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Dedico este trabalho as vitimas do rompimento da Barragem de Fundao.
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RESUMO

Em novembro de 2015, o rompimento da Barragem de Fund&o em Mariana-MG, da mineradora
Samarco, espalhou ao longo da Bacia do Rio Doce aproximadamente 55 milhdes de m3 de
rejeitos provenientes do beneficiamento de mineério de ferro. No processo de beneficiamento, o
minério é tratado com éter-amina e sodio. A presenca dessas substancias no rejeito foi
confirmada em &reas atingidas, com altos niveis de sédio (média de 70 mg/kg) e éter amina (10-
20 mg/kg), associados a um pH elevado (> 8,0). A éter amina no solo € degradada em ions
amonia/amoénio em condicdes de baixo pH. Esses ions, em altas concentracdes, sdo toxicos para
plantas nativas e agrondémicas sensiveis, causando diversos sintomas de toxicidade, supressao
do crescimento, declinio de culturas sensiveis, e morte das plantas. J& a tolerancia ao excesso
de N-amoniacal derivado da dissociacdo da éter amina, causa, principalmente, sintomas de
toxicidade, como hiper crescimento. O excesso de sddio no solo impacta propriedades como a
troca catidnica, permeabilidade e agregacdo, além de causar estresse hidrico. Este estudo tem
por objetivo avaliar a evolugdo do estabelecimento de uma floresta plantada em area atingida
pelo rejeito sob diferentes estratégias de remediacdo, assim como selecionar procedimentos
fisico-quimicos, bioldgicos e de fitoremediacdo, incluindo a indicacdo de espécies arboreas
adequadas para a recuperagdo das florestas riparias atingidas. As éareas desse estudo
correspondem a uma area preservada de mata ciliar ndo atingida pelo rejeito, uma area
degradada atingida pelo rejeito sem plantio e uma area experimental atingida pelo rejeito da
barragem de Funddo. Na area experimental foram implantados quatro tratamentos: T1 -
Remediacdo fisica (15 cm na camada superficial) + Matéria Organica (MO) antes do transplante
+ dupla inoculagdo; T2: Sedimento intacto + MO antes do transplante + dupla inoculagéo; T3:
Remediacdo fisica (15 cm na camada superficial) + MO antes do transplante; T4: Sedimento
intacto + MO antes do transplante. Os resultados, 12 e 24 meses pos plantio, demonstram que
as espécies tolerantes apresentaram um hiper crescimento devido a fito remediacdo do excesso
de aménia no solo, com um aumento de 100% no crescimento ap6s 1 ano de cultivo, o que
resultou na reducéo da concentracdo de éter amina na area experimental em relacdo a area
degradada. O tratamento que teve as quatro estratégias de remediacdo implantadas foi 0 mais
eficaz em conferir a diminuicdo da éter amina e sodio, promover o crescimento das plantas,
além do retorno da qualidade e fertilidade do solo.

Palavras-chave: Bioremediacdo, Fitoremediacdo, Floresta Atlantica, Floresta Riparia,
Nitrogénio.



ABSTRACT

In November 2015, the breach of the Funddo Dam in Mariana, Minas Gerais, Brazil, operated
by the mining company Samarco, spread approximately 55 million cubic meters of iron ore
processing waste throughout the Rio Doce Basin. In the beneficiation process, the ore is treated
with ether-amine and sodium. The presence of these substances in the waste was confirmed in
affected areas, with high levels of sodium (average of 70 mg/kg) and ether amine (10-20
mg/kg), associated with an elevated pH (> 8.0). Ether amine in the soil is degraded into
ammonia/ammonium ions under low pH conditions. These ions, at high concentrations, are
toxic to native and sensitive agronomic plants, causing various symptoms of toxicity, growth
suppression, decline in sensitive crops, and plant death. Excess N-ammoniacal derived from the
dissociation of ether amine primarily causes symptoms of toxicity such as hypergrowth. Excess
sodium in the soil affects properties such as cation exchange, permeability, and aggregation, in
addition to causing water stress.

This study aims to evaluate the establishment of a planted forest in an area affected by the waste
under different remediation strategies. It also aims to select physical-chemical, biological, and
phytoremediation procedures, including the identification of tree species suitable for the
recovery of impacted riparian forests. The study areas include an undisturbed riparian forest
area not affected by the waste, a degraded area affected by the waste without planting, and an
experimental area affected by the waste from the Funddo Dam.

In the experimental area, four treatments were implemented: T1 - Physical remediation (15 cm
in the surface layer) + Organic Matter (OM) before transplantation + double inoculation; T2:
Intact sediment + OM before transplantation + double inoculation; T3: Physical remediation
(15 cm in the surface layer) + OM before transplantation; T4: Intact sediment + OM before
transplantation. The results, 12 and 24 months post-planting, demonstrate that tolerant species
showed hypergrowth due to the phytoremediation of excess ammonia in the soil, with a 100%
growth increase after 1 year of cultivation. This resulted in a reduction of ether amine
concentration in the experimental area compared to the degraded area. The treatment with all
four remediation strategies implemented proved to be the most effective in reducing ether amine
and sodium, promoting plant growth, and restoring soil quality and fertility.

Keywords: Bioremediation, Phytoremediation, Atlantic Forest, Riparian Forest, Nitrogen.
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1. INTRODUCAO
1.1. O Desastre e Impacto

A Barragem de Funddo, pertencente a mineradora Samarco, localizada em Mariana,
Brasil, rompeu em novembro de 2015, derramando de cerca de 55 milhdes de m3 de rejeito
toxico provenientes do beneficiamento de minério de ferro (Cordeiro et al., 2021; Santos et al.,
2019). Estima-se que aproximadamente 80% desse material ficaram retidos ao longo de 110
km dos rios Gualaxo do Norte, Carmo e seus afluentes, antes de atingir o Rio Doce (Silva et
al., 2016).

O rejeito tem varias limitacdes bioldgicas e de fertilidade, que podem restringir o
processo de revegetacdo das areas afetadas (Borges, 2022). Destacam-se a baixa
disponibilidade de nutrientes, pH alcalino, baixos teores de matéria organica, baixa atividade
microbiana e auséncia de estrutura (Batista et al., 2020; Silva et al., 2016; Silva et al., 2021,
Borges, 2022).

A Barragem de Fundao era utilizada para armazenar os residuos gerados pelo processo
de beneficiamento de minério de ferro realizado pela Samarco, utilizando a técnica de flotacdo
catidnica reversa (Araujo et al., 2005; Samarco, 2013). O processo de beneficiamento de
minério realizado pela Samarco, utilizava compostos de éter amina e sodio. A éter amina € uma
amina graxa primaria altamente eficiente que permite a flotacdo do minério em pH alcalino
atingido com a adi¢do de NaOH. Neste processo, a amina € utilizada como coletor do quartzo
e 0 amido como depressor dos Oxidos de ferro (Reis, 2004). Sob essas condic¢des alcalinas (pH
> 8,5), as espécies catidnicas e moleculares da amina se tornam estaveis (Aradjo et al., 2005;
Filipov et al., 2014). As misturas de mono e diaminas séo preferencialmente usadas no
beneficiamento de minério de ferro (Papini et al., 2001).

Apbs a ruptura da barragem, Santos et al. (2019) comprovaram a presenca dessas
substancias no rejeito coletado ao longo da bacia do Rio Doce, onde foram encontrados niveis
elevados de sodio - Na (média de 70 mg/kg) e de éter amina (10-20 mg/kg), além de um pH
elevado (~8,0). Esses mesmos autores utilizaram analises cromatograficas para confirmar a
presenca de éter aminas (mono e diaminas) nos sedimentos coletados na zona riparia entre
Bento Rodrigues e Barra Longa. Similarmente, Almeida et al. (2018) também detectaram a
presenca de aminas primarias e secundarias e amidas nos sedimentos oriundos da Barragem de

Fundao.
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As aminas s80 compostos orgénicos que, quando presentes no ambiente, podem ser
degradadas em ions amoénia/amoénio em pH menor que 8 e também atraves do processo de
mineralizacdo, liberando assim altas concentracfes desses ions no solo. As plantas nativas e
agrondmicas utilizam tanto nitrato (NOs) como o aménio (NH4*) como fonte de nitrogénio,
dependendo do estado redox do solo. O NH4" é preferido por plantas sob condigdes mais acidas
de solo (Haynes, 1986; Haynes e Goh, 1978; Li et al., 2013; Townsend, 1966) e em condicdes
de anaerobiose ou baixo nivel redox (Ismunadji e Dijkshoorn, 1971). Ao contrario, sob
condi¢des aerdébicas com elevado potencial redox, o que ocorre na maioria dos solos, a NH4*-
N é oxidada a NO3 pelo processo de nitrificagdo (Zhu e Wen, 1992; Santamaria et al., 1998).
Desta forma, a maioria das espécies vegetais utilizam preferencialmente o nitrato (Heberer e
Below, 1989) como fonte de nitrogénio. Quando a Unica fonte é o amdnio, comumente as
plantas manifestam diferentes niveis de desordem fisioldgicas e morfoldgicas, resultando em
clorose, crescimento restrito, baixa absorcdo de cations e em alguns casos morte das plantas
(Kirkby e Mengel, 1967; Magalhées, IR. e Wilcox, 1984).

Na Bacia do Rio Doce, atingida pelo Rejeito de Fundéo, a forma quimica dominante de
nitrogénio foi o amoénio derivado da decomposicdo da éter amina pela acidificacdo do solo,
como mostrado por Scotti et al., (2020) e Gomes et al. (2021), pois o processo de nitrificagdo
estava inibido, e os niveis de nitrato encontrados na mata riparia, tanto no trecho entre Bento
Rodrigues e Barra Longa (Santos et al., 2019), como na regido do Vale do Aco na area agricola
de Ipaba (Fortes et al., 2022) foram extremamente baixos, impossibilitando o desenvolvimento

das plantas tanto nativas como agrondémica (Fortes et al., 2022).
1.2.  Metabolismo do N, Toxicidade do ion Ambnio e Fitoremediacao

O nitrogénio € um constituinte essencial de aminoacidos, amidas, proteinas, acidos
nucleicos, nucleotideos, coenzimas, hexoaminas entre outros (Taiz e Geizer, 2017) e como
constituinte de enzimas e proteinas, promove a atividade fotossintética e a atividade
biossintética global, incluindo a producgédo de fito hormdnios. Na deficiéncia de nitrogénio
ocorre a deficiéncia do crescimento vegetal e sua baixa disponibilidade causa reducdo da
divisdo e expansdo celular da area foliar e fotossintese em consequéncia da deficiéncia de
producdo hormonal (Leghari et al., 2016).

Geralmente, o nitrogénio estd disponivel para as plantas em uma forma inorganica,
como nitrato, nitrito ou amonia, porém, sob condi¢des naturais, a quantidade de nitrogénio

disponivel na rizosfera pode flutuar e, muitas vezes, limita a produgdo das plantas, do
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crescimento e desenvolvimento (Sakakibara et al., 2006). Assim, muitas espécies vegetais
podem adaptar o seu desenvolvimento a diferentes condigdes ambientais, alterando a
morfologia da planta adulta conforme o estado nutricional do solo, mesmo considerando a
mesma espécie vegetal (Sakakibara et al., 2006). Esta adaptacdo morfoldgica as mudancas no
suprimento de nitrogénio modifica a expressdo de genes e consequentemente a atividade
enzimatica e todo o metabolismo, estabelecendo uma rede reguladora e de transdugéo sensorial
eficiente e integrada (Sakakibara et al., 2006).

