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RESUMO PARA DIVULGACAO CIENTIiFICA

O estado de Minas Gerais sofreu 0o maior desastre ambiental do Brasil em novembro de
2015, que consistiu no rompimento da barragem de Fundio (Mariana-MG), sob ade
responsabilidade da mineradora Samarco. Essa tragédia liberou na bacia do Rio Doce cerca de
50 milhdes de metros cubicos de lama contendo rejeito de mineragdo. A lama atingiu casas e
afetou diretamente vidas de moradores, gerando grandes danos socioeconOmicos e,
principalmente, ambientais, assoreando rios e compactando solos. Dessa forma as areas
atingidas necessitam de estratégias de recupera¢do, como a de revegetacdo, que consiste no
plantio de mudas. O crescimento das mudas ¢ afetado pela compactacdo do solo, que
prejudica o desenvolvimento das raizes ao impedir a absor¢do de 4dgua. Dessa forma, os
herbivoros aproveitam-se das condi¢des de vulnerabilidade das mudas e causam o
desfolhamento, como, por exemplo, o grupo das formigas cortadeiras popularmente
conhecidas como sauvas (Atta) e quenquéns (Acromyrmex). No processo de busca por
alimento, as formigas cortadeiras causam danos econdmicos e ambientais, devido ao corte de
grande quantidade de folha fresca, desfavorecendo o sucesso de projetos de revegetagdao. No
entanto, formigas cortadeiras ndo devem ser reconhecidas apenas como pragas. A atividade de
escavagao enriquece o solo ao disponibilizar nutrientes (via deposicdo de matéria organica),
contribui para o desenvolvimento de raizes de plantas proximas ao ninho, evita a erosao,
promove descompactacdo e aeragdo do solo. A escavacdo ¢ guiada pelos gradientes de
diéxido de carbono (CO,) presentes no solo, sendo usados também como pistas de locais e
profundidades para a nidificacdo ou expansdo de ninhos ja estabelecidos. Deste modo, as
formigas cortadeiras apresentam um duplo papel no processo de recuperagdo de areas afetadas
por desastres ambientais. Neste trabalho, foi avaliado o efeito do rejeito de mineragdo na
selecdo de folhas de pata-de-vaca (Bauhinia rufa) e na escavagdao de ninhos nos diferentes
tipos de solos pela espécie de formiga cortadeira quemquém (Acromyrmex subterraneus). As
plantas cultivadas em solos com diferentes concentragdes de rejeito de mineragao (0, 25, 50,
75 e 100%) e suas folhas foram oferecidas as formigas, em forma de discos, para a realizacao
do teste de selegao. Ademais, para as analises laboratoriais das folhas dividimos em
caracteristicas fisicas (espessura das folhas e teor de agua) e quimicas (amidos e
carboidratos). Com isso observamos que as plantas cultivadas no tratamento de 100% tiveram
valores baixos para as caracteristicas fisicas e valores altos para as quimicas, sendo este o
tratamento de plantas mais transportadas pelas formigas, por terem folhas mais leves, finas e

com maior conteudo energético. Para a atividade de escavacao utilizamos as mesmas



concentracdes de rejeito de mineragao (0, 25, 50, 75 e 100%), colocamos esse solo em um
recipiente devidamente vedado com uma sonda de CO, acoplada. Durante as trés primeiras
horas a sonda mediu as concentracdes de CO, apenas do solo, apds esse tempo foram
colocadas 30 operarias no sistema e realizados mais trés horas de medi¢do, agora com
formigas. Contudo o fluxo de CO, ndo variou em fun¢do da quantidade de solo escavado para
qualquer concentragdo de rejeito de mineragao. Porém, o solo menos escavado pelas operarias
de quenquém (4. subterraneus) foi com o tratamento de 100% rejeito. Por fim, considerando
os resultados obtidos ¢ possivel supor que A. subterraneus poderd prejudicar o projeto de
revegetacdo devido a herbivoria e estabelecer ninhos proximos aos locais atingidos pelo
desastre. Para garantir a manutencao e sucesso dos projetos de revegetacao sao recomendados
0 monitoramento, o controle das formigas e o uso de fertilizantes nos solos atingidos pelo

desastre.

Palavras-chave: Formigas, Revegetacdo, Samarco.



RESUMO

O rompimento da barragem de rejeitos de mineragdo em Mariana-MG trouxe danos
socioecondmicos e ambientais. Uma acdo mitigadora para a recuperagdo do solo e da
biodiversidade ¢ a revegetacdo. Um dos principais obstaculos a revegetacdo ¢ a presenca de
formigas cortadeiras, uma vez que cortam uma grande quantidade de folhas frescas para o
cultivo do fungo simbionte. Por outro lado, formigas cortadeiras ndao devem ser reconhecidas
apenas como espécies praga. Sua atividade de escavagado interfere no enriquecimento do solo,
contribuindo assim para o sucesso dos programas de revegetacao. A escavacao disponibiliza
nutrientes (via deposicdo de matéria organica), evita a erosdo, contribui para o
desenvolvimento de raizes de plantas proximas ao ninho e promove descompactagdo e
aerag¢do do solo. Deste modo, as formigas cortadeiras apresentam um duplo papel no processo
de recuperagdo de dareas afetadas por desastres ambientais. A escavacdo por formiga
cortadeiras possui uma relagao intrinseca com a dinamica do didxido de carbono (CO,), de
modo que gradientes de concentra¢do sdo usados como indicadores de locais e profundidades
ideais para essa atividade. Com isso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito das
diferentes concentracdes de rejeito de mineragdo no processo de (i) selecdo de folhas e na
(11) escavacao de ninhos por Acromyrmex subterraneus. Para tanto, espécimes de Bauhinia
rufa (pata-de-vaca), foram cultivadas em solo contendo diferentes concentragdes de rejeito de
mineracao (0, 25, 50, 75 e 100%). Folhas de B. rufa foram cortadas, marcadas de acordo com
cada concentragdo de rejeito e oferecidos em uma arena de forrageamento, conectada a
colonia por uma ponte de vidro. Em seguida, registrou-se a frequéncia de discos
transportados, até que todos os discos de uma das concentragdes de rejeito testadas fosse
completamente transportado pelas operaria. Para comprovar o efeito novidade (atragcdo das
operarias por recursos alimentares ndo familiares), o teste de selecdo foi realizado novamente
ap6s 60 dias do primeiro contato com B. rufa. Além disso, as folhas foram avaliadas quanto a
sua espessura, teor de agua, concentragdo de amido e carboidratos soluveis totais (CST).
Observou-se que os discos de plantas cultivadas em 100% de rejeito foram os mais
transportados pelas operarias, no primeiro contato e nos testes realizados ap6s 60 dias. Porém,
houve um aumento na probabilidade de carregamento dos discos com menores concentragdes
de rejeito, indicando a redugdo na preferéncia. Folhas de plantas cultivadas em concentragdes
maiores de rejeito apresentaram menor espessura e teor de dgua e maior teor de amido e CST.
Também foi verificado a variagdao do fluxo de CO, no solo in loco ¢ em laboratorio usando
uma sonda com sensor infravermelho. Bem como se o fluxo de CO, varia em fun¢ao da
atividade de escavagdo realizado pelas formigas. Para tanto, foram utilizadas amostras de
rejeito misturadas com substrato fértil, previamente preparado, para obter as diferentes
concentragdes (0, 25, 50, 75 e 100%). Foi utilizada uma camara hermética de escavagao
(contendo o solo) com uma sonda de CO, acoplada. Nas trés primeiras horas foi mensurado a
emissao de CO, do solo, e nas trés horas seguintes, mensurou-se a emissdao de CO, do solo
com a presenca de 30 operarias de diferentes colonia (n = 50). O fluxo de CO, in loco (Barra
Longa — MQG) nao variou em relacao as distancias ao rio Gualaxo. O mesmo foi verificado no
fluxo de CO, ndo variou em funcdo da quantidade de solo escavado (g), para qualquer
concentragdo de rejeito de mineragdo, apesar da massa de solo escavado pelas operarias de A.
subterraneus foi menor em solo com 100%. A partir dos os resultados obtidos ¢ possivel
supor que A. subterraneus podera prejudicar o projeto de revegetacdo devido a herbivoria e
estabelecer ninhos proximos aos locais atingidos pelo desastre. Para garantir a manutencao e
sucesso dos projetos de revegetacdo, ¢ recomendado o monitoramento e controle dessas
formigas e também o uso de fertilizantes nos solos atingidos pelo desastre.

