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Resumo 

O Miombo é o ecossistema mais extenso e importante de Moçambique e da África Austral. Este 

ecossistema consiste em floresta adaptada a condições climáticas severas como elevadas 

temperaturas e baixa precipitação. Possui um valor ambiental e socioeconómico insubstituível, 

desempenhando funções primordiais no balanço de energia, água e carbono, e contribuindo 

para as economias formais e informais das comunidades urbanas e rurais. Contudo, a sua 

estrutura e composição vêm sendo ameaçadas por mudanças climáticas e pressão 

antropogénica, que colectivamente impõem elevadas frequências e intensidades de fogo, que a 

médio e longo prazo poderão reduzir a abundância de espécies e comprometer o 

funcionamento do ecossistema. Neste estudo efectuou-se a caracterização do microbioma do 

solo (por sequenciação do gene ribossomal 16S rDNA) e a análise de ecologia de isótopos 

estáveis (δ15N e δ13C) de duas espécies típicas do ecossistema de Miombo, Brachystegia 

boehmii e Brachystegia spiciformis, em dois tipos de solo (arenoso e argiloso) e sob dois 

regimes de fogo, elevada frequência (fogos anuais) e baixa frequência (último fogo há mais de 6 

anos). As espécies em estudo são leguminosas arbóreas negligenciadas, cuja capacidade de 

fixação de nitrogénio é ainda desconhecida. O estudo foi efectuado numa das zonas de 

conservação mais valiosas de África e um dos maiores repositórios de biodiversidade ao nível 

global, o Parque Nacional da Gorongosa. De acordo com a análise do microbioma, os filos 

Actinobacteria, Acidobacteria, Proteobacteria, Firmicutes e Verrucomicrobia foram os mais 

abundantes, possuindo uma vasta gama de funções ecológicas, tais como fixação de nitrogénio, 

decomposição de matéria recalcitrante e promoção do crescimento vegetal. O estudo indica 

uma forte relação entre a combinação das três variáveis (regime de fogo, tipo de solo e espécie) 

e a diversidade microbiana do solo, observando-se uma maior diversidade em solos argilosos 

sob regime de alta frequência de fogo. Relativamente à ecologia isotópica, as amostras 

colectadas em solos argilosos de áreas com baixa frequência de fogo apresentaram valores 

mais enriquecidos de δ15N e δ13C. Embora os valores de δ15N não tenham sido conclusivos, no 

caso de B. boehmii a simbiose com rizóbio, ou seja, a fixação simbiótica de nitrogénio, parece 

estar activa. Qualquer um dos dois isótopos (15N e 13C) apresentou um potencial adequado de 

discriminação de espécies, confirmando a sua utilidade para estudos de verificação de 

mecanismos fisiológicos e das vias de ciclagem de nutrientes em ecossistemas terrestres. 

 

Palavras-chave: carbono, isótopos estáveis, metagenómica, microbioma, nitrogénio, rizosfera. 
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Abstract 

Miombo is the more extensive and important ecosystem from Mozambique and southern 

Africa. This ecosystem consists of forest trees adapted to severe climate conditions such as, 

high temperatures and low rainfall, and has irreplaceable environmental and socioeconomic 

value, playing key roles in energy, water and carbon balance. Moreover, Miombo is of utmost 

relevance to formal and informal economies of urban and rural communities. However, its 

structure and composition has been threatened by climate changes and anthropogenic 

pressures, which collectively impose high frequencies and intensities of fire, that in the medium 

and long term can reduce species abundance and compromise ecosystem functioning. In this 

study, the soil microbiome (sequencing of the ribosomal gene 16S rDNA) and stable isotope 

ecology (δ15N and δ13C) were characterized for two typical species of the Miombo ecosystem, 

Brachystegia boehmii and Brachystegia spiciformis in two soil types (sandy and clay) and in 

areas subjected to two fire regimes (high and low frequency). Both species are neglected 

legume trees, whose symbiotic nitrogen-fixing capacity is not yet studied. The study was 

conducted in one of Africa's most valuable conservation areas and one of the largest 

repositories of biodiversity globally, the Gorongosa National Park. According to the microbiome 

analysis, the dominant phyla were Actinobacteria, Acidobacteria e Proteobacteria Firmicutes, 

Verrucomicrobia, which serve a wide range of ecological functions, such as nitrogen fixation, 

decomposition of recalcitrant soil matter and promotion of plant growth. In general, there was 

a strong relationship between fire regime, soil type and tree species, with higher levels of 

microbial diversity and abundance found in clay soils in areas of high fire frequencies. Trees 

from clay soils and low fire frequency areas had enriched δ15N and δ13C. Although not 

conclusive, the depleted values of δ15N observed in B. boehmii might indicate that root-nodule 

symbiosis with rhizobia bacteria, and thus symbiotic nitrogen fixation, is active. Both δ15N e 

δ13C showed adequate potential to discriminate Miombo species, confirming their usefulness to 

study plant physiological mechanisms and nutrient cycles in terrestrial ecosystems. 

 

Keywords: carbon, metagenomic, microbiome, nitrogen, rhizosphere, stable isotopes. 
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CAPÍTULO I 

1. Introdução geral 

1.1. Miombo e sua importância 

As savanas africanas constituem uma grande parte do continente africano e são relativamente 

pouco estudadas em comparação com outros ecossistemas (Chidumayo 1987; Campbell et al. 

2007; Ribeiro et al. 2015). O Miombo representa o maior bloco contínuo de floresta tropical 

seca do mundo (Campbell et al. 2007; Timberlake & Chidumayo 2011; Jimu et al. 2017), cuja 

dinâmica é fortemente determinada pela componente lenhosa, predominantemente por 

leguminosas arbóreas (Fabaceae: Caesalpinioideae) pertencentes aos géneros Brachystegia, 

Julbernardia e Isoberlinia (Mwakalukwa et al. 2014; Ribeiro et al. 2015; Ribeiro‐Barros et al. 

2018). Este tipo de floresta contém ainda uma grande diversidade de outras espécies lenhosas 

subdominantes como Pseudolachnostylis maprouneifolia Pax., Burkea africana Hook. e 

Diplorhynchus condylocarpon (Müll.Arg.) Pichon (Frost 1996; Chirwa et al. 2008; Ribeiro et al. 

2015). 

O Miombo cobre dois terços da África Austral, com uma área de cerca de 2,7 milhões de km2 

distribuídos por sete países: Angola, República Democrática do Congo, Malawi, Moçambique, 

Zâmbia, Tanzânia e Zimbabwe (Fig. 1.1) (Chidumayo 1987; Frost 1996; Ribeiro & Ribeiro 2008; 

Ryan et al. 2011a; Ribeiro et al. 2015; Jew et al. 2016). Este ecossistema está entre as cinco 

ecorregiões de endemismo único (Mittermeier et al. 2003; Dewees et al. 2010), contendo mais 

de 8500 espécies de plantas, 50% das quais endémicas, que suportam vários serviços de 

ecossistema de grande valor económico, social e ambiental (Ribeiro et al. 2013, 2015; Lupala et 

al. 2014; Jew et al. 2016). Estes serviços incluem a agricultura, exploração e comercialização de 

produtos florestais madeireiros e não madeireiros como, lenha e carvão, produtos alimentares 

e medicinais vitais para a subsistência de milhões de pessoas que vivem em zonas rurais e 

urbanas (Campbell et al. 2007; Chirwa et al. 2008; Chidumayo & Gumbo 2010; Ribeiro et al. 

2015). Do ponto de vista ambiental o Miombo é determinante para o balanço de energia, 

carbono e água, possuindo um potencial considerável para programas de Pagamento por 
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Serviços de Ecossistemas (PES) e Redução de Emissões do Desmatamento e Degradação 

Florestal (REDD+) (Chidumayo & Gumbo 2010; Ryan et al. 2014), bem como para a regulação do 

clima, sendo responsável pelo sequestro de cerca de 15% de emissões de gases com efeito 

deestufa, cujos níveis actuais estimam-se em 43.1 GtCO2 (Burck et al. 2019). 

A dinâmica ecológica do Miombo é fortemente influenciada pela combinação de factores 

climáticos (ex. períodos de seca prolongados e temperaturas elevadas), actividades 

antropogénicas (ex. agricultura, produção de mel e madeira) e acção animal (herbivoria) 

(Ribeiro et al. 2008b, 2013; Moura et al. 2018). O fogo é um dos factores que mais condiciona a 

estrutura e a composição da vegetação sendo ao mesmo tempo um dos factores ecológicos 

chave para a manutenção da estrutura fitossociológica da flora (Chidumayo 1987). Neste 

sentido, a compreensão das interacções entre o fogo e a vegetação do Miombo é fundamental 

para criar medidas estratégicas eficazes para a manutenção, conservação e gestão de recursos 

(Ribeiro et al. 2008b). 

1.2. Distribuição e ecologia da floresta de Miombo em Moçambique  

Moçambique possui uma superfície total de 799 380 km2 sendo que 70% é ocupada pela 

floresta de Miombo que se estende desde o rio Rovuma até ao rio Save (Fig. 1.2) (Marzoli 2007; 

Ribeiro et al. 2008b; Tipper & Garret 2008). A sua estrutura e composição distingue-se de uma 

região para outra através da precipitação e do tipo de solo (Ribeiro et al. 2008b). O Miombo 

húmido ocorre a norte do país com precipitação superior a 1000 mm/ano, temperaturas 

médias de 26oC, solos ricos em nutrientes e uma diversidade elevada de espécies tais como 

Brachystegia floribunda Benth., Brachystegia glaberrima R. E. Fries., Brachystegia longifolia 

Benth., Brachystegia wangermeeana De Wild., Marquesia macroura Gilg., Julbernardia 

Paniculata (Benth) Troupin. e Isoberlinia angolensis (Welw. ex Benth.) Hoyle & Brenan. (Ribeiro 

et al. 2002, 2015; Ryan et al. 2011b). O Miombo seco ocorre na região centro, com uma 

precipitação média anual de 800 mm, temperaturas médias de 32oC, solos pobres e com baixo 

teor de carbono. A vegetação é floristicamente pobre, tendo como espécies dominantes 

Brachystegia spiciformis Benth., Brachystegia boehmii e Julbernardia globiflora (Benth.) 

Troupin. (Ribeiro et al. 2002, 2008b, 2015; Ryan et al. 2011b). 
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A ecologia do Miombo é fortemente afectada pela presença de elefantes e pela ocorrência de 

fogo (Ribeiro et al. 2008b). Ao derrubarem árvores adultas, os elefantes contribuem para o 

aumento da área coberta por classes de vegetação florestal de pequeno porte, bem como de 

gramíneas. Por outro lado, o fogo é usualmente usado como instrumento de maneio na época 

seca, para o rejuvenescimento das pastagens e limpeza de áreas para cultivo, bem como para a 

produção de carvão, produção de mel e caça (Zolho 2005; Ribeiro et al. 2008b, 2013; Ryan & 

Williams 2011). Nas regiões centro e norte de Moçambique existe maior incidência de fogos, 

estimando-se que 40% das áreas florestais queimam anualmente (Zolho 2005; Ribeiro et al. 

2008b).  

A maior parte dos estudos sobre a resposta do ecossistema do Miombo em relação às 

alterações da cobertura do solo, fogo e distúrbios associados, vem sendo levada a cabo na 

Reserva Nacional do Niassa (RNN; e.g. Ribeiro et al. 2008b, 2008a, 2011, 2013, 2015; 2017; 

Maquia et al. 2013; Mbanze et al 2019a, 2019b). Esta reserva constitui uma das áreas menos 

perturbadas das florestas de Miombo africanas, sendo por isso considerada uma das maiores e 

mais importantes áreas de conservação de Miombo do mundo (Campbell et al. 2007). Os 

trabalhos integraram dados de detecção remota e de campo para investigar as alterações na 

dinâmica da vegetação em resposta ao clima, movimentos e densidade humana, fogos 

antropogénicos e herbivoria por elefantes. Os resultados indicam a existência de um gradiente 

de incêndios cuja frequência aumenta de Oeste para Este, fortemente associado à densidade 

populacional e ao clima (temperatura e precipitação) (Ribeiro et al. 2008a). Ao nível da 

vegetação, observaram-se alterações na estrutura e composição na zona Este da reserva, onde 

o número de indivíduos jovens de espécies típicas de Miombo, como J. globiflora e 

Brachystegia spp., decresceu e espécies sub-dominantes como Combretum spp. e Terminalia 

sericea Burch. Ex. DC, tendencialmente poderão passar à categoria dominante (Ribeiro et al. 

