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“Eu aprendi que a coragem não é a ausência de medo, mas o 

triunfo sobre ele. O homem corajoso não é aquele que não 

sente medo, mas aquele que conquista por cima do medo.” 
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Resumo: Bambus são gramíneas heliófilas ou de luz seletiva que podem tornam-se 

espécies dominantes devido à sua alta eficiência competitiva, plasticidade em traços 

funcionais inibição da regeneração de espécies do subosque. Contudo, somente a 

competição por recursos não explica o sucesso dos bambus, outras estratégias de 

interação planta-planta podem ser utilizadas. Estudos sugerem que compostos químicos 

(aleloquímicos) liberados por algumas espécies de bambu interferem na germinação de 

sementes e no crescimento de plântulas. A alelopatia é apontada como um dos 

mecanismos biológicos que desempenha importante papel na estrutura e na dinâmica da 

vegetação. Alguns trabalhos têm proposto que a produção de aleloquímicos pode estar 

relacionada a associações simbióticas das plantas com fungos endofíticos. A liberação 

de alguns compostos fenólicos no solo pode afetar a abundância de fungos micorrízicos 

arbusculares (FMA). Neste contexto, o presente trabalho teve o objetivo de determinar a 

potencial influência da alelopatia na dominância de Apoclada simplex em área de 

floresta Atlântica, através de análises da fitotoxicidade de extratos e frações, sobre a 

germinação e crescimento de espécieas agricolas Solanum lycopersicum (tomate), Oryza 

sativa (arroz) e sementes de espécies nativas de mata Atlântica: Mimosa bimucronata e 

Erytrina verna. Associado a isso, avaliou-se as propriedades químicas do solo e a 

presença de fungos nas áreas de ocorrência e não ocorrência de A. simplex. Os 

resultados obtidos mostraram atividade fitotóxica do extrato aquoso de folhas e de suas 

frações diclorometano (DCM), acetato de etila (ActOEt) e n- butanólica (n-But) na 

germinação e no crescimento. A presença dos ácidos caféico, p-hidroxibenzóico, 

dihidroxibenzóico, metoxi-benzóico e de luteolina-6-C-glicosil-8-C-arabinosídeo, além 

de compostos nitrogenados como: 2-benzoxazolinone (BOA), 7-methoxi-2 

Benzoxazolinone (MBOA), 2,4-dihydroxi-7-methoxi-(2 H )-1,4-benzoxazin-3(4 H )-

one (DIMBOA), 2-acetemidophenoxazin-3-one (AAPO), foram sugeridas por análises 

via HPLC-DAD, UHPLC-DAD, LC-DAD-ESI-MS e RMN.  O ácido p-benzóico foi o 

único composto detectado no solo. Foram identificadas, por sequenciamento de DNA, 

oito espécies de Glomus, duas espécies de Aculus, dois espécimes pertencentes à família 

Archaeosporales colonizando raízes de A. simplex, além de esporos na rizosfera o que 

caracterizam a espécie como micotrófica.  Entretanto, a relação entre a presença de 

FMA e A. simplex ainda não pôde ser caracterizada e deve ser investigada. A presença 

de compostos já caracterizados como aleloquímicos sugere que a alelopatia pode um 

dos mecanismos que explica a dominância da espécie nas áreas de floresta. Entretanto, 
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somente a identificação destes compostos no solo pode confirmar a hipótese de 

interação alelopática.  

 

Palavras chave: Fitotoxicidade; Aleloquímicos; FMA; HPLC; LC-DAD-ESI-MS. 
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Abstract: Bamboos have a large ecological amplitude in response to canopy 

disturbances, and they may become dominant species due to their abundance as well as 

their potential effect over the composition rate of forest regeneration. The success of 

bamboos cannot be explained solely by competition for resources, which suggests other 

strategies of plant-plant interaction. Recent studies have suggested that chemical 

compounds (allelochemicals) released by some bamboos affect directly seed 

germination and seedling growth. Allelopathy is one of the biological mechanisms 

which plays an important role in the dynamics and structure of vegetation. Although 

inconsistent, hard evidence shows that chemical induction by endophytic fungi can 

affect the allelopathic potential of the plants. The release of phenolic compounds in the 

soil may affect mycorrhizal fungi abundance. The present study was aimed to determine 

the potential influence of Apoclada simplex in allelopathy dominance within the 

Atlantic forest area. Phytotoxicity effects over germination and growth of crop species 

such as Solanum lycopersicum (tomato), Oryza sativa (rice) as well as native seeds from 

Atlantic forest, namely Mimosa bimucronata and Erytrina verna were based upon 

analyses of extracts and fractions. Furthermore, chemical properties of the soil were 

assessed as well as the occurrence or non-occurrence of fungi in A. simplex. Our 

findings showed phytotoxic activity in the leaf aqueous extract and also 

dichloromethane (DCM) fractions, ethyl acetate (ActOEt) and n-butanol (n-But) on 

germination and growth. Analyses suggest the presence of  caffeic acid, p-

hydroxybenzoic acid, dihydroxybenzoic acid, methoxy benzoic acid, luteolin-6-C-8-C-

glucosyl-arabinoside, and nitrogenous compounds such as 2-benzoxazolinone (BOA), 

7-methoxy-2 Benzoxazolinone (MBOA), 2,4-dihydroxy-7-methoxy- (2H) -1,4-

benzoxazin-3 (4H) -one (DIMBOA); Acetemidophenoxazin-2-3-one (AAPO) in its 

composition via HPLC-DAD UHPLC-DAD, DAD-LC-ESI-MS and NMR. The p-

benzoic acid was the only one detected in the soil. We have identified through DNA 

sequencing: eight Glomus species, two Aculus species and two specimens of 

Archaeosporales family colonizing A. simplex roots, besides rhizosphere spores which 

characterize the species as trophic fungus.  However, in order to characterize the 

interaction between AMF and A. simplex, further investigation is required. The presence 

of compounds already characterized as allelochemicals suggests that allelopathy can be 

one of the mechanisms which explain the species dominance in the forest. However, 

only the identification of such compounds in the soil can corroborate the allelopathic 
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interaction hypothesis. Keywords: Phytotoxicity, allelochemicals, AMF, HPLC, LC-

DAD-ESI-MS. 
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INTRODUÇÃO 

 

1.1.  Alelopatia: Histórico e conceitos 

 

 As interações alelopáticas têm sido amplamente observadas, descritas e 

estudadas ao longo das décadas. De acordo com Reigosa et al. (2006), o  primeiro relato 

histórico de alelopatia ocorreu entre os anos de 372-285 antes da Era Cristã, quando 

Teophrastus descreveu redução no crescimento e  desenvolvimento de plantas de  nos 

campos ocupados por  Amaranthus. Posteriormente, De Candolle (1832) apud Reigosa 

et al. (2006) sugeriu que problemas descritos como "doenças no solo" poderiam ser, na 

realidade decorrentes da exudação de compostos pelas plantas. Somente em  1937, o 

termo  alelopatia - allelopathy – derivado da combinação de duas palavras gregas 

“Allelo” e “Pathy” (prejuízo mútuo) –  foi usado do ponto de vista fisiológico por Hans 

Molìsch, para descrever o efeito do etileno na maturação dos frutos (Reigosa et al. 

2006).  

Alelopatia foi definida por Rice (1974) como o efeito inibitório ou estimulatório 

sobre o crescimento e distribuição de uma planta sobre sua vizinhaça, incluindo 

microorganismos através da liberação de compostos químicos. Dentro deste contexto, 

Whittaker & Fenny  (1971) em seu trabalho  “Aleloquímicos: Interação química entre 

as espécies” estabelecem os aleloquímicos como agentes que desempenham grande 

importância no processo de adaptação das espécies e na organização das comunidades.

 Na mesma linha conceitual, a Sociedade Internacional de Alelopatia (1996) 

caracteriza alelopatia como qualquer processo envolvendo metabólitos secundários 

produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam o crescimento e o 

desenvolvimento dos ecossistemas agrícolas ou biológicos. Tais definições, entretanto, 

têm sido criticadas por serem muito abrangentes e em função disso não terem um 

significado definido (Watkinson 1998).  

Mais recentemente, alelopatia é definida de forma mais restrita como a 

fitotoxicidade de um composto ou grupo de compostos liberados pela planta ou por 

partes dela  (Inderjit & Weiner 2001; Inderjit & Nilsen 2003; Inderjit et al. 2005; 

Inderjit et al. 2011) ou simplesmente como inibição química de uma planta sobre outra 

(Schenk & Seabloom 2010) ou ainda inibição do estabelecimento e ou crescimento de 

plantas vizinhas por plantas que produzem aleloquímicos (Inderjit et al. 2011). 
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Entretanto, cabe ainda, distinguir alelopatia de efeito fitotóxico (Ens et al. 2009). 

Segundo Macias et al. (2003), é possível distinguir fitotoxicidade de alelopatia 

(fenômeno que ocorre naturalmente no ambiente),  mediante a realização de estudos em 

laboratório da atividade de compostos fitotóxicos. Segundo os autores, fitotoxicidade se 

refere às interações alelopáticas estudadas sob condições controladas de laboratório, 

utilizando extratos de plantas,  compostos fitoquímicos isoladas de tecidos vegetais, que 

podem ser coletados a partir de exsudato ou mesmo sintéticos idênticos aos naturais. 

Para  caracterizar da atividade alelopática são necessárias análises da química do solo. 

(Inderjit & Weiner 2001). 

A interação alelopática tem sido também comumente associada à competição. 

Begon et al. (2007) caracterizam alelopatia como um tipo de interação competiva. 

Entretanto, segundo Harper (1977) e Taiz & Zanger (2002), competição é a 

"concorrência exploradora", que ocorre entre dois organismos da mesma espécie ou de 

espécies diferentes, sempre que um recurso valioso tal como espaço, alimento ou 

nutrientes e luz, é compartilhado por eles em quantidade limitada. Segundo Rice (1967), 

a capacidade das plantas para produzir um composto fitotóxico, pode ter evoluído em 

alguns casos, como um meio para suprimir ou matar seus vizinhos e, assim, eliminar a 

competição por recursos limitados. Portanto, o efeito alelopático dependeria da 

liberação pela planta de um composto químico no ambiente, enquanto a competição 

envolveria remoção ou redução de um fator ambiental, tal como água, minerais, luz, etc. 

(Rice 1974). 

Finalmente, alguns pesquisadores sugerem que alelopatia é parte de uma ampla 

rede de comunicação entre plantas e entre outros organismos (An et al. 2000). Contudo, 

torna-se imprescindível a distinção entre o conceito de comunicação entre plantas e 

inibição química, embora compostos químicos possam atuar como sinalizadores e 

toxinas (Schenk & Seabloom 2010). O termo alelobiose tem sido introduzido para 

descrever a comunicação entre plantas através da liberação de compostos químicos, 

principalmente os voláteis (Schenk & Seabloom 2010). Segundo os autores 

anteriormente citados, a alelobiose poderia ser descrita como uma forma de interação 

mutualista, desconfigurando-a totalmete do conceito de alelopatia. 
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1.2. Aleloquímicos: caracterização e mecanismo de ação 

 

Os aleloquímicos são compostos do metabolismo secundários produzidos por 

plantas durante os processos de interação com o ambiente (Indejit et al. 2005). Tais 

compostos possuem diversas funções como, por exemplo, defesa contra patógenos e 

resposta a herbívora; a função destes compostos são essenciais no mecanismo de atração 

de polinizadores e de micoorganismos simbiontes, além do próprio mecanismo de 

alelopatia (Coley et al. 1985; Siemens et al. 2002; Agrawal 2004).  Os aleloquímicos 

são liberados para o ambiente através dos processos de lixiviação das folhas, exudação 

das raízes, decomposição de resíduos, volatilização e (Inderjit & Callaway 2003; Weir 

et al. 2004). De maneira geral, aleloquímicos são fortes inibidores do processo de 

germinação (Escudero et al. 2000; Bais et al. 2003; Singh et al. 2006), do crescimento 

inicial da raízes  (Lara-Nuňez et al. 2006) e do estabelecimento das plântulas (Bais et al. 

2003).  

Um grande número de compostos possivelmente alelopáticos tem sido 

identificados em estudos realizados durante as últimas décadas (Whittaker & Feeny 

1971; Rice 1984 Blum et al. 1985a; Inderjit & Ducke 2003; Blum & Gerig 2005, 2006; 

Weston & Mathesius 2013). Segundo Rice (1984), os aleloquímicos podem ser 

categorizados em quatorze grupos químicos e mais um grupo chamado de miscelânea 

(Tabela 1)..  
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Tabela 1. Divisão dos aleloquímicos proposta por Rice 1984 

1º 
Ácidos orgânicos simples solúveis em águas, álcoois de cadeia linear, aldeídos 
alifáticos e cetonas; 

2º Lactonas insaturados simples; 

3º Ácidos graxos de cadeia longa e poliacetilenos; 

4º Naftoquinonas, antraquinonas, quinonas e complexos; 

5º Fenóis simples, ácido benzóico, e seus derivados. 

6º Derivados do ácido cinâmico; 

7º Cumarinas; 

8º Flavonóides; 

9º Taninos hidrolisáveis e condensados; 

10º Terpenóides e esteróides; 

11º Ácidos aminados, e polipéptidos; 

12º Alcalóides e cianidrinas;  

13º Sulfetos e glicosídeos de óleo de mostarda; 

14º Purinas e nucleotídeos; 

15º Grupo é formado por um grupo variado de compostos. 

 

 Os compostos identificados têm uma ampla gama de pesos moleculares e 

estruturas (por exemplo, compostos de cadeia linear; compostos aromáticos com cadeias 

laterais; compostos constituídos por unidades de isopreno ou iso-pentano ligadas entre 

si de vários modos; compostos com grupos amino; compostos de compostos anéis 

heterocíclicos, etc) podem ser  hidrofílicos ou hidrofóbicos, voláteis (muitos deles 

também são hidrofóbicos) ou não volátil, positivamente e / ou negativamente 

carregados, neutros, ácidos ou básicos (Blum 2014). Portanto, termo aleloquímico se 

aplica ao papel desempenhado pelo composto e não a identidade química do mesmo 

(Inderjit & Duke 2003). 

Qualquer composto orgânico ou inorgânico pode, teoricamente, estimular, ser 

neutro ou inibir; o desenvolvimento e crescimento de uma planta, estas variações se dão 

em função da sua concentração e estado físico do composto, sendo que, o tipo e o 

padrão de efeito observado podem variar de acordo com sensibilidade da planta (Blum 

2011). As ações de compostos orgânicos e inorgânicos nas fases do desenvolvimento 
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vegetal podem atuar de forma individual ou dentro de uma mistura de compostos sendo 

(sinérgicas, aditivas, ou antagonistas), ou até mesmo modificando a ação (Blum 2011).  

Contudo, na maioria dos casos, a atividade está associada à mistura de vários 

compostos, ao invés de compostos individuais (Chaves et al. 2001; Einhelling et al. 

2004; Inderjit et al. 2005). As influências positivas ou negativas de uma planta sobre 

outra pode ser devido à ações diretas de compostos alelopáticos  (impacto sobre as 

membranas celulares ou processos celulares) ou ações indiretas  (impacto sobre as 

relações simbióticas) (Blum 2014). 

Uma vez libertados dos tecidos vegetais, os compostos orgânicos podem ser 

oxidados ou reduzidos através de processos químicos da fauna microbiana, ou podem 

produzir vários tipos de produtos de degradação (Macias et al. 2007). Um número 

desses produtos de degradação foi também identificado como compostos 

potencialmente alelopáticos (Macias et al. 2007). Além disso, os microrganismos 

podem utilizar compostos orgânicos liberados a partir de plantas para sintetizar 

compostos novos e únicos que também pode funcionar como compostos alelopáticos 

(Duke 1986; Strobel et al. 1987; Barazani & Friedman 1999; Demain & Fang  2000). 

