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RESUMO

Os fogos florestais provocam perturbacdes nos ecossistemas, sendo cada vez mais frequentes nos climas Mediterranicos. A
introducédo de espécies exdticas, que podem tornar-se invasoras, como o género Acacia, tem-se revelado impactante em
regides do nosso pais, diminuindo a biodiversidade e alterando a composicao dos solos. Atualmente, Acacia longifolia é
uma das invasoras mais agressivas, e como leguminosa, é capaz de fixar azoto atmosférico por associacdo simbidtica com
bactérias no interior de nédulos radiculares, com outras funcdes ainda desconhecidas. Neste trabalho foram amostradas
areas nao ardidas e ardidas, onde se estudou (1) o impacto do fogo nas propriedades quimicas dos solos e (2) a diversidade
de bactérias cultivaveis isoladas do interior de nodulos radiculares de A. longifolia, por técnicas de microbiologia classica,
DNA fingerprinting e identificacdo por sequenciacao de genes. Em zonas ardidas, verificou-se um aumento da matéria
organica, fosforo e azoto nos solos e uma alteracao do bacterioma de A. longifolia com Bradyrhizobium sp. mantendo-se
como principal mutualista. Encontrou-se uma menor diversidade, associada a uma maior especificidade para os fixadores
de azoto. Estas alteracdoes podem potenciar a invasao de A. longifolia apos o fogo.

Palavras-chave: Espécies invasoras, Acacia longifolia, Bradyrhizobium, perturbacao de ecossistemas, nodulacao.

ABSTRACT

Forest fires cause disruption in ecosystems, with increasing frequency in Mediterranean-type climates. The
introduction of exotic species, that could become invasive, such as the genus Acacia, has become a challenging
issue in Portugal, decreasing local biodiversity and changing soil composition. Acacia longifolia is one of the most
aggressive invaders and, as a legume, it is able to fix atmospheric nitrogen through symbiotic associations with
bacteria inside root nodules, whose functions are so far not understood. In this study, we sampled unburnt and
burnt zones, where we studied (1) the impact of forest fires on soil chemical properties, and (2) the diversity of
cultivable bacteria inside A. longifolia root nodules, through classic microbiology techniques, DNA fingerprinting and
identification through gene sequencing. In burnt areas, we found a higher content of soil organic matter, available
phosphorus and total nitrogen in soils and a change in the A. longifolia bacteriome with Bradyrhizobium sp. as
the main mutualistic partner. Less diversity was found, with a higher specificity for nitrogen-fixing bacteria. These
modifications could trigger an uncontrolled invasion by A. longifolia after fire.

Keywords: Invasive species, Acacia longifolia, Bradyrhizobium, ecosystem disturbance, nodulation.
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Introducéo

Os fogos representam um grave problema nas regides de
clima mediterranico, nas quais se incluem Portugal e a
zona envolvente do mar Mediterraneo, bem como outras
regides do globo, como o sul da Califéornia, centro do Chile
e sudoeste da Africa do Sul e da Australia. Esta propensdo
para os fogos resulta de verdes secos e quentes (Gams
et al., 1993) e da presenca de uma vegetacao adaptada,
detentora de propriedades que a tornam altamente
inflamavel. Dentro dessas propriedades destacam-se a
retencao de material morto e a presenca de compostos
secundarios inflamaveis, incluindo uma grande quantidade
de resinas e substancias volateis (Correia e Ascensao,
2017). A extensdo da area florestal no nosso pais com
ecossistemas constituidos por florestas com espécies
altamente inflamaveis como pinheiros e eucaliptos,
frequentemente em plantacoes mal geridas (ICNF, 2019),
traduz-se numa grande suscetibilidade ao fogo. Em
verdes secos, ou como ocorreu em 2017, a ocorréncia
de um més de outubro excecionalmente quente apds um
verao muito seco (Turco et al., 2019), criou condicoes em
que as plantas apresentavam um conteudo hidrico muito
baixo, criando uma matriz “combustivel-ar” facilitadora
do arejamento e da propagacao do fogo, desencadeando
os fogos catastroficos que afetaram uma area de cerca de
190.000 hectares (ICNF, 2017).