Palavras-chave: Escavacao, Formigas cortadeiras, Herbivoria, Rejeito de mineragao,
Samarco.



ABSTRACT

The rupture of the mining waste dam in Mariana-MG has brought socioeconomic and
environmental damage. A mitigating action for the recovery of soil and biodiversity is the
revegetation. One of the main obstacles to revegetation is the presence of leaf-cutting ants,
since they cut a large amount of fresh leaves for the cultivation of the symbiotic fungus. On
the other hand, leaf-cutting ants should not be recognized only as pest species. Its digging
activity interferes with the enrichment of soil, thus contributing to the success of revegetation
programs. Digging provides nutrients (by organic matter deposition), prevents erosion,
contributes to development of plant roots close to the nest and promotes soil decompression
and aeration. Leaf-cutting ant digging has an intrinsic relationship with carbon dioxide (CO,),
whose gradients concentration are used as clues of ideal locations and depths for this activity.
In this way, leaf-cutting ants play a dual role in the recovery process of areas affected by
environmental disasters. Thus, the present study aimed to evaluate the effect of different
concentrations of mining waste on the process of (i) leaf selection and (ii) nest digging by
Acromyrmex subterraneus. For that, specimens of Bauhinia rufa (pata-de-vaca), were grown
in soil containing different concentrations of mining waste (0, 25, 50, 75 and 100%). B. rufa
leaves were cut, marked according to each concentration of mining waste concentration and
offered in a foraging arena, connected to the colony by a glass bridge. Then, the frequency of
transported discs was recorded, until all discs from one of the tested mining waste
concentrations were completely transported by workers. To prove the novelty effect, the
selection test was performed again 60 days after the first contact with B. rufa. In addition, the
leaves were evaluated for thickness, water content, starch concentration and total soluble
carbohydrates (TSC). It was observed that discs of plants grown in 100% of mining waste
were the most transported by workers, at the first contact and in the tests carried out after 60
days. However, the probability of loading discs with lower concentrations of mining waste
was increased, indicating a reduction of preference. Leaves’ plants grown in higher
concentrations of mining waste showed less thickness and water content and higher content of
starch and TSC. It was also verified the variation of CO, flow on the soil in /oco and in the
laboratory using a probe with infrared sensor. Likewise, CO, flow varies depending on the
digging activity carried out by workers. For this, mining waste samples mixed with previously
prepared fertile substrate were used to obtain the different concentrations (0, 25, 50, 75 and
100%). An airtight digging chamber (containing soil) with a CO, probe attached was used. In
the first three hours, the CO, emission from soil was measured, and in the next three hours,
CO, emission from soil was measured with the presence of 30 workers from different colonies
(n = 50). The flow of CO, in loco (Barra Longa - MG) did not vary in relation to the distances
to the Gualaxo river. The same was verified in CO, flow did not vary depending on the
amount of soil excavated (g), for any concentration of mining waste, despite the weight of soil
excavated by workers of 4. subterraneus was lower in soil with 100%. From this results, it is
possible that 4. subterraneus could prejudice the revegetation project due to herbivory and
build nests close to the places affected by the disaster. To ensure the maintenance and success
of revegetation projects, it is recommended to monitor and control these leaf cutting ants and
also to use fertilizers in the soils affected by the disaster.

Keywords: Digging, Herbivory, Leaf-cutting ants, Mining waste, Samarco.
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INTRODUCAO GERAL

O maior desastre ambiental do Brasil ocorreu em novembro de 2015 com o
rompimento da barragem de Funddo (Mariana-MGQG), sob responsabilidade da mineradora
Samarco, que provocou graves impactos socioecondmicos € ambientais na macro e
microrregido. O rompimento da barragem liberou cerca de 50 milhdes de m® de lama
contendo rejeito de mineragdo no ambiente, afetando diretamente a bacia do Rio Doce
(Marta-Almeida et al., 2016; de Oliveira Gomes et al., 2017). Essa lama atingiu a altura de 15
metros, assolando construgdes, areas de plantio e vegetagdo nativa e soterrando o Distrito de
Bento Rodrigues (Vitoria, 2019).

Segundo a Embrapa (2015), a sedimentacdo dos rejeitos de mineragdo interfere
diretamente nos processos de infiltragdo de agua, circulagdo de nutrientes, decomposicao da
matéria organica, germina¢do de sementes e desenvolvimento das raizes no solo afetado. Tal
cenario demanda urgentes e prioritarias agoes para recuperacao do solo e da biodiversidade.
Dessa forma, a revegetacdo tem um papel estratégico na recuperacao da biodiversidade, no
enriquecimento do solo, no sequestro de carbono atmosférico, na preservacao da qualidade da
agua e no controle de erosdes (Almeida & Sanchez, 2005; Ataide et al., 2011).

As plantas selecionadas para a revegetacdo devem apresentar baixa taxa de
mortalidade, altas taxas de producdo de sementes e de fixagdo de nutrientes no solo. Além
disso, devem ser tolerantes as restrigdes quimicas, fisicas e bioldgicas do solo provocadas pela
contamina¢do com o rejeito (Graham & Vance, 2000; de Aragjo et al., 2005). Plantas que
atendem bem a esses requisitos sdo pertencentes as familias Poaceae e Fabaceae (Rodrigues
et al., 2004; Silva & Corréa, 2008; Teixeira et al., 2015).

No processo de implementacao da vegetagdo, a presenga e ataque de herbivoros ¢
preocupante desde as fases iniciais até a fase final do primeiro ciclo vegetativo. De acordo
com Mattei (1997), caso os herbivoros ndo sejam controlados, sua a¢do de desfolhamento
pode causar desuniformidade na 4rea revegetada.

Uma das principais causas de desfolhamento ¢ proveniente da ac¢do de formigas
cortadeiras, representadas pelos géneros Atta e Acromyrmex (Myrmicinae, Attini), pois cortam
grandes quantidades de material vegetal fresco, o qual ¢ transportado para o interior da
colonia e utilizado para o cultivo do fungo simbionte (Holldobler & Wilson, 1990; Della-
Lucia & Oliveira, 1993). A adequabilidade do substrato vegetal ao cultivo do fungo simbionte
¢ determinante na selegdo de folhas por formigas cortadeiras (Saverschek et al., 2010),

embora também devam ser considerados os fatores da abundancia, distribui¢ao espago-



temporal e diversidade da vegetagdo na area (Farji-Brener, 2001; Lanan, 2014). Destaca-se
que a discriminagdo, e consequente selecao de folhas, pode ocorrer ao nivel intraespecifico e
até mesmo entre folhas da mesma planta (Meyer et al., 2006; Ribeiro Neto et al., 2012).

Outro fator importante na modulagdo do comportamento de selecao de folhas ¢ o efeito
novidade que se caracteriza pela alta atratividade das operarias por recursos alimentares nao
familiares (Roces & Holldobler, 1994), assim espécies vegetais utilizadas em programas de
revegetacao podem se tornar o principal alvo.

Por outro lado, formigas cortadeiras exercem um papel positivo fundamental no
ambiente, como agentes protagonistas do aumento do intemperismo no solo (Schwartzman,
2002; Dorn, 2014), em funcdo da escavagdo de ninhos subterraneos. Os ninhos sao
constituidos por cdmaras, nas quais operdrias cultivam o fungo simbionte e abrigam ovos,
larvas, pupas e rainha, camaras de lixo e de solo, as quais sdo conectadas por tuneis que
conduzem a superficie do solo (Moreira et al., 2004ab; Verza et al., 2007; Lopes et al., 2011).
Toda essa atividade de escavagdo enriquece o solo pois promove a ciclagem de nutrientes,
descompactagdo e aeracdo, aumenta a infiltracdo da agua, além de reduzir as taxas de erosao
(Moutinho et al., 2003; Leite et al., 2018). A colonizagdo do solo por formigas pode regular os
processos de revegetacdo, haja vista que, a curto prazo, sua presenca cria € mantém alta
heterogeneidade nos nutrientes do solo e a longo prazo, ativam o crescimento microbiano
estimulando assim o desenvolvimento das plantas (Lu et al., 2019).