O ion amobnio obtido diretamente pela planta via absorcéo radicular ou oriundo da
reducdo do nitrato nas raizes é incorporado na forma organica para exportacao para a parte aérea
através do sistema enziméatico GS/GOGAT (Figura 1). As enzimas glutamina sintetase (GS) e
glutamato sintase (GOGAT) consequentemente diminuem o teor de NH4" livre nos tecidos
vegetais (Britto e Kronzucker, 2010). A enzima GS catalisa a reacdo de NH4* com glutamato
para formar glutamina e a GOGAT transfere o grupo amida da glutamina para o 2-oxoglutarato,
produzindo duas moléculas de glutamato (Mendes et al., 2015).

O aménio pode ser assimilado também por uma rota alternativa que utiliza a enzima
glutamato desidrogenase (GDH) em uma reacéo reversivel que desamina o glutamato (Mendes
et al., 2015). Essa enzima pode ser encontrada em duas formas, uma nas mitocondrias e outra
nos cloroplastos. No entanto elas ndo substituem a rota da GS-GOGAT (Mendes et al., 2015).
O produto da atuacdo do ciclo GS/GOGAT, o glutamato, pode servir como substrato para a
biossintese de varios metabolitos nitrogenados, 0s quais sdo precursores de proteinas e acidos

nucléicos (Schuller et al.,1986).

Figura 1 - Assimilagdo e metabolismo do N em plantas (Sakakibara et al., 2006).
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Niveis elevados de ions aménia/aménio podem ser prejudiciais tanto para as plantas
nativas quanto para as espécies agronémicas (Santos et al., 2019) e por isso, a aménia absorvida
do solo ou produzida no metabolismo intracelular deve ser prontamente assimilada (Sakakibara
et al., 2006).
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Por outro lado, as aquaporinas vegetais, uma familia de transportadores (Kozono et al.,
2002), desempenham papel fundamental na regulago hidraulica em raizes e folhas, durante a
seca e especialmente em resposta a estresses hidrico (Ishikawa-Sakurai et al. 2014; Maurel et
al., 2015) como aquele decorrente do excesso de sodio encontrado no sedimento de Funddo. O
papel das aquaporinas podem ter sido essenciais para a sobrevivéncia das plantas crescendo
sobre o rejeito. Além de transportar a agua, as aquaporinas podem transportar gases dissolvidos,
como diéxido de carbono e aménia (Ishikawa-Sakurai et al., 2014; Maurel et al., 2015).
Mediante o impacto osmético promovido pelo sodio, o qual determinou elevado aumento na
eletro condutividade do solo (Gomes et al., 2021), a elevagdo do contetdo de aquaporinas seria
previsivel e consequentemente um aumento no uptake do ion amdnio também ocorreria,
propiciando uma série de eventos toxicoldgicos subsequentes (Britto e Kronzucker, 2001).

A concentracdo elevada de [NH4*] no solo causa um desequilibrio idnico devido ao
aumento do influxo de NH4" em conjunto a um efluxo de cations para o vactolo celular. Esse
influxo leva a expulsdo de ions como calcio (Ca), magnésio (Mg) e, especialmente o potassio
(K) (Gerendas et al., 1997), uma vez que sdo ions que competem pelos mesmos sitios de
absorcdo (Marschner, 2012). Esse desequilibrio pode resultar em sintomas de deficiéncias
nutricionais nas plantas (Mendonza-Villareal et al., 2015) e pode restringir o funcionamento
celular normal, levando a um declinio no crescimento e até & morte de plantas (Coskun et al.,
2013).

O excesso de amobnia/aménio intracelularmente também dispersa o gradiente de protons
na transmembrana, que é necessario para o transporte de elétrons na fotossintese, respiracao,
cadeia respiratoria ¢ para “captura” de metabodlitos no vactolo (Mendes et al., 2015). Causa
também o aumento no contetdo de O2 e perdxido de hidrogénio (H20>), induzindo o estresse
oxidativo, diminuindo os teores de clorofila (a e b) e de carotendides (Wang et al., 2010), com
consequente reducdo da taxa fotossintética (menor taxa de assimilacdo de CO2, condutancia
estomatica e transpiracdo) (Alencar, 2017; Wong, 2005), além de altera¢des do pH intracelular,
inibicdo da respiracao da raiz e estimulacdo da fotorrespiracdo (Alencar, 2017).

As plantas podem apresentar sintomas visuais de toxicidade por amdnio, tais como
clorose das folhas (Britto e Kronzucker, 2002), que é uma condicdo em que as folhas perdem a
cor verde e ficam amareladas, comprometendo assim o crescimento das plantas, e levando ao
declinio das culturas sensiveis (Kronzucker 2002; Roosta e Schjoerring 2007; Coskum et al.,

2013). As plantas submetidas ao excesso de N-amoniacal também apresentam maior
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sensibilidade a patégenos, o que se deve a maior suculéncia foliar, reducdo da sintese de
fitoalexinas e menor conteddo de silicio (Malavolta, 2006).

Um dos mais importantes sintomas de toxicidade pelo excesso de nitrogénio mostrado
pelas plantas é o hiper crescimento (Brady e Weil 2007 Britto, 2001; Kronzucker, 2005) das
espécies vegetais mais tolerantes a sobrecarga de nitrogénio amoniacal. Na presenca de excesso
de nitrogénio, as plantas tolerantes exibem um crescimento vegetativo excessivo com
estiolamento dos caules e mostram alteracbes morfologicas foliares em resposta a toxicidade
(Brady e Weil 2007). Realmente, as espécies da Mata Atlantica cultivadas sobre o rejeito de
Fundao apresentaram diferentes sintomas de toxicidade ao elevado contetdo de N-amoniacal
oriundo da decomposicdo da éter amina, destacadamente o hiper crescimento. A mobilizacdo
do nitrogénio para a parte aérea permitiu a reducdo ou remediacdo do mesmo no solo promovida
pela fitoremediacdo (Scotti et al., 2020; Gomes et al., 2021).

fons nitrato, aminoacidos e aclcares s&o 0s principais compostos nitrogenados
envolvidos na sinalizagdo de longo alcance (raiz até a parte aérea e parte aérea até a raiz) pelas
plantas (Forde, 2002) para o crescimento da planta. No entanto, parte do sinal de nitrogénio
pode ser substituido pelo fito horménio citocinina como mensageiro local e de longo alcance
(Forde, 2002), regulando uma ampla variedade de genes envolvidos no metabolismo,
desenvolvimento e aquisi¢cdo de macronutrientes (Brenner et al., 2005).

A relacdo entre horménios e a sinalizacdo do nitrogénio vem sendo comprovada por
diferentes autores, ndo s6 para a citocinina (CK), mas também o &cido absisico (ABA) e a
auxina (Indole-3-acido-acético — 1AA) (Kiba et al., 2011; Pavlikova et al., 2012), também na
presenca de N-amoniacal. Acredita-se que o alto consumo de carbono pelas raizes durante a
assimilacdo de NH." aumente sua atividade como receptor de assimilados, possivelmente
aumentando a importacdo de auxinas (Ziegler, 1975; Torrey, 1976 e Gerendas et al., 1997).
Considerando também que as pontas das raizes sdo reconhecidas como um local crucial de
acumulo de citocininas (Torrey, 1976 e Gerendas et al., 1997), é plausivel supor que esse
processo possa também influenciar o crescimento das partes aereas das plantas (Wiesler, 1997
e Gerendas et al., 1997).

A citocinina é um fito hormonio que regula a proliferacéo e diferenciagdo de celulas
vegetais e tem efeitos pleiotropicos no crescimento e desenvolvimento celular, tal como atraso
da senescéncia (Gan e Amasino, 1995) e controle da dominancia apical (Tanaka et al., 2006).
O principal produto da sintese de citocinina é N6-D2- nucleotideo isopentenil adenina (iP), que

é formado por adenosina fosfato-isopenteniltransferase (IPT). Os genes IPT3 e IPT5 respondem
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a fontes de nitrogénio, mas séo distintamente regulados dependendo da forma quimica do
nitrogénio, do 6rgao vegetal e do momento da exposicao (Figura 2). O IPT3, mais que o IPT5,

contribui principalmente para o acimulo de citocinina nas raizes (Sakakibara et al. 2006).

Figura 2 - Citocina (CK) e uptake de Nitrogénio nas raizes e folhas segundo (Sakakibara
et al. 2006).
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O aumento da citocinina (CK) na presenca de nitrogénio vem sendo demonstrada por
diferentes autores (Takei et al., 2001, 2002, Cline et al., 2006, Sakakibara et al., 2010;

Pavlikova et al., 2012), e por isto, este horménio é considerado como regulador da resposta

morfoldgica, da capacidade de sintese de proteinas e absor¢do de macronutrientes. Desta forma,

0 estado nutricional de nitrogénio modula o metabolismo e a movimentacdo de CK (Pavlikova

et. al., 2012) e, da mesma forma, as citocininas afetam uma ampla variedade de genes que
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codificam enzimas envolvidas em metabolismo de outros hormonios, como auxina e giberelina,
metabolismo da trealose e metabolismo do nitrogénio.

Este referencial da literatura embasa o entendimento da resposta de hiper crescimento e
alteracdes morfologicas apresentada pelas plantas tolerantes cultivadas sobre o rejeito
contaminado com éter amina e o importante papel da fitoremedia¢do reduzindo assim a

concentragéo de nitrogénio do solo (Scotti et al., 2020, Gomes et al., 2021).
1.3.  Fitoremediacao e a familia Fabaceae

Scotti et al., 2020 e Gomes et al., 2021 mostraram que algumas espécies responderam
a toxidez do rejeito. Espécies pertencentes a familia Fabaceae, por exemplo, obtiveram mais
sucesso no estabelecimento e foram capazes de fito remediar a area experimental atingida pelo
rejeito de Fundao, apresentando hiper crescimento concomitantemente com a reducdo da éter
amina no solo (Scotti et al., 2020 e Gomes et al., 2021). A familia Fabaceae possui uma longa
relagdo com o nitrogénio e sdo reconhecidas, em sua maioria, como plantas fixadoras de
nitrogénio. Ao considerar os caminhos evolutivos que levaram a diversidade e dominancia de
leguminosas nos tropicos, McKey (1994) postulou que as simbioses entre leguminosas e
rizobios originalmente evoluiram em um ambiente com pouco nitrogénio disponivel. O autor
sugere que, em geral, os membros das Fabaceae s&o plantas exigentes em nitrogénio que
mantém altos niveis de N no tecido foliar, maximizando as taxas fotossintéticas por unidade de
area foliar (Crews, 1999).

McKey (1994) ainda afirma que essa alta demanda de N é anterior a evolucdo das
simbioses de fixacdo de N e sugere que foi especificamente essa estratégia de alta demanda que
determinou a presséo seletiva para a evolugéo das simbioses de fixacdo de N (Crews, 1999). A
simbiose com bactérias do grupo dos rizdbio permite a fixagdo biologica de N (FBN)
atmosférico N2, em formas reduzidas de amonio e esse processo ocorre no interior de nodulos
radiculares. No interior dos nodulos, o nitrogénio € convertido em amonia (NH3) pelo
complexo de enzimas nitrogenase, que em seguida é convertida em NH4* (Franche et al., 2009;
Alencar, 2017). Este ultimo é incorporado a forma organica atraves do sistema GS/GOGAT e
em seguida exportado para a parte aérea como amidas ou ureidos através das rotas de
assimilacdo do amonio (Alencar, 2017; Taiz; Zeiger, 2017).