Por exemplo, um dos compostos mais fitotóxicos, APO (2-aminophenoxazine-

ona), é gerado a partir do DIBOA, aleloquímico encontrado em gramíneas (4-hidroxi- 

(2H) -1,4-benzoxazina-3 (4H)-ona) por alteração microbianas que ocorrem no solo 

(Macias et al. 2005). Em função da amplitude de classes de compostos identificados 

como aleloquímicos existem inúmeros de mecanismos de ação fisiológicos associados a 

alelopatia. Dentre tais mecanismos, pode-se citar a inibição dos componentes do 

fotossistema II pelo composto “Sorgoleone” (Czarnota et al. 2001) A Catequina pode 

provocar inibição da respiração mitocondrial, e, por consequência, diminuir a síntese de 

ATP (Weir et al. 2004).  Agliconas de flavonoides podem agir inibindo o transporte de 

auxina, levando a um desequilíbrio nos níveis normais de auxina reduzindo a indução de 

raízes laterais (Weir et al. 2004). Em baixas concentrações, um derivado de ácido 

benzóico que ocorre naturalmente-3,4-di-hidroxibenzóico (3,4-DHB) imita auxinas, 

estimulando a formação do calo, enquanto as concentrações mais elevadas desta 

molécula inibiu o crescimento da raiz. Se 3,4 DHB pode atuar como um análogo de 

auxina, logo pode também ser capaz de estimular a síntese de etileno, promovendo o 

crescimento (Weir et al. 2004),   

Outros compostos ainda estão envolvidos na supressão, alteração da divisão 

celular e da permeabilidade da membrana celular, na captação de nutrientes e na 
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condutância estomática (Inderjit & Duke 2003; Peguero et al. 2012). A interferência 

negativa de um aleloquímico no crescimento de uma planta é considerada um tipo de 

estresse biótico denominado “estresse aleloquímico” (Cruz-Ortega et al.  2002). Nesta 

situação o mecanismo de ação dos aleloquímicos causa danos oxidativos, ou seja, 

aumenta a produção de espécies reativas de oxigênio - EROs (Lara-Nuňez et al. 2006; 

Ding et al. 2007). Estudos têm demonstrado que espécies diferentes podem responder 

de forma distinta à presença de aleloquímicos sugerindo que a susceptibilidade é 

espécie-específica (Bogatek et al. 2006; Ding et al. 2007). Diferenças na 

susceptibilidade aos aleloquímicos podem ser decorrência de processos co-evolutivos 

entre espécies que aumentariam a capacidade individual de tolerar outras existentes na 

mesma localidade (Schulz & Wieland 1999).  Esta tolerância pode ser um importante 

fator no estabelecimento  de comunidades de plantas (Callaway & Maron 2006, Thorpe 

et al. 2009).  

Após a sua libertação, os aleloquímicos são expostos a fatores físicos (sorção), 

químicos (oxidação direta ou oxidação por íons metálicos) e biológicos (degradação 

microbiana) do solo (Huang et al. 1999; Inderjit 2001; Inderjit & Bhowmik 2004; Kaur 

et al. 2005). A avaliação das interações simbióticas na alelopatia pode ser também 

mediada e alterada pelas propriedades físicoquímicas do solo e pela comunidade 

microbiana que pode diretamente influenciar o crescimento da planta ou indiretamente 

alterar as associações microbianas (Mieners et al. 2012). 

1.3. Influência das interações entre fungos no processo alelopático 

 

Fungos endofíticos são descritos como microorganismos que vivem 

assintomaticamente dentro de tecidos de plantas. Fungos endofíticos podem melhorar a 

‘performance” da planta mediante a alteração da comunidade microbiana do solo 

(Rudgers & Or 2009), além de  aumentar a tolerância das plantas a vários fatores 

bióticos e abióticos de estresse (Miners et al. 2012). A associação entre a presença de 

fungos micorrízicos e a melhora na competitividade de plantas invasoras tem sido 

objeto de estudo de alguns estudos (Aschehoug et al. 2012; Aschehoug et al. 2014). 

Embora ainda de forma inconsistente e limitada, existem evidências por meio de 

estudos de laboratório de que a indução química por fungos endofíticos pode afetar o 

potencial alelopático das plantas (Vázquez-de-Aldana et al. 2011;  Aschehoug et al. 

2014). Segundo (Mieners et al. 2012), fenólicos e flavonoides exsudados de raízes de 

plantas afetam a abundância de fungos micorrízicos arbusculares (FMA).  



 

7 
 

Neste sentido, a avaliação da presença e da concentração natural de compostos 

químicos no solo e da avaliação da comunidade microbiana podem fornecer evidências 

dos efeitos diretos da liberação e captação de aleloquímicos da planta para a rizosfera 

(Inderjit & Callaway 2003; Weidenhamer 2005). Segundo Inderjit et al. ( 2005), a 

fitotoxicidade é em grande parte uma função da concentração de aleloquímicos 

biodisponíveis restantes no ambiente do solo, mas é particularmente difícil determinar 

com precisão as frações biodisponíveis e não biodisponíveis de aleloquímicos e outros 

xenobióticos no ambiente do solo. As plantas podem desenvolver sistemas de raízes que 

possuem enorme extensão e grande área de superfície, e esta é aumentada no caso de 

raízes micorrízicas. Entender a dinâmica dos aleloquímicos na rizosfera é crucial para a 

compreensão dos mecanismos alelopático e avaliar a importância dos processos 

alelopático em comunidades de plantas (Inderjit et al. 2005).  

1.4. Caracterização do grupo, invasão e dominância dos bambus na floresta 

Atlântica: Evidências de interações mediadas por aleloquímicos. 

 

A família Poaceae, na qual se inserem os cereais, capins e bambus, é uma das 

famílias de angiospermas mais amplamente distribuídas em todo o mundo cuja 

importância econômica é incontestável (Schmidt & Longhi-Wagner 2009). Cerca de 

40% da cobertura vegetal no mundo é composta principalmente por gramíneas (Gibson 

et al. 2009), a quarta maior família em número de espécies no mundo, totalizando cerca 

de 793 gêneros e 10.000 espécies (Watson & Dallwitz 1992). No Brasil, registra-se a 

ocorrência de 204 gêneros e 1400 espécies (Figueiras & Santos-Gonçalves 2004). 

Além das formações campestres, as gramíneas são importantes na composição 

florística das florestas tropicais e subtropicais, representadas, principalmente, por 

Bambusoideae (Calderón & Soderstrom 1980). A subfamília Bambusoideae é 

constituída por aproximadamente 60 a 70 gêneros e 1.200 espécies com ampla 

distribuição latitudinal, 46° N e 47° S, e altitudinal, desde o nível do mar até cerca de 

4.000m de altitude (Soderstrom & Calderón 1974; Soderstrom et al. 1988; GPWG 

2001). 

A atual circunscrição da subfamília Bambusoideae engloba apenas duas tribos, 

Bambuseae, formada pelos bambus lenhosos e Olyreae, representada pelos bambus 

herbáceos (Zhang & Clark 2000). 

 Somente no Brasil, ocorrem cerca de 34 gêneros e 232 espécies nativas, 
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representando 16,6% de todas as espécies de bambus do mundo (Figueiras & Santos 

2004). Desse total, nove gêneros e 159 espécies são endêmicos (Figueiras et al. 2011). 

A subfamília Bambusoideae é caracterizada pelas seguintes sinapomorfias: plantas 

perenes (raro anuais), hábito rizomatoso, ramificação simples ou complexa, folhas 

pseudopecioladas, mesofilo com células invaginantes fortemente assimétricas, 

associadas a células fusóides e células buliformes, tricomas bicelulares (micropelos) 

alongados, com paredes delgadas (Judziewiczet et al. 1999), folhas embrionárias com 

margens que se sobrepõem, plântula sem a primeira folha (APWEB 2008). 

Bambus são plantas que apresentam uma grande amplitude ecológica em resposta 

às perturbações do dossel e podem se tornar espécies dominantes no sub-bosque devido 

à sua abundância e efeito potencial sobre a taxa e a composição da regeneração florestal 

em clareiras (González et al. 2002). A capacidade de crescimento agressivo (Griscom & 

Ashton 2003; 2006) e plasticidade em traços funcionais, tais como capacidade 

fotossintética, podem explicar seu sucesso em áreas perturbadas, e acabam por conferir 

uma vantagem competitiva sobre as árvores da floresta (Montti et al 2013; Grombone-

Guaratini et al. 2013). No entanto, a competição por recursos pode não apenas explicar 

o sucesso de bambu, sugerindo o envolvimento de outras estratégias que envolvem as 

interações planta-planta (Hierrero & Callaway 2003). Além disso, alguns estudos têm 

mostrado que os metabólitos secundários, como flavonóides e ácidos orgânicos, são 

liberados pelos bambus e atuam inibindo a germinação das sementes e o crescimento 

das árvores (Chou & Hou1981; Tsai & Young 1993; Grombone-Guaratini et al. 2009; 

Chou 2010). Independente do grau de dominância e da ocorrência de distúrbios, áreas 

de ocorrência natural destas espécies de bambus apresentam estrutura bastante peculiar, 

com um número reduzido de espécies arbóreas e um estrato subarbustivo e herbáceo 

praticamente inexistente. A capacidade de invasão, dominância e exclusão de espécies 

do sub-bosque por bambus têm sido frequentemente descrita para espécies asiáticas 

(Narukawa & Yamamoto 2002; Nomiya et al. 2002; Taylor et al. 2004). Alguns estudos 

comprovam que muitas destas espécies apresentam atividade alelopática (Chou & Hou 

1981; Tsai & Young 1993; Chou 2010) e o uso de folhas e serapilheira de bambus tem 

sido proposto como recursos bioagroquímico a serem utilizados como alternativa em 

áreas de agricultura orgânica (Chou 2010).  

A importância dos aleloquímicos produzidos por espécies de bambus nativos na 

dominância e na supressão do crescimento de espécies arbóreas em uma área de Mata 

Atlântica, foi recentemente estudada por (Grombone-Guaratini et al. 2009; Torres et al. 
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2014), dados não publicados. Segundo estes estudos a grande quantidade de ácidos 

fenólicos e flavonoides identificados na fração ativa (ácidos benzico, benzoicoacético, 

salicílico, p-hydroxybenzoóico, p-hydroxyphenylacético, isovanílico, m-anísico, p-

coumárico, protocatéico, siríngico, gálico, ferúlico, m-coumárico, vanilmandélico, 4-

methylmandélico e 3,4-methylenedioxy mandélico) parece exercer um significativo 

efeito inibitório específico. Atividade alelopática forte ou moderada pode ser um dos 

mecanismos que explica a dominância e invasão dessas espécies de bambu na mata 

Atlântica (Grombone-Guaratini et al. 2011). 

O conhecimento da ação alelopática de espécies nativas ainda é incipiente no 

Brasil, considerando-se a extensão territorial e a diversidade florística (May et al. 2011). 

Mais recentemente, a liberação de aleloquímicos para o ambiente, tem sido avaliada 

como um mecanismo chave para a caracterização das interações interespecíficas na 

estruturação da comunidade, na dinâmica da vegetação nativa e nos sistemas agrícolas 

(Inderjit & Ducke 2003; Shao-Linet et al. 2004). Nesse sentido, estudos que avaliam a 

influência dos aleloquímicos produzidos por plantas invasoras de ecossistemas naturais 

levaram a proposição da hipótese de novel weapons (novas armas) (Callaway & 

Richenour 2004). Segundo esta hipótese, espécies invasoras adicionariam novos 

compostos químicos ao ambiente exercendo um forte efeito fitotóxico contra as espécies 

nativas e conduziriam à homogeneização dos ecossitemas.  

Nesse sentido, recentemente, Lôbo et al. (2011) propuseram que, algumas 

espécies nativas ecologicamente plásticas poderiam proliferar em áreas fragmentadas, 

tornando-se superabundantes e ameaçando a biodiversidade após distúrbios de origem 

natural ou antrópica e aumento da disponibilidade de luz. Neste projeto, foi explorado o 

papel da alelopatia como mecanismo chave que impede o estabelecimento de espécies 

arbóreas em áreas de ocorrência de bambu. O objetivo deste estudo é determinar a 

potencial influência da alelopatia na dominância de Apoclada simplex em área de 

floresta Atlântica. A hipótese do trabalho é que os aleloquímicos produzidos pela planta 

e liberados para o ambiente reduzam a germinação, crescimento e sobrevivência de 

espécies nativas.  Associado a isso, foram avaliadas as propriedades químicas do solo e 

a presença de fungos nas áreas de ocorrência e não ocorrência de A. simplex.  

O projeto foi direcionado para responder as seguintes questões: i) qual parte da 

planta (rizoma, colmo ou folha) apresenta atividade alelopática?  ii) quais são os 

compostos ou metabólitos, denominados de aleloquimicos, presentes nos extratos e 

frações que possam justificar os efeitos alelopaticos?  iii) os aleloquímicos afetam de 
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forma semelhante espécies distintas? iv) estes compostos estão presentes no solo? V) as 

propriedades químicas do solo são as mesmas em áreas de ocorrência e não ocorrência 

de bambu? Para estudar os efeitos diretos dos aleloquímicos produzidos pelo bambu 

foram avaliados o efeito de extratos e frações na inibição da germinação de sementes 

(nativas e cultivadas) e no crescimento de plântulas agrícolas. Paralelamente, foram 

analisados e identificados os possíveis compostos (aleloquímicos) da planta e do solo. 

 

2. OBJETIVOS  

 

a) Identificar o(s) extrato(s) e a(s) fração(ões) com maior potencial fitotóxico para 

sementes agrícolas e nativas. 

b) Caracterizar as frações ativas (HPLC-DAD; LC-DAD-MS).  

c) Identificar a presença de aleloquímicos no solo; 

d) Comparar a fertilidade do solo em áreas sob dominância e não ocorrência de 

Apoclada simplex; 

e) Identificar e caracterizar a comunidade de fungos micorrízicos arbusculares nas 

raízes de Apoclada simplex. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.2. Material vegetal  

 

 Apoclada simplex é um bambu lenhoso caracterizado como fortemente ou 

medianamente cespitoso, perene, com rizomas paquimorfo e ereto colmos (3-13 m de 

altura; 19-40 cm de diâmetro) (Guala 1995). O período entre a floração  é de cerca de 20 

anos. A espécie é luz higrófila e  heliófita. Caracteriza-se por apresentar distribuição 

descontínua e irregular. É a única espécie do gênero no Estado de São Paulo. Embora a 

espécie esteja localizada dentro de uma reserva estadual,  é considerada ameaçada de 

acordo com a lista oficial de extinção espécie vegetal (http://www.ambiente.sp.gov .br / 

wp-content / uploads / Resolução / 2004 / 2004_Res_SMA48.pdf)  .Apoclada simplex é 

uma espécie com alto potencial ornamental e de grande importância na construção e 

artesanato no Brasil. 
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 A coleta de folhas e colmos jovens (entrenós cheios e preenchidos) e colmos 

adultos (entrenós ocos) de Apoclada simplex  foi realizada em maio de 2013no Parque 

Estadual do Rio Turvo uma área contínua de floresta Atlântica (73.893,87 hectares), 

localizado em São Paulo, sudeste do Brasil (24 ° 53'18,567 "S, 48 ° 21'14,295" e W, 10-

1100 msnm ). A Mata Atlântica é um hotspot de biodiversidade (Myers et al., 2000). O 

clima da região é do tipo Cfb de Köppen (1948) (temperado húmido, sem estação seca). 

