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Resumo: Bambus sdo gramineas helidfilas ou de luz selejiva podem tornam-se
espécies dominantes devido a sua alta eficiéncigpettiva, plasticidade em tracos
funcionais inibicdo da regeneracdo de espéciesutbosgue. Contudo, somente a
competicdo por recursos ndo explica o sucesso do®us, outras estratégias de
interacdo planta-planta podem ser utilizadas. Bstsdgerem que compostos quimicos
(aleloquimicos) liberados por algumas espéciesatabh interferem na germinacao de
sementes e no crescimento de plantulas. A alebopatiapontada como um dos
mecanismos bioldgicos que desempenha importantd papestrutura e na dinamica da
vegetacdo. Alguns trabalhos tém proposto que aupémdde aleloquimicos pode estar
relacionada a associa¢des simbioticas das plaomasfungos endofiticosA liberacao

de alguns compostos fendlicos no solo pode afeaduadancia de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA). Neste contexto, o presentalinalkieve o objetivo de determinar a
potencial influéncia da alelopatia na dominanciaAgmclada simplexem area de
floresta Atlantica, através de andlises da fitatioleide de extratos e fracdes, sobre a
germinacao e crescimento de espécieas agriSolasium lycopersicuiftomate)Oryza
sativa(arroz) e sementes de espécies nativas de matatidd:Mimosa bimucronata
Erytrina verna Associado a isso, avaliou-se as propriedades icagndo solo e a
presenca de fungos nas areas de ocorréncia e mieroga deA. simplex Os
resultados obtidos mostraram atividade fitotOxiosegtrato aquoso de folhas e de suas
fracdes diclorometano (DCM), acetato de etila (Aef)Oe n- butandlica §-But) na
germinacdo e no crescimento. A presenca dos aad@&Eco, p-hidroxibenzoico,
dihidroxibenzdico, metoxi-benzadico e de luteolin&@licosil-8-C-arabinosideo, além
de compostos nitrogenados como: 2-benzoxazolino®OA), 7-methoxi-2
Benzoxazolinone (MBOA), 2,4-dihydroxi-7-methoxi-@ )-1,4-benzoxazin-3(4 H )-
one (DIMBOA), 2-acetemidophenoxazin-3-one (AAPQ@yaim sugeridas por andlises
via HPLC-DAD, UHPLC-DAD LC-DAD-ESI-MS e RMN. O &cido p-benzdico foi o
anico composto detectado no solo. Foram identifisagor sequenciamento de DNA,
oito espécies délomus,duas espécies deulus dois espécimes pertencentes a familia
Archaeosporales colonizando raizesAdeimplex,além de esporos na rizosfera o que
caracterizam a espécie como micotréfica. Entrefamtrelacdo entre a presenca de
FMA e A. simplexainda ndo péde ser caracterizada e deve ser igaeatiA presenca
de compostos ja caracterizados como aleloquimiggere que a alelopatia pode um
dos mecanismos que explica a dominancia da espasiareas de floresta. Entretanto,



somente a identificacdo destes compostos no solle mponfirmar a hipdtese de

interacéo alelopatica.

