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RESUMO

A diversidade especifica e genética dos fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) foi avaliada em trés estagios de estabilizagdo (duna moével, dunas semi-fixa e
fixa) das dunas na praia da Joaquina, Ilha de Santa Catarina. Na avaliagio da
diversidade especifica foram utilizados métodos diretos por meio da coleta de esporos,
indiretos a partir de esporos multiplicados em sistemas de culturas armadilhas (dois
ciclos), respectivamente, ¢ uma combinagdo de ambos os métodos O potencial de
inoculo dos FMA nos trés estagios de estabilizagdo for também avaliado por meio de
bioensaios. Dez amostras de solo foram coletadas de cada tipo de duna, durante o verdo
97 e processadas seis subamostras de 100 g de solo para a contagem e identificagdo de
esporos em cada duna. A partir da abundincia média das diferentes espécies foram
calculados os indices de riqueza e de heterogeneidade e a abundéncia relativa foi
plotada em seqii€ncia decrescente obtendo-se as Curvas do Componente Dominancia
da Diversidade para cada estagio. As curvas foram ajustadas matematicamente aos
modelos classicos de distribuicio da abundéincia. A avaliagdo da diversidade genética
foi realizada por meio da técnica de PCR-FRLP do tDNA. Esta consistiu na ampliagéo
do rDNA de esporos correspondente as comunidades de FMA de cada estagio por meio
da reagdo de polimerizagdo em cadeia, seguida das restricdo dos fragmentos
amplificados com a enzima Hinf I ¢ a subsequente analise eletroforética/ Treze espeécies
foram recuperadas por meio da coleta direta. Espécies de todas as familias de FMA
foram recuperadas das dunas, porém nem todos os representantes das diversas familias
ocorreram nos trés estagios de estabilizacdo. Membros da familia Glomaceae ndo foram
recuperados na ante-duna. A abundincia média das espécies de FMA e a riqueza
especifica aumentaram com o estagio de estabilizagdo. O indice de Margalef que
também avalia a riqueza especifica detectou um niimero proporcionalmente elevado de
espécies na comunidade de FMA da ante-duna. A abundincia relativa das diferentes
familias se modificou a medida que aumentou a estabilizagdo. As Curvas evidenciaram
diferentes niveis de adaptacdo das espécies as condi¢cdes de cada estagio. A ante-duna
apresentou a distribui¢do das espécie mais uniforme, mais adaptadas as condigdes deste
estagio, ajustando-se com maior probabilidade ao modelo broken stick, da mesma forma
que a duna fixa. J& a duna semi-fixa se ajustou preferencialmente ao modelo da série
log. Os indices de heterogeneidade indicaram a maior diversidade para a comunidade de
FMA na ante-duna. A utilizagio combinada da coleta direta de esporos e das culturas
armadilhas permitiu um acréscimo de trés espécies as treze identificadas por meio da
coleta direta, tendo sido consequentemente detectas dezesseis espécies nos trés estagios.
O potencial de inoculo dos FMA estimado pelos bioensaios aumentou progressivamente
com o estagio de estabilizagdo. Os resultados da avaliacdo genética mostraram um
maior polimorfismo do material genético dos FMA nas comunidades da duna semi-fixa.
Este resultado contrariou os resultados expressos pelos indices ¢ pelos modelos de
abundincia que indicaram uma baixa diversidade especifica ¢ uma adaptagdo
intermedidria dos FMA as condigdes ambientais, respectivamente.
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ABSTRACT

Specific and genetic diversity of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) was
assessed in three stages of stabilization of dunes (foredunes, intermediate and fixed
dunes) in Joaquina Beach, Santa Catarina Island. Specific diversity was assessed using
direct methods based on countings of field collected spores, indirect methods based on
countings of spores obtained after two cycles of trap-culturing, and the combination of
both methods. In all stages of stabilization, the inoculum potential of AMF was also
evaluated by means of bioassays. In the summer of 97, ten soil samples were collected
from each dune stage. Six-100g sub-samples were selected and processed for countings
and taxonomic identification of spores within each dune. The average species
abundance and the species richness and heterogeneity indices were assessed. The
relative abundances were plotted to obtain the "dominance diversity curves”
representative of each stage. These curves were mathematically fitted to the classic
models of abundance distribution. Genetic diversity was assessed by IDNA PCR-RFLP,
a technique consisting of a PCR amplification of the rDNA region obtained from spores
representing communities of AMF from each dune, followed by the restriction of the
amplified fragments with the enzyme Hinf I and their eletrophoretic analysis. Thirteen
species were recovered by direct methods. Species belonging to all families were
present. However, not all the representatives of each family were present in the three
stages. Moreover, no members of Glomaceae were recovered from the foredune. The
average specific abundance and species richness increased with the stabilization stage.
The Margalef’s index, another assessment of species richness, indicated the foredune as
the stage with the highest number of species of AMF. The relative abundance for
species of the different families presented a different pattern as stabilization increased.
Species abundance models indicated different levels of species adaptation to each dune
stage. In both the foredune and the fixed dune, the most uniform distribution of the
species and the best adaptation of species to environmental conditions were detected,
the patterns corresponding to the broken stick model. However, in the intermediate dune
the pattern tended to follow the log model. As for the heterogeneity indices, in the three
stages assessed the highest diversity for the AMF community occurred in the foredune.
The combined use of direct and indirect methods added three species to the thirteen
identified with the use of field collected spores. As a result, a total of sixteen species
were detected from all collections. The inoculum potential of AMF assessed by
bioassays increased gradually with the stabilization stage. The result of the genetic
assessment indicated a higher polymorphism in the genetic material of the AMF present
in the intermediate dune. In contrast, the indices and the models of abundance indicated,
for the intermediate dune, the lowest species diversity and a reduced adaptation of the
AMF communities to the environmental conditions.
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1 - INTRODUCAO

Atualmente os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) vém sendo utilizados
em varios processos biotecnoldgicos. Dentre estes se encontram a restauragio de areas
degradadas pela extracdo mineral, a biorremediagdo de solos contaminados por metais
pesados e a estabilizagio de dunas sujeitas & destruigdo por causas naturais ou
antropogénicas. Estes processos podem ser viabilizados através da revegetagdo com
plantas colonizadas por FMA.

A maioria das plantas terrestres estabelece uma simbiose mutualistica com os
FMA. Nesta simbiose, as plantas se beneficiam pelo aumento da capacidade de
absor¢do de nutrientes do solo e os fungos pela obtengdo de carboidratos produzidos
pelas plantas. Além do beneficio direto na nutrigdo mineral das plantas, os FMA podem
promover a tolerancia a estresses abidticos € bidticos.

Em ecossistemas como as dunas, sujeitos a alta salinidade, seca, ventos, baixas
concentragdes de nutrientes e altas temperaturas, entre outros, os FMA desempenham
um papel vital no estabelecimento das plantas pioneiras, na composi¢do vegetal € no
progresso da sucessdo. Programas de estabiliza¢do de dunas, por meio da revegetagdo
com plantas adaptadas aos diversos fatores bidticos e abidticos deste ecossistema, ¢,
portanto, colonizadas por FMA, requerem previamente a avaliagdo da biodiversidade,
particularmente de grupos chaves da biota do solo, como os FMA a elas associadas. O
conhecimento desta diversidade ¢ essencial, uma vez que modificagdes na estrutura das
comunidades do solo podem resultar em alteragdes das caracteristicas funcionais da

biota e conseqiientemente alterar os processos ecologicos.



A selegdo de métodos eficientes de avaliagdo da diversidade dos FMA,
associados as plantas nativas em diferentes estagios de estabilizacio nas dunas, torna-se

fundamental para o estabelecimento e o monitoramento dos programas de estabilizacdo.
Este trabalho teve como objetivo principal, avaliar a diversidade dos FMA em
trés estagios de estabilizagio de dunas.

Especificamente objetivou:

1. Avaliar a diversidade em nivel de familias e espécies, por meio de métodos

diretos - coleta direta de esporos- € indiretos - culturas armadilhas e bioensaios.

2. Avaliar a diversidade genética por meio da técnica de PCR-FRLP do rDNA.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 — BIODIVERSIDADE: CONCEITO, SIGNIFICADO E PRESERVACAO.

A palavra “Biodiversidade” resultou da contragdo das expressoes “diversidade
bidtica” ou “diversidade bioldgica” e foi introduzida em 1985, como “BioDiversidade,”
no titulo do encontro cientifico National Forum on BioDiversity, realizado na cidade de
Washington D.C., Estados Unidos (WILSON, 1988). O primeiro registro na literatura
cientifica da palavra “Biodiversidade” ocorreu em 1987, quando um autor andénimo
apresentou um relatdério sobre uma exibi¢do de painéis, intitulado “Biodiversidade em
risco” (Biodiversity Endangered)y (HAWKSWORTH, 1997). A partir de entdo, o
namero de publicages cientificas com titulos que incluem a palavra biodiversidade
aumentou exponencialmente até 1992, estabilizando-se nos anos seguintes em um
numero médio de 250 publicagdes por ano (HOGARTH, 1993; DYTHAM, 1996).

Biodiversidade refere-se a variabilidade entre os organismos vivos, provenientes
de todas as fontes, incluindo ecossistemas terrestres, marinhos € demais ecossistemas
aquaticos, ¢ aos complexos ecoldgicos que integram: incluindo a diversidade inter- e
intra-especifica e entre os ecossistemas. Esta defini¢do foi adotada pela Convengédo da
Diversidade Bioldgica (UNEP, 1992) e registrada no artigo 2 desta conveng@o.
Existem, no entanto, outras defini¢des sobre biodiversidade, tema amplo ¢ complexo,
que freqiientemente conduz & discordéncia, de tal forma que HULBERT (1971), citado
por MAGURRAN (1988), considerou biodiversidade um exemplo de um néo-conceito.

Devido a complexidade, ¢ fundamental subdividir a biodiversidade em
diferentes niveis. A importdncia de avaliar a diversidade bioldgica, ndo apenas em nivel
de espécies, mas também em nivel genético e de ecossistema, foi inicialmente
reconhecida por NORSE et al. (1980), citado por HAWKSWORTH (1997). A



diversidade genética pode ser considerada como o primeiro nivel de diversidade e indica
uma medida da informagfio que uma espécie tem codificada nos seus genes, de
importancia crucial para a sobrevivéncia. Ja a diversidade especifica refere-se a
variedade das espécies de organismos presentes em determinado local. Por ultimo, a
diversidade em nivel de ecossistemas refere-se a variedade das espécies assim como aos
processos ecologicos envolvidos. Pode-se considerar, ainda, a diversidade em nivel de
paisagem (landscape diversity), que atende a geografia dos diferentes ecossistemas em
areas mais amplas e as conexdes que ocorrem (SZARO, 1996).

A atual crise da biodiversidade é comparada freqilentemente as extingGes em
massa, documentadas pelos relatérios obtidos apos andlise de fosseis. Os registros
geologicos nos fornecem a unica informagao histdorica sobre as respostas das espécies,
populagdes, comunidades e ecossistemas frente as grandes perturbagdes ambientais.
Através destes registros € possivel enquadrar as extingdes que ocorrem atualmente num
contexto evolutivo de tempo mais amplo (RAUPP,1988; ERWIN,1996).

A vida surgiu na terra no final do periodo Pré-Cambriano e inicio do
Cambriano. O aumento exponencial da diversidade dos organismos multicelulares,
oriundos da evolugdo lenta de organismos menores € mais simples, ocorreu ha 3 bithdes
de anos. A maioria dos principais filos se originou durante esta fase. Apds este periodo
de diversificagdo das espécies, a formagdo de novas espécies, assim como a sua
extingdo, constituiram eventos naturais € o tempo de vida médio de uma espécie foi de
aproximadamente 10 milhdes de anos. Porém, a composigdo biologica da terra foi
alterada diversas vezes, pelo menos em nivel de espécies. O periodo Fanerozoico, que
incluiu a era Paleozodica, Mesozdica e Cenozdica, foi afetado por profundas
perturbagdes que culminaram em extingdes em massa. A mais séria extingd0 ocorreu no
final do Paleozoico, periodo Permiano, ha 250 milhGes de anos, e eliminou em torno de
52% das familias de animais marinhos, tendo efeito, porém, menor nas plantas € nos
animais terrestres. OQutras quatro ou cinco extingdes em massa no Fanerozdico sdo
citadas na literatura, com possibilidade de eliminagio de metade das espécies de
animais existentes na época (RAUPP, 1988).

A perda continua de espécies, em extingdes em massa, aconteceu por processos
naturais (ERWIN, 1996). No entanto, os episodios de extingdo, que vivemos

atualmente, tém caracteristicas diferentes, pois sdo causados pelas atividades do proprio



homem e vém ocorrendo a velocidades superiores aquelas dos acontecimentos naturais.
Os registros geoldgicos mostram que a vida prosperou apds extingdes drasticas, mas que
sua recuperagdo levou milhdes de anos para ser atingida. Assim, se a situa¢do atual for
equivalente a um episddio correspondente a uma extingdo em massa, é possivel que o
homem nzo tenha condi¢des para testemunhar sua propria recuperagao.

A biodiversidade deve ser considerada um recurso global que precisa ser
conservado. Varias sdo as causas que, atualmente, vém provocando a erosio da
biodiversidade, entre elas, o modelo de explosdo demografica, a destrui¢io ¢ a
fragmentagdo de habitats naturais, provocada pelas atividades do homem, tais como as
praticas extrativistas, a poluigdo quimica do solo, da agua e do ar, além de catastrofes,
entre outras (WILSON, 1988). _

Sélidos argumentos sustentam a importincia da conservagio da biodiversidade.
Estes s@o de ordem ética e estética, além daqueles que suscitam maior discussdo € que
sdo de ordem ecologica e econdmica. Ha preocupagdes estéticas quando ocorre a perda
de paisagens e espécies raras, empobrecendo-se, conseqiientemente, a experi€ncia
humana. Ha preocupagdes €ticas quando sido perdidos outros seres vivos € se concede
a prerrogativa a espécie humana de eliminar outras espécies do planeta (SOLBRIG,
1991).

Nos Estados Unidos da América do Norte, 0 movimento ambientalista
denominado “ecologia profunda™ (deep ecology), criado em 1972, contrasta com o
movimento contra a poluicdo ¢ a exaustdo de recursos nos paises desenvolvidos,
denominado “ecologia superficial”. O primeiro tem como principio basico o direito a
existéncia de todos os seres vivos e rejeita a visdo antropocéntrica, baseada no principio
de que o homem ¢ o elemento central do planeta e que o valor dos restantes seres vivos
esta relacionado com seu valor utilitario. Ecologistas, como Paul Ehrlich, consideram
este movimento suscetivel de mudar os valores, que hoje governam parte da atividade
humana, € que em conseqiiéncia sdo essenciais a persisténcia da nossa civilizagdo.
Embora todos estes argumentos sejam igualmente importantes, os de natureza ecoldgica
e econdmica s30 os que se apresentam para a sociedade humana como os mais
convincentes para a preservagdo da biodiversidade (NATIONS, 1988; EHRLICH,
1993).



Diversos cientistas sustentam que a alta diversidade especifica é essencial para o
funcionamento ¢ sustentabilidade dos ecossistemas. NAEM et al. (1994) forneceram as
primeiras evidéncias experimentais que sustentam esta hipotese. Desenvolveram
experimentos em cimaras de crescimento com condigdes controladas, mantendo em
cada cdmara o mesmo nimero de organismos dentro dos quatro niveis tréficos, porém
variando, em cada nivel, o namero de espécies. Concluiram que as comunidades com
maior biodiversidade exibiam maiores taxas de produg@o primaria (biomassa) € maior
consumo de CO; (respiragdo). Em seqiiéncia, TILMAN & DOWNING (1994)
realizaram experimentos em condi¢des de campo, com diferentes espécies de gramineas
permanentes, numa vasta area eXperimental e durante varios anos. Estes pesquisadores
observaram que, quanto maior ¢ a biodiversidade, maior é a estabilidade dos
ecossistemas, concluindo, assim, que os ecossistemas com maior riqueza especifica
foram os mais resistentes & devastagdo por estresses como a seca, apresentando também
maior capacidade de recuperagdo. Recentemente, TILMAN, WEDIN, & KNOPS
(1996) fizeram um notavel avango, quando demonstraram que, a medida que aumentou
a biodiversidade, em diferentes ecossistemas de gramineas, aumentou também a
produtividade e a eficiéncia na utilizagdo dos recursos minerais do solo. Estes
pesquisadores alertaram para o fato de que esta concluséo pode ndo ter sido apenas um
resultado direto do aumento da biodiversidade, mas um reflexo do aumento do namero
de papéis funcionais no ecossistema, resultante do aumento no nimero de espécies.
Foi, assim, evidenciada a importdncia do papel da biodiversidade funcional nos
ecossistemas. Existem, entretanto, criticas aos trabalhos de Tilman e colaboradores,
especificamente no que se refere ao delineamento experimental e & interpretacdo dos
resultados (HUSTON, 1997).

As publicagdes mais recentes vém sugerindo a necessidade de reavaliagdo
destes conceifos, indicando que o aumento da produtividade, assim como o aumento da
capacidade de aquisi¢do de nutrientes € da sustentabilidade dos ecossistemas podem
estar associados com o maior numero de espécies chaves e ndo apenas a uma maior
riqueza especifica (GRIME,1997).

Por outro lado, NAEM & LI (1997) reforgaram a hipdtese de que a
biodiversidade pode representar uma seguranga biologica contra as ameagas externas.

Em experimentos com microcosmos e diversas espécies de microrganismos em



- diferentes grupos funcionais ou troficos, verificaram que quanto maior foi 0 nimero de
espécies em cada grupo funcional, maior foi a capacidade de produgdo de biomassa no
ecossistema. Estes pesquisadores verificaram também que a redundancia de espécies,
presenca de multiplas espécies em cada grupo funcional, constituiu um importante
commodity para o ecossistema. A base ecoldgica deste “seguro biologico” foi explicada
pelo principio do crescimento compensatorio, um processo ecologico amplamente
observado na natureza, que ocorre quando uma espécie, dentro de um grupo funcional,
aumenta o seu crescimento em func¢io da redugdo ou perda de outra espécie no mesmo
grupo funcional. Como resultado, pode-se, portanto, concluir que o efetivo papel da
biodiversidade nos ecossistemas € assunto controverso.