E evidente que formigas cortadeiras apresentam um duplo papel durante o processo de
recuperacdo de areas afetadas por desastres ambientais, como o ocorrido na Barragem do
Fundao-MG. Devido as altas taxas de herbivoria, podem limitar o sucesso da revegetagao, em
especial na fase de plantio das mudas. Por outro lado, devido ao importante papel no
enriquecimento do solo, contribuem para o sucesso de projetos de revegetacao.

A presente dissertagao ¢ constituida por dois capitulos. O primeiro refere-se ao artigo
submetido a revista “Biotropica”, no qual verificou-se o efeito das diferentes concentragdes de
rejeito de mineracdo na sele¢do foliar de Bauhinia rufa pela formiga cortadeira Acromyrmex
subterraneus (Forel, 1893). J4 o segundo capitulo, também nas normas da revista
“Biotropica”, avaliou a variacdo do fluxo de CO, no solo in loco e em laboratorio, em funcao
da atividade de escavagdo realizada pelas formigas nas diferentes concentracdes de rejeito de

mineragao.
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CAPITULO 1 - Does mining waste concentration in the soil interfere with leaf

selection by Acromyrmex subterraneus (Formicidae)?

ABSTRACT: Revegetation programs are proposed to recover the soil and biodiversity of
disturbed sites, this being the case of the Rio Doce basin, Brazil. This region was hugely
affected by a mining waste dam disruption, whose leakage on the soil altered its chemical and
physical characteristics, and consequently the plants. The expected alterations of the plants
can make them more attractive for leaf cutting ants, as lower water content induces an
increase of non-structural carbohydrates. In this context, we evaluated whether Acromyrmex
subterraneus workers differentiate among plants grown on soil with different mining waste
concentrations. Leaf discs from plants grown in soil containing 0, 25, 50, 75 and 100% of
mining waste were simultaneously offered to ant colonies in a foraging arena. The number of
transported discs from each mining waste concentration was recorded until all discs of any
concentration had been transported. Leaf selection assays were repeated after 30 days due to
the novelty effect phenomenon. Leaf thickness, water, starch and total soluble carbohydrate
contents were determined. Leaf discs from plants grown in soil with 100% of mining waste
concentration were preferentially selected in both selection assays. Leaf thickness and water
content were significantly lower in plants from the aforementioned treatment, while starch
and total soluble carbohydrates were higher. Results suggest that seedlings implanted in sites
with high mining waste concentration are under high predation risk. Revegetation programs
must measure the impact of leaf cutting ants as both herbivorous and soil ecosystem

engineers, for the best management of these insects.

Keywords: Bauhinia rufa, Leaf-cutting ants, Mine tailings, Revegetation, Funddo dam

disaster.



1| INTRODUCTION

Revegetation programs aim to assist the environmental restoration process in disturbed
areas. By promoting the recovery of the local flora and fauna diversity, soil enrichment,
erosion control, organic carbon sequestration and maintenance of water quality, these
programs speed up the establishment of forests (Almeida & Sénchez, 2005; Ataide, Castro, &
Fernandes, 2011; Oliveira, 2014). Plant species selected for revegetation must be tolerant to
the chemical, physical and biological restrictions of disturbed soils (Aratjo, Martins, Neto, &
Lani, 2005; Graham & Vance, 2000), especially those contaminated by mining waste.

In November 2015, the Rio Doce basin was affected by the disruption of the Fundao
mining waste dam in Mariana, Minas Gerais, Brazil. The dam breached and has released
about 50 million m*® of mud with mining waste along the Rio Doce basin (Gomes, Correa, Sa,
Neto, & Bernardino, 2017). The mining waste mud caused great environmental damage, with
a considerable loss of vegetation (Fernandes et al., 2016) and local fauna diversity (Carmo et
al., 2017). To mitigate the impact of the disaster, a revegetation program was initiated in
January 2015 (Prado et al, 2019).

The mining waste mud composition was determined in order to verify the chemical
alterations of the soil. A significant increase of particulate matter levels of Fe, Al, Mn, Cu,
and Cr was found (Segura et al.,, 2016; Silva et al., 2016). Also, the level of As in
contaminated soil samples was above the prevention value (CONAMA, 2009), but this
element has natural anomalous background levels in the soil of the Iron Quadrangle region
(Guerra et al., 2017). Toxicological Allium cepa bioassays made with chemical elements
present in contaminated soil samples from the same disaster verified cytotoxic, genotoxic and
mutagenic effects and also reduced germination and mitotic indexes (Segura et al., 2016). On
the other hand, although several tissues from plants of affected areas have increased content
of Fe, Mn, Cu, and Cr, contamination by hazardous elements (Pb, Cd, As) has not been
verified (Coelho et al., 2020).

The physical characteristics of the soil are also altered due to the sedimentation of the
mining waste, that directly interferes with soil compaction. The Fundao dam retained particles
of smaller granulometry (silt) of the mining waste (Thomé & Passini, 2018), which filled the
porous space of the soil after the disaster, hindering water infiltration and nutrient circulation,
as well as organic matter decomposition, seed germination, root development and seedling
survival (Embrapa, 2015; Queiroz-Voltan, Nogueira, & Miranda, 2000; Segura et al., 2016;
Silva et al., 2016; Taylor & Brar, 1991). This physical alteration of the soil is a bottleneck for

the implementation of vegetation recovery strategies in the area, as it could cause a water



deficit in implanted seedlings and also inhibits their development, even of those with rapid
growth, a sought characteristic for plant species used in revegetation programs.

The herbivore attack is another factor that negatively affects the survival of the
seedlings implanted in degraded areas (Plath, Mody, Potvin, & Dorn, 2011), even in habitats
without mining waste, especially because fast growing plant species have difficulty to
produce defenses (see Huot, Yao, Montgomery, & He, 2014, for ‘growth—defense tradeoft”
phenomenon review). Often these species produce induced defenses through low
concentrations of highly potent, qualitative compounds (e.g., alkaloids, cardenolides,
glucosinolates), whose production could be restricted by the availability of chemical elements
in the soil (Kempel, Schadler, Chrobock, Fischer, & van Kleunen, 2011). Therefore, plants
growing in soil contaminated with mining waste experience water and nutrient deficiency,
hindering their development (Cruz, Gomes, Bicalho, Della Torre, & Garcia, 2020;
Guittonny - Larchevéque, Bussiere, & Pednault, 2016) and making them more susceptible to
herbivores.

One of the main causes of failure in revegetation programs in Brazil comes from the
action of leaf-cutting ants, represented by Atta and Acromyrmex (Myrmicinae, Formicidae)
(Coan et al., 2004; Costa, Vasconcelos, & Bruna, 2017; Fleury, Silla, Rodrigues, do Couto, &
Galetti, 2015; Knoechelmann et al., 2020; Leal, Wirth, & Tabarelli, 2014; Lima Junior,
Ferreira, Dias, Corréa, & da Silva, 2019). The damage caused by these ant species limits the
establishment of seedlings due the high defoliation rate (Costa et al., 2017). Leaf cutting ants
are the most abundant herbivore in forest edges and small fragments of different
phytophisionomies (da Silva, Silva, Ribeiro-Neto, Wirth, & Leal, 2018; Siqueira et al., 2017,
2018; Wirth, Meyer, Leal, & Tabarelli, 2008). In disturbed habitats their abundance and action
as herbivores is even more prominent (Costa, Vasconcelos, Vieira-Neto, & Bruna, 2008; Leal
et al., 2014), as they are less attacked by predators (Wirth et al., 2008) and parasitoids
(Almeida, Wirth, & Leal, 2008). Also leaf cutting ants prefer pioneer species with fewer
chemical defenses (Falcao, Pinto, Wirth, & Leal, 2011; Silva et al., 2013) which are common
in these areas.