Entre as trés subfamilias de leguminosas, a nodulacdo é mais rara em Caesalpinioideae,
seqguida pelo clado Mimosoideae e muito comum em Papilionoideae, uma sequéncia

considerada consistente com a ordem em que essas subfamilias evoluiram (Allen e Allen, 1981;
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Sprent e James, 2007). As plantas leguminosas foram aquelas que apresentaram
predominantemente resposta de hiper crescimento nas areas contaminadas pelo rejeito de
Funddo (Scotti et al., 2020 e Gomes et al., 2021) e, por isso, sdo espécies capazes de fito

remediacdo do N.
1.4,  Sédio, pH e remediacédo

Além da éter amina, o sodio foi outro contaminante encontrado em altas concentracoes
no rejeito de Fundao (Santos et al., 2019). A salinidade é altamente estressante para a vegetacao
e se soma a outras tensdes, incluindo escassez de agua, deficiéncias de nutrientes e alcalinidade
do solo (Nouri et al., 2017). O excesso de sodio afeta as propriedades do solo (Quirk, 2001)
como a capacidade de troca catidnica (CTC), condutividade elétrica, permeabilidade e
agregacao (Abbas et al., 2013). O excesso de sodio no solo também pode causar inibicdo do
crescimento, senescéncia e morte de plantas (Halliwell et al., 2001), uma vez que dificulta ou
até mesmo impede a absor¢cdo da agua das plantas pelas raizes (Ashworth, 2007) e
consequentemente a absorc¢do de nutrientes (Nouri, 2017). Esse estresse hidrico é causado pelo
aumento do potencial osmatico externo (Halliwell et al. 2001), independentemente do teor total
de agua no solo, uma vez que ocorre um gradiente de pressao osmatica contrario (Ashworth,
2007) determinando perda de &gua das plantas as quais apresentam déficit hidrico (Nouri,
2017). As plantas afetadas pelo excesso de Na no solo apresentam sintomas de murcha e
também sintomas de encarquilhamento e necrose foliar (Zhu, 2001).

Estudos demonstraram que o pH do solo também tem grande influéncia sobre a
atividade da comunidade de microrganismos do solo. Rietz et al., (2003) mostraram uma
diminuigdo da comunidade microbiana, assim como sua atividade, a qual foi significativamente
reduzida pelo aumento da salinidade e da sodicidade no solo.

No rejeito de fundéo, Santos et al., (2019) e Gomes et al., (2021) encontraram elevados
niveis de sodio (cerca de 50 ppm). A matéria organica do solo sdo substancias quelantes naturais
(Conte et al., 2005) que conseguem sequestrar cations como o sodio e reduzir o pH do solo
(Santibanez et al., 2008; Gomes et al., 2014). O uso de matéria organica para remediar solos
com alto teor de sodio tem se mostrado uma das estratégias de remediacdo mais bem-sucedidas
(Wang et al., 2017). Sotti et al. (2020) e Gomes et al., (2021) remediaram 0 excesso de sodio
do sedimento de Funddo empregando o uso de matéria organica e de suas fracOes estaveis,

denominadas substancias humicas (SHs), em area atingida pelo rejeito da barragem de fundéo.
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1.5. Biorremediacao

Outra estratégia de remediagdo que pode acelerar a descontaminagao da éter amina e do
sodio € a bioremediacdo, usando microrganismos que podem degradar, transformar ou reduzir
a toxicidade de substancias contaminantes (Dzionek et al., 2016). As bactérias promotoras do
crescimento de plantas (PGPB) e Fungos micorrizos arbusculares (AMF) se apresentam como
uma opcao atraente devido a sua capacidade de também disponibilizar nutrientes para plantas
(Ramakrishna et al., 2019). Os microrganismos promotores do crescimento atuam também na
producdo de sideroforos, estimulam a fixagédo bioldgica de N2 e a solubilizacao de fosforo (Aloo
et al., 2019, dos Santos et al., 2020, Yadav et al., 2021). Os fungos micorrizicos através de
associacles simbioticas com as plantas aumentam o uptake nutricional da planta, ou seja,
favorecem a aquisicdo de nutrientes para as plantas, especialmente aqueles com baixa
mobilidade no solo, como o fésforo (P) e zinco (Zn), e recebem em troca carboidratos como
fonte de energia (Smith e Read, 1997).

As enzimas microbianas do solo séo consideradas indicadores da satde do solo, uma
vez que refletem as mudancas na dinamica da matéria organica do solo (Trasar-Cepeda et al.,
2008). Enzimas do solo, como amilase, arilsulfatases, celulase, desidrogenases, glicosidases,
fosfatases, proteases e urease, sdo produzidas principalmente por microrganismos, mas também
por plantas e animais (Tabatabai, 1994). Por exemplo, a enzima desidrogenase do solo tem sido
considerada um dos melhores indicadores para avaliar as mudancas na qualidade do solo sob
impactos ambientais, pois esta envolvida na atividade microbiana geral (Rao et al., 2003).

Considerando o alto teor de enxofre encontrado nos rejeitos de barragem (Santos et al.,
2019), a atividade da arilsulfatase do solo também pode ser um indicador putativo da
mineralizagdo do enxofre (Lipinska et al., 2014). Por outro lado, Scotti et al. (2020) observaram
uma melhoria do contetdo de fésforo no sedimento ap6s os procedimentos de remediacéo,
sugerindo a bioestimulacdo de microrganismos envolvidos no ciclo do fésforo, como fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) e microrganismos solubilizadores de fosfato (PSM) (Koide e
Kabir, 2000). A atividade de fosfatase na rizosfera pode originar-se tanto das raizes das plantas
(Ridge e Rovira, 1971; Shaykh e Roberts, 1974), fungos (Bowen, 1973) quanto de bactérias
(Tarafdar e Claassen, 1988). Enquanto as raizes das plantas, bactérias e fungos produzem
fosfatase acida, alguns fungos podem produzir fosfatase alcalina (Tarafdar e Chhonka, 1979),
especialmente os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (Gianinazzi-Pearson e Gianinazzi,

1995; Joner et al., 2000). Assim, tais enzimas podem ser usadas de forma confiavel para avaliar
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a capacidade de mitigacdo das popula¢bes microbianas sobre os impactos do sddio e da éter
amina e na melhoria da qualidade dos solos contaminados.

Considerando que a éter amina e o0 sodio presentes no rejeito da Barragem de Fundao
sdo toxicos as espécies nativas e agronémicas, € notoria a importancia em recuperar as areas
atingidas pelo rejeito derramado ao longo da Bacia do Rio Doce. Desta forma, este trabalho
visa incrementar as estratégias de remediacdo quimica, fisica e com plantas, incorporando a
biorremediacdo através da inoculacdo de microrganismos, as quais podem proporcionar a
selecdo de espécies tolerantes e aptas a remediacdo do excesso de nitrogénio e de sddio, assim
como indicar estratégias capazes de promover a recuperacao e reabilitacdo das matas ciliares
da bacia do Rio Doce atingidas pelo rejeito de Fundéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo principal avaliar a eficacia das quatro estratégias de
remediacdo implantadas em area experimental atingida pelo rejeito da barragem de Fundao,
sendo elas: 1- Remediacdo fisica, 2- Remediacdo quimica, 3- Fitoremediacdo e 4-
Bioremediacédo, atraves da implantacdo de quatro tratamentos:

- T1: Remediacéo fisica (raspagem de 15 cm na camada superficial) + implantacédo de
Matéria Orgénica (remediagdo quimica) antes do transplante (fitoremediacdo) + dupla
inoculacdo de Bacillus subtillis e Fungos micorrizicos (bioremediacao);

- T2: Sedimento intacto + implantacdo de Matéria Orgéanica (remediacdo quimica) antes
do transplante (fitoremediacéo) + dupla inoculacdo (bioremediacéo);

- T3: Remediacdo fisica (raspagem 15 cm na camada superficial) + implantacdo de
Matéria Orgéanica (remediacdo quimica) antes do transplante (fitoremediac&o);

- T4: Sedimento intacto + implantacdo de Matéria Organica (remediacdo quimica) antes

do transplante (fitoremediacéao).
2.2. Objetivos especificos

I - Avaliar a eficacia da fito-remediacgdo (familias de plantas) em area atingida pelo rejeito, aos
24 meses pads plantio, submetida a 4 diferentes tratamentos (T1, T2, T3 e T4), nos diferentes

tratamentos, quanto ao:

a) crescimento em altura (m),
b) crescimento em didmetro (cm),
c) volume total com casca (cm3) e

d) producéo de biomassa (g/plot).

Il - Avaliar o a eficacia da bioremediacdo em area experimental, aos 12 e 24 meses pos plantio,
nos diferentes tratamentos (T1, T2, T3 e T4) em relagdo a &rea preservada e degradada, quanto
a:

a) Fertilidade do solo;

b) Contetdo de sddio, éter amina, amonio e nitrato do solo;

¢) Biomassa microbiana do solo;

d) Atividade enzimatica do solo: dehydrogenase, Arylsulfatase, fosfatase acida e alcalina;



e) Populacéo micorrizica: nimero de esporos e producdo de glomalina.
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CAPITULO 1
FITOREMEDIACAO

1. MATERIAL E METODOS

1.1. Area de estudo

O local de estudo esta situado ao longo da bacia do Rio Doce, que foi atingida pelos
rejeitos da Barragem de Fund&o. A area de estudo esta localizada no distrito de Paracatu de
Baixo, na cidade de Mariana, conforme mostrado na Figura 1A:

1- Area preservada (PS): localizada ao longo das margens do Ribeirdo Lavras Velhas
(20°20'31.34" S, 43°17'13.61" W), fragmento preservado da Mata Atlantica riparia ndo
atingido pelo rejeito;

2- Area degradada experimental (DS): localizada ao longo das margens do Rio Gualaxo,
atingida pelos rejeitos da barragem (20°17'55.79"S, 43°14'07.31"W), no distrito de
Paracatu de Baixo (sem plantio) (Figura 1B);

3- Area experimental (ES): localizada as margens do Rio Gualaxo, no municipio de Paracatu
de Baixo — MG, onde os procedimentos de remediacdo (Remediacéo fisica, Remediacao
quimica, fitoremediacdo e biorremediacdo) foram instalados sobre uma camada de

sedimento de aproximadamente 2 metros (Figura 1C, D e E).
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Figural- A) Localizacdo da Barragem de Fund&o (Minas Gerais, Brasil), da cidade de
Mariana e do local experimental em Paracatu de Baixo (Gomes et al., 2021). B) Area
degradada sem manejo em 2017 antes do plantio em Paracatu de Baixo. C, D, E) Plantio
das especies arbodreas nativas 12 e 24 meses pos-plantio.
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1.2. Desenho experimental

O desenho experimental utilizado na ES foi estabelecido em uma area de 0,29 hectares,
composta por 3 blocos de 960 m?2 cada (12 m x 80 m), com quatro parcelas por bloco de 720 m?
cada (20 m x 36 m), correspondendo a quatro tratamentos (Figura 2A).

Os tratamentos de remediacdo foram os seguintes:

T1 - Foi realizada a raspagem superficial do sedimento (EERC 2016; Dornbusch et al.
2020) (Figura 3) até uma profundidade de 15 cm (remediagdo fisica) mais a incorporagéo de
matéria organica de origem vegetal (MO) no sedimento (remediacao quimica), mais transplante
de mudas nativas (fitoremediacdo) com dupla inoculacdo (bioremediacéo).

T2 - O sedimento intacto foi coberto por uma camada superficial de matéria organica
(MO) (remediacdo quimica) mais transplante de mudas nativas (fitoremediacdo) com dupla
inoculacdo (bioremediacao).

T3 - Foi realizada a raspagem superficial do sedimento (EERC 2016; Dornbusch et al.
2020) (Figura 3) até uma profundidade de 15 cm (remediacéo fisica) adicionado e incorporado
ao sedimento matéria organica de origem vegetal (MO) (remediacdo quimica) e depois efetuado
o transplante de mudas nativas (fitoremediacéo).

T4 - O sedimento intacto foi coberto por uma camada superficial de matéria organica
vegetal (MO) (remediacdo quimica) mais transplante de mudas nativas (fitoremediacao).