2008b). No entanto, a vegetação de Miombo na RNN continua a ser uma das mais 

representativas e intactas da ecorregião (Ribeiro et al. 2013; 2017). Em linha com estas 

observações, Maquia et al. (2013), verificou que a diversidade genética tende a ser mais 

elevada em espécies tolerantes ao fogo, como é o caso de Burkea africana (subdominante), 

observando-se um efeito de piro diversidade em B. boehmii, a espécie dominante na RNN, 
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susceptível ao fogo. Na vertente da dinâmica do carbono, um estudo de base conduzido por 

Ribeiro et al. (2013; 2015) identificou a RNN como um repositório considerável de carbono e 

biomassa, em particular no solo e na vegetação arbórea, evidenciando o potencial da reserva 

para programas REDD+ e PES. 

Outro foco crescente de investigação em Moçambique é o Parque Nacional da Gorongosa 

(PNG), tal como referido acima um dos repositórios de biodiversidade reconhecido a nível 

internacional (Wilson 2004), que representa o segundo mosaico de floresta de Miombo mais 

importante do país. Embora a investigação em Miombo seja escassa e incipiente, os estudos 

existentes indicam que a dinâmica do fogo, da vegetação e do carbono seguem a mesma 

tendência do que na RNN, salientando a importância da integração dos serviços de ecossistema 

nos programas de conservação (Zolho 2005; Ryan 2007; Ryan & Williams 2011b). 

1.3. Microbioma do solo 

O solo compreende uma grande diversidade de características físico-químicas e 

microbiológicas, estas últimas representando o maior repertório genético do planeta do qual 

apenas uma pequena fracção é conhecida (Rodrigues 2011; Řeháková et al. 2015; Júnior 2017; 

Jansson & Hofmockel 2018; Compant et al. 2019; Dube et al. 2019). Os microrganismos são 

responsáveis por diversos serviços ambientais, desempenhando um papel importante na 

reciclagem de nutrientes, mediando os vários ciclos biogeoquímicos, e na mitigação de 

mudanças climáticas através da fixação e imobilização de gases (Viana et al. 2011; Nkuekam et 

al. 2018). Diversos factores podem afectar o microbioma do solo, incluindo a vegetação, o tipo 

de solo e distúrbios antropogénicos como o fogo (Viana et al. 2011; Lira 2012; Whitman et al. 

2019).  

Vários estudos revelam que um grama de solo pode conter aproximadamente 1 milhão de 

microrganismos e até 10 000 espécies diferentes, cuja complexidade e funcionalidade são 

reguladas pela interacção de vários factores bióticos e abióticos, como pH, água, clima, fogo 

(Pinho 2012; Júnior 2017; Serrano-Silva & Calderón-Ezquerro 2018; Dube et al. 2019). Apesar da 

grande diversidade, a microflora do solo é dominada por quatro filos principais (Actinobacteria, 
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Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria) com funções de fixação de nitrogénio, degradação 

de substâncias e promoção de crescimento vegetal, entre outras (Kitano 2002; Rascovan et al. 

2013; Numan et al. 2018; Rilling et al. 2019). 

Com objectivo de garantir a conservação de populações naturais e de assegurar a sua 

viabilidade a longo-prazo em bancos genéticos, as actividades de levantamento, colheita, 

caracterização e conservação de espécies são o caminho mais directo para a conservação da 

biodiversidade (Dewees et al. 2010; Jew et al. 2019) e a presença de microrganismos nos solos 

poderá construir um bom modelo de heterogeneidade espacial (Dewees et al. 2010; Castro 

2015; Jaiswal et al. 2017; Wolińska et al. 2017; Chidumayo 2019). Por outro lado, a importância 

de microrganismos na rizosfera é um tema central na ecologia microbiana. Contudo, o 

conhecimento sobre o microbioma de solos é um tópico emergente ao nível global e 

praticamente nulo nos ecossistemas africanos, onde o reconhecido potencial biotecnológico da 

macro e microflora nativa está pouco explorado (Rughöft et al. 2016; Teixeira & Rodríguez-

Echeverría 2016). Estima-se que os solos de Miombo apresentem uma grande diversidade 

microbiana, uma vez que as espécies típicas são leguminosa arbóreas, multifuncionais e 

resilientes a condições ambientais extremas, como acidez, as temperaturas altas e a baixa 

disponibilidade de nutrientes (Rughöft et al. 2016; Moura et al. 2018; Ribeiro‐Barros et al. 2018; 

Maquia et al. 2019). Teixeira & Rodríguez-Echeverría (2016) efectuaram a caracterização de 

bactérias fixadoras de nitrogénio em três leguminosas arbóreas, Acacia xanthophloea, 

Faidherbia albida e Albizia versicolor, no Parque Nacional da Gorongosa. Neste estudo foi 

possível concluir que existe uma clara delimitação entre os microsimbiontes de (i) A. 

Xanthophloea e de (ii) F. albida e A. versicolor, observando-se uma maior diversidade de 

géneros no primeiro caso, onde foram identificadas bactérias pertencentes a três géneros 

(Mesorhizobium, Rhizobium e Ensifer), do que nas últimas duas espécies, onde apenas foram 

identificadas bactérias do género Bradyrhizobium. 

Outro estudo foi realizado por Rughöft et al. (2016) no Parque Nacional de Kruger (África do 

Sul), sobre a caracterização e abundância de bactérias nitrificantes em solos. Deste estudo foi 

possível identificar 979 espécies de bactérias das quais os filos mais abundantes foram 
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Actinobacteria, Cloroflexi e Firmicutes associados à fixação e conversão de nitrogénio. Os 

resultados sugerem que existe uma forte relação entre a escassez de nutrientes no solo e as 

comunidades microbianas, resultando na clara distinção na estrutura da comunidade 

microbiana. 

1.4. Metagenómica 

Embora as técnicas de cultivo de microrganismos tenham sido aperfeiçoadas nos últimos anos, 

o conhecimento da ecologia microbiana ainda é insuficiente para desvendar o microbioma total 

no solo (Handelsman 2005). A metagenómica é um campo emergente, constituindo uma 

abordagem de análise alargada e simultânea de várias espécies de microrganismos a partir do 

DNA isolado directamente da amostra ambiental e sem a necessidade de cultivo prévio dos 

microrganismos (Ghanzafar et al. 2010; Ghosh et al. 2018; Molina-Montenegro et al. 2018). A 

metagenómica foi desenvolvida com o intuito de auxiliar os métodos de microbiologia clássica a 

entender melhor a diversidade de microrganismos nos mais variados ambientes, uma vez que 

há evidências de que a grande maioria dos microrganismos presentes na Terra não são 

cultiváveis (Schloss & Handelsman 2005; Meneghine 2016). 

A metagenómica tem uma ampla gama de aplicações desde clínicas e ambientais, a segurança 

alimentar e tratamento de resíduos industriais (Aw et al. 2016). As informações obtidas através 

da análise metagenómica podem ser usadas para determinar a diversidade de organismos em 

amostras ambientais, a presença de microrganismos específicos, rotas metabólicas e redes 

génicas (Rodrigues 2011). Através da metagenómica têm sido descobertas novas espécies e 

biomoléculas e aprofundado o conhecimento de diversas interacções microbiológicas em vários 

ambientes (Carbonetto et al. 2014; Meneghine 2016). Por exemplo, a metagenómica tem sido 

utilizada para identificar vários biocatalisadores, como por exemplo lacasses, esteirasses e 

hidratasses de nitrila (Aw et al. 2016) ou bioremediadores de ambientes poluídos (Fang et al. 

2010; Fernández-Arrojo et al. 2010). 

Os avanços científicos nas áreas de biologia molecular, bioinformática e sequenciamento de 

nova geração (NGS) tornaram possível obter informações detalhadas e completas que explicam 
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fenómenos biológicos não apenas pela identificação de componentes funcionais, mas 

essencialmente pela integração de processos biológicos desde o gene ao ecossistema (Fig. 1.3; 

Gutiérrez et al. 2005; Coruzzi et al. 2009). A tecnologia de NGS baseia-se no sequenciamento 

massivo de genes em plataformas capazes de gerar informações sobre milhões de pares de 

bases a um custo moderado e em pouco tempo (Caporaso et al. 2012; Dudhagara et al. 2015). 

Um exemplo é a aplicação da técnica de NGS para a sequenciação dos genes codificadores de 

RNA ribossómico 16S (16SrRNA) e 18S (18SrRNA ) ou do espaçador interno transcrito (ITS) para 

o estudo de população de bactérias e fungos, respectivamente (Coruzzi et al. 2009). Através 

desse tipo de abordagem, tem sido possível revolucionar o campo da ecologia microbiana e 

investigar posições e relações filogenéticas e funcionais em ecossistemas naturais (Handelsman 

2005; Pereira et al. 2008; Wei et al. 2018). 

Vários estudos (e.g. Handelsman 2005; Pereira et al. 2008; Taş et al. 2014; Tsurumaru et al. 

2015), mostraram que as comunidades microbianas são influenciadas por factores ambientais 

como solo, fogo e vegetação e que de um modo geral, desempenham um papel ecológico da 

maior relevância, sendo responsáveis por processos que promovem a tolerância a stresses 

bióticos e abióticos e o crescimento vegetal, como a fixação de nitrogénio, produção de 

fitohormonas ou solubilização de fosfato. 

1.5. Ecologia isotópica  

A composição isotópica de elementos como o carbono, hidrogénio, nitrogénio e oxigénio em 

plantas varia em função do ambiente (Almeida & Vasconcelos 2004; Pereira & Benedito 2007). 

Ao nível do ecossistema esta composição é vista como uma forma de entender os processos 

fisiológicos e ecológicos associados aos ciclos biogeoquímicos (Dawson et al. 2002; Aranibar et 

al. 2003). De um modo geral, pode-se dizer que os isótopos estáveis são isótopos que não se 

deterioram ou alteram ao longo do tempo, já que a sua massa é estável (Coletta et al. 2009; Fry 

2010). O isótopo estável menos abundante (menos comum na natureza) de um elemento tem 

menos um ou dois neutrões do que protões, o que tem como consequência um aumento da 

massa e, portanto, são formas moleculares mais pesadas do que o correspondente isótopo 

estável mais comum para os mesmos elementos (Leavitt & Long 1986; Domingues & Berry 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Is%C3%B3topo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Produto_de_decaimento
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2006; Baeta 2018). Devido a este facto, a taxa de reacção durante as reacções físicas, químicas 

e biológicas são diferentes e condicionam o fraccionamento isotópico daí decorrente (Adams & 

Grierson 2001; Dawson et al. 2002; Pereira & Benedito 2007). As análises das abundâncias 

naturais (normalmente determinadas através da espectrofotometria de massa de razão 

isotópica - IRMS) relativas de isótopos têm sido usadas para interpretar processos ao nível das 

comunidades e ecossistemas e contribuído para a compreensão das interacções entre a 

biosfera e a atmosfera (Adams & Grierson 2001; Craine et al. 2015). Existem dois isótopos 

estáveis de nitrogénio na natureza (14N e 15N), cuja média natural da abundância no ar é 99.6% 

e 0.4% para 14N e 5N, respectivamente (Hogberg 1997). Os valores naturais de N variam de -20 a 

20 por mil (‰) (Zengeni & Kakembo 2017). As plantas leguminosas geralmente apresentam 

valores menores de δ15N em relação às não leguminosas (Guehl et al. 1998; Mardegan 2007). O 

nitrogénio presente no solo tende a ser mais rico em isótopo 15N comparado aos tecidos 

vegetais devido à presença de microrganismos simbióticos (Zengeni & Kakembo 2017). Durante 

o processo de decomposição das plantas no solo, a assinatura isotópica das plantas 

leguminosas que fixam nitrogénio tende a ficar próxima de zero e desta forma o δ15N pode ser 

usado para identificar a origem de nitrogénio na planta (Guehl et al. 1998; Adams & Grierson 

2001; Ometto et al. 2006; Mardegan 2007). 