Associados aos fogos florestais, existem problemas
além das perdas humanas e materiais, como alteracoes
dos ecossistemas a posteriori, resultando na erosao
dos solos (Faria et al., 2015), perda de biodiversidade
e o crescimento de espécies invasoras que encontram
oportunidades na auséncia de cobertura vegetal (i.e.,
competicao interespecifica) (Silva e Marchante, 2012).
Apesar das espécies vegetais mediterranicas persistirem
apos o fogo, o seu crescimento é, na maioria das vezes,
mais lento do que o de outras espécies exdticas, e pensa-
se que fogos mais frequentes e intensos tenham efeitos
graves nas populacoes de plantas nativas nas regioes
mediterranicas (Bellan, 2016).

Acacia longifolia (Andrews) Willd., também conhecida
como acacia-de-espigas, € uma planta nativa da Australia,
tendo sido trazida para Portugal no final do século XIX,
para controlo da erosao das dunas costeiras (Yelenik et
al., 2007). Trata-se de uma espécie leguminosa de rapido
crescimento, capaz de sobreviver em solos muito pobres
e que tem ainda a vantagem de enriquecer os solos em
azoto que fica disponivel para ser absorvido e utilizado
por outras espécies vegetais (Ulm et al., 2017), acabando
por alterar a dindmica do ciclo de nutrientes (Marchante
et al., 2003). A fixacdo de azoto atmosférico é feita
através de bactérias que se encontram nos nodulos das
raizes da planta (hospedeiro), coletivamente designadas
de rizobios (simbiontes). As simbioses que as plantas
estabelecem com alguns micro-organismos, como é o

caso das associacOes acacias-rizobios, sdo muitas das
vezes tao proximas e dependentes, que se considera
a existéncia de meta-organismos (plantas + micro-
organismos), de forma semelhante ao que ocorre com
o microbioma coabitante dos nossos intestinos e pele
(East, 2013). Nas plantas, o bacterioma tem um papel
muito relevante sendo coletivamente designado de PGPB
(do inglés Plant Growth Promoting Bacteria ou Bactérias
Promotoras do Crescimento de Plantas).

Inicialmente, as acacias foram muito apreciadas pelo
seu papel no controlo da erosao bem como pelas suas
qualidades ornamentais, resultado da explosao de um
amarelo intenso nas copas destas arvores ou arbustos,
no periodo de floracdo. No entanto, devido a dispersao
descontrolada e a colonizagao de novas areas, atualmente
algumas acacias tém o estatuto de espécies invasoras em
diferentes locais do globo, sendo de destacar em Portugal,
A. dealbata, A. longifolia e A. saligna (Marchante et al.,
2014). Na altura da floracéo, o grande nimero de flores
produzido origina uma enorme quantidade de semente,
que se acumula na folhada e vagens no solo, constituindo
um coberto organico. Estas sementes podem também
ficar enterradas, permanecendo viaveis por varios anos,
constituindo um banco de sementes no solo. A quantidade
de semente total (enterrada no solo ou presente no
coberto organico) que A. longifolia produz foi avaliada
numa média de 1017 sementes.m?, conforme reportado
por Strydom et al. (2017), na Africa do Sul. Os esforcos
mecanicos e bioldgicos para controlar a invasao tém-se
revelado infrutiferos devido, sobretudo, a dificuldade de
remover de forma efetiva o banco de sementes e a grande
viabilidade das mesmas, que podem persistir viaveis até
50 ou mais anos (Milton e Hall, 1981). Esta viabilidade
persistente deve-se a existéncia de um tegumento
impermeavel que mantém a dorméncia até que haja um
dano mecanico (ex. escarificacdo) ou um choque térmico,
tal como ocorre durante um fogo. O fogo é assim um
promotor da germinacdo das sementes destas espécies
(Richardson e Kluge, 2008), levando simultaneamente a
perda de viabilidade de sementes de outros taxa. Este
efeito antagonico do fogo favorece assim duplamente a
expansao das acacias apos a sua ocorréncia. Além disso, a
dispersao das sementes é feita maioritariamente por aves
ou formigas, havendo evidéncia que na auséncia de fogo,
as espécies cujas sementes sdo dispersas por formigas,
como é o caso de A. longifolia, acumulam um banco
de sementes mais persistente, dada a maior dorméncia
e menor percentagem de germinacao e decomposicao
quando comparadas com as dispersas pelas aves. Assim,
apo6s o fogo, ocorre um rapido restabelecimento das
populacdes sem necessidade de intervencao humana. Por
Ultimo, € importante realcar que o fogo provoca alteragoes
fisicas, quimicas e biologicas nos solos, dependendo da
duracao e da intensidade do mesmo (Bento-Goncalves
et al., 2012), tais como i) diminuic&o no teor de matéria
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organica, ii) alteracdes nos ciclos bioquimicos do azoto e
do fosforo com o enriquecimento em formas inorganicas
(p.e., amonia e nitratos) e formas disponiveis de fosforo
utilizaveis pelas plantas e iii) mudancas na composicéo
e diversidade microbiana do solo (ver Certini, 2005
e referéncias incluidas). Assim, a rapida e eficaz
colonizacéo dos solos por acacias invasoras associada ao
seu desenvolvimento acelerado tem um efeito devastador
sobre outras plantas, impedindo o estabelecimento e
crescimento de outras espécies.