As temperaturas médias mínimas e máxima anuais são 27oC (fevereiro) e 15.7oC 

(julho). A precipitação média é de 3000 milímetros de setembro a maio, e 1000 mm de 

precipitação de julho a agosto. O tipo de vegetação predominante na área do parque é a 

floresta ombrófila densa e mista. Uma exsicata foi depositada no Herbário Maria Eneida 

Kauffman Fidalgo do Instituto de Botânica de São Paulo. 

Sementes de tomate Solanum lycopersicum super mormande foram adquiridas no 

mercado. Sementes de arroz Oryza sativa lote alvorada safra 2013 foram obtidas na 

EMBRAPA. Sementes de Mimosa bimucronata e Erythrina verna, espécies da Mata 

Atlântica e que poderiam coexistir com A. simplex foram coletadas no Parque Estadual 

das Fontes do Ipiranga (PEFI), entre os paralelos 23º38’08”S e 23º40’18”S e os 

meridianos 46º36’48”W e 46º38’00”W. 
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O delineamento experimental do trabalho seguiu o esquema abaixo: 

 
 

Figura  1. Esquema do delineamento experimental: tomada de decisões referentes aos 

ensaios biomonitorados e partição do extrato e frações de Apoclada simplex. 

 

3.3. Extração e fracionamento  
 

O material fresco previamente separado em colmos jovens, adultos e folhas foi 

seco em casa de vegetação em temperatura (±25ºC) ambiente. A parte subterrânea não 

foi utilizada porque estudos prévios mostraram que a composição química não difere 
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(dados não mostrados). Posteriormente, o material foi pulverizado em moinho de facas 

(Tecnal).  

3.4.1 Extrato etanólico 

O material pulverizado (25g de colmos e 15 g de folhas por célula) foi submetido 

à extração com etanol em sistema automático ASE 300 (Dionex). A extração foi 

realizada com etanol 60-70% com tempo estático por ciclo de 5 min, temperatura de 

60°C e pressão 1500 psi. Os extratos hidroalcóolicos (EHA) foram concentrados em 

evaporador rotativo (Büchi R-114), liofilizados (Modulyo D-115, Edwards) e 

armazenados em freezer (-23ºC) até seu uso para experimento. 

 

3.4.1 Extrato aquoso 

O extrato aquoso (EA) foi obtido por maceração (15 g do pó para 300 mL de 

H2O) em banho-maria (Banho Ética), a uma temperatura de 60 ºC por 3 horas. O extrato 

foi filtrado em papel (Whatman 205 µm), seu concentrado em evaporador rotativo, 

liofilizado e armazenado em freezer (-23ºC) até uso para experimento. O rendimento da 

extração foi realizado através de cálculo do peso seco (tabela 2). Aliquotas (1 ml; N=5)  

foram colocadas em vials Eppendorf e secas até peso constante em estufa (Blue M Mod 

490A-1)  O resultado foi expresso em porcentagem mg/ml e (%). 

 

Tabela 2. Dados dos rendimentos dos extratos em mg/ml e (%) obtidos por  extração 
aquosa e etanólica de Apoclada simplex 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extratos mg/ml (%) 

Aquoso de folhas 2,0 (3,08) 

Etanólico de folhas 1,74 (1,16) 

Aquoso de colmo jovem 2,42 (1,61) 

Etanólico de colmo jovem 9,8 (3,92) 

Aquoso de colmo adulto 2,98 (1,98) 

Etanólico de colmo adulto 9,26 (3,92) 
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Tabela 3. Concentração em mg/ml e pH do extrato de folha aquoso de Apoclada 
simplex. 

Extrato aquoso de folha (mg/ml) pH 

Controle (Água destilada)  5,82 

Dose 1  6,22 

Dose 2  6,22 

Dose 3  6,27 

Dose 4  6,29 

Dose 5  6,29 

 

3.4.3. Fracionamento dos extratos ativos 

 

Os extratos brutos ativos foram solubilizados em água (100ml/1g) e 

posteriormente fracionados por partição líquido-líquido, com solventes de diferentes 

polaridades e em ordem crescente de polaridade, hexano (Hex), diclorometano (DCM), 

acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (n-But), na proporção de (1:1). Este procedimento 

foi repetido cinco vezes. As frações obtidas foram concentradas em evaporador rotatório 

(Büch) e liofilizadas (Edwards), pesadas e armazenadas em freezer até realização dos 

estudos químicos e de atividade biológica (germinação e crescimento).  

 

Tabela 4. Dados dos rendimentos dos extratos em mg/ml e (%) obtidos por partição 
liquido-liquido do extrato aquosos de Apoclada simplex 

Extrato Hexano Diclorometano Acetato de etila n-butanol 

Aquoso de folhas  0,27 (5,93)  0,55 (12,11) 1,15 (24,99) 1,19 (25,82) 

 

3.5. Bioensaios de germinação e de crescimento com extratos e frações 

3.5.1. Condições experimentais dos bioensaios 

 

  A germinação e crescimento das sementes ocorreram em placas Gerbox (11cm x 

11cm x 3cm) contendo duplo papel filtro (Whatman no. 42). As placas foram mantidas 
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em sala climatizada (80% de umidade; 25±1 °C e luz constante). Os bioensaios foram 

conduzidos com volume de 8 ml de extrato ou fração para cada placa. 

  Como controle negativo foi utilizado água destilada para os extratos e solução de 

água destilada + 1% de Tween-80 para as frações.  

A concentração osmótica dos extratos e frações foi determinada utilizando um 

osmómetro de pressão de vapor (Wescor 5520). O pH também foi medido (Hanna). 

 

3.5.2. Germinação 

 

Para as análises preliminares, foram realizados bioensaios de germinação com as 

sementes de Solanum lycopersicum, e posteriormente com as outras espécies. 

Sementes de S. lycopersicum (30 sementes, n=5), Oryza sativa (30 sementes, n=5) 

Erythrina verna (20 sementes, n=5) e Mimosa bimucronata (20 sementes, n=5).  

Sementes de E. verna foram escarificadas manualmente na região oposta ao hilo.  

Foram germinadas em extrato aquoso de folhas.  Após a incubação o número de 

sementes germinadas (protusão das raízes em 2 mm) foi determinado uma vez ao dia até 

a estabilização da curva de germinação de cada espécie. Os resultados foram expressos 

em % de inibição da germinação (IG). 

Foram realizadas regressões lineares para avaliar o efeito das diferentes 

concentrações de extratos e frações no número de sementes germinadas e na velocidade 

de germinação. 

Para determinação do Índice de Velocidade de Germinação (IVG), determinado 

pela fórmula de Maguire (1994): IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn. Os valores de G 

se referem ao número de sementes germinadas e computadas na primeira contagem 

(G1), na segunda contagem (G2) e Gn na última contagem, e N1, N2 ... Nn referem-se 

ao número de dias de semeadura na primeira, segunda e última contagem, 

respectivamente. 
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3.5.3.  Crescimento 

 

Para as análises preliminares, foram realizados bioensaios de crescimento com 

as sementes de O. sativa, e posteriormente com as outras espécies. 

Para o experimento de crescimento as sementes utilizadas foram: arroz (20 sementes, 

n=5) E. verna (20 sementes, n=5) e M. bimucronata (10 sementes, n=5).  Sementes de 

E. verna foram escarificadas manualmente na região oposta ao hilo. 

As sementes foram germinadas em placas Gerbox sobre papel de filtro 

umedecido com água destilada, e posteriormente embebido em solução (extrato ou 

fração) nas mesmas concentrações utilizadas no ensaio de germinação. As medidas de 

crescimento foram realizadas após cinco dias de experimento, o hipocótilo e da radícula 

foram medidos com um paquímetro digital (Digimess). Os resultados foram expressos 

milímetros (mm). 

 

3.6. Bioensaio de germinação e crescimento em função da concentração aplicada  

 

Os extratos e frações com atividade fitotóxica foram utilizados nos bioensaios em 

função da concentração aplicada. As condições experimentais foram às mesmas do item 

3.3.1. As concentrações do extrato foram definidas em função do rendimento da 

extração (%), disponível na (Tabela 2). Foram estabelecidas duas doses acima e duas 

abaixo a concentração inicial.  

 

3.6.1. Germinação 

 

Sementes de tomate (30 sementes, n=5), arroz (30 sementes, n=5) E. verna (20 

sementes, n=5) e M. bimucronata (20 sementes, n=5).  Sementes de E. verna foram 

escarificadas manualmente na região oposta ao hilo.  

Após a incubação, o número de sementes germinadas (protusão das raízes, 2mm) 

foi determinado uma vez ao dia até a estabilização da curva de germinação de cada 

espécie.  
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 3.6.2. Crescimento 

 

Sementes de arroz (20 sementes, n=5) E. verna (20 sementes, n=5) e M. 

bimucronata (10 sementes, n=5).  Sementes de E. verna foram escarificadas 

manualmente na região oposta ao hilo. As medidas de crescimento foram realizadas 

após cinco dias de experimento, o hipocótilo e da radícula foram medidos com um 

paquímetro digital (Digimess). Os resultados foram expressos milímetros (mm). 

 

3.7. Reagentes 

 

 Padrões de ácidos fenólicos (benzóico, salicílico, p- hidroxzenzóico, p- cumárico, 

siríngico, gálico, trans- ferúlico, ferúlico e ácido vanilico). Flavonóides (isovitexina) e 

BOA (2(3H)- benzoazolinene) foram adquiridos da Sigma-Aldrich e obtidos para 

comparação com os cromatogramas e bioensaios. Os solventes utilizados foram grau 

HPLC (Merk). 

 

3.8. Bioensaios de germinação e de crescimento com padrões de bambus e 
gramíneas 

 

Para os bioensaios de germinação e crescimento, sementes de E. verna (20 

sementes, n=4) e M. bimucronata (10 sementes, n=4), foram avaliadas sob efeito dos 

ácidos fenólicos, (p-hidroxibenzóico, vanílico e ácido ferúlico) isoladamente. Como 

controle positivo foi utilizado 2-benzoxazolinone (BOA), o controle negativo foi 

realizado com solução de água + 1% de Tween-80. Todas as soluções de padrões 

seguiram a concentração de 1 mM. As condições experimentais foram as mesmas 

utilizadas e descritas no item 3.3.1. 

. 
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3.9. Análises Químicas 

3.9.1 Fluxograma de atividades 

 

Procedimentos Objetivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.9.2. Análise Cromatográfica UHPLC – DAD 

 

As frações DCM, AcOEt e n-But com atividade fitotóxica foram analisadas em 

um cromatógrafo líquido de ultra-alta eficiência (UHPLC) Ultimate3000, marca 

Dionex® equipado com duas bombas modelo DGP-3600RS, detector de arranjo de 

diodos (DAD) modelo DAD3000(RS), amostrador automático modelo WPS3000RS e 

software Chromeleon versão 6.80. A coluna utilizada para as análises foi Kinetex® C-

18 (150 x 4,6 mm x 2,6 µm) da Phenomenex. A eluição foi realizada com solventes de 

grau cromatográfico em sistema gradiente, nas seguintes condições cromatográficas: 

Iniciou-se com 10% de metanol e 90% de água indo até 45 minutos para atingir 50% de 

metanol e 50% de água, depois mais 10 minutos para atingir 100% de metanol e 

Análise do extrato e frações por 
espectrometria de massas LC-DAD-MS 

Análise do extrato e frações por 
espectrometria RMN 

Desenvolvimento e otimização do 
método cromatográfico HPLC-

DAD 

Comparação do(s) extrato(s) e 
fração(ões)  com padrões 

Bioensaios de germinação e 
crescimento 

Análise do solo 

Identificação da(s) fração(ões) ativa(s) 

Definir: Diluição das amostras; Eluentes; 
Coluna; Tempo de análise; Volume da 
injeção; Fluxo; Comprimento de onda (UV). 

Identificar substâncias descritas 

Correlacionar os compostos presentes nas 
análises por LC-DAD-MS com RMN de 1H 

Identificar substâncias e compostos presentes 
no|(s) extrato(s) e fração(ões) também no 

solo 
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permaneceu durante 5 minutos 100% de metanol, 5 minutos para voltar à condição 

inicial e então mais 15 minutos em 10% de metanol para recondicionamento da coluna. 

Tempo de análise foi de 80 minutos. Vazão da bomba de 1 mL/min e volume de 

amostra injetado de 20 µL. Os cromatogramas foram registrados em 350 nm e os 

espectros no UV-Vis adquiridos na faixa de 200 a 800 nm.  Foi utilizada uma mistura de 

padrões contendo ácido cumárico, ácido clorogênico, ácido cafeico, orientina, 

isoorientina e vitexina foram usados para comparar o tempo de retenção e perfil 

espectral UV/Vis das flavonas e ácidos fenólicos. 

 

3.9.3. Partição da fração em coluna aberta 

 

A fração com atividade fitotóxica nos bioensaios foi particionada em coluna 

aberta de vidro com preenchimento de 15g de sílica C18 (Poliygoprep 60-50 C18 

Macherey – Nagel). O material (1,5 g) da fração foi diluído em água e acrescido na 

coluna.  Para calculo do volume morto (Vm) utilizou-se o cálculo Vm=0,5(π R2. h). 

Então, a partição foi realizada com água-etanol, em concentrações crescentes de etanol, 

(FraçãoC1-10), sendo a C1 95%H2O (A) - 5%EtOH (B), C2 90%(A) – 10%(B), C3 

80%(A) – 20%(B), C4 60%(A) – 40%(B), C5 50%(A) – 50%(B), C6 40%(A) – 

60%(B), C7 30%(A) – 70%(B), C8 20%(A) – 80%(B), C9 100%(B) e C10 100% 

Acetato de Etila. O material, então, foi seco em speed Vap (SPEED VAP SPD equipado 

com refrigerador vapor trap, Marca Thermo), e armazenado em freezer. 

 

3.4.4. Análise dos extratos e frações por HPLC-DAD 

 

 As frações ativas foram analisadas com um cromatógrafo líquido de alta 

eficiência (HPLC) equipado com injetor (Shimadzu, SIL10AP), sistema de bombas 

(LC-10AD) e detector (SPDM10vp). O software utilizado foi o (Shimadzu CLASS-VP 

SP2c). A coluna utilizada para as análises foi Phenomenex (Luna C-18(2)100A (250 x 

4,6 mm x 5 µ)). A eluição foi realizada com solventes de grau cromatográfico em 

sistema gradiente, nas seguintes condições cromatográficas: fase móvel na bomba (A) 

H2O MQ + 0,1% de ácido fórmico, na bomba (B) Metanol + 0,1% ácido fórmico. Vasão 

da bomba 1ml/min, injeção por corrida 15µl. As condições de corrida foram 5-100%(B) 
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em 30 min e 100% de (B) até 40min. Os cromatogramas foram registrados nos 

comprimentos de onda (λ) = 254nm, 280nm, 320nm, 335nm, 350nm e 430nm. Os 

padrões utilizados foram: ácido trans-3-cafeoilquinico; ácido cafeico; ácido p-cumárico; 

orientina; isoorientina e vitexina. 

 

3.9.5. Análises por LC-DAD-ESI-MS 

 

As analises foram realizadas empregando o sistema LC-DAD-ESI-MS, equipado 

com um cromatógrafo líquido de alta eficiência, marca (Shimadzu), equipado com duas 

bombas modelo LC-20AT, detector de arranjo de diodos (DAD) modelo SPD-M20A, 

amostrador automático modelo 20A. Acoplado ao sistema micrOTOF II-ESI-TOF 

(Bruker). A condição cromatográfica empregada consistiu de gradiente exploratório 

com uso de metanol + 1% de ácido acético (B) e água + 1% de ácido acético (A) e ácido 

fórmico como fase móvel. O gradiente 5-100% de B em 40 minutos, mantendo 100% 

em 5 minutos.  Volume de injeção utilizado foi de 20 µL.  