Igualmente o carbono apresenta dois isótopos, 12C e 13C. Os principais processos de 

fraccionamento isotópico de carbono na planta ocorrem durante a difusão de dióxido de 

carbono através dos estomas durante a fotossíntese, afectando assim a composição isotópica 

de carbono nos tecidos vegetais e ao longo da cadeia trófica (Guehl et al. 1998; Brugnoli 2000; 

Adams & Grierson 2001). Em particular nas plantas com um sistema fotossintético em C3 (como 

é o caso da maioria das árvores de Miombo), o δ13C reflecte as respostas ao stresse ambiental 

que condicionam a abertura e fecho estomático (Máguas & Griffiths 2003; Rodrigues et al. 

2009; Werner & Máguas 2010). De um modo geral, o maior fraccionamento isotópico 

observado na natureza em relação ao δ13C está associado à actividade carboxilativa da ribulose 

1,5- bifosfato carboxilase oxigenase (RUBISCO), o que faz com que toda a produtividade 

primária seja muito empobrecida no isótopo mais pesado (Máguas & Griffiths 2003; Rodrigues 

et al. 2009). No entanto, em condições de seca ou após um fogo, uma resposta fisiológica 
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baseada no fecho estomático tem como consequência o decréscimo da pressão interna de 

dióxido de carbono ao nível da RUBISCO, e um enriquecimento do isótopo mais pesado (13C) na 

matéria orgânica resultante (Yoneyama et al. 1993; Guehl et al. 1998; Brugnoli 2000). Deste 

modo é possível determinar a eficiência do uso de água (WUE) através da variação da 

composição isotópica foliar, o que permite o seu uso para investigar e rastrear as respostas das 

plantas às variações climáticas em diferentes áreas geográficas (Rodrigues et al. 2009). A 

relação de carbono e nitrogénio (C/N), bem como o fraccionamento isotópico (δ13C e δ15N) são 

uma ferramenta útil para estudos sobre o ciclo de C e N ao nível dos ecossistemas, devido ao 

seu valor integrador em processos chave como a relação entre os solos e as plantas (Chikaraishi 

et al. 2011; Bustamante et al. 2004). 

A fixação biológica de nitrogénio (FBN) é restrita aos procariotas e constitui a fonte principal de 

entrada de nitrogénio nos ecossistemas terrestres. Apesar das leguminosas arbóreas 

representarem uma das mais diversas e abundantes famílias de plantas do ecossistema de 

Miombo (Ribeiro‐Barros et al. 2018; Maquia et al. 2019), pouco se sabe sobre a sua capacidade 

de estabelecer relações simbióticas com bactérias fixadoras de nitrogénio (rizóbio) (Maquia et 

al. 2019). A utilização de isótopos estáveis constitui uma abordagem apropriada para avaliar a 

actividade simbiótica e rastrear a importância deste processo ao nível do ecossistema 

(Robinson et al. 2000; Nardoto 2005; Rascher et al. 2012; Perkins et al. 2014; Nowak & Koegler 

2018). Como referido acima um dos factores mais importantes para a estrutura e 

funcionamento da vegetação de Miombo e que está claramente associado à presença humana 

é o fogo (Redin et al. 2011), que nas últimas décadas tem-se tornando mais intenso em áreas 

protegidas (Zolho 2005; Ribeiro et al. 2008b). Este facto influência fortemente os fluxos de N 

em ecossistemas de savana uma vez que o fogo consome a camada superficial do solo, expondo 

a matéria orgânica e aumentando a disponibilidade temporária de nutrientes como nitrogénio 

e fósforo (Bustamante et al. 2004; Coletta et al. 2009). Assim, o uso de isótopos estáveis de 

δ13C e δ15N nesse ecossistema pode indicar como é feita a regulação dos ciclos de N e C, com 

base na resposta das plantas ao fogo e aos nutrientes presentes no solo ( Swap et al. 2004; 

Aranibar et al. 2010). Embora exista uma enorme preocupação dos ecólogos em entender as 

relações existentes entre o fogo e o Miombo, o número de estudos que integram a 
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determinação da composição isotópica foliar de diferentes espécies de Miombo como indicador 

das respostas fisiológicas e ecológicas às alterações do meio são raros. Alguns desses raros 

estudos, revelaram uma variação de δ13C em plantas leguminosas lenhosas entre -40 e -20 ‰ 

(Yoneyama et al. 1993; Zengeni & Kakembo 2017), o que está claramente associado a uma 

grande variação da disponibilidade hídrica de nutrientes, bem como da resposta das plantas a 

factores abióticos.  

Esta dissertação apresenta um estudo multidisciplinar sobre o efeito do tipo de solo e regime 

de fogo na dinâmica da biodiversidade microbiana da rizosfera de B. spiciformis e B. boehmii no 

PNG, aliado à ecologia isotópica do N e C destas duas leguminosas arbóreas de Miombo. 
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Figura 1.1: Mapa da vegetação de África, mostrando Miombo em verde escuro. Fonte: Ribeiro 

et al. 2015. 
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Figura 1.2: Distribuição do Miombo ao longo de Moçambique. Fonte: Marzoli 2007. 
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Figura 1.3: Esquema de integração da biologia de sistemas com outros campos da biologia 

(molecular, celular, fisiológica, organizacional e ecológica). Fonte: Guiterrez et al. 2005. 
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CAPÍTULO II 

2. Metagenómica de solos e ecologia isotópica  

2.1. Introdução 

A floresta de Miombo é a ecorregião mais extensa da África Austral, cobrindo cerca de 2.7 

milhões de km2 da região Sudano-Zambeziana em sete países, Angola, Malawi, Moçambique, 

República Democrática do Congo, Tanzânia, Zâmbia e Zimbabwe, e albergando uma vasta 

diversidade biológica (Campbell et al. 2007; Chidumayo & Gumbo 2010; Ryan et al. 2011a; 

Lupala et al. 2015; Ribeiro et al. 2019). A vegetação é dominada por leguminosas arbóreas 

pertencentes aos géneros Brachystegia, Julbernardia e Isoberlinia (Frost 1996; Campbell et al. 

2007). 

Em Moçambique, o Miombo ocupa cerca de dois terços do território nacional (Fig. 1.2) e 

suporta mais de 100 000 formas de vida, fornecendo uma vasta gama de serviços de 

ecossistema de relevância socioeconómica (e.g. alimentação humana e animal, cuidados de 

saúde primários, habitação, produção de madeira e lenha) e ambiental (e.g. balanço de 

carbono, água e energia; Frost 1996; Ribeiro et al. 2013; Moura et al. 2018). No entanto, a 

dinâmica do Miombo é fortemente influenciada pela acção climática (e.g. períodos secos cada 

vez mais prolongados e com temperaturas elevadas) (Mapaure & Moe 2009; Ribeiro et al. 

2015; Jew et al. 2016) e acção humana (e.g. agricultura itinerante, mineração e produção de 

mel, madeira e lenha) (Malmer 2007; Isabel 2015; Jew et al. 2016), que no seu conjunto 

impõem uma série de pressões no ecossistema. 

O fogo é um dos factores que mais condicionam a estabilidade e a dinâmica desta ecorregião 

(Frost & Robertson 1985; Ometto et al. 2006; Coletta et al. 2009). Desde há vários séculos, que 

as populações humanas usam o fogo como prática de gestão para a agricultura, caça e 

produção de mel. Deste modo, estes ecossistemas estão sendo afectados por fogos com origem 

antropogénica (Malmer 2007; Ryan et al. 2011a). Por outro lado o fogo é um agente 

biogeoquímico que influencia o ciclo de nutrientes através da mineralização dos solos, 

aumentando a disponibilidade de nutrientes para o crescimento de plantas, devido às cinzas 
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com alta concentração de fósforo, potássio e cálcio (Frost & Robertson 1985; Certini 2005; 

Mataix-Solera et al. 2009). A intensidade e a frequência do fogo têm um papel chave na 

dinâmica e composição da estrutura florestal e do respectivo microbioma (Raison 1979; Pereira 

et al. 2018). Assim, se por um lado o fogo é crucial para equilibrar a estrutura e a composição 

da vegetação do Miombo, por outro, a ocorrência excessiva impõe alterações que 

comprometem a estabilidade do ecossistema (Mapaure & Moe 2009; Isabel 2015). 

Os microrganismos do solo representam as formas de vida mais abundantes na natureza e 

representam a maior diversidade genética estimada (Lambais et al. 2005). O microbioma do 

solo é responsável pelos ciclos biogeoquímicos, transformação e reciclagem de matéria 

orgânica, fixação de nitrogénio e degradação de compostos inorgânicos (Barcellos 2001). Tem 

um papel chave na manutenção da qualidade do solo, uma vez que desempenha diferentes 

funções podendo ser usado como bioindicador de qualidade (Rodrigues 2011; Ramos et al. 

2018). A rizosfera de espécies florestais é rica em microrganismos promotores de crescimento 

de plantas, designadamente fungos e bactérias (PGPB, Plant Growth Promoting Bacteria) que 

possuem um potencial enorme na agricultura, medicina e ambiente (Ghanzafar et al. 2010). 

Estima-se que num grama de solo florestal existam cerca de 4x107 células procarióticas (Daniel 

2005; Kaur et al. 2018), determinantes para a produção de matéria orgânica e disponibilização 

de nutrientes e protecção de plantas contra factores bióticos e abióticos, bem como para as 

propriedades físicas do solo (Tobin & Janzen 2008; Rodrigues 2011). Devido à sua significância, 

estudos sobre este tipo de microrganismos têm vindo a crescer exponencialmente com vista a 

aplicações de interesse biotecnológico (Pereira et al. 2008). No entanto, a diversidade 

microbiana global da rizosfera está pouco estudada, particularmente na ecorregião de Miombo, 

onde raros estudos têm vindo a ser realizados e as interacções planta-microrganismo, 

nomeadamente a simbiose entre leguminosas arbóreas e bactérias fixadoras de nitrogénio 

(FSN), estão por elucidar (Teixeira & Rodríguez-Echeverría 2016; Ribeiro‐Barros et al. 2018; 

Maquia et al. 2019). Tendo em conta que a fixação biológica de nitrogénio (FBN) é um processo 

exclusivo dos procariotas e constitui a maior via de entrada do nitrogénio nos ecossistemas, 

desempenhando um papel fundamental na fertilidade dos solos (Chaer et al. 2011; Kurdali & Al-
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shamma 2015), a análise dos processos de FSN são de extrema importância para compreender 

o funcionamento do Miombo.  

Ao nível da vegetação, o carbono (C) e o nitrogénio (N) são considerados elementos chave para 

o crescimento e produtividade das plantas (Nowak & Koegler 2018; Ribeiro‐Barros et al. 2018). 

A dinâmica destes dois elementos é influenciada por processos bioquímicos e fisiológicos, 

principalmente através da fotossíntese, que é um elo de ligação entre a atmosfera e os 

ecossistemas terrestres, e da absorção e assimilação de nutrientes (Coletta et al. 2009). A 

fotossíntese é a principal forma de fixação de carbono atmosférico nas plantas (Voronin et al. 