Aescolha deste tema prende-se com a emergente presenca
de espécies exoticas e/ou invasoras altamente adaptadas
a regeneracdo e adaptacdo pos-fogo, uma perturbacdo
muito frequente no nosso pais. As estratégias utilizadas
pelas plantas perante estas perturbacées sao cruciais para
melhor compreender os mecanismos de adaptacao, a fim
de contribuir com conhecimento para uma melhor gestao
e implementacao de medidas de controlo.

Assim, neste contexto, pretende-se estudar o impacto da
ocorréncia de fogos florestais no bacterioma de A. longi-
folia, incluindo o impacto do fogo i) nas propriedades qui-
micas do solo e ii) na diversidade e composicao bacteria-
nas no interior de nddulos, incluindo os rizobios e outros
géneros bacterianos envolvidos noutros processos. Desta
alteracao no bacterioma e da presenca da acacia, podem
resultar também mudancas no ambiente envolvente que
pode impactar outras espécies coexistentes.

Metodologia
Descric@o dos locais de estudo

A recolha de dados foi realizada em Mira, Aveiro, Portugal
(40.52451° N, 8.67253° W; 15 m de altitude), um ano
apos a ocorréncia do fogo de outubro de 2017. Foram
selecionadas duas areas florestais mistas com Eucalyptus
globulus e Pinus spp. invadidas por A. longifolia, sendo
esta Ultima a espécie dominante e em cada uma delas
foram implementadas trés parcelas (5x5 m) nao ardidas e
trés ardidas (fot. 1). A regido de Mira caracteriza-se pelo

clima mediterranico com influéncia atlantica, registando
temperaturas médias minima e maxima de 10,1°C e 20,2°C,
respetivamente, e uma precipitacdo média anual de 904
mm. Nesta zona, os solos tém uma textura maioritariamente
arenosa, sendo descritos como regossolos (FAO, 2015). Para
estudar a nodulacao em A. longifolia, foram selecionadas
aleatoriamente oito acacias jovens com tamanhos entre
20-60 cm provenientes dos seis locais de amostragem (trés
ardidos e trés nao ardidos), escavando-se a zona proxima
das plantas jovens para localizar as raizes com os nodulos;
estes nddulos foram removidos e armazenados em silica
gel para contagem e caracterizacdo morfoldgica, tendo
sido mantidos no laboratdrio a temperatura ambiente até
posterior utilizacao.

Andlise de solos e andlises isotopicas

As amostras para as analises de solos foram recolhidas em
profundidade até cerca de 20 cm (i.e., zona envolvente
dos nodulos radiculares), constituindo-se uma amostra
composta da recolha em trés pontos em cada area
estudada. Em laboratorio, as amostras foram crivadas a
2mm e s6 a fracdo inferior foi utilizada. As analises foram
realizadas no Laboratorio de Andlises de solos e Plantas
da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD),
onde foram analisados o teor em matéria organica (MO),
o fosforo disponivel (P,0,) e azoto total (N). Considerando
que A. longifolia € uma espécie leguminosa, aumentando
o teor de MO e alterando a dinamica dos ciclos de fosforo
e azoto (Marchante et al., 2003), estes parametros foram
incluidos nas analises para melhor compreensao das
alteracoes que decorrem apos o fogo.