No que se refere a conservagio da biodiversidade, os interesses econémicos tém
prevalecido em relag@io as preocupagdes éticas, estéticas ¢ ambientais. A Conferéncia
das Nagdes Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento, realizada no Rio de
Janeiro em 1992, colocou frente a frente interesses € poderes de decis3o desiguais entre
os paises que controlam a tecnologia e aqueles que detém maiores biodiversidades. A
biodiversidade constitui a matéria-prima da biotecnologia ¢ a fonte de novos produtos,
principalmente aqueles de origem microbiana. E na demanda de produtos novos, assim
como na substituicdo de outros ja produzidos por vias ndo biolégicas, que reside o
maior interesse na exploragdo da biodiversidade (BULL,1991; IWU,1996).

A biotecnologia microbiana ndo € uma ci€ncia nova, mas, atualmente, com o
desenvolvimento de novas tecnologias, principalmente no que se refere as técnicas
moleculares, vem ampliando seu espectro de aplicagfes. Através dela, vém sendo
obtidos metabolitos, utilizados na industria farmacéutica, na quimica fina ¢ na
agroquimica, enzimas para o processamento de alimentos e biotransformagoes,
proteinas humanas, como a insulina, obtidas por meio da engenharia genética. Além
destes produtos, os microrganismos vém sendo utilizados nos tratamentos de efluentes
¢ residuos, e muitos vém fornecendo genes para a obtengdo de plantas transgénicas de
importincia agricola, medicinal e industrial. Diversos microrganismos sdo também
utilizados na preparagdo de indculos, que propiciam o aumento da produtividade
agricola e florestal, como por exemplo, as bactérias fixadoras de nitrogénio e os fungos
micorrizicos. Estes ultimos podem ser também utilizados na recuperagdo de areas
degradadas (PETERSON, et al. 1984; NIESBET et al. 1991).



O sucesso da biotecnologia depende sobretudo da biodiversidade microbiana e
da conservagdo dos recursos genéticos que dela advém. Os microrganismos,
principalmente os fungos e as bactérias, exibem uma extraordinaria diversidade no que
se refere a sua nutrigdo, a exploragdo dos nichos ecologicos, a interagdo com outros
organismos € a seus metabolismos secundarios (NIESBET et al., 1991).

O germoplasma de interesse para a industria biotecnologica concentra-se,
sobretudo, nos paises tropicais € em desenvolvimento, sendo Brasil, Coldmbia, México
e Indonésia os quatro paises mais ricos em biodiversidade. O Brasil, por sua vez, lidera
as estatisticas mundiais neste sentido, reunindo o mais elevado nimero de espécies de
organismos do planeta. Do total dos organismos ja descritos, mais de 10% ocorrem em
territorio brasileiro. A exploragdo racional desta riqueza daria uma nova face a politica
de desenvolvimento do pais e a perda desse patriménio, além de constituir um desastre
de proporgdes planetdrias, repercutiria profundamente na area econémica do proprio
pais (MITTERMEIER et al., 1992).

A diversidade bioldgica e sua conservagdo vem gerando grande interesse a nivel
cientifico e politico, ¢ s3o numerosas as iniciativas nacionais e internacionais
desenvolvidas nestes dois planos. Em Maio de 1989, foram langadas pelo Programa
Ambiental das Nagdes Unidas (United Nations Environment Programme- UNEP) as
primeiras tentativas para desenvolver a estrutura da Convencgdo sobre a Diversidade
Biologica. Nessa época, o Consetho Governamental da UNEP deu inicio as
negociagdes através da realizagdo de uma convengéo internacional para a discussdo do
tema da conservagdo da biodiversidade global. Esta convengdo ocorreu em Junho de
1992, no Rio de Janeiro, durante a Conferéncia das Nagbes Unidas para o Meio
Ambiente e Desenvolvimento, com a participagdo de membros de cerca de 160 paises.
O tratado estabelecido tomou-se efetivo em Dezembro de 1993 e foi ratificado por 152
paises em Jutho de 1996 (IWU, 1996, SZARO, 1996, HAWKSWORTH, 1997).

A Convengdo Internacional € um documento que consta de 42 artigos € 2 anexos
e apresenta, como objetivos, a conservagdo da diversidade bioldgica mundial, a
utilizagdo sustentavel de seus componentes, o reconhecimento dos direitos soberanos e
da autoridade dos estados € paises sobre seus recursos naturais, a divisdo dos beneficios
originados da exploragdo dos recursos genéticos e a defini¢do de mecanismos legais e

multilaterais para o intercimbio de material genético (IWU, 1996).



2.2 — AVALIACOES E MEDIDAS DA BIODIVERSIDADE

As medidas da biodiversidade levam em conta dois componentes: a riqueza
especifica, ou variedade ou densidade de espécie e a uniformidade (evenness) ou
equitatividade na reparticdio de individuos entre as espécies, representada pela
abundincia relativa ou o grau de dominéncia das diferentes espécies (ODUM, 1985).
Esta dependéncia da biodiversidade de dois componentes € um dos motivos que tornam
sua avaliagdo complexa (MAGURRAN, 1988).

As medidas de diversidade mais utilizadas pelos ecologistas podem ser divididas
em trés categorias principais:' os indices de riqueza especifica, os modelos da
abundincia das espécies e os indices de heterogeneidade (MAGURRAN, 1988).

Dentro dos indices de riqueza, o mais simples e o mais freqiientemente utilizado
¢ o indice de riqueza (S) que representa o nimero total das espécies presentes em uma
comunidade (ODUM,1985). No caso de areas de estudo bem delimitadas, tanto no
espaco quanto no tempo, incluindo espécies adequadamente enumeradas e identificadas,
o indice de riqueza das espécies pode fornecer uma medida de diversidade intuitiva e
extremamente util (MAGURRAN, 1988). No entanto, com freqii€ncia torna-se dificil a
caracterizagdo das comunidades, em parte devido a problemas taxonémicos e também
devido a problemas de amostragem. © nimero de espécies depende do numero de
amostras coletadas e também do volume de habitat explorado (BEGON, 1986). Sendo,
portanto, fundamental, nestas determinagdes, a defimi¢do de um sistema de amostragem
representativo do local e das espécies em estudo (MAGURRAN, 1988).

Existem, entretanto, outros indices que expressam a riqueza especifica, dentre
os quais, o indice de Menhinick's e o de Margalef. Estes indices utilizam uma
combinagio entre a riqueza (S) € o numero total de individuos () presentes na amostra.
Q indice de Margalef, assim como a riqueza (S), € sensivel ao tamanho da amostra.

Dentre as medidas de avaliagdo da diversidade, estdo ainda os modelos de
distribui¢do da abundincia das espécies. Embora diversos pesquisadores tenham
proposto varios modelos, a diversidade pode ser representada por quatro modelos
principais: a log normal, a série geomeétrica, as séries logaritmicas e o0 modelo brocken
stick de MacArthur (MAGURRAN, 1988). Estes modelos expressam uma progressdo

que representa, nas séries geométricas, poucas espécies dominantes € as restantes pouco
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representadas; nas séries log e log normal, maior nimero de espécies com a abundéncia
intermediana e, finalizando, no modelo broken stick, espécies com abundincia
equitativa. Quando a abundéncia das espécies € plotada, em seqiiéncia decrescente, em
um grafico, as séries geométricas s3o representadas por linhas retas com pendentes
ingremes. As séries log também sdo representadas por uma linha reta com pendente
ingreme, embora ndo t3o pronunciada como no modelo anterior. Ja as séries log normal
sdo representadas por curvas sigmoidais e, por ultimo, as curvas do modelo broken stick
sdo apresentadas por pendentes suaves (MAGURRAN 1988). BURTON et al. (1992)
sugeriram que uma curva com forte pendente representou a dominéncia de uma ou
poucas espécies relativas ao nimero total de espécies (baixa riqueza efou baixa
uniformidade), enquanto uma curva com pendente suave expressou um maior equilibrio
entre a distribui¢@o das espécies, mas uma alta diversidade e/ou riqueza. Estes modelos
de distribuigdo de abundincia podem explicar também a reparticio de nichos
ecologicos. Nesse sentido, as séries geométricas representam um caso de maxima
ocupagdo dos nichos, enquanto a série broken stick de MacArthur pode refletir um caso
de minima ocupagdo de nicho por cada espécie, sendo os recursos divididos
equitativamente. Estas duas possibilidades representam o que corresponde a situagdes
extremas, sendo que a maioria das distribuiges que ocorrem na natureza se aproxima
ao tipo de curva sigmoidal intermediaria, indicando um padrdo mais complexo de
diferenciagdo e de superposigédo de nichos (ODUM, 1985).

Por ultimo, a terceira categoria das medidas de avaliagdo da biodiversidade é
constituida pelos indices de heterogeneidade. Estes indices s3o proporgles ou
expressdes matematicas, que levam em consideragio, de forma combinada, a riqueza
especifica ¢ a abundincia relativa (ODUM, 1985). De acordo com MARGALEF
(1991), qualquer fun¢io mondtona (fungbes que s3o apenas crescentes ou decrescentes)
que tenha um valor minimo, quando todos os elementos pertencam a uma unica classe
ou espécie, € um valor maximo, quando cada elemento pertence a uma classe ou espécie
distinta, pode servir de indice de diversidade. Dos varios indices de heterogeneidade
propostos, distinguem-se duas classes, os indices informacionais € os indices de
dominincia (MAGURRAN,1988).

Os indices informacionais baseiam-se no principio de que a diversidade, ou

informagdo, num sistema natural, pode ser medida de forma similar a informagio
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contida num cddigo ou mensagem. Dentro destes indices, 0 mais utilizado € o indice de
Shannon (H). Este indice considera que todas as espécies estdo representadas na
amostra. Outro indice informacional € o indice de Brillouin, que ¢ apropriado para o
caso de individuos ndo aleatoriamente amostrados. Este ultimo indice, no entanto,
requer calculos mais complexos que o de Shannon (#) (MAGURRAN, 1988).

O segundo grupo dos indices de heterogeneidade refere-se aos indices de
dominancia, que consideram com maior peso as espécies dominantes. Entre estes,
encontra-se o indice de Berger-Parker, o qual representa uma medida de dominéncia
simples e facil de calcular, contudo, com pouca capacidade discriminativa. Qutro indice
deste grupo ¢ o indice de diversidade de Simpson (D ou D’), que é um dos mais
freqlientemente utilizados. ‘

De todos os indices de heterogeneidade, os mais utilizados em pesquisas
ecoldgicas sdo o indice de Simpson (D) ¢ o indice de Shannon (H). Estes dois indices
diferem principalmente quanto a forma de evidenciar as espécies na amostra. O
priméiro, evidencia as espécies dominantes, enquanto o segundo, o indice de Shannon
(H), evidencia espécies raras na amostra (ODUM, 1985). Ambos tém uma capacidade
de discriminagdo moderada € um nivel intermediario quanto a complexidade dos
calculos. Em termos de sensibilidade ao tamanho da amostra, o indice de Simpson (D)
apresenta uma sensibilidade menor (MAGURRAN, 1988). A partir dos indices de
diversidade de Simpson (D) e Shannon (H) calculam-se os respectivos indices de
uniformidade ou eqiiitatividade, os quais correspondem a uma normatizagdo dos indices
de diversidade (ODUM, 1985).

As medidas de biodiversidade podem ser aplicadas em diversas escalas e
hierarquias taxondmicas. WHITTAKER (1960), citado por ODUM (1985), dividiu a
diversidade em diferentes escalas espaciais: alfa, que se refere a diversidade que ocorre
dentro de um mesmo habitat ou dentro de uma comunidade; beta, para a diversidade
que ocorre entre habitats; e gama para a diversidade que ocorre numa escala geografica,
em nivel de bioma, de continente, de ilha, entre outros.

No que se refere aos diferentes niveis hierarquicos, as medidas de diversidade,
teoricamente, podem ser aplicadas desde a diversidade genética até a diversidade dos
ecossistemas. Também podem ser utilizadas nas diferentes categorias taxonOmicas,

podendo se aplicar a riqueza € o evenness as familias, aos gé€neros, as ragas, as



12

variedades ou aos ecotipos. Na maioria das pesquisas, estes componentes geralmente se
referem a diversidade especifica (BURTON et al., 1992).

As medidas de biodiversidade podem ser importantes, no monitoramento
ambiental onde se presume que os efeitos adversos da poluigdo reduzam a diversidade
ou impliquem em alteragdes nas formas da distribuicdo da abundincia das espécies.
Nos dois casos, a diversidade € sindnimo de “qualidade ecologica” e é utilizada como
um indice da “saide” do ecossistema. Para o monitoramento ambiental, utilizam-se
amplamente os indices de diversidade e da distribui¢do da abundédncia das espécies,
sendo que para o manejo, com finalidade de preservagdo, se adotam quase
exclusivamente as medidas de riqueza de espécies (MAGURRAN, 1988).

23 - A BIODIVERSIDADE MICROBIANA - O CASO ESPECIFICO DOS
FUNGOS

A avaliagdo da biodiversidade é uma tarefa complicada. Qs principais
problemas sdo a amplitude da propria diversidade biologica, a dificuldade na
recuperagdo € na identificagdo taxondmica de diversos grupos de seres vivos € a
caréncia de taxonomistas capacitados. Estes problemas sdo amplificados quando se
trata de avaliar a diversidade microbiana (BOUSSIENGUET, 1991).

Estimativas indicam a existéncia de 30 milhdes de espécies vivas no planeta.
Dentre estas, apenas 5% foram descritas numa proporgdo de 15.000 a 20.000 espécies
por ano. Desta forma, com base na utilizagdo dos métodos atuais de avaliagdo e nas
propor¢des indicadas, estima-se que serdo necessarios quase 2 milénios para se
descrever todos os organismos existentes no planeta. Lastimavelmente, a erosdo dos
recursos genéticos, como resultado da destruicio das florestas e de outros
ecossistemas, tem ocorrido em velocidades maiores do que ocorre a avaliagdo da
diversidade de alguns grupos de seres vivos, como por exemplo, 0s microrganismos
(WILSON, 1988; BOUSSIENGUET, 1991; HUNTER, 1996).

No caso dos microrganismos, alguns autores indicam que aproximadamente

99% das espécies presentes em ecossistemas naturais ainda ndo foram identificadas,



sendo este conhecimento essencial para um manejo efetivo dos recursos naturais como
fonte de novos microrganismos ou genes para a inovagdo tecnologica (ATKINSON,
1996). Os trabalhos de TORSVIK et al. (1990a ; 1990b) mostraram a situagdo de
precariedade em que se encontra o conhecimento da diversidade microbiana. Estes
pesquisadores coletaram duas amostras de solo de apenas uma grama, sendo uma
proveniente de uma floresta e outra de sedimentos marinhos, na Noruega. De cada
amostra foram recuperadas bactérias e extraido o DNA total. Apods analise do DNA
foi estimado o numero aproximado de espécies presentes, concluindo-se que, de cada
amostra, mais de 4.000 espécies estavam presentes com reduzida sobreposi¢do nas
duas amostras. Foram, entretanto, até presentemente identificadas cerca de 4.000
espécies de bactérias, ou seja, um numero equivalente aquele identificado por
TORSVIK em uma amostra de solo reduzida. Esta situagdo também ocorre com
outros grupos de microrganismos.

A diversidade microbiana, até hoje identificada, inclui 82.500 espécies, dentro
das quais, cerca de 72.000 correspondem a espécies fungicas. Os fungos constituem,
apds os insetos, 0 maior grupo de organismos no planeta. Conseqiientemente, a tarefa
de se obter um inventario a nivel mundial é de maior magnitude para os fungos do que
para outro grupo de microrganismos. Estima-se, com base na relagdo plantas
vasculares—fungos (6:1), na Gra Bretanha, onde ambos grupos vém sendo amplamente
estudados, que a diversidade fingica global seja de aproximadamente 1.500.000
espécies. Estes dados foram confirmados pelos resultados do projeto “Avaliagdo da
biodiversidade global” (Global biodiversity assessment), empreendido pelo Programa
Ambiental das NagGes Unidas entre 1993-95 (HAWKSWORTH, 1995; 1997). No
entanto, de acordo com LODGE (1997), os micologistas que pesquisam alguns
ecossistemas tropicais concluiram que a diversidade fiingica nestas regiées € maior do
que nas regides temperadas, considerando-se, portanto, o valor obtido subestimado.

A dificuldade na avaliagdo da diversidade fiingica deve-se a diversos fatores,
que vio desde os metodologicos a dimensdo desses microrganismos, como ao elevado
numero de espécies presentes nos locais de estudo, entre outros. Apenas alguns grupos
de fungos estdo completamente caracterizados e identificados taxonomicamente, fato
que resulta ndo s6 da caréncia de profissionais capacitados, como de informagdes sobre

as caracteristicas taxondmicas diferenciadoras dos grupos ou das espécies. A falta de
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. consenso entre 0s microbiologistas no que se refere ao conceito de “espécie” e de
“especificidade face ao hospedeiro” constitui, também, um fator complicador.
(CANNON, 1997). Tradicionalmente, a biodiversidade se baseia na espécie como
unidade de avaliagdo. Entretanto, quando se considera o caso dos microrganismos o
conceito classico de espécie ndo pode ser aplicado (TORSVIK et al., 1996). Segundo
HAWKSWORTH (1995), o conceito de morfo-espécie vem, assim, sendo o mais
utilizado pelos micologistas. Este conceito reconhece as unidades, baseando-se nas
caracteristicas morfologicas dos individuos, mas dados moleculares vém mostrando que
algumas morfo-espécies compreendem varias espécies biologicas e/ou filogenéticas.

Embora os fungos constituam um grupo numeroso de microrganismos com
grande potencial biotecnologico e desempenhem fungbes importantes nos ecossistemas,
pouca atengdo vém recebendo na area cientifica. Os fungos podem desempenhar
atividades saprofitas, parasitas € ainda simbioticas, sendo que neste caso diversos
fungos podem desenvolver associagdes mutualisticas com as raizes da maioria das
plantas vasculares, as micorrizas (HAWKSWORTH, 1991).

As micorrizas podem ser consideradas simbioses quase universais, ndo sé pelo
grande numero de plantas susceptiveis como também pela ocorréncia generalizada na
maioria dos habitats. De acordo com as estruturas produzidas na raiz e sua fungéo séo
distinguidos diversos tipos, sendo os principais, as ericoides, as ectomicorrizas, as
endomicorrizas.

