente pelo curto periodo de conducdo (45 dias).

A avaliagcdo da eficiéncia simbidtica das comunidades de bactérias por meio da
avaliacdo do indice SPAD indicou que RA foi a fitofisionomia que apresentou a maior
eficiéncia simbiotica entre as fitofisionomias, em ambos os experimentos (Figura 1). SPAD
em RA néo diferiu do controle com alto N na estacdo seca, e foi maior que o controle com
alto N na estacdo chuvosa (p < 0.05), demostrando a alta sensibilidade deste indice para
detectar diferencas entre as eficiéncias das comunidades bacterianas em experimentos de curta

duracéo.
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3.2. Relagéo entre a eficiéncia das comunidades de PGPR e os atributos fisicos e
quimicos do solo

Resultados da analise dos componentes principais (PCA) entre as propriedades fisico-
quimicas do solo e as varidveis de eficiéncia simbiotica explicaram 74% da variancia total
(PC1: 53% e PC2: 21%) no experimento da estacdo seca, e 70% da variancia total (PC1: 50%
e PC2: 20%) no experimento da estacdo chuvosa. Esses resultados, juntamente com a matriz
de correlacdo, permitiram uma melhor compreensdo da relacdo entre os atributos fisico-
quimicos dos solos coletados nas diferentes fitofisionomias e na eficiéncia simbiotica das
comunidades bacterianas capturadas por siratro (Figura 2).

Tanto no periodo seco, quanto no periodo chuvoso, a analise das PC1 e PC2 mostram
que o indice SPAD, NN, NDM e SDM estdo diretamente correlacionados com pH, saturacdo
de base, Cu** e argila, e correlacionados inversamente com AI**, H+Al, CEC efetiva, CECp
700, Zn?*, organic C, total N, Fe?*, Mn*" e areia ( Tabela 2). Ao se analisar a distribuicio
espacial dos pontos no PCA (Figura 2), observa-se que houve uma nitida separacdo entre as
fitofisionomias, que seguiu a mesma distribuicdo espacial nos quadrantes independe da
estacdo que foi coletada. Também se pode inferir que RA esta relacionada com indice SPAD,
NN, NDM, pH, V% e Cu®, sendo essa a fitofisionomia com a maior eficiéncia de
comunidade, que indica o potencial das PGPR no reestabelecimento de processos bioldgicos
no solo. 10 foi agrupada com relac&o aos seus maiores contetidos de areia, Fe?*, Zn** e N. NS
ficou no centro do grafico entre 10 e AF, com pontos préximos e compartilhando
caracteristicas do solo com AF. A fitofisionomia NS foi agrupada principalmente por seus
conteidos de C organico, H+Al, CEC e CECyy 7.00. E AF foi separada pelos seus maiores

contetidos de argila e AI**,

3.3. Diversidade fenotipica das estirpes capturadas

327 estirpes foram isoladas de nodulos de siratro, 157 estirpes na estacdo seca e 170
estirpes na estacdo chuvosa. As estirpes foram agrupadas em seis grupos culturais: rapido e
acido (FAC), réapido e neutro (FN), intermediario e acido (IAC), intermediario e neutro (IN),
lento e neutro (SN) e lento e alcalino (SAL) (Figura 3). A distribui¢do das estirpes em grupos
culturais, nas estacdes seca e chuvosa, respectivamente, foi: FAC: 79 e 78; FN: 15e 7; IAC: 5
e 3;IN: 12 e 6; SN: 42 e 73; SAL: 5 e 3 (Figura 3). Houve uma predominancia de estirpes nos
grupos culturais FAC e SN em todas as fitofisionomias e nas duas esta¢des. 10 ndo apresentou
isolados representantes de todos os grupos culturais, mas apenas FAC, IN, SN e SAL, sendo
isoladas 18 estirpes na estacdo seca, e 20 na chuvosa, com predominio de estirpes do grupo



70

FAC (10 e 7 estirpes, estacdo seca e chuvosa, respectivamente) e SN (6 e 11 estirpes) (Figura
3). NS, AF e RA tiveram isolados distribuidos em todos os grupos culturais. Na NS foram
isoladas 34 e 49 estirpes nas estacdes seca e chuvosa, respectivamente, com predominio em
FAC (18 e 23 estirpes) e SN (10 e 21 estirpes); na AF foram isolados 57 estirpes na estacéo
seca e 51 estirpes na estacdo chuvosa, com predominio em FAC (31 e 27 estirpes) e SN (10 e
17 estirpes). A RA teve 48 e 50 nas estagdes seca e chuvosa, respectivamente, com
predominio em FAC (20 e 21 estirpes) e SN (10 e 24 estirpes) (Figura 3).

3.4. Diversidade genética das estirpes por sequenciamento do gene 16S rRNA

As 327 estipes bacterianas isoladas dos nodulos de siratro tiveram o gene 16S rRNA
sequenciado. As sequéncias foram comparadas com sequéncias do banco de dados Genbank
(NCBI), com similaridades que variaram de 96% a 100%, e foram filogeneticamente similares
aos géneros pertencentes aos filos: Proteobacteria (classes a-Proteobacteria, y-Proteobacteria
e P-Proteobacteria); Firmicutes (classe Bacilli); Bacteroidetes (classe Sphingobacteria);
Actinobacteria; Acidobacteria (Acidobacteria) (Figuras 4). A riqueza foi de 29 géneros na
estacdo seca e 18 na estacdo chuvosa. Desses géneros foram isolados quatro géneros de
rizobios, tanto na estacdo seca (Bradyrhizobium, Burkholderia, Methylobacterium,
Rhizobium), quanto na estagdo chuvosa (Bradyrhizobium, Burkholderia, Mesorhizobium,
Rhizobium) (Figura 5 e Tabela S2).

Na IO foram isoladas 18 estirpes na estacdo seca e 20 na chuvosa, identificados géneros
de rizobios: Bradyrhizobium, Methylobacterium, Rhizobium; géneros endofiticos: Bacillus,
Cohnella, Enterobacter, Leifsonia, Mucilaginibacter, Paenibacillus; e ainda o género
Terriglobus (Figuras 4). Na NS foram isoladas 34 estirpes na estagdo seca e 49 estirpes na
estacdo chuvosa, identificados os rizébios: Bradyrhizobium, Burkholderia, Mesorhizobium,
Rhizobium; os endofiticos: Cohnella, Leifsonia, Luteibacter, Novosphingobium,
Paenibacillus, Pantoea; e também Chelatococcus (Figuras 4, Tabelas S2 e S3). Na AF foram
isoladas 57 estirpes na estacdo seca e 51 estirpes na estagdo chuvosa, identificados os
rizobios: Bradyrhizobium, Burkholderia, Mesorhizobium, Rhizobium; os endofiticos:
Acinetobacter, Achromobacter, Brevundimonas, Caulobacter, Enterobacter, Leifsonia,
Novosphingobium, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas, Ralstonia, Sphingomonas; e
também Chitinophaga, Dyella, Stenotrophomonas. (Figuras 4). E na RA foram isoladas 48
estirpes na estacdo seca e 50 estirpes na estacdo chuvosa, identificadas nos géneros de
rizobios: Bradyrhizobium, Burkholderia, Rhizobium; nos géneros endofiticos: Bosea,

Herbaspirillum, Leifsonia, Paenibacillus, Pseudomonas, Ralstonia, Sphingobium,
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Sphingomonas; e em outros géneros: Acidovorax, Dyella, Labrys, Mucilaginibacter,
Pedobacter, Variovorax (Figuras 4). Bradyrhizobium, Rhizobium e Paenibacillus foram os
géneros com maior ocorréncia em todas as fitofisionomias e nas duas estacGes (Figuras 4 e
Tabela S2).