Os espectros foram adquiridos ambos no modo positivo e negativo. Os 

parâmetros de operação foram os seguintes: temperatura de desolvatação180°C, 

voltagem do capilar 4.5 kV e voltagem do cone 120V. O sistema foi previamente 

calibrado com uma solução de Na-TFA à 100 mg/mL.  

 

3.9.6. Ressonância magnética nuclear (RMN) 

 

As frações foram solubilizadas com 650 uL de D2O, butanólico e acetato de 

etila em CD3OD, e diclorometânico em CDCl3. Os espectros de 1H-NMR foram 

adquiridos sob automação à temperatura de 299 K no espectrômetro Avance III® 600 

(Fahrenheitstr, Bremen, Alemanha) operando à 600.13 MHz. Cada espectro consistiu de 

128 scans com 65 K pontos de dados na faixa espectral de -1-12 ppm, e tempo de 

relaxação de 5s. FIDs sofreram transformada de Fourier após a aplicação da função de 

apodização com aplicação de linha de 0,5 Hz. Correção da linha de base e fase foram 

realizadas com o software TopSpin. Deslocamento químico 1H NMR foram 

referenciados para os sinais (CH3)3 do TMS à δ0.00.   
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3.10. Extração do material do solo para análise de aleloquímicos 

 

Vinte amostras de solos foram coletadas com auxilio de um trado (0-10cm), ao 

acaso da rizosfera de A. simplex presentes no Parque Estadual do Jacupiranga. As 

amostras foram agrupadas, para a obtenção de uma amostra composta, acondicionadas 

em sacos plásticos e congeladas. Os extratos de solos para a obtenção de aleloquímicos 

foram realizadas segundo o protocolo de Perry et al. (2005) com adaptações.  

O solo foi descongelado e peneirado (2mm), posteriormente pesado e misturado 

na proporção de 1:1 solo/água, em tubos falcon. O material, então, foi submetido ao 

agitador vortex (Mod Q920-A2 – Quimis). A solução solo água foi para centrifuga 

(Sorvall super T 21, USA) por 20 min a 25ºC a 4000 rpm, e o sobrenadante foi retirado. 

O processo foi repetido por três vezes. O sobrenadante foi filtrado em papel filtro, 

concentrado em  evaporador  rotativo e armazenado em freezer.  

Em seguida, o resíduo foi submetido a extração metanólica (600 ml de metanol) à 

temperatura ambiente durante 12 h. Os sobrenadantes aquosos e metanólicos foram 

concentrados por um evaporador rotativo, liofilizado e armazenada num congelador a -

20 ° C até serem utilizados para a análise. 

 

3.11. Coleta de solo para análise química 

 

Com auxilio do trado (0-10cm), nove amostras de solo foram coletada dentro da 

área de ocorrência e fora da área de ocorrência de A. simplex. As amostras foram 

armazenadas em sacos plásticos até análise de componentes químicos. 

Análises químicas e granulométricas foram realizadas seguindo o procedimento 

proposto por Raij (1983) no laboratório especializado Departamento de Ciências do 

Solo na ESALQ/USP. As propriedades físico-químicas do solo analisadas foram pH, 

matéria orgânica (M.O.), potássio (K), cálcio (Ca), magnésio (Mg), hidrogênio mais 

alumínio (H + Al), enxofre (S), boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganês (Mn) e zinco 

(Zn), além da soma de bases (SB), capacidade de troca catiônica (CTC) e saturação por 

bases (V), que expressam fertilidade do solo (Reatto et al. 1998). 
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3.12. Análise de componentes bióticos do solo - FMA 

 

O rizoma de A. simplex foi exposto e, com auxilio de uma tesoura de poda, raízes 

foram coletadas, lavadas em água corrente e armazenadas em frascos com álcool 70%. 

Avaliação da colonização por fungos e contagem de esporos, foi realizada no 

Departamento de Ciência do Solo - Laboratório de Microbiologia do Solo - 

ESALQ/USP. 

Em laboratório, as raízes foram lavadas com água desmineralizada, clarificadas 

com solução de KOH (10% v/v) e H2O2 (10% v/v) (Mandayam & Jumpponen 2008) e 

posteriormente imersas em corante contendo tinta de caneta azul e ácido acético 

(Vierheilig et al. 1998). Os fragmentos de raízes foram aquecidos em banho-maria por 

cinco minutos e lavados com água desmineralizada. Após a coloração, as raízes foram 

deixadas em solução ácida de glicerol (50%) por 12 horas.  A identificação das espécies 

de fungos arbusculares micorrízicos foi realizada segundo Schenck & Perez (1988) - 

descrição morfológica disponível na internet, na página da International Culture 

Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM http://invam.caf.wvu.edu). As 

características taxonômicas foram interpretadas em microscópio óptico com iluminação 

de campo-claro e objetiva de imersão. Nos caracteres taxonômicos foram incluídos os 

números e tipo de camadas das paredes dos esporos e sua reação ao reagente de Melzer; 

características das paredes internas, quando presentes; morfologia da hifa de sustentação 

do esporo; e variação da cor e tamanho dos esporos.  

 

3.12.1. Padronização de técnica para a identificação dos fungos arbusculares 
(FMAs) do solo 

 

Tendo em vista a impossibilidade de identificação dos fungos arbusculares nas 

raízes secundárias de A. simplex optou-se por realizar o estudo de comunidades de 

FMAs mediante a extração do DNA total das raízes colonizadas. As amostras de DNA 

de raízes foram adicionalmente submetidas à PCR, com o objetivo de determinar se o 

DNA era amplificável. Após a amplificação foi realizada a clonagem e finalmente o 

sequenciamento.  

Para o estudo de comunidades de FMA colonizando as raízes das plantas foi 

necessária a extração do DNA total das raízes colonizadas, o qual é composto de DNA 
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da planta e DNA de fungos e outros microrganismos associados às raízes. Antes da 

extração de DNA, as raízes foram lavadas quatro vezes com água destilada para 

remoção de impurezas mais grosseiras, homogeneizadas e maceradas em nitrogênio 

líquido com o uso de almofariz e pilão de porcelana. Cada amostra continha 50 a 100 

mg de raiz macerada, estas foram transferidas para tubos de polietileno. Para extração 

de DNA das raízes foi utilizado o kit Power Soil DNA Isolation  O DNA foi extraído de 

acordo com o manual do fabricante. As raízes maceradas foram transferidas para tubo 

contendo a solução de lise Bead. A mistura foi agitada gentilmente e adicionaram-se 60 

µL da Solução 1. Adicionaram-se 200 µL de Solução IRS (Solução de Remoção de 

Inibidor). O tubo foi centrifugado a 10.000 g por 30 minutos e o sobrenadante 

transferido para um novo tubo, onde foram adicionados 250 µL da Solução 2. A solução 

foi homogeneizada em vórtex por 5 segundos e o tubo incubado a 4oC por 5 minutos 

para depois ser centrifugado a 10.000 g por 1 minuto. Todo o sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo, onde se adicionaram 1,3 mL da Solução 3 e a solução foi 

homogeneizada em vórtex por 5 segundos, 700 µL foram transferidos para o filtro do 

kit, e o conjunto filtro-tubo foi centrifugado à 10.000 g por 1 minuto. O filtrado foi 

descartado e adicionaram-se mais 700 µL de solução ao mesmo filtro. Em seguida, o 

tubo foi centrifugado à 10.000 g por 1 minuto. O processo foi repetido até que todo o 

sobrenadante fosse filtrado. Foram adicionados, então, 300 µL da Solução 4 sobre o 

filtro, centrifugou-se a 10.000 g por 30 segundos. O filtrado foi descartado e 

centrifugou-se novamente por 1 minuto. Para recuperar o DNA, o filtro foi transferido 

para um novo tubo e adicionaram-se 50 µL da Solução 5 no centro do filtro. O conjunto 

filtro-tubo foi centrifugado a 10.000 g por 30 segundos e, depois, o filtro foi descartado. 

A solução de DNA obtida foi armazenada a –20o C. 

 

3.12.3. PCR do DNA extraído das raízes 

 

As amostras de DNA de raízes de foram adicionalmente submetidas à PCR, com o 

objetivo de determinar se o DNA era amplificável. Foi necessário utilizar a nested PCR 

para a amplificação do DNA alvo nas amostras. Na primeira PCR foram utilizados os 

iniciadores NS1 e NS8 (White 1990). A amplificação do DNA foi feita em solução 

contendo 0,1 µL de cada oligonucleotídeo iniciador 100 ρmol, 2,0 µL de dNTPs 10 

mM, 3,75 µL de MgCl2 25 mM, 0,35 de Taq DNA polimerase 5U e 1x o tampão de 
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reação, e 14,7 µL de água estéril, totalizando um volume de 25 µL. Os fragmentos de 

rDNA 18S (iniciadores NS1 e NS8) foram amplificados, após a desnaturação inicial a 

94 °C por 5 minutos; 34 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C 

por 1 minutos e 30 segundos; e extensão final a 72 °C por 5 minutos. Na segunda PCR, 

utilizaram-se os iniciadores grupos específicos: AML1 e AML2, específicos para 

Glomeromicetos: AML1 (50-ATC AAC TTT CGA TGG TAG GAT AGA-30) e AML2 

(50-GAA CCC AAA CAC TTT GGT TTC C-30) (Lee et al., 2008), com as mesmas 

condições descritas acima. Para todos os ensaios, empregou-se uma reação controle 

negativo, sem DNA. Os amplicons obtidos foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 1,2% (m/v) e visualizados após coloração com Gel red. 

 

3.12.4. Clonagem e transformação de produtos de PCR 

 

Após a amplificação via PCR das sequencias de DNA, foi realizada a clonagem 

dos amplicons utilizando o Kit de clonagem “pGEM® - T Easy Vector Systems” 

(Promega). O volume de 10µ de células quimiocompetentes de Escherichia coli DH5α. 

A transformação ocorreu por choque térmico, mantendo-se por 30min em gelo, 

45segundos em banho-maria a 42°C e voltando por dois minutos no gelo. 

Posteriormente, 250 µL de meio SOC foram adicionados à mistura e incubado a 37°C 

por 60 min, sob agitação constante de 250rpm. As células transformadas foram 

plaqueadas em meio de cultivo LB (Luria-Bertold, USB Corporation, Cleveland, OH, 

EUA) na concentração de 20g L-1, solidificado com ágar 1,5% (LabCenter, Campinas 

São Paulo, Brasil), acrescido de ampicilina (USB) e X-Gal (Invitrogem), ambos 

crescidos na concentração final de 100 µg mL-1. As placas foram incubadas a 37°C por 

12 horas. Os clones transformados foram selecionados a partir de colônias com 

coloração branca, as quais foram crescidas em 4ml de LB líquido com ampicilina (100 

µg mL-1) a 37°C por 12 horas, sob agitação constante de 250rpm. A presença dos 

insertos nos clones transformados foi confirmada por meio de PCR de colônia 

utilizando os iniciadores M13F e M13R do vetor. Os clones foram purificados e foram 

enviados para seqüenciamento. Com os resultados do sequenciamento em mão, foi 

realizado o alinhamento das sequências com o auxílio do programa ClustalW e a 

identificação das espécies foi realizada pela comparação com sequências disponíveis no 

banco de dados do GenBank nr/nt (http//: ncbi.nlm.nhi.gov/genbank). 
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3.13. Análise estatística 

 

O efeito dos diferentes extratos na germinação e no crescimento foi comparado 

através de ANOVA de um fator, seguida de teste de Tukey 5% para comparações 

múltiplas (Zar 1999).  A velocidade de germinação foi calculada de acordo com a 

equação sugerida por (Chiapusio et al. 1997). 

 

4. RESULTADOS 

4.1. Bioensaios de germinação e crescimento com extratos e frações 

 

  Bioensaio preliminar, as germinação das sementes de S. lycopersicum foi 

analisada durante seis dias, sobre extrato aquoso e etanólico de folha caule jovem e 

adulto de A. simplex, o início da germinação ocorreu após 48 horas do início do 

experimento.   No primeiro dia os extratos aquosos de folha, colmo jovem e colmo 

adulto inibiram significativamente (ANOVA p< 0,01) a germinação. No segundo dia, 

todos os extratos inibiram significativamente (ANOVA p< 0,01) a germinação.  No 

terceiro dia, apenas os extratos aquosos de folha, etanólico de colmo jovem e adulto 

inibiram significativamente (ANOVA p< 0,01) a germinação. No quarto dia, os extratos 

aquosos de folha e de colmo jovem inibiram significativamente a germinação (ANOVA 

p< 0,01). O extrato mais efetivo na inibição da germinação foi o extrato aquoso de 

folha. 
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Figura 1. Efeitos dos extratos aquoso e etanólico de folha, colmo jovem e colmo adulto 

de Apoclada simplex sobre a germinação de sementes de S. lycopersicum. Barras 



 

26 
 

verticais representam o desvio padrão da média. *indica que o número de sementes 

germinadas difere significativamente do controle. 

 

4.2. Bioensaios de germinação em função da concentração aplicada dos extratos e 
frações 

 

Os resultados dos bioensaios de germinação e crescimento das sementes 

agrícolas (O. sativa e S. lycopersicum) sob efeito dos extratos aquoso e etanólico de 

diferentes partes (colmos jovem, adulto e folhas) de Apoclada simplex, indicaram o 

extrato de folha aquoso (FA) com atividade fitotóxica.  Este resultado qualifica o extrato 

FA para bioensaios em função da concentração aplicada, na Tabela 2 resultados de 

germinação e Tabela 3 crescimento. 

Para germinação, embora o valor de correlação (r²) obtido para as sementes de 

arroz seja alto, este não se mostrou sensível ao tratamento sob nenhuma concentração. 

Já para sementes de tomate os resultados mostram que a partir da concentração 3 se 

observa diminuição significativa da germinação com ( p < 0,05).  

 Os dados obtidos no quinto dia de experimento indicam que o extrato de folha 

aquoso a partir da concentração de 1mg/ml já tem efeito negativo significativo (p < 

0,05) sobre o crescimento da parte subterrânea (P.S). A parte aérea (P.A) foi afetada 

negativamente apenas pelas concentrações 2,0mg/ml e 6,0mg/ml. 
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Tabela 5. Porcentagem de Inibição da germinação (IG) e Índice de velocidade de germinação (IVG) referente ao último dia de tratamento 

(estabilização da curva de germinação). Média ± Desvio padrão R-quadrado (r²), obtidos em função das concentrações do extrato  aquoso de folha 

aquoso. 

 

 

 ** (p<0,05) * (p<0,01)  

 

 

 

Tratamento O. sativa S. lycopersicum M. bimucronata E. verna 

mg/ml 
(% de não 

germinadas) 
IVG r² %IG IVG r² %IG IVG r² %IG IVG r² 

Controle 0 ± 0 139,4 

0.713 

6,66 ± 0 83,8 

0.154 

30 ± 0 96.4 

0.926 

29.16 ± 7.21 35.8 

0.441 

FA 1 (0,66) 0 ± 0  126,6 3,55 ± 0,3 64 30 ± 5 93.0 62.5 ± 0* 18.2 

FA 2: (1,0) 0 ± 0  140 11,33 ± 1,6 55,8 26 ± 2.88 81.7 53.12 ± 6.25* 33.0 

FA 3: (2,0) 0 ± 0 137,7 22,5 ± 4,17 ** 34,9 26.25 ± 2.5 74.5 65.62 ± 6.25* 29.5 

FA 4: (4,0) 2,22 ± 1,4 125,7 50 ± 4,44* 11,2 21.66 ± 2.8** 74.3 65.62 ± 6.25* 25.2 

FA 5: (6,0) 3,33 ± 0 119,8 48,66 ± 7,73* 11,8 20 ± 0* 68.5 59.37 ± 11.96* 27 
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Tabela 6. Medidas de comprimento (mm) da parte aérea (P.A), e da parte subterrânea 

(P.S)  em função da concentração aplicada das frações. Média ± desvio padrão e R-

quadrado (r²) das concentrações do extrato aquoso de folha .Números apresentados 

dentro de parênteses correspondem à porcentagem de inibição do crescimento em 

relação ao controle. 