Os fungos envolvidos nas endomicorrizicas de tipo arbuscular (FMA) sdo
simbiontes obrigatdrios, ou seja, s¢ completam seu ciclo de vida na presenga de uma
planta hospedeira. Estes fungos desenvolvem a simbiose associados a 90% das plantas
terrestres, constituindo o tipo mais difundido entre as micorrizas. As plantas associadas
aos FMA se beneficiam principalmente pelo aumento da capacidade de absor¢do de
nutrientes, particularmente o fosforo; e os fungos, por sua vez, se beneficiam recebendo
carboidratos fornecidos pelas plantas hospedeiras (HARLEY & SMITH, 1983). Além
do beneficio direto na nutri¢do das plantas, os FMA podem promover a tolerancia a
estresses abidticos e bioticos. Os FMA podem colonizar um numero elevado de plantas
de grupos taxondmicos diferentes, apresentando uma falta de especificidade
generalizada para o hospedeiro (BAREA, et al., 1984). Porém, ¢ importante distinguir

entre “especificidade”, ou seja, a capacidade inata para colonizar; “infectividade™, isto
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€, o nivel de colonizagéo; e "efetividade”, a resposta do hospedeiro a colonizagdo. Cada
espécie de FMA dispde de infectividades distintas e também pode propiciar diferentes
efeitos no desenvolvimento das plantas, o que, por sua vez, depende de fatores
ambientais particularmente do solo. A infectividade de uma comunidade de FMA
depende do numero, do tipo € do vigor de propagulos fingicos e pode ser avaliada
através de bioensaios com hospedeiros de facil crescimento em condi¢des controladas.

Existem evidéncias que plantas fosseis apresentavam coloniza¢ées radiculares
datadas de aproximadamente 400 milhdes de anos (PIROZYNSKI & DALPE, 1989).
Estas evidéncias vém sendo corroboradas por meio da analise molecular dos genes
ribossdmicos. A seqiiéncia génica 17S do RNA ribossdmico foi utilizada como um
relogio molecular para inferir as épocas de divergéncia entre as familias € os géneros
dos FMA. Da mesma forma, se estimou a época em que poderiam ter sido originados
os FMA, e se concluiu que ocorreu entre 350-460 milhdes de anos (SIMON et al., 1993,
1996). Ambas evidéncias reforgam a hipdtese de que estes fungos desempenharam um
papel fundamental na colonizagdo do ambiente terrestre pelas plantas.

As associagGes micorrizicas afetam de forma relevante o funcionamento dos
ecossistemas terrestres.  Os fungos micorrizicos interagem diretamente com a
comunidade microbiana, a comunidade animal ¢ a comunidade vegetal. Estas
interagdes envolvem competigOes por espagco € por nutrientes, quer entre fungos
micorrizicos, entre fungos saprofitas e parasitas, e ainda, com a restante biota do solo.
As interagGes com a comunidade animal podem ser tanto positivas quanto negativas.
Os fungos competem com os animais pelo carbono das plantas com as quais se
associam. Alguns animais utilizam o micélio como substrato nutricional, resultando na
perda de biomassa fiingica. Algumas intera¢des t€m também um papel importante na
dispersio dos fungos micorrizicos. Desta forma, as micorrizas influenciam a
composigdo e o funcionamento das comunidades vegetais, regulando a distribuigdo dos
recursos € o desenvolvimento das plantas. Esta regulagdo pode ser realizada por meio
do transporte de nutrientes, preferencialmente de um individuo para o outro, assim
como, pela distribuicdo dos nutrientes ¢ do carbono através da comunidade (ALLEN,
1991).
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A transferéncia de carbono entre as raizes de plantas interligadas por meio dos
micélios de FMA foi cdmprovada por FRANCIS et al. (1984). Estes pesquisadores
utilizaram experimentalmente plantas micorrizadas € ndo micorrizadas de uma unica
espécie e as submeteram a um tratamento com carbono radiativo. Estas plantas foram
consideradas como "doadoras", promovendo a infec¢do micorrizica € a transferéncia do
carbono. Por outro lado, plantas de outra espécie, que nio estavam micorrizadas, foram
consideradas como "receptoras” dos beneficios fornecidos pelas "doadoras". Estas
ultimas foram submetidas a distintas intensidades de sombreamentos. Qs resultados
obtidos por meio de auto-radiografia mostraram que as interligagGes funcionavam como
uma via direta na transferéncia de_carbono entre as raizes das plantas "doadoras"
micorrizadas e as "receptoras” ndo micorrizadas, e, ainda, que a magnitude da
transferéncia foi maior na diregdo das plantas receptoras, submetidas a baixa
iluminac¢do, em compara¢ido com as plantas que receberam uma iluminagao total.

O papel dos FMA nas comunidades foi investigado por GRIME et al. (1987) em
condigdes controladas. Estes pesquisadores concluiram que a colonizagdo micorrizica
causou um aumento da produtividade do ecossistema por intermédio da espécie vegetal
dominante, que favoreceu as restantes espécies associadas. Todas as espécies
colonizadas apresentaram biomassa relativamente maior que as mesmas espécies sem
micorrizas. A maior diversidade vegetal foi, em parte, resultante do aumento da
sobrevivéncia das plantas colonizadas. Da mesma forma que FRANCIS, estes autores
verificaram a ocorréncia de transferéncia carbono radioativo das plantas colonizadas
para aquelas nédo colonizadas.

As plantas diferem quanto & sua dependéncia micorrizica. Aquelas que t€ém o
crescimento estimulado pela associagdo sdo denominadas micotroficas € podem ser
obrigatérias ou facultativas. As obrigatorias ndo se desenvolvem sem micorrizas,
enquanto que as facultativas se desenvolvem na auséncia da simbiose quando em solos
férteis, mas se beneficiam da associagdo quando se encontram em solos pobres. Em
sucessdes vegetais, o tipo de planta que ocorre em cada estagio apresenta dependéncias
distintas da simbiose micorrizica (JANOS, 1980). Este pesquisador verificou que nos
primeiros estagios de uma sucessio ocorreu uma predomindncia das plantas ndo
micotroficas, as quais foram substituidas gradualmente por espécies micotrdficas

facultativas e, finalmente, nos Gltimos estigios sucessionais por plantas micotréficas
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. obrigatérias. Este modelo evidenciou a importincia dos FMA nos processos
ecologicos, tal como, as sucessdes vegetais. No entanto, estudos realizados por
KOSKE & POLSON (1984) em dunas, em Rhode Island, nos Estados Unidos,
mostraram alguns resultados contrastantes, particularmente no estigio inicial de
sucessdo. Estes pesquisadores verificaram que Ammophila breviligulata, a graminea
predominante nos estagios iniciais de estabilizacdo de dunas, apresentou altos indices de
coloniza¢do micorrizica. Esta evidéncia sugeriu que o estabelecimento de micorrizas

foi essencial no processo de estabilizagio das dunas e sua sucessdo subseqiiente.

24 - O0OS FUNGOS MICORRIZICOS: IMPORTANCIA E AVALIACOES DA
DIVERSIDADE.

2.4.1 - DIVERSIDADE A NIVEL DE FAMILIA E DE ESPECIE

Sdo reconhecidas atualmente cerca de 150 espécies de FMA o que representa
um numero baixo, quando comparado aos milhares de espécies de ascomicetos e
basidiomicetos que constituem as estimativas de fungos ectomicorrizicos (SANDERS,
1997).

Os grupos taxondomicos dos FMA estdo subdivididos de acordo com a estrutura e
o processo de desenvolvimento do fungo. As espécies, aproximadamente 150, os seis
géneros: Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora, Scutellospora, Glomus, e
Sclerocystis; as trés familias: Acaulosporaceae, Gigasporacea, Glomaceae € as duas
subordens: Glominae e Gigasporinae estio agrupados na Ordem Glomales, Classe
Zigomicetes, Subdivisio Zigomicota. Esta ordem inclui fungos micorrizicos que
produzem arbusculos nas células do cortex radicular. Ja os membros de cada subordem
diferem quanto ao tipo de estrutura micorrizica produzida e quanto a seqiéncia de
eventos na formagdo dos esporos. Por outro lado, as familias e os géneros diferem

quanto ao modo de formagdo dos esporos, a sua organizagdo € a0 processo germinativo.
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Finalmente, as espécies sdo diferenciadas por caracteristicas subcelulares geralmente
associadas ao processo germinativo (SYLVIA, 1998).

Sendo os FMA simbiontes obrigatdrios, a avaliacdo da diversidade envolve
procedimentos complexos. Um aspecto complicador reside no fato de que os fungos
proliferam tanto no solo como no cortex radicular, portanto, dispondo de uma fase
extra-radicial e de uma fase intra-radicial. A fase extra-radicial inclui esporos ¢ hifas e
¢ o componente mais freqiientemente utilizado nas avaliagdes. A contagem de esporos
recuperados do solo € uma das medidas usadas para quantificar a diversidade, sendo
uma estratégia direta de avaliagdo. Porém, varios pesquisadores vém considerando
insuficiente a utilizacdo dos esporos como unica fonte para as avaliagbes. MORTON
(1993) aponta dois motivos de consideragdo problemdtica para a avaliagio da
diversidade de FMA com base em esporos. O primeiro problema pode surgir uma vez
que a auséncia de esporos ndo indica necessariamente a auséncia de fungos
micorrizicos, ja que estes podem estar presentes intra-radicialmente ou sob a forma
micelial no solo. O segundo, pode estar relacionado a dificuldade na identificagdo dos
fungos a partir de esporos coletados a campo, geralmente deteriorados por
hiperparasitismo ou, entdo, por se encontrarem em fases de desenvolvimento
inadequadas para a identificagéo das estrutura diferenciadoras.

Outro aspecto a ser observado € que as avaliagdes por métodos diretos refletem
eventos passados da simbiose, sendo conseqiientemente incorreta a relagdo desta
informac¢@o com a situag@o contemporanea, o que pode comprometer a interpretagdo
dos dados das avaliagdes. O uso isoladamente de métodos diretos pode desta forma
conduzir a subestimacio ou superestimagdo da diversidade (SANDERS, 1996).

Métodos complementares que permitam a avaliagdo da diversidade dos FMA
sdo fundamentais. Dentre estes, podem ser utilizados as culturas armadilhas ¢ os
bioensaios, que consistem em métodos indiretos da avaliagigo. MORTON (1995 b)
estimou a diversidade especifica dos FMA em quatro diferentes ecossistemas, incluindo
as dunas. Para tal, utilizou uma combinagdo de métodos, como a avaliagdo direta a
partir de esporos recuperados diretamente do solo e a avaliagio complementada com
esporos resultantes de trés geragGes de culturas armadilhas. As culturas armadilhas s@o
importantes na complementagio da diversidade € podem ser obtidas apés a

multiplicagdo dos esporos de FMA coletados a campo, em hospedeiros alternativos,
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obtendo-se assim populagdes mistas de fungos com esporos de alta viabilidade e,
portanto, de facil identificagdo taxonémica. Através das culturas armadilhas é, por
vezes, possivel recuperar espécies ndo detectadas a campo. Segundo MORTON
(1995b), o namero de espécies identificadas, em solos de dunas, aumentou com a
utilizag@o desta estratégia, tendo permanecido constante apds a segunda geragido das
culturas armadilhas.

No bioensaio, método indireto para avaliagdo da abundincia, € estimado o
numero de propagulos (esporos, hifas e raizes infectadas) vidveis presentes no solo, que
na contagem direta de esporos ndo € identificado. Neste método, sdo avaliados os
pontos de entrada dos fungos na raiz, ou a porcentagem de infecgéo radicular, da planta
hospedeira ao final de diferentes periodos de tempo, de cultivo em solo proveniente do
sitio em estudo ( MOORMAN & REEVES, 1979 ).

A maioria dos resultados publicados sobre a diversidade dos FMA se baseou
exclusivamente em esporos coletados diretamente do solo (MORTON, 1993). ‘Nas
diversas publicagdes em que foi apresentada a diversidade especifica dos FMA,
utilizando-se esporos coletados a campo em sistema de dunas em varias regides do
planeta, os resultados foram expressados na sua grande maioria através do indice de
riqueza especifica (S) e da abundancia. Um dos primeiros estudos sistematicos sobre os
FMA em dunas foi realizado por NICOLSON (1960). Neste trabalho, o pesquisador
verificou que o grau de coloniza¢do micorrizica nas gramineas das dunas, na Escdcia,
variava conforme a esta¢fio do ano ¢ a posi¢o das plantas nas dunas, aumentando desde
a ante-duna a duna fixa. Em pesquisas realizadas em dunas da Australia, KOSKE
(1975) mostrou que a abundéncia, assim como a riqueza especifica, eram menores na
ante-duna e que estes valores aumentaram com o estagio de estabilizagdo. Da mesma
forma, KOSKE & HALVARSON (1981), em dunas em Rhode Island, analisaram as
variagOes da abundincia e da freqiiéncia dos FMA, considerando a cobertura vegetal €
algumas caracteristicas quimicas e fisicas do solo, tais como, pH, matéria orgénica ¢
tamanho dos grdos de areia. Concluiram que a abundéincia ¢ a riqueza aumentavam
com a cobertura vegetal, ou seja, com o nivel de estabilizagdo, ocorrendo uma baixa
correlagdo com os fatores analisados, exceto o tamanho dos grios de areia. Trabalhos
recentes realizados nas dunas do Golfo do México (CORDIKI & RINCON, 1997a)

avaliaram o estado micorrizico € o potencial de inéculo dos FMA, ao longo de um
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gradiente sucessional, utilizando para tal, dois tipos de bioensaio diferentes. Um dos
bioensaios foi realizado em condig¢des controladas e outro, em condi¢des de campo. De
acordo com os resultados dos dois bioensaios, ocorreu um aumento da atividade
micorrizica com 0s estagios sucessionais. Trabalhos sobre a avaliagdo de diversidade
dos FMA em estagio sucessionais de uma plantagio de Ammophila breviligulata em
regides de dunas em Massachussetts, Estados Unidos, verificaram que a riqueza, a
abundancia e a porcentagem de raiz colonizada aumentavam com a sucessdo de forma
similar as sucessdes naturais.

Poucos pesquisadores tém avaliado a diversidade especifica de forma
integrada, envolvendo diversos métodos. No entanto, KOSKE (1987) analisou a
composigdo das espécies de FMA ao longo de uma linha de aproximadamente 350 Km
de dunas na costa Atlantica. Este pesquisador recuperou um total de 23 espécies,
sendo que Gigaspora sp e Scutellospora sp foram as espécies predominantes. Nesta
regido, o principal fator de variagdo foi a temperatura, tendo se observado uma relativa
uniformidade no que se refere a outros fatores como as condigdes edaficas, a
precipitagdo anual e a vegetagcdo, entre outros. A uniformidade das condig¢Ges
possibilitou a avaliagdo da composigdo dos FMA em resposta a uma variavel. Para tal,
foram utilizados pardmetros, como a densidade de espécies, a riqueza especifica, o
indice de dominincia de Berger-Parker modificado e¢ as curvas do componente
dominancia da diversidade e observados que os efeitos da temperatura numa
comunidade de FMA foram separados em dois componentes, o primeiro com efeito
direto sobre o fungo e segundo sobre a planta hospedeira. KOSKE (1987) concluiu,
ainda, que ocorreu um aumento na riqueza € na densidade de esporos com a
temperatura.  Através das curvas, concluiu que as pendentes mais ingremes
correspondiam as regides submetidas as menores temperaturas € conseqiientemente ao
maior estresse para as comunidades de FMA. O indice de domindncia também
mostrou os valores mais altos nos locais de maior estresse térmico.

No Brasil, poucos trabalhos foram publicados sobre as comunidades de FMA em
dunas. Os primeiros estudos sistematicos foram efetuados por STURMER & BELLEI
(1994) nas dunas da praia da Joaquina, Ilha de Santa Catarina. Neste trabalho foram
definidas a composigdo € a variagio sazonal das populagdes de FMA, associadas com

Spartina ciliata — graminea predominante nas ante-dunas e dunas semi-fixas no sul do
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. pais. Foi observado que a riqueza especifica na duna semi-fixa foi de 12 espécies € que
as espécies predominantes, determinadas por contagem de esporos no solo, foram
Acaulospora scrobiculata e Gigaspora albida. A abundincia das espécies de FMA
nestas dunas apresentou sazonalidade e a riqueza especifica variou entre 4.6 a 6.8, sendo
0 verdo a estagdo que apresentou a maior abundincia de esporos no solo (380 esporos
por 100 gramas de solo). Além da niqueza e da abundincia, foi utilizada a curva
componente domindncia da diversidade com o objetivo de se analisar a estrutura da
comunidade de FMA nesta duna, a qual se adaptou ao modelo broken stick. Foi
verificado, ainda, que a composi¢cdo e a riqueza de espécies de FMA nestas dunas

apresentou semelhanga com aquelas das dunas da costa Atlantica dos Estados Unidos.

2.42 -DIVERSIDADE GENETICA

As mutagdes génicas ddo origem a diversidade genética presente na natureza.
A selecdo natural, porém, determina se essas mutagdes se estabelecerdo ou serdo
eliminadas. A ampla diversidade dos seres vivos resulta da distribuicdo de mutagGes
favoraveis que vém ocorrendo nos ultimos trés bilhdes de anos, em bilhges e trithdes de
células. As variagdes genéticas presentes na natureza envolvem aspectos vinculados as
fungdes fisiologicas e bioquimicas do organismo e, conseqiientemente, interferem no
desempenho ecologico das espécies ( KAMALIJIT et al., 1991).

A diversidade genética pode se manifestar em quatro niveis de organizagio:
entre espécies, entre populagdes, dentro das populagGes e dentro dos individuos
(HUNTER, 1996). Esta diversidade pode ser detectada e avaliada através de diferentes
abordagens. Uma delas ¢ a abordagem molecular, que envolve a analise das alteragdes
na estrutura da molécula de DNA ou de proteinas codificadas por genes especificos
(KAMALIJIT et al., 1991).

Atualmente existem varias técnicas moleculares, que sdo freqiientemente
utilizadas com objetivos ecologicos. Para um numero elevado de organismos, a analise
do polimorfismo de tamanho em fragmentos de restrigdo (RFLP) pode ser utilizada na

avaliacdo da diversidade genética. Esta técnica se baseia no fato de que uma seqiiéncia



22

especifica de DNA apresenta um nimero unico de sitios de restri¢do reconhecidos por
determinada enzima de restricio. Os fragmentos de DNA, gerados pela enzima ou
enzimas de restri¢do, podem ser separados por eletroforese, produzindo um padrdo de
bandas, caracteristico para cada espécie. Qualquer mutagdio pontual num sitio de
restricdo ou outras modificagdes na seqiéncias de DNA, como insergdes ou delegdes,
mudardo o padrdo de restrigdo gerado pela enzima. O RFLP é um procedimento
interessante para caracterizar e identificar genotipos fingicos (MARMESSE, 1993).