A MO era composta principalmente de casca de pinho (Blanco-Garcia e Lindig-Cisneros,
2005), misturado com uma camada de material decomposto de diferentes espécies de plantas.
A composi¢do quimica da MO seca era a seguinte: 1,28% de Ca, 0,22% de P, 2,1% de K, 0,3%
de Mg e 2,1% de N. A MO foi adicionada a uma taxa de 50 kg/parcela ou 555 kg/ha em
proporcao de 1:4 (v/v) até uma profundidade de 20 cm na camada superior, apos a remocao da
uma camada superficial de sedimento (T1 e T3), e a MO foi aplicada a uma profundidade de 5
cm na camada de sedimento (T2 e T4).

O desenho experimental em PS e DS foi composto por 4 parcelas, cada uma com tamanho
de 122 m? (12 m x 20 m), totalizando 960 m2. (Figura 2B).

A dupla inoculagdo foi composta por um consorcio de esporos de fungos micorrizicos
arbusculares, Rhizophagus irregularis (150 esporos por planta) e por bactérias promotoras de

crescimento vegetal, Bacillus subtilis (108 cfu mL-1).
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Figura 2 - A) Desenho esquematico da &rea experimental (ES) estabelecido no local
experimental usando os tratamentos T1, T2, T3 e T4. B) Desenho esqueméatico das

parcelas estabelecidas na area preservada (PS) e degradada (DS) em Paracatu de Baixo,

MG.
(A) Plot 1 Plot 2 Plot 3 Plot 4
Block 3
12m
Block 2 26
Block 1
20m
80 m
(B) Plot 1 Plot 2 Plot 3 Plot 4
Block 1 I 12m
20m
80 m

Figura 3 - Procedimento de raspagem superficial do sedimento.
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1.3. Plantio

Cada parcela foi cultivada com as mesmas espécies lenhosas nativas da Mata Atlantica
brasileira (por exemplo, Schinus terebentifolia, Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith,
Anadenanthera peregrina. (L.) Speg, Erythrina crista-galli L., Libidibia férrea (Mart. ex Tul.)
L.P.Queiroz, Mimosa bimucronata (DC.) Kuntze, Peltophorum dubium (Spreng.) T
Platypodium elegans Vogel, Piptadenia gonoacantha, (Mart.) J.F.Macbr, Senna alata (L.)
Roxb., Senna pendula (Humb.& Bonpl.ex Willd.) H.S.Irwin & Barneby, Croton urucurana
Baill., Cecropia glaziovii Snethl), previamente selecionadas por sua tolerancia ao sedimento
pertencentes as familias Anacardiaceae, Bignoniaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae e Urticaceae.

Antes do transplante, as plantas foram cultivadas por 4 meses em condicGes de estufa e
viveiro. O plantio foi realizado em dezembro de 2018 e janeiro de 2019, com um espagamento
de 3 x 3 m. Cada parcela foi plantada com aproximadamente 14-15 espécies lenhosas da Mata
Atlantica (Figura 1C, D e E).

1.4. Anélise do crescimento da vegetagdo

Todos os individuos foram avaliados quanto a circunferéncia a altura do peito (CAP)
tomando como padrao eixo de 1,30 metros perpendicular a partir do solo. A altura total (Ht) em
metros de cada individuo foi avaliada utilizando uma trena a laser (Trena Laser GLM 40
BOSH). A partir destes dados foi calculado o VVolume total com casca (VTCC) e a Biomassa
das plantas. O diametro a altura do peito (DAP) foi calculado através da férmula DAP = CAP/x
(Soares et al., 2006) e o volume total com casca (VTCC) foi calculado através da equacdo V =
0,000074*(DAP/1,707348)*(Ht"1,16873), desenvolvida para Florestas Estacionais
Semideciduas (Fundagdo Centro Tecnoldgico de Minas Gerais - CETEC, 1995). Para estimar
a biomassa dos individuos foi utilizado um modelo alométrico Pantropical proposto por Chave
et al. (2014), considerando o didametro (DAP), a altura total (Ht) e a massa especifica da espécie,
de acordo com a equagdo: BA =0,0673 x (pD?*Ht)"0,976, em que: BA = biomassa aérea (kQ);

p = massa especifica da madeira (g.cm-1); D = didmetro da arvore (cm); e Ht = altura da arvore

(m).
1.5. Andlise estatistica

As variaveis estudadas foram comparadas entre as familias e os diferentes tratamentos.

A analise de variancia (ANOVA de um fator) foi utilizada para as variaveis com distribuicédo
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normal, e o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para as variaveis com distribuicdes ndo
normais. Comparag6es multiplas foram realizadas com um teste de Tukey usando o software

SPSS v. 20. O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05 para todas as analises.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias em altura atingidas em apenas 2 anos de plantio mostram o hiper crescimento
vegetal (Tabelas 1 e 2), sintoma de fitotoxicidade causada pela sobrecarga de nitrogénio (Brady
e Weil 2007). Analisando o crescimento das plantas submetidas aos tratamentos de remediacéo,
a altura média ndo teve diferenca significativa entre as familias botéanicas testadas (p < 0,05)
em nenhum dos tratamentos (Tabela 1). Esses resultados evidenciam que independentemente
dos tratamentos fisico, quimicos e biologicos (fitoremediacdo e bioremediacdo), a
fitoremediacdo foi a principal forma de reducdo do excesso de nitrogénio derivado da éter
amina, uma vez que a eter amina vem sendo reduzida nos diferentes tratamentos ja testados
(Gomes et al., 2021) Esses resultados também nos mostram que as plantas selecionadas pela
tolerancia ao excesso de nitrogénio foram selecionadas pela capacidade de remediacdo a essa
substancia.

Outros estudos (Glenn et al., 2017; Kinidi e Salleh, 2017; Scotti et al., 2020) corroboram
com os resultados apresentados e mostram que a fitoremediacdo através do uso de espécies
tolerantes ao excesso de nitrogénio é uma estratégia eficaz de remediacéo.

Quando se compara o crescimento em altura das plantas em condi¢Ges saudaveis aos 2
anos de idade (Tabela 2) com aquelas plantadas em campo na area atingida, é possivel confirmar
o efeito da fitoremediacdo do nitrogénio. Especialmente, a familia Fabaceae, apresentou um
crescimento trés vezes maior na presenca dos elementos téxicos do que as plantas em condicGes
saudaveis (Tabela 2), demonstrando uma grande capacidade de fitoremediacdo. A familia
Anacardiaceae mostrou grande tolerancia. A familia Bignoneaceae também apresentou um
crescimento em 2 anos de idade similar as plantas de 4 anos (Tabela 2), entretanto foi a familia
que apresentou menor crescimento médio em altura (Tabela 1). Estes resultados mostram
capacidade de remediacdo da familia. A familia Urticaceae, 2 anos pés plantio, teve seu
crescimento similar ao de uma planta adulta em condi¢des saudaveis em campo (Tabela 2)

evidenciando tolerancia as substancia toxicas, mas nao apresentando capacidade remediacé&o.
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Tabela 1 - Analise das alturas médias entre as familias nos diferentes tratamentos: T1,
T2, T3 e T4, 2 anos pos plantio. Valores calculados por Anova e Teste de Tukey (p <

0.05).
T1 Altura Comparacio entre medias P < 0,05
(m)
Familia Média 1 2 3 4 5 6
1 — Fabaceae 3,8404 - 0,7 0,8 0,5 0,4 0,4
2 — Anacardiaceae 4,7500 0,771 - 1 0,298 | 0,944 0,5
3 — Urticaceae 5,0500 0,874 1 - 0,397 | 0,995 0,5
4 — Muntingiaceae 1,9500 0,577 0,298 0,397 - 0,154 0,3
5 — Euphorbiaceae 5,6667 0,428 0,944 0,995 0,154 - 0,5
6 - Bignoneaceae 5,1333 0,4 0,5 0,5 0,3 0,5 -
T2 Altura Comparacio entre medias P < 0,05
(m)
Familia Média 1 2 3 4 5 6
1 — Fabaceae 3,6717 - 0,435 0,158 0,820 | 0,812 1
2 — Anacardiaceae 4,7857 0,435 - 0,962 1 1 0,885
3 — Urticaceae 5,5550 0,158 0,962 - 0,949 | 0,998 | 0,524
4 — Muntingiaceae 4,6225 0,820 1,0 0,949 - 1 0,969
5 — Euphorbiaceae 5,0100 0,812 1,0 0,998 1 - 0,934
6 - Bignoneaceae 1,9417 1 0,885 0,524 0,969 | 0,934 -
T3 Altura Comparacio entre medias P < 0,05
(m)
Familia Média 1 2 3 4 5 6
1 — Fabaceae 3,8851 - 0,777 0,2 1,0 0,997 0,238
2 — Anacardiaceae 4,8740 0,777 - 0,8 0,975 1 0,089
3 — Urticaceae 6,3 0,2 0,8 - 0,9 0,89 0,6
4 — Muntingiaceae 3,8150 1,0 0,975 0,89 - 0,999 | 0,890
5 — Euphorbiaceae 4,5150 0,997 1,0 0,6 0,999 - 0,558
6 — Bignoneaceae 2,3933 0,238 0,089 0,6 0,089 | 0,558 -
T4 Altura Comparacio entre medias P < 0,05
(m)
Familia Média 1 2 3 4 5 6
1 — Fabaceae 3,8638 - 1 0,940 1 1 0,019
2 — Anacardiaceae 4,0456 1 - 0,981 1 1 0,066
3 — Urticaceae 4,8850 0,940 0,981 - 0,995 | 0,997 | 0,177
4 — Muntingiaceae 4,1467 1 1 0,995 - 1 0,313
5 — Euphorbiaceae 4,1850 1 1 0,997 1 - 0,417
6 - Bignoneaceae 2,0520 0,019 0,066 0,177 0,313 | 0,417 -




Tabela 2 - Média das alturas por familia e por tratamento na &rea experimental 2, 2

anos pos-plantio.
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Crescimento médio em Crescimento medio em
diametro - DAP (cm) aos 2
altura (m) aos 2 anos aNos
Familia Crescimento | Crescimento | Crescimento | Crescimento
médio sem médio com médio sem médio com
toxicidade toxicidade toxicidade toxicidade
1) Fabaceae! 1,37 3,8 4, 2%** 6,75
2) Anacardiaceae® 3,92 4,8 2,6 17,75
3) Urticaceae® 6al2* 5,55 20a 30 6,57
4) Euphorbiaceae 4 4,0 5,0 25-35* 6,6
5) Bignoneaceae® 3,5** 33 3,1** 2,85

*planta adulta com idade maior que 2 anos; ** planta adulta aos 4 anos; *** Planta com 3 anos de idade; 1, 2, 3 e 5: Embrapa
Florestas, 2006; 4. Lorenzi, 2002.

Considerando que as espécies nativas foram plantadas com 1,0 m de altura em média,
houve um aumento de 100% no crescimento ap6s 1 ano de cultivo. Se compararmos a taxa de
crescimento de Eucalytus urograndis no primeiro ano de plantio (30%), recebendo tratamento
com adubo e manejo com desbaste (Faria et al., 2013), a superioridade da taxa de crescimento
das espécies nativas plantadas sobre o rejeito no primeiro ano (100%), as quais ndo receberam
nenhum tipo de manejo, evidencia a forte resposta fitoremediadora responsavel pelo
hipercrescimento, que acontece especialmente no primeiro ano. O crescimento das plantas
sobre o rejeito esta de fato relacionado com a alta concentracdo de NHs*/NHa4 no solo, como
verificado por Gomes et al., 2021.