2017) e o dióxido de carbono representa a principal ligação entre o ciclo do carbono orgânico e 

inorgânico (Brugnoli 2000). Por sua vez, o nitrogénio é assimilado pelas plantas por via 

radicular, sendo um dos elementos mais limitantes no solo, pelo que as associações simbióticas 

com bactérias fixadoras de nitrogénio oferecem à planta uma vantagem competitiva (Chaer et 

al. 2011; Craine et al. 2015). A análise da composição isotópica estável (δ13C e δ15N) é uma 

técnica valiosa no estudo de como as plantas interagem com o seu meio ambiente. Estas 

análises são uma ferramenta útil para avaliar o balanço de C e N em plantas, facto 

particularmente relevante em áreas sujeitas a pressões ambientais (como o stresse hídrico, 

térmico ou salino, Duro et al. 2016). 

O presente estudo visa alargar os trabalhos de investigação sobre a dinâmica do fogo e da 

biodiversidade na floresta de Miombo, através da caracterização do microbioma do solo, 

baseada na sequenciação do gene ribossomal 16S rDNA, e da ecologia de isótopos estáveis (N e 

C) em duas espécies típicas deste ecossistema: Brachystegia spiciformis Benth. e Brachystegia 

boehmii Taub. no Parque Nacional da Gorongosa e respectiva zona tampão. O estudo decorreu 

em parcelas demarcadas em áreas com diferentes históricos de fogo (elevada e baixa 

frequência) (Ryan 2009), tendo ainda em conta o tipo de solo. Com este trabalho, pretende-se 

ter uma melhor compreensão do efeito destes três factores na diversidade microbiana e 

reciclagem de nutrientes na floresta de Miombo. 
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2.2. Metodologia 

2.2.1. Área de estudo 

O estudo foi realizado na área de Nhambita (-18.999826 S, 34.202034 E) que está localizada no 

sul do distrito da Gorongosa, na província de Sofala, centro de Moçambique (Fig. 2.1). A área 

está parcialmente dentro do Parque Nacional da Gorongosa (PNG), descrito como um dos locais 

mais biodiversos do Mundo (Wilson 2004). A área de estudo apresenta um clima tropical com 

verão húmido e inverno seco e uma precipitação média anual que varia de 600 a 875 mm 

(Tinley 1977). Geologicamente os solos consistem em superfícies erodidas de granito e 

complexos basálticos, produzindo solos arenosos e argilosos (Tinley 1977; Zolho 2005). Nos 

solos arenosos as termiteiras (Macrotermes) formam áreas com solos enriquecidos em 

nutrientes e melhor retenção de água, ocorrendo em densidade de pelo menos um por 

hectare. (Stalmans & Brilfudd 2008). A vegetação é predominantemente de floresta seca de 

Miombo, intercalada com arbustos sempre-verdes nas areias aluviais mais profundas. As 

espécies dominantes são Brachystegia spiciformis, Brachystegia boehmii e Julbernardia 

globiflora (Benth.) (Ryan et al. 2011a; Daskin et al. 2016). O PNG possui uma área de 3770 km2, 

com uma co-gestão entre o Governo de Moçambique e a Fundação Carr (Stalmans & Brilfudd 

2008; Stalmans et al. 2019), constituindo umas das áreas menos exploradas da grande fenda 

africana que constitui o Vale do Rift, considerado o berço da humanidade (Pickford 2012; 

Habermann et al. 2019). 

2.2.2. Amostragem 

As amostras de solo e folhas foram colectadas entre Agosto e Setembro de 2018, no final da 

época de seca, em quatro parcelas de um hectare previamente estabelecidas (Ryan 2009), duas 

em zonas de elevada frequência de fogo (fogos anuais) e duas em zonas de baixa frequência de 

fogo (último fogo há mais de 6 anos) de acordo com os dados oferecidos pelos MODIS FIRE 

(Ryan 2009). Em cada parcela foram colhidas amostras de folhas de cinco indivíduos de B. 

boehmii e B. spiciformis distanciados a 10 m um do outro (Tabela 2.1). Foram retiradas duas a 

quatro folhas maduras e sadias na copa de cada indivíduo adulto que foram acondicionadas em 
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sacos de plástico, transportadas em gelo para o laboratório e imediatamente desidratadas em 

estufa durante 48 h a 60oC para a análise isotópica. As amostras de solo (arenoso e argiloso) 

foram retiradas da rizosfera de cada um dos cinco indivíduos de cada espécie a uma distância 

de 10 cm do tronco da árvore, com uma sonda (AMS 401.01) a 20-30 cm de profundidade. As 

amostras foram devidamente acondicionadas em sacos de plástico, colocadas numa caixa 

térmica com gelo e transportadas até ao laboratório onde ficaram armazenadas a -80oC até à 

extracção de DNA. 

2.2.3. Extracção de DNA genómico, quantificação e determinação de grau de pureza e 

integridade e amplificação 

O DNA genómico de microorganismos foi extraído a partir de 0,25-0,30 g de solo utilizando o kit 

DNeasy PowerSoil® (QIAGEN; Maryland, Estados Unidos da América), seguindo as instruções do 

fabricante. A quantificação do DNA genómico foi efectuada por leitura espectrofotométrica 

(Nanodrop ND-1000; Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Estados Unidos da América) às 

densidades ópticas (D.O.) de 260, 230 e 280 nm. Uma vez que D.O.260 = 1 equivale a 50 ng 

DNA/L, a quantidade de DNA na amostra foi calculada multiplicando a D.O.260 da amostra por 

50. As razões D.O.260/D.O.230 e D.O.260/D.O.280 foram usadas para calcular o grau de 

contaminação com polissacarídeos e proteínas, respectivamente, considerando-se puras as 

amostras com razões superiores a 1,8. A avaliação da integridade do DNA genómico, bem como 

a confirmação da sua concentração e do seu grau de pureza, foram efectuados por 

electroforese em gel de agarose a 1 % corado com GelRed (GeneOn; Ludwigshafen, Alemanha) 

em tampão TAE 1X (400mM Tris-acetato e 10nm EDTA). Após electroforese o DNA foi 

visualizado colocando o gel sobre uma fonte de luz ultravioleta. A qualidade do DNA genómico 

foi também reavaliada num bioanalyzer (Modelo 2100; Agilent Technologies; Santa Clara, 

Estados Unidos da América). 

Para analisar a composição bacteriana das amostras, a região V3-V4 do gene 16S RNA foi 

amplificada por PCR (Reacção em Cadeia da Polimerase) nas seguintes condições: desnaturação 

inicial a 98 °C por 2 min, seguida por 35 ciclos de desnaturação a 95 °C por 30 s, 

emparelhamento dos primers a 53 °C por 40 s, e extensão a 72 °C por 1 min, e uma fase final de 
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alongamento a 72 °C por 5 min. Foram usados os primers específicos para V3/V4 341F (5′-CCT 

ACG GGG NGG CWG CAG-3′) e 805R (5′-GAC TAC HVG GGT ATC TAA TCC-3′) e seus adaptadores 

nas extremidades 5’ e 3’ dos fragmentos de DNA (Rognes et al. 2016). 

2.2.4. Sequenciação por Illumina MiSeq e análise bioinformática 

Os amplicões foram extraídos dos géis de agarose a 2%, purificados usando o kit DNA AxyPrep 

(Axygen Biosciences; Union City, EUA) de acordo com as instruções do fabricante e 

quantificados usando um bioanalyzer (Modelo 2100; Agilent technologies, Santa Clara, Estados 

Unidos da América). Os amplicões purificados foram reunidos em quantidades equimolares e 

sequenciados na extremidade emparelhada (2 × 300 pb) na plataforma Illumina MiSeq (Beijing 

Allwegene Technology, Beijing, China) de acordo com os protocolos padrão. A produção de 

dados brutos, correspondente a todos os fragmentos sequenciados, foi efectuada através do 

software RTA (Real Time Analysis, Illumina, Califórnia, Estados Unidos da América) e do 

aplicativo FASTQ do programa blc2fastq (Illumina, Califórnia, Estados Unidos da América). Esta 

análise foi efectuada pela Macrogen (Seul, Coreia do Sul). 

A análise bioinformática dos fragmentos sequenciados foi efectuada com o Freeware Mothur 

v.1.33. (Schloss et al. 2009). As sequências brutas foram filtradas com base nas seguintes 

especificações: comprimento mínimo do fragmento de 100 pb, ausência de nucleótidos 

ambíguos e máximo 10 pb de homopolímeros. As sequências foram alinhadas e agrupadas com 

base na semelhança de 99% e os singletons foram removidos do conjunto de dados. 

As potenciais sequências quiméricas foram identificadas de novo e removidas usando o 

algoritmo QUIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) v.1.9.0 de código aberto 

(Mandakovic et al. 2018). Em seguida, as sequências únicas foram agrupadas em Unidades 

Taxonómicas Operacionais (OTUs), com 97% de similaridade, usando a ferramenta VSEARCH 

v.6.1.544 (Caporaso et al. 2012). Um corte de dissimilaridades de 3% foi usado para distinguir as 

espécies. OTUs com menos de 200 reads foram removidas para remover o risco de falsa riqueza 

de espécies. 
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A taxonomia foi atribuída através de uma busca por sequências similares usando um 

coeficiente de 97% de similaridade e conduzidas com o aplicativo Blast v.2.2.29, contra o 

lançamento 13_5 do banco de dados on-line do Greengenes (Rognes et al. 2016). Taxas não-

alvo pertencentes a eucariotas e Archaea, bem como genomas cloroplastidiais e mitocondriais 

foram removidos do conjunto de dados. 

O programa QUIIME v.1.9.1 foi ainda utilizado para (1) a análise da diversidade bacteriana 

através do cálculo do índice de diversidade de Shannon (H), Simpson e Chao1 usando o pacote 

alfa_diversity; (2) obtenção das curvas de rarefacção (riqueza de espécies observadas) para 

comparação da riqueza de OTUs entre diferentes grupos usando o pacote alfa_rarefaction.py; e 

(3) a plotagem PCoA (Análise de Coordenadas Principais) usando o pacote make_2Dplots. 

A análise funcional foi feita usando o programa MG-Rast v.4.0.3 e baseada na abundância 

normalizada de correspondências de sequências para o banco de dados (SEED) (Meyer 2013; 

Wilke et al. 2017). Uma tabela de frequência de acertos para cada função e para cada 

metagenoma foi gerada e normalizada pelo número total de ocorrências (Dudhagara et al. 

2015; Wilke et al. 2017). Para identificar a funcionalidade, o BlastX foi usado com um 

comprimento mínimo de 50 pb. Gráficos de escala multidimensional e PCoA foram utilizados 

para visualizar a estrutura entre as amostras, utilizando o critério taxonómico e funcional 

(Mendes 2014; Wilke et al. 2017). Para detectar o efeito do regime de fogo em função do tipo 

de solo e espécie foi feita uma análise Nested com todas as variáveis e suas interacções. As 

diferenças de abundância e diversidade da comunidade bacteriana entre o solo argiloso e 

arenoso foram comparadas pelo teste t de amostra independente. Todos esses testes foram 

realizados usando o programa STATISTICA v.10.0. 