Para as analises isotopicas nas amostras de A. longifolia,
procedeu-se a secagem em estufa dos nodulos e dos filodios
durante 48h a 60°C, sendo depois moidos num pé fino para
analise da razao *C/"™C e "N/"N, esta Ultima determinada
para inferir a fixagdo do azoto. As analises foram realizadas
no Laboratério de Isotopos Estaveis (LIE-SIIAF) na Faculdade
de Ciéncias da Universidade de Lisboa de acordo com
procedimento descrito em Jesus et al. (2020).

Fot. 1 - Areas de amostragem nao ardidas (a) e ardidas (b e c) estudadas incluidas em florestas mistas com Acacia longifolia como
espécie dominante (Fotografias de Joana Jesus, tiradas a 1 de outubro de 2018).

Photo 1 - Study areas: unburnt (a) and burnt (b and c); areas sampled were in mixed forest with Acacia longifolia as dominant species
(Photos by Joana Jesus, taken on 1 of October 2018).
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Andlise do bacterioma: procedimentos laboratoriais

Os nodulos recolhidos no campo foram reidratados em
laboratorio para posterior desinfecdo e isolamento das
bactérias envolvidas na simbiose. Apo6s obtencdo de
culturas puras, o DNA foi extraido e amplificado por
PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction), a fim de ser
sequenciado para identificacdo dos géneros isolados (fig. 1).
Estes procedimentos serao descritos em detalhe.

Isolamento, cultivo in vitro e caracterizacéo fenotipica
de bactérias dos nédulos

Previamente a inoculacdo em meio de cultura, os
nodulos foram reidratados em agua destilada durante
12 h, seguindo-se a desinfecao do exterior dos mesmos,
para garantir que as bactérias isoladas provinham do
interior, de acordo com a metodologia descrita em
Jesus et al. (2020). Os crescimentos bacterianos foram
obtidos em meio YMA (do inglés Yeast Mannitol Agar)
com cicloheximida 0,01 %, ap6s esmagamento dos
nodulos, seguido da inoculacdo das diluicdes seriadas
(10° a 107%) e incubacao a 28 °C durante 12 dias. Apos
obtencao das culturas puras, foi feita a caraterizacao
fenotipica e bioquimica das mesmas por métodos de
microbiologia classica, incluindo a coloracdo de Gram,
teste do hidroxido de potassio (KOH) e testes da catalase
e oxidase, permitindo o agrupamento das colonias
de acordo com os resultados obtidos (Cappuccino e
Sherman, 1998).

Fingerprinting genético e identificacGo dos isolados
bacterianos por sequenciacdo da regido 16S

O protocolo de extracdo do DNA gendmico baseou-
se no protocolo GES modificado (do inglés Guanidium
thiocyanate, EDTA and Sarkosyl) a partir de coldnias
com crescimento recente (24 h), conforme descrito por
Pitcher (1989). No caso das colonias muito mucosas,
foram feitas lavagens prévias em agua destilada,
seguidas de centrifugacao, de modo a remover o excesso
de mucilagem, permitindo um rendimento adequado
do processo, que se traduz na recuperacao de DNA em
quantidade suficiente. O DNA foi resuspenso em tampao

TE (Tris-EDTA) e mantido a 4 °C, sendo preparadas
solucbes de trabalho a 10 ng/pL. O fingerprinting
molecular foi obtido apés amplificacdo por PCR (do
inglés Polymerase Chain Reaction), utilizando-se o
primer (iniciador) csM13 (5" GAGGGTGGCGGTTCT 3’) e
as condicdes de amplificacao descritas em Jesus et al.
(2020), seguindo-se a migracao das bandas amplificadas
em gel de agarose a 1 %.