Os FMA n#o sdo suscetiveis de cultivo em meios laboratoriais sendo, portanto,
dificil a obtengdo de quantidades de DNA suficiente para proceder a analise de RFLP.
Assim, SANDERS et al. (1996) indicaram que as técnicas de identificagio ou de
avaliagdo da diversidade genética, nestes fungos, devem ser previamente sujeitas a
reacdo da polimerase em cadeia ( PCR).

A técnica denominada PCR foi criada por KARY MULLIS, em 1987, e descrita
por SAIKI et al. (1988). Através desta técnica se amplificou um segmento de DNA,
situado entre duas regides de seqii€ncias conhecidas. As amplificagGes foram realizadas
a partir de dois oligonucletideos iniciadores ou primers, que se ligaram a sitios opostos
de uma seqii€ncia especifica de DNA dupla fita e de uma DNA polimerase
tennoestévél, que catalisou a rea¢do de polimerizagdo de novas fitas. Os primers foram
orientados de modo que a sintese de DNA ocorreu na regido compreendida entre os
mMesmos.

Os ciclos de amplificagio de DNA compreendem a desnaturagio do DNA-
molde, o pareamento dos primers aos Sitios que lhes sdo homologos no DNA e a sintese
ou a polimerizagio dos fragmentos de DNA. Estes ciclos sdo repetidos varias vezes e
permitem a amplificagio exponencial do fragmento de DNA, que é, posteriormente,
analisado eletroforeticamente (WHITE et.al, 1990). LEE et al. (1990), assim como,
SANDER et al. (1995), utilizando a técnica do PCR, amplificaram certas seqiiéncias de
DNA a partir de pequenas quantidades de amostras, tal como um tunico esporo de FMA.

Os primeiros a utilizar 0 PCR nos fungos micorrizicos arbusculares foram
SIMON et al. (1992a, 1992b) com o objetivo de obter inicialmente o seqienciamento
dos genes nucleares que codificam para o0 RNA ribossomico 17S. Este seqiienciamento

permitiu posteriormente o desenvolvimento de um primer especifico para os FMA
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(VAN S,), que possibilitou a ampliagédo do IDNA dos FMAs a partir de uma mistura de
plantas e outros fungos.

O DNA ribossdmico tem sido utilizado freqiientemente em estudos taxondmicos
e filogenéticos dos fungos. Na maioria dos eucariontes, o IDNA apresenta-se como um
arranjo repetitivo de trés dos quatro genes que codificam para os diferentes RNA
ribossdmicos. Os genes que codificam para as subunidades 17 S, 58 Se 25 S estdo
separados entre si por seqiiéncias espagadoras transcritas (ITS), e as unidades
repetitivas, constituidas pelos trés genes, estdo separadas por regides espagadoras nio
transcritas (IGS). A ordem dos genes parece ser conservada em todos os organismos
com excegdo do gene que codifica para a subunidade 5 S que, dependendo do
organismo, pode ou ndo estar localizado dentro desta unidade repetitiva. As regides
génicas de tDNA sdo altamente conservadas; ja os espagadores, particularmente o
espagador intergénico (IGS), pode variar de forma significativa até mesmo a nivel intra-
especifico ( BRUNS et al., 1991 ).

O DNA mbossdmico nuclear que codifica para a subunidade 5.8 S, e as duas
regides espagadoras transcritas ITS, que o flanqueiam, t€ém sido utilizados para estudar
as relagdes filogenéticas entre os fungos. Os primers universais ITS1 e ITS4 sdo os
mais comumente utilizados na amplificacdo desta regido (WHITE et al., 1990). As
regides ITS dispdem de caracteristicas interessantes para a identificagdo dos fungos a
nivel molecular. Uma delas, € que nos fungos, esta regido, que compreende entre 600 a
800 pares de bases, ¢ facilmente amplificada, utilizando os primers universais, 0s quais
sdo complementares as seqii€ncias altamente conservadas dos genes rRNA. Outra
caracteristica importante deve-se a natureza repetitiva do rDNA, que torna esta regido
facil de amplificar a partir de amostras pequenas, diluidas e altamente degradadas
(GARDES & BRUNS, 1993).

Nos fungos micorrizicos arbusculares foram realizadas poucas analises de
restricdo da regido ITS a partir de isolados de espécies definidas; portanto, a diversidade
genética a nivel de familia, género e espécies ainda ndo foi convenientemente
esclarecida (REDECKER et al., 1997). Uma das dificuldades em utilizar esta regido
para fins de identificagéo nos FMA reside no fato de que a regido ITS apresenta um alto

polimorfismo mesmo dentro de um unico esporo. Este polimorfismo pode ser o
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. resultado da presenca de diferentes genotipos em diferentes nicleos do mesmo esporo
(esporos heterocaridticos) (SANDERS et al., 1995; HOSNY et al., 1996).

25 - AS DUNAS COMO ECOSSISTEMA MODELO PARA ESTUDOS DE
BIODIVERSIDADE.

As dunas formam um ecossistema sujeito a alta salinidade, fortes ventos, seca,
baixas concentragdes de nutrientes e altas temperaturas, entre outros, constituindo,
assim, um ambiente restritivo para a grande maioria dos organismos vivos. No que se
refere as dunas, entéo, a densidade e a diversidade da microbiota do solo, assim.como a
dos FMA, sdo relativamente baixas e, conseqilentemente, as interagdes bidticas
simplificadas. Além desta caracteristica, as dunas apresentam todos os estagios
sucessionais, ocorrendo simultaneamente, resultante do processo continuo de formagdo
deste sistema (WATKINSON et al., 1979). Por todas estas razGes, as dunas constituem
um ecossistema modelo para a realizagdo de diversas pesquisas ecoldgicas, inerentes
aos estudos sucessionais € de estabilizag3o.

Existem trés tipos de dunas, quanto & mobilidade db substrato € a cobertura
vegetal: as ante-dunas que possuem uma cobertura vegetal esparsa ou ausente, deixando
o substrato sujeito aos ventos e, geralmente, encontram-se mais proximas da orla
maritima; as dunas semi-fixas, por outro lado, que se caracterizam pela presenca de
varias espécies vegetais, especialmente plantas de habitos rasteiros, que dificultam o
deslocamento de areia €, por ultimo, as dunas fixas onde o solo se encontra totalmente
recoberto de plantas (RIZZINI, 1979).

Extensas areas da costa maritima brasileira sdo ocupadas por dunas. No estado
de Santa Catarina, este sistema compreende cerca de 258km” o que corresponde a 0,3%
da area total do Estado (RIZZINI, 1979). Um dos problemas que vem ocorrendo nas
regides de dunas ndo estabilizadas € a incursdo de areia nas rodovias, construgdes e
terras agricolas ao ponto de serem necessarias a restauragdo € a estabilizagdo deste
sistema. A estabilizagdo das dunas de Cape Cod, Massachussets, nos Estados Unidos,
tem sido uma preocupacdo constante para seus habitantes. Estas dunas antes da chegada

dos colonizadores apresentavam uma vegetacéo florestal. A destruicdo desta vegetagdo,
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provocada pela a¢do do homem e prejudicada pela entrada de animais nas pastagens,
resultou na transformagéo da regido em area de dunas moveis. Estas dunas vém sendo
estabilizadas através da revegetag@o com plantas com micorrizas (KOSKE & GEMMA,
1997). Outro problema-que-ameaga-as costas maritimas em diversas regides, inclusive
no Brasil, ¢ a eros@o causada pelo movimento das ondas e pelas modificages do nivel
do mar. Em ambos os casos, a vegeta¢do rasteira das ante-dunas desempenha um papel
fundamental na integridade geomorfologica da costa e funciona como uma barreira
dindmica contra a a¢do das ressacas e dos ventos (DUPONT & ADDAD, 1997).

Programas de estabilizagdo de dunas vém sendo empreendidos em diferentes
partes do mundo, utilizando-se a revegetacio como estratégia de estabilizag3o.
SALMERON (1967) publicou um resumo das técnicas de fixacdo de dunas, utilizadas
em diversos paises do mundo, além de definir as caracteristicas das plantas a serem
utilizadas na revegetacdo. A grande maioria destes programas, no entanto, ndo
considera o papel dos FMA no estabelecimento de plantas pioneiras, na composi¢do
vegetail e no progresso da sucessdo (KOSKE & POLSON, 1984).

Os FMA tem um papel indireto na estabilizagdo das dunas através da melhoria
na nutrigio das plantas e, diretamente, pela retengdo das particulas do solo pelo
emaranhado de hifas do micélio extra-radicular, ocorrendo, assim, uma modificaggo da
estrutura do solo benéfica ao estabelecimento de diversas plantas. Os agregados sdo
também mais resistentes a agdo dos ventos, proporcionando uma maior estabilidade as
dunas (KOSKE et al., 1975; SUTTON etal., 1976).
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - CARACTERISTICAS DO LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi1 conduzido no més de Fevereiro de 1997, na praia da Joaquina,
situada na Ilha de Santa Catarina, Santa Catarina, Brasil (27° 50°S ¢ 48° 34°'W). A
regido litoral da Ilha de Santa Catarina, assim como todo o litoral catarinense, € coberto
por um solo aluvial composto de areia, geralmente profundo € movel e, em alguns
pontos, coberto por lodo (Reitz, 1961; Bresolin, 1979). O clima € subtropical com
temperaturas médias de aproximadamente 20°C. As chuvas estdo distribuidas
uniformemente durante o ano. Os ventos predominantes sdo dos quadrantes NE e N,
com vento sul, geralmente, determinando mudangas de temperaturas.

Para realizar a coleta das amostras de solo, foram escolhidos trés lotes em dunas,
com aproximadamente 700 m”, com niveis crescentes de estabilizagdo, e que foram
denominados ante-duna, duna semi-fixa e duna fixa. Estes lotes, representando os trés
estagios de estabilizagdo, encontravam-se em uma unica dire¢do no sentido da costa
para o interior da itha. O primeiro, na ante-duna (27°37°54,3”S e 48°27°07,7” W), foi
considerado o ponto de referencia 0. A duna semi-fixa (27°37°52,6”S e 48°27°07,5"W)
e a duna fixa (27°37°45,0”S e 48°27°29,6”W) encontravam-se, respectivamente, a uma
distancia de 40 e 650 metros, aproximadamente, do ponto de referéncia. As medigoes
das coordenadas e das distincias entre as trés dunas foram efetuadas com o auxilio de
um equipamento GPS (Global Position System), modelo Plus Garmin, que avalia
distidncias com um erro variavel entre 30 ¢ 120 metros. Para as medi¢des nas dunas da
Joaquina, por se tratar de uma area livre, portanto,‘suscetivel de capturar o sinal de

varios satélites, o erro de medigio podera ser inferior a 30 metros.
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A partir das amostras dos trés lotes foram efetuadas a analise quimica, a

granulométrica € a classificagdo textural dos solos dos trés tipos de dunas. Estas

analises foram realizadas no Laboratério de Analises de Solos Vigosa Ltda, Vigosa,

MG. Os resultados estido apresentados na tabela 1.

TABELA 1 - Caracteristicas quimicas e fisicas de amostras de solo dos trés lotes

de coleta nas dunas.

Caracteristicas Ante-Duna Duna Sem-Fixa Duna Fixa
Na (mg/dms) 2,0 40 9,0/
PH 6,1 6,0 5,9
P (mg/dm®) 5,0 8,0 11,0 ¢
K (mglc'jms) 40 14,0 20,0¢
Ca (m mole/dm®) 0,0 0,0 0,0
Mg (m mol/dm?) 0,0 1,0 4,0
Al (m mol/dm®) 0,0 0,0 0,0
H+AIl (m molJ/dm® 7.6 8,5 76%
CTC (m molJ/dm®) 77 10,1 12,1 -
V (%) 1 18 37 ¢
m (%) - 0 0 0-
M.O. (g/Kg) 4.0 8.1 10,7¢
Argila (g/Kg) 20 10 30!
Siite (g/Kg) 40 20 60
Areia Grossa (g/Kg) 890 910 7200
Areia Fina (g/Kg) 80 60 190
Classificacdo Textural Areia areia areia

AP®*, Ca®* e Mg? extraidos com KCI 1 N; P e K extraidos com extrator biacido (HC! e HySO,);
m = valor da saturagéo de aluminio; pH em H,O 1:2,5; M.O. método de Walkley e Black.

v = volume de saturacio de bases
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.3.2 - AVALIACAO DA DIVERSIDADE A NiVEL DE FAMILIAS E ESPECIES
DOS FMA APOS COLETA DE ESPOROS - METODOS DIRETOS

3.2.1 - COLETA, IDENTIFICACAO DAS FAMILIAS E ESPECIES

Em cada duna foram coletadas, em fevereiro de 1997, dez amostras de
aproximadamente 1,5L de solo junto a raiz de diversas plantas nativas em dez pontos
definidos aleatoriamente no lote. As amostras de solo de cada lote foram
homogeneizadas e destas, seis subamostras de 100g foram retiradas para a recuperagio,
tipagem, identificagdo taxondmica e contagem dos esporos dos FMA. Os esporos
foram recuperados, utilizando-se a técnica modificada de decantamento e peneiramento
umido de GEDERMANN & NICOLSON (1963). Cada amostra de 100g de solo de
cada lote, foi colocada dentro de um balde com aproximadamente 5L de agua. A
mistura de areia e agua foi agitada vigorosamente com a mio por 10 segundos,
deixando-se decantar pelo mesmo periodo de tempo. Imediatamente apos a decantacio,
a suspensdo foi vertida sobre duas peneiras sobrepostas com poros de 0.297 mm e de
0.053 mm. Os materiais retidos nas peneiras foram recolhidos em bequeres. Para a
separagdo dos esporos da matéria organica utilizou-se a técnica de centrifugagdo em
gradiente de sacarose conforme procedimento de JENKINS (1964), citado por
SCHENK (1982), com algumas modificagGes. A primeira etapa da centrifugacéo foi
realizada a 2000g durante 14 minutos, tendo sido subseqiientemente descartados os
sobrenadantes € os sedimentos ressuspendidos em uma solugéo de sacarose 50%. A
segunda centrifugagdo foi feita na mesma velocidade durante 5 minutos. O
sobrenadante foi vertido em peneira com porosidade de 0.053 mm e os esporos lavados
com pisseta com agua destilada de forma a eliminar a sacarose. Sob microscopio
estereoscopio (Nikon, modelo CELM), com aumento de 40 vezes, os esporos foram
coletados com o auxilio de uma pipeta Pasteur ¢ colocados em papel de filtro
umedecido dentro de placas de Petri. Para a identificacdo dos esporos foram preparadas
liminas diagndstico. Estas laminas foram montadas em PVLG (1.66g de alcool

polivinil, 10 ml de agua, 10ml de 4cido lactico, 1ml de glicerina) e reagente de Melzer
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(100g de cloro hidratado, 1.5g de iodo, 5g de iodeto de potassio, 100ml de agua
destilada). Para o preparo das laminas diagndstico foi colocada uma gota de cada meio
de montagem, junto com aproximadamente vinte esporos da espécie a ser identificada.
A laminula foi colocada apos cinco minutos. Este periodo de tempo foi suficiente para
aumentar a viscosidade do meio de montagem em contato com o ar e para posicionar os
esporos no centro de cada gota de modo a evidenciar os caracteres desejaveis. Apos a
colocagdo da laminula, as paredes dos esporos foram quebradas suavemente pela
compressdo da ldminula. A preparagéo foi, em seguida, colocada por algumas horas em
uma superficie plana e as extremidades da laminula foram seladas. A identificagdo das
espécies foi efetuada de acordo com a classificagido proposta por MORTON & BENNY
(1990). As espécies ndo identificadas foram enviadas em Vouchers para o INVAM
(International Culture Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal
Fungi ) na West Virginia University , Estados Unidos.

322 - ABUNDANCIA E RIQUEZA

Ap0Os a identificagdo taxonOmica € a contagem das diferentes espécies de FMA
associadas as plantas nativas de dunas nos trés estagios de estabilizagio, foi calculada a
média do nimero de esporos de cada espécie presente nas seis subamostras, para cada
estagio de estabilizagdo das dunas. Utilizando-se estes resultados, foram calculadas as
médias de abundancia para cada duna e feitas varias analises referentes as distribuigdes
das diversas espécies e familias de FMA em cada um dos estdgios de estabilizagdo das
dunas.

Apds a abundincia, foi calculada a riqueza, isto ¢, o nimero de espécies
presentes em cada amostra de cada tipo de duna. Outro pardmetro foi o da abundéncia
relativa, que se calculou utilizando a média de ocorréncia das espécies, que € o
percentual do numero de individuos de cada espécie em relagdo ao total de individuos.
Entre os indices de riqueza, além da riqueza especifica, foi utilizado o indice de

Margalef. Este indice foi calculado através da seguinte férmula:
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onde S - éariqueza ou numero total de espécies;
N - numero total de individuos presentes na amostra;

In - logaritmo natural.

3.2.3 - MODELOS DE ABUNDANCIA

Uma vez conhecidas a riqueza e a abundincia relativa foram obtidas as curvas
do Componente Dominancia da Diversidade. Para tal, a abundéancia relativa das
espécies de FMA de cada duna foi plotada em ordem decrescente em escala logaritmica.
As curvas obtidas nestas plotagens foram ajustadas matematicamente a trés modelos de
distribuigdo da abundincia de acordo com MAGURRAN (1988). Os ajustes foram em
relagio a série geométrica, & série log € ao modelo broken stick. As distribuigdes da
abundancia das espécies de FMA nas trés dunas ndo foram ajustados a distribuig¢do log
normal, ja que, de acordo com MAGURRAN (1998), esta distribui¢do se aplica a

conjuntos com grande niimero de espécies, 0 que ndo acontece com os FMA nas dunas.

3.2.3 - INDICES

Com o objetivo de avaliar a diversidade nos trés estagios de estabilizagdo, foram

utilizados os diversos indices de diversidade, dominéncia e eqiiitatividade.

No que se refere aos indices de heterogeneidade, foram utilizados os indices de
Shannon e de Simpson e, a partir destes indices de diversidade, calcularam-se os

respectivos indices de uniformidade ou eqiiitatividade.

O indice de Shannon (#) foi calculado através da seguinte férmula:



onde S - ¢ ariqueza ou nimero total de espécies;

n, - numero de individuos na i-ésima espécie;

1

p, = ~ abundéncia relativa da i-€sima espécie;

In - logaritmo natural .

O indice de diversidade de Simpson foi calculado pelas seguintes formulas:

1

S
D-1-FF W -
i=1 > ()
i=1

Para expressar o indice de Simpson foram utilizadas as duas formas D e D’. A
diferenca ¢ fundamentalmente em nivel de escala, ja que D e D’ sio fungbes que
dependem da soma dos quadrados dos P;’s cujos valores variam respectivamente nos

intervalos deQaledelaw.

onde S - ¢ ariqueza ou numero total de espécies;
N - numero total de individuos;
n, - nimero de individuos na i-ésima espécie;

n.