Apesar do principal fator determinante para o crescimento das plantas estar relacionado
a fitoremediacdo, os tratamentos com remediacdo fisica, quimica e bioremedia¢do também
modificaram o crescimento dessas plantas em campo. Considerando as classes de altura
apresentadas na Figura 4, a maior frequéncia de plantas com crescimento abaixo de 2 metros
ocorreu no tratamento 4, o qual teve apenas o tratamento quimico (incorporacdo de MO) e a
fitoremediacdo. A maior frequéncia de plantas com crescimento entre 2 e 3 metros foi
encontrada no tratamento 2 e a maior frequéncia de plantas com crescimento entre 3,1 e 8
metros ocorreram nos tratamentos T1 e T2,

Assim, de acordo com a distribuicdo em Classes de altura visto na Figura 4, podemos
categorizar a eficacia dos tratamentos de remediagdo da seguinte forma: T2 > T1 > T3 > T4.
Levando em consideracéo a eficdcia dos tratamentos, a bioremediagdo parece ter tido um efeito

maior no crescimento das plantas do que a remediacao fisica, uma vez que os tratamentos que
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receberam este procedimento apresentaram plantas com maior crescimento em altura.
Realmente, a maior produgdo de biomassa vegetal foi encontrada no tratamento 1, o qual é

composto pelas 4 estratégias de remediacdo (Tabela 3).

Figura 4: Frequéncia das plantas (%) distribuidas em Classe de altura (m) nos
tratamentos T1, T2, T3 e T4 na area experimental 2, 2 anos pds plantio.

= T1 31 =1 T2 32 == T3 33 = T4 i4

Frequéncia (% de plantas)
Frequence (%o of plants)

0,1-2 2,1-3 3.1-5,0 5,1-8,0 >-8,0

Classe de altura (m)

Test Tukey foi utilizado para comparar as médias entre os tratamentos dentro da mesma classe de altura. As médias
seguidas das mesmas letras néo sdo significativamente diferentes (p < 0,05).
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Tabela 3 - Producéao de biomassa (g/plot) das plantas nos tratamentos T1, T2, T3e T4
em area experimental, 2 anos poés plantio.

Tratamentos Biomassa (g/plot)
T1 44,28
T2 30,1°
T3 24,6
T4 19,6

Test Tukey foi utilizado para comparar as médias entre os tratamentos dentro da mesma classe de altura. As médias

seguidas das mesmas letras ndo sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

As Tabelas 4 e 5 mostram o crescimento médio em didmetro e volume total com casca.
Em relacéo a esses crescimentos, somente a familia Anacardiaceae apresentou um crescimento
significativamente maior em diametro e em volume que as demais familias, nos tratamentos 1
e 3 (Tabelas 4 e 5). Esses tratamentos diferem dos demais por apresentarem o tratamento fisico
de raspagem do sedimento, o qual visou a redu¢do da camada superficial de sodio depositada

sobre rejeito (Figura 5).

Figura 5 - Mancha de sédio na superficie do sedimento em Paracatu de Baixo (DS, local
degradado).
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Tabela 4 - Anélise do Didmetro a altura do peito (DAP) entre as familias nos diferentes
tratamentos: T1, T2, T3 e T4, 2 anos pos plantio. Valores calculados por Anova e Teste de

Tukey (p < 0.05).
T1 Dl?glr?)t ro Comparacio entre medias P < 0,05
Familia Média 1 2 3 4 5 6
1 — Fabaceae 4,9578 - <0,001 1,0 0,980 1,0 0,9
2 — Anacardiaceae 28,7124 <0,001 - 0,009 0,001 | 0,001 0,001
3 — Urticaceae 6,1276 1,0 0,009 - 0,980 1,0 0,96
4 — Muntingiaceae 1,7508 0,980 0,001 0,980 - 0,992 0,99
5 — Euphorbiaceae 4,8809 1,0 0,001 1,0 0,992 - 0,998
6 — Bignoneaceae 1,9417 0,9 0,001 0,96 0,99 0,998 -
T2 Dl?g?:)t ro Comparacio entre medias P < 0,05
Familia Média 1 2 3 4 5 6
1 — Fabaceae 6,8759 - 0,245 1,0 0,999 | 0,994 0,986
2 — Anacardiaceae 14,1106 0,245 - 0,555 0,540 | 0,989 0,331
3 — Urticaceae 5,5865 1,0 0,555 - - 0,998 1,0
4 — Muntingiaceae 5,4671 0,999 0,540 1,0 - 0,986 1,0
5 — Euphorbiaceae 10,0589 0,994 0,989 0,988 0,986 - 0,960
6 — Bignoneaceae 4,3864 0,986 0,331 1,0 1,0 0,960 -
ve DI?:::; ro Comparacio entre medias P < 0,05
Familia Média 1 2 3 4 5 6
1 — Fabaceae 5,7336 - 0,022 1,0 0,999 1 0,907
2 — Anacardiaceae 15,2093 0,022 - 0,98 0,262 | 0,293 0,016
3 — Urticaceae 8,276 1,0 0,98 - 1,0 0,998 0,99
4 — Muntingiaceae 3,8198 0,999 0,262 1,0 - 1,0 1,0
5 — Euphorbiaceae 4,1382 1,0 0,293 0,998 1,0 - 1,0
6 — Bignoneaceae 2,7482 0,907 0,016 0,99 1,0 1,0 -
U2 Dl?glﬁ)t ro Comparacio entre medias P < 0,05
Familia Média 1 2 3 4 5 6
1 — Fabaceae 9,0119 - 0,945 0,999 0,992 1,0 0,679
2 — Anacardiaceae 13,3340 0,945 - 0,974 0,906 | 0,992 0,429
3 — Urticaceae 5,7297 0,999 0,974 - 1,0 1,0 0,999
4 — Muntingiaceae 4,4565 0,992 0,906 1,0 - 1,0 1,0
5 — Euphorbiaceae 7,4805 1,0 0,992 1,0 1,0 - 0,994
6 — Bignoneaceae 1,9028 0,679 0,429 0,999 1,0 0,994 -




Tabela 5 - Analise do volume total com casca (VTCC) familias nos diferentes

tratamentos: T1, T2, T3 e T4, 2 anos poés plantio. Valores calculados por Anova e Teste

de Tukey (p < 0.05).

Familia Média 1 2 3 4 5 6
1 — Fabaceae 0,0127 - <0,001 1,0 1,0 1,0 0,8
2 — Anacardiaceae 0,1936 <0,001 - 0,091 0,055 | 0,028 0,05
3 — Urticaceae 0,1580 1,0 0,091 - 1,0 1,0 0,9
4 — Muntingiaceae 0,0004 1,0 0,055 1,0 - 1,0 1,0
5 — Euphorbiaceae 0,0092 1,0 0,028 1,0 1,0 - 1,0
6 - Bignoneaceae 0,0014 0,8 0,05 0,9 1,0 1,0

Familia Média 1 2 3 4 5 6
1 — Fabaceae 0,0239 - 0,599 0,998 0,998 0,999 0,983
2 — Anacardiaceae 0,0611 0,599 - 0,744 0,736 0,997 0,570
3 — Urticaceae 0,0115 0,998 0,744 - 1 0,994 1
4 — Muntingiaceae 0,0110 0,998 0,736 1 - 0,993 1
5 — Euphorbiaceae 0,0390 0,999 0,997 0,994 0,993 - 0,982
6 - Bignoneaceae 0,0054 0,983 0,570 1 1 0,982 -

Familia Média 1 2 3 4 5 6

1 — Fabaceae 0,0126 - 0,010 0,98 1,0 1,0 0,991
2 — Anacardiaceae 0,0735 0,010 - 0,22 0,242 0,247 0,022
3 — Urticaceae 0,0235 0,98 0,22 - 0,998 0,99 0,776
4 — Muntingiaceae 0,0044 1,0 0,242 0,998 - 1,0 1,0
5 — Euphorbiaceae 0,0048 1 0,247 0,99 1,0 - 1,0
6 - Bignoneaceae 0,0016 0,991 0,022 0,776 1,0 1,0 -

Familia Média 1 2 3 4 5 6

1 — Fabaceae 0,0454 - 1,0 0,99 0,994 0,999 0,927
2 — Anacardiaceae 0,0488 1,0 - 0,999 0,995 0,999 0,962
3 — Urticaceae 0,0130 0,99 0,999 - 1,0 1,0 1,0
4 — Muntingiaceae 0,0055 0,994 0,995 1,0 - 1,0 1,0
5 — Euphorbiaceae 0,0147 0,999 0,999 1,0 1,0 - 1,0
6 - Bignoneaceae 0,0013 0,927 0,962 1,0 1,0 1,0 -
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Como visto, a fitoremediacdo promovida pelas familias botanicas esté relacionada com
0 metabolismo do nitrogénio oriundo da éter amina presente no rejeito da barragem. A éter
amina, uma vez no solo é decomposta por acdo dos microrganismos especialmente favorecida
pela reducdo do pH promovida pela matéria organica (Mackowiak et al., 2001) e pelos
exsudatos radiculares que determinam um efeito rizosférico de acidificacdo (Marschner et al.,
1987). Desta forma, espera-se uma maior liberacdo de ions amdnia (NHs") /amonio (NHa)
(Britto et al., 2001b) no solo. Porém, ndo se encontra relatos de toxicidade de nitrogénio em
campo, uma vez que a maioria dos solos sdo deficientes em nitrogénio. Os poucos estudos sobre
remediacdo de Nitrogénio no solo (Jordan et al., 2008; Miao et al., 2013; Glenn et al., 2017,
Kinidi e Salleh, 2017), se referem a remediacao através do plantio de espécies nativas ou através
da maximizacao da nitrificacdo em solos contaminados com N de minas de uranio (Miao et al.,
2013; Glenn et al., 2017).

O crescimento das plantas sobre o rejeito esta relacionado com a concentracdo de
NH3"/NH4 no solo, como verificado por Gomes et al., 2021. Esse aporte de N-amoniacal
absorvido pelas plantas provavelmente ocorre pelo sistema de transportadores de aquaporina
em plantas tolerantes, que podem ser estimulados frente a disfuncdo osmética provocada pelo
sodio. O aumento das concentragBes de NH4" seria o gatilho sinalizador para promover as
alteracBes fisioldgicas e hormonais, resultando no hiper crescimento das plantas cultivadas

sobre o rejeito (Figura 6).

Figura 6: Hipercrescimento de Schizolobium parahyba aos 3 anos de plantio sobre rejeito
da barragem de Fundao.
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O amdnio desencadeia multiplas respostas fisiologicas e morfologicas, como alterages
especificas na expressao genética, no metabolismo, no status redox ou na arquitetura do sistema
radicular (Patterson et al., 2010; Li et al., 2010; Lima et al., 2010; Fernandez-Crespo et al.,
2015; Liu et al., 2017). Desta forma, esses sintomas podem estar relacionados ao desequilibrio
hormonal causado pelo excesso de nitrogénio assimilado e alteracdo na expresséo dos genes
envolvidos na produgdo de fito horménios, onde o aménio pode atuar como uma molécula
sinalizadora (Liu, et al., 2017). Os principais hormdnios associados ao crescimento e
desenvolvimento vegetal sdo as auxinas e citocininas (CKs). A auxina é fundamental para
muitos processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, desde a embriogénese até a
senescéncia (Guilfoyle, et. al, 2007). As CKs sdo derivadas da base nitrogenada purica adenina
e caracterizam-se por induzir a diviséo celular, promovendo assim o crescimento.

Diversos estudos apontam para a influéncia da forma de nitrogénio na concentracdo de
citocininas e outros fito hormonios (Buban et al., 1978; Sattelmacher e Marschner, 1978;
Gerendas et al., 1997). O aumento na absorcdo de NH4" esta associado a uma maior utilizagdo
de carbono pelas raizes, expandindo assim sua capacidade de atuar como receptor de
assimilados e, por conseguinte, potencialmente aumentando a importacao de auxinas (Ziegler,
1975; Torrey, 1976; Gerendas et al., 1997). Este processo parece estar ligado ao estimulo do
desenvolvimento de ramificacdes nas raizes, um fenémeno frequentemente observado em
plantas cultivadas com NH4* (Ganrnore-Neurnan e Kujkafi, 1983; Gerendas et al., 1997). A
nutricdo com NH.* favorece o aumento de ramificaces nas raizes das plantas de batata
(Gerendris e Sattelrnacher, 1990; Gerendas et al., 1997), impulsionado pela presenca de
citocinina na raiz (Torrey, 1976; Gerendas et al., 1997), resultando no crescimento das partes
aéreas das plantas, conforme evidenciado por Wiesler, 1997 e Gerendas et al., 1997.