A identificacao das estirpes bacterianas obtidas baseou-
se na amplificacdo de regides do gene 16S rRNA, a
partir dos pares de primers PA(8f)-907r e 104f-1392r
(Marchesi et al., 1998). As sequenciacdes foram feitas
nos laboratérios StabVida (Costa da Caparica, Portugal)
pelo método Sanger.

Andlise de Dados

A analise comparativa do teor de MO, fosforo disponivel
e azoto total entre as areas florestais mistas com acacia
como espécie dominante nao ardidas e ardidas (A - F
e A + F, respetivamente) foi feita através do teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (a < 0.05), utilizando a package
stats do software R studio (v3.6.1).

Os perfis de bandas dos isolados foram comparados
recorrendo ao software BioNumerics (Applied Maths,
Sint-Martens-Latern, Bélgica), cuja analise resultou
num dendrograma composto por clusters agrupados
por similaridade dos diferentes perfis, permitindo o
calculo dos indices de diversidade Shannon-Wiener e de
equitabilidade de Pielou para as comunidades bacterianas
obtidas a partir das zonas nao ardidas e ardidas.

As sequéncias das diferentes estirpes bacterianas
foram analisadas com o recurso ao software Geneious
(v5.3, 2010), por alinhamentos entre si e recorrendo a
informacéao disponivel na base de dados GenBank através
da realizacdo do BLAST (do inglés Basic Local Sequence
Alignment Tool).

Resultados e Discussao
Neste estudo, apesar de nao terem sido encontradas

diferencas significativas, foi verificada uma tendéncia
para alteragcbes ao nivel das propriedades quimicas
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Fig. 1 - Esquema ilustrativo do processo laboratorial apos a recolha de material nas areas de estudo.

Fig. 1 - Schematic figure of the laboratory procedure after samples collection in the field.
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do solo nas areas florestais estudadas, comparando
condicdes nao ardidas e ardidas, um ano apds o fogo,
bem como composicao e diversidade da comunidade
bacteriana encontrada nos nédulos de A. longifolia.

Relativamente as analises de solo, verificou-se que o
teor de MO, a quantidade de fésforo disponivel (P,0,) e
0 azoto total sdo superiores nos solos apos a ocorréncia
de fogo, havendo uma tendéncia para uma maior
quantidade de fosforo e de azoto comparativamente
a matéria organica (fig. 2). De facto, todo o coberto
vegetal arde, e mesmo que o ecossistema perturbado
inclua espécies adaptadas aos fogos na sua diversidade
especifica, estas vao apresentar um crescimento mais
lento comparativamente as acacias. Ha estudos que
mostram que as sementes de acacia, acumuladas no solo,
germinam rapidamente e em grande quantidade apo6s o
fogo (Strydom et al., 2017). Nestas condicées, ocorrendo
a auséncia de competicdo interespecifica e havendo
esta estimulacao da germinacao, o estabelecimento e a
expansdo da acacia sao facilitados, potenciando assim
a invasdo. Além disto, apesar das diferencas ndo serem
significativas, observou-se um maior teor de MO na zona
ardida. Considerando que a amostragem foi feita um
ano apos o fogo, e sabendo que a presenca de espécies
fixadoras de azoto (como é o caso de A. longifolia)
aumentam significativamente o sequestro de carbono
no solo (Johnson e Curtis, 2001), o aumento no teor de
MO observado pode ser resultado da rapida colonizacao
e presenca desta espécie. Simultaneamente, as plantas
jovens resultantes deste boom de germinacao poderao
beneficiar do aumento das formas inorganicas de azoto
e fosforo disponiveis (como descrito em Certini (2005),
potenciando o seu desenvolvimento.

De facto, A. longifolia é uma espécie exotica invasora
e este estatuto pode prender-se com a capacidade que
a acacia tem de estabelecer relacdes de simbiose que
tiram partido da comunidade bacteriana da rizosfera. A
grande vantagem destas relacdes mutualistas € o timing
de restabelecimento que ocorre apoés o fogo, ja que a
nodulagdo parece ser um processo mais rapido, estando
presente nas raizes de acacias muito jovens (observadas
no campo em plantas com 5-10 cm); estes processos
parecem ter um papel determinante na regeneracao
pos-fogo, ja que um dos efeitos desta perturbacédo é a
quebra das interacoes planta-solo-microbiota (Kulmatiski
e Kardol, 2008).