1

D= N abundéncia relativa da i-ésima espécie;

In - logaritmo natural .



O indice de equitatividade de Simpson £ ou E’ e o indice de eqiiitatividade de

Shannon J foram calculados pelas seguintes formulas:

E=—P2P  p_.2D q4_
(1-1/8) S InS

33 - AVALIACAO DA DIVERSIDADE ESPECIFICA POR METODOS
INDIRETOS

3.3.1 — RIQUEZA APOS CULTURA ARMADILHA

_ Com o objetivo de avaliar a diversidade especifica nos trés estagios de dunas por
métodos indiretos, foram estabelecidos dois ciclos de culturas armadilhas. Parte do solo
coletado a campo foi utilizado para o estabelecimento destas culturas, de acordo com o
procedimento de MORTON et al. (1993). O solo de cada tipo de duna foi misturado
com areia grossa, previamente lavada e esterilizada em autoclave durante uma hora, a
121°C e 1 atmosfera de pressdo, numa proporgéo de 1:1 (v/v), colocado em vasos de
1000 ml e semeado com 40-50 sementes de sorgo (Sorghum bicolor). As sementes
utilizadas foram previamente desinfetadas com hipoclorito de sédio 20% durante 30
minutos. Para cada tipo de duna foram estabelecidas trés culturas armadilhas que
permaneceram na casa-de-vegetacdo por 4 meses (primeiro ciclo de cultura-armadilha)
com regas periddicas. Apds este periodo, 2 amostras de solo foram retiradas de cada
vaso para recuperacdo, contagem e identificagdo taxonémica de FMA a partir dos
esporos. O solo restante foi seco in situ por 2-3 semanas e reutilizado para o
estabelecimento do segundo ciclo de culturas-armadilhas, apds o qual novas contagens

de esporos e identificacdo de espécies foram realizadas.
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Os resultados da identificagdo e das contagens dos esporos de FMA de cada
espécie em cada ciclo de cultura-armadilha foram somados aos dados obtidos por coleta

direta de esporos. Com estes valores foi obtida a riqueza especifica MORTON (1995).

3.3.2 - ABUNDANCIA AVALIADA POR MEIO DE BIOENSAIO

Antes de estabelecer o bioensaio, sementes de milho previamente desinfetadas
com hipoclorito de sddio 20% durante 60 minutos foram germinadas em substrato de
areia grossa esterilizada. Estas plantas foram, entdo, cultivadas dentro de um vaso de
500 ml, contendo areia autoclavada e solo de duna 1:1 (v/v). Para cada tipo de duna,
foram estabelecidas quinze repeticdes. Apds vinte, trinta e quarenta dias do plantio, em -
casa de vegetagdo, foram coletadas cinco plantas de cada tipo de duna, em cada periodo.
No laboratorio, as raizes foram cuidadosamente lavadas ¢ submetidas a descoloragio e
a subseqiiente colorag@o pelo método de KOSKE & GEMMA (1989 ). De acordo com
este metodo, as raizes foram colocadas para descoloragdo dentro de tubos de vidros,
contendo uma solugdo de KOH 10% (p/v) e aquecidas em banho-maria a 90°C, por
quarenta minutos. Em seguida, o material foi lavado em agua corrente € imerso em
solugdo alcalina (H,O, 3% : NH4,0H 20%) por 10-30 minutos. Decorrido este tempo, as
amostras foram novamente lavadas em agua corrente e colocadas em solugdo HCI 1%
por 5 minutos e coloridas em azul de tripan 0.05%, em solugdo de glicerol, sob
aquecimento a 90° C. ApoOs a coloragdo, as raizes foram armazenadas em vidros

contendo solugio de glicerol e HCI 0,1%, na relagdo de 1:1 (v/v).

A percentagem de colonizagdo do sistema radicular foi determinada pelo método
proposto por GIOVANNETTI & MOSSE (1980), denominado Método de Intersegéo de
Linhas (Gridline Intersect Method). A presenga ou auséncia de estruturas fingicas
(hifas, vesiculas, arbusculos e esporos) no cortex da raiz foi anotada, sob
estereomicroscopio (Nikon, modelo CELM), com aumento de 40 vezes. Foram
avaliados 200 pontos de intersegido em cada amostra de raiz para a obtengio dos valores

médios de colonizagdio. Para cada interse¢do, 0 nimero de pontos com a presenga de



qualquer uma das estruturas fungicas mencionadas foi contado como positivo € o

numero de pontos sem estas estruturas contado como negativo.

Foram comparadas as médias do nimero de pontos com raizes colonizadas de
cada tipo de duna, para os diferentes periodos de tempos de coleta, isto &, 20, 30, 40
dias apos plantio. Também foram comparadas as médias dos trés tipos de dunas para
cada plantio. Os dados obtidos foram analisados pela Analise da Variancia utilizando-
se o teste de Tukey. As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa
estatistico STATGRAPHICS ( Statistical Graphics Corp ).

3.4 - DIVERSIDADE GENETICA

34.1 - EXTRACAO DE DNA

Para a obtenc¢do de esporos e a subseqiiente extragdo de DNA, foram utilizadas
amostras de 100g de solo provenientes da duna semi fixa e da duna fixa e de 500g da
ante-duna. Esta diferenca foi devida a necessidade de se aproximar o numero de
esporos entre as amostras (aproximadamente 100). Os esporos para este objetivo foram
recuperados pela técnica de peneiragem e decantamento Umido e posterior
centrifugagio em gradiente de sacarose, de acordo com GEDERMANN & NICOLSON
(1963).

A extragdo de DNA dos esporos de FMA foi feita, seguindo-se o protocolo de
extragio de ZEZE (1994), com modificagbes no que se refere a velocidade e a
temperatura de centrifugacio. Os esporos coletados foram lavados em 1 ml de solugdo
tampdo A ( 50 mM Tris/ HCl pH 7.5; 3mM EDTA; 50mM MgCl,; 50mM Na Cl; 10
mM (- mercapto etanol) e centrifugados a 12000g por 20 segundos. O sedimento
resultante foi ressuspendido em 200ul da mesma solugdo tampdo A. Dentro de um

Eppendorf de 1.5 ml, os esporos foram quebrados com um micropistilo e centrifugados
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- a 12000g durante 20 segundos. O sobrenadante ¢ o sedimento foram separados € o
altimo ressuspendido em 200ul de solugdo tampio B (50 mM Tris/ Cl; 25mM EDTA,;
2% SDS; 1% N-Lauryl-sarcocinato; 1mg/ml proteinase K; 10mM (- mercapto etanol;
10ug/ml Rnase). Ambos, sedimento e sobrenadante ( para alguns fungos micorrizicos o
sobrenadante pode ser utilizado), foram incubados a 65° C por 30 minutos. Apds a
incubagio, foram centrifugados durante 5 minutos a 12000g. Os sedimentos resultantes
foram ressuspendidos em 200ul de solugdo tampdo B (os 2 sobrenadantes foram
conservados) e a eles acrescentado 0.4 vol.5M de acetato de potassio. Apds este (ltimo
procedimento, os 4 Eppendorfs foram incubados no gelo durante 15 minutos e logo
depois centrifugados a 12000g por 15 minutos. As proteinas foram desnaturadas e
removidas, extraindo subseqiientemente os sobrenadantes com 200ul fenol/cloroférmio
/Alcool isoanilico (IAA) (49/49/2) cada vez. Aos sobrenadantes resultantes foram
acrescentados 1/10 vol. de acetato de s6dio 3M e 2 volumes de etanol frio e, entdo,
armazenados no freezer a -20° C ,pelo menos, por duas horas ( ou mais ). Apds este
tempo, foram centrifugados a 12000g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram
descartados € o sedimento secado numa estufa a vacuo durante alguns minutos. Nos
casos em que ndo ficaram totalmente secos, foi dado um pulso na centrifuga e extraido
cuidadosamente o liquido com ajuda de uma micropipeta e levado novamente & estufa a
vacuo. Uma vez seco, o sedimento foi ressuspendido em 20ul de solugéo tampédo TE (
Tris-HCL, pH 8.0 I0mM; EDTA, pH 8.0 1mM).

3.4.2 - PREPARACAO GEL DE ELETROFORESE DE DNA

Antes de proceder com o PCR, foi estimada a quantidade do DNA total, pela
comparagdo com um padrdo de DNA de quantidade conhecida, o que foi realizado por
meio de eletroforese em gel de agarose 0.8%. Na preparagdo do gel, 0.8 gramas de
agarose foram dissolvidos em 100ml de solugio tamp#o TEB (Trizma base 0.89 M,
acido borico 0.89M e EDTA 20 mM) 0.5X. A mistura foi levada em forno de
microondas por 2 minutos para dissolver a agorose até ser obtida uma solugéo clara,

transparente. Apos esfriamento, foi adicionado & mistura 2ul de brometo de etideo
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(concentragdo: 10mg/ml) depois vertida numa placa de acrilico de 12.5 x 12.5 cm, na
qual foi posicionada previamente com o auxilio de garras um pente de 15 dentes. A
posi¢do do pente ficou a 3.0 mm acima da base da placa. Apos o gel solidificar a
temperatura ambiente, o pente foi cuidadosamente removido. Em seguida, transferiu-se
o gel para uma cuba horizontal, na qual foi submerso em solugdo tampio TEB 0.5X.
Trés microlitros da preparagdo de DNA foram misturados a 3ul de solugdo tamp3o,
contendo 0,25% de azul de bromofenol e 60 % de glicerol. em TEB 1X. Esta mistura
fo1 aplicada no gel. A corrida eletroforética foi de aproximadamente duas horas a 60
volts (SAMBROOK, FRITSCCH & MANIATIS, 1989). O DNA do fago A, clivado
com as enzimas de restri¢do EFco Rl e Hind 111, foi utilizado como padrdo de tamanho
de bandas. Terminada a eletroforese, o gel foi visualizado em transluminador de luz

UV e fotografado com camara polaroid MP-4, utilizando-se filme polaroid 667.

3.4.3 - PURIFICACAO DO DNA

Devido as dificuldades na amplificagdo do DNA (PCR), foi necessario proceder
a purificagdo do DNA, obtido dos esporos de FMA. Para este procedimento, foi
utilizado um produto da GIBCO BRL, “Glass MAX”. Este sistema consta de uma
matriz de silica, uma solugdo tampédo de ligacdo € uma solugdo tampio de lavagem. A
purifica¢io € realizada em trés passos: ligagdo, lavagem e eluigdo. O principio de agdo
deste produto baseia-se na formac¢do de um complexo DNA-silica, o que acontece na
presenga do Iodeto de s6dio. Este complexo € sedimentado por meio da centrifugagio,
deixando as impurezas na solugdo, as quais sdo removidas com o sobrenadante. As
impurezas residuais ¢ o Iodeto de s6dio sio removidos pela lavagem do complexo
DNA-silica com a solugfo tampdo de lavagem. O DNA purificado, € entéo, eluido com
solu¢do tampdo TE. O DNA recuperado pode, entdo, ser utilizado para

seqiienciamento, PCR, ou clonagem.
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344 - METODOLOGIA UTILIZADA PARA A AVALIACAO DO
POLIMORFISMO DE rDNA POR PCR-FRLP

A regido do DNA, que foi amplificada, corresponde a regido espagadora ITS do
RNA ribossomico. Os pares de primers, utilizados para a amplificagdo desta regido,
foram 0 I TS1 e ITS4. (FIG. 1).

Para as reagOes de amplificagdo, foi preparada uma mistura de reagentes
suficientes para 6 reagdes de PCR de acordo com WHITE (1990) ¢ GOOSEN (1993).
Esta mistura contém 30ul (= 300 pmol ) do primer ITS1, 30ul (= 300 pmol ) do primer
ITS4, 63ul 0.1 mM dNTP mix (contendo 0.1 mM de cada dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 63ul MgCl, (contendo 15.0 mM), 380ul dgua milli Q, 2ul de DNA e 2ul de
Taq DNA polimerase (10 unidades ).

Desta mistura, foram transferidos 90 ul para cada tubo e colocados num
termociclador Programammable Thermal Controller-100, programado para 27 ciclos,
sendo que cada ciclo consistiu de uma etapa de desnaturagdo de 30 segundos a 95° C,
uma etapa de pareamento de 30 segundos a 52 °C e uma de alongamento a 72° C por 1.5
minutos. No primeiro ciclo, a etapa de desnaturagio a 95° C foi realizada por 3
minutos. Apés o ultimo ciclo, uma etapa de 10 minutos a 72° C promoveu a elongagao
final, € a temperatura foi, entfo, reduzida para 4° C e ai foi mantida até a retirada das
amostras. Apds concluir o PCR, amostras de DNA foram analisadas em gel de agarose
1.5%.

A precipitagdo do DNA foi realizada com 50 pl da reagdo do PCR & qual foi
acrescentada 100mM de cloreto de sédio (NaCl) e 2.5 volumes de etanol gelado (125
ul). A amostra foi conservada a -20°C por 48 horas, apds esse tempo foi centrifugada
a 12000 g durante 30 minutos. O sobrenadante resultante foi descartado, e o sedimento
secado em estufa e ressuspendido em 10ul de agua. Destes 10 ul, 3ul foram utilizados
para testar 0 DNA no gel de agarose 1.5% e aos 7ul restantes foi adicionado 1ul de
tampdo de clivagem, 5 unidades da enzima de restrigdo Hinf I ¢ 1ul de agua. Os
fragmentos de DNA foram, entfo, analisados em gel de agarose 2.0%. O tamanho dos
fragmentos foram comparados com o marcador de tamanho pUC 18, clivado pelas

enzimas de restri¢do Rsa I e Hinf 1.
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Figura 1 - Esquema do DNA ribossémico. Os retdngulos representam as seqiiéncias que
codificam para as subunidades 18S, 258, 5.8S e 5S do RNA ribossémico. As
linhas na parte superior do esquema representam as sequiéncias intergénicas
néo transcritas JGS e, na parte inferior, as seqiiéncias internas espacgadoras
transcritas ITS. Os sitios de anelamento dos primers ITS1 e ITS4 sao delineados
com setas ao lado das seqiéncias codificadoras.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - AVALIACAO DA DIVERSIDADE A NIVEL DE FAMILIAS E DE ESPECIES
APOS COLETA DIRETA DE ESPOROS

4.1.1 - COLETA, IDENTIFICACAO DAS FAMILIAS E DAS ESPECIES

As familias e espécies de FMA identificadas nos trés estagios de estabilizagdo
das dunas sdo apresentadas na TABELA 2. De um total de treze espécies, apenas
Gigaspora albida, Scutellospora pellucida e Acaulospora sp. 2 foram observadas em
todos os estagios das dunas.

Algumas espécies de FMA foram observadas em um unico estagio de
estabilizacdo. A. gerdermanii e S. weresubiae ocorreram unicamente na ante-duna,
enquanto que A. scrobiculata sé ocorreu na duna semi-fixa. J& Glomus aggregatum,
G. occultum, Glomus sp (1) e Glomus sp (2) foram recuperados apenas da duna fixa.

Dentre os fungos recuperados, trés espécies ndo foram identificadas.
Acaulospora sp.2 podera corresponder a uma nova espécie e foi anteriormente
recuperada da duna semi-fixa por STURMER & BELLEI (1994). As espécies de
Glomus 1 e 2 nédo foram ainda identificadas.

Espécies de todas as familias de FMA foram recuperadas das dunas, porém nem
todos os representantes ocorreram nos trés estagios de estabilizagdo. Membros da

familia Glomaceae nio foram recuperados da ante-duna.
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TABELA 2 - Familias e espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA), recuperados
nos trés estagios de estabilizacéo das dunas.

Familias e espécies de FMA AD SF DF

Acaulosporaceae

Acaulospora appendicula Schenck, Spain & Sieverding X X
Acaulospora gerdemannii  Schenck & Nicolson X

Acaulospora sp2 (%) X X X
Acaulospora scrobiculata Trappe X

Gigasporaceae

Gigaspora albida Schenck & Smith
Scutellospora coralloidea Walker & Sanders
Scutellospora pellucida Nicolson & Schenck
Scutelfospora weresubiae Koske & Walker

X X X X
X

Glomaceae

Glomus aggregatum Schenck & Smith

Glomus constrictum Trappe X
Glomus occultum Walker & Koske

Glomus sp1 (**)

Glomus sp2 (**)

X X X X X

AD — Ante-Duna; SF — Duna Semi-Fixa; DF — Duna Fixa
(*) — possivel espécie nova
(**) — espécies ndo identificadas

Na familia Glomaceae, foram identificadas cinco espécies, o que correspondeu
ao maior numero de espécies, quando comparado com Gigasporaceae e
Acaulosporaceae, que perfizeram apenas quatro espécies em cada familia.

A comunidade de FMA na Praia da Joaquina, quando comparada com aquela
das dunas da Costa Atlantica, na América do Norte, principalmente na ante-duna e na
duna semi-fixa, apresentaram semelhangas, como indicado por STURMER & BELLEI
(1994). Na costa Atlantica, Gigaspora spp. e Scutellospora spp predominaram, assim
como Acaulospora scrobiculata (KOSKE, 1987). Por outro lado, a comunidade da
Praia da Joaquina, quando comparada com outras dunas insulares, como as das ilhas do
Hawai (KOSKE, 1988) e as das ilhas Kaua’i (KOSKE & GEMMA,1996), apresentou
diferencas marcantes.  Nestas ilhas, os FMA,  recuperados das dunas, foram
predominantemente Scutellospora hawaiiensis e diversas espécies de Glomus ndo

identificados.
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4.12 — ABUNDANCIA E RIQUEZA

A abundancia média de esporos de cada espécie de FMA nas amostras coletadas
nos trés estagios de estabilizacdo ¢ apresentada na TABELA 3. Nesta tabela €
apresentada também a abundincia meédia total (N) de esporos de cada espécie.
Comparando as abundincias médias, foi verificado que ocorreu um aumento com o
estagio, sendo o valor médio de 20,5, 169,5 e 215,2 esporos em cada 100g de solo da
ante-duna, da duna semi-fixa e da fixa respectivamente.

No que se refere a riqueza especifica dos FMA, foi observado que este valor
também aumentou com o nivel de estabilizagio, sendo, entretanto, pequena a variagdo
entre cada nivel. Os resultados de abundéncia e de riqueza especifica sdo consistentes
com aqueles obtidos por KOSKE (1975) nas dunas na Australia, onde foi observado que
a abundancia de esporos de FMA e a riqueza especifica aumentavam com a idade e a
estabiliza¢do das dunas. Paralelamente sobre as dunas de Rhode Island, nos Estados
Unidos, KOSKE & HALVARSON (1981) concluiram que a abundincia e a riqueza de
esporos aumentou com a cobertura vegetal, caracteristica que esta relacionada com o
grau de estabilidade das dunas.