Pavlikova, et al., 2012, demonstraram um aumento significativo da producéo de auxina
(IAA) nas plantas do género Festulolium apés a aplica¢do de nitrogénio amoniacal, com um
aumento significativo na area foliar e producdo de matéria seca. Takei et al., 2001
demonstraram que a suplementacgdo de nitrogénio causou um aumento no teor de citocininas
(CKs) na seiva do xilema (também nas raizes e partes aéreas) do milho, indicando que as CKs
funcionam como um sinal de longa distancia da raiz para a parte aérea em resposta ao
suprimento de nitrogénio (Sakakibara et al., 2006).

Desta forma, esse hiper crescimento das plantas cultivadas sobre o rejeito se explica
como resultado de desiquilibrio hormonal em fungéo do excesso e tipo de nitrogénio absorvido.

Conclui-se que a fito remediacdo € o principal processo de mitigacdo da éter amina,
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especialmente executado pelas plantas da familia Fabaceae. Porém, as plantas apresentaram
maior crescimento nos tratamentos 1 e 2 que receberam os procedimentos de remediacéo

quimico e biologico, evidenciando o papel destes para o estabelecimento da floresta.
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CAPITULO 2
BIOREMEDIACAO

1. MATERIAL E METODOS

1.1. Area de Estudo

O local de estudo esta localizado no municipio de Paracatu de Baixo, no estado de Minas
Gerais (Brasil). Este local estd inserido em uma regido conhecida como o "Quadrilatero
Ferrifero™, onde se encontra o maior deposito de minério de ferro do Brasil (Spier et al. 2007).
Portanto, essa regido abriga varias minas, como a mina Alegria pertencente a empresa Samarco,
onde ocorreu o colapso da Barragem do Fund&o em 2015. Os locais de estudo foram instalados
em areas ribeirinhas com o0s seguintes tratamentos: T1 - um fragmento muito preservado da
Mata Atlantica (local preservado - PS) localizado ao longo do ribeirdo Lavras Velhas
(20°20'31.34" S, 43°17'13.61” W), ndo atingido pelos rejeitos da barragem (Figura 1A,
Capitulo 1); 2 - um local degradado (DS) atingido pelos rejeitos da barragem (Figura 1B,
Capitulo 1) localizado no rio Gualaxo (20°17'55.79" S, 43°14'07.31" W); 3) um local
experimental (ES) localizado proximo ao rio Gualaxo no municipio de Paracatu de Baixo, onde
os procedimentos de remediacdo foram instalados sobre uma camada de sedimento de 2 m
(Figura 1C, D e E, Capitulo 1).

1.2. Desenho experimental

O desenho experimental utilizado na ES foi estabelecido em uma area de 0,29 hectares,
composta por 3 blocos de 960 m?2 cada (12 m x 80 m), com quatro parcelas por bloco de 720 m?
cada (20 m x 36 m), correspondendo a quatro tratamentos (Figura 2A, Capitulo 1). Os
tratamentos de remediacao foram os seguintes:

T1: Raspagem do sedimento até uma profundidade de 15 cm (remediacao fisica) (Figura
3, Capitulo 1), com incorporacdo de matéria organica de origem vegetal (MO) no sedimento
(remediacdo quimica) além de transplante de mudas nativas (fitoremediacdo) com dupla
inoculagéo (bioremediacao);

T2: Sedimento intacto coberto por uma camada superficial de MO (remediacao
quimica) e transplante de mudas nativas (fitoremediacdo) com dupla inoculagéo

(bioremediagéo);
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T3: Raspagem até uma profundidade de 15 cm do sedimento (remediacao fisica) (Figura
3, Capitulo 1) com incorporacdo de matéria organica de origem vegetal (MO) no sedimento
(remediacéo quimica) antes do transplante de mudas nativas (fitoremediacao);

T4: Sedimento intacto coberto por uma camada superficial de MO (remediagéo quimica)
antes do transplante de mudas nativas (fitoremediacao).

A MO era composta principalmente por casca de pinheiro triturada (Blanco-Garcia e
Lindig-Cisneros, 2005) misturada com uma camada de decomposicdo de diferentes espécies
vegetais. A composicdo quimica da MO seca era a seguinte: 1,28% de calcio, 0,22% de fésforo,
2,1% de potéssio, 0,3% de magnésio e 2,1% de nitrogénio. A MO foi adicionada a uma taxa de
50 kg/parcela ou 555 kg/ha em uma proporcao de 1:4 (v/v) até uma profundidade de 20 cm
(camada superior) apds a remocao de uma camada superficial de sedimento (T1 e T3), e a MO
foi aplicada até uma profundidade de 5 cm na camada de sedimento (T2 e T4).

O desenho experimental em &rea preservada (PS) e degradada (DS) consistiu em 4
parcelas com tamanho de 122 m?2 cada (12 m x 20 m), totalizando 960 m? (Figura 2B, Capitulo
1).

1.3. Plantio

Cada parcela foi cultivada com a mesma espécie lenhosa nativa da Mata Atlantica
brasileira (por exemplo, Schinus terebentifolia, Tabebuia roseoalba, Anadenanthera peregrina,
Erythrina crista-galli, Libidibia férrea, Mimosa bimucronata, Peltophorum dubium,
Platypodium elegans, Piptadenia gonoacantha, Senna alata, Senna pendula, Croton
urucurana, Cecropia glaziovii, que foram previamente selecionadas pela toleréncia ao
sedimento e pertencentes as familias Anacardiaceae, Bignoniaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae e
Urticaceae. Antes do transplante, as plantas foram cultivadas por 4 meses em condicdes de
estufa e viveiro. O plantio foi realizado em dezembro de 2018 e janeiro de 2019, utilizando um
espacamento de 3 x 3 metros. Cada parcela foi plantada com cerca de 14-15 espécies lenhosas
da Mata Atléntica (Figura 1C, D e E).

1.4. Inoculagéo

As duplas inoculagdes foram compostas por uma mistura de esporos de fungos
micorrizicos arbusculares, Rhizophagus irregularis -conspecifico com DAOM19719 (Krugher
et al., 2012) (150 esporos por planta) e pela bactéria promotora de crescimento de plantas

Bacillus subtilis (10° ufc mL™). Cada planta recebeu um indculo de 150 esporos de AMF
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distribuidos em trés pontos ao redor da rizosfera. Além disso, 150 esporos de AMF foram
inoculados em trés pontos dentro de um circulo de raio de 1 metro ao redor das plantas. A
identificacdo dos esporos foi realizada de acordo com a International Culture Collection of
Arbuscular Mycorrhizal Fungi (https://invam.ku.edu/irregularis).

Os inoculantes de bactérias eram compostos por Bacillus subtilis subsp. spizizenii (ATCC
6633/89) do Laboratério de Microbiologia do Solo da Universidade Estadual Paulista
(Jaboticabal/SP). O inoculante liofilizado (10° ufc mL™) foi reidratado (1 g L™ de agua) e

espalhado na superficie do solo (1 L ha') usando um pulverizador costal.

1.5. Anélises fisicas e quimicas de sedimentos e solos

As amostras foram coletadas a uma profundidade de 20 cm no local degradado e no local
preservado, e na area experimental em 2019 e 2021, ou a 12 e 24 meses ap0s o transplante. No
local experimental, foram coletadas oito amostras misturadas/parcelas/blocos para todas as
analises de solo. O desenho experimental consistiu em 8 amostras misturadas/parcela ou
tratamento x 4 tratamentos/bloco x 3 blocos, totalizando 96 amostras. No local degradado e no
local preservado, foram coletadas 2 amostras/parcela x 4 parcelas, totalizando 8 amostras/local.
As amostras de sedimento e solo foram peneiradas com uma malha de 2 mm e analisadas quanto
as propriedades fisicas e quimicas (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, 1997). As
amostras foram mantidas resfriadas (4 °C) durante a coleta e o transporte, e foram mantidas a
2 °C até o processamento. Os teores de amdnio-N e nitrato-N foram determinados pelo método
de destilacdo por arraste de vapor de Bremner e Keeney (1965), usando extracdo com KCI 2
mols L—1. As medidas de agregacdo do solo foram realizadas para estimar a proporc¢do de

agregados resistentes a agua, usando os métodos padrdo de Kemper e Rosenau (1986).

1.6. Biomassa microbiana

Os é&cidos graxos fosfolipidicos (PLFAs) foram extraidos do solo liofilizado de acordo
com o método de Bligh e Dyer (1959), e o fracionamento de lipidios foi realizada de acordo
com Gehron e White (1983) e White et al. (1979).

1.7. Populacdo de AMF e contetido de glomalina

Os esporos de fungos micorrizicos foram recuperados do solo usando o método de
decantagdo (Gerdemann e Nicolson, 1963), e os dados foram expressos como o nimero de
esporos por grama de solo seco. As proteinas relacionadas a glomalina (PRSG-T) foram
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extraidas usando o método de Wright e Upadhyaya (Wright e Upadhyaya, 1996), e o teor de
proteina foi estimado pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

1.8. Atividade enzimética

A atividade da desidrogenase foi determinada de acordo com Casida et al. (1964),
modificado conforme Barbosa et al. (2019). As concentracGes de tri-fenil formazan (TPF)
formadas pela reacdo TCC foram calculadas com base em uma curva padrdo com 0, 5, 10, 20,
30, 40 e 60 pg mL ™! de TPF. A unidade foi ug TPF g ! de solo seco em 24 horas. A atividade
da arilsulfatase foi determinada pelo método de Tabatabai e Bremner (1970), com base na
hidrolise de sulfato em p-NPS, liberando sulfato e p-nitrofenol no solo. A atividade da fosfatase
foi estimada usando o método modificado de Tabatabai e Bremner (1969), e a atividade da

enzima foi expressa em microgramas de p-nitrofenol por grama de solo por hora.

1.9. Andlise estatistica

As variaveis estudadas foram comparadas entre os locais preservados, perturbados e
experimentais. A analise de variancia (ANOVA de um fator) foi utilizada para as variaveis com
distribuicdo normal, e o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para as varidveis com
distribuices ndo normais. ComparacGes multiplas foram realizadas com um teste de Tukey
usando o software SPSS v. 20. O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05 para todas

as analises.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os procedimentos de reabilitagdo foram mais eficazes na reducéo da éter amina um ano
apos o plantio (2019) em todos os tratamentos (Figura 1A), que diminuiram ao longo do tempo,
mas ainda permaneceram mais elevados do que area preservada (PS). No entanto, ndo houve
diferenca no conteudo de éter amina entre os tratamentos apos 2 anos (Figura 1A), sugerindo
que a remediacdo da éter amina foi promovida principalmente pelo procedimento de fito
remediacdo. Por outro lado, a reducgdo de sddio (Figura 1B) foi eficaz no primeiro ano apds o
plantio apenas no tratamento T2 em comparacao com o local degradado (DS), mas ocorreu uma
queda significativa no segundo ano, especialmente nos tratamentos T1 e T2 (Figura 1B).

A remediacdo de s6dio nas areas experimentais pode estar relacionada a acdo quelante
quimica da matéria organica do solo (Di Palma et al., 2007), que tem sido usada com sucesso
para remediar a alcalinidade em solos salinos (EIl Hasini et al., 2019; Xie et al., 2021). Essa
reducdo no contetdo de sédio também explica a reducdo do pH de aproximadamente 8
encontrado nos rejeitos de barragem antes do tratamento de remediacdo para cerca de 5-6 em
todos os tratamentos, 2 anos apds o plantio, especialmente nos tratamentos T1 e T2 (Tabela 1).