 
Tratamento  Parte aérea   Parte subterrânea     

(mg/ml) r² r² 

Controle 29,64 ± 8,88 48,11 ± 9,53 

F.Aq 1 (0,66) 30,2 ± 4,97 

0,723 

44,62 ± 11,35 

0,895 

F.Aq 2 (1) 27,32 ± 6,21 38,85 ± 3,89 (7)* 

F.Aq 3 (2) 25,46 ± 5,97 (14)* 36,72 ± 8,07 (23)* 

F.Aq 4 (4) 27,47 ± 6,02 33,44 ± 9,66 (30)* 

F.Aq 5 (6) 24,67 ± 6,10 (16)* 34,85 ± 7,67 (27)*   

Valores com * (p<0,01) em relação ao controle (água). 

 

4.3. Bioensaio de germinação e crescimento em função da concentração aplicada de 

frações do extrato aquosos de folhas 

 

As frações que apresentaram atividade fitotóxica foram a diclorometano (DCM), 

Acetato de Etila (AcOEt) e n-Butanólica (n-But). O resultado da avaliação com 

diferentes concentrações das frações do extrato aquoso de folhas na inibição da 

germinação das sementes de S. lycopersicum, O. sativa, M. bimucronata e E. verna são 

mostrados na Tabela 5.  Os resultados da atividade fitotóxica das frações para o 

crescimento de O. sativa, M. bimucronata e E. verna são mostrados na Tabela 6. 

 

Tabela 7. Concentração das frações ativas de folhas de A. simplex em mg/ml 

Tratamento  Dose 1 
mg/ml 

Dose 2 
mg/ml 

Dose 3 
mg/ml 

Dose 4 
mg/ml 

Dose 5 
mg/ml 

Diclorometano 0,18 0,28 0,56 1,12 1,68 

Acetato de Etila 0,38 0,58 1,15 2,3 3,45 

n-Butanol 0,39 0,59 1,19 2,83 3,57 
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Tabela 8. Porcentagem de Inibição da germinação (IG) e Índice de velocidade de germinação (IVG) referentes ao último dia de tratamento (estabilização da 

curva de germinação). Média ± Desvio pdrão. R-quadrado (r²), obtidos em função das concentrações das frações diclorometano (DCM), acetato de etila 

(AcOEt) e  n-butanol (nBut) na germinação de sementes de tomate, arroz, M. bimucronata e E. verna. 

Tratamento S. lycopersicum O. sativa   Mimosa bimucronata   Erythrina verna   

mg/ml 
(% de não 

germinadas) 
IVG r² %IG IVG r² %IG IVG r² %IG IVG r² 

Controle 24,16± 3,19 65,1   17,7± 1,92 65,96   23± 2,74 100,65   37,5± 0 33,4   

DCM 1 (0,18) 51,11± 3,85*  20,77 

0.546 

4,4± 1,9*  72,17 

0.069 

13,33± 5,77** 103,03 

0.031 

50± 0*  27,49 

0.499 

DCM 2 (0,28) 80± 0*  8,54 10± 0*  71,77 15± 0 93,53 50± 0 28,18 

DCM 3 (0,56) 77,83± 8,39*  8,88 10± 0*  72,67 8,33± 2,89*  84,19 62,5± 12,5*  30,36 

DCM 4 (1,12) 85,55± 3,85*  2,5 12,2± 1,92*  65,75 22,5± 5 74,01 50± 0 28,96 

DCM 5 (1,68) 93,33± 8,82*  1,47 6,66± 0*  71,07 23,33± 2,89 70,89 50± 0 19,79 

AcOEt 1 (0,38) 26,66± 3,85 50,33 

0.805 

12,22± 3,85 68,27 

0.169 

23,33± 2,89 77,56 

0.388 

41,66± 7,22 43,35 

0.231 

AcOEt 2 (0,58) 36,66± 5,77 52,02 5,55± 1,92*  74,56 20± 0 71,56 27,16± 7,22 22,51 

AcOEt 3 (1,15) 37,77± 8,39 30,95 10± 0*  71,03 21,25± 2,5 73,46 58,33± 7,22*  40,63 

AcOEt 4 (2,3) 39,33± 14,98 30,4 7,77± 1,02*  63,6 23,3± 17,5 60,89 33,77± 7,72 32,57 

AcOEt 5 (3,45) 76,66± 6,67*  8,63 8,33± 1,92*  64,26 40± 0**  20,19 50± 0 31,09 

n-But 1 (0,39) 24,44± 5,09 57,55 

0.778 

2,22± 3,85*  77,9 

0.145 

15± 3,45 89,92 

0.288 

56,25± 7,22 33,18 

0.245 

n-But 2 (0,59) 27,77± 3,85 57,36 5,83± 1,67**  76,1 17± 2,74 87,93 50± 0 41 

n-But 3 (1,19) 43,33± 8,82**  25,26 12,5± 1,67 68,86 20± 8,66 89,04 50,0±  31,18 

n-But 4 (2,83) 53,33± 10*  17,7 4,44± 5,09**  24,45 20± 8,66 95,42 45,83± 7,22 41,66 

n-But 5 (3,57) 45,55± 6,94*  23,13 11,11± 8,33 64,19 50± 7,07*  29,88 62,5±14,43** 23,38 

  ** (p<0,05) * (p<0,01)  
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Tabela 9.  Medidas de comprimento (mm) da parte aérea (P.A), e da parte subterrânea (P.S) em função da concentração aplicada das frações. Média 

± desvio padrão e R-quadrado (r²) das concentrações das frações diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e  n-butanol (nBut) no 

crescimento de sementes de arroz, M. bimucronata e E. verna. Números apresentados dentro de parênteses correspondem à porcentagem de 

porcentagem de inibição do crescimento em relação ao controle. 

Tratamento 
Parte aérea 

  
Parte subterrânea 

O. sativa M. bimucronata E. verna 
 

O. sativa M. bimucronata E. verna 

mg/ml 
 

r² 
 

r² 
 

r² 
  

r² 
 

r² 
 

r² 

Controle 19,76 ± 5,46 
 

22,43 ±4,9 12,25 ± 1,17 
 

       32,09 ± 7,61   11,2 ± 4,53 
 

39,99 ± 8,89 

DCM 1 (0,18) 15,59 ± 4,68* (21) 

0.766 

20,17 ± 4,88 

0,788 

- 
  

14,81 ±5,36* (54) 

0,595 

9,61 ± 3,55 

0,888 

- 

DCM 2 (0,28) 16,82 ± 3,61* (14) 21,91 ± 4,41 - 
  

19,82 ± 5,32* (38) 10,40 ± 3,27 - 

DCM 3 (0,56) 16,59 ± 3,63* (16) 16,63 ± 5,09* (25) - 
  

12,45 ± 4,75* (61) 7,89 ± 2,64* (29) - 

DCM 4 (1,12) 10,19 ± 4,23* (48) 17,62 ± 3,93* (21) - 
  

8,99 ± 4,13* (72) 7,62 ± 2,21* (31) - 

DCM 5 (1,68) 10,88 ± 3,78* (44) 11,73 ± 4,06* (47) - 
  

13,29 ± 5* (59) 5,62 ± 1,96* (49) - 

AcOEt 1 (0,38) 13,22 ± 3,63* (33) 

0,91 

20,53 ± 5,85 

0,839 

- 
  

16 ± 4,83* (50) 

0.606 

12,8 ± 7,61 

0,698 

- 

AcOEt 2 (0,58) 12,81 ± 3,61* (35) 21,72 ± 5,25 - 
  

16,88 ± 5,64* (47) 17,21 ± 7,53* - 

AcOEt 3 (1,15) 10,97 ± 3,91* (44) 18,13 ± 5,65* (19) - 
  

17,87 ± 4,42* (44) 14,89 ± 5,06** - 

AcOEt 4 (2,3) 9,05 ± 2,69* (54) 17,73 ± 6,76* (20) - 
  

13,92 ± 4,76* (57) 10,64 ± 5,27 - 

AcOEt 5 (3,45) 6,3 ± 2,27* (68) 17,19 ± 4,23* (23) - 
  

12,55 ± 4,75* (61) 8,07 ± 2,56 - 

n-But 1 (0,39) 15,4 ± 4,72* (22) 

0.465 

18,28 ± 4,77* (18) 

0,886 

15,06 ± 5,75 

0,01 

 
17,67 ± 5,76* (45) 

0.679 

7,08 ± 2,31* (36) 

0,723 

44,63 ± 17,68 

0,01 

n-But 2 (0,59) 12,73 ± 3,32* (35) 16,59 ± 4,91* (26) 22,86 ± 9,01 
 

14,59 ± 5,64* (55) 7,12 ± 2,12* (36) 44,48 ± 21,3 

n-But 3 (1,19) 11,99 ± 3,99* (39) 15,51 ± 4,94* (30) 8,68 ± 4,85 
 

13,83 ± 5,24* (57) 7,58 ± 2,35* (32) 46,7 ± 18,84 

n-But 4 (2,83) 14,31 ± 4,04* (27) 13,80 ± 5,08* (38) 22,88 ± 11,11 
 

11,99 ± 5,09* (63) 5,29 ± 1,97* (52) 39,02 ± 18,39 

n-But 5 (3,57) 13,43 ± 4,02* (32) 13,80 ± 4,9* (38) 11,29 ± 2,86 
 

11,99 ± 5,72* (63) 5,29 ± 1,96* (52) 44,16 ± 21,86 

 

 Valores referentes ao quinto dia após germinação das sementes.  * (p<0,01) ** (p<0,05) 
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4.5. Bioensaio de germinação e crescimento com padrões 

 

Os padrões utilizados indicam, assim como os extratos e frações, uma resposta espécie 

especifica de cada espécie avaliada (M. bimucronata e E. verna). Os ácidos fenólicos isolados 

ou em mistura não inibiram significativamente a germinação das sementes. E. verna 

(ANOVA F= 1,14; P= 0,386) e M. bimucronata (ANOVA F= 5.34; P=0,003). 

As plantulas de M. bimucronata obtiveram seu crescimento afetado significativamente 

pelos ácidos fenólicos. Entretanto, a maior atividade inibitória ocorreu mediante a aplicação 

da mistura de compostos. A espécie mais sensível à ação dos compostos fenólicos foi M. 

bimucronata e a menos sensível foi E. verna (Kruskal-Wallis H=91.653, P <0,001). Efeitos 

mais visíveis na inibição do crescimento foram observados em plântulas tratadas com ácidos 

vanílico e ferúlico. Além da significativa redução do comprimento do hipocótilo e da radícula 

de M. bimucronata (Kruskal-Wallis H = 102,576, P <0,001 e Kruskal-Wallis H = 133,331, P 

<0,001) as plântulas desta espécie apresentaram radícula marrom-avermelhada e cotilédones 

verde-amarelados em presença do ácido vanílico. 

 

 

Tabela 10. Efeito dos padrões e da mistura de padrões (1 mM) identificados em bambus e 

gramíneas sobre o comprimento (mm) da radícula (Parte subterrânea) e do hipocótilo (Parte 

aérea), de M. bimucronata e E. verna. Média ±desvio. Número apresentados dentro de 

parênteses representam a porcentagem de inibição em relação ao controle. 

 

Tratamento Crescimento 

  Parte aérea Parte subterrânea 

  E. verna M. bimucronata   E. verna M. bimucronata 

Controle - 20±3.8   14.7±6.7 20.5±6.5 

2(3H)-benzoxazolinone - 17.7±5.2 
 

13.6±3.9 15.4±6* (25) 

Ácido p-hydroxibenzoic  - 19.3±4.1 
 

14.7±6.7 22.7±5.3 

Ácido vanilico - 15.8±4.7* (21) 
 

11.9±2.8 10.5±3* (50) 

Ácido ferulico - 18.2±3.7 
 

11±3.5 17.4±3 

Ácido cafeico - 18.5±3.6 
 

15.5±6.7 20.2±4 

Ácido clorogênico - 21.8±3.1 
 

15.7±7.8 21.8±3.1 

Mix - 10.3±3.5* (50)   6.9±2* (54) 11.3±2* (45) 

*Diferenças significativas (P<0.05) do controle Kruskal-Wallis, teste de Dunn 
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4.6. Perfil metabólico do extrato aquoso de Apoclada simplex  

 

O perfil cromatográfico das frações foi comparado com os tempos de retenção e 

espectros no UV de uma mistura de padrões de ácidos fenólicos e flavonas (Figura 2). Com 

base nos resultados, foi possível observar que os picos que eluiram entre 1-16 minutos 

mostraram espectro no UV característico de ácidos benzóicos (λmax 261/292(sh)), ligeiramente 

diferente do perfil dos derivados de ácidos hidroxicinâmicos como o ácido clorogênico (9 

minutos, λmax 325 nm), confirmando que o ácido clorogênico não está presente nos extratos 

analisados. Entretanto, os picos entre 18-25 minutos mostraram perfil espectral similar aos 

dos padrões de flavonas (λmax 347/270, luteolina 6-C-glicosídeo), confirmando a presença de 

derivados de flavonas nos extratos, principalmente na fração n-butanólica. Com base na alta 

atividade fitotóxica da fração nBut nos bioensaios de germinação e crescimento (Tabelas 5 e 

6), essa fração foi submetida a uma análise química mais detalhada empregando HPLC-DAD, 

HPLC-DAD-ESI-MS e RMN de 1H, para a etapa de identificação dos metabólitos.  

 

 

 

Figura 2. Perfis cromatográficos das diferentes frações de folhas de A. simplex em 280 nm. 

(1) mistura dos padrões: ácido trans-3-cafeoilquinico (9 minutos); ácido cafeico (9,8 

minutos); ácido p-cumárico (13,2 minutos); luteolina 8-C-glicosídeo (18,8 minutos); luteolina 

6-C-glicosídeo (20,6 minutos); apigenina 8-C-glicosídeo (21 minutos); (2) fração 

diclorometano, (3) fração acetato de etila, (4) fração n- butanol e (5) fração aquosa. 
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4.7. Perfil metabólico da fração n-Butanólica e das subfrações via HPLC-DAD. 

 

 A fração nBut foi particionada em 10 concentrações crescentes de uma solução 

(água/etanol), tal procedimento foi feito por separação em coluna aberta (item 3.6.2). O 

rendimento das sub frações que seguiram com as análises está disponível na (Tabela 4).  Os 

resultados desta etapa nos levaram a simplificação da matriz, e o estabelecimento de um 

método cromatográfico adequado para identificação e isolamento de compostos. A (Figura 3) 

apresenta o perfil cromatográfico da fração nBut, A figura 4, 5, 6 e 7 apresentam os perfis 

cromatográficos no UV (254 nm) de (C1-C4) respectivamente. 

 

 Tabela 11. Rendimento em miligramas (mg)  das sub frações (C1 - C4) da fração nBut. Onde 

estão representados H2O (A) e EtOH (B). 

Sub frações Rendimento (mg) 

C1 95% (A) - 5%(B) 2,02 

C2 90% (A) - 10%(B) 4,03 

C3 80% (A) - 20%(B) 9,50 

C4 60% (A) - 40%(B) 2,94 

 

Figura 3. Perfil cromatográfico da fração n-But. Condições da cromatográficas: (0-30 min) 

concentração de 5% até 30% de (B) MeOH acidificado a 0,1% ácido fórmico de (30-40 min) 

100% de (B) etapa de limpeza e (41- 50 min) 5% de (B) fase de recondicionamento da coluna. 