O indice de Margalef, que também avalia a riqueza, evidenciou a ocorréncia de
uma maior diversidade na ante-duna. Este indice combina conjuntamente a riqueza € a
abundancia, tendo, portanto, detectado um numero proporcionalmente elevado de
espécies na comunidade da ante-duna, quando comparado aos outros estagios. A duna
semi-fixa apresentou, de acordo com este indice, a menor diversidade.

A abundéncia relativa das diferentes familias de FMA se modificou a medida
que aumentou a estabilizagdo (FIGURA 2). Na ante-duna, as espécies de
Gigasporaceae representaram 78% do total das espécies identificadas. Dentro desta
familia, 47% dos esporos pertenceram a espécies de Scutellospora. Ja na duna semi-
fixa foram observados membros das trés familias, sendo que Acaulosporaceae foi
dominante com 54% do total dos esporos recuperados. A familia Gigasporaceae foi
representada com 38%, e, finalmente, as Glomaceae com 8 % do total de esporos.
Acaulospora scrobiculata dominou em relagdo a outras espécies com 48% de esporos

recuperados. Na duna fixa, a familia das Glomaceae predominou com 83% do total de
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esporos. Dentre as restantes, Acaulosporaceae e Gigasporaceae contribuiram com 11%
e 6% das espécies, respectivamente. Em conseqiiéncia destas predominéncias,
verificou-se que as espécies com esporos de maior volume predominaram na ante-duna
e que espécies com esporos cada vez menores foram detectados a medida em que

aumentou a estabilizagéo.

TABELA 3 - Abundancia e riqueza das espécies em cada familia de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), associados as plantas nos trés estagios de estabilizagao

das dunas.

Familias e espécies de FIVA Abundandia média (***)
AD SF DF

Acaulosporaceae

Acaulospora appendicula Schenck, Spain & Sieverding 8,2 6,8

Acaulospora gerdemannii Schenck & Nicalson 30

Acaulospora sp2 (*) 15 22 16,3

Acaulospora scrobiculata Trappe 81,2

Gigasporaceae

Gigaspora albida Schenck & Smith 6,3 80,7 10,5

Scutellospora coralloidea Walker & Sanders 28 47

Scutellospora pellucida Nicolson & Schenck 33 8,5 1,8

Scutellospora weresubiae Koske & Walker 35

Glomaceae

Glomus aggregatum Schenck & Smith 85

Glomus constricturn Trappe 14,2 10,2

Glomus occuftum Walker & Koske 14,5

Glomus sp1 (%) 490

Glomus sp2 (**) 97,5

Abundanda média total (N) 204 169,7 2151

Riqueza especifica (S) 6 7 9

indice de Margdef (D) 1,64 1,16 1,48

AD - Ante-Duna; SF — Duna Semi-Fixa; DF — Duna Fixa

(*) — possivel espécie nova

(**) — espécies ndo identificadas

(**) — numero médio de esporos de cada espécie de FMA (média de seis subamostras)
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FIGURA 2 - Abundancia relativa das familias de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) nos trés estagios de estabilizacdo das dunas.
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. 4.1.3 - MODELOS DE ABUNDANCIA

Os valores da abundédncia média e da abundincia relativa para as espécies
recuperadas nos diferente estagios de estabilizacdo das dunas sdo apresentados na
TABELA 4. Estes valores foram ordenados em seqtiéncia decrescente para facilitar a
plotagem para a obtengdo das Curvas Componentes Dominancia da Diversidade. Estes
valores plotados para cada espécie, por ordem decrescente, permitiram a obtengdo de
uma curva para cada estagio de estabilizacdo (FIGURA 3). As probabilidades das
diferentes curvas se ajustarem a trés dos quatro modelos de distribuigdo de abundincia
estdo apresentados na TABELA 5, e os calculos dos ajustes matematicos para os
diferentes modelos apresentam-se no ANEXO 3.

Na ante-duna, a distribuicio da abundincia das espécies se ajustou a dois
modelos, broken stick e série geométrica. Estas distribui¢Ges foram confirmadas pelo
teste x>, obtendo-se uma probabilidade entre 95% a 98% para que as curvas se
ajustassem ao modelo broken stick e 50% para a série geométrica. A curva
correspondente & duna semi-fixa foi ajustada ao modelo log, dentro de uma
probabilidade entre 80% a 90%, e também ao modelo broken stick, numa probabilidade
entre 50% e 70%. Por ultimo, a curva correspondente a duna fixa se ajustou ao modelo
broken stick e a série log com probabilidades entre 50% a 70% e 20% a 30%,
respectivamente.

Embora dentro de niveis diferentes o0 modelo broken stick foi aquele que mais se
ajustou aos trés estagios. De acordo com ODUM (1985), este modelo € exibido por
comunidades controladas por intensa competigdo interespecifica. Neste caso, a
estrutura das comunidades, tanto na ante-duna quanto na duna fixa, onde o modelo se
ajustou preferencialmente, estariam provavelmente controladas por interagoes
competitivas a nivel de espécie. Embora a ante-duna seja o estagio que apresenta as
condigBes mais restritivas para a maioria dos seres vivos no que se refere a salinidade,
seca, ventos, baixas concentragdes de nutrientes e altas temperaturas, entre outros, a
estrutura da comunidade presente se ajustou a curva com pendente mais suave € com a
maior probabilidade de ajuste ao modelo, refletindo uma distribui¢do mais uniforme das
espécies e uma divisdo mais eqiiitativa dos recursos. Estes resultados contradizem
WHITTAKER (1965, 1970, 1972), citado por MAGURRAN (1988), que sugeriu, apos



45

estudos a campo com comunidades vegetais, que os ecossistemas com baixo nimero de
espécies ou, entdo, nos primeiros estagios de sucessio, se ajustam preferencialmente ao
modelo da série geométrica. Quando a sucessdo evolui, ou as condi¢des melhoram, os
estagios mais avangados tendem a se ajustar a modelos das séries log.

Dentre as trés dunas, a semi-fixa apresentou a curva com pendente mais
ingreme e com a maior probabilidade de ajuste ao modelo da série log. Estes resultados
sugerem uma menor adaptagdo da comunidade de FMA as condigdes restritivas
presentes na duna semi-fixa do que as outras comunidades, mostrando assim a
predominincia de uma ou duas espécies que, neste caso, foram Acaulospora
scrobiculata e Gigaspora albida. Anteriormente, esta area de duna semi-fixa foi
estudada por STURMER & BELLEI (1994), que concluiram que a distribuigdo das
espécies foi adaptada ao modelo broken stick. Cabe ressaltar, porém, que este resultado
se baseou na observagdo da curva da abundéncia relativa das espécies durante as quatro
estagdes do ano, e que ndo foram efetuados os ajustes matematicos aos diferentes
modelos. E provavel que, neste caso, uma tentativa de ajuste matematico a outros
modelos tivesse identificado a série log como o modelo mais adequado devido a
predominéncia de Acaulospora scrobiculata. Esta espécie representou 50.9% do total
de esporos recuperados.

Nas dunas da costa Atlantica, KOSKE (1987) verificou que as comunidades de
diversas regides submetidas a um gradiente latitudinal de temperatura estavam
distribuidas em curvas com pendentes mais ingremes, quando submetidas as
temperaturas mais baixas. Nestas regides uma ou poucas espécies dominavam
consumindo a maioria dos recursos disponiveis. Sugeriu também que estas
comunidades, submetidas a baixas temperaturas, se comportavam de forma idéntica
aquelas de ambientes sujeitos a estresses intensos e continuos tal como na duna semi-

fixa.



TABELA 4 - Abundancia média' e abundancia relativa® em ordem decrescente de
ocorréncia, das espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) nos
trés estagios de estabilizacdo das dunas.

I ANTE-DUNA
Espécies de FMA Abundéncia média  Abundancia relativa (%)
1 Gigaspora albida 6,3 31
2 Scutellospora weresubiae 35 17
3 Scutellospora pellucida 3,3 16
4 Acaulospora gerdemannii 3,0 15
5 Scutellospora coralloidea 2,8 14
6 Acaulospora sp2 1.5 7
Total da abundancia média 20,5

Il DUNA SEMI-FIXA

Espécies de FMA Abundancia média  Abundancia relativa (%)
1 Acaulospora scrobiculata 81,2 48
2 Gigaspora albida 50,7 30
3 Glomus constrictum 14,2 8
4 Scutellospora pellucida 8,5 5
5 Acaulospora ap 8,2 5
6 Scutellospora coralloidea 47 3
7 Acaulospora sp2 2.2 1

Total da abundancia média 169,5
Il DUNA FIXA

Espécies de FMA Abundancia média  Abundancia relativa (%)
1 Glomus sp2 97,5 45
2 Glomus sp1 49,0 23
3 Acaulospora sp2 16,3 8
4 Glomus ocultum 14,5 7
5 Gigaspora albida 10,5 5
6 Glomus constrictum 10,2 5
7 Glomus agregatum 8,5 4
8 Acaulospora appendicula 6,8 3
9 Scutellospora pellucida 1,8 1

Total da abundancia média 2152

1) Numero médio de esporos das diferentes espécies de FMA (média de seis subamostras).
%) Percentual de esporos da espécie dentro da amostra.
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log (abundéncia)

Seqiiéncia das Espécies

—o— Ante-Duna —+— Duna Semi-Fixa —a— Duna Fixa

FIGURA 3 - Curva do Componente Dominancia da Diversidade das espécies de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) nos trés estagios de estabilizacdo das dunas.

TABELA 5 - Probabilidade de ajuste das Curvas do Componente Dominancia da Diversidade

obtidas para os trés estagios de estabilizagdo das dunas (Figura 3) aos modelos
classicos de distribuigdo da abundancia.

Ante-Duna Semi-Fixa

Duna Fixa
Série Geométrica P =0,50 0,05<P<0,10 0,001 <P < 0,01
Série log 0,06<P<0,1 0,80 <P < 0,90 0,20<P <0,30
Broken stick 0,95<P < 0,98 0,50 <P <0,70 0,50< P < 0,70
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4.1.4 - INDICES

A ultima etapa na avaliagdo da diversidade das espécies e das familias de FMA,
por métodos diretos, consistiu nos calculos dos indices de heterogeneidade, relativos aos
trés estagios de estabilizagdo de dunas. Os valores destes indices sdo apresentados na
TABELA 6. Os indices de Simpson e de Shannon, assim como seus respectivos indices
de uniformidade ou eqiiitatividade e o indice de dominancia de Simpson corroboraram
os resultados apresentados anteriormente, os quais apontaram a maior diversidade para
a comunidade de FMA na ante-duna.

A respeito das dunas da costa Atlantica, KOSKE (1987) observou que tanto as
regides, quanto as plantas, submetidas as condigdes mais restritivas, apresentavam o
maior indice de domindncia Berger-Parker, ¢ também as curvas de distribui¢do
apresentaram pendentes mais ingremes, de forma similar ao obtido para a duna semi-
fixa.

Os valores dos diferentes indices calculados foram consistentes na identifica¢do
da ante-duna como o estagio de maior diversidade. Os resultados obtidos evidenciam a
importancia de se avaliar a diversidade, através de métodos que envolvam estatisticas de

riqueza, curvas de abundancia e indices de diversidade.

Tabela 6 - A diversidade dos trés estagios de estabilizac@o calculada através dos
diversos indices de heterogeneidade .

Ante-Duna Semi-Fixa Duna Fixa

indices de heterogeneidade

indice de dominancia de Sim pson c 0,20 0,33 0,27
indice de diversidade de Sim pson D 0,80 0,67 0,73
D' 5,08 3,02 3,64
indice de equitatividade de Simpson E 0,96 0,78 0,82
E' 0,85 0,43 0,40
indice de diversidade de Shannon H 1,71 1,37 1,64

indice de equitatividade de Shannon o 0,95 0,70 0,75
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4.2 - AVALIACAO DA DIVERSIDADE ESPECIFICA POR MEIO DE METODOS
INDIRETOS

4.2.1 — DIVERSIDADE APOS CULTURAS ARMADILHAS

A diversidade especifica avaliada, apds estabelecimento e avaliagdo de esporos,
recuperados em culturas armadilhas correspondentes aos trés estagios, € apresentada nas
TABELAS 7,8¢09.

Na ante-duna (TABELA 7), ocorreu um aumento da riqueza, apés o segundo
ciclo de cultura armadilha. 4. appendiculata e G. occultum ndo foram detectados na
coleta direta de esporos a campo, tendo, portanto, a riqueza total aumentado de 6 para 8
espécies. Ja na duna semi-fixa (TABELA 8), trés novas espécies, S. scutata, S.
hawaiensis e G. etunicatum foram recuperadas no primeiro ciclo da cultura armadilha.
Neste estagio, a riqueza teve o maior aumento, com 7 e 10 espécies recuperadas entre a
coleta direta e a cultura armadilha, respectivamente. No caso da duna fixa (TABELA 9),
ndo houve aumento, quando se combinaram os dois ciclos de cultura armadilha com a
coleta direta. No entanto, devido a predominéncia, neste estagio, de Glomaceae, que
freqiientemente produzem esporos de pequenas dimensdes, de complexa caracterizagio
taxondmica e intensamente hiperparasitados, pode ter ocorrido uma subestimativa das
espécies de Glomus recuperadas.

A avaliagdo da diversidade dos FMA por métodos indiretos - culturas armadilhas
- propiciou um acréscimo de trés espécies as treze identificadas por meio da coleta
direta de esporos. Foram identificadas, assim, dezesseis espécies nos diferentes estigios
apds combinagdo dos resultados das avaliagdes direta e indireta.

Os resultados da variagdo da riqueza acumulada nos trés estagios, com a
utilizagdo dos diversos métodos combinados, estdo apresentados na FIGURA 4. A
varia¢do da riqueza acumulada na duna semi-fixa correspondeu aquela obtida em dunas
por MORTON (1995) no experimento em que combinou quatro ecossistemas e métodos
combinados de avaliagdo. Este pesquisador, no entanto, ndo indicou o estagio da duna
onde a avaliagdo foi efetuada, sendo, portanto, impossivel o estabelecimento de

qualquer comparagéo com os resultados obtidos em ambos os trabalhos.



TABELA 7 - Familias e espécies
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fungos micorrizicos arbusculares (FMA),

identificadas na ante-duna por meio da coleta direta de esporos e de dois

ciclos de cultura armadilha.

Familias e espécies de FMA

Coleta Cuitura Cultura
Direta Armadilha Armadilha

1° Ciclo 2° Ciclo

Acaulosporaceae

Acaulospora appendicula Schenck, Spain & Sieverding X

Acaulospora gerdemannii Schenck & Nicolson

Acaulospora sp 2 (*)
Acaulospora scrobiculata Trappe

Gigasporaceae

Scutellospora coralloidea Walker & Sanders
Scutellospora pellucida Nicolson & Schenck
Scutellospora hawaiensis Koske & Gemma
Scutellospora scutata Walker & Diederichs
Scutellospora weresubiae Koske & Walker
Glomaceae

Glomus aggregatum Schenck & Smith
Glomus constrictum Trappe

Glomus etunicatum Becker & Gerdemann
Glomus occultum Walker & Koske

Glomus sp1 (**)

Glomus sp2 (**)

Total de espécies

Riqueza Acumulada

X

X X X

X X

X X

X X X
X

6 4 Bl

6 6 8

(*) — possivel espécie nova
(**) — espécies nao identificadas



51

TABELA 8 - Familias e espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA), identificadas
na duna semi-fixa por meio da coleta direta de esporos e de dois ciclos de

cultura armadilha.

Familias e espécies de FMA

Coleta Cultura Cultura
Direta Armadilha Armadilha
1° Ciclo 2° Ciclo

Acaulosporaceae

Acaulospora appendicula Schenck, Spain & Sieverding
Acaulospora gerdemannii Schenck & Nicolson
Acaulospora sp 2 (*)

Acaulospora scrobiculata Trappe
Gigasporaceae

Gigaspora albida Schenck & Smith
Scutellospora coralloidea Walker & Sanders
Scutellospora pellucida Nicolson & Schenck
Scutellospora hawaiensis+A18 Koske & Gemma
Scutellospora scutata Walker & Diederichs
Scutellospora weresubiae Koske & Walker
Glomaceae

Glomus aggregatum Schenck & Smith

Glomus constrictum Trappe

Glomus etunicatum Becker & Gerdemann
Glomus occultum Walker & Koske

Glomus sp1 (**)

Glomus sp2 (**)

Total de espécies

Riqueza Acumulada

(*) — possivel espécie nova
(**) — espécies nao identificadas
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TABELA 9 - Familias e espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA), identificadas
na duna fixa através da coleta direta de esporos e de dois ciclos de cultura

armadiiha.

Familias e espécies de FMA

Acaulosporaceae

Acaulospora appendicula Schenck, Spain & Sieverding

Acaulospora gerdemannii  Schenck & Nicolson

Acaulospora sp 2 (*)

Acaulospora scrobiculata Trappe
Gigasporaceae

Gigaspora albida Schenck & Smith
Scutellospora coralloidea Walker & Sanders
Scutellospora pellucida Nicolson & Schenck
Scutellospora hawaiensis Koske & Gemma
Scutellospora scutata Walker & Diederichs
Scutellospora weresubiae Koske & Walker
Glomaceae

Glomus aggregatum Schenck & Smith
Glomus constrictum Trappe

Glomus etunicatum Becker & Gerdemann
Glomus occultum Walker & Koske

Glomus sp1 (**)

Glomus sp2 (**)

Total de espécies

Riqueza Acumulada

(*) — possivel espécie nova
(**) — espécies nédo identificadas
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Riqueza Acumulada

0 1 2 3
Nimero de Métodos

—o— Ante-Duna —3— Duna Semi-Fixa —#— Duna Fixa ‘

FIGURA 4 - Riqueza especifica nos trés estagios de estabilizagéo, ante-duna, duna semi-fixa
e duna fixa, calculada apés utilizagdo de métodos combinados. 1 — Coleta
direta, 2 — Coleta direta e primeiro ciclo de cultura armadilha, 3 - Coleta direta,
primeiro ciclo de cultura armadilha e segundo ciclo de cultura armadilha.
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4.2.2 - ABUNDANCIA AVALIADA POR MEIO DE BIOENSAIO

Os resultados dos bioensaios nos diferentes estagios, obtidos ao final de 20, 30 e
40 dias ap6s plantio, sdo apresentados na FIGURA 5. Os valores da porcentagem de
colonizag@o correspondem a média percentual das raizes colonizadas por FMA, nos
diferentes periodos e nos diferentes estagios. Foi observado que, tanto aos 20, quanto
aos 30 dias, os propagulos de FMA presentes no solo da ante-duna produziram a maior
porcentagem de raizes colonizadas. Estes valores correspondem ao potencial de in6culo
de uma populagdo de esporos na ante-duna dez vezes menor do que na duna fixa. No
entanto, aos 40 dias, a maior porcentagem de colonizagdo radicular foi observada na

duna fixa.