2.2.5. Análise de composição isotópica e análise elementar 

As amostras de folhas colhidas e transportadas em gelo para o laboratório foram secas a 60o C 

durante 48h e moídas num Retsh mil MM2 (Retsh, Haan, Alemanha), duas vezes durante cinco 

minutos cada, até redução em pó fino. Depois da moagem, 0,5 mg de cada amostra foram 

pesados em cápsulas de estanho para a análise isotópica (δ13C e δ15N).E percentagem de C e N. 
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A análise da relação isotópica estável foi realizada no Centro de Recursos em Isótopos Estáveis 

(Instalação de Análises Estáveis e Análise Instrumental, na Faculdade de Ciências da 

Universidade de Lisboa, Portugal) por espectrometria de massa de isótopos de fluxo contínuo 

(CF-IRMS, Haan, Alemanha) num espectrómetro de massa de razão isotópica estável (Hydra 20-

22, Sercon, Reino Unido), acoplado a um analisador elementar (EuroVector, Pavia, Itália) por 

combustão de Dumas. O cálculo da composição isotópica foi realizado de acordo com a 

seguinte fórmula: 

δ = [(Ramostra - Rpadrão) / Rpadrão] * 1000 

Onde R é a razão entre o isótopo mais pesado e o isótopo menos pesado. Os valores de δ15N 

são referentes ao ar atmosférico e os valores de δ13C apresentam-se na escala determinada 

pelo PeeDee Belemnite (PDB). Os materiais de referência utilizados foram USGS-25, USGS-35, 

BCR-657 e IAEA-CH7 (Coleman & Meier-Augenstein 2014). O padrão laboratorial utilizado foi o 

da farinha de trigo OAS/Isotope (Microanálise Elementar, Devon, Reino Unido). A incerteza da 

análise da razão isotópica, calculada usando valores de 6 a 9 réplicas do padrão de laboratório 

intercaladas entre amostras em cada lote de análise foi ≤ 0,1 ‰. Os principais sinais de massa 

de N e C foram usados para calcular as abundâncias totais de N e C, usando OAS (Microanálise 

Elementar, Devon, Reino Unido), com 1,47% N e 39,53% C como materiais de referência de 

composição elementar. Os resultados de δ 13C e δ 15N e C/N foram analisados usando ANOVA 

para avaliar o efeito das interacções (regime de fogo, tipo de solo e espécies de plantas). 

2.3. Resultados 

2.3.1. Análise Metagenómica  

2.3.1.1. Resultados da sequenciação 

A sequenciação por Ilumina MiSeq gerou 96 144 192 pares de bases totais e 211 854 reads com 

uma razão média G/C de 57.32% (Apêndice 1). Destes, 97,46 % passaram o filtro de Q20 e 90,80 

% passaram o filtro de Q30, após remoção das sequências de baixa qualidade e quimeras 

(Apêndice 1). 
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No total foram contabilizados 24 747 OTUs (Operational Taxonomic Units). Na rizosfera de 

Brachystegia spiciformis foram identificados 1 143 e 1 083 OTUs em amostras de solos argilosos 

provenientes de áreas com alta e baixa frequencia de fogo (FF), respectivamente. No caso de B. 

boehmii foram identificados 1 076 e 1 086 no mesmo tipo de solos e em áreas com alta e baixa 

FF, respectivamente. Em solos arenosos foram identificados 895 (alta FF) e 1 072 (baixa FF) na 

rizosfera de B. spiciformis. Em B. boehmii foram identificados 1 083 (alta FF) e 855 (baixa FF). 

(Tabela 2.2). 

2.3.1.2. Distribuição de OTUs 

As leituras do sequenciamento identificaram 21 filos, 51 classes, 98 ordens, 193 famílias, 520 

géneros e 1001 espécies. Entre os mais abundantes filos destacam-se Actinobacteria (35%), 

Acidobacteria (19%), Proteobacteria (20%), Firmicutes (10%) e Verrucomicrobia (6%) (Fig. 2.2). 

As classes mais abundantes foram Actinobacteria (29%), Bacilli (19%), Alphaproteobacteria 

(19%) e Rubrobacteria (8,5%). As ordens mais abundantes foram Rhizobiales (14%), 

Streptomycetales (12%), Gaiellales (11%) e Blastocatellales (7%). As famílias mais abundantes 

foram Streptomycetaceae (7%), Gaiellaceae (7%), Chthoniobacteraceae (6%) e 

Pyrinomonadaceae (6%). Os géneros mais abundantes foram Streptomyces (11%), Gaiella 

(11%), Chthoniobacter (10%) e Bacillus (6%). As espécies mais abundantes foram Gaiella oculta 

(7%), Chthoniobacter flavus (6%), Streptomyces cinnabarigriseus (5%) e Rhodoplanes tepidicaeni 

(5%). 

2.3.1.3. Distribuição das espécies de bactérias mais comuns 

No total foram identificadas 22 espécies bacterianas mais comuns, cuja abundância variou de 

acordo com a espécie de planta, o tipo de solo e o regime de fogo (Fig 2.3). Assim, na rizosfera 

argilosa de B. spiciformis a elevada FF promoveu a ocorrência de Streptomyces megasporois e 

Aciditerrimonas ferrireducens em detrimento de Lactobacillus ixorae e Streptomyces 

cinnabarigriseus, enquanto que em B. boehmii o fogo promoveu a ocorrência de Actinoplanes 

subtropicus, Aciditerrimonas ferrireducens e Rubobacter spartanus em detrimento de 

Streptomyces cinnabarigriseus, Bacillus cucumis e Bacillus flexus. Em ambos os casos, 
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observaram-se também variações percentuais relativas à abundância dos outros OTUs. Em 

solos arenosos, a variação na abundância de OTUs foi mais proeminente, destacando-se (i) o 

aparecimento das espécies Paludibaculum fermentans e Solirubrobacter ginsenosidimutans na 

rizosfera de B. spiciformis (alta FF) em detrimento da espécie mais abundante (Lactobacillus 

plantarum, 16%) em zonas de baixa FF; e (ii) aparecimento das espécies Saccharopolyspora 

antimicrobica e Bacillus flexus na rizosfera de B. boehmii (alta FF) em detrimento das duas 

espécies mais abundantes (Lactobacillus rhamnous e Lactobacillus plantarum) em zonas de 

baixa FF. 

2.3.1.4. Análise funcional das comunidades bacterianas 

As 1001 espécies de bactérias identificadas da rizosfera de B. spiciformis e B. boehmii foram 

classificadas usando o MG-RAST para determinação da diversidade funcional (Fig. 2.4). Foram 

identificados 21 grupos funcionais, dos quais cerca de metade foram agrupados nas seguintes 

categorias: (i) compostos biológicos activos (18%), metabolismo de nitrogénio (10%), 

metabolismo de proteínas (12%), metabolismo de aminoácidos (6%), aminoácidos e derivados 

(6%). Dentro das categorias funcionais, as bactérias promotoras de crescimento de plantas 

(PGPB) foram divididas em cinco grupos: fixadoras de nitrogénio (15.7%), solubilização de 

fosfato (22.2%), sequestro de ferro (14.2%) produtoras de sideróforos (21.6%) e tolerância ao 

stresse ambiental (19.2%) e as fitopatogénicas representaram uma categoria menos 

representada (6.9%). A abundância destes dois grupos de bactérias variou de acordo com o tipo 

de solo, espécie de planta e regime de fogo (Fig. 2.5 e 2.6). 

2.3.1.5. Distribuição de bactérias fixadoras de nitrogénio  

Foram identificados 16 géneros de bactérias fixadoras de nitrogénio, cuja abundância variou de 

acordo com o tipo de solo, espécie de planta e regime de fogo (Fig. 2.7). Em solos argilosos, 

destaca-se o efeito da elevada FF no surgimento de Burkholderia e Pseudomonas (em 

detrimento de Rhizomicrobium) na rizosfera de B. spiciformis e de Burkholderia em B. boehmii. 
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2.3.1.6. Diversidade de comunidades e curva de rarefacção  

Para estudar a diversidade bacteriana em cada área, foi calculado o índice de Shannon (H’), 

índice de Simpson (D) para cada nível taxonómico com 97% de similaridade. Considerando a 

rizosfera de B. boehmii, a diversidade da comunidade bacteriana expressa pelo índice de 

Shannon foi maior no solo argiloso do que no solo arenoso quer em regime de fogo alto (7,86 

vs. 7,44) ou de fogo baixo (7,53 vs. 6,28; Fig. 8; Apêndice 2). O mesmo se verificou para a 

rizosfera de B. spiciformis dado que a diversidade também foi maior em solo argiloso do que 

arenoso, quer em regime de fogo alto (7,88 vs. 7,71) ou de fogo baixo (7,62 vs. 6,09; Fig. 8; 

Apêndice 2). No entanto, convém salientar os valores inferiores indicados para as amostras 

SBBP011 (5,03) e SBSP013 (4,26) como possíveis outliers, distorcendo os valores obtidos para a 

diversidade em solos arenosos de fogo baixo. As curvas de rarefacção mostraram boa saturação 

de sequências nas amostras recolhidas (Fig. 2.9), sugerindo que grande parte da diversidade de 

microrganismos presentes nas amostras foi caracterizada. 

2.3.1.7. Análise de coordenadas principais (PCoA) 

A análise de PCoA não mostrou tendências de agrupamentos entre as amostras relativamente 

ao regime de fogo (Fig. 2.10A), tipo de solo (Fig. 2.10B) ou mesmo entre as duas espécies (Fig. 

2.10C). As duas coordenadas mais informativas relativamente ao tipo de fogo foram a PC1 e a 

PC3 que explicaram 47,07% e 12,39% e respectivamente (Fig. 2.10A). As duas coordenadas mais 

informativas relativamente ao tipo de solo foram a PC2 e a PC3 que explicaram 14,31 e 12,39% 

da variação, respectivamente (Fig. 2.10B). As duas coordenadas mais informativas para as duas 

espécies foram a PC1 e a PC2 que explicaram 47,07 e 12,37% da variação, respectivamente (Fig. 

2.10C). 
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2.3.2. Ecologia de isótopos  

2.3.2.1. Tendência geral das razões isotópicas do nitrogénio e carbono e dos conteúdos 

em C e N  

No total as composições isotópicas de carbono (δ13C), nitrogénio (δ15N) e a percentagem de 

C/N foram determinadas em 38 amostras correspondentes a B. spiciformis (19) e B. boehmii 

(19; Apêndice 3) As folhas de B. spiciformis de solos argilosos foram enriquecidas em δ 15N em 

relação às de B. boehmii no mesmo solo (Tabela 2.2). 

2.3.2.2. Variação da razão isotópica (δ15N δ13C) e de C/N 

Os valores de δ15N das folhas de B. spiciformis e B. boehmii que cresceram no solo argiloso em 

zonas de alta FF variaram de 1,4 ‰ a 2,6 ‰ e em zonas de baixa FF de 0,2 ‰ a 2,9 ‰, valores 

próximos aos da fixação biológica de nitrogénio. Em plantas de solos arenosos em zonas de alta 

FF, estes valores variaram de 1,3 ‰ a 2,6‰ (Fig 2.11). Para δ13C, os valores obtidos variaram de 

-29,2 ‰ a -25,8 ‰ em plantas sujeitas a alta FF e de -28,6 ‰ a -26,6 ‰ em condições de baixa 

FF (Fig 2.12). A permilagem de C/N das folhas de B. spiciformis que cresceram no solo argiloso 

sob alta FF variou de 28,2 ‰ a 24,6‰. No solo arenoso em zonas de alta FF os valores variaram 

de 29,2‰ a 27,7‰. No caso de B. boehmii os valores variaram de 38,3‰ a 29,8 3‰ em plantas 

que cresceram em solos argiloso e alta FF, e de 38,6 ‰ a 25,87 ‰ a baixa FF (Fig. 2.13). 

Os valores médios de δ15N das folhas de B. boehmii foram significativos no solo argiloso (P 

<0.05, Tabela 2.3). Comparando as duas espécies em função das interacções (Solo x Fogo x 

Espécie), verificou-se uma diferença significativa para δ15N (P <0.05, Apêndice 4). 