Leaf-cutting ants have a refined capacity for chemical perception of plant
characteristics. Thus, they are able to obtain information about the quality of the plant
resource, its energetic value, the amount of water (Meyer, Roces, & Wirth, 2006; Ribeiro-
Neto, Pinho, Meyer, Wirth, & Leal, 2012) and its nutrient content, such as starch and total
soluble carbohydrate (TSC) (Ribeiro-Neto, Pinho, Meyer, Wirth, & Leal, 2012; Richard,

Mora, Errard, & Rouland, 2005). All these characteristics are crucial at the leaf selection



process, in which drought stressed leaves with increased nutrient contents are preferred
(Blanton & Ewel, 1985; Meyer, Roces, & Wirth, 2006; Mundim, Costa, & Vasconcelos, 2009;
Ribeiro-Neto, Pinho, Meyer, Wirth, & Leal, 2012; Vasconcelos & Cherrett, 1996).

Ant colonies of both genera have a high population density and use the mass
recruitment system as foraging strategy that ensures the cutting and massive transport of fresh
plant material into the colony (Costa et al., 2008; Roces, 2002; Urbas, Araujo, Leal, & Wirth,
2007). While foraging, ant workers engage in a selection process in which both chemical and
physical properties of the leaves play a very important role.

The leaf selection occurs at two levels: (a) colonial, taking into account the distance
between the resource and the demands of the colony population, including the symbiotic
fungus nutrition; (b) individual, in which the forager worker must meet its nutritional needs
and, therefore, is influenced by its experience in food resource exploration and recognition
(Lopes, Forti, & Camargo, 2004; Roces, 1994, 2002). Learning and memory also play an
important role at the foraging process, integrating a self-organized system in which the
collective response is shaped to promote high efficiency at both colonial and individual levels
(Falibene, Roces, & Rossier, 2015).

The novelty effect is another important factor that modulates the leaf selection
process. Unfamiliar food sources are highly attractive, and therefore preferred by leaf-cutting
ants (Camargo, Lopes, Forti, de Matos, & de Andrade, 2003; Roces & Holldobler, 1994). The
preference for unfamiliar plant species could take place even for plants unsuitable for the
symbiotic fungus, as they are rejected only after having been previously accepted, due to the
delayed rejection phenomenon (Saverschek & Roces, 2011).

So, if seedlings suffer chemical and physical alterations due the mining waste in the
soil, they could become more attractive to leaf-cutting ants, either because of the lesser
quantity of water or by chemical differences, what would compromise especially the
implementation phase of the revegetation program. In this context, we aimed to evaluate
whether Acromyrmex subterraneus (Forel, 1893) workers are able to differentiate among
plants grown under different mining waste concentrations on the soil, since these different soil
conditions alter chemical and physical characteristics of plants. Obtained data is relevant to

preview the impact of leaf cutting ants over the revegetation program.

2| METHODS

2.1 | Species of study and maintenance of colonies



The experiment was conducted in MirmecoLab at Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF), Brazil, under controlled conditions of temperature and relative humidity (25 + 1°C
and 75 = 5% R.H.). We used 10 colonies of A. subterraneus collected in December 2016, and
kept in a closed system composed of three compartments interconnected by transparent plastic
tubes, corresponding to: foraging arena, fungus chamber and waste chamber. The fungus
chamber contained a 1 cm layer of plaster at the bottom to maintain the moisture for the
symbiotic fungus. All colonies had approximately 200 cm?® of fungus garden. Acalypha
wilkesiana Miill.Arg. (Euphorbiaceae) leaves were provided daily to the colonies. Colonies
were leaf-deprived for 24 hours prior to the experimental assays.

2.2 | Plant cultivation and leaf discs preparing

Seeds of Bauhinia rufa (Bong.) Steud. (Fabaceae) from the Plant Physiology Laboratory
at UFJF, were germinated in Carolina Soil® substrate, composed by Sphagnum peat moss,
expanded vermiculite, dolomitic limestone, agricultural plaster and traces of NPK fertilizer.
After germination, the seedlings were transferred to 25 L pots with eutrophic substrates at
different concentrations. The substrate consisted of a mixture of soil (latosol type, topsoil
layer) and sand (1.5:1 by volume). To this mixture, it was added a chemical fertilizer, Forth
Frutas®, composed by 12% N, 5% P,Os, 15% K,O, 1% Ca, 1% Mg, 5% S, 0.2% Zn, 0.2% Fe,
0.05% Cu, 0.06% B, 0.08% Mn and 0,005% Mo (1 g fertilizer/L substrate) and an acidity
corrector, AgroSilicio®, composed by 36% CaO and 9% MgO (2 g acidity corrector/L
substrate). Mining waste from Funddo dam was then mixed at different concentrations to the
eutrophic substrate by volume: 0, 25, 50, 75 and 100%, using a concrete mixer. The mining
waste was collected at the Risoleta Neves hydroelectric power plant’s dam, located in the
Santa Cruz do Escalvado municipality and stored in a greenhouse at UFJF for two months
before the seedlings were planted. About 10.5 million m® of mining waste from Funddo dam
was retained at the reservoir of this hydroelectric (RAMBOLL, 2019).

Plant specimens were kept in the greenhouse since its germination in August 2017.
After 13 months, five individuals grown in each mining waste concentration were chosen for
the experimental assays. Bauhinia rufa was chosen because it is a native species, has the plant
characteristics required for revegetation programs, and is suited to fungus cultivation by leaf
cutting ants.

Leaves from plants grown at different mining waste concentrations were collected for
the experimental assays, and cut in 0.5 cm diameter discs using a metal punch avoiding the
leaf’s veins. Each leaf disc was marked with a color corresponding to each mining waste

concentration, using permanent markers (Edding®) (Camargo, Forti, Lopes, Andrade, &



Ottati, 2007). Both sides of the discs have been marked to allow their identification when
transported.

2.3 | Effect of mining waste concentration on leaf selection

To verify whether the waste concentration in the soil influences the selection of plants,
leaf selection assays were performed. Each ant colony was connected by a glass bridge (50 x
3 cm) to a foraging arena containing 10 leaf discs of one plant individual from each mining
waste concentration (total of 50). The discs were randomly arranged in a semicircle form and
the assay was started by opening the connection between the colony and the bridge. For each
assay, the number of transported discs from each mining waste concentration was recorded
until all discs of any concentration had been transported

This procedure was repeated five times in each colony, thus each plant was tested only
once by colony, and all plants were tested in all colonies. This constituted the first phase,
called "Unknown", of the selection process’ evaluation, which lasted 17 days.

The second phase, named "Known", followed the same experimental procedures
adopted for the Unknown phase. It took place 30 days later to consider the novelty effect, and
lasted 19 days. The time lapse between the Unknown and Known phases is related to the
workers' estimated average lifetime of 90 days (Camargo et al., 2007). During these 30 days,
colonies were treated with 4. wilkesiana leaves.

2.4 | Leaf analysis

The thickness of the B. rufa leaves was measured from plants kept in the greenhouse with
a digital caliper gauge, using 3 fresh leaves from 5 plants of each mining waste concentration
(total of 75 leaves). The thickness of the leaves was determined in points without veins.

The water content of leaves was determined using 150 fresh leaf discs, being 10 discs
from 3 plants of each mining waste concentration. Leaf discs were immediately weighed, to
determine the fresh weight (FW), then oven-dried at 80°C for 48 hours and weighed again to
determine the dry weight (DW). Leaf water content was calculated by taking the difference
between the FW and DW, and dividing it by FW (Garnier & Laurent, 1994; Shipley, 1995).

Total soluble carbohydrates (TSC) and starch content were determined by
spectrophotometry, using the method proposed by DuBois, Gilles, Hamilton, Rebers, and
Smith (1956) and modified by Shimizu (2009). Thirteen fresh leaves were used, being 2
leaves from 3 plants of each mining waste concentration. Extractions were performed using
samples with 0.05 g FW, homogenized in ethanol 80%. The samples were centrifuged and had
their residue separated from the supernatant. From the supernatant, the TSC was measured

using the anthrone method (Shimizu, 2009).



From the TSC extraction residue, the starch content was determined. The TSC
extraction residue was re-suspended in perchloric acid (30%) for 30 min, followed by
centrifugation. Starch content was also determined by the anthrone method (Shimizu, 2009).

In both TSC and starch content analyses, a standard glucose curve was used for
calibration and the absorbance was determined at 620 nm. All extract concentrations were
expressed as mg of substance per g of FW.