4. Discussao

Embora ndo seja uma espécie nativa da regido do Quadrilatero Ferrifero, o siratro foi
eficiente na captura de PGPR nos solos de todas as fitofisionomias estudadas, pois a maioria
das plantas de siratro apresentou nodulagéo positiva. A presenca de nodulos na planta isca em
um cultivo armadilha demonstra que a densidade de PGPR presente no solo foi suficiente para
induzir a nodulagdo. Estes resultados corroboram que o siratro € uma boa opcao de espécie de
planta isca para estudos de biodiversidade, pois € um hospedeiro promiscuo, com uma ampla
gama de microsimbiontes (Borges et al., 2016; Jesus et al., 2005; Lima et al., 2009).

A RA apresentou maior NN, RE e indice SPAD, em ambas as estacGes, isso pode
decorrer devido a pressdo seletiva em um ambiente deficiente de nitrogénio que estimula a
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) pelas comunidades de rizébios presentes no solo. As
diferencas detectadas pelo NN e no indice SPAD, em ambas as estacdes, nas plantas de siratro
inoculadas com suspensdo de solo das diferentes fitofisionomias do Quadrilatero Ferrifero,
demonstram ser a avaliacdo da eficiéncia simbidtica das comunidades de PGPR um eficaz
descritor das caracteristicas de funcionalidade da microbiota dos solos, e assim estimar a
qualidade dos mesmos. O numero de nédulos formados na planta isca € um reflexo do nimero
de bactérias fixadoras de nitrogénio presentes nas amostras, representando uma medida
semiquantitativa de sua densidade, que é Util para comparagdo entre sistemas de uso da terra
(Lima et al. 2009). O N é considerado, juntamente com o P, como 0s nutrientes mais
limitantes em ecossistemas tropicais (Moreira et al., 2009; Ribeiro et al., 2017) e pesquisar
microrganismos que podem realizar o processo de FBN se destaca para aplicagdes em
processos de reabilitacdo do solo apos atividade de mineracao.

A avaliacdo do indice SPAD foi mais eficiente em detectar diferengas na eficiéncia das
comunidades bacterianas entre as fitofisionomias que o0 SDM. O indice SPAD é uma medida
indireta do contedo de clorofila na folha e pode ser correlacionado com os teores de N na
planta (Cerezini et al., 2017; Knoth et al., 2014; Rondon et al., 2007). As leituras do SPAD
em RA foram semelhantes e até superiores, 0 que ocorreu na estacdo chuvosa, em relacdo ao
controle com N mineral, o que ndo foi detectado pelo SDM. Provavelmente, isso ocorre

devido ao curto periodo de cultivo (45 dias), que ndo seria suficiente para que o nitrogénio
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absorvido seja convertido em matéria seca, o que torna o indice SPAD uma variavel eficaz
para avaliar a eficiéncia simbidtica de comunidades no processo de fixac¢ao biolégica de N em
condicdes axénicas por periodos curtos. Em estudo de autenticacdo de BFN, utilizando feijao
caupi como planta hospedeira, ja havia sido relatada a importancia desse indice como
ferramenta para determinar a eficiéncia simbidtica por periodos curtos de cultivo em casa-de-
vegetacao (Jaramillo et al., 2013).

A eficiéncia simbiotica das comunidades de PGPR, nos dois periodos de coleta, foi
diretamente correlacionada com pH, saturacdo de base, Cu** e argila, e inversamente
correlacionadas com AI**, H+Al, CEC efetiva, CEC a pH 7, Zn**, organic C, total N, Fe?",
Mn?* e areia (Figura 2, Tabela 2). A RA apresentou a maior eficiéncia da comunidade
bacteriana capturada por siratro, e foi separada das demais fitofisionomias, nas duas estagdes,
por seus maiores valores de NN, NDM e indice SPAD, que correlacionou com pH, V% e
Cu?*. De acordo com a literatura, a maioria das estirpes bacterianas séo sensiveis aos elevados
teores de Cu no solo (Lima et al., 2009; Matsuda et al. 2002; Trannin et al., 2001), no entanto,
aquelas isoladas de RA foram indiferentes ao alto teor de Cu nessa area.

A AF e a NS foram agrupadas proximas no grafico da PCA (Figura 2), até com
sobreposicdo de pontos na estacdo seca, demostrando que as mesmas caracteristicas do solo
foram importantes no agrupamento dessas fitofisionomias pelos maiores teores de AI**, H+Al,
CEC. AF também apresentou o maior teor de argila entre as fitofisionomias. Os solos com
maiores teores de argila favorecem a maior interacdo entre 0os microrganismos e as superficies
dos colo6ides do solo, o que pode aumentar a sua sobrevivéncia e maior possibilidade de
propagar-se (Stotzky 1972), o que explica a maior riqueza de géneros em AF na estacdo
chuvosa (Figura 4). As fitofisionomias avaliadas nesse estudo levam a deposigéo de diferentes
materiais vegetais no solo em fungéo de suas diferengas na composi¢éo floristica e densidade
de cobertura vegetal. Além disso, as diferentes caracteristicas fisico-quimicas do solo
proporcionaram condic¢des variadas para o estabelecimento de uma comunidade diversificada
nesses solos, como relatado por Castro et al. (2017), Silva et al. (2018) e Vieira et al. (2017).

As maiores riquezas de géneros foram encontradas em RA e AF, ja as menores em 10 e
NS (Figura 4). Essa menor riqueza de géneros capturados em IO e NS pode ser associada as
caracteristicas do solo, como serem rasos e com elevado contetdo de C e N, verificado nas
duas estacOes climaticas (Tabela S1). Silva et al. (2018) mostraram que 10 e NS apresentaram
atividades microbianas muito relacionada com os maiores teores de C organico e N total no
solo. 10, provavelmente, por suas caracteristicas de solo com elevado teor de matéria

organica, areia e Fe**, ndo apresentou isolados em todos os pontos de coleta e mostrou uma
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menor eficiéncia de comunidade (Tabela 1, Figura 1). A fertilidade dos solos de Canga esta
associada principalmente a decomposicdo da serapilheira, que podem ser suficientes para
sustentar a vegetacdo nativa (Ribeiro et al., 2017).

A Canga € uma fitofisionomia com alta complexidade, principalmente por suas
caracteristicas de solo. Apresenta uma biota adaptada a essas condi¢es, como alto teor de
Fe?*, solos rasos e arenosos, com uma diversidade microbiana ainda pouco estudada
(Carvalho et al., 2012; Castro et al., 2017; Matias et al., 2009; Ribeiro et al., 2017; Teixeira et
al., 2017; Vieira et al., 2017). Por ser um hotspot de biodiversidade e uma area com potencial
para a extracdo de minério de ferro, torna-se importante conhecer e estudar a biodiversidade e
a dindmica ecoldgica nesses ambientes, 0 que pode auxiliar na obtencdo de recursos
biotecnologicos adaptados a estas condi¢bes para serem utilizados em projetos de reabilitacéo
apos mineracdo de ferro.