A reducdo do pH provavelmente contribuiu para a desestabilizacdo da éter amina, uma
vez que a dissociacdo da éter amina ocorre em pH baixo (Neder, 2005). Assim, a um pH de
cerca de 5 alcancado nos locais recuperados devido a adicdo de MO e ao crescimento acelerado
das plantas, a éter amina provavelmente se tornou mais suscetivel a biodegradacao (Aradjo et
al., 2010).

A eficacia dos procedimentos de remediacao de sodio e éter amina para a recuperacgao das
areas degradadas corrobora com dados anteriores obtidos na bacia do Rio Doce (Scotti et al.,
2020; Gomes et al., 2021; Cordeiro et al., 2022).
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Figura 1 - Comparacédo da éter amina no solo (A), sddio (B), amdnio (C) e nitrato (D)
entre o local preservado (PS), local degradado (DS), T1 (fisico, quimico, fito e
bioremediacéo), T2 (quimico, fito e bioremediacgéo), T3 (fisico, quimico, fitoremediacao)
e T4 (quimico, fitoremediacéo) a 1 (2019) e 2 anos apos o plantio.
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A analise de variancia (ANOVA) foi realizada usando ANOVA ou o teste de Kruskal-Wallis, e para comparages em pares,
foram utilizados os testes de Tukey ou Nemenyi; comparagdes entre tratamentos seguidos por letras maitsculas referem-se aos
resultados de 2019, e aqueles seguidos por letras minusculas referem-se a 2021; médias seguidas pelas mesmas letras nao
apresentaram diferencas significativas (em p < 0,05); as diferencas significativas em cada tratamento entre 2019 e 2021 séo
seguidas por *.
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Tabela 1: Comparacdo das propriedades quimicas do solo de amostras coletadas um ano (2019) e dois
anos (2021) apos o transplante nos locais T1 (fisico, quimico, fito e bioremediacéo), T2 (quimico, fito e
bioremediacéo), T3 (fisico, quimico, fitoremediacéo), T4 (quimico, fitoremediagao), local preservado
(PS) e local degradado (DS).

Variaveis | PS | DS | T1 T1 T2 | T2 | T3 | 13 | T4 T4
(2019) | (2019) | (2019) | (2021) | (2019) | (2021) | (2019) | (2021) | (2019) | (2021)
pH 53 | 80 | 64 | 565~ | 60 | 55* | 65 | 6.0 | 66 | 6.0
0,2 | ©3) | ©6) | 007 |©13) | ©17)| 03) | (0,16) | (0,2 | (0,09)
K (mg/kg) | 91,0 | 16,0~ | 33,8 | 456™ | 32,9 | 324 | 320 | 27,0 | 396 | 21,3*
40 | 35 | @) | @9 | @5 | @29 @0 | @1 | G4 | ©7)

Ca 122,2 | 285,0* | 486,0 | 4959 | 483,7 | 383,0 | 477,8 | 285,0 [ 329,3 | 345,0
(mg/kg) | (653) [ (51,9) | (1.9) | (654) | (O7) | (347) [ (9.9) | (83:3) | (9.8) | (94.9)
Mg 1248 | 27.0 | 53,3 | 80.3* | 658 | 40,7 | 47,9 |2636*| 28,05 | 39,9*

makg) | 39 | 45 | @49 | aee) | 34 | 09 | @4 | ©8) | 29 | 80
P(mglkg) | 1314 | 44~ | 82 | 127~ | 73 [ 89| 68 | 7.2 | 7.7 | 67*
0 | @y |©66)| 24 |@o2)| ©05 | ©5 | ©05 | (04 | (08)

CEC 117 | 1,6~ | 39 | 52 | 33 |396%| 34 | 38* | 2,18 | 3,0*
(meg/100g) | 23) | 03) | 0,2 | 0,32 | ©2) | (0.25) | (0,26) | (0,15) | 2,18) | (0,4)

MO (%) | 57 | 07~ | 1,87 | 1,68~ | 1,89 | 1,6* | 1,88 | 1,76* | 1,2 | 1,28

2,01) | 02 |19 | (02 |02 | 01 | ©1) | (001) | (0,12) | (0,13)

Desvio padrdo entre parénteses. A analise de variancia foi realizada utilizando ANOVA ou o teste de Kruskal-Wallis, e para

comparagdes em pares, foi utilizado o teste de Tukey. p <0,05). * Diferenca significativa a 5%. NS: Diferenca néo significativa.

A matéria organica (MO) na area experimental (ES) aumentou no primeiro ano apo6s a
remediacdo quando comparada com a DS e permaneceu constante ao longo do tempo, ou até
mesmo diminuiu na ES, sugerindo que a MO proveniente da serapilheira ndo se acumulou no
solo, mas possivelmente foi decomposta pela populacdo microbiana do solo (Tabela 1). O
estimulo & decomposicdo da MO pode ser uma resposta desencadeada pela alta demanda por
nutrientes das plantas em crescimento excepcional. A quantidade de MO no solo é um equilibrio
entre input e output (Powlson et al., 2013). Na area experimental, o principal input de nutrientes
foi derivado da decomposicao da MO da serapilheira, e o principal output provavelmente foram
os nutrientes disponibilizados para a absorcao pelas plantas. A melhoria na capacidade de troca
catiénica (CEC) (Tabela 1) ao longo do tempo, especialmente nos tratamentos T1, T2 e T3,
indica a formacdo de MO de alta qualidade derivada da decomposicéo da serapilheira. A MO

do solo é rica em cargas negativas, 0 que permite nao apenas reter cations no solo, tornando-os
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disponiveis para as plantas (Tiessen et al., 1994), mas também sequestrar o excesso de sodio
(Robbins, 1986; Lax et al., 1994). Os procedimentos de reabilitacdo também aumentaram
alguns nutrientes do solo (ex: K, Ca e Mg) no primeiro ano ap0s o plantio em comparacdo com
a DS mas, ap6s o segundo ano, houve uma estabilizacdo ou até mesmo uma reducdo nos
nutrientes do solo (Tabela 1). Esses resultados podem ser atribuidos ao hiper crescimento das
plantas encontrado nos tratamentos, o que pode ter superado o fornecimento de nutrientes
provenientes da decomposicdo da serapilheira, destacando o efeito da fitoremediacdo. No
entanto, essa tendéncia nao foi observada para K e P do solo (Tabela 1). Enquanto que nos
tratamentos inoculados (T1 e T2) o potéssio (K) foi aumentado e permaneceu alto, esse
elemento diminuiu nos tratamentos ndo inoculados (T3 e T4) (Tabela 1). Da mesma forma, o
conteido de fosforo aumentou ou permaneceu alto em todos os tratamentos, exceto no
tratamento T4.

Em relagdo ao potassio, as plantas em crescimento demandam quantidades elevadas de
potassio em uma faixa semelhante a do nitrogénio, mas cinco a dez vezes mais do que
demandam fésforo (Brady e Weil 2007). Portanto, nas condi¢des de crescimento exagerado das
plantas devido ao excesso de nitrogénio derivado da dissociacdo de éter amina, a fertilizacéo
convencional com potassio foi deficiente em relacdo ao teor de nitrogénio disponivel para as
plantas. Diante disso, a inoculagio de Bacillus foi essencial para garantir disponibilizacio de K
no solo e para plantas nos tratamentos inoculados (T1 e T2), aumentando o crescimento das
plantas e sua capacidade de fitoremediacdo (Jan et al., 2022). O potéssio (K) é o terceiro
macronutriente mais importante para o crescimento das plantas (Zhao et al., 2001), mas cerca
de 90% do K no solo € encontrado na forma insoltvel e, portanto, ndo esta disponivel para as
plantas (Parmar e Sindhu, 2013). No entanto, algumas bactérias promotoras do crescimento das
plantas (PGPM) podem solubilizar o K, como Acidothiobacillus spp., Bacillus edaphicus,
Bacillus mucilaginosus, Pseudomonas spp., Burkholderia spp. e Paenibacillus spp., produzindo
acidos organicos e inorganicos (Meena et al., 2014).

Em relagdo ao nitrogénio, uma vez que o conteudo de MO era muito baixo na area
degradada (DS) (Tabela 1), os altos niveis de N-amo6nio (NH4") observados em DS ndo podem
ser atribuidos as reservas naturais de N na MO, mas sim a um suprimento adicional de éter
amina (Santos et al., 2019). Como ja discutido os produtos de biodegradacdo sdo compostos
de N, como amobnia (NHs) ou N- NH4s*+ (Aradjo et al., 2010). Na area experimental, o N-
amoniacal foi significativamente reduzido no primeiro ano apés o cultivo, especialmente em

T1, T2e T3 (Figura 1C), o que pode ser atribuido as altas exigéncias de nutrientes dessas plantas
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em crescimento e em processo de remediacdo como também foi observado por Gomes et al.
(2021). Dois anos apés o plantio (2021), houve um aumento marcante no N-amoniacal em
todos os tratamentos, atingindo niveis semelhantes aos de PS (Figura 1C). Esse aumento no N-
amoniacal provavelmente se deve a decomposicdo da serapilheira de folhas ricas em N,
especialmente de espécies leguminosas, além daqueles provenientes da biodegradacéo de éter
amina (Figura 1A), o que deve estar relacionado ao aumento da populacdo microbiana.
Apesar dos altos niveis de N-amoniacal na DS, uma quantidade muito baixa de N-nitrico
foi registrada neste local, assim como na area experimental 1 ano apos plantio (Figura 1D),
sugerindo uma inibicdo do processo de nitrificacdo. Em contraste, ap6s 2 anos, houve um
aumento no conteddo de nitrato em todos os tratamentos, destacando-se o T1, que atingiu niveis
semelhantes aos da area PS. Essa diminuicdo inicial pode ser entendida pela marcante inibicédo
da biomassa microbiana total nos rejeitos na DS (Santos et al., 2019), assim como na ES no
primeiro ano (2019) apos o plantio (Tabela 2). Apds o segundo ano (2021), houve um aumento
significativo na comunidade microbiana total em todos os locais, especialmente em T1 e T2
(Tabela 2), aumentando a disponibilidade de N-amoniacal no solo e do processo de nitrificacdo
(Figura 1 C e D). Como resultado, houve uma melhoria significativa do N-nitrico nos

tratamentos, especialmente no T1 em comparacdo a area PS (Figura 1D).

Tabela 2 - Acido graxo fosfolipidico (PLFA) das comunidades microbianas do solo em

T1 (fisico, quimico, fitorremediacdo e bioremediacéo), T2 (quimico, fitorremediacéo e

bioremediacao), T3 (fisico, quimico, fitorremediacéo) e T4 (quimico, fitorremediacao),
local preservado (PS) e local degradado (DS).

_ 2019 2019 | 2021 | 2019 | 2021 | 2019 | 2021 | 2019 | 2021
Varaveis
PS | DS T1 T2 T3 T4
Total C
) ) 527,0 | 22,0* | 72,7 | 162,4* | 57,2 | 175,7* | 32,6 | 118,7* | 31,4 | 109,6*
microbiano
(55) | 35) | (43) | (10,7) | 47) | (75 | (44| (29 | (29 | (99
(C nmols/g)

Desvio padrdo entre parénteses. A analise de variancia foi realizada usando ANOVA ou um teste de Kruskal-
Wallis, e para comparagdes em pares, foi utilizado o teste de Tukey. p < 0,05). * Diferenca significativa a 5%. NS:

Diferenga ndo significativa.
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A melhoria do N-amoniacal, Nitrico e da biomassa microbiana total nos tratamentos, 2
anos apos o plantio, sugere um aumento da atividade microbiana do solo nesses locais,
especialmente em T1 e T2, que receberam dupla inoculacdo com PGPM e AMF. De fato, houve
um aumento particular de bactérias Gram+ em T1 e T2, que receberam a inoculacdo com
espécies de Bacillus, em contraste com parcelas ndo inoculadas (Tabela 2). Entre as assinaturas
PLFA do grupo Gram+, que pertence as espécies de Bacillus, houve um aumento na assinatura
| 16:0, especialmente em parcelas inoculadas (Tabela 3). Esses resultados sugerem a alta
eficiéncia da inoculacdo de Bacillus para o crescimento das plantas, especialmente
considerando os mecanismos para fornecer minerais essenciais, como potassio e fosforo
(Tabassum et al., 2017).