Volume da injeção 15 µl. Fluxo de 1ml/min e detecção no UV (254mn). 
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Figura 4. Perfil cromatográfico da sub fração C1. Condições da cromatográficas: (0-30 min) 

concentração de 5% até 30% de (B) MeOH acidificado a 0,1% ácido fórmico de (30-40 min) 

100% de (B) etapa de limpeza e (41- 50 min) 5% de (B) fase de recondicionamento da coluna. 

Volume da injeção 15 µl. Fluxo de 1ml/min e detecção no UV (254mn). 
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Figura 5. Perfil cromatográfico da sub fração C2. Condições da cromatográficas: (0-30 min) 

concentração de 5% até 30% de (B) MeOH acidificado a 0,1% ácido fórmico de (30-40 min) 

100% de (B) etapa de limpeza e (41- 50 min) 5% de (B) fase de recondicionamento da coluna. 

Volume da injeção 15 µl. Fluxo de 1ml/min e detecção no UV (254mn). 
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Figura 6. Perfil cromatográfico da sub fração C3. Condições da cromatográficas: (0-30 min) 

concentração de 5% até 30% de (B) MeOH acidificado a 0,1% ácido fórmico de (30-40 min) 

100% de (B) etapa de limpeza e (41- 50 min) 5% de (B) fase de recondicionamento da coluna. 

Volume da injeção 15 µl. Fluxo de 1ml/min e detecção no UV (254mn). 
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Figura 7. Perfil cromatográfico da sub fração C4. Condições da cromatográficas: (0-30 min) 

concentração de 5% até 30% de (B) MeOH acidificado a 0,1% ácido fórmico de (30-40 min) 

100% de (B) etapa de limpeza e (41- 50 min) 5% de (B) fase de recondicionamento da coluna. 

Volume da injeção 15 µl. Fluxo de 1ml/mn e detecção no UV (254mn). 
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Figura 8. Perfil cromatográfico da sub fração C2. Condições da cromatográficas de 1 

gradiente exploratório foram:  (0-30 min) concentração de 5% até 30% de (B) MeOH 

acidificado a 0,1% ácido fórmico de (30-40 min) 100% de (B) etapa de limpeza e (41- 50 

min) 5% de (B) fase de recondicionamento da coluna. Volume da injeção 15 µl. Fluxo de 

1ml/min e detecção no UV (254mn). As condições cromatográficas de 2 método isocrático, de 

(0-30 min) 25% de (B), Vvolume da injeção 15 µl. Fluxo de 1ml/min e detecção no UV 

(254mn). 
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Figura 9. Cromatograma da fração nBut (azul) sobreposta ao padrão (vermelho) APO. 

Condições da cromatográficas: (0-30 min) concentração de 5% até 30% de (B) MeOH 

acidificado a 0,1% ácido fórmico de (30-40 min) 100% de (B) etapa de limpeza e (41- 50 

min) 5% de (B) fase de recondicionamento da coluna. Volume da injeção 15 µl. Fluxo de 

1ml/min e detecção no UV (430mn). 

 

 A presença de um composto similar ao APO foi detectada nas análises empregando 

HPLC-DAD método descrito em ítem 3.6.3. Na Figura 9 a fração nBut foi submetida ao 

comprimento de onda em 430 nm, onde foi possível visualizar dois picos um majoritário 

referente ao APO (24,4 minutos, λmax 436 nm) e outro minoritário não identificado (26,3 

minutos e λmax 412 nm). Enquanto a fração n-but apresentou um pico em 26,3 minutos e λmax 

429 nm. Além do tempo de retenção e UV próximos, a fração sub fração C4 que concentrou o 

composto ainda não identificado apresentou coloração avermelhada, assim como o padrão 

APO, o que pode sugerir a presença de um composto similar ao APO. 

 

4.7.1. Perfil metabólico via HPLC-DAD-ESI-MS e RMN de 1H da fração n-butanólica 

 Os resultados das análises via HPLC-DAD-ESI-MS (Figura10) indicam novamente uma 

matriz complexa com regiões onde é possivel a detecção de picos nos modos negativo, 

positivo e também o modo de detecção do UV em (254nm)  
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Figura 10. Perfil da fração n-But. Onde em (A) TIC – Total de ions do cromatograma [H]- 

(modo negativo). (B) TIC – Total de ions do cromatograma [H]+ (modo positivo) e (C) UV 

(254 nm). 

 As informações de tempo de retenção, espectro no UV e massas obtidas pelo sistema 

HPLC-DAD-ESI-MS foram utilizadas na tentativa de identificação dos metabólitos presentes 

na fração n-butanólica. Um banco de dados de massa molecular in house construído a partir 

de metabólitos identificados em cana-de-açúcar (Cavalheiro et al 2012) foi empregado como 

filtro para a etapa de identificação. A massa do íon pseudomolecular (m/z) dos metabólitos 

identificados em cana-de-açúcar foram localizados no cromatograma do íon extraído (EIC- 

Extracted Ion Chromatogram) no modo negativo da fração n-butanólica. A (Figura 11) mostra 

o Cromatograma de Pico Base (BPC – Base Peak Chromatogram) da fração n-butanólica no 

modo negativo e no UV (254 nm) e os respectivos compostos identificados (Tabela 9). 
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Figura 11. Cromatograma de Pico Base da fração n-butanólica das folhas de A. simplex. 

 
 
 Com base nas análises empregadas, foram identificados um total de 19 compostos, 

sendo 10 derivados de ácido benzoico e 9 flavonas C-glicosiladas. No espectro de massas dos 

compostos 1, 3-7 e 17 foi possível visualizar os fragmentos formados na fonte de ionização. 

Com essa informação foi possível atribuir os íons fragmentos dos compostos identificados. O 

espectro de massas do ácido p-hidroxibenzóico (3) mostrou íon pseudomolecular m/z 137 [M-

H]-, assim como o íon fragmento m/z 93, devido à perda de CO2. O mesmo foi observado para 

os metabólitos 4, 5 e 6. Os compostos 3, 4 e 7 foram isolados da sub fração C2 (Figura 8, ítem 

3.6.3) e obtiveram a estrutura confirmada nos espectros de RMN de 1H. O espectro do 

metabólito 3 mostrou dois dupletos em δ 6,88 d (J=8.5 Hz) e δ 7,87 d (J=8,5) correspondente 

aos hidrogênios 2/6 e 3/4 do ácido benzoico. O metabólito 4 mostrou dois dupletos δ 7,55 d 

(J=1,8 Hz) e 6,91 d (J=8,0)  e um duplo dupleto δ 7,53 dd (1,8 e 8,0 Hz) correspondente aos 

hidrogênios 2, 6 e 3, respectivamente do ácido benzoico. O ácido dimetoxi-hidroxi-benzóico 

(7) mostrou dois simpletos δ 7,32 correspondente aos hidrogênios 2 e 6 do anel aromático, e δ 

3,91 corresponde aos dois grupos metoxila ligado no anel aromático na posição 3 e 5.  
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Tabela 12. Tentativa de identificação dos metabólitos presente na fração n-butanólica 

empregando HPLC-DAD-ESI(-)-MS. 

No. TR [M-H] - UV (λmax) Tentativa de identificação 

1 8,1 299.0858 265 Ácido hidroxibenzóico glicosídeo 

2 10 179.0599 - Ácido caféico 

3 13,8 137.0271 265 Ácido p-hidroxibenzóico 

4 14 153.0260 265 Ácido dihidroxibenzóico 

5 14,3 151.0434 - Ácido metoxi-benzóico 

6 15,5 329.1342 - Ácido metoxi-hidroxi-benzóico glicosídeo 

7 16,4 197.0511 - Ácido 3,5-dimetoxi-4-hidrobenzóico 

8 16,5 593.1662 345/271 Luteolina di-glicosídeo 

9 16,8 579.1522 345/271 Luteolina-6-C-arabinosil-8-C-glicosídeo 

10 17,5 447.2346 345/271 Luteolina-8-C-glicosídeo 

11 17,8 579.1510 345/271 Luteolina-6-C-glicosil-8-C-arabinosídeo 

12 18 563.1578 333/270 Apigenin-6-C-arabinosil-8-C-glucoside 

13 18,3 153.0264 270 Isômero do ácido dihidrobenzóico 

14 18,7 167.0391 - Ácido metoxi-hidroxi-benzóico 

15 18,7 447.2323 345/271 Luteolina-6-C-glicosídeo 

16 19,3 563.1562 333/270 Apigenina-6-C-arabinosil-8-C-glicosídeo 

17 21.2 151.0439 270 Ácido metoxi-benzóico 

18 20,6 431.1099 333/270 Apigenina-8-C-glicosídeo 

19 22,8 4.312.324 333/270 Apigenina-6-C-glicosídeo 

 

 Os derivados de apigenina (11, 15-16) e luteolina (8-11, 15) foram identificados devido 

a absorção característica destes compostos no UV (λmax 333/270 e 345/270 nm), espectro de 

massas e ordem de eluição em C-18 de acordo com o trabalho de (Coutinho et al 2014).   

 A presença de compostos fenólicos é confirmada através do perfil espectral via RMN de 
1H da fração n-but, devido a uma grande quantidade de sinais na região de 6-9 ppm 

característicos de compostos fenólicos, evidenciando a complexidade da fração n-but. Foi 

possível observar sinais característicos na região de 3-6 ppm referentes a unidades de açúcar.  
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Figura 12. Espectro de RMN de 1H da fração n-but (CD3OD/D2O 1:1 v/v, 600 MHz). 

 

 Além dos derivados de ácido benzoico e flavonas identificados nas análises via HPLC-

DAD-ESI-MS no modo negativo foram tentativamente identificados os derivados de 

benzoaxinonas (20-24): BOA, MBOA, MBOA glicosilado, DIMBOA glicosilado e AAPO 

através das análises de HPLC-DAD-ESI-MS no modo positivo, devido a facilidade destes 

compostos em protonarem. 

Tabela 13. Tentativa de identificação dos benzoaxinonas na fração n-butanólica de A. simplex 

empregando HPLC-DAD-ESI(+)-MS. 

No. RT [M+H] Tentativa de identificação 

20 6,5 136,0580 BOA 

21 8,6 166,0823 MBOA 

22 9,2 328,1264 MBOA glicosilado 

23 14,9 374,2035 DIMBOA glicosilado 

24 38,9 255,1860 AAPO 
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4.7. Análises cromatográficas para detecção de compostos fitotóxicos no solo por 
UHPLC. 

 

As amostras do solo foram adquiridas com base no protocolo proposto por (Perry et al. 

2005) com adaptações. O perfil químico do solo foi qualitativamente diferente dos extratos 

de folhas de bambu. Para esta análise, o ácido p-benzóico em identificado 26,328 min foi o 

único ácido fenólico em comum entre os extratos de solo e planta de A. simplex. A presença 

do ácido p-benzóico foi confirmado no espectro de RMN de 1H do extrato do solo (Figura 

14) devido a presença dos sinais δ 6,64 d (8,3 Hz) e 6,95 d (8,3 Hz).  

 

 

 

Figura 13. Perfis cromatográficos obtidos por UHPLC (em 350 nm) das diferentes frações de 

solo na área de ocorrência de A. simplex (a) fração n-butanol, (b) diclorometano e (c) acetato 

de etila. 

 

Figura 14. Ácido p-benzóico no espectro de RMN de 1H do extrato do solo, sinais δ 6,64 d 

(8,3 Hz) e 6,95 d (8,3 Hz). 
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4.9. Caracterização dos componentes químicos do solo  

 

Os dados referentes à análise da composição química do solo coletado em áreas sob 

dominância ou não de bambu mostraram, de forma geral solos muito semelhantes. Diferenças 

foram encontras na quantidade (Fe) e (M.O) presentes em maiores concentrações nas áreas de 

ocorrência. Os demais componentes estão em concentrações iguais ou similares. 

4.10.  Análise de componentes bióticos do solo – FMA 

 

Com os resultados obtidos das análises das raízes de A. simplex foi possível sequenciar 

e identificar 15 clones. Destes, foram identificadas, oito espécies de Glomus, duas espécies de 

Aculus, dois espécimes pertencentes à família Archaeosporales. Quatro sequências não 

possibilitaram identificação. 

 

 

 

 

 

 



 

44 
 

 

 

Tabela 14. Análise química de amostras coletadas do solo. Fora da área de ocorrência de A. simplex e dentro da área de ocorrência. 

                          

Amostra pH P S K Ca Mg Al H+Al SB CTC V m 

Fora 3,9 17 10 1,4 5 3 26 98 9,2 107,3 9 74 

Dentro 3,7 22 9 1,5 5 2 28 121 9 130,1 7 75 

Amostra B Cu Fe Mn Zn M.O.(1) g/dm³ 

Fora 0,16 <0,3 251 4,8 0,8 47 

Dentro 0,2 <0,3 352 3,5 1 63 

 

Unidades: P e S-SO4 (mg.dm-3); K, Ca, Mg, Al, H+Al, SB e CTC (mmolc.dm-3); V e m (%). Métodos: Fósforo (P) por colorimetria 

extraído com resina trocadora de íons, pH CaCl2, potássio (K) em espectrofotômetro de emissão atômica extraído com resina trocadora de 

íons, cálcio (Ca) e magnésio (Mg) em espectrofotômetro de absorção atômica extraído com resina trocadora de íons, alumínio trocável (Al) 

por colorimetria extraído com cloreto de potássio, acidez potencial (H+Al) extraído com tampão SMP, enxofre (S - sulfato) por 

turbidimetria extraído com fosfato de cálcio. SB: Soma de bases trocáveis; CTC: Capacidade de troca de cátions; V: Saturação da CTC por 

bases; m: Saturação por Alumínio. Boro, Cobre, Ferro, Manganês, Zinco (mg.dm-3). Métodos:Boro (B) por colorimetria extraído em água 

quente, cobre (Cu), zinco (Zn), manganês (Mn) e ferro (Fe) por espectrofotometria de absorção atômica extraído com DTPA (Manual de 

análise química para avaliação da fertilidade de solos tropicais. IAC, 2001). 
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5. Discussão 

 

Os resultados obtidos apontam que o órgão do bambu Apoclada simplex que 

apresenta acumulo de substâncias com atividade fitotóxica é a folha, este resultado 

corrobora com a literatura que descreve a presença de aleloquímicos na folha de outras 

espécies de bambus nativos (Grombone-Guaratini et al. 2009, 2013) e não nativos de 

(Chou & Hou 1981, Chou & Yang 1982). Em outros trabalhos os compostos 

aleloquímicos são relatados em folhas, caules e raízes (Inderjit & Callaway 2003; Weir 

et al. 2004). 

O extrato de folha aquosa (FA) obteve maior efeito nas espécies testadas (48,6% 

de inibição; ANOVA p < 0,01) da germinação de tomate.  A extração aquosa é descrita 

como o principal método utilizado para extração de aleloquímicos (Schmidt 1990). A 

capacidade inibitória foi confirmada nos ensaios em função da concentração aplicada, 

onde os resultados mostraram a existência de uma resposta espécie específica. Esta 

resposta pode afetar também as plantas em diferentes partes de seu desenvolvimento 

(germinação e crescimento). 

As sementes de arroz não apresentaram sensibilidade às diferentes concentrações 

do extrato na germinação; entretanto, em relação ao crescimento o extrato chegou a 

inibir (27% da parte subterrânea e 16% da parte aérea ANOVA p < 0,01). Mesmo em 

concentrações menores para esta espécie foi possível observar o efeito fitotóxico do 

extrato. Segundo Miró et al. (1998) e Aquila (2000) o efeito alelopático é mais 

pronunciado sobre o desenvolvimento inicial de uma plântula alvo quando comparado a 

germinação, já que neste a planta utiliza das próprias reservas da semente. 