Palavras chaveFitotoxicidade; Aleloquimicos; FMA; HPLC; LC-DAD-B3/S.
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Abstract: Bamboos have a large ecological amplitude in respoto canopy
disturbances, and they may become dominant spéaeto their abundance as well as
their potential effect over the composition ratefafest regeneration. The success of
bamboos cannot be explained solely by competitonmdsources, which suggests other
strategies of plant-plant interaction. Recent @&sidhave suggested that chemical
compounds (allelochemicals) released by some basnbaffect directly seed
germination and seedling growth. Allelopathy is asfethe biological mechanisms
which plays an important role in the dynamics atrdcsure of vegetation. Although
inconsistent, hard evidence shows that chemicaldioh by endophytic fungi can
affect the allelopathic potential of the plantseTielease of phenolic compounds in the
soil may affect mycorrhizal fungi abundance. Thesent study was aimed to determine
the potential influence ofApoclada simplexin allelopathy dominance within the
Atlantic forest area. Phytotoxicity effects overmeation and growth of crop species
such asSolanum lycopersicuiftomato),Oryza sativarice) as well as native seeds from
Atlantic forest, namelyMimosa bimucronataand Erytrina verna were based upon
analyses of extracts and fractions. Furthermorematal properties of the soil were
assessed as well as the occurrence or non-occer@néungi in A. simplex.Our
findings showed phytotoxic activity in the leaf &gus extract and also
dichloromethane (DCM) fractions, ethyl acetate €t) andn-butanol (-But) on
germination and growth. Analyses suggest the poeseof caffeic acid, p-
hydroxybenzoic acid, dihydroxybenzoic acid, methd&enzoic acid, luteolin-6-C-8-C-
glucosyl-arabinoside, and nitrogenous compound$ sisc2-benzoxazolinone (BOA),
7-methoxy-2 Benzoxazolinone (MBOA), 2,4-dihydroxyxiéthoxy- (2H) -1,4-
benzoxazin-3 (4H) -one (DIMBOA); Acetemidophenoxa2i3-one (AAPO) in its
composition via HPLC-DAD UHPLC-DAD, DAD-LC-ESI-MS nal NMR. The p-
benzoic acid was the only one detected in the ¥éd. have identified through DNA
sequencing: eight Glomus species, two Aculus spe@rd two specimens of
Archaeosporales family colonizing. simplexroots, besides rhizosphere spores which
characterize the species as trophic fungus. Howemeorder to characterize the
interaction between AMF andl. simplexfurther investigation is required. The presence
of compounds already characterized as allelochésnsteygests that allelopathy can be
one of the mechanisms which explain the speciesirdoroe in the forest. However,
only the identification of such compounds in thd san corroborate the allelopathic
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interaction hypothesis. Keywords: Phytotoxicitylelchemicals, AMF, HPLC, LC-
DAD-ESI-MS.
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INTRODUCAO

1.1. Alelopatia: Historico e conceit®

As interacdes alelopaticas tém sido amplamente reddas, descritas e
estudadas ao longo das décadas. De acordo comsReign (2006), o primeiro relato
historico de alelopatia ocorreu entre os anos d&28b antes da Era Cristd, quando
Teophrastus descreveu redugédo no crescimento envid#¥gimento de plantas de nos
campos ocupados pohmaranthusPosteriormente, De Candolle (182%)udReigosa
et al. (2006) sugeriu que problemas descritos como "deng solo” poderiam ser, na
realidade decorrentes da exudacdo de compostos plalstas. Somente em 1937, o
termo alelopatia allelopathy — derivado da combinagdo de duas palavras gregas
“Allelo” e “Pathy (prejuizo mutuo) — foi usado do ponto de vissiofdgico por Hans
Molisch, para descrever o efeito do etileno na mgéo dos frutos (Reigosa al.
2006).
sobre o crescimento e distribuicdo de uma plantressua vizinhaga, incluindo
microorganismos atraves da liberacdo de compostimsicps. Dentro deste contexto,
Whittaker & Fenny (1971) em seu trabalfialeloquimicos: Interacdo quimica entre
as espécies’estabelecem os aleloquimicos como agentes quengdesham grande
importancia no processo de adaptacdo das espépn@®onganizacdo das comunidades.

Na mesma linha conceitual, a Sociedade Internatida Alelopatia (1996)
caracteriza alelopatia como qualquer processo eendb metabdlitos secundarios
produzidos por plantas, algas, bactérias e fungesimfluenciam o crescimento e o
desenvolvimento dos ecossistemas agricolas ougiok) Tais defini¢cbes, entretanto,
tém sido criticadas por serem muito abrangentesngumcdo disso ndo terem um
significado definido (Watkinson 1998).