Porcentagem de Colonizacao

Dias apoés plantio

m Ante-Duna 3 Duna Semi-Fixa m Duna Fnﬂ

FIGURA 5 - Porcentagem de colonizagao radicular em raizes de milho aos 20, 30 e 40 dias
apos plantio.



35

TABELA 10 - Anadlise da Variancia por meio do teste Tukey para as médias de colonizagéo
radicular em cada estagio de estabilizagéo, considerando os 20, 30 e 40 dias

apos plantio.
Ante-Duna
Dias Contagens Média HG Contrastes Diferenca  (+/-) Limites
20 15 8,13 X 20b-30D * -9,53 4,04
30 16 17,67 X 20D -40D * -20,53 4,04
40 15 28,67 X 30D-40D * -11,00 4,04

Duna Semi-Fixa

Dias Contagens Média HG Contrastes Diferenca (+/-) Limites
20 15 6,53 X 20D - 30D -8,53 9,74
30 15 15,07 X 20D-40D * -52,33 9,74
40 15 58,87 X 30D-40D * 43,80 9,74

Duna Fixa

Dias Contagens Média HG Contrastes Diferenca (+/-) Limites
20 15 5,87 X 20D-30D * -7,40 6,12
30 15 13,27 X 20D -40D * -62,67 6,12
40 15 68,53 X 30D-40D * -55,27 6,12

* - Assinala diferencas estatisticamente significativas
HG - Homogeneidade entre os grupos

Para se avaliarem diferencas significativas entre as médias de colonizagio
radicular, foi feita a anélise de variancia e utilizado o Teste de Tukey. Quando foram
analisadas as médias de colonizagdo radicular para a ante-duna aos 20, 30 e 40 dias,
foram observadas diferengas significativas a um nivel de confianga de 95% entre as
médias correspondentes aos diferentes dias apds plantio. J& na duna semi-fixa, ndo
houve diferengas significativas a um nivel de confianca de 95% entre as médias de
colonizagdo radicular aos 20 e aos 30 dias. No entanto, foram detectadas diferengas
significativas entre as meédias correspondentes aos 30 e 40 dias. A duna fixa
apresentou diferengas significativas entre as médias de colonizagdo radicular nos trés
periodos de avaliacdo (TABELA 10).
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TABELA 11 - Andlise da Variancia por meio do teste Tukey para as médias de colonizagéo
radicular ao final de 20, de 30 e de 40 dias em cada estagio de estabilizagdo.

20 Dias

Dias Contagens Meédia HG Contrastes Diferenca (+/-) Limites
Ante-Duna 15 8,13 X Ante-Duna - Duna-Fixa * 1,60 3.33
Semi-Fixa 15 6,53 X Ante-Duna - Semi-Fixa * 2,27 3.33
Duna Fixa 15 587 X Duna Fixa - Semi-Fixa * -0,67 3,33

30 Dias

Dias Contagens Meédia HG Contrastes Diferenca (+/-) Limites
Ante-Duna 15 17,67 X Ante-Duna - Duna-Fixa 2,60 3,41
Semi-Fixa 15 15,07 X X Ante-Duna - Semi-Fixa * 4,40 3,41
Duna Fixa 15 13,27 X Duna Fixa - Semi-Fixa -1,80 3,41

40 Dias

Dias Contagens Média HG Contrastes Diferenca (+/-) Limites
Ante-Duna 15 28,67 X Ante-Duna - Duna-Fixa * -30,20 11,23
Semi-Fixa 15 58,87 X Ante-Duna - Semi-Fixa * -39,87 11,23

Duna Fixa 15 68,53 X Duna Fixa - Semi-Fixa -9,67 11,28

* - Denota diferencas estatisticamente significativas
HG - Homogeneidade entre os grupos

A andlise de varidncia das médias de colonizagdo radicular, correspondente a
cada periodo entre as diferentes dunas, evidenciou que aos 20 dias ndo houve diferengas
significativas a um nivel de confiang¢a de 95%, entre as médias de colonizagdo radicular
das dunas. Aos 30 dias, foi observada diferenca significativa entre as médias de
colonizagdo radicular entre a ante-duna e a duna fixa. Por ultimo, aos 40 dias ocorreram
diferengas significativas entre a média de coloniza¢do radicular da ante-duna e as

médias da duna semi-fixa e duna fixa (TABELA 11).

Em dunas no Meéxico, CORKIDI et al. (1997a) analisaram, por meio de
bioensaio, o potencial de indculo de solos proveniente dos diferentes estagios de
estabilizagdo. Concluiram que a colonizagdo aumentou com o estagio e que, durante os

primeiro dias de avaliagdo, ndo ocorreram diferencas significativas na colonizagao entre
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. os estagios. Estes pesquisadores também utilizaram milho como planta armadilha no
bioensaio.

A maior taxa de coloniza¢do dos FMA foi detectada nos solos da ante-duna aos
20 dias apds plantio. A predominincia neste estagio de Gigasporaceae, que inclui
espécies caracterizadas pela produgdo de esporos de grandes dimensées (Giga- gigante),
com germinagdo rapida e por mecanismos de germinacdo multipla, pode ser responsavel
pelos resultados. Esporos destas espécies dispdem de alto vigor e de maior capacidade
de sobrevivéncia na auséncia de raizes suscetiveis (KOSKE, 1987; SANDERS, 1997).
A produgdo de tubos germinativos multiplos aumenta também a probabilidade do
contato entre o fungo e a raiz no solo e conseqiientemente pode conduzir a maior
rapidez na colonizagdo inicial.

Por outro lado, nas dunas fixas, a taxa de colonizagdo ocorreu de forma
progressiva, provavelmente devido a predomindncia de espécies da familia das
Glomacae. A diferen¢a na taxa de colonizagdo entre as Gigasporacea e as Glomaceae
foi discutida por alguns pesquisadores. DANIELS (1981) realizou estudos de
infectividade com culturas monoespecificas de Gigaspora rosea e verificou que esse
fungo produziu 250 pontos de entrada em raizes de alho-porro, ap6s duas semanas de
plantio, a partir de cultivos com 50 esporos de G. rosea. Ja no que se refere as
Glomaceae, STURMER (comunicag¢do pessoal) observou que Glomus etunicatum
produziu uma média de 97 pontos de entrada nas raizes das plantas armadilhas em
cultura com 100 esporos. Estes exemplos mostraram uma diferenga 5 vezes maior no
nimero de pontos de colonizagdo em cultura do mesmo género da espécie predominante
da ante-duna na Joaquina, ou seja, G. albida.

A duna semi-fixa apresentou valores intermedidrios no que se refere a
porcentagens de colonizagdo radicular. Acaulosporaceae, que representam
aproximadamente 54% do total de espécies dispdem de mecanismos de dorméncia. Nao
existe, entretanto, informagio se esta dorméncia é uma caracteristica do género ou se €

espécie- especifica (GAZEY et al., 1993).
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43 - AVALIACAO DA DIVERSIDADE GENETICA

Antes de proceder a avaliagdo da diversidade genética, foi estimada a quantidade de
DNA total pela comparagdo com um padrdo de DNA de quantidade conhecida. O DNA
integro, ndo degradado, correspondente as populagdes de esporos de FMA da ante-duna, da
duna semi-fixa e da duna fixa sio mostrados na FIGURA 6. O DNA amplificado,
correspondente a regido ITS do rDNA das populagdes de FMA, nos trés estagios de
estabilizagdo das dunas, ¢ apresentado na FIGURA 7. Estes resultados mostraram a
presenca de diferentes regides ITS e, conseqiientemente, diferencas entre as populagdes de
FMA em cada duna. Na duna fixa, foram observadas duas bandas, uma de
aproximadamente 676 pb e outra em torno de 517 pb. Na duna semi-fixa, também foi
observada a banda de aproximadamente 676 pb e foi observada, ainda, uma Segunda, de
aproximadamente 500 pb. Na ante-duna, as duas bandas que foram observadas sdo
semelhantes as da semi-fixa. No caso das espécies utilizadas como padrdes, a Gigaspora
albida, espécie comum nas trés dunas, mostrou uma tnica banda de aproximadamente 500
pb. Este valor esta de acordo com os observados por Redecker et al. (1997), para a mesma
espécie. Acaulospora scrobiculata, espécie de FMA predominante na duna semi-fixa,
apresentou uma banda de aproximadamente 600pb.

Os tamanhos aproximados dos fragmentos de restrigao, gerados pela endonuclease
Hinf I, na clivagem da regido ITS do rDNA das populagdes de esporos nas diferentes
dunas, observa-se na FIGURA 8. Estes fragmentos mostraram um perfil de banda
caracteristico para as populacdes de cada duna. Na ante-duna e na duna semi-fixa,
observaram-se perfis de bandas semelhantes. Na ante-duna, observaram-se
aproximadamente 5 fragmentos de diferentes tamanhos; ja na duna semi-fixa, observaram-
se aproximadamente 7. O maior fragmento de restrigdo observado nestas dunas, foi de
aproximadamente 517 pb. As populagdes de FMA na duna fixa exibiram o menor nimero
de fragmentos de restrigdo: foram observados 3 fragmentos, sendo que o maior deles tinha
aproximadamente 241 pb.

Recentemente, Redecker et al. (1997) determinaram padrdes de restrigdo para varias

espécies de FMA, utilizando trés enzimas diferentes, Mbo I - Hinf I e Taql. Foram
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obtidos padroes de bandas praticamente idénticos com as trés enzimas para todos as
espécies de Gigaspora testadas ( G.albida, G.rosea, G. candida ). No mesmo trabalho, foi
observado que ha uma estreita relagdo filogenética entre as espécies de Gigaspora e
Scutellospora ao analisar os fragmentos de DNA de restri¢éo, gerados por cada uma das
enzimas utilizadas. Estes padrGes de restri¢do ndo foram observadas com nenhuma das trés
enzimas, uma diferenciagdo clara entre os fragmentos de DNA, gerados nas espécies de
Gigaspora e Scutellospora analisadas. A unica espécie que mostrou um padrdo de bandas
diferente, quando tratada com Hinf I € a Scutellospora pellucida, espécie presente nas trés
dunas. Estes autores sugerem, através dos seus resultados, que as divergéncias dentro da
seqiiéncia ITS nos Glomus € maior que nas Gigasporaceas. No entanto, isto ndo foi
observado na duna fixa, a qual apresentou o menor polimorfismo, embora a composi¢do da
comunidade de FMA se caracterize pela predominancia de Glomus. E importante ressaltar,
porém, que Redeckcer et al. (1997) fizeram estas observagdes com espécies de Glomus
diferentes das encontradas na duna fixa.

De acordo com a técnica de PCR-FRLP do rDNA, o maior polimorfismo foi
observado nas comunidades de FMA na duna semi-fixa, onde as avaliagdes por método
direto por meio dos diferentes indices e dos modelos de abundancia, mostraram a menor
diversidade. Provavelmente, o carater intermediario da composi¢do das comunidades de
FMA e da vegetagdo, da posi¢do da duna e da suas caracteristicas edaficas, assim como a
intensidade nos fatores bidticos e abidticos, sinalizaram a necessidade de uma maior

diversidade genética para a manuteng@o das espécies de FMA as condi¢des desta duna.



FIGURA 6 - Eletroforese em gel de agarose 0.8% do DNA total. 1-DNA total
extraido de esporos de duna fixa. 2-DNA total extraido de esporos de
duna semi-fixa. 3-DNA total extraido de esporos de ante-duna. 4-DNA
total extraido de esporos Gigaspora albida. 5-DNA total extraido de
esporos de Acaulospora scrobiculata. M, marcador de tamanho: DNA
fago lambda clivado com Hind Ill / EcoR I.
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FIGURA 7 - Eletroforese em gel de agarose 1.5% de DNA amplificado. As bandas
foram amplificadas utilizando-se os oligonucleotideos ITS1 e ITS4
respectivamente. M, marcador de DNA plasmidial pUC18 clivado com Rsa
e Hinf I. 1 - esporos de duna fixa; 2 -esporos de duna semi-fixa; 3 -esporos
de ante-duna; 4 -Gigaspora albida; 5 -Acaulospora scrobiculata; 6 -duna
fixa; 7-semi-fixa; 8-ante-duna; de esporos obtidos em outra época de
coleta ( Maio 97 ). 9 -Pisolithus tinctorius (testemunha).
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FIGURA 8 - Eletroforese em gel de agarose 2% da regido ITS do rDNA de
populagbes de fungos endomicorrizicos nos trés estagios de
estabilizacdo de dunas. A clivagem foi realizada com a enzima de
restricdo Hiinf 1. M, corresponde ao marcador pUC 18/ RSA-Hinf I. 1-
esporos de duna fixa; 2-esporos de duna semi-fixa; 3-esporos de
ante-duna;  4-Gigaspora albida; 5- Acaulospora scrobiculata;
Esporos de 6-duna fixa; 7-semi-fixa; 8-ante-duna em outra época de
coleta. 9-Pisolithus tinctorius.
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5 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas avaliagbes da diversidade de FMA nos trés estagios de

estabilizagdo de dunas permitem as seguintes conclusdes:

1 - Foram identificadas 13 espécies de FMA, nos trés estagios de estabilizagio
das dunas, apds coleta direta de esporos. Apenas G. albida, S. pellucida, e Acaulospara
sp 2 estiveram presentes em todos os estagios.

2 - Espécies de todas as familias de FMA foram recuperadas das dunas, porém
nem todos os representantes das diversas familias ocorreram nos trés estigios de
estabilizagdo. Membros da familia Glomaceae ndo foram recuperados da ante-duna.

3 - A abundincia média das espécies de FMA aumentou com o estagio de
estabilizag@o, sendo o valor médio de 20,5, 169,5 e 215,2 esporos em cada 100g de solo
da ante-duna, da duna semi-fixa e da fixa, respectivamente.

4 - A riqueza especifica também aumentou com o nivel de estabilizagdo, sendo,
entretanto, pequena a variagdo entre cada nivel. O indice de Margalef, que avalia
também a riqueza, evidenciou a ocorréncia de uma maior diversidade na ante-duna.
Este indice combina conjuntamente riqueza e abundincia, tendo, portanto, detectado
um nimero proporcionalmente elevado de espécies na comunidade da ante-duna.

5 - A abundincia relativa das diferente familias de FMA se modificou 4 medida
que aumentou a estabilizagdo. Na ante-duna, as espécies da familia Gigasporaceae
representaram 78% do total das espécies identificadas. Ja na duna semi-fixa, foram
observados membros das trés familias, sendo Acaulosporaceae dominante com 54 % do
total dos esporos recuperados. Na duna fixa, a famiiia das Glomaceae predominou com
83 % do total de esporos recuperados.

6 - Os modelos classicos de distribuigdo da abundéincia para os trés estagios de
estabilizagdo evidenciaram que a ante-duna se ajustou com maior probabilidade ao
modelo broken stick, da mesma forma que a duna fixa. Ja a duna semi-fixa se ajustou

preferencialmente ao modelo da série log.
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7 - Ao combinar a riqueza e a abundéincia relativa nas diferentes expressdes
matematicas, que resultam nos diversos indices, obtiveram-se resultados que
confirmaram maior diversidade para a ante-duna, resuitado também obtido apds analise
do indice de Margalef ¢ dos modelos de distribuicdo da abundincia. Todos os indices
de heterogeneidade calculados mostraram que a ante-duna foi o estagio de maior
diversidade em contraposi¢do & menor diversidade na duna semi-fixa.

8 - A riqueza especifica nos trés estagios, calculada apos a utilizagdo de métodos
combinados, coleta direta de esporos e dois ciclos de culturas armadilhas, teve um
acréscimo de 3 espécies. Sendo assim, foram identificadas 16 espécies de FMA, nos
trés estagios, quando métodos diretos e indiretos foram combinados.

9 - O bioensaio avaliado no final de 40 dias permitiu concluir que ocorreu um
aumento no potencial de inoculo dos FMA com o estagio de estabilizagdo.

10 - A avaliagdo da diversidade genética, por meio da técnica de PCR-FRLP do
rDNA nos trés estagios, indicou maior polimorfismo para a comunidade recuperada na
duna semi-fixa, em contraposicio com a menor diversidade especifica observada,

quando avaliada com os diferentes indices € modelos de distribuicdo da abundéncia.
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FIGURA A1 - Fluxograma apresentando os procedimentos realizados para a avaliagédo da
diversidade especifica e genética dos fungos micorrizicos arbusculares e os
locais onde ocorreram os procedimentos (MIP - Departamento de Microbiologia
e Parasitologia, UFSC - Universidade Federal de Santa Catarina, UFV —
Universidade Federal de Vigosa).
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TABELA A1 - Numero de esporos na subamostra, abundancia média e freqiiéncia das
espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) associadas as plantas
nos trés estagios de estabilizacdo das dunas. Valores obtidos a partir de
seis subamostras de cada lote de coleta.

Espécie A1l A2 A3 A4 A5 A6 média F(%)

Ante-Duna
1 Gigaspora albida 2 2 2 12 10 10 6,33 100
2 Scutellospora weresubiae 0 1 2 7 5 6 3,50 83
3 Scutellospora pellucida 0] 2 0 0 9 9 3,33 50
4 Acaulospora gerdemannii 0 2 4 8 2 2 3,00 83
5 Scutellospora coralloidea 0 1 2 3 5 6 2,83 83
6 Acaulospora n°2 (*) 0 3 2 0 1 3 1,50 67

Total de esporos 2 11 12 30 32 36 2050

Duna Semi-Fixa
1 Acaulospora scrobiculata 73 89 68 79 8 91 81,17 100
2 Gigaspora albida 57 44 53 60 46 44 5067 100
3 Glomus constrictum 14 21 17 14 10 9 14,17 100
4 Scutellospora pellucida 10 12 9 7 5 8 8,50 100
5 Acaulospora appendiculata 9 12 4 7 11 6 8,17 100
6 Scutellospora coralloidea 4 6 4 7 3 4 4,67 100
7 Acaulospora n°2 (*) 5 4 0 0 2 2 2,17 67

Total de esporos 172 188 155 174 164 164 169,50

Duna Fixa
1 Glomus sp1 (**) 93 105 98 96 101 92 97,50 100
2 Glomus sp2 (**) 43 47 55 44 57 48 49,00 100
3 Acaulospora n°2 (*) 16 24 16 13 15 14 16,33 100
4 Glomus occultum 15 13 12 19 17 11 14,50 100
5 Gigaspora albida 15 6 5 10 12 15 10,50 100
6 Glomus constrictum 12 13 9 7 11 9 10,17 100
7 Glomus aggregatum 13 O 20 0 0 18 8,50 50
8 Acaulospora appendicula 5 4 9 10 7 6 6,83 100
9 Scutellospora pellucida 2 5 3 0 0 1 1,83 67

Total de esporos 214 217 227 199 220 214 21517

(*) — possivel espécie nova

(**) — espécies ndo identificadas

A1, A2, A3, A4, A5 e A6 — subamostras de 100g retiradas das amostras de solo de cada lote.
média — abundancia média de cada espécie (média das seis subamostras).