As estirpes bacterianas isoladas das fitofisionomias foram identificadas como
pertencentes aos filos Proteobacteria (classes o-Proteobacteria, y-Proteobacteria e [-
Proteobacteria); Firmicutes (classe Bacilli); Bacteroidetes (classe Sphingobacteria);
Actinobacteria; Acidobacteria (Acidobacteria) (Figura 4), demostrando a alta diversidade
genética encontrada. No filo Proteobacteria os géneros Bradyrhizobium, Burkholderia,
Mesorhizobium, Methylobacterium e Rhizobium s&o reconhecidos como simbidticos de siratro
(Angus et al., 2013; Aradujo et al., 2017; Ardley et al., 2014; Borges et al., 2016; Lima et al.,
2009; Moulin et al., 2001; Sy et al., 2001).

Apesar dos géneros Acidovorax, Chelatococcus, Chitinophaga, Dyella, Labrys,
Mucilaginibacter, Pedobacter, Variovorax, Stenotrophomonas e Terriglobus ndo serem
reconhecidos PGPR ha registros na literatura de espécies endofiticas com propriedades
promotoras de crescimento (Armanhi et al., 2018; Castro et al., 2017; Chou et al., 2007;
Hoque et al 2011; Li et al., 2011; Lu et al., 2017; Sun et al., 2017; Thijs et al., 2014;Whang et
al., 2014; Xiao et al., 2017). Ja os demais géneros isolados tem registro na literatura como
bacterias endofiticas e promotoras de crescimento vegetal (Chen et al 2001; Costa et al., 2016;
Flores-Félix et al., 2014; Guglielmetti et al., 2013; Guimaraes et al., 2012; Jaramillo et al.,
2013; Mendis et al., 2018; Souza et al., 2015; Wang et al., 2017; Zhang et al., 2016; Zhao et
al., 2017). Embora as relacdes simbidticas dessas comunidades com o siratro podem ser
diferentes daquelas com espécies Leguminosae nativas de cada fitofisionomia (Diabate et al.,
2005; Lima et al., 2009; Ribeiro et al., 2017; Santos et al., 2017), mesmo riz6bios podem
atuar como PGPR por meio de varios processos contribuindo para a sustentabilidade dos

ecossistemas.
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Os géneros simbiodticos mais comuns foram Bradyrhizobium (28% dos isolados na
estacdo seca e 45% dos isolados na chuvosa) e Rhizobium (13% dos isolados na estagdo seca e
14% dos isolados na chuvosa). Nas fitofisionomias, Bradyrhizobium foi o género mais
comum, representando: 28% e 32% em 10; 43% e 60% em NS; 23% e 35% em AF; 23% e
54% em RA, nas estacdes seca e chuvosa respectivamente (Figura 4). O predominio de
Bradyrhizobium nessas fitofisionomias é uma condi¢cdo comum a solos tropicais, semelhante
ao relatado por Borges et al. (2016), Costa et al. (2013), Guimardes et al. (2012), Jaramillo et
al (2013), Lima et al. (2009) Perrineau et al. (2011) e Quadros et al. (2016). Foram capturados
apenas o0s géneros noduliferos em leguminosa Bradyrhizobium e Rhizobium em 10, ndo sendo
observado Burkholderia, que é relatado por Ribeiro et al. (2017) e por Castro et al. (2017)

como géneros que ocorrem em Canga.

Em todas as fitofisionomias foram isolados géneros de bactérias endofiticas promotoras
de crescimento vegetal E bem relatado que os nddulos de leguminosas abrigam rizobios
juntamente com outras bactérias endofiticas (Castro et al., 2017; Lima et al., 2009; Peix et al.
2015) cujo papel na simbiose das leguminosas é pouco conhecido. No entanto, eles podem ter
efeitos positivos uma vez que muitos desses endodfitos apresentaram mecanismos de
promoc¢do do crescimento vegetal (Costa et al., 2016; Rangel et al., 2016; Velazquez et al.,
2013), que se faz necessario estudar a aplicacdo desses organismos em estudos de

cooinoculacdo em plantas para a revegetacdo em areas apés a atividade de mineracao.

Avaliando a diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio nas mesmas areas do
Quadrilatero Ferrifero no periodo seco, utilizando o caupi (Vigna unguiculata) como planta
isca, Castro et al. (2017) obtiveram o0s géneros simbidticos Bradyrhizobium, Cupriavidus,
Rhizobium e Burkholderia, sendo este Gltimo o género predominante nas fitofisionomias. O
género Cupriavidus ndo foi registrado no presente estudo, assim como 0S géneros
Paraburkholderia, Agrobacterium e Bacteroidetes, ressaltando a importancia do uso de
diferentes espécies como planta isca no estudo de diversidade de bactérias promotoras de
crescimento vegetal. Eles também encontraram o0s géneros Acinetobacter, Bacillus,
Brevibacillus, Chitinophaga, Dyella, Enterobacter, Herbaspirillum, Novosphingobium,
Paenebacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas e Terriglobus, que foram observados em
nosso estudo (Figuras 4).

A diversidade de RA semelhante a AF demostra que o capim foi eficiente em estimular
e manter uma comunidade de bactérias promotoras de crescimento vegetal, que além de

diversa, foi eficiente (Figuras 1, 5 e Tabela 1). Essas bactérias s&do multifuncionais, podendo
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promover a fixacdo bioldgica de N simbidtica e associativa, produzir fitohorménios e
sideroforos, e solubizar fosfato (Angus et al., 2013; Costa et al., 2016; Oliveira-Longatti et al.,
2015; Rangel et al., 2016; Santoyo et al., 2016; Velazquez et al 2017; Wdowiak-Wrdbel et al.,
2017), e podem estar atuando na recuperacao dessa area por meio desses processos.

A multifuncionalidade dos ecossistemas apresenta uma forte correlagdo com a
biodiversidade do solo. A composi¢do das comunidades microbianas é um fator chave na
regulacdo do funcionamento dos ecossistemas, ou seja, qualquer alteracdo que possa gerar
perda de biodiversidade ameaca a multifuncionalidade e sustentabilidade desse ambiente. As
alteragGes por meio da atividade de mineragdo podem diminuir a biodiversidade e a atividade
microbiana (Claassens, et al., 2008; Quadros et al., 2016), porém o uso de medidas para a
reabilitacdo dos solos com revegetacdo pode auxiliar no retorno dessa biodiversidade, como
constatado em nossos resultados, em que a riqueza de géneros em RA foi semelhante a
rigueza em AF (Figura 5), e em outras pesquisas em areas revegetadas apds mineracdo
(Escobar et al., 2015; Mukhopadhyay, et al., 2016; Santos et al., 2016; Teixeira et al., 2017,
Vieiraetal., 2017).

Conclusdes
Os solos da area reabilitada apds a mineracdo de ferro e das fitofisionomias adjacentes
apresentam comunidades de bactérias promotoras de crescimento vegetal que foram

capturadas por siratro nas duas estacdes climaticas.

A eficiéncia de comunidade de bactérias promotoras de crescimento vegetal é maior na
area reabilitada (RA) seguida de AF/ NS e 10.