2.5| Statistical analysis

The proportion of transported discs of each mining waste concentration was calculated
and the data was submitted to a general linear mixed model (GLMM), using binomial
distribution. Explanatory variables were the mining waste concentration and evaluation phase
(Unknown, Known). The colony was considered as the random variable.
To analyze the effect of mining waste concentration over water content, thickness,
TSC and starch of leaves, GLMMs using the Gamma distribution family were applied. The

plant individual was used as the random factor.

All analyses were done using the software R 3.6.0 (R Core Team, 2019) with the
packages nlme (Pinheiro, Bates, DebRoy, Sarkar, & Team, 2012), Ime4 (Bates, Machler,
Bolker, & Walker, 2015), lattice (Sarkar, 2008) and multcomp (Hothorn, Bretz, & Westfall,
2008). For the elaboration of the graphs, ggplot2 (Wickham, 2016) and ggpubr (Kassambara,
2019) were used.

3| RESULTS

It was registered that the likelihood of leaf disc transport increased according to the
mining waste concentration, on other words the higher the mining waste concentration on
leaves, the higher their likelihood of transport (Z = 3.83, P < 0.0001). Leaf discs from 100%
mining waste concentration were preferentially transported in both phases (Unknown and
Known), but the overall likelihood of leaf disc transport was higher at the Known phase (Z = -
6.03, P < 0.0001). A significant interaction between mining waste concentration and phases
was verified (Z = 2.71, P = 0.006), indicating that after the first contact with the plant
substrate, the ants were more likely to transport leaf discs from lower mining waste

concentration (Figure 1).



o] —
[=5) =
| 1

=
o
1

Leaf Disc Transport Likelihood

0.44
Phase
029 Known
E Unknown
0.07
0 25 50 75 100

Mining Waste Concentration

Figure 1. Likelihood of transport of leaf discs from plants grown at different mining waste
concentrations, in the two phases (Unknown and Known) of the leaf selection experiment.

Bauhinia rufa leaf thickness was smaller for plants grown at 100% (¢t = -3.84, P =
0.0001) and 25% (¢ = -2.43, P = 0.015) of mining waste in comparison with control plants
(0% of mining waste concentration). In average, leaves from plants grown at 100% were 15%
thinner than at 0% of mining waste concentration (Figure 2). There was no significant
reduction of leaf thickness from plants grown at 50% (¢ = 0.88, P =0.38) and 75% (¢ = -1.34,

P =0.18) of mining waste concentration.
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Figure 2. Leaf thickness of Bauhinia rufa plants grown in soil with different mining waste
concentrations. The boxplots represent median and percentiles, the whiskers represent the
minimum and maximum values and points represent the outliers. GLMM p-values are
indicated above the horizontal brackets.



Leaf water content of plants grown at 100% mining waste concentration was about
30% lower in comparison with those grown at 0% (¢ = -3.03, P = 0.002). This reduction was
not verified for leaves at 75% (¢ = -0.21, P = 0.83), 50% (¢ = -1.23, P=0.22) and 25% (t = -
1.61, P = 0.11). This result suggests that plants grown at the highest mining waste

concentration were in hydric deficit (Figure 3).
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Figure 3. Leaf water content of Bauhinia rufa plants grown in soil with different mining
waste concentrations. The boxplots represent median and percentiles, the whiskers represent
the minimum and maximum values and points represent the outliers. GLMM p-values are
indicated above the horizontal brackets.

Leaf starch content of plants grown at 100% mining waste concentration was in
average 42% higher than from those grown at 0% (¢ = -2.49, P = 0.012). Also, a significant
increase of starch content was verified in leaves at 75% (¢t = -2.17, P = 0.029) and at 50% (¢ =

-2.24, P = 0.025) of mining waste concentration. Leaves from plants grown at 25% of mining

waste concentration did not differ from the control (z =-1.76, P = 0.08) (Figure 4).
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Figure 4. Leaf starch content of Bauhinia rufa plants grown in soil with different mining
waste concentrations. The boxplots represent median and percentiles, the whiskers represent
the minimal and maximal values and points represent the outliers. GLMM p-values are
indicated above the horizontal brackets.

Similar results were registered in relation TSC, being verified a significant increase of
leaf TSC content of plants grown at 100% (z = 4.36, P < 0.0001), 75% (¢t = 4.09, P <0.0001)
and 50% (¢ = 2.73, P = 0.006) of mining waste concentration in relation to the control plants
(0%) (Figure 5). The average increase of leaf TSC content of plants raised in soils with 100%

and 75% of mining waste concentration was of about 44% in relation to control plants.
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Figure 5. Leaf TSC content of Bauhinia rufa plants grown in soil with different mining
waste concentrations. The boxplots represent median and percentiles, the whiskers represent



the smallest and largest values and points represent the outliers. GLMM p-values are
indicated above the horizontal brackets.

4 | DISCUSSION

Acromyrmex subterraneus workers preferentially transported leaves from plants grown in
soil with 100% of mining waste concentration, both when the plant substrate was unknown
and after first contact (Unknown and Known familiarity phases). These preferentially
transported leaves had the lowest water content and thickness, along with higher starch and
TSC contents. Such chemical and physical alterations, which were probably caused by the
high concentration of mining waste on the soil, explain the selection made by ants. It was
important to consider the possibility that the novelty effect could mask the influence of the
mining waste on the leaf selection. By evaluating this process in two phases, it is certain that
the preference for leaves from 100% is consistent, and not due to the novelty effect.

Reductions in both leaf water content and leaf thickness of plants grown at 100% of
mining waste concentration were probably caused by water deficit. Mining waste interferes
with physical properties of the soil (Silva et al., 2016) and so with root development, that in
turn affects the uptake of H,O and nutrients by plant roots (Andrade et al., 2018). Other plant
species also raised in soil with high concentration of mining waste from the Funddo dam
showed low development, such as Oryza sativa (Andrade et al., 2018), Chrysopogon
zizanioides, Cymbopogon citratus and Cymbopogon winterianus from Poaceae (Zago, das
Dores, & Watts, 2019), Albizia polycephala and Peltophorum dubium, both from Fabaceae,
and Cybistax antisyphilitica, Handroanthus heptaphyllus and Handroanthus impetiginosus
from Bignoniaceae (Cruz et al., 2020).

Thus, why did 4. subterraneus workers select leaf discs from plants grown in soil with
higher mining waste concentration? These B. rufa leaves had lower water content and were
thinner than the others, probably due to the water deficit imposed by the presence of mining
waste in the soil. Water deficit promotes the increase of osmolytes (sugars, organic acids and
ions) in the cytosol as a physiological response to maintain hydric potential and leaf turgor
(Bradford & Hsiao, 1982; Maia et al., 2007; Meyer, Roces, &Wirth, 2006). In fact, the leaf
discs preferentially transported in the present study have both of these characteristics: less
water content and higher content of starch and TSC. Even after the first contact, leaf discs
from plants raised in higher mining waste concentration were still preferred.

Leaf cutting ants have the ability to detect variations in osmolyte concentrations in

plant tissues (Meyer, Roces, &Wirth, 2006; Ribeiro-Neto et al., 2012), selecting those with



higher concentration of these compounds. Their preference for drought-stressed leaves is
associated to a higher content of non-structural carbohydrates (Meyer, Roces, &Wirth, 2006),
which include starch and TSC. It is important to highlight that higher concentration of non-
structural carbohydrates also induced preference in leaves which were not drought stressed
(Meyer, Roces, &Wirth, 2006). Plants at disturbed habitats are more susceptible to drought
stress (Ferreira & Laurance, 1997), once drought stress causes osmolyte concentration to
increase, they will become a higher quality food source, favoring leaf cutting ant populations
(Meyer, Roces, &Wirth, 2006).