Bioensaios de germinação de sementes e de crescimento das plântulas são 

geralmente utilizados nos estudos que se propõe a avaliar a atividade alelopática (Chou 

& Yang 1982, Chou 2010). O estabelecimento de em função da concentração aplicada 

em experimentos é considerado um bom indicador de atividade alelopática (Inderjit & 

Weston 2000). Qualquer composto orgânico ou inorgânico pode, teoricamente, 

estimular, ser neutro ou inibir (atividade fitotóxica) e estas variações se dão em função 

da sua concentração e estado físico, sendo que, o tipo e o padrão de efeito observado 

podem variar de acordo com sensibilidade (Blum 2011). 

Os resultados obtidos nos testes de germinação das sementes e analisados segundo 

dois parâmetros (IVG) e (% de final de inibição), mostram alterações em dois 

mecanismos de ação dos extratos. Segundo Labouriau (1983) muitas vezes o efeito 
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alelopático não é verificado sobre o percentual final de germinação, e sim mediante a 

avaliação da velocidade de germinação ou outro parâmetro do processo. Este mesmo 

padrão de resposta foi observado em outros experimentos utilizando outras espécies 

(Borghetti & Pessoa, 1997; Rodrigues et al. 1999). Entretanto a maioria dos trabalhos 

apresenta somente os dados referentes à germinação em função da facilidade de obter 

estes dados (Rice, 1984; Putnam & Tang 1986). 

 As três frações obtidas - Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt) e  n-

butanol (n-But) apresentaram atividade fitotóxica. O método de fracionamento 

utilizado, partição líquido - líquido é questionado por Inderjit & Nilsen (2003); segundo 

os autores, a extração ou partição com solventes orgânicos que são posteriormente 

evaporados e diluídos em água, pode alterar a concentração natural que o composto 

estaria disponível no ambiente. Entretanto o método de fracionamento é utilizado em 

outros trabalhos (Grombone-Guaratini et al 2011; Torres et al 2014 submetido), uma 

vez que este método permite isolar os compostos ativos envolvidos na atividade 

avaliada. Além disso, espécies como bambu apresentam uma matriz muito complexa de 

seu extrato bruto (cerca de 500 picos de compostos), o que dificulta a identificação dos 

compostos ativos. 

 Os bioensaios de germinação e crescimento utilizando as frações obtidas do 

extrato aquoso de folha com espécies agrícolas e nativas mostraram o mesmo padrão 

obtido com o extrato FA: foram espécie específico, atuaram em diferentes fases do 

desenvolvimento (germinação e crescimento) e alguns apresentaram correlação positiva 

em função da concentração aplicada. Inibição espécie específica tem sido observado 

com aplicação de extratos e frações de Phragmites communis  Trin. (Poaceae) e 

Helianthus annuus L. (Asteraceae) (Bogatek et al. 2006). Embora E. verna e M. 

bimucronata pertencem à mesma família botânica, elas aparentemente  apresentam têm 

susceptibilidade distinta a aleloquímicos (Schultz & Wieland 1999). Esta 

susceptibilidade diferencial pode ser devido a características de M. bimucronata, que é 

uma espécie invasora agressiva com capacidade para colonizar áreas abertas.  Além 

disso, a espécie produz aleloquímicos, como mimosina e 3,4-dihydroxypiridine 

(Ferreira et al. 1992). A susceptibilidade aos aleloquímicos e o potencial de desintoxicá-

los apresentados por espécies diferentes pode ser resultado de um processo coevolutivo 

(Schulz e Wieland, 1999). Processos coevolutivos podem aumentar a capacidade de 

tolerância de uma planta aos aleloquímicos produzidos por seus vizinhos e essa 

tolerância pode desempenhar um papel importante no estabelecimento de comunidades 
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de plantas (Callaway e Maron 2006; Thorpe et al. 2009). A maior suscetibilidade das 

plantas agrícolas, aos aleloquímicos, pode ser explicada pela ausência de coexistência 

no mesmo habitat. 

As análises de germinação e crescimento de espécies nativas realizadas com 

padrões isolados e em mistura de fenólicos descritos na literatura como presentes em 

bambus e gramíneas, não apresentou efeito significativo sobre a germinação. Enquanto 

a parte aérea e parte subterrânea de M. bimucronata foi gravemente afetado por ácido 

vanílico e pela  mistura de ácidos fenólicos, E. verna só foi afetada pela mistura de 

fenólicos. 

 A diferença da concentração entre os ácidos fenólicos comerciais utilizados nos 

bioensaios e nos extratos e nos extratos orgânicos é uma possível explicação para os 

efeitos diferenciais observados em bioensaios realizados (Blum 2014). Neste trabalho 

utilizamos concentrações de ácidos fenólicos previamente determinadas como ativas em 

outros estudos (Blum et al. 1985a;. 1985b; Lehman e Blum, 1999; Chaves et al. 2001;. 

Sánchez-Moreiras e Reigosa 2005). Dessa forma é possível que estes valores não 

correspondem à concentração eficaz encontrado nos extratos e frações. Além disso, a 

concentração de um composto individual pode ser substancialmente diferente de uma 

mistura (Blum et al. 1999). Alternativamente, a ação de ácidos fenólicos na mistura 

pode não ser sinérgica e sim antagonista dependendo da concentração que se encontra 

(Blum et al. 1989). Embora M. bimucronata tenha apresentado menos sensibilidade aos 

padrões foi possível observar que a espécie na presença de ácido vanílico apresentou os 

cotilédones amarelo pálido com manchas castanhas sugerindo um sintoma fisiológico 

descrito como clorose. Sabe-se que aleloquímicos podem reduzir o teor de clorofila 

através da inibição da síntese ou da estimulação da degradação (Zhou & Yu 2006). O 

efeito do ácido vanílico na taxa fotossintética e condutância estomática foi relatada por 

Patterson (1981). A clorose foi um sintoma já descrito para plantas expostas para BOA 

e DIBOA e foi associado com um inibidor herbicida fotossintética (Barnes & Putnam 

1987). 

A maioria dos estudos que avaliam a presença de fungos arbusculares em bambus 

estão interessados na relação entre a inoculação de fungos e o aumento de biomassa 

nessas plantas (Ravikumar et al. 1997; Jha et al. 2011). Um estudo recente, na India 

descreveu a presença de seis espécies de fungos arbusculares na rizosfera de 

Dendrocalamus strictus (Acaulospora scrobiculata, Glomus aggregatum, G. arborense, 

G. diaphanum, G. intraradix and G. invermayanum) (Jha et al. 2011). Glomus, o gênero 
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mais abundante em A. simplex é também o mais comum em Dendrocalamus. 

Em estudos realizados por (Silva et al. 2006), em área de floresta Atlântica, em 

propriedades com produção agrícola,  em bananeiras (Musaceae) e mandioca 

(Euphorbiaceae) foram identificados como mais abundantes os gêneros Acaulospora e 

Glomus, este também presente em A. simplex.   

As interações mutualísticas com fungos endofíticos são essenciais para a ecologia 

e a fisiologia de plantas terrestres, tendo em vista que aumentam a performance da 

planta frente a  vários estressores ambientais como nutrientes e água (Strack et al. 

2003). Associado a isso, sabe-se que podem atuar aumentar o desempenho da planta por 

diferentes vias: aumentando o tamanho ou a biomassa das raízes, aumentando as defesas 

através da produção de alcalóides, alterando a comunidade microbiana do solo, 

aumentando a habilidade de competitividade (Aschehough et al. 2012). Tem-se também 

conhecimento de as interações alelopáticas podem ser mediadas pela comunidade 

microbiana tendo em vista que fenólicos e flavonoides exsudados de raízes de plantas 

afetam a abundância de fungos micorrízicos arbusculares, que auxiliam a tolerância das 

plantas a vários fatores bióticos e abióticos de stress (Mieners et al. 2012).  

A identificação dos FMA nas raízes de A. simplex é um passo importante para 

direcionar posteriores estudos de reprodução in vitro da espécie, e abre novas 

perspectivas para futuros trabalhos. Entretanto, mais trabalhos serão necessários para 

determinar o papel destes compostos nos mecanismos alelopáticos de invasão de A. 

simplex.  

Dentre os resultados apresentado em relação à composição da química do solo, 

poucas diferenças foram encontradas entre a área de ocorrência e não ocorrência de A. 

simplex. As propriedades químicas do solo encontradas na área de ocorrência de  A. 

simplex são similares às descritas por Faoro et al. (2010) para outras áreas de floresta 

Atlântica onde com solos distróficos, com baixo pH e alta saturação de alumínio. A 

decomposição da matéria orgânica é a principal fonte de ácidos orgânicos no solo, mas 

a lavagem direta da palha dos resíduos vegetais e a produção de exsudados radiculares e 

microbianos também são outras importantes fontes desses ácidos (Pavinato & Rosolen 

2008).  

Os compostos fenólicos identificados por este trabalho, já foram previamente 

caracterizados como compostos alelopáticos em estudos realizados para diversas 

espécies. Para bambus compostos como o ácido málico, trans cinâmico, vanílico, 

benzoico, ferúlico e siríngico foram identificados, em frações ativas dos extratos de 



 

49 
 

plantas por Young et al., (1994); Jin et al. (2011)  e  caracterizados como inibidores 

eficazes tanto da germinação quanto do desenvolvimento de plântulas (Rice 1984; 

Inderjit 1996; Gniazdowska & Bogatec 2005; Weston & Mathesius 2013). De maneira 

geral, compostos fenólicos têm mecanismos de ação similares e atuam 

predominantemente na permeabilidade e nas funções das proteínas das membranas 

celulares (Einhelling 2004). Aparentemente a presença os compostos fenólicos aumenta 

a atividade alelopática devido ao efeito sinérgico inibitório (Chaves et al., 2001; 

Einhelling 2004).  

Os C-flavonóides: luteolina di-glicosídeo, luteolina-6-C-arabinosil-8-C-

glicosídeo, luteolina-8-C-glicosídeo, luteolina-6-C-glicosil-8-C- (isovitexina e 

orientina) foram identificados nos extratos de folhas de A. simplex.  A presenças destes 

compostos foi descrita para outras espécies de bambu (Wang et al. 2012; Grombone-

Guaratini et al. 2011) e podem ser encontrados no solo nas fases iniciais da 

decomposição de folha (Souto et al., 1994;. Gonzalez et al., 1995; Sosa et al., 2010;. 

Cesco et al. 2012; Torres et al. 2015) e podem ser responsáveis pela diminuição da 

diversidade e abundância de espécies lenhosas mediante a diminuição da germinação de 

sementes (Larpkren et al., 2011). Ácidos fenólicos como os identificados em A. simplex: 

ácido caféico, ácido p-hidroxibenzóico, ácido dihidroxibenzóico, ácido metoxi-

benzóico, ácido metoxi-hidroxi-benzóico glicosídeo, ácido 3,5-dimetoxi-4-

hidrobenzóico e flavonoides, já tem atividade comprovada pela literatura, segundo Ishii-

Iamamoto et al. (2006) afetam a atividade respiratória de tecidos intactos e 

mitocôndrias. Ácido benzoico e seus derivados podem inibir a captação de nutrientes, 

este efeito é associado a alterações na membrana (Einhellig 1995; Inderjit et al. 2002). 

O papel dos flavonóides em atividade alelopática está relacionado à quebra de auxina 

por oxidases e peroxidases e transporte de auxina (Mathesius 2001; Weston & 

Mathesius 2013). 

 O aumento da velocidade de germinação, ou aumento do crescimento na presença 

das frações pode ser um indício da presença de determinados hormônios, como 

comprovado por estudos realizados com várias espécies de bambu (Phyllostachys 

edulis, P. bambusoides e Sasa kurilensis) indicaram a presença giberelina (GA) 

(Samsoedin et al. 1996). 

A presença dos compostos nitrogenados: 2-benzoxazolinone (BOA), 7-methoxy-2 

Benzoxazolinone (MBOA), 2,4-dihydroxy-7-methoxy-(2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-one 

(DIMBOA), 2-acetemidophenoxazin-3-one (AAPO) é descrita para diversos gêneros de 
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plantas da família Poaceae. Para as espécies Triticum aestivum, Secale cereale, e Zea 

mays tais compostos foram caracterizados como os principais metabólitos secundários e 

podem apresentar alta atividade fitotóxica (Macías et al. 2008). Estes compostos são 

derivados a partir de aminoácidos aromáticos, através do chiquímico via do ácido e 

parecem ser onipresente na família. (Whitenack et al. 1988).  Os compostos isolados 

(DIBOA) e (BOA) inibiram o crescimento de mudas de muitas espécies de plantas 

daninhas e o crescimento da alga Clamydomonas rheinhardtii (Schreiner & Reed 1908 

apud Putnam 1988). Segundo o autor o trabalho de 1908 foi o primeiro a relatar que 

estes compostos poderiam ser libertados a partir de plantas e podia permanecem tóxicos 

no solo. Desde então, vários compostos deste grupo (BOA, DIMBOM, DIBOA, 

MBOA) têm sido isolados a partir de plantas e solos (Putnam 1988). 

O composto encontrado e não identificado na fração n-But é bastante similar ao 

APO (2-aminophenoxazine-ona) um dos compostos mais fitotóxicos,  gerado a partir do 

DIBOA aleloquímico encontrado em gramíneas (4-hidroxi- (2H) -1,4-benzoxazina-3 

(4H)-ona) por alteração microbianas que ocorrem no solo (Macias et al. 2005). 

Embora tenhamos avaliado a interação ecológica de Apoclada simplex com outras 

espécies em um sistema artificial (placas de Gerbox), os resultados obtidos por este 

estudo fornecem evidências de que a alelopatia é um possível mecanismo atua na 

estruturação de comunidades dominadas por A. simplex. Entretanto, somente a 

identificação dos compostos no solo poderá confirmar a hipótese da atividade 

alelopática de A. simplex em floresta atlântica.  

A presença dos fungos arbusculares nas raízes pode ser um fator que influencie a 

produção de compostos e que aumente a competitividade de A. simplex. Entretanto, 

outros estudos precisam avaliar a complexidade desta interação. 
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ANEXOS 

 

 

 

Anexo 1. Foto (5º dia). Bioensaio de germinação das sementes de M. bimucronata em 

função da concentração aplicada do extrato de folha aquoso de A. simplex. Controle 

(água), FA1 (0,66 mg/ml), FA2 (1,0 mg/ml), FA3 (2,0mg/ml), FA4 (4,0 mg/ml) e FA5 

(6,0 mg/ml). 
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Anexo 2.  Foto (9º dia). Bioensaio de germinação das sementes de tomate sobre frações 

do extrato de folha aquoso de A. simplex Controle (água), FrHex (hexano), FrDCM 

(diclorometano), FrAcOEt (acetato de etila), FrnBut (n-Butanólico) e FrAq (aquosa 

residual). Em destaque, dentro do quadro vermelho frações ativas.  
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Fração ActOEt 

 

Fração nBut 

 

Fração Aquosa 
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Anexo 3. Foto (5º dia). Bioensaio de crescimento das plântulas de arroz sobre frações 

do extrato aquoso de folha de A. simplex. Controle (água), FrHex (hexano), FrDCM 

(diclorometano), FrAcOEt (acetato de etila), FrnBut (n-Butanólico) e FrAq (aquosa 

residual). Em destaque, dentro do quadro vermelho frações ativas.  
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Anexo 4. Foto (6º dia). Bioensaio de germinação, sementes de arroz em função da 

concentração aplicada da fração acetato de atila do extrato de folha aquoso de A. 

simplex. Controle (água), AcOEt1 (0,38mg/ml), AcOEt2 (0,57mg/ml), AcOEt3 

(1,15mg/ml), AcOEt4 (2,3mg/ml) e AcOEt5 (3,45mg/ml). Em destaque, dentro do 

quadro vermelho frações ativas.  