Mais recentemente, alelopatia é definida de formaisnrestrita como a
fitotoxicidade de um composto ou grupo de compostmsados pela planta ou por
partes dela (Inderjit & Weiner 2001; Inderjit & IBn 2003; Inderjitet al 2005;
Inderjit et al 2011) ou simplesmente como inibicdo quimica dea phanta sobre outra
(Schenk & Seabloom 2010) ou ainda inibicdo do edta&imento e ou crescimento de

plantas vizinhas por plantas que produzem aleloigogr{Inderjitet al 2011).



Entretanto, cabe ainda, distinguir alelopatia @#@fitotoxico (Enset al 2009).
Segundo Maciaset al (2003), € possivel distinguir fitotoxicidade déel@patia
(fenbmeno que ocorre naturalmente no ambienteyiane a realizacdo de estudos em
laboratério da atividade de compostos fitotoxi@sgundo os autores, fitotoxicidade se
refere as interacdes alelopaticas estudadas sab¢cdes controladas de laboratério,
utilizando extratos de plantas, compostos fitogeosiisoladas de tecidos vegetais, que
podem ser coletados a partir de exsudato ou mesTt@ics idénticos aos naturais.
Para caracterizar da atividade alelopatica sdessacias analises da quimica do solo.
(Inderjit & Weiner 2001).

A interacdo alelopatica tem sido também comumessecada a competicao.
Begon et al. (2007) caracterizam alelopatia como um tipo deratdo competiva.
Entretanto, segundo Harper (1977) e Taiz & Zang20®0Z), competicdo é a
"concorréncia exploradora”, que ocorre entre dojgmismos da mesma espécie ou de
espécies diferentes, sempre que um recurso vatalsoomo espaco, alimento ou
nutrientes e luz, € compartilhado por eles em ddeaié limitada. Segundo Rice (1967),
a capacidade das plantas para produzir um comfitstaxico, pode ter evoluido em
alguns casos, como um meio para suprimir ou matas gizinhos e, assim, eliminar a
competicdo por recursos limitados. Portanto, otefeilelopatico dependeria da
liberacdo pela planta de um composto quimico noiemtdy enquanto a competicao
envolveria remocao ou reducdo de um fator ambietaiatomo agua, minerais, luz, etc.
(Rice 1974).

Finalmente, alguns pesquisadores sugerem que afigl@ parte de uma ampla
rede de comunicacédo entre plantas e entre outgasiemos (Aret al 2000). Contudo,
torna-se imprescindivel a distingdo entre o concdé comunicacado entre plantas e
inibicdo quimica, embora compostos quimicos possfumar como sinalizadores e
toxinas (Schenk & Seabloom 2010). O termlelobiosetem sido introduzido para
descrever a comunicacdo entre plantas atravésbededéo de compostos quimicos,
principalmente os volateis (Schenk & Seabloom 2018ggundo o0s autores
anteriormente citados, a alelobiose poderia setri@omo uma forma de interagao

mutualista, desconfigurando-a totalmete do conckgtalelopatia.



1.2.Aleloquimicos: caracterizacao e mecanismo de acao

Os aleloguimicos sdo compostos do metabolismo dados produzidos por
plantas durante os processos de interacdo com eertel{indejitet al 2005). Tais
compostos possuem diversas fungdes como, por eaemiglesa contra patdogenos e
resposta a herbivora; a funcao destes compost@ssénciais no mecanismo de atracao
de polinizadores e de micoorganismos simbionteam allo préprio mecanismo de
alelopatia (Coleyet al 1985; Siemenst al. 2002; Agrawal 2004). Os aleloquimicos
séo liberados para o ambiente através dos procdedogviacdo das folhas, exudacao
das raizes, decomposicao de residuos, volatilizagéinderjit & Callaway 2003; Weir
et al 2004). De maneira geral, aleloquimicos sdo fomésdores do processo de
germinacao (Escudert al 2000; Baiset al 2003; Singtet al 2006), do crescimento
inicial da raizes (Lara-Nigzet al 2006) e do estabelecimento das plantulas (@aas
2003).