O indice SPAD foi mais eficaz em descrever a eficiéncia das comunidades do que a

matéria seca da parte aérea.

Os atrubutos quimicos e fisicos pH, saturacdo de base, Cu?* e argila sdo diretamente
correlacionados com a eficiéncia de comunidades de bactérias promotoras de crescimento
vegetal, ja AI**, H+Al, CEC, CEC p 700, Zn**, C, N, Fe**, Mn** e areia sdo inversamente

correlacionados.

H& uma alta riqueza de géneros e diversidade genética nas fitofisionomias, em ambas as
estacdes coletadas. A area reabilitada apresenta uma alta riqueza de géneros, que foi igual a

Mata Atlantica na estacdo seca.
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Géneros dos filos Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Proteobacteria estdo presentes nas fitofisionomias. Sendo que Bradyrhizobium, Rhizobium e
Paenebacillus, pertencentes ao filo Proteobacteria, foram os géneros predominantes nas

fitofisionomias e em ambas as estacdes.

A maior eficiéncia simbidtica e a elevada diversidade genética da comunidade de
bactérias promotoras de crescimento vegetal encontrada na area reabilitada indicam que a

reabilitacdo do solo esta sendo efetiva.
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Tabela 1. NUmero de nédulos (NN), matéria seca dos nédulos (NDM) e matéria seca da
parte aérea (SDM) de plantas de siratro (Macroptilium atropurpureum) que foram inoculadas
com amostras de solos de diferentes fitofisionomias, Canga (10), Cerrado (NS), Mata
Atlantica (AF) e uma éarea reabilitada revegetada com capim (RA) em duas estagdes

climéticas (seca — dry e chuvosa — rainy) no Quadrilatero Ferrifero, MG, Brasil, e comparadas

a controles
Fitofisionor:ia/controle NN NDM SDM
g plant™ g plant™

Dry Rainy Dry Rainy Dry Rainy
10 6.73 ¢c* 4.13d 0.009 b 0.002 b 0.139 ¢ 0.082 ¢
NS 17.99 b 13.37¢ 0.014 b 0.012b 0.165¢ 0.129d
AF 17.29b 149¢ 0.014 b 0.009 b 0.119¢ 0.054 ¢
RA 24.10 a 23.63b 0.034 a 0.032a 0.246 ¢ 0.193 ¢
UFLA 04-212 16.40b 46.10 a 0.034 a 0.068 a 0.135¢ 0.429b
HN 0 0 0 0 0.801a 0.844 a
LN 0 0 0 0 0.141¢c 0.159d
CV% 29.63 26.61 0.6 0.49 21.7 16.25

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Scott-Knott (p<0.05).UFLA 04-212-
estirpe de Bradyrhizobium brasilense eficiente em siratro; HN (52,5 mg L™ de N), LN (5,25 mg L™ de N).
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Tabela 2. Autovalores de atributos quimicos e fisicos do solo e a eficiéncia simbiotica
de comunidades de bactérias isoladas de nodulos de plantas de siratro (Macroptilium
atropurpureum) que foram inoculadas com solos de Canga (l10), Cerrado (NS), Mata
Atlantica (AF) e uma é&rea reabilitada revegetada com capim (RA) em duas estacdes

climaticas (seca — dry e chuvosa — rainy) no Quadrilatero Ferrifero, MG, Brasil.

. Dry period Rainy period
Variable PC1 PC2 PC1 PC2
Explained variance (%)

Individual 0.53 0.21 0.50 0.20
Accumulated 0.53 0.74 0.50 0.70
pH -0.97* 0.31 -0.97 0.44
AP 0.93 -0.57 0.91 -0.65
H+Al 1.14 -0.09 1.08 0.13
CEC 0.98 -0.41 0.82 -0.42
CECph7.00 1.10 -0.15 1.03 0.04
V% -1.04 0.32 -1.08 0.23
zn* 0.79 0.59 0.22 0.87
Fe®* 0.41 0.86 0.62 0.80
Mn®* -0.38 0.77 -0.64 0.44
cu® -1.02 0.06 -0.99 0.06
Clay 0.42 -1.07 0.40 -1.06
Sand -0.15 1.00 -0.03 0.99
Organic Carbon 1.05 0.16 1.00 0.24
Total Nitrogen 1.02 0.29 1.01 0.50
SPAD -0.92 -0.61 -0.75 -0.12
NN -0.84 -0.65 -0.80 -0.48
NDM -1.01 -0.31 -1.00 -0.16
SDM -0.89 -0.09 -0.92 0.19

*Em negrito valores com maiores que 0.60. Capacidade de troca de cétions (CEC), capacidade de troca de
cations a pH 7.00 (CECpy 7.00), indice SPAD (SPAD), nimero de nédulos (NN), matéria seca dos nodulos
(NDM) e matéria seca da parte aérea (SDM).



86

70 1 mDry

60 -
b b m Rainy

SPAD Index

10 NS AF RA UFLA HN LN
04-212

Figura 1. Eficiéncia simbiotica de comunidades de bactérias por meio da leitura do
indice SPAD de plantas de siratro (Macroptilium atropurpureum) que foram inoculadas com
solos de diferentes fitofisionomias: Canga (10), Cerrado (NS), Mata Atlantica (AF) e uma
area reabilitada revegetada com capim (RA) em duas estacGes climéticas (seca — dry e
chuvosa — rainy) no Quadrilatero Ferrifero, MG, Brasil. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo Scott-Knott (p<0.05). UFLA 04-212- estirpe de
Bradyrhizobium brasilense eficiente em siratro, HN (52,5 mg L™ de N), LN (5,25 mg L™ de
N). A eficiéncia relativa foi calculada pela equacdo: RE = (matéria seca da parte aérea do

tratamento inoculado / matéria seca da parte aérea do controle HN) x 100
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Figura 2. Anélise de componentes principais (PCA) relacionando atributos quimicos e
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fisicos do solo e a eficiéncia simbiodtica de comunidades de bactérias isoladas de nédulos de

plantas de siratro (Macroptilium atropurpureum) que foram inoculadas com solos de Canga

(10), Cerrado (NS), Mata Atlantica (AF) e uma éarea reabilitada revegetada com capim (RA)

em duas estagdes climaticas (seca — dry e chuvosa — rainy) no Quadrilatero Ferrifero, MG,

Brasil. Capacidade de troca de cations (CEC), capacidade de troca de cations a pH 7.00
(CECpH 7.00), indice SPAD (SPAD), nimero de nodulos (NN), matéria seca dos nddulos