Thus, seedlings implemented at high mining waste concentration sites will have more
difficulty to grown and so a reduced chance of survival if the ants’ preference registered in
this study remains true in the field. Results obtained in this work suggest that in parallel with
the implementation of the revegetation program, a rigorous study should be carried out to
determine the impact of leaf cutting ant as herbivorous. Furthermore, it must be took in
account that leaf cutting ants are soil ecosystem engineers, and their nest construction

activities could counter balance the effects of the mining waste on the soil.
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CAPITULO 2 - Fluxo de CO, e atividade de escavacio de Acromyrmex subterraneus

em solo com diferentes concentracoes de rejeito de mineracao

RESUMO: O rompimento da barragem de Fundio (Mariana-MG) liberou no ambiente
lama com rejeito de mineragdo, alterando propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo
na area atingida. Para a recuperacdao da qualidade do solo ¢ importante a presenca de agentes
do intemperismo como formigas cortadeiras que, a partir da atividade de escavagao,
depositam matéria organica, descompactam e aeram o solo. A escavagdao ¢ guiada pelos
gradientes de dioxido de carbono (CO,) presentes no solo e sao usados como pistas de locais e
profundidades para a nidificagdo ou expansdo de ninhos j& estabelecidos. Desta forma, foi
verificada a variacdo da concentracdo de CO, no solo in loco e em laboratdrio, a partir da
medicdo da emissdo por uma sonda. Além disso, verificou-se o efeito da concentragdo de
rejeito na escavacdo por meio da massa de solo escavado por operdrias de Acromyrmex
subterraneus ¢ se o fluxo de CO, varia em fun¢do da escavacao nas diferentes concentragdes
de rejeito de mineragdo. As concentragdes de rejeito de mineragdo testadas foram 0, 25, 50, 75
e 100%. Além disso, 30 operarias por colonia foram colocadas em um sistema de circulacao
de ar (CO, mensurado por 3 horas em sistema contendo apenas solo e por 3 horas contendo
solo com operarias). O fluxo de CO, in loco e no laboratorio nao variaram. O fluxo de CO,
em funcdo da quantidade de solo escavado, para qualquer concentragao de rejeito, também
nao variou. O fluxo de CO, ndo variou em fung¢ao da quantidade de solo escavado, para
qualquer concentracdo de rejeito de mineracdo, j4 a massa de solo escavado foi
significativamente menor em concentragdes de 75 e 100%. A partir dos resultados obtidos em
campo e em laboratorio ¢ possivel supor que A. subterraneus podera estabelecer ninhos nos

locais atingidos pelo desastre, garantindo a manutenc¢ao dos processos biogeoquimicos.

Palavras-chave: Didxido de carbono, Formigas cortadeiras, Intemperismo, Ninhos,

Samarco.



1] INTRODUCAO

Um dos maiores desastres ambientais do Brasil ocorreu em novembro de 2015, com o
rompimento da barragem de Funddao (Mariana-MGQG), sob responsabilidade da mineradora
Samarco. Esse rompimento liberou cerca de 50 milhdes de m* de lama no ambiente, afetando
diretamente a bacia do Rio Doce (Marta-Almeida et al., 2016; de Oliveira Gomes et al.,
2017). Alterando as propriedades fisicas e quimicas do solo também foram alteradas (Segura
et al., 2016; Silva et al., 2017), especialmente em fun¢do da sedimentagdo (Taylor & Brar,
1991; Queiroz-Voltan et al., 2000; Embrapa, 2015). Além disso, a lama assolou grande parte
da vegetagdo adjacente, reduzindo as taxas de fotossintese e, consequentemente, a absor¢ao de
didxido de carbono atmosférico da regido.

Parte do carbono liberado na atmosfera advém de emissdes naturais, provenientes da
respiragdo de raizes de plantas, da fauna edafica e pela decomposicdo de matéria organica
feita por microrganismos (Panosso et al., 2008). Caso o solo ndo seja adequado para o
desenvolvimento de plantas, devido ao desastre, a emissao de CO, por estes organismos seria
reduzida. No entanto, a auséncia de vegetacdo também se constitui de um problema quanto ao
sequestro e reten¢do a longo prazo de carbono no ambiente. Do mesmo modo, caso o solo ndo
seja adequado para o estabelecimento da fauna edafica, toda a atividade realizada por esses
organismos, que ¢ essencial para a recuperacdo do solo no local, também ficaria
comprometida.

A atividade da fauna do solo contribui significativamente para a disponibilidade de
dgua para a vegetagdo, controle de erosdes e desenvolvimento da fertilidade do solo, visto
especialmente a sua contribuicdo no aumento de matéria organica (Cerda & Jurgensen, 2008;
Bottinelli et al., 2015; Arnold & Williams, 2016). Dentre a fauna do solo, destacam-se as
formigas com ninhos hipogeicos, que interferem nos processos biogeoquimicos, podendo
estimular a emissao (Frouz, 2000; Lenoir et al., 2001; Gutiérrez & Jones, 2006) ou sequestro
de CO, atmosférico (Schwartzman, 2002; Dorn, 2014).

Formigas cortadeiras, representadas pelos géneros Atta e Acromyrmex (Hymenoptera,
Formicidae), se destacam nesse contexto devido a constru¢do de ninhos subterraneos com
arquitetura variada e de grandes dimensdes. Além disso, exibem relacao intrinseca com o CO,
cujos gradientes de concentracdo sdo usados como pistas, que atuam como estimulo para a
atividade de escavacao de seus ninhos (Buehlmann et al., 2012; Rémer et al., 2018). Nesse
sentido, a emissdo de CO, pelo solo localizado em areas atingidas pelo rejeito pode interferir
na fundagdo de novas colonias de formigas cortadeiras, uma vez que as mesmas se orientam

por meio de concentragdes 6timas de CO, para realizar a escavacao (Romer, Bollazzi, &



Roces, 2017). Sua atividade de escavagdao do solo ¢ um importante fator na regeneragdo da
cobertura vegetal, por permitir a acra¢ao do solo, disponibilizando nutrientes ¢ contribuindo
no desenvolvimento das raizes, principalmente em estdgios iniciais de sucessdo ecologica
(Moutinho et al., 2003). Caso as concentracdes de rejeito interfiram na dindmica de
escavacdo, de forma a reduzir ou impedir totalmente tal atividade, esse importante papel
ecoldgico estaria comprometido.

O presente estudo teve como objetivo avaliar: (i) o fluxo de CO, in loco do solo
afetado pelo rompimento da barragem de Funddo, Mariana — MG, considerando diferentes
distancias do leito do rio Gualaxo, no qual houve o escoamento da lama, para verificar a
viabilidade do estabelecimento de ninhos nessas dareas; (ii) o efeito de diferentes
concentragdes de rejeito de mineragdo no solo na atividade de escavagdo por operarias de
Acromyrmex subterraneus (Forel, 1893) e (iii) se a atividade de escavacdo em solos com
diferentes concentragdes de rejeitos de mineragdao pode interferir nos processos de emissao ou

sequestro de CO,.

2| MATERIAL E METODOS

2.1| Determinacao do fluxo de CO, do solo in loco:

As medidas de fluxo de CO, do solo foram realizadas no municipio de Barra Longa,
MG (20°16°04’°S, 43°05°52’W), as margens do rio Gualaxo em abril de 2019. O rio Gualaxo
e seu entorno foi atingido pelo rompimento da barragem.

As margens do rio foram divididas em 10 transectos perpendiculares ao rio, sendo
cada transecto composto por cinco pontos equidistantes que se distanciavam da margem do
rio e, portanto, apresentavam diferentes concentra¢des do rejeito de minera¢do. O primeiro
ponto foi demarcado a um metro da margem do rio e o tltimo em local livre de rejeito.

Para as medi¢des do fluxo de CO, foi utilizada uma sonda manual com sensor
infravermelho (Testo - modelo 535). A sonda foi acoplada a um recipiente de 300 mL o qual
foi inserido na superficie do solo, de forma a evitar a entrada de ar atmosférico e escape de
gases do solo. Apos a estabilizacdo do aparelho (dois minutos), foi registrada a concentragao
de CO, em ppm, a cada minuto, durante cinco minutos consecutivos € a partir da variagcao da
concentracao foi medido o fluxo.

2.2| Coleta do rejeito e preparaciao do substrato:

Amostras da lama com rejeitos da barragem de Fundao foram coletadas em novembro

de 2016, a partir de material dragado do lago da Usina Hidrelétrica Risoleta Neves



(20°12'27.2"S - 42°51'17.3"W), localizada nos municipios de Rio Doce - MG e Santa Cruz do
Escalvado - MG, onde a maior parte da lama com rejeito estava retida.