Controle 

 

AcOEt 1 

 

AcOEt 2 

 

AcOEt 3 

 

AcOEt 4 

 

AcOEt 5 



 

67 
 

 

 

 

Anexo 5. Bioensaio de crescimento. Plântulas de arroz (5º dia) em fração do extrato 

aquoso de folha de A. simplex. Controle (água), DCM1 (0,18mg/ml), DCM2 

(0,28mg/ml), DCM3 (0,56mg/ml), DCM4 (1,12mg/ml), DCM5 (1,68mg/ml).  
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Anexo 6. Bioensaio de germinação das sementes de M. bimucronata em função da 

concentração aplicada da fração acetato de etila do extrato aquoso de folha de 

A.simplex. Controle (água), AcOEt1 (0,38mg/ml), AcOEt2 (0,57mg/ml), AcOEt3 

(1,15mg/ml), AcOEt4 (2,3mg/ml) e AcOEt5 (3,45mg/ml). Em destaque, dentro do 

quadro vermelho frações ativas. 
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Raízes de A. simplex, onde é possível verificar a colonização de fungos micorrízicos 

arbusculares, e esporos associados. 

 

 

Raízes colonizadas. 

 

  

Esporo de Acaulospora sp. 
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Sequências obtidas com os resultados do sequenciamento de SANGER.  

 

>JO6 –- Glomus 

TTTGACCAATTTAAGGGTGGCCCTAATGGAATACTCGTGCTATGCATCCAAC
GCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACT
AGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTTCCCGTAAGGTGCCAAATGACACATC
AAATTGAGGTCATCCGATCCCTAGTCGGCATAGTTTACTGTTAAGACTACAA
CGGTATCTAATCGTTTTCGATCCCCTAACCTTCGTTCTTGATTAATGAAAAC
ATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAATAGTTAGTCTTCCGTAAATCCAAGAATTT
CACCTCTAGCAACGGAATACTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATTAC
GGCGATCCTAAAAACCAACAAAATAGAACCGCACATCCTATTCTATTATTCC
ATGCTAATGTATTCAGGCGTAGGCCTGCCTTGAACACTCTAATTTTCTCAAG
GTAAAAGTCCTGGTTCCCCAACACACCCAGCAAAGGGCATGCCGGTTCACC
AAGAGGTAAGGCCCAGCCAAACAGTACATACCGTTAGGCAGACCGCCCGGC
CAGGCCTGAAGTTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATACG
CTGTTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATT
GTTCCTCGT 

 

>JO10 – Glomus EJA26 

CTACCAAAGGCCTAATGGGCATCCCAAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATG
GTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTT
GGTTTCCCGTAAGGCGCCGAATGAGTCATTAAAAAATTAACATCATCCGAT
CCCTAGTCGGCATAGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTC
GATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTT
CGCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAAT
ACTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATTACGTCAATCTTAGAAACCAA
CAAAATAAGATCGAACGTCCTATTTCATTATTCCATGCTAATGTATTCAAGC
GTTAGCCTGCTTTAAACACTCTAATTTTTTCAAAGTAACAGTCCAGTCTCCC
CGCAACACCAAATTAATGGCATTACGGTTCATCAGGAAGGAGGAGCCAGTA
AGACCAGTGCATACCGGAGGCATGACCAATCTACTGACCCCGAAATTCAAC
TACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATT
ACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATT 

 

>JO12 - Glomus 

GCAAAACAGGCGGTTAGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCC
GCGAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTTCCCATAAGGTGCCG
GCGGAGTCCTAAAAGCAACATCCGCCGATCCCTAGTCGGCATCGTTTATGGT
TGAGACTAGGACGGTATCTGATCGTCTTCGAGCCCCCAACTTTCGTTCTTGA



 

71 
 

TTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTTGTTCGTCTTTCATAAA
TCCAAGAATTTCACCTCTGACTATGAAATACGAATGCCCCCGACTGTCCCTG
TTAATCATTACTCCGATCCCGAAGGCCAACACAATAGGACCGGAATCCTAT
GATGTTATCCCATGCTAATGTATACAGAGCGTAGGCTTGCTTTGAGCACTCT
AATTTCTTCAAAGTAACAGCACCGGAGGCACGACCCGGCCAGTTAAGGCTA
GGAGCGTATCGCCGGTAGAAGGGACGAGCCAATCGGTGCACACCGCGAGG
CGGACCGGTCGACCCAACCCAAGGTCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAAC
AACTTAAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAG
ACTTGCCCCCCAATGGATC 

 

>JO13 – Archaeosporales 755 

GGGGAAGTATTTATTAGGTGGGCAAAATAAGGACCTACGTGCTATGCATCC
AACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTC
ACTAGTGATTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGGTA
ACGGGTAACGGGGTGTTAGGGCACGACACCGGAGAGGGAGCCTGAGAAAC
GGCTACCACATCCAAGGATGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGAC
ACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACGGGGTTCTTTCGGATTTCGT
AATTGGAATGAGTACAATTTAAATCTCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCA
AGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAA
GTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATTTTGGGCCTGGTCGGGCGGTC
CGCCTTTTGGTGAGTACTGTCATTGTGCCGGGTCTCTTCTTCTGGTGAGCTAG
TGTTCTCTTAATTGGGTGCGCTAGGGAATCAGGACTATTACCTTGAAAAAAT
AGAGTGTTTAAAGCGGGCAATTGCTTGAATGCATTAGCATGGAATAATGAA
ATAGGACGGACGGTTCTATTTTGTTGGTTATGGGACCACCGTAATGATTAAT 

 

>JO14 - - Glomus 

CTACAAATGGCTTATTGCTTCCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCG
ACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTT
CCCATAAGGTGCCAGCGGTGCCCTAAAAGCAACATCCGCCGATCCCTGGTC
GGCATCGTTTATGGTTGAGACTAGGACGGTATCTGATCGTCTTCGAGCCCCC
AACCTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTTG
TTCGTCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACTATGAAATACGAATGC
CCCCGACTGTCCCTGTTAATCATTACTCCGATCCCGAAGGCCAACAGAATAG
GACCGAAATCCTGTCATGTTATCCCATGCTAATGTATCCAGAGCGTAGGCTT
GCTTTGAGCACTCTAATTTCTTCAAAGTAACAGCGCCGGAGGTGCGGCCCG
GCCAGTTAAGGCCAGGCACGAATCGCCGGCAGAAGGGACGAGTCGACCGG
TGCACACCTAGAGGCGGACCGCCCGGCCCATCCCAAGGTCCAACTACGAGC
TTTTTAACTGCAACAACTTAAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGG
CTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAAATGGG 
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>JO15 – Glomus clone EJA93 

GGAGCAAATAATATTAAAGTGGAATTTTAGGATACTCAGCTATGCTCCAAC
GCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACT
AGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTTCCCGTAAGGCGCCGAATGAGTCATT
AAAAAATTAACATCATCCGATCCCTAGTCGGCATAGTTTATGGTTAAGACTA
CGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAA
AACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAA
TTTCACCTCTGACAATTGAATACTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATT
ACGTCAATCTTAGAAACCAACAAAATAAGATCGAACGTCCTATTTCATTAT T
CCATGCTAATGTATTCAAGCGTTAGCCTGCTTTAAACACTCTAATTTTTTCAA
AGTAACAGTCCAGTCTCCCCGCAACACCAAATTAGTGGCATTACGGTTCATC
AGGAAGGAGGAGCCAGTAAGACCAGTGCATACCAATGGCATGACCAATCT
ACTGACCCCGAAATTCAACTATGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATA
CGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTC 

 

>JO17 - - Aculus sp. 

TGGGGAATAACAAATTAAGTGGAACTTATAAGATACTCAGCTATGCATCCA
ACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCA
CTAGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTTCCCATAAGGTGCCGGCGGAGTCC
TAAAAGCAACATCCGCCGATCCCTAGTCGGCATCGTTTATGGTTGAGACTAG
GACGGTATCTGATCGTCTTCGAGCCCCCAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAA
ACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTTGTTCGTCTTTCATAAATCCAAGAAT
TTCACCTCTGACTATGAAATACGAATGCCCCCGACTGTCCCTGTTAATCATT
ACTCCGATCCCGAAGGCCAACACAATAGGACCGGAATCCTATGATGTTAAC
CCATGCTAATGTATACAGAGCGAAGGCTTGCTTTGAGCACTCTAATTTCTTC
AAAGTAACAGCACCGGAGGCACGACCCGGCCAGTTAAGGCCAGGAGCGTA
TCGCCGGTAGAAGGGACGAGCCAATCGGTGCACACCGCGAGGCGGACCGG
TCGACCCAACCCAAGGTCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTAAAT
ATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGC 

 

>JO18 – Glomus P13-805 

CGAACCAGGTGCCTAATGCCATTCCCAACGCGTTAGGGAGCTCTCCCATATG
GTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTT
GGTTTCCCGTAAGGCGCCGAATGAGTCATTATAAAATTAACATCATCCGATT
CCTAGTCGGCATAGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCG
ATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTC
GCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATA
CTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATTACGTCAATCCTAGAAACCAAC
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AAAATAGGATCAAACGTCCTATTTCATTATTCCATGCTAATGTATTCAAGCG
CGAGCCTGCTTTAAACACTCTAATTTTTTCAAAGTAACAGTCCTGATTTCCC
GCCACACCAACTGAATGGCATAACGGTTCGTCAGAAGGGAGAAATCAGTGA
CACCAGTTCATACCAGAGGCACGACCAGCGTACTGATCTCGAAATTCAACT
ACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTA
CCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCCTCCA 

 

>JO19 – Glomus T4-1.16 

GCCGGGTTTTAGGGGGAAGCTCTCCCATAATGGTCGACCTGCAGGCGGCCG
CGAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTTCCCGTAAGGCGCCGA
ATGAGTCATTAAAAAATTAACATCATCCGATCCCTAGTCGGCATAGTTTATG
GTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTG
ATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAATAA
ATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATACTAATGCCCCCAACTATCCCT
ATTAATCATTACGTCAATCCTAGAAACCAACAAAATAGGATCGAACGTCCT
ATTTCATTATTCCATGCTAATGTATTCAGGCGATTGCCCGCTTTAAACACTCT
AATTTTTTCAAAGTAACAGTCCTGATTCCCCGCAACACCAAATTAATGGCAT
TACGGCTCTTCAAGAAGGAGGGACCATCGAAATCAGTACATACCAGAGGCA
CGACCAACCTGATGATCCCGAAATTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAA
CTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACT
TGC 

 

>JO20 - - Aculus 

CTAACCAATGGCTAAATGCATCCCAAACGCGTTAGGGAGCTCTCCCATATG
GTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTT
GGTTTCCCGTAAGGTGCCGGCGGAGTCCTTAAAGTAACATCCGCCGATCCCT
GGTCGGCATCGTTTATGGTTGAGACTAGGACGGTATCTGATCGTCTTCGAGC
CCCCAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCA
GTTGTTCGTCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACTATGAAATACGA
ATGCCCCCGACTGTCCCTGTTAATCATTACTCCGATCCCGAAGGCCAACGAA
ATAGGATCGAAATCCTATCATGTTATCCCATGCTAATGTATCCAGAGCGTAG
GCTTGCTTTGGACACTCTAATTTCTTCAAAGTAACGGCGCCGGAGGAACGAC
CCGGCCAATTAAGGCCGGGAGCGCATCGCCGGCAAAAGGGACGAGCCGAC
CGGTGCACACCCGGAGGGCGGACCGGCCGACCCATCCCAAGGTCCAACTAC
GAGCTTTTTAACTGCAACAACTTAAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACC
GCGGCTGCTGGGCACCAGACTTGCCCTCCAATGGAT 

 

>JO21 - NÃO IDENTIFICÁVEL 
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CAAAACCGGCGGTTTGGGAAGCTCTCCCATATCCGTCGACCTGCAGGCGGC
CGCGAATTCACTAGTGATTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACTA
TGGTGGTGACGGGTGACGGAGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCT
GAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCA
ATCCTGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCTTTGA
GTCTGGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGG
AGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTAT
ATTTAAGTTGTTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGACCTTGGGTTGGGTCGA
CCGGTCCGCCTCGCGGTGTGCACCGATTGGCTCGTCCCTTCTACCGGCGATA
CGCTCCTGGCCTTAACTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGTGCTGTTACTTTGAAG
AAATTAGAGTGCTCAAAGCAAGCCTTCGCTCTGTATACATTAGCATGGGAT
AACATCATAGGATTCCGGTCCTATTGTGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATG
ATTAACAGGGA 

 

>JO22 - - Glomus 

TAGGGTTTAGGGGGGGAAGCTCTCCCATATCGGTTTGACCTGCAGGCGGCC
GCGAAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTTCCCATAAGGTGCC
AGCGGTGTCCTAAAAGCAACATCCGCCGATCCCTGGTCGGCATCGTTTATGG
TTGAGACTAGGACGGTATCTGATCGTCTTCGAGCCCCCAACTTTCGTTCTTG
ATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTTGTTCGTCTTTCATAA
ATCCAAGAATTTCACCTCTGACTATGAAATACGAATGCCCCCGACTGTCCCT
GTTAATCATTACTCCGATCCCGAAGGCCAACAGAATAGGACCGAAATCCTG
TCATGTTATCCCATGCTAATGTATACAGAGCGTAGGCTTGCCTTGAGCACTC
TAATTTCTTCAAAGTAACAGCGCCGGAGGTGCGGCCTGGCCAGTTAAGGCC
AGGCACGAATCGCCGGTAGAAGGGACGAGTCGACCGGTGCACACCTAGAG
GCGGACCGCCCGGCCCATCCCAAGGTCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAA
CAACTTAAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCATCTG
ACTTGCCCTC 

 

>JO23 - NÃO IDENTIFICÁVEL 

GCCGGGTTTTGGGGGAGCTCTCCCATATGGTTCGACCTGCAGGCGGCCGCG
AATTCACTAGTGATTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGT
GGTGACGGGTGACGGAGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAG
AAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCC
TGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCTTTGAGTCT
GGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGG
GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTT
AAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCATAGTTGGACTTTGGGATGGGCCGGCCG
GTCCGCCTTTAGGTGTGCACCGGTCGTCTCGTCCCTTCTGCCGGCGATGCGC
TCCTGGCCTTAATTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCTGTTACTTTGAAGAAA
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TTAGAGTGTTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGAATACATTAGCATGGGATAAC
ATTATAGGATTTCGGTCCTATTACGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATGATT
AACAG 

 

>JO24 – Archaeosporales  

TGGGAATCATATTTAAAGGGGAGATATGGAATACTCATGCTATGCTCCACG
CGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTA
GTGATTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTTTTAACGGG
TAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
CACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGATACGGGG
AGGTAGTGACAATAAATAACAATACAGGGCCTTTCCGGTCTTGTAATTGGA
ATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGC
AGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATTTTGGGCCTGGTCGGGCGGTCCGCCTTTT
GGTGAGTACTGTCATTGTGCCGGGTCTCTTCTTCTGGTGAGCTAGTGTTCTCT
TAATTGGGTGCGCTAGGGAATCAGGACTATTACCTTGAAAAAATTAGAGTG
TTTAAAGCGGGCAATTGCTTGAATACATTAGCATGAAATAATGAAATAGGA
CGGACGGTTCTATTTTGTTGGTTATGGGGACCACCGTAATGATTAATAG 

 