(NDM) e matéria seca da parte aérea (SDM).
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Figura 3. Grupos culturais de estirpes de bactérias isoladas de nédulos de plantas de
siratro (Macroptilium atropurpureum) que foram inoculadas com solos de Canga (10),
Cerrado (NS), Mata Atlantica (AF) e uma area reabilitada revegetada com capim (RA) em
duas estacdes climaticas (seca — dry e chuvosa — rainy) no Quadrilatero Ferrifero, MG, Brasil.
FAC (fast and acid — rapido e acido), FN (fast and neutro — rapido e neutro), IAC
(intermediary and acid — intermediario e acido), IN (intermediary and neutro — intermediario e

neutro), SN (slow and neutro — lento e neutro) e SAL (slow and alcaline — lento e alcalino).
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Figura 4. Distribuicdo por estacdo climatica, seca e chuvosa, de géneros de bactérias
isoladas de nédulos de plantas de siratro (Macroptilium atropurpureum) que foram inoculadas
com solos de Canga (IO), Cerrado (NS), Mata Atlantica (AF) e uma area reabilitada
revegetada com capim (RA) em duas estacdes climaticas (seca — dry e chuvosa — rainy) no
Quadrilatero Ferrifero, MG, Brasil. Na intercessdo estdo 0s géneros que ocorreram nas duas
estacOes; em negrito estdo os géneros simbidticos; o ndmero de isolados em cada

fitofisionomia esta descrito entre parénteses.
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Figura 5. Indices de diversidade (Diversity Indexes) de Shannon e de Simpson e riqueza
(Richness) de géneros na estacdo seca (a) e na estacdo chuvosa (b), de bactérias isoladas de
nodulos de plantas de siratro (Macroptilium atropurpureum) que foram inoculadas com solos
de Canga (10), Cerrado (NS), Mata Atlantica (AF) e uma &rea reabilitada revegetada com
capim (RA) em duas estacBes climaticas (seca — dry e chuvosa — rainy) no Quadrilatero
Ferrifero, MG, Brasil.
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Tabela S1. Atributos quimicos e textura de solos de diferentes fitofisionomias - Canga (10),

Cerrado (NS), Mata Atlantica (AF) e uma &rea reabilitada revegetada com capim (RA) em

duas estacOes climaticas (seca — dry e chuvosa — rainy) no Quadrilatero Ferrifero, MG, Brasil.

10 NS AF RA  CV% ol NS AF RA  CV%
Estacdo seca * Estacdo Chuvosa**

pH (H,0) 472¢c***  497b 4.21d 560a 536 4470 466b  391c  536a 745
K (mg dm?) 56.80 a 75.60 a 7560a  8820a 26.78 64.00c  83.80a 78.00b 8520a 27.62
P (mg dm™®) 1.60 b 1.36b 215a 166b 2350 2.27b 162b  212b 3.18a  25.62
P-rem (mg dm™®) 12.72a 4.75b 11.03a 11.08  27.26 20.11a 767c 1652b  20.10a 13.15
ca? (cmol, dm's) 1.28a 091a 0.99a 0.75a  45.55 1.34a 1.23a 115a 115a 48.86
Mg?* (cmol. dm) 0.24a 0.38a 0452 0.30a 3333 027a  046a  04la  038a  47.86
AP (cmol, dm™) 0.85¢ 1.56b 190a  009d 4507 079b  1.89a  194a  0l12c  37.93
H+AI (cmol, dm's) 12.87b 16.26 a 11.71b 194c 2768 23.75a 24.09a 19.66a 2.65b 37.09
SB (cmol.dm®) 1.66a 147a 1.63a 127a 5574 1.78a 190a  175a 1.76a  42.28
V (%) 1356 b 12.73 Db 13.65b 40.73a 34.95 9.97b 11.60b  10.70b  40.55a  46.61
t (cmol, dm'3) 2.52Db 3.10a 3.53a 141c 2888 2.57b 3.79a 3.70a 1.88¢ 21.45
T (cmolcdm'3) 1431b 16.94 a 13.90b 322¢c  30.98 23.80a 23.20a 20.29a 4.40b 40.29
m (%) 33.78 ¢ 47.78 b 59.28 a 9.61d  25.46 29.39¢ 50.73b  58.01a 7.11d 25.57
S (mg dm'3) 26.58 b 36.30a 29.06 b 4514a 2848 15.74b 21.33b  20.18b 31.08 20.04
Fe (mg dm's) 403.72a  134.05b  12479b  150.82b 4599 446.32a 185.61b 150.31b 94.89c  31.58
Mn (mg dm's) 88.88 b 112.29a 40.77 ¢ 103.99a 28.48 66.88 b 107.40a 35.63c 94.02a 42.16
Zn (mg dm’®) 3.29a 3.14a 1.93b 161b  36.69 360a 299b  145¢c 248b  34.90
Cu (mg dm?) 057 ¢ 129b 081c 2145 3106 0.36a  0.292a 056a 192a  50.25
B (mg dm™®) 0272 0.20b 020b  045c 2832 012a  0l4a 010a  0lla 27.98
EC (uS cm™) 0.05b 0.06 b 023a  003p 2182 007c  01lb  016a  009b  40.00
SOM (g kg™) 75.00a  83.00a  4950¢  13.90d 36.60 80.80a  8230a 48.10b 1240c  35.44
Clay (g kg‘1) 212.00c  376.00b  456.00a 249.00c 16.02 193.00c 362.00b 478.00a 240.00c 1291
Silt (g kg‘1) 174.00b  243.00a 188.00b  262.00a 33.48 183.00b 275.00a 178.00b 277.00a 33.59
Sand (g kg'l) 612.00a 381.00c 356.00c 493.00b 20.16 624.00a 363.00c 344.00c 483.00b 21.08

*Dados obtidos de Castro et al. (2017) e **Silva et al. (2018). ***Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p<0.05). pH em agua (1:2.5). P, K, Fe, Zn, Mn, e Cu extraidos por
solucdo de Mehlich-1 (Mehlich, 1953). Fésforo remanescente P (Prem) (Alvarez V. and Fonseca, 1990). Ca**,
Mg?, and AI** extraido por 1 mol L* KCI (McLean et al., 1958). Acidez potencial (H+Al) pelo extractor SMP
(Shoemaker, McLean and Pratt, 1961). SB (soma de bases). V (saturagdo por bases). m (saturagdo por aluminio).
t (capacidade de troca de cations). T (capacidade de troca de cations a pH 7.00). S (Hoeft, Walsh and Kenney,
1973). B (Raij et al., 2001). Matéria organica do solo (SOM) (Walkley and Black, 1934). Condutividade elétrica
(EC). Textura (Bouyoucos, 1951).
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Tabela S2. Identificagdo com base no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA de estirpes
bacterianas isoladas de nodulos de plantas de siratro (Macroptilium atropurpureum) que
foram inoculadas com solos de Canga (10), Cerrado (NS), Mata Atlantica (AF) e uma area
reabilitada revegetada com capim (RA) em duas estagdes climaticas (seca — dry e chuvosa —

rainy) no Quadrilatero Ferrifero, MG, Brasil.