Um grande numero de compostos possivelmente atedopatem sido
identificadosem estudos realizados durante as Ultimas dédiddbgtaker & Feeny
1971; Rice 1984 Bluret al 1985a; Inderjit & Ducke 2003; Blum & Gerig 20@39)06;
Weston & Mathesius 2013). Segundo Rice (1984), koguimicos podem ser
categorizados em quatorze grupos quimicos e maigrupo chamado de miscelanea
(Tabela 1)..



Tabela 1.Divisdo dos aleloquimicos proposta por Rice 1984

Acidos organicos simples sollGveis em &guas, alcdeiscadeia linear, aldeidos
alifaticos e cetonas;
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2° Lactonas insaturados simples;

3°  Acidos graxos de cadeia longa e poliacetilenos;

4°  Naftoquinonas, antraquinonas, quinonas e corapjex
5° Fendis simples, acido benzdico, e seus derivados
6° Derivados do acido cinamico;

7°  Cumarinas;

8° Flavondides;

9°  Taninos hidrolisaveis e condensados;

10° Terpendides e esterodides;

11° Acidos aminados, e polipéptidos;

12° Alcaldides e cianidrinas;

13° Sulfetos e glicosideos de Oleo de mostarda;

14° Purinas e nucleotideos;

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

Os compostos identificados tém uma ampla gama ed®sp moleculares e
estruturas (por exemplo, compostos de cadeia Jinearpostos aromaticos com cadeias
laterais; compostos constituidos por unidades @geso ou iso-pentano ligadas entre
si de varios modos; compostos com grupos amino;postos de compostos anéis
heterociclicos, etc) podem ser hidrofilicos ourdifiébicos, volateis (muitos deles
também sdo hidrofébicos) ou nédo volatil, positivateee / ou negativamente
carregados, neutros, acidos ou basicos (Blum 2@gttanto, termo aleloquimico se
aplica ao papel desempenhado pelo composto e mdeEnadade quimica do mesmo
(Inderjit & Duke 2003).

Qualquer composto organico ou inorganico pode,idaarente, estimular, ser
neutro ou inibir; o desenvolvimento e crescimerdaitha planta, estas variacdes se dao
em funcdo da sua concentragdo e estado fisico mhpaxsto, sendo que, o tipo e o
padréo de efeito observado podem variar de acadosensibilidade da planta (Blum

2011). As acdes de compostos organicos e inorgamas fases do desenvolvimento
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vegetal podem atuar de forma individual ou dengagha mistura de compostos sendo
(sinérgicas, aditivas, ou antagonistas), ou atémmoasodificando a acao (Blum 2011).
Contudo, na maioria dos casos, a atividade estéciasss a mistura de Vvarios
compostos, ao invés de compostos individuais (Ghavel 2001; Einhellinget al.
2004; Inderjitet al 2005). As influéncias positivas ou negativas deplanta sobre
outra pode ser devido a acbes diretas de compaktpaticos (impacto sobre as
membranas celulares ou processos celulares) ois agdeetas (impacto sobre as
relacdes simbidticas) (Blum 2014).

Uma vez libertados dos tecidos vegetais, 0s cormpostganicos podem ser
oxidados ou reduzidos através de processos quirdadauna microbiana, ou podem
produzir varios tipos de produtos de degradacaocigdaet al 2007). Um numero
desses produtos de degradacdo foi também idedtific@omo compostos
potencialmente alelopaticos (Macias al 2007). Além disso, 0s microrganismos
podem utilizar compostos organicos liberados airpal¢ plantas para sintetizar
compostos novos e Unicos que também pode funcmomap compostos alelopaticos
(Duke 1986; Strobedt al. 1987; Barazani & Friedman 1999; Demain & Fan@®@0