Tabela 3 - Distribuicdo das assinaturas de acido graxo fosfolipidico (PLFA) de bactérias
Gram+ encontradas em T1 (fisico, quimico, fitorremediacéo e bioremediacéo), T2
(quimico, fitorremediacéo e bioremediacéo), T3 (fisico, quimico, fitorremediacao) e T4
(quimico, fitorremediacao), local preservado (PS) e local degradado (DS).

Assinaturas
PLFA PS DS T1 T2 T3 T4
(mmol/g)
|1 15:0 8,32 0,15 6,94 57 3,6 5,2
116:0 19,57 0,7 12,53 9,73 6,6 7,94
117:0 3,5 0,01 1,72 1,54 0,92 1,34
A 17:0 3,0 0,0 1,33 1,2 0,7 0,94

A populagdo de AMF estimada pelo nimero de esporos no solo foi ligeiramente
melhorada no tratamento T1 em relacdo a DS dois anos apds o transplante, e o teor de glomalina
no solo em T4 nao diferiu da DS (Tabela 4). O numero de esporos e o teor de glomalina ndo
diferiram entre os tratamentos inoculados e ndo inoculados (Tabela 4). Esses resultados
sugerem uma resposta fraca a inoculacdo de AMF ou até mesmo uma inibicdo desse grupo
microbiano. De fato, durante a extracéo de esporos de AMF do solo, foi visualizada a presenca
de esporos aprisionados entre as bolhas de detergente, o que foi atribuido a presenca de éter
amina (Figuras 2B e C), um achado n&o observado no solo controle da area preservada PS
(Figura 2A). Portanto, a éter amina parece ser prejudicial ao estabelecimento da populacéo de

AMF, especialmente das espécies inoculadas.
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Tabela 4 - NUmero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (AMF) (g/ solo) e

teor de glomalina (pg C/g de solo) em solos coletados no local preservado (PS), local

degradado (DS), T1 (fisico, quimico, fitorremediacao e bioremediac¢do), T2 (quimico,
fitorremediacéo e bioremediacéo), T3 (fisico, quimico, fitorremediacéo) e T4 (quimico,

fitorremediacdo), 2 anos apos o plantio.

Tratamentos Nume(rg/sdoelg)s POTOS | Glomalina (ug/g solo)
T1 3,5 4,7°
T2 3,00 4,9
T3 0,9¢ 4,8°
T4 1,7cd 3’5bc
DS 0,5 2,5°
PS 10,12 11,22

Os altos niveis de N-amoniacal e nitrico (Figura 1C e D), o aumento da populacdo de
Bacillus (Tabela 3) e o aumento significativo na biomassa microbiana total sugerem alta
atividade bioldgica do solo. Além disso, 0 aumento da CEC do solo, fala a favor da producéo
de MO de alta qualidade (Tiessen et al., 1994), o que explica os resultados da Tabela 5 onde se
observa aumento da agregacao total do solo e a formacdo de macroagregados, especialmente
em parcelas inoculadas (T1 e T2). Esses resultados de agregacdo séo consequéncia de uma
qualidade diferencial da MO produzida em T1 e T2 em comparacdo com T4, 0 que pode estar
relacionado a atividade de decomposicdo microbiana. Assim, a agregacdo do solo pode ser
considerada um importante indicador da qualidade do solo sensivel a avaliacdo da recuperacéo,
uma vez que as mudangas na agregacdo do solo tém sido consideradas uma das propriedades

mais resistentes a alteracdo ap0s a restauracao (Wei et al., 2022).
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Figura 2: Esporos de fungos micorrizicos arbusculares (AMF) (setas vermelhas),
detritos e particulas de areia observados apos a extracédo de esporos de AMF do solo sob
microscopia 6ptica em A - Local preservado; B - Bolhas de éter amina primarias vistas
no local degradado (DS); C - Bolhas de éter amina (setas azuis) e esporos de AMF (setas

vermelhas) do local experimental (T1) ap6s tratamento de remediacdo em 2021.
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Tabela 5 - Comparacéo da estabilidade de agregados imidos (%) entre T1 (fisica,
guimica, fito e bioremediacéo), T2 (quimica, fito e bioremediacéo), T3 (fisica, quimica,
fitoremediacdo) e T4 (quimica, fitorremediacdo), area preservada (PS) e a area

degradada (DS).
T ratamentos M%rg%%g?ﬁ g}os’ Mi&:og%ljtzeg?gos, Ag regagl/(())s totais,
0.053mm
T1 26,6 (5,5)° 23,4 (5,4) 50,0 (1,0)°
T2 27,1 (1,1)° 25,4 (2,1)? 52,5 (2,1)°
T3 21,8 (0,7)° 26,9 (3,8)? 48,48(2,0)*°
T4 21,2 (1,6)° 26,5 (1,0)? 47,7 (1,0)°
PS 47,6 (2,5)? 24,3 (4,8) 71,9 (5,3)
DS 4,0 (1,9)° 15,2 (4,4)° 19,2 (4,8)¢

A atividade bioldgica do solo também foi medida por meio da atividade enzimatica do
solo. A atividade enzimatica de desidrogenase e arilsulfatase (Figura 3A e B) confirma que
houve um aumento significativo na atividade microbiana 2 anos ap6s o plantio em todos os
tratamentos, especialmente considerando que a desidrogenase ocorre em todas as células
microbianas vivas (Dick, 1997). Esse aumento na atividade enzimética ao longo do tempo foi
particularmente alto no T1, atingindo um padréo semelhante a &rea PS, sugerindo que este local
abriga um maior efeito da rizosfera sobre as populacdes microbianas e a decomposi¢éo da MO.

Da mesma forma, varios autores registraram um aumento significativo na atividade de
desidrogenase em solos tratados com matérias organicas (Myszura-Dymek e Zukowska, 2023)
em locais de mineracdo reabilitados (Rodriguez-Berbel et al., 2021, 2002), sugerindo que esta
enzima pode ser um potencial indicador de qualidade do solo para avaliar o sucesso da
restauracdo. Além disso, houve um aumento na atividade da fosfatase acida em todos os
tratamentos ao longo do tempo em relacdo a area DS (Figura 3C), mas especialmente no T1,
que atingiu niveis comparaveis aos da PS, confirmando o beneficio dos procedimentos
completos de remediacdo. Uma vez que a atividade da fosfatase acida e da desidrogenase foi
encontrada reduzida na DS, como também observado em outros locais afetados pela Barragem
do Fundéo (Silva et al., 2021), a recuperacdo completa da atividade dessas enzimas no T1,
atingindo niveis semelhantes aos do PS, torna-os indicadores confidveis da restauracdo do solo.

Considerando que a fosfatase acida é produzida tanto por microrganismos quanto por

plantas (Shaykh e Roberts, 1974; Tarafdar e Claassen, 1988) e que houve um aumento
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significativo na biomassa microbiana total (Tabela 2), € provavel que o aumento dessa enzima
tenha sido impulsionado pela vegetacdo e pela inoculagdo das PGPB. De fato, o teor de P no
solo aumentou principalmente nos tratamentos inoculados (Tabela 1), sugerindo o papel das
espécies de Bacillus inoculadas na solubilizacdo de P (Tabassum et al. 2017), uma vez que eles
podem produzir &cidos organicos e inorganicos capazes de soluilizar o fosforo (Meena et al.
2014; Santos et al. 2020). Em relagdo a fosfatase alcalina, também houve um aumento
significativo ao longo do tempo, independentemente dos tratamentos (Figura 3D), apesar de
sua atividade se apresentar geralmente baixa. As fosfatases alcalinas sdo produzidas
principalmente por fungos, especialmente fungos AMF (Gianinazzi et al., 1979). Portanto, a
baixa atividade de fosfatase alcalina pode ser explicada pela baixa populagdo de AMF e pelo
reduzido contetdo de glomalina (Tabela 2, 3 e 4), 0 que pode ser explicado pelo efeito tdxico

da éter amina sobre AMF, conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 3: Comparacéao das atividades de enzimas do solo de (A) desidrogenase (ug TPF/g

de solo seco/24 h), (B) fosfatase acida (ug de p-nitrofenol/g/h), (C) fosfatase alcalina (ug de

p-nitrofenol/g/h) e (D) arilsulfatase (ug de p-nitrofenol/g/h) entre o local preservado (PS),
locais degradados (DS), T1 (fisica, quimica, fito e biorremediacéo), T2 (quimica, fito e
biorremediacéo), T3 (fisica, quimica, fitorremediagdo) e T4 (quimica, fitorremediacéo)

apos 1 (2019) e 2 anos (2021) apos o plantio.
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3. CONCLUSAO

As estratégias de remediacao fisica (raspagem superficial do sedimento), quimica (uso
de matéria organica) e biologica (fitoremediacdo e bioremediacdo) implantadas na area
experimental mostraram-se eficazes na reducdo da éter amina e sédio e no aumento da
fertilidade e qualidade do solo, em &rea experimental 1 e 2 anos apds plantio.

A remediacéo fisica e quimica mostraram ser estratégias eficazes na remediacdo do
excesso de sodio e diminui¢do do pH do solo. A MO atuou como uma substancia gquelante
sequestrando o excesso de sodio e, juntamente com a bioremediacao, conferiu o retorno da
agregacdo e estrutura do solo e aumento da CTC, uma vez que a MO € rica em cargas negativas
e torna os nutrientes disponiveis as plantas.

A fitoremediacao foi a estratégia mais eficaz na reducédo do excesso de aménia derivada
da éter amina em todos os tratamentos, principalmente no tratamento 1, o qual é composto pelas
4 estratégias de remediacdo. As plantas tolerantes ao excesso de nitrogénio apresentaram
igualmente sintomas classicos de toxicidade por nitrogénio, como hipercrescimento e
elongamento do caule, comprovando assim a eficacia da fitoremediacao.

A bioremediacdo também foi uma estratégia eficaz a qual pode acelerar a remediacéo
das areas afetadas através da atividade dos microrganismos inoculados, como as bactérias
promotoras de crescimento (PGPB) e fungos micorrizicos (AMF). A atividade das PGPB se
mostrou mais eficaz aumentando a disponibilidade de Potassio e Fosforo.

A dupla inoculacdo também favoreceu um aumento da fertilidade e qualidade do solo
com melhoria da atividade enzimatica especialmente da enzima fosfatasse acida (relacionada
com aumento do fosforo (P) no solo) e desidrogenase. Esta Ultima esta relacionada com a
producdo de Matéria Organica de alta qualidade como aferido pelo aumento da capacidade de
troca catibnica (CTC) e da estabilidade de agregados e agregacao do solo.

O tratamento 1 (T1), e tratamento 2 (T2), que receberam os procedimentos de fito e
bioremediacdo, mostraram-se mais eficazes, uma vez que apresentaram a maior taxa de reducéao
da éter amina e sédio, maior taxa de crescimento das plantas superior a 3 metros, aumento da
matéria organica, aumento da CTC, maior atividade enzimatica e consequentemente fertilidade
e estabilidade/agregacédo do solo. Ainda, o T1, entre todos os tratamentos, foi 0 que mais se
aproximou da area preservada nao atingida pelo rejeito, confirmando assim o beneficio da

implantacdo dos procedimentos completos de remediacao.
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Desta forma, este estudo mostra que é possivel recuperar as matas ciliares da Bacia do
Rio Doce atingidas pelo rejeito da barragem de Fundéo, através da implantacdo de quatro

estratégias para remediacdo do sodio e da éter amina e plantio de espécies arboreas nativas.
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