Most similar sequences found in the GenBank

Origin Cédigo UFLA Anclfreséie(:,n c;":lotllj;?l N° pb Espécie Sl % Accession
Dry season
10 UFLA 04-611 MH320050 IN 472F Terriglobus sp. 99 KX555422.1
10 UFLA 04-612 MH320067 SN 505R Bradyrhizobium sp. 100 KY463503.1
10 UFLA 04-613 MH319975 SN 1143C Bradyrhizobium sp. 100 KX289859.1
10 UFLA 04-614 MH320068 SN 463R Bradyrhizobium sp. 100 KX272794.1
10 UFLA 04-615 MH319976 FAC 1237C Paenibacillus sp. 100 HQ424943.1
10 UFLA 04-616 MH320010 FAC 633F Paenibacillus sp. 99 KX418946.1
10 UFLA 04-617 MH320091 FAC 1193C Paenibacillus sp. 99 JX566644.1
10 UFLA 04-618 MH319977 FAC 1204C Paenibacillus sp. 99 JX566546.1
10 UFLA 04-619 MH320011 SN 643F Cohnella sp. 99 NR133731.1
10 UFLA 04-620 MH319978 SN 1146C Bradyrhizobium sp. 100 KX555426.1
10 UFLA 04-621 MH320092 FAC 303R Bacillus sp. 100 JN975953.1
10 UFLA 04-622 MH320069 SN 668R Bradyrhizobium sp. 100 KY713277.1
10 UFLA 04-623 MH319979 FAC 1245C Paenibacillus sp. 98 KF925453.1
10 UFLA 04-624 MH320012 FAC 630F Paenibacillus sp. 99 JX154326.1
10 UFLA 04-625 MH319980 FAC 1181C Leifsonia sp. 99 JF330166.1
10 UFLA 04-626 MH310432 FAC 309F Bacillus sp. 100 KY886248.1
10 UFLA 04-627 MH319981 SAL 1141C Methylobacterium sp. 99 NR044105.1
10 UFLA 04-628 MH319982 FAC 1140C Rhizobium sp. 99 FJ025129.1
NS UFLA 04-576 MH320081 SN 611R Bradyrhizobium sp. 100 KY713280.1
NS UFLA 04-577 MH320033 FN 1083C Novosphingobium sp. 99 JQ917960.1
NS UFLA 04-578 MH320034 FAC 1157C Rhizobium sp. 100 MF624723.1
NS  UFLA 04-579 MH320042 SN 456F Bradyrhizobium sp. 100 KC113621.2
NS  UFLA 04-580 MH320035 SN 1159C Bradyrhizobium sp. 99 LC095708.1
NS UFLA 04-581 MH320043 FAC 694F Paenibacillus sp. 99 JX266342.1
NS UFLA 04-582 MH320006 SN 675F Cohnella sp. 99 NR133731.1
NS  UFLA 04-583 MH310427 SN 305R Bradyrhizobium sp. 100 NR147716.1
NS UFLA 04-584 MH319966 FAC 1282C Paenibacillus sp. 99 NR044487.1
NS  UFLA 04-585 MH320044 SN 667F Bradyrhizobium sp. 100 NR145861.1
NS UFLA 04-586 MH320007 FAC 561F Paenibacillus sp. 99 EU182895.1
NS  UFLA 04-587 MH319967 SN 1150C Bradyrhizobium sp. 100 KX555413.1
NS UFLA 04-588 MH320066 SN 161F Bradyrhizobium sp. 100 KY?246980.1
NS  UFLA 04-589 MH319968 FAC 1185C Rhizobium sp. 99 NR147768.1
NS UFLA 04-590 MH320004 FAC 1183C Leifsonia sp. 100 AB366295.1

NS UFLA 04-591 MH320045 FAC 546F Paenibacillus sp. 99 KF925453.1



NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF

UFLA 04-592
UFLA 04-593
UFLA 04-594
UFLA 04-595
UFLA 04-596
UFLA 04-597
UFLA 04-598
UFLA 04-599
UFLA 04-600
UFLA 04-601
UFLA 04-602
UFLA 04-603
UFLA 04-604
UFLA 04-605
UFLA 04-606
UFLA 04-607
UFLA 04-608
UFLA 04-609
UFLA 04-610
UFLA 04-629
UFLA 04-630
UFLA 04-631
UFLA 04-632
UFLA 04-633
UFLA 04-634
UFLA 04-635
UFLA 04-636
UFLA 04-637
UFLA 04-638
UFLA 04-639
UFLA 04-640
UFLA 04-641
UFLA 04-642
UFLA 04-643
UFLA 04-644
UFLA 04-645
UFLA 04-646
UFLA 04-647
UFLA 04-648
UFLA 04-649
UFLA 04-650
UFLA 04-651
UFLA 04-652
UFLA 04-653
UFLA 04-654
UFLA 04-655

MH310428
MH320046
MH320090
MH310429
MH320085
MH319969
MH319970
MH320008
MH320009
MH319971
MH320047
MH310430
MH320048
MH319972
MH320049
MH319973
MH310431
MH320087
MH319974
MH320070
MH319983
MH320071
MH310433
MH310434
MH319984
MH320013
MH320014
MH310435
MH319985
MH319986
MH320036
MH320072
MH319987
MH310436
MH320073
MH319988
MH319989
MH319990
MH320037
MH319991
MH320051
MH310437
MH319992
MH320082
MH310438
MH319993

SN
FAC
SN
FAC
SN
FAC
SAL
FAC
SN
FAC
FAC
FAC
FAC
SN
FAC
FAC
SN
SN
FAC
FAC
FAC
FN
FAC
FN
SAL
FAC
FAC
SN
FAC
FAC
SN
FAC
FAC
FAC
SN
FAC
FAC
FAC
FAC
FAC
FAC
FN
FAC
SN
FAC
FAC

622R
521F
758R
606R
474F
1194C
1144C
516F
297F
1203C
435F
321R
606F
1150C
525F
1141C
302R
1159C
1277C
671R
1193C
715R
600R
649R
1188C
626F
518F
515R
1190C
1185C
1158C
502R
1141C
659R
569R
1194C
1197C
1181C
1183C
1229C
624R
307R
1139C
634R
559R
1164C

Bradyrhizobium sp.
Paenibacillus sp.
Bradyrhizobium sp.
Rhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Paenibacillus sp.
Bradyrhizobium sp.
Paenibacillus sp.
Bradyrhizobium sp.
Paenibacillus sp.
Paenibacillus sp.
Paenibacillus sp.
Paenibacillus sp.
Bradyrhizobium sp.
Paenibacillus sp.
Rhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Paenibacillus sp.
Burkholderia sp.
Burkholderia sp.
Dyella sp.

Rhizobium sp.

Novosphingobium sp.

Bradyrhizobium sp.
Paenibacillus sp.
Paenibacillus sp.

Bradyrhizobium sp.
Burkholderia sp.
Burkholderia sp.

Bradyrhizobium sp.
Paenibacillus sp.

Rhizobium sp.
Paenibacillus sp.

Bradyrhizobium sp.
Pseudomonas sp.
Paenibacillus sp.

Rhizobium sp.
Rhizobium sp.
Burkholderia sp.
Leifsonia sp.
Dyella sp.
Rhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Pantoea sp.

Paenibacillus sp.