2.3.2.3. Análise de componentes principais dos isótopos 

O agrupamento das variáveis (δ15N, δ13C e C/N) em torno das espécies mostrou tendências de 

formação de dois clusters diferenciados englobando B. spiciformis e B. boehmii (Fig. 2.14). As 

duas coordenadas mais informativas explicaram 58,37% de variabilidade total (40,14% e 

18.23% para PC1 e PC2, respectivamente). 
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2.4. Discussão  

2.4.1. Sequenciamento, Análise de OTUs e Diversidade Funcional  

De acordo com os resultados obtidos, o sequenciamento do gene 16S rDNA mostrou ser uma 

ferramenta molecular robusta para caracterização da rizosfera de B. spiciformis e B. boehmii, 

com índices de qualidade de 97,5 % (Q20) e 90,9% (Q30) (Apêndice 1). Estes índices são de 

extrema relevância para estudos com espécies desconhecidas, porque dão uma previsão da 

probabilidade de erro e precisão das sequências analisadas (Ewing et al. 2015; Zhou et al. 

2019). Em conformidade, a sequenciação do gene 16S rDNA resultou num número elevado de 

sequências (cerca de 1000 OTUs por condição experimental; Tabela 2.2) que foram utilizadas 

para identificar a diversidade bacteriana existente na rizosfera das espécies em estudo. O gene 

16S rDNA tem sido bastante usado em estudos de diversidade microbiana pela sua precisão na 

discriminação de espécies procariotas (Castañeda et al. 2015). Em termos taxonómicos, 

observou-se uma semelhança ao nível do filo em todas as amostras analisadas, embora com 

abundâncias relativamente diferentes em função do tipo de solo, regime de fogo e espécie de 

planta.  

De acordo com a análise taxonómica, foi identificado um total de 21 filos, congregando uma 

grande diversidade de classes, ordens, famílias, géneros e espécies com vasta multiplicidade de 

funções. De uma forma geral, independentemente do tipo de solo, espécie de planta ou regime 

de fogo, os filos mais abundantes foram Actinobacteria, Acidobacteria, Proteobacteria, 

Firmicutes e Verrucomicrobia, representando cerca de 90 % dos filos (Fig 2.2). Bactérias 

pertencentes a estes filos participam nos ciclos do carbono, nitrogénio e enxofre e são 

responsáveis pela produção de metabolitos secundários associados à resistência das plantas a 

patógenos (Uroz et al. 2013; Castro 2015; Castañeda & Barbosa 2017). Além do mais, estão 

adaptadas a solos pobres e condições extremas, como a aridez ou elevadas temperaturas 

(Araujo et al. 2012; Neilson et al. 2012; Rughöft et al. 2016; Meneghine et al. 2017) e contêm 

bactérias simbióticas importantes para a nutrição e saúde vegetal (Ganz et al. 2012; Jung et al. 

2016; Lan et al. 2017; Dube et al. 2019).  
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O efeito do fogo no microbioma depende de vários factores, tais como ambientais e 

biogeoquímicos (Mataix-Solera et al. 2009; Rodríguez et al. 2013). O calor libertado pode 

resultar na mortalidade de diferentes grupos microbianos, como por exemplo de algumas 

bactérias fixadoras de N do género Nitrobacter, enquanto outras heterotróficas são mais 

resistentes a altas temperaturas (Kim et al. 2003). No entanto, os efeitos do fogo podem variar 

de um ecossistema para outro. Por exemplo, em uma floresta temperada de pinheiros na 

Turquia e em uma densa vegetação mediterrânea dominada por Rosmarinus officinalis, o fogo 

teve um efeito positivo na abundância de bactérias do solo, que aumentou após três meses da 

passagem de fogo (Goberna et al. 2012). Ao contrário, nas florestas das montanhas do Colorado 

(EUA), o fogo não teve efeito positivo na diversidade e abundância dos principais grupos 

bacterianos em solos rochosos (Jiménez Esquilín et al. 2007). Por outro lado, Tobin & Janzen 

(2008) não encontraram mudanças consideráveis entre comunidades bacterianas em áreas sob 

regime de baixa e alta frequência do fogo (FF), 12 meses após passagem do último fogo, 

indicando que as bactérias do solo têm a capacidade de se recuperar relativamente rápido, tal 

como parece ser o caso do microbioma de B. spiciformis e B. boehmii. 

A elevada FF promoveu a ocorrência de bactérias tolerantes a stresses abióticos na rizosfera 

argilosa de B. spiciformis (Streptomyces megasporois e Aciditerrimonas ferrireducens) e B. 

boehmii (Actinoplanes subtropicus, Aciditerrimonas ferriredecens e Rubobacter spartanus), bem 

como na rizosfera arenosa de B. spiciformis (Paludibaculum fermentans e Solirubrobacter 

ginsenosidimutans) e de B. boehmii (Saccharopolyspora antimicrobica e Bacillus flexus) em 

substituição de outras espécies com idênticas funções no ecossistema. Esses organismos estão 

associados a diversas funções, directa ou indirectamente relacionadas com a promoção do 

crescimento vegetal, tais como a reciclagem e disponibilização de nutrientes, e a decomposição 

de carbono orgânico (Pereira et al. 2008; Devine et al. 2012; Fierer et al. 2012; Rilling et al. 

2019). As funções relacionadas com a reciclagem e disponibilização de nutrientes, sendo 

essenciais para o funcionamento dos ecossistemas, poderão ser exploradas no futuro para 

valorização destas espécies nos sectores agrícola e ambiental, nomeadamente através da 

produção de biofertilizantes e sequestradores de carbono em contexto de alteração do clima. A 

assinalar ainda a presença de bactérias cujas aplicações industriais e ambientais merecem 
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atenção particular: (i) Streptomyces spp., cuja tolerância ao fogo varia em função da espécie e 

do tipo de solo, com potencial para a produção de antibióticos e afins, bem como a degradação 

de celulose e lignina (Landwehr et al. 2018; Rilling et al. 2019); (ii) Lactobacillus spp., cujos 

níveis reduzem drasticamente em zonas de elevada FF, com potencial na industria de 

fermentação (Techo et al. 2016); e (iii) Bacillus flexus, cuja tolerância ao fogo parece depender 

da estirpe, com potencial para projectos de bioremediação ambiental (Jebeli et al 2017). 

Em termos globais, o estudo encontrou várias bactérias promotoras de crescimento vegetal 

(PGPB) como, fixadoras de nitrogénio, solubilização de fosfato, sequestro de ferro, produtoras 

de sideróforos, e tolerância ao stresse ambiental, cuja abundância variou de acordo com o tipo 

de solo, espécie de planta e regime de fogo (Fig. 2.5 e 2.6). No seu conjunto estas PGPB 

parecem contribuir para a redução da presença de bactérias fitopatogénicas (que representam 

apenas 7% do total) e melhoria do respectivo estado fitossanitário das plantas, bem como para 

a activação de mecanismos de defesa celular e biodisponibilidade de nutrientes (Farina et al. 

2012; Numan et al. 2018). 

Entre o grupo de fixadores simbióticos de nitrogénio, destaca-se o género Bradyrhizobium, cuja 

abundância tem sido reportada em diferentes tipos de solo e associada ao seu caracter 

cosmopolita e à nodulação de leguminosas em África (Jaiswal & Dakora 2019), nomeadamente 

na rizosfera de Albizia versicolor no PNG (Teixeira & Rodríguez-Echeverría 2016). No entanto, 

há ainda a salientar a grande diversidade de fixadores de azoto (16 género no total) que, 

embora variável em função do regime de fogo e do tipo de solo, oferece um enorme potencial 

para a formulação de biofertilizantes. 

2.4.2. Diversidade da comunidade 

Os índices de diversidade foram aplicados para analisar a diversidade de espécies e para avaliar 

as diferenças na complexidade das espécies entre as amostras. Tanto o índice de Shannon 

como o de Simpson foram mais altos em solos com alta FF do que em solos com baixa FF 

independentemente da espécie, sugerindo que a microflora das duas leguminosas de Miombo 

é tolerante ao fogo e/ou tem uma recuperação rápida mesmo em caso de regimes de fogo mais 
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intensos (Kara & Bolat 2009; Tobin & Janzen, 2008). De facto, embora o fogo esteja associado à 

perda de diversidade bacteriana, a resposta é variável consoante o tipo de bactérias e o 

contexto ambiental geral (Smith et al. 2008; Whitman et al. 2019), e em certos casos observa-se 

uma rápida de recolonização derivada da disponibilização de nutrientes nas cinzas deixadas 

após a passagem do fogo (Rodríguez et al. 2013; Feng et al. 2018). Por outro lado, considerando 

que o fogo é um dos principais factores que condicionam a dinâmica da biodiversidade das 

florestas de Miombo e que em toda a África o ecossistema está exposto a fogos frequentes, 

acredita-se que as espécies B. spiciformis e B. boehmii possam ter desenvolvidos várias 

estratégias de tolerância ao fogo, como a presença de cristais de oxalato de cálcio (Makhado et 

al. 2014). Portanto, é bem possível que as bactérias do solo também estejam adaptadas aos 

fogos contínuos e que as mudanças induzidas pelo fogo afectem apenas a biomassa microbiana 

durante um período relativamente curto (no nosso caso, 12 meses, a data dos últimos fogos em 

locais de alta FF).  

2.4.3. Ecologia Isotópica 

Testou -se a hipótese de que o fogo altera a composição isotópica de carbono δ13C e nitrogénio 

δ15N em folhas de B. spiciformis e B. boehmii que cresceram no solo arenoso e argiloso. No 

entanto, existe uma variação das médias entre o regime de fogo, tipo de solo e espécie de 

planta.  

A comparação da constituição isotópica de δ15N e δ13C nas folhas mostra valores semelhantes 

para o δ13C. No entanto, o mesmo não se verifica na análise da distribuição isotópica de δ15N, 

que exibe uma clara diferença entre B. spiciformis e B. boehmii em ambos os regimes de fogo. 

Assim, B. boehmii apresentou valores enriquecidos de δ15N no solo argiloso com alta FF e 

empobrecidos com baixa FF, enquanto B. spiciformis apresentou valores empobrecidos nos dois 

tipos de solo (Fig. 2.12). Isto pode estar relacionado com uma resposta ecofisiológica diferencial 

das duas espécies em relação à remoção de nutrientes por volatilização, penetração intensa de 

calor e adição de cinzas no solo (Bauhus et al. 1993). 
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 As leguminosas desempenham um papel importante na substituição do N perdido do solo, no 

entanto, existem poucos estudos sobre a fixação de nitrogénio em leguminosas lenhosas em 

Moçambique, apenas estando publicado um trabalho de pesquisa (Teixeira & Rodríguez-

Echeverría 2016). A fixação de N em diferentes espécies leguminosas varia de 0.7-2 ‰ na 

presença de fogo. Uma das razões que pode ajudar a explicar esse facto, é que embora o fogo 

seja mineralizador, provavelmente as Brachystegia não precisam do nitrogénio do solo pois 

possuem capacidade de fixar nitrogénio atmosférico através da simbiose com rizóbio (Leavitt & 

Long 1986; Craine et al. 2015).  

Os valores de δ15N encontrados nas folhas de B. boehmii em solos arenosos com baixa FF 

encontram-se nos intervalos estabelecidos para fixação de nitrogénio usando a via simbiótica. A 

capacidade fixadora de nitrogénio de B. boehmii parece ser determinante para o seu 

estabelecimento no Miombo. As análises destas relações têm um interesse acrescido, visto que, 

contribuem para um planeamento adequado ao nível da gestão de habitats e do 

reaproveitamento dos recursos. De um modo geral, as leguminosas que habitam solos 

oligotróficos, arenosos apresentam valores de 15N muito empobrecidos, podendo neste caso 

particular ser mais precisa a sua utilização como traçador da fonte de nitrogénio (Marques 

2010; Rascher et al. 2011,2012; Hellman et al. 2015). Assim sendo, valores de δ15N próximos de 

0 – valor semelhante ao encontrado na atmosfera – costumam estar associados a plantas 

leguminosas fixadoras de nitrogénio (Marques 2010; Alves et al. 2006). Os nossos dados 

relataram que o δ15N variou de 0.2‰ a 2.9 ‰ e por isso uma possível fixação simbiótica de N. 