O estabelecimento destas relacoes mutualistas permite
ultrapassar condicoes adversas, potenciando o sucesso
pos-fogo, uma vez que as mesmas parecem ser promotoras
de uma fitness aumentada nestas condicdes. Além disso,
apesar de, como referido anteriormente, no ambiente
po6s-fogo ocorrer uma expansao massiva de acacias
potenciando a invasao, o seu sucesso regenerativo e o
sucesso no restabelecimento de simbioses, permitem o
enriquecimento do solo em fontes de azoto utilizaveis por
outras plantas (como ja observado por Ulm et al., 2017),
o que podera facilitar o desenvolvimento e aumentar
o vigor vegetativo de outras espécies. Desta forma, a
disponibilizacdo de azoto em ecossistemas mais pobres
por estas leguminosas e que levou a sua introducdo em
muitas partes do mundo, poderia ser um fator facilitador
da regeneracao de um ecossistema perturbado (i.e.,
ardido); no entanto, a abundancia do banco de
sementes parece dificultar o estabelecimento das outras
espécies de crescimento mais lento, comprometendo a
biodiversidade local.
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Fig. 2 - Comparacao da matéria organica (%), fosforo disponivel (mg/kg) e azoto total (g/kg) (média + se) em florestas mistas com
Acacia longifolia como espécie dominante nao ardidas (A - F) e ardidas (A + F). A auséncia e presenca de diferencas significativas esta
representada por “ns.” e “*” respetivamente testada através do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (a < 0,05).

Fig. 2 - Comparison of soil organic matter (%), available phosphorus (mg/kg) and total nitrogen (g/kg) (mean + se) in mixed forests
with Acacia longifolia as dominant species unburnt (A - F) and burnt (A + F). Absence and presence of statistically significant
differences are identified with “ns.” and “*” tested through Wilcoxon-Mann-Whitney test (a < 0,05).
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Relativamente a nodulacdo, neste estudo, ndo foram
observadas diferencas na morfologia e tamanho dos
579 nddulos recolhidos de ambas as zonas estudadas
(fot. 2). Observou-se um maior nimero de nddulos por
planta na zona ardida comparativamente com a zona
nao ardida (14,0 e 10,1 nédulos em média por planta,
respetivamente), apesar destas diferencas nao serem
estatisticamente significativas. Esta observacao parece
indicar uma maior nodulagao em ambiente pos-fogo a
fim de facilitar o estabelecimento e desenvolvimento
das plantas de acacias jovens, o que permitira, por
consequéncia, uma maior disponibilidade de azoto
fixado no solo, o que é corroborado pelos resultados de
solo apresentados (ver fig. 2).

A funcionalidade dos noédulos pode ser inferida através
da assinatura isotopica do azoto nos filodios, conforme
descrito em trabalhos prévios com outras leguminosas,
Stauracanthus  spectabilis, Ulex europaeus and
Cytisus grandiflorus (Rodriguez-Echeverria et al.,
2009; Hellmann et al., 2011; Rascher et al., 2012).
Os valores proximos de 0 %. da assinatura isotopica de

azoto nos filodios (0"°N) em ambas as zonas (-1,0 %o para
as zonas nao ardidas e 0,8 % para as zonas ardidas)
corroboram a ocorréncia de fixacao de azoto atmosférico
através da presenca de rizobios (ou Bactérias Fixadoras
de Azoto) presentes nos nodulos e estdo também de
acordo com os estudos de Godfrey e Glass (2011) que
referem que valores de "N em folhas entre -2 %o € 2 %o
evidenciam a ocorréncia de fixacado bioldgica de azoto.
No entanto, apesar deste processo de fixacao de azoto
ocorrer nos nodulos, a assinatura isotopica determinada
para estas estruturas variou entre 7,4 %. e 7,9 %., para
as zonas ardidas e nao ardidas, respetivamente (como
mostrado em Jesus et al., 2020). Estes valores muito
positivos parecem corroborar a hipotese de que o azoto
fixado nao é acumulado nos nédulos, mas sim mobilizado
para as componentes aéreas da planta (viz filddios) como
esperado. De facto, durante o crescimento da parte
aérea, ha naturalmente um grande aumento do nimero
de filodios, com concomitante aumento do nimero de
células, proteinas e acidos nucleicos totais, moléculas
estas com um elevado conteldo azotado, beneficiando