100
99
100
100
100
99
100
99
99
99
100
99
99
100
99
99
100
100
99
99
99
99
99
99
100
99
99
100
99
99
99
99
99
96
100
99
99
99
100
99
99
100
100
100
99
99

NR145861.1
KF479643.1
KY713273.1
KY486840.1
KY246979.1
EU571177.1
KY548160.1
EU182895.1
KX396582.1
KF011664.1
KF925453.1
AB073206.1
KX418770.1
KY713273.1
HQ424943.1
AY490104.1
KR779530.3
LC095708.1
AB073206.1
KT957901.1
AJ300686.1
CP008884.1
JX855178.1
KM020908.1
FJ390906.1
HQ424943.1
HF585011.1
KX527927.1
AY773194.1
AY773194.1
IX284227.2
IX566546.1
EU748920.1
NR116365.1
KC113621.2
LC075708.1
AB898298.1
FJ025118.1
EU748920.1
FN543722.1
AB495171.1
KY682053.1
KY713253.1
KY713277.1
CP002206.1
IX566546.1

93



AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA

UFLA 04-656
UFLA 04-657
UFLA 04-658
UFLA 04-659
UFLA 04-660
UFLA 04-661
UFLA 04-662
UFLA 04-663
UFLA 04-664
UFLA 04-665
UFLA 04-666
UFLA 04-667
UFLA 04-668
UFLA 04-669
UFLA 04-670
UFLA 04-671
UFLA 04-672
UFLA 04-673
UFLA 04-674
UFLA 04-675
UFLA 04-676
UFLA 04-677
UFLA 04-678
UFLA 04-679
UFLA 04-680
UFLA 04-681
UFLA 04-682
UFLA 04-683
UFLA 04-684
UFLA 04-685
UFLA 04-526
UFLA 04-527
UFLA 04-528
UFLA 04-529
UFLA 04-530
UFLA 04-531
UFLA 04-532
UFLA 04-533
UFLA 04-534
UFLA 04-535
UFLA 04-536
UFLA 04-537
UFLA 04-538
UFLA 04-539
UFLA 04-540
UFLA 04-541

MH320038
MH320088
MH320039
MH320015
MH320083
MH320040
MH320086
MH319994
MH320041
MH320084
MH319995
MH320074
MH320075
MH320076
MH319996
MH320016
MH320077
MH320017
MH319997
MH320089
MH319998
MH320052
MH319999
MH310439
MH320000
MH320001
MH320002
MH320053
MH320078
MH320018
MH320054
MH319950
MH320019
MH319951
MH319952
MH319953
MH319954
MH320020
MH319955
MH320021
MH320022
MH320023
MH319956
MH320024
MH319957
MH319958

FN
SN
FAC
FAC
FN

SN
FN
FN
FN
FAC

SN
SN
FAC
FAC
SN
FAC
FAC
FAC
FN
SAL
FAC
FAC
FAC
FN
FAC
IAC

FAC
FAC
IAC

IAC
FAC
FAC

1204C
1183C
1196C
659F
510R
1241C
478F
1285C
1147C
623R
1136C
429R
599R
442R
1192C
600F
576R
541F
1139C
1183C
1163C
437R
1139C
561R
1178C
1196C
1244C
530R
385R
599F
604R
1240C
1241C
1136C
1234C
1150C
1185C
1156C
1150C
1079C
1231C
1200C
1234C
1241C
1233C
1191C

Dyella sp.
Bradyrhizobium sp.
Burkholderia sp.
Paenibacillus sp.
Bradyrhizobium sp.
Achromobacter sp.
Bradyrhizobium sp.
Paenibacillus sp.
Rhizobium sp.
Stenotrophomonas sp.
Rhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Burkholderia sp.
Paenibacillus sp.
Bradyrhizobium sp.
Burkholderia sp.
Rhizobium sp.
Pseudomonas sp.
Brevundimonas sp.
Chitinophaga sp.
Rhizobium sp.
Pseudomonas sp.
Leifsonia sp.
Acinetobacter sp.
Enterobacter sp.
Leifsonia sp.
Bradyrhizobium sp.
Paenibacillus sp.
Bradyrhizobium sp.
Variovorax sp.
Burkholderia sp.
Rhizobium sp.
Burkholderia sp.
Sphingomonas sp.
Mucilaginibacter sp.
Bradyrhizobium sp.
Labrys sp.
Rhizobium sp.
Rhizobium sp.
Bosea sp.
Herbaspirillum sp.
Acidovorax sp.
Burkholderia sp.
Burkholderia sp.

99
99
99
99
100
99
100
99
99
100
100
100
99
99
99
90
100
99
99
99
100
98
99
100
99
99
99
100
100
99
100
99
99
99
100
97
98
99
99
99
100
99
99
98
99
99

AB366319.1
KY713273.1
KY713255.1
HQA424943.1
KR055002.1
FJ613798.1
KY548123.1
JX266342.1
JX292423.1
MF962589.1
AY490119.1
KY713275.1
KY713275.1
KY713275.1
FN543720.1
HF585081.1
KY713278.1
KT957906.1
FJ025130.1
KC195875.1
AJ227781.1
KX418917.1
EU748920.1
KU644697.1
JF330166.1
KC257019.1
KR189277.1
HG794292.1
KX555397.1
HF585081.1
KY713261.1
AF532868.1
CP013102.1
FJ025129.1
GU144372.1
NR133865.1
KR703525.1
FJ390913.1
NR043801.1
AY490119.1
KJ128395.1
KY713258.1
AJ238359.1
JQ782388.1
AY773190.1
AJ300686.1

94



RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA

UFLA 04-542
UFLA 04-543
UFLA 04-544
UFLA 04-545
UFLA 04-547
UFLA 04-548
UFLA 04-549
UFLA 04-550
UFLA 04-551
UFLA 04-552
UFLA 04-553
UFLA 04-554
UFLA 04-555
UFLA 04-556
UFLA 04-557
UFLA 04-558
UFLA 04-560
UFLA 04-561
UFLA 04-562
UFLA 04-563
UFLA 04-564
UFLA 04-565
UFLA 04-566
UFLA 04-567
UFLA 04-568
UFLA 04-570
UFLA 04-571
UFLA 04-572
UFLA 04-573
UFLA 04-574
UFLA 04-575

04-785
04-786
04-787
04-788
04-789
04-790
04-791
04-792
04-793
04-794
04-795
04-796
04-797

MH319959
MH320025
MH320026
MH320055
MH320056
MH320057
MH319960
MH320027
MH320058
MH320059
MH320060
MH320003
MH320028
MH320029
MH319961
MH319962
MH320030
MH320061
MH319963
MH320079
MH320062
MH320005
MH320031
MH320063
MH310426
MH320080
MH320032
MH320064
MH319964
MH319965
MH320065

MH320660
MH320697
MH320661
MH320733
MH320662
MH320663
MH320664
MH320665
MH320721
MH320666
MH320667
MH320698
MH320722

FN
IAC
IAC
SN
SN
SN

SAL
FAC

FAC
FAC
FN
FN
FAC
FAC
FAC
SN
FAC
SN
FAC
FAC
FAC
SN
FAC
FAC

SN
SN
SN
FAC
FAC
FAC
SN
SN
SN
FAC

FAC
SN

1147C
1144C
1144C
358R
373R
521R
1151C
1204C
735R
710R
410R
1139C
1206C
1208C
1179C
1239C
1205C
523R
1196C
551R
696R
519F
1188C
645R
321R
741R
1157C
514R
1153C
1181C
605R

Sphingobium sp.
Rhizobium sp.
Rhizobium sp.

Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Sphingomonas sp.
Ralstonia sp.

Burkholderia sp.

Sphingomonas sp.

Burkholderia sp.
Rhizobium sp.

Dyella sp.
Dyella sp.
Pedobacter sp.
Variovorax sp.
Variovorax sp.
Bradyrhizobium sp.
Paenibacillus sp.
Bradyrhizobium sp.

Paenibacillus sp.

Paenibacillus sp.
Rhizobium sp.