Por exemplo, um dos compostos mais fitotoxicos, AR@minophenoxazine-
ona), é gerado a partir do DIBOA, aleloquimico ern@o em gramineas (4-hidroxi-
(2H) -1,4-benzoxazina-3 (4H)-ona) por alteracaorafinas que ocorrem no solo
(Maciaset al 2005). Em funcdo da amplitude de classes de cstopadentificados
como aleloquimicos existem inimeros de mecanisra@s;éo fisiologicos associados a
alelopatia. Dentre tais mecanismos, pode-se citamikacdo dos componentes do
fotossistema Il pelo compost&o6rgoleoné (Czarnotaet al 2001) A Catequina pode
provocar inibicdo da respiragdo mitocondrial, &, gmsequéncia, diminuir a sintese de
ATP (Weiret al 2004). Agliconas de flavonoides podem agir imiloi 0 transporte de
auxina, levando a um desequilibrio nos niveis n@m@ auxina reduzindo a inducéo de
raizes laterais (Weiet al 2004). Em baixas concentracdes, um derivado o ac
benzéico que ocorre naturalmente-3,4-di-hidroxibé&w (3,4-DHB) imita auxinas,
estimulando a formag&o do calo, enquanto as caag@es mais elevadas desta
molécula inibiu o crescimento da raiz. Se 3,4 DHR8l@ atuar como um analogo de
auxina, logo pode também ser capaz de estimulamntese de etileno, promovendo o
crescimento (Weiet al 2004),

Outros compostos ainda estdo envolvidos na supresdi@racdo da divisdo

celular e da permeabilidade da membrana celularcapgacdo de nutrientes e na



condutancia estomatica (Inderjit & Duke 2003; Peguet al 2012). A interferéncia
negativa de um aleloquimico no crescimento de ulaata € considerada um tipo de
estresse bidtico denominado “estresse aleloquin{icaliz-Ortegaet al. 2002). Nesta
situacdo o mecanismo de acdo dos aleloquimicosa cdasos oxidativos, ou seja,
aumenta a producéo de espécies reativas de oxig&R®s (Lara-Niez et al 2006;
Ding et al 2007). Estudos tém demonstrado que espécie®mliésr podem responder
de forma distinta a presenca de aleloquimicos swyerque a susceptibilidade é
espécie-especifica (Bogatekt al 2006; Ding et al 2007). Diferencas na
susceptibilidade aos aleloquimicos podem ser d&toia de processos co-evolutivos
entre espécies que aumentariam a capacidade indivig tolerar outras existentes na
mesma localidade (Schulz & Wieland 1999). Estaréwicia pode ser um importante
fator no estabelecimento de comunidades de pléGakaway & Maron 2006, Thorpe
et al 2009).

Apoés a sua libertacdo, os aleloquimicos sdo expasttatores fisicos (sor¢ao),
quimicos (oxidacdo direta ou oxidacdo por ions lices) e bioldgicos (degradacéo
microbiana) do solo (Huargt al 1999; Inderjit 2001; Inderjit & Bhowmik 2004; Kau
et al. 2005). A avaliacdo das interacdes simbidticasaletopatia pode ser também
mediada e alterada pelas propriedades fisicogusmilca solo e pela comunidade
microbiana que pode diretamente influenciar o anemato da planta ou indiretamente

alterar as associa¢des microbianas (Mieaeat 2012).

1.3. Influéncia das interacdes entre fungos no presso alelopatico

Fungos endofiticos sdo descritos como microorgargsngue vivem
assintomaticamente dentro de tecidos de plantagydsuendofiticos podem melhorar a
‘performance” da planta mediante a alteracdo dauowtade microbiana do solo
(Rudgers & Or 2009), além de aumentar a toleradeis plantas a varios fatores
bioticos e abidticos de estresse (Minetsal 2012). A associacdo entre a presenca de
fungos micorrizicos e a melhora na competitividage plantas invasoras tem sido
objeto de estudo de alguns estudos (Aschelebua 2012; Aschehougt al 2014).
Embora ainda de forma inconsistente e limitadastemi evidéncias por meio de
estudos de laboratério de que a inducdo quimicdymyos endofiticos pode afetar o
potencial alelopatico das plantas (Vazquez-de-Addstnal 2011; Aschehougt al
2014). Segundo (Mieneet al 2012), fendlicos e flavonoides exsudados de sailee

plantas afetam a abundancia de fungos micorrizdmssculares (FMA).