Os solos para escavagdo apresentavam diferentes concentragcdes de rejeito (100%,
75%, 50%, 25% e 0%). Para tanto foi realizada a mistura da lama com substrato fértil
composto por solo, areia e esterco bovino na proporcao 3:2:1 (vol/vol/vol) e adicionados 50g
de escoria de silicato (Agrosilicon; minerais Harsco), para corre¢do da sua acidez. Ressalta-se
que os substratos 100% e 0% consistiam respectivamente de rejeito sem mistura de solo fértil
e de solo sem mistura de rejeito.

2.3| Manutencao das colonias de Acromyrmex subterraneus:

Foram selecionadas 50 colonias de A. subterraneus, mantidas em sistema fechado
composto por trés compartimentos interligados por tubos plasticos transparentes,
correspondendo a: arena de forrageio, camara de fungo e material descartado. A camara de
fungo contém uma camada de gesso de 1 cm para manter a umidade do fungo simbionte.
Todas as colonias apresentavam um volume aproximado de 430 cm?® de esponja de fungo
simbionte. As colonias sdo tratadas diariamente com folhas de Acalypha wilkesiana Miill.
Arg. (Euphorbiaceae) e mantidas sob condi¢gdes controladas de temperatura e umidade relativa
doar (25+1°Ce 75+ 5% U.R.).

2.4| Selecdo de operarias escavadoras:

Para selecionar as operdrias escavadoras, as colonias foram conectadas a um cilindro
contendo 20 cm de altura de solo previamente compactado e umedecido. As operarias
permaneceram cerca de 40 minutos para a acomodacao e, posteriormente, 30 individuos de
tamanho meédio (largura da cabeca: 1,2 - 1,6 mm) e coloragdo marrom escura (operarias
maduras: Camargo et al., 2012) que foram observados transportando pellets, foram separados
em um recipiente com um chumaco de algodao embebido em agua.

2.5 | Teste de escavacio em solo com diferentes concentracdes de rejeito de
mineracao:

A fim de verificar se a concentracao de rejeitos interfere na atividade de escavagao e
se esta atividade interfere nos processos de emissao ou sequestro de CO,, foi conduzido um
experimento no MirmecoLab da UFJF-MG, no qual mensurou-se o volume de solo escavado
por 30 operarias de 4. subterraneus e o fluxo de CO, resultante da atividade.

Foi utilizado o sistema de circulagdo de ar (Fig. 6) proposto por Camargo & Forti
(2013), o qual é composto por: (I) bomba de ar acoplada a um (II) fluximetro, o qual manteve
um fluxo de ar de 400 ml min™, conectada a (III) camara hermética de escavagdo (cilindro de

acrilico: 10 cm de altura ¢ 8 cm de diametro) contendo solo com diferentes concentragdes de



tratamento, conectada a (IV) camara hermética respirométrica (cilindro de acrilico: 10 cm de
altura e 8 cm de diametro) na qual foi acoplada a sonda de medigao da concentragao CO, por
infravermelho (Testo: modelo 535) e uma saida de ar. A ligagdo entre a bomba de ar e as
camaras foi feita por tubos plasticos transparentes de 0,5 cm de diametro com diferentes
comprimentos. Considerando o volume da camara de escavagado foi utilizado 339,2g de solo
para cada tratamento (densidade do solo 1,6 g/cm’, 5,4% de teor de 4gua) (Stein & Xavier,

1984).
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Figura 6. Esquema do sistema de circulag@o de ar para o experimento de escavagao.

O fluxo de CO, foi aferido a partir de seis leituras consecutivas com durag¢ao de 1 min,
realizadas a cada hora durante 6 horas. As trés primeiras medi¢des de fluxo foram feitas (i)
sem a presenca de operdrias permitindo a mensuracdo do fluxo de CO, com a camara
contendo apenas o solo. Ao final da 3* medida de fluxo, a cAmara de escavacao foi aberta para
adicionar as operarias escavadoras e realizadas as medi¢des de fluxo de CO2 (ii) com a
presenca das operarias. Cada concentragdo de rejeito no solo foi replicada 10 vezes, sempre
utilizando colonias diferentes (n=50). Ao final das seis horas, o solo escavado, que ¢
depositado pelas formigas em forma de pellets, sendo dessa forma facilmente separado, foi
pesado em balanca analitica.

2.6| Analises dos dados:
2.6.1 | Determinacao do fluxo de CO, do solo in loco

Os valores de CO, mensurados in loco no solo afetado pelo rompimento da barragem
de Fundao, Mariana — MG, foram convertidos em miligramas de C do CO, por area por hora,
que constitui o calculo do fluxo de CO.,.

A fim de avaliar se a concentracdo de rejeitos no solo interfere no fluxo de CO,, os

dados do fluxo de CO, foram submetidos a um modelo linear misto generalizado (GLMM)



usando a distribuicdo da familia Gamma, e a distancia da margem do rio como variavel
explicativa. Os transectos perpendiculares ao rio foram utilizados como variavel randomica.

2.6.2 | Analise da variacio de CO, no ambiente de realizacdo do experimento de
escavacao.

A fim de verificar a presenca de qualquer padrdo de concentracdo de CO, no ambiente
externo, relacionado as horas do dia, que pudesse interferir no experimento foi realizado, foi
monitorada a variacdo do CO, atmosférico de 6 as 18 horas, mesmo periodo do dia no qual
foram realizados os experimentos, sob as mesmas condi¢des de temperatura e umidade. Para
tanto, foi utilizado um analisador de gases micro portatil (GGA-918, Los Gatos Research),
sem conexao com qualquer tipo de camara. Ou seja, as medi¢des das condigdes atmosféricas
foram feitas diretamente no ambiente. A partir de 44.100 medidas, registaram-se os valores
minimo e maximo de 513 e 693 ppm de CO,, respectivamente. Considerou-se que ndo houve

qualquer padrdo de emissao de CO, relacionado as horas do dia (Fig. 7).
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Figura 7. Variagdo dos valores de CO, no ambiente onde foram realizados os
experimentos de escavagdo, obtidos pelo analisador de gases micro portatil (GGA-918, Los
Gatos Research).

2.6.3 | Teste de escavacdo em solo com diferentes concentracdes de rejeito de
mineracio:

Para analisar se as diferentes concentragdes do rejeito de lama interferem na atividade

de escavagdo os dados foram submetidos a um modelo linear generalizado (GLM) usando a

distribuicdo Gamma, seguido pelo teste Tukey. A massa do solo escavado foi utilizado como



variavel resposta e as concentragdes de rejeito como varidvel explicativa. As colonias nao
foram consideradas como fator randomico, haja vista o baixo efeito nos resultados.

Ja em relacao a varia¢do do fluxo de CO,, os dados foram submetidos a um modelo
linear generalizado (GLM) usando a distribuicdo Gaussiana, tendo como variaveis
explicativas a massa do solo escavado e as concentracdes de rejeito. Novamente, as colonias
ndo foram consideradas como fator randomico, haja vista o baixo efeito nos resultados.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software R 3.6.0 (R Core Team, 2019) ¢ os
pacotes car (Fox & Weisberg, 2019), MASS (Venables & Ripley, 2002), multcomp (Hotnorn
et al.,, 2008), Ime4 (Bates et al., 2015). Para a elaboragdao dos graficos foram utilizados os
pacotes ggplot2 (Wickham, 2016), ggpubr (Kassambara, 2019), scales (Reinhart & Genovese,
2019), RcolorBrewer (Neuwirth & Brewer, 2014).

3| RESULTADOS
Foi verificado que o fluxo de CO, in loco (Barra Longa — MG) ndo variou em relagdao
as distancias ao rio Gualaxo, as quais representam um gradiente de concentragao de rejeitos

no solo (Fig. 8).
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Figura 8. Fluxo de CO, mensurado no solo a diferentes distancias do rio Gualaxo (Barra
Longa — MG). Os valores de 1 a 5 exibidos no eixo x representam o gradiente crescente de
afastamento do rio e consequentemente a concentracao do rejeito de mineragdo no solo.