Bradyrhizobium sp.
Paenibacillus sp.
Paenibacillus sp.

Bradyrhizobium sp.

Bradyrhizobium sp.

Sphingomonas sp.

Mucilaginibacter sp.

Bradyrhizobium sp.

Rainy season

1239C
387F
1241C
635R
1150C
1056C
1338C
1152C
708R
1189C
1117C
T26F
473R

Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Rhizobium sp.
Enterobacter sp.
Rhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Rhizobium sp.
Terriglobus sp.
Rhizobium sp.

Bradyrhizobium sp.

100
100
99
99
98
99
99
99
99
100
100
100
100
100
99
99
100
100
99

100

99
100
99
100
99
100
99
100
100
100
99
100
99

U37525.1
AY490119.1
AF510368.1
KY713275.1
KY713275.1
KY713280.1

JF906101.1

AB366318.1
AB911049.1
KR181809.1
HF674713.1
KY713254.1
AB366321.1
AB366322.1
NR115008.1
KC294025.1
KC294025.2
KY713274.1
HQ424943.1
KY713274.1
KY713276.1
HQ424943.1
JQ771199.1

KY713273.1
AB073206.1
KF925453.1
NR149804.1
KY713275.1
KF465966.1
NR116405.1
KY246975.1

FJ390903.1
KY713275.1
FJ025099.1
KY713291.1
KJ526919.1
KY820826.1
FJ390903.1
DQ354607.1
KU557387.1
KY820826.1
KX555420.1
KX555395.1
KY713280.1

95



04-798
04-799
04-800
04-801
04-802
04-803
04-804
04-736
04-737
04-738
04-739
04-740
04-741
04-742
04-743
04-744
04-745
04-746
04-747
04-748
04-749
04-750
04-751
04-752
04-753
04-754
04-755
04-756
04-757
04-758
04-759
04-760
04-761
04-762
04-763
04-764
04-765
04-766
04-767
04-768
04-769
04-770
04-771
04-772
04-773
04-774

MH320668
MH320723
MH320699
MH320669
MH320670
MH320671
MH320700
MH320581
MH320600
MH320633
MH320634
MH320635
MH320636
MH320637
MH320601
MH320582
MH320583
MH320602
MH320638
MH320584
MH320585
MH320639
MH320603
MH320604
MH320640
MH320641
MH320586
MH320605
MH320587
MH320588
MH320589
MH320590
MH320606
MH320607
MH320608
MH320644
MH320645
MH320646
MH320647
MH320648
MH320649
MH320650
MH320651
MH320652
MH320653
MH320654

SN

FAC
SN
SN
SN

FAC

FAC

FAC

FAC
SN

SN
FAC
SN
SN
FN
SN
FAC
SN
FAC
SN
FAC
FAC
IAC
FAC
SN
FAC
IAC
SN
SN
FAC
FAC
SN

SN
SN
FAC
FAC
SN
FAC
FAC
SN
FAC
FAC
SN

1197C
618R
744F
1152C
1193C
1134C
612F
1081C
486F
377R
600R
602R
609R
759R
478F
1158C
1232C
492F
833R
1157C
1206C
699R
503F
487F
718R
547R
1200C
589F
1286C
1157C
1161C
1233C
486F
445F
573F
1147C
1190C
1099C
1247C
1192C
1337C
1225C
1178C
801C
1274C
1240C

Bradyrhizobium sp.

Mucilaginibacter sp.

Paenibacillus sp.

Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.

Rhizobium sp.
Rhizobium sp.
Paenibacillus sp.

Paenibacillus sp.

Bradyrhizobium sp.

Chelatococcus sp.

Bradyrhizobium sp.

Paenibacillus sp.

Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.

Mesorhizobium sp.

Bradyrhizobium sp.

Paenibacillus sp.

Bradyrhizobium sp.

Paenibacillus sp.

Bradyrhizobium sp.

Paenibacillus sp.
Paenibacillus sp.
Burkholderia sp.

Paenibacillus sp.

Bradyrhizobium sp.

Paenibacillus sp.

Burkholderia sp.

Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.

Rhizobium sp.

Paenibacillus sp.

Bradyrhizobium sp.

Luteibacter sp.

Bradyrhizobium sp.
Bradyrhizobium sp.

Paenibacillus sp.

Pantoea sp.

Bradyrhizobium sp.

Burkholderia sp.

Paenibacillus sp.

Bradyrhizobium sp.

Paenibacillus sp.

Burkholderia sp.

Bradyrhizobium sp.

100
99
99

100
99
99
99

100
99
99

100
95

100
99

100

100

100

100
99
99
99

100
99
99
99

100

100
99
99
99

100
99
99

100
99

100

100
99
99

100
99
98
99
99
99

100

KY713273.1
NR_116406.1
HQ424943.1
KY713277.1
KY713273.1
KY713278.1
KX555415.1
AB456627.1
IX266342.1
KF479643.1
KY713280.1
JQ776652.1
NR_149804.1
NR_116517.1
KY246959.1
GU552890.1
NR_135857.1
KY246959.1
IX566546.1
LC095708.1
KR181829.1
KY713277.1
AB089250.1
EU442242.1
KY713255.1
JIX566546.1
KY713273.1
IX266342.1
KT957908.1
KY713261.1
KY713277.1
KJ128395.1
JX266342.1
KY713289.1
NR_043618.1
KY713278.1
KY713278.1
IX566546.1
KF447415.1
LC095708.1
FI528270.1
KF925453.1
JQ778978.1
IX266342.1
KT957908.1
NR_145861.1

96



NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF
AF

04-775
04-776
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Figura S1. Dados no formato KWB do Google maps.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os atributos microbiologicos, quimicos e fisicos do solo foram eficazes em indicar as
diferencas entre a area reabilitada ap6s a mineracao de ferro e as fitofisionomias adjacentes,
nas estaces climaticas estudadas. Foi observado que durante a estacdo chuvosa houve as
maiores atividades enzimaticas, respiracdo e biomassa microbiana. A diversidade genética das
comunidades de rizobactérias promotoras de crescimento vegetal foi elevada, com géneros
identificados nos filos Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e
Proteobacteria, com predominancia do género Bradyrhizobium (filo Proteobacteria) em todas

as fitofisionomias e em ambas as estagoes.

A érea reabilitada revegetada com capim possui uma microbiota ativa no processo de
recuperacdo do solo apds atividades de mineragdo, evidenciada pelas relacbes existentes entre
a sua alta atividade enzimaética especifica por biomassa microbiana no solo e por sua maior
eficiéncia simbidtica e elevada diversidade genética da comunidade de rizobactérias

promotoras de crescimento vegetal.

O aumento na atividade biol6gica no solo e a alta diversidade de um grupo funcional
tdo importante para a manutencdo do equilibrio ecolégico, como as rizobactérias promotoras
de crescimento vegetal, indicam que o processo de reabilitacdo do solo esta sendo efetivo na
melhoria da qualidade do solo. Entretanto, mais pesquisas devem ser realizadas em areas ap0s
a mineracdo de ferro, principalmente por meio de aplicacdo de processos de revegetacdo com
vegetacdo nativa que possa ser inoculada com microrganismos que auxiliem no crescimento

vegetal, avaliando a sobrevivéncia das plantas e a qualidade do solo ap0s esse processo.