Por outro lado, há evidências que a abundância natural de δ15N é maior em sistemas com pouca 

disponibilidade de nutrientes, como é o caso do Miombo. Porém, o acesso das plantas ao N é 

bastante difícil e as plantas necessitam de um mecanismo para a sua disponibilização, como por 

exemplo o fogo, a precipitação ou a altitude.  

Não existe uma clara diferença entre os valores δ13C verificada entre B. spiciformis e B. boehmii. 

Acredita-se que o fraccionamento isotópico pós-fotossintético entre B. spiciformis e B. boehmii 

pode estar relacionado com um enriquecimento em 13C aquando da formação do material 

lenhoso (Cernusak et al. 2009). Para além disso, as diferenças de δ13C entre B. spiciformis e B. 
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boehmii realçam um fraccionamento isotópico não só entre as espécies como ao longo do 

percurso da distribuição de carbono na planta. A B. boehmii teve valores de δ13C mais negativos 

do que os B. spiciformis. Essa diferença pode ser atribuída a variações genéticas dentro das 

espécies, além de factores abióticos como stresse hídrico, que pode ter ocorrido no local de 

amostragem, resultando em menor discriminação δ13C. Os valores mais baixos de δ13C são 

conhecidos por ser indicativo de uma redução da condutância estomática em resposta ao 

stresse abiótico. No entanto, se as plantas não estão sob stresse ambiental, os estomas 

permanecem abertos e a discriminação é alta (Kurdali & Al-shamma 2015). 

Consistente com a hipótese de que o fogo altera as propriedades químicas e físicas do solo, o 

δ13C foliar aumentou com a intensidade do fogo, e significativamente em B. boehmii em relação 

a B. spiciformis. O δ13C tem sido utilizado para inferir o estado fisiológico das plantas porque 

reflete a razão entre a concentração intracelular de CO2 e a do ambiente (Farquhar et al. 1989; 

Brugnoli 2000). Os aumentos que observamos em δ13C são provavelmente devido ao aumento 

da limitação de nutrientes, melhorando a resistência interna aumentada da difusão de CO2. As 

plantas frequentemente têm δ13C alto (valores empobrecidos em 13C) quando a disponibilidade 

da água é baixa porque o stresse hídrico causa fechamento estomático, o que leva a um menor 

fraccionamento durante a fotossíntese (Farquhar et al. 1989; Brugnoli 2000). Os nossos 

resultados estão de acordo com esta observação, já que algumas parcelas se encontravam 

longe de pequenos cursos de água. 

Os valores de δ13C podem sofrer alterações devido a presença ou ausência de fogo. Em locais 

mais secos existe uma maior entrada de matéria orgânica do solo na estação seca. No cerrado 

encontraram valores de δ13C foliar que variavam de -33,6 a -24,4 ‰, em leguminosas arbóreas 

em solos argilosos e latossolos sujeitos a fogos frequentes em que a precipitação média é de 

840 mm (Coletta et al. 2009).Estas observações verificaram-se no nosso estudo, onde a 

precipitação varia entre 600 a 875 mm e onde observámos resultados semelhantes (Fig. 

2.13;Tabela 2.3). 

A razão entre o carbono e nitrogénio é importante para determinar a quantidade de carbono 

fixado em relação ao nitrogénio. A B. boehmii apresentou resultados elevados do C/N em 
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relação a B. spiciformis. Isso significa que a B. boehmii tem pouco nitrogénio fixado em relação 

ao carbono, sendo que o nitrogénio pode ser imobilizado pelos microrganismos. 

As folhas com maior relação entre C/N (> 30) provavelmente decompõem lentamente com a 

imobilização líquida de N, enquanto as de menor proporção decompõem rapidamente (Kurdali 

& Al-shamma 2015). As espécies de leguminosas apresentam baixa relação C/N em suas folhas 

quando amostradas no final da época seca antes da senescência (Martinelli et al. 1999; Ometto 

et al. 2006; Nowak & Koegler 2018). O que não foi verificado no nosso resultado apesar de se 

ter amostrado no final da época seca. De uma maneira geral demonstrou-se que o C/N foi 

influenciado significativamente pelo regime de fogo, tipo de solo e a espécie. Uma melhor 

compreensão do padrão C/N observado exigiria dados adicionais da variação do carbono e 

nitrogénio no solo. 

Em geral as assinaturas de δ15N, δ13C e a razão entre o carbono e nitrogénio (C/N) das plantas 

aumentaram com o aumento do fogo (Fig. 2.14), no solo argiloso houve menor enriquecimento 

de δ15N 1.6 ± 0.2 ‰ e maior enriquecimento de δ13C em torno de-28 ± 0.3 ‰. Igualmente no 

solo argiloso para δ15N houve uma diferença em alta e baixa FF, onde a alta FF apresentou 3.2 ± 

0.3 ‰ e a baixa FF apresentou 2.6 ± 0.2 ‰. A presença de fogo pode ser um factor chave na 

mineralização dos nutrientes, por seu lado a intensidade do fogo pode ter factores 

preponderante na fixação de nitrogénio (Ball et al. 2010). 

A análise isotópica foi consistente com dados da metagenómica, confirmando que a espécie de 

B. boehmii no solo argiloso com baixa FF apresentou maior abundância de Bradyrhizobium que 

sugere que essa espécie possui uma simbiose activa com bactérias fixadoras de N. Sendo 

suportado pela análise isotópica na qual apresentou valores δ15N muito próximo de zero 

(0.75‰). Essa constatação pode predizer que a B. boehmii apresenta maior performance nesse 

habitat, aliado ao facto de ser uma das espécies conhecidas como tolerantes ao fogo (Maquia 

et al. 2013). 

O solo foi determinante na performance das plantas para a aquisição de C e tomada de 

nitrogénio, bem como na flora microbiana. O solo argiloso apresentou alta abundância de 
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bactérias e valores empobrecidos de δ15N e δ13C. Esse facto deve-se a presença de 

micropartículas no solo que ajudam na retenção de água e nutrientes, aliado ao facto de ter 

pouca acidez (Telles et al. 2003) e ser resistente a erosão. Por outro lado, o solo argiloso 

promove estabilização química e protecção física devido aos elevados teores de argila. 

A Análise de PCA mostrou formação de dois grupos distintos entre δ15N e δ13C (Fig. 2.15), para 

B. spiciformis e B. boehmii, isto quer dizer que as duas espécies apresentam diferentes 

mecanismos de adaptação face ao tipo de solo e regime de fogo. Supõe-se que uma ampla 

gama de possíveis mecanismos tais como fogo, disponibilidade de água e matéria orgânica 

podem afectar o δ15N na vegetação da África Austral, porem estudos realizados por Robinson et 

al. (2000); Gonzalez-Perez et al. (2004); Craine et al. (2015). Encontraram valores semelhantes 

aos do presente trabalho, mas sem ter em conta a presença do fogo que pode desempenhar 

um papel importante na absorção de nitrogénio pelas plantas 

Os dados da metagenómica foram consistentes com a análise isotópica. Confirmando que a 

espécie de B. boehmii no solo argiloso com baixa FF apresentou alta abundância de 

Bradyrhizobium que sugere que essa espécie possui simbiose com bactérias fixadoras de N. 

confirmando se pela análise isotópica na qual essa espécie apresentou valor de δ15N próximo 

de zero (0.75‰). Essa constatação prediz que a B. boehmii apresenta maior performance nesse 

habitat, aliado ao facto de ser uma das espécies conhecidas como tolerantes ao fogo. A flora 

microbiana foi negativamente afectada pela presença de alta FF, apesar de alguns estudos 

(Chidumayo 1987; Ribeiro et al. 2008b) relatarem que o fogo é importante para manter a 

integridade e estrutura do Miombo. Esse facto pode estar aliado ao facto de que a intensidade 

pelo que o fogo passa elimina a flora residente na rizosfera, sendo que estudos relatam que a 

flora microbiana precisa de 12-14 meses para a recuperação após passagem de fogo (Tobin & 

Janzen 2008). 
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3. Conclusões e perspectivas futuras  

Neste trabalhou efectuou-se um estudo comparativo entre duas espécies típicas de Miombo do 

PNG, Brachystegia spiciformis e Brachystegia boehmii, em dois tipos de solo (arenosos e 

argilosos) e em áreas sujeitas a diferentes frequências de fogo. Para tal, utilizaram-se 

tecnologias de nova geração para caracterizar a diversidade bacteriana nas respectivas 

rizosferas, bem como isótopos estáveis (δ15N e δ13C) para analisar a performance ecofisiológica 

das duas leguminosas arbóreas. O presente estudo constitui um trabalho pioneiro no 

ecossistema de Miombo, disponibilizando abordagens modernas complementares aos estudos 

de ecologia e de conservação que têm vindo a ser desenvolvidos nesta importante ecorregião. 

Em primeiro lugar, destaca-se a contribuição para os estudos de ecologia microbiana e 

prospecção biotecnológica. Assim, independentemente do tipo de solo e do regime de fogo, a 

dinâmica da diversidade bacteriana na rizosfera de B. spiciformis e B. boehmii é muito elevada e 

multifuncional. No conjunto foram identificadas 21 funções biológicas predominantes, 

salientado-se a produção de compostos bioactivos e os processos relacionados com a aquisição 

e metabolismo de nitrogénio, ferro e fósforo. Tendo em conta que o maneio de fogo é 

importante para a conservação do ecossistema de Miombo, será importante efectuar uma 

monitoria a longo prazo para verificar a dinâmica da diversidade bacteriana na rizosfera de 

espécies prioritárias. Numa perspectiva bioeconómica, será ainda relevante explorar as 

funcionalidades dos microrganismos identificados para fins de produção de biofertilizantes, 

bioremediadores, agentes antimicrobianos, entre outros. 

Em segundo lugar, a análise isotópica de δ15N e δ13C provou ser uma ferramenta de rastreio e 

bio-monitoramento dos efeitos do fogo e tipo de solo na ecofisiologia das espécies em estudo. 

No entanto, é importante salientar que somente essa informação não é suficiente para inferir 

sobre as variações dos fluxos de C e N no ecossistema, necessitando-se de mais amostras para 

se obter uma conclusão sólida. Em todo o caso, B. boehmii apresentou valores empobrecidos 

de δ15N e δ13C em solos argilosos com baixa FF, possivelmente derivados da capacidade de 
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fixação simbiótica de nitrogénio por bactérias do género Bradyrhizobium, o maior grupo 

taxonómico identificado na rizosfera das duas leguminosas analisadas.  

Finalmente, esta abordagem multidisciplinar permite reforçar a transversalidade da 

problemática estudada e enfatizar a sua relevância, em diferentes campos como a gestão de 

habitats e a biologia da conservação. Esta abordagem na resposta à problemática associada aos 

fogos pode contribuir para o desenvolvimento de uma solução para este grave problema, 

através da disponibilização de uma solução mais abrangente, integrando vários sectores da 

sociedade, como universidades, agências de conservação, gestores agrícolas e florestais e 

associações de produtores. 

Para melhor compreender a dinâmica do ecossistema de Miombo e o seu estado de 

conservação, no futuro recomenda-se: 

• Estender os estudos a outras regiões geográficas ao nível do PNG, do país e do 

segmento de Miombo da África Austral, bem a outras espécies prioritárias; 

• Efectuar a caracterização genética massiva das espécies de B. spiciformis e B. boehmii, 

bem como de outras espécies dominantes e sub-dominantes no PNG, de modo a obter 

uma compreensão mais sólida da resposta genética ao fogo, obedecendo a um critério 

de interdisciplinaridade; 

• Aprofundar o estudo do potencial de fixação simbiótica de azoto, através da pesquisa de 

nódulos radiculares e determinação dos teores de azoto no solo; 

• Caracterização de isótopos no solo de modo a ter um entendimento mais profundo da 

resposta fisiológica aos fenómenos antropogénicos. 