Fot. 2 - Nodulos recolhidos de raizes de Acacia longifolia (a e b) de plantas jovens crescidas em zonas nao ardidas (c) e ardidas (d) e
diferentes morfologias encontradas em ambas as zonas (e-i). A barra de escala das alineas €) a i) corresponde a 1 mm
(Fotografias de Joana Jesus, tiradas a 8 de outubro de 2018).

Photo 2 - Nodules collected from Acacia longifolia roots (a and b) from young plants collected in unburnt (c) and burnt (d) zones and
the different morphologies found in both zones (e-i). Scale bar from e) to i) corresponds to 1 mm
(Photos by Joana Jesus, taken on 8 October 2018).
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deste azoto fixado disponibilizado pela simbiose. Ja os
nodulos, sdo estruturas diferenciadas nas raizes, que
servem de “abrigo” para as bactérias, contudo néo se
observa um crescimento ativo dos mesmos associado
ao desenvolvimento das plantas. Ainda relativamente
a analise isotopica realizada para o carbono, a analise
do 6"C revelou valores semelhantes para os filodios de
plantas jovens crescidas nas zonas nao ardidas e ardidas,
variando entre -28,8 %o e -30,2 %o, 0 que esta de acordo
com os estudos de Ehleringer (1988) e Boutton (1991),
estando estes valores relacionados com o fracionamento
que ocorre durante a fotossintese, devido a presenca da
RUBISCO (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase).

No que diz respeito a diversidade dos isolados bacterianos
obtidos, o indice de Shannon-Wiener mostrou que existe
maior diversidade correspondendo a H’= 1,0 nas zonas
nao ardidas comparativamente a H’= 0,74 para as zonas
ardidas, o que pode indicar uma menor diversidade
bacteriana apos o fogo. No entanto, a grande diversidade
observada (fig. 3) confirma que as acacias sao espécies
promiscuas no que diz respeito ao recrutamento dos
seus parceiros de simbiose (Thrall et al., 2005), estando
presentes os mesmos grupos bacterianos nas duas zonas.
Estes valores revelam que, apesar da menor diversidade
bacteriana apods os fogos florestais, a capacidade de
recuperacao de A. longifolia nao parece ser impactada
negativamente. De notar que o indice de equabilidade
de Pielou revelou que em ambas as zonas existem
isolados dominantes (J’= 0,75 para a zona nao ardida e

J’= 0,67 para a zona ardida). De facto, nas nossas areas
amostradas, o género Bradyrhizobium foi o grupo de
isolados mais comum na regeneracdo sem fogo e pos-
fogo (Jesus et al., 2020), sendo também o género de
simbiontes mais comum tanto em zonas nativas como
nao nativas (Rodriguez-Echeverria, 2010). As espécies
deste género sao fixadoras de azoto, e a sua presenca
como género dominante pode potenciar a melhor fitness
das acacias.

Em ambas as zonas, o bacterioma cultivavel incluiu
bactérias das classes a-Proteobacteria, B-Proteobacteria,
y-Proteobacteria, Baccili e Actinobacteria, corroborando
que A. longifolia é uma espécie mutualista generalista.
Nas zonas ardidas, dentro das a-Proteobacteria,
apenas se identificou o género Bradyrhizobium, nao se
identificando Althererythrobacter sp., Paracoccus sp. e
Rhizobium sp., sugerindo uma maior especificidade da
simbiose apds o fogo, para este parceiro preferencial.
De facto, embora seja dificil fazer previsdes sobre
a produtividade vegetal associada a diversidade de
rizobios presentes, Barrett et al. (2015) refere que a
presenca de multiplos rizobios na rizosfera das acacias
pode contribuir para o decréscimo na produtividade em
comparagao com situagées em que o parceiro simbionte
é de uma Unica espécie. Esta hipotese pode dever-
se ao facto de alguns rizobios fixarem o azoto a niveis
sub-6timos ou terem mesmo perdido a capacidade de
fixacao de azoto. Desta forma, a diversidade aumentada
de mutualistas pode nao refletir um efeito positivo no

ZONA NAO ARDIDA

ZONA ARDIDA

Althererythrobacter

@

Paracoccus

39% .
Q. 2
2r, OteobaC‘-eo

Fig. 3 - Diversidade de géneros bacterianos presente no interior de nddulos de Acacia longifolia crescidas em zonas nao ardidas e
ardidas amostradas. As diferentes cores representam as diferentes classes e os respetivos géneros isolados e foi considerada a sua
representatividade (%).