Neste sentido, a avaliagdo da presenca e da coamg@mtnatural de compostos
qguimicos no solo e da avaliagdo da comunidade biama podem fornecer evidéncias
dos efeitos diretos da liberacédo e captacdo decalighicos da planta para a rizosfera
(Inderjit & Callaway 2003; Weidenhamer 2005). Seturnderjit et al ( 2005),a
fitotoxicidade € em grande parte uma funcdo da extnacdo de aleloquimicos
biodisponiveis restantes no ambiente do solo, n@ertéecularmente dificil determinar
com preciséo as fragcdes biodisponiveis e ndo lpodigeis de aleloquimicos e outros
xenobibticos no ambiente do solo. As plantas podesenvolver sistemas de raizes que
possuem enorme extensdo e grande area de superfiEsta € aumentada no caso de
raizes micorrizicas. Entender a dinamica dos al@higos na rizosfera € crucial para a
compreensao dos mecanismos alelopatico e avalianpartancia dos processos

alelopatico em comunidades de plantas (Indetrjil 2005).

1.4. Caracterizacdo do grupo, invasdo e dominancidos bambus na floresta

Atlantica: Evidéncias de interacdes mediadas por eloquimicos.

A familia Poaceae, na qual se inserem 0s ceregisn e bambus, € uma das
familias de angiospermas mais amplamente disti@isuiem todo o mundo cuja
importancia econdmica € incontestavel (Schmidt &dtu-Wagner 2009). Cerca de
40% da cobertura vegetal no mundo € composta pélmente por gramineas (Gibson
et al 2009), a quarta maior familia em nimero de espdm mundo, totalizando cerca
de 793 géneros e 10.000 espécies (Watson & Dalll@@2). No Brasil, registra-se a
ocorréncia de 204 géneros e 1400 espécies (Figueigantos-Gongalves 2004).

Além das formacgBes campestres, as gramineas saotamigs na composicao
floristica das florestas tropicais e subtropicaspresentadas, principalmente, por
Bambusoideae (Calderon & Soderstrom 1980). A suilitamBambusoideae €
constituida por aproximadamente 60 a 70 géneros260 lespécies com ampla
distribuic&o latitudinal, 46° N e 47° S, e altitndi, desde o nivel do mar até cerca de
4.000m de altitude (Soderstrom & Calderén 1974;e8sidomet al 1988; GPWG
2001).

A atual circunscricdo da subfamilia Bambusoideagloba apenas duas tribos,
Bambuseae, formada pelos bambus lenhosos e Olyrga@sentada pelos bambus
herbaceos (Zhang & Clark 2000).

Somente no Brasil, ocorrem cerca de 34 géneros3Z e3pécies nativas,



representando 16,6% de todas as espécies de bambusndo (Figueiras & Santos
2004). Desse total, nove géneros e 159 espéciesnsi@micos (Figueirast al 2011).
A subfamilia Bambusoideae é caracterizada pelasirdeg sinapomorfias: plantas
perenes (raro anuais), habito rizomatoso, ram#icasimples ou complexa, folhas
pseudopecioladas, mesofilo com células invaginantedemente assimeétricas,
associadas a células fusoéides e células bulifortnesmas bicelulares (micropelos)
alongados, com paredes delgadas (Judziewetzat 1999), folhas embrionarias com
margens gue se sobrepdem, plantula sem a prinoéia (APWEB 2008).

Bambus sé&o plantas que apresentam uma grande wdepitologica em resposta
as perturbacdes do dossel e podem se tornar esp@cienantes no sub-bosque devido
a sua abundancia e efeito potencial sobre a taxeoenposi¢éo da regeneracao florestal
em clareiras (Gonzalext al 2002). A capacidade de crescimento agressive¢@m &
Ashton 2003; 2006) e plasticidade em tracos furmgntais como