A massa de solo escavado pelas operarias de A. subterraneus foi menor em solo com
100% de rejeito de mineracdo em comparagao com 25%, 50% e 0% (p<0.001). O mesmo foi
verificado para o solo com 75% de rejeito de mineracdo em comparagdo com 25% (p<0.032),
50% (p<0.011) e 0% (p<0.001). Tais resultados indicam que a quantidade de solo removido

foi reduzida em fun¢do da maior concentrag@o de rejeitos. Em solos com 100% de rejeitos de



mineragao, o valor maximo (0.79 g) registrado foi inferior ao valor minimo (0.92 g) em solos

com 0% de rejeitos (Fig. 9).
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Figura 9. Massa de solo escavado pelas operarias de Acromyrmex subterraneus em solo
com diferentes concentragdes de rejeito de mineragao.

No entanto, o fluxo de CO, ndo variou em funcio da quantidade de solo escavado (g),
para qualquer concentragdo de rejeito de mineragdo (Fig. 10). Sugere-se que este resultado
esta relacionado com a ocorréncia de sequestro de CO, que foi registrado em 4 réplicas no
solo com 0%, 50% e 75% de rejeitos, em 5 réplicas no solo com 100% e em 8 réplicas no solo

com 25%, das 10 réplicas realizadas para cada concentragdo de rejeitos.
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Figura 10. Fluxo de CO, em relagdo a massa do solo escavado pelas formigas e os diferentes

tratamentos.



4| DISCUSSAO

O fluxo de CO, no solo in loco ndo variou em relagdao ao gradiente de concentracao de
rejeitos de mineragdo as margens do rio Gualaxo. Do mesmo modo, quando mensurado em
laboratorio, ndo foi possivel associar a variagdo do fluxo de CO, com as concentragdes de
rejeito e quantidade de solo escavado, por mais que esta tenha sido inferior nos solos com
maior concentracao de rejeitos (75 e 100%).

O fato da variacdo do fluxo de CO, in loco ndo estar relacionada ao gradiente de
concentracdo de rejeitos no solo ndo era esperado. Isto porque ha pouco contetido de matéria
organica no rejeito proveniente do desastre da Barragem do Fundao (Silva et al., 2016) e o
CO, emitido pelo solos ¢ proveniente da respiracdo de microrganismos, raizes de plantas e
fauna edafica (Zhou et al., 2006). Deste modo, ¢ factivel supor que microrganismos estao
presentes no rejeito, sendo premente a realizacdo de analises para identificacdo da microbiota
a fim de elucidar os resultados obtidos.

No entanto, caso a emissdo do CO, atue como sinal de orientacdo para a selecdo de
locais de nidificagdo, do mesmo modo que atua para a escavacao de novas camaras em ninhos
ja estabelecidos (Romer et al., 2017; 2018), a fundacao de ninhos nas areas contaminadas pelo
rejeito de mineragcdo no local ndo seria limitada por este fator. Formigas cortadeiras evitam
locais com concentragdes muito altas e muito baixas de CO,, pois, estas influenciam
negativamente na taxa respiratoria de seu fungo simbionte, preferindo dessa forma
concentracoes medianas (Kleineidam & Roces, 2001).

Com relagao ao fluxo de CO, aferido no experimento em laboratério, recapitula-se que
este ¢ resultante da emissdo e absorcdo desse géas no sistema. A emissao ¢ proveniente da
respiracdo das operarias e microrganismos presentes nos substratos. Ja a absor¢do ¢
supostamente proveniente da reacdo de Urey, na qual o CO, reage com silicato de cdlcio ou
magnésio formando carbonatos de célcio ou magnésio (Urey, 1952). Tal suposicdo se embasa
nas evidéncias que estes carbonatos sdo verificados em maiores concentragdes no interior de
colonias de formigas quando comparado a solos onde ninhos de formigas estdo ausentes
(Mandel & Sorenson, 1982; Dorn, 2014) e no fato de formigas serem responsaveis pelo
aumento das taxas de intemperismo (Schwartzman, 2002), em funcdo da atividade de
escavacao do ninho.

Assim, com base nessas informacdes e nos dados de fluxo negativo verificados no
presente estudo, sugere-se um modelo tedrico (Fig. 11) para explicar os resultados obtidos.
Embora a atividade de escavagdo possa promover o aumento de CO,, proveniente da

respiracdo das operdrias nesta atividade (Camargo et al., 2013; Camargo & Forti, 2014),



supdem-se que o revolvimento do solo promova a entrada do CO, nas camadas nao
superficiais e este ao sofrer a reagao de Urey ficaria retido sob a forma de carbonato. Sugere-
se a realizacdo de andlises quimicas do solo antes e apds a atividade de escavacdo a fim de

confirmar esta suposicao.
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Figura 11. Modelo teorico para explicar o fluxo liquido de CO, negativo registrado nas
réplicas de escavacao do solo pelas operarias de Acromyrmex subterraneus.

No entanto, a quantidade de solo escavado foi negativamente relacionada a
concentracdo do rejeito, o que poderia acarretar em alteragdes na arquitetura interna do ninho
e consequentemente no sucesso de fundacao de novas colonias e/ou expansdao de ninhos ja
existentes no local.

A menor quantidade de material escavado pode estar relacionado com a caracteristica
fisica dos solos constituidos por 100% e 75% de rejeito de mineragdo. Nestes solos, a
agregacdo primaria das particulas (areia, silte e argila) é baixa, devido a maior quantidade de
silte e baixa presenc¢a de matéria organica (Silva et al., 2016). Considerando que a escavagdo ¢
feita pela retirada e transporte do pellets de solo com as mandibulas (Pielstrom & Roces,
2013), substratos com baixa agregacdo possuem menor estabilidade devido a redugdo ou
auséncia de matéria organica (Wohlenberg et al., 2004), o que leva ao transporte de pellets
muito pequenos.

As caracteristicas fisico-quimicas do solo t€ém sido apontadas como relevantes na

determinagdo de locais de nidificagdo em formigas, sendo recente a apresentacdo da Hipotese



da Adequabilidade do Solo (van Gills et al., 2010). Para Atta, por exemplo, solos adequados
para nidificacao nao podem estar sujeitos a inundagdes de longo prazo, drenagem e areia em
excesso (Lapointe et al., 1998; van Gills et al., 2010).

Considerando os resultados obtidos em campo e no laboratorio € possivel supor que A.
subterraneus podera estabelecer ninhos nos locais atingidos pelo desastre, mas os novos
ninhos estabelecidos podem apresentar alteragdes quanto a sua arquitetura interna. A
colonizagdo da darea por formigas cortadeiras garante a manutencdo dos processos
biogeoquimicos, nos quais estes organismos apresentam contribuicdo de alta relevancia,

inclusive promovendo a recuperagao da qualidade do solo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os programas de revegetacao sdo importantes € necessarios meios para a recuperagao
das areas atingidas pelo rejeito de mineracdo. A presenca de formigas cortadeiras nesses
locais de revegetagdo pode apresentar risco a sobrevivéncia de mudas, uma vez que folhas
cultivadas a 100% de rejeito tiveram maior probabilidade de ser transportadas pelas operarias.
Caso nao seja feito o monitoramento correto dessas areas, os programas de revegetagao
podem ter seu sucesso reduzido. Neste contexto a auséncia de formigas cortadeiras nesses
locais,

Em contraponto, a presenga das formigas no solo ¢ relevante devido a atividade de
escavacgdo. A partir da escavagdo as formigas promovem a regeneracdo da cobertura vegetal,
permitem a aeracdo do solo, disponibilizam matéria organica e contribuem para o bom
desenvolvimento das raizes de plantas mais proximas. Todos esses beneficios resultantes do
intemperismo atuam principalmente em estagios iniciais de sucessdo ecoldgica. A auséncia
total de formigas cortadeiras comprometeria seu importante papel biogeoquimico nessas
areas. Sendo assim, populagdes controladas de formigas cortadeiras podem otimizar a
recuperagdo dos solos atingidos por lama, contendo rejeitos de mineragdo, advindos do
rompimento da barragem.

Os estudos realizados levantam pertinentes questoes a serem pesquisadas, tais como:
(i) a realizacdo de um estudo sobre a diversidade microrganismos que estdo presentes no
rejeito de mineracdo e (ii) analises quimicas do solo antes e apos a atividade de escavacao por

formigas cortadeiras, a fim de confirmar a reagdo de Urey .