Fig. 3 - Diversity of bacterial genera present inside Acacia longifolia root nodules from unburnt and burnt zones. Different colours
represent different classes and genera isolated, considering their representativeness (%).
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crescimento das plantas. Por outro lado, a diversidade
funcional no interior dos nddulos pode transpor a
fixacdo de azoto, uma vez que Paraburkholderia spp.
e Pseudomonas spp., identificados nesta simbiose, ja
foram descritos como PGPB, induzindo a nodulacao,
apresentando assim semelhancas com os rizdbios
(Shiraishi et al., 2010) e estando presentes em ambas as
condicoes estudadas. Adicionalmente, Saidi et al. (2013)
mostraram ainda que Pseudomonas spp. podem facilitar
a solubilizacao do fosforo e a producao de siderdforos,
facilitando a captacao de ferro ou de outros metais.
0O género Micrococcus, também presente de entre os
isolados em ambas as zonas estudadas, foi identificado
como um micro-organismo promotor do desenvolvimento
das plantas (Martinez-Hidalgo e Hirsch, 2017). A
complexidade dos mecanismos ecologicos juntamente
com a diversidade funcional associada a nodulacao
dificulta a interpretacao destas interacoes planta-
bacterioma e corrobora a necessidade de desenvolver
estudos focados nesta multifuncionalidade no interior
dos nddulos.

O facto de Bradyrhizobium sp. ser o género dominante
nas zonas nao ardida e ardida indica que A. longifolia
beneficia do processo de fixacao de azoto, tendo uma
vantagem acrescida sobre as restantes espécies vegetais.
Isto parece corroborar entdo que, mesmo apds o fogo,
a capacidade de fixar azoto e de consequentemente
enriquecer o solo com este nutriente tdo importante
para as plantas, pode ser facilitador do desenvolvimento
de outras espécies. No entanto, o rapido crescimento
de A. longifolia impossibilita o desenvolvimento de
outras plantas, sendo este uma das principais ameacas
a biodiversidade local dos ecossistemas invadidos e a
razao que despoleta a necessidade de encontrar medidas
de controlo eficazes.

Conclusao

O fogo parece ter um papel determinante no comporta-
mento de A. longifolia, uma espécie exdtica invasora, nas
areas estudadas. As alteracoes no solo resultantes do fogo
e da presenca desta espécie parecem criar condi¢oes mais
favoraveis ao seu estabelecimento e desenvolvimento. O
bacterioma presente nos noédulos de acacia parece ser in-
fluenciado pelo fogo, havendo uma maior especificidade
para a fixacao de azoto em areas ardidas, podendo estes
fixadores ser caracterizados como os primeiros coloniza-
dores no restabelecimento da simbiose. Assim, a acacia
€ uma espécie mutualista generalista, apresentando uma
grande promiscuidade em ecossistemas invadidos, sendo
capaz de tirar partido da diversidade funcional da rizos-
fera dos solos. Considerando a problematica das espécies
exoticas invasoras, o maior conhecimento do seu com-
portamento, especialmente apds o fogo que potencia a
sua dispersdo, é crucial para a tomada de decisdo mais

informada de implementacao de medidas de gestao e
controlo. Estudos futuros poderao focar-se, por um lado,
na multifuncionalidade do bacterioma dos nddulos para
melhor compreender esta rapida capacidade de adapta-
cao e dispersao e, por outro lado, na transformacao dos
solos resultante da presenca desta espécie a longo prazo,
a fim de compreender a dindmica de interacdo planta-
-solo, contribuindo para a reabilitacao dos ecossistemas.
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