F (%) — Percentual de freqiiéncia de ocorréncia de cada espécie nas subamostras.
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TABELA A2 - Valores necessarios para os célculos dos diversos indices de dominancia,
diversidade e equitatividade para a ante-duna.

Espécie ni ni (ni-1) pi (pi)? In (pi) piln(pi)

1 Gigaspora albida 6,33 33,78 0,31 0,0954 1,17 -0,36
2 Scutellospora weresubiae 3,50 8,75 0,17 0,0291 1,77 0,30
3 Scutellospora pellucida 3,33 7,78 0,16 0,0264 -1,82 0,30
4 Acaulospora gerdemannii 3,00 6,00 0,15 0,0214 -1,92 -0,28
5 Scutellospora coralloidea 2,83 519 0,14 0,0191 -1,98 0,27
6 Acaulospora n°2 1,50 0,75 0,07 00,0054 -2,61 0,19

S - Numero de espécies ou Riqueza = 6;

ni - Numero de individuos por espécie ou Valor de Importancia de cada espécie = n, ;

N - Numero total de individuos na amostra ou Total dos Valores de Importancia = 21;

n.
pi - Probabilidade de importancia de cada espécie definida por 7’;
In - logaritmo natural.

Calculos dos indices para a ante-duna

6

indice de dominancia de Simpson c = >.(p)* =020,

i=1
Indices de diversidade de Simpson D=1-¢c= 0,84 D' = 1. 5,08,

c

. o . D ., D
Indice de equitatividade de Simpson E=—=101 £ =——=0,85.

1-1/S) S

6

indice de diversidade de Shannon H ==Y pin(p) =171

i=1

Indice de equitatividade de Shannon ou de Uniformidade de Pielou

J = H = 0,95.
InS




TABELA A3 - Valores necessarios para os cdlculos dos diversos indices de dominancia,
diversidade e equitatividade para a duna semi-fixa.

Espécie ni ni (ni-1) pi (pi)? In(pi) piln (pi)

1 Acaulospora scrobiculata 81,17 650686 048 02293 0,74 0,35
2 Gigaspora albida 50,67 251644 0,30 0,0894 -1,21 0,36
3 Glomus constrictum 14,17 186,53 0,08 0,0070 -2,48 0,21
4 Scutellospora pellucida 8,50 63,75 0,06 0,0025 -2,99 0,15
5 Acaulospora ap 8,17 58,53 0,05 0,0023 -3,03 0,15
6 Scutellospora coralloidea 4,67 17,11 0,03 0,0008 -3,59 0,10
7 Acaulospora n°2 2,17 2,53 0,01 0,0002 4,36 0,06

S - Numero de espécies ou Rigueza = 7;

ni - Ndmero de individuos por espécie ou Valor de Importancia de cada espécie =, ;

N - Numero tota! de individuos na amostra ou Total dos Valores de Importancia = 170;

n.
pi - Probabilidade de importancia de cada espécie definida por —A’-,—;
In - logaritmo natural

Célculos dos Indices para a duna semi-fixa

Indice de dominancia de Simpson

7
c = Z(p,.f = 0,33,
i=l

Indice de diversidade de Simpson D=1-c= 0,67 D'
Indice de equitatividade de Simpson  E = _Db = 0,78 E’
1-1/5)
7
Indice de diversidade de Shannon H =->pln(p) =137

i=1

Indice de equitatividade de Shannon ou de Uniformidade de Pielou

H
InS

J =

= 0,70
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TABELA A4 - Valores necessarios para 0s calculos dos diversos indices de dominancia,

diversidade e equitatividade para a duna fixa.

Espécie ni ni (ni-1) pi (piy? in (pi) piln(pi)

1 Glomus sp2 97,50 9408,75 045 02053 0,79 -0,36
2 Glomus sp1 49,00 235200 023 00519 -148 -0,34
3 Acaulospora sp 16,33 250,44 0,08 00058 -2,58 0,20
4 Glomus ocultum 14,50 195,75 0,07 0,0045 2,70 0,18
5 Gigaspora albida 10,50 99,75 0,05 00024 -302 0,15
6 Glomus constrictum 10,17 93,19 0,05 0,0022 -3,05 0,14
7 Glomus agregatum 8,50 63,75 0,04 00016 -323 0,13
8 Acaulospora appendicula 6,83 39,86 0,03 0,0010 -3,45 -0,11
9 Scutellospora pellucida 1,83 1,53 0,01 0,0001 477 -0,04

S - Numero de espécies ou Riqueza = 9;

ni - Numero de individuos por espécie ou Valor de Importancia de cada espécie =n, ;

N - Numero total de individuos na amostra ou Total dos Valores de Importancia = 215;

pi - Probabilidade de importancia de cada espécie definida por —r]i\']—

In - logaritmo natural

Calculos dos indices de diversidade para a duna fixa

9
Indice de dominancia de Simpson c = Z( p,)? =027,
=1
Indice de diversidade de Simpson D=1-¢c= 073 D'
D ,

Indice de equitatividade de Simpson = E=——"—=
1-1/S)

9
Indice de diversidade de Shannon H =-Y pln(p) =164

i=1

fndice de equitatividade de Shannon ou de Uniformidade de Pielou

H
InS

J =

=0,75.

0,82 F'=

C
D

3,64.

= 0,40.
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TABELA AS - Recélculo dos diversos indices de diversidade, dominancia e equitatividade
para a Ante-Duna.

indices A1aAB  A2aA6  A3aA6 AdaA6 Variacdo Max
Riqueza S 6 6 6 6 0%
Abundancia (média) N 21 24 28 33 37%
Dominancia de Simpson c 0,20 0,20 0,22 0,23 16%
Diversidade de Simpson D 0,80 0,80 0,78 0,77 5%
D' 5,08 4,95 4,60 4,27 16%
Equitatividade de Simpson E 0,96 0,96 0,94 0,92 5%
E' 0,85 0,82 0,77 0,71 16%
~ Diversidade de Shannon H 1,71 1,74 1,73 1,72 1%
Equitatividade de Shannon  J 0,95 0,97 0,96 0,96 1%

Al a A6 — Valores dos indices considerando as seis subamostras

A2 a A6 - Valores dos indices eliminando a primeira subamostra

A3 a A6 — Valores dos indices eliminando as duas primeiras subamostras
A4 a A6 - Valores dos indices eliminando as trés primeiras subamostras

Na ante-duna foi observado um comportamento distinto quanto a freqii€ncia de
ocorréncia das espécies de FMA (ANEXO 2 ; TABELA Al). As trés primeiras
subamostras nesta duna, apresentaram uma variagdo acentuada na freqi€ncia quando
comparadas as trés ultimas. Esta variacdo foi de aproximadamente 300%, indicando a
possibilidade de interferéncia metodologica tal como, a inadequada homogeneizagdo do
solo coletado previamente a extrag@o das seis subamostras para a contagem dos esporos
de FMA, ¢ também algum erro no processamento das amostras.

Para verificar se as oscilagdo nas contagens de esporos nas diferentes repeti¢oes
na ante-duna (TABELA A.1) poderiam ter influenciado os resultados obtidos nos
indices, os calculos foram refeitos suprimindo-se os dados suspeitos. Para tal, foram
descartados sucessivamente a primeira, as duas primeiras € as trés primeiras repetigoes.
Os resultados obtidos foram resumidos na TABELA AS, evidenciando-se que ndo

resultou em mudanga expressiva nos indices.
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TABELA A6 - Ajuste dos dados ao modelo de distribui¢do de abundéncia das espécies,

Série geométrica, para os trés estagios de estabilizagdo das dunas.

Ante Duna observado esperado X2

1 Gigaspora albida Ga 10,7 12,7 0,33
2 Scutellospora weresubiae Sw 6,0 81 0,54
3 Scutellospora pellucida Sp 6,0 52 0,14
4 Acaulospora gerdemannii Ag 4,0 3,3 0,16
5 Scutellospora coralloidea Sc 4,7 2.1 3,16
6 Acaulospora n°2 Ac2 1.3 1,3 0,00
Total de esporos 32,7 32,7 zX2= 4,33

Probabilidade - P 50,00%

Duna Semi-Fixa observado esperado X2

1 Acaulospora scrobiculata As 81,2 90,1 0,88
2 Gigaspora albida Ga 50,7 428 1,46
3 Glomus constrictum Glc 14,2 20,3 1,85
4 Scutellospora pellucida Sp 8,5 9,6 0,13
5 Acaulospora appendiculata Aa 8,2 4.6 2,82
6 Scutellospora coralloidea Sc 4,7 2,2 2,87
7 Acaulospora n°2 Ac2 22 1,0 1,25
Total de esporos 169,5 170,5 2X2= 11,27

Probabilidade - P 5% <P <10%

Duna Fixa observado esperado X2

1 Glomus sp2 Ac2 97,5 86,5 1,40
2 Glomus sp1 Gl1 49,0 53,7 0,41
3 Acaulospora n°2 Asp 16,3 334 8,69
4 Glomus occultum Glo 14,5 20,7 1,87
5 Gigaspora albida Ga 10,5 12,9 0,44
6 Glomus constrictum Gic 10,2 8,0 0,59
7 Glomus aggregatum Gia 8,5 5,0 2,52
8 Acaulospora appendicula Aa 6,8 3.1 4,56
9 Scutellospora pellucida Sp 1,8 1,9 0,00
Total de esporos 215,2 225,1 2X2= 20,49

Probabilidade - P

0,1% <P <1%
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Para a distribui¢do da série geométrica foram utilizados:
n=NC, k(1-k)™

onde & = propor¢do do espago do nicho ou recursos disponiveis que cada espécie
ocupa

S = ao numero total de espécies

n,= ao numero de individuos da i-ésima espécie

N = ao nimero total de individuos

N, = ao numero de individuos da espécie menos abundante

min

S
C.= [1-(1-%)°]", constante que garante que Z n=N.
i=1

O valor de % ¢ estimado resolvendo-se a seguinte equagio

*) Ny _ [K(A-0)]0-k)°
N 1-(1-k)°

Para a ante duna temos os dados

S=6
Nmin = 1,333333333
N = 32,66731771
Nmin/N = 0,040815513

Para a estimativa de k& resolvemos a equagao

[k/1-%)] 1-k)°
1- (1-k)°

0,0400815513 =

usando o método iterativo



k erro

0,25 0,031355559
0,5 -0,024942497

0,375 -0,00278599
0,3125 0,012847922
0,34375 0,004656365
0,359375 0,000840244
0,3671875 -0,000996844
0,36328125 -8,41343E-05
0,36132813 0,000376569
0,36230469 0,000145728
0,36279297 3,07039E-05
0,36303711 -2,67384E-05

0,36291504 1,9769E-06

86

Com o valor de k£ estimado em 0,363 calculamos o valor de C; usando a férmula
C,=[1-(1-0,363)°T" = 1,072

e com isto podemos calcular o numero de individuos »; para cada uma das 6 espécies

usando a formula

n, =32,66 x 1,072 x 0,363 x (1—0,363)i‘1

Obtendo a seqii€ncia dos valores esperados da tabela da ante duna.

Os valores do teste > foram calculados usando-se

Z’ ( Valor observado — Valor esperado)’ / Valores esperado .
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TABELA A7 - Ajuste dos dados ao modelo de distribuigio de abundancia das espécies, série
log, para os trés estagios de estabiliza¢io das dunas.

Ante-Duna
Numero de individuos NUumero Espécies Espécies
Limite superior de individuos Observadas Esperadas X2
2,5 2 1 3,61 1,88
45 4 4 1,07 8,06
8,5 8 1 0,80 0,05
16,5 16 0 0,41 0,41
32,5 32 0 0,11 0,11
0 0,01 0,01
Total de individuos 62
Total de espécies 6 6,00
X2 10,51
Probabilidade - P 5% <P < 10%
Duna Semi-Fixa
Numero de individuos Numero Espécies Espécies
Limite superior de individuos Observadas Esperadas X72
2,5 2 1 2,18 0,64
45 4 1 0,83 0,03
8,5 8 2 0,88 1,41
16,5 16 1 0,88 0,02
32,5 32 0 0,81 0,81
64,5 64 1 0,68 0,15
128,5 128 1 0,46 0,63
0 0,27 0,27
Total de individuos 254
Total de espécies 7 7.00
X" 3,70
Probabilidade - P 80% < P < 90%
Duna Fixa
Numero de individuos Numero Espécies Espécies
Limite superior de individuos Observadas Esperadas X72
2,5 2 1 2,80 1,16
45 4 0 1,07 1,07
8,5 8 2 1,14 0,65
16,5 16 4 1,32 5,44
32,5 32 0 1,05 1,05
64,5 64 1 0,87 0,02
128,5 128 1 0,59 0,28
0 0,16 0,16
Total de individuos 254
Total de espécies 9 9,00
zXr2 967

Probabilidade - P 20% < P < 30%




Para a distribui¢do da série log temos que calcular 0 numero de espécies com

individuos dados por

i

ax

EN, = =
]

e para isto temos que estimar os dois parametros o € Xx.

Para estimar o pardmetro x temos que resolver a seguinte equacio
2 - [a-0)/x](-In0- )]
N
onde
S = ao numero total de espécies

N = ao numero total de individuos.

Com isto pode se calcular o valor de a usando a formula

_ N(1-x)

X

Para a ante duna temos os dados

S= 6
N= 20,5
SIN= 0,292682927

Para a estimativa de x resolvemos a equagéo

0,292682 = [(1-x)/x ][~ In(1- x)]

usando o método iterativo da bissegdo
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X erro

0,8 0,109676551
0,9 -0,036840139

0,85 0,042102953

0.875 0,004380151
0,8875 -0,015736187
0,88125 -0,00556263
0,878125 -0,000563302
0,8765625 0,001925108
0,87734375 0,000677335
0,877734375 5,82455E-05
0,877929688 -0,000253214
0,877832031 -9,74568E-05
0,877783203 -1,95988E-05
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Com o valor de x estimado em 0,8777 calculamos o valor de o usando a férmula

_ N(1-x)
- X

= 2,85429

e com isto podemos calcular NE; , o nimero de espécies esperadas contendo i

individuos. Obtivemos a seqii€ncia dos valores esperados da tabela da ante duna.

Os valores do teste x> foram calculados usando-se

Z ( Valor observado — Valor esperado)? | Valores esperado .

Os calculos para as dunas semi-fixa e fixa foram feitos de forma analoga.



TABELA A8 - Ajuste dos dados ao modelo de distribuigdo de abundincia das espécies,
broken stick, para os trés estagios de estabilizagdo das dunas.

Ante-Duna .
Numero de individuos Numero Espécies Espécies
Classe Limite superior de individuos Observadas Esperadas XA2
1 2,5 2 1 1,52 0,18
2 45 4 2 1,17 0,59
3 8,5 8 2 1,53 0,15
4 16,5 16 1 1,15 0,02
5 32,5 32 0 0,18 0,18
6 0 0,45 0,45
Total de individuos 62
Total de espécies 6 6,00
TX2 111
Probabilidade - P 95% < P < 98%
Duna Semi-Fixa
Numero de individuos Ndmero Espécies  Espécies
Classe Limite superior de individuos Observadas Esperadas X"2
1 2,5 2 1 0,47 0,59
2 45 4 1 0,45 0,69
3 8,5 8 2 0,81 1,73
4 16,5 16 1 1,35 0,09
5 32,5 32 0 1,83 1,83
6 64,5 64 1 1,56 0,20
7 128,5 128 1 0,40 0,91
8 0 0,12 0,12
: Total de individuos 254
Total de espécies 7 7,00
X2 477
Probabilidade - P 50% < P < 70%
Duna Fixa
Numero de individuos Numero Espécies  Espécies
Classe Limite superior de individuos Observadas Esperadas X"2
1 2,5 2 1 0,64 0,21
2 45 4 0] 0,60 0,60
3 8,5 8 2 1,08 0,78
4 16,5 16 4 1,77 2,83
5 32,5 32 0 2,33 2,33
6 64,5 64 1 1,91 0,43
7 128,5 128 1 0,51 0,46
8 0 0,17 0,17
Total de individuos 254
Total de espécies 9 9,00
TXM2 6,22

Probabilidade - P 50% <P <70%




ANEXO - 5

RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS DA
AVALIACAO DA DIVERSIDADE A NiVEL DE ESPECIE
APOS COLETA DIRETA DE ESPOROS
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TABELA A9 - (A) Adiversidade dos trés estagios de estabilizac&o calculada através
dos diversos indices de riqueza (I) e dos indices de heterogeneidade
(). :
(B) Adaptacdo das distribuicdes da abundancia das espécies,
encontradas nos trés estagios de estabilizacdo das duna, a trés dos
modelos classicos de distribuicdo de abundancia das espécies, série
geomeétrica, série log, broken stick.

Ante-Duna Semi-Fixa Duna Fixa

(A) DIVERSIDADE

| - indices de Riqueza

Riqueza S 6 7 9

Abundancia N 21 170 215
indice de Margalef D wy 1,64 1,16 1,48

Ii - indices de Heterogeneidade

indice de dominancia de Sim pson c 0,20 0,33 0,27
indice de diversidade de Simpson D 0,80 0,67 0,73

D’ 5,08 3,02 3,64
indice dé equitatividade de Simpson E 0,96 0,78 0,82

E’' 0,85 0,43 0,40
indice de diversidade de Shannon H 1,71 1,37 1,64
indice de equitatividade de Shannon J 0,95 0,70 0,75

(B) AJUSTE AOS MODELOS

Série geométrica sim néo néo
Série log nao sim sim

Broken stick sim sim sim
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