Dada a importância da informação referida no trabalho, é importante que se aumente o 

número da amostragem para garantir a sua representatividade. 
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Tabela 2.1: Lista dos tipos de solo, frequência de fogo, código de amostras e coordenadas 

geográficas; SBSP (amostra de solo de B. spiciformis), SBBP (amostras de solo de B. boehmii). 

Tipo de Solo 
 

Frequência 
de Fogo 

Últimos Fogos Código das 
Amostras 

Latitude Longitude 

 
Solo argiloso  

Alta 1 ano SBSP001-003 -19.00125 34.20163 

Alta 1 ano SBBP001-003 -19.00135 34.20174 

Baixo 7 anos SBSP006-008 -19.000094 34.20236 
Baixo 7 anos SBBP006-008 -18.999989 34.20720 

 
Solo arenoso 

 
Alta 

 
1.2 anos 

 
SBSP016-018 

 
-18.95165 

 
34.17806 

Alta 1.2 anos SBBP016-018 -18.95198 34.17942 

Baixo 8 anos SBSP011-013 -18.96186 34.16772 

Baixo 8 anos SBBP011-013 -18.96351 34.16873 
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Tabela 2.2: Distribuição de OTUs nos dois regimes de fogo (alta e baixa frequência) em solos 

argilosos e arenosos para as espécies em estudo B. spiciformis e B. boehmii. 

Solo Espécie Fogo OTUs 

Argiloso B. spiciformis Alto 1143 

Baixo 1083 

B. boehmii Alto 1076 

Baixo 1086 

Arenoso B. spiciformis Alto 895 

Baixo 1072 

B. boehmii Alto 1083 

Baixo 855 
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Tabela 2.3: Média e desvios padrão das razões de isótopos de nitrogénio (δ15N), carbono (δ13C), 

% de nitrogénio tecidual, % de carbono tecidual e rácio de C/N de B. spiciformis e B. boehmii, 

em solos argilosos e arenoso e em regime de alta e baixa FF. 

Solo Espécie Fogo δ15N δ13C %N %C C/N 

 
Argiloso 

B. spiciformis Alto 1.8± 0.2 -28.2± 0.2 1.6± 0.2 43.9± 0.9 27.9± 2.3 

Baixo 1.9± 0.2 -27.4± 0.3 1.8± 0.1 45.7± 0.8 26.1± 2.5 

B. boehmii Alto 2.1± 0.1 -27± 0.3 1.5± 0.2 47.1± 1.1 31.1± 2.9 

Baixo 0.7± 0.2 -28.2± 0.4 1.5± 0.2 47.5± 1.2 31.6± 3 

        

 
Arenoso 

B. spiciformis Alto 2.2± 0.2 -27.2± 0.2 1.7± 0.1 44.2± 1.4 26.9± 2.3 

Baixo 2.0± 0.2 -27.8± 0.3 1.6± 0.1 44.8± 1.1 27.7± 2.5 

B. boehmii Alto 1.6± 0.1 -27.6± 0.3 1.5± 0.2 48± 1.1 31.8± 2.9 

Baixo 1.7± 0.2 -27.8± 0.4 1.3± 0.1 48.2± 0.2 36.7± 3 
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Tabela 2.4: Análise de δ15N nos dois regimes de fogo (alta e baixa frequência) em solos 

argilosos e arenosos para as espécies em estudo B. spiciformis e B. boehmii. 

 
B. spiciformis B. boehmii 

 
F df P F df P 

Intercept 54906.76 5 0 20421.5 5 0 

Solo 0.95 5 0.4 0.9 5 0.5 

Fogo 0.71 5 0.6 4.9 5 0.01 

Solo vs Fogo 1.32 5 0.3 2.2 5 0.12 
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Tabela 2.5: Análise de homogeneidades das médias nas variáveis significativas δ15N B. boehmii 

(MS = 15.62, df = 14). 

 
Tratamento (solo vs fogo) Media δ 15N 1 2 

2 Argiloso Baixo 0.7 
 

**** 

4 Arenoso Baixo 1.4 **** **** 

3 Arenoso Alto 1.6 **** 
 

1 Argiloso Alto 2.1 **** 
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Figura 2.1: Localização geográfica da área de estudo, com os pontos de amostragem 

assinalados (círculos pretos). Fonte: Autor 2019. 
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Figura 2.2: Abundância relativa dos principais grupos taxonómicos ao nível do filo na rizosfera 

das duas espécies em estudo, B. spiciformis e B. boehmii, em solos argiloso e arenosos em 

regime de alta e baixa FF. Os filos com OTUs <1% e não identificados estão agrupados como 

outros. 
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Figura 2.3: Abundância relativa das espécies mais comuns na rizosfera das duas espécies em 

estudo (B. spiciformis e B. boehmii) em solos argilosos e arenosos em regime de alta e baixa FF. 

Setas: alterações mais proeminentes na rizosfera de cada espécie e tipo de solo, em função do 

regime de fogo. 
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Figura 2.4: Categorias funcionais do metagenoma da rizosfera de B. spiciformis e B. boehmii em 

alta e baixa FF produzido usando dados da ontologia dos subsistemas de nível 1. 
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Figura 2.5: Frequência relativa (%) das actividades funcionais das bactérias promotoras de 

crescimento. 
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Figura 2.6: Frequência relativa (%) das actividades funcionais das bactérias promotoras de 

crescimento no pool geral de amostras. 
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Figura 2.7: Abundância relativa de OTUs de bactérias fixadoras de nitrogénio na rizosfera das 

duas espécies em estudo (B. spiciformis e B. boehmii) em solos argilosos e arenosos. Setas: 

alterações mais proeminentes na rizosfera de cada espécie e tipo de solo, em função do regime 

de fogo. 
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Figura 2.8: Estimativa da diversidade microbiana através do índice Shannon (azul) e diversidade 

inversa de Simpson (laranja) na rizosfera de B. spiciformis e B. boehmii em áreas de alta e baixa 

frequência de fogo. 
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Figura 2.9: Curva de rarefacção das diferentes amostras microbianas da rizosfera de B. boehmii 

(vermelho) e de B. spiciformis (azul). 
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Figura 2.10: Análise de coordenadas principais (PCoA) mostrando as relações de similaridade 

entre amostras da comunidade bacteriana pertencentes à rizosfera de B. spiciformis e B. 

boehmii usando a métrica de distância ponderada do UniFrac: (A) Regime de fogo (PC1 vs PC3); 

(B) Tipo de solo (PC3 vs PC2; e (C) Espécie (PC1 vs PC2). O vermelho (quadrado) e o azul (círculo) 

indicam as espécies B. spiciformis e B. boehmii, respectivamente. 
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Figura 2.11: Abundância natural de δ15N nos tipos de solo e dois regimes de fogo nas duas 

espécies em estudo. O círculo indica B. spiciformis e o quadrado indica B. boehmii, o vermelho 

indica alta FF e o azul baixa FF. 
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Figura 2.12: Abundância natural de δ13C nos tipos de solo e dois regimes de fogo nas duas 

espécies em estudo. O círculo indica B. spiciformis e o quadrado indica B. boehmii, o vermelho 

indica alta FF e o azul baixa FF. 
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Figura 2.13: Razão isotópica entre abundância natural de %N e %C representada por C/N nos 

dois tipos de solo e dois regimes de fogo nas duas espécies em estudo. O círculo indica B. 

spiciformis e o quadrado indica B. boehmii, o vermelho indica alta FF e o azul indica baixa FF. 
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Figura 2.14: Análise de coordenadas principais, mostrando relações de similaridade entre as 

amostras de folhas de B. spiciformis e B. boehmii nos solos argiloso e arenoso de zonas de alta e 

baixa FF. O círculo indica B. spiciformis e o quadrado B. boehmii. O vermelho indica alta FF. e o 

azul baixa FF. 
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Apêndices  

Apêndice 1: Controlo de qualidade de amostras de DNA do solo 

Amostras  Total Bases Read Count N (%) GC (%) Q20 (%) Q30 (%) 

SBBP001 99.655.142 219.839 0 57.58 97.38 90.62 

SBBP002 107.734.810 236.512 0 57.64 97.25 90.25 

SBBP003 99.443.763 218.438 0 57.78 97.35 90.42 

SBBP006 99.102.894 217.796 0 57.43 97.33 90.49 

SBBP007 89.702.471 197.247 0 57.16 97.53 90.83 

SBBP008 87.016.503 191.400 0 57.54 97.48 90.8 

SBBP011 95.090.206 208.870 0 56.93 97.54 91.15 

SBBP012 92.241.797 205.388 0 57.56 97.57 91.1 

SBBP013 100.966.144 222.433 0 57.36 97.5 90.91 

SBBP016 89.591.127 197.165 0 57.17 97.39 90.6 

SBBP017 97.890.593 215.237 0 57.54 97.52 90.93 

SBBP018 97.160.430 213.993 0 57.9 97.43 90.61 

SBSP001 91.306.056 200.782 0 57.24 97.55 91.02 

SBSP002 94.859.771 208.460 0 56.95 97.45 90.76 

SBSP003 97.966.413 215.555 0 57.83 97.47 90.77 

SBSP006 103.437.817 227.661 0 57.33 97.49 90.91 

SBSP007 96.179.736 211.279 0 57.68 97.36 90.56 

SBSP008 93.502.194 206.270 0 57.32 97.22 90.13 

SBSP011 100.986.457 223.419 0 57.26 97.63 91.13 

SBSP012 90.737.076 200.357 0 57.19 97.39 90.65 

SBSP013 90.806.816 200.893 0 55.26 97.65 91.4 

SBSP016 90.748.702 200.082 0 57.42 97.48 90.83 

SBSP017 97.147.660 216.018 0 56.96 97.61 91.33 

SBSP018 104.186.032 229.401 0 57.75 97.47 90.89 
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Apêndice 2: Índices de diversidade da comunidade 

Amostras OTUs Chao1 Shannon Inverse Simpson 

SBBP001 841 1101.04 7.57 0.98 

SBBP002 1288 1588.6 8.10 0.98 

SBBP003 1098 1296.34 7.93 0.98 

SBBP006 1180 1499.53 7.73 0.98 

SBBP007 1044 1226.96 7.844 0.98 

SBBP008 1033 1263.65 7.01 0.96 

SBBP011 882 1186.77 5.03 0.84 

SBBP012 602 710.32 6.16 0.93 

SBBP013 1081 1277.91 7.66 0.98 

SBBP016 984 1361.16 6.92 0.96 

SBBP017 1218 1421.57 8.15 0.98 

SBBP018 913 1069.12 7.26 0.98 

SBSP001 1169 1395.6 8.24 0.99 

SBSP002 1162 1428.47 7.82 0.98 

SBSP003 1100 1365.58 7.57 0.98 

SBSP006 1071 1277.35 7.48 0.98 

SBSP007 1128 1350.33 7.95 0.98 

SBSP008 1051 1403 7.43 0.97 

SBSP011 1070 1337.97 6.94 0.95 

SBSP012 966 1160.19 7.06 0.97 

SBSP013 649 810.5 4.26 0.73 

SBSP016 1186 1468.74 8.06 0.98 

SBSP017 902 1083.87 7.05 0.97 

SBSP018 1129 1354.14 8.025 0.98 
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Apêndice 3: Análise de variância nos dois regimes de fogo (alta e baixa) em solos argilosos e 

arenosos para a espécie em estudo B. spiciformis e B. boehmii 

 

 
F df P 

Espécie 0.09 5 0.99 

Solo 0.95 5 0.46 

Fogo 1.67 5 0.17 

Espécie*Solo 0.09 5 0.99 

Espécie*fogo 0.09 5 0.99 

Solo*fogo 3.43 5 0.01 

Espécie*Solo*fogo 0.09 5 0.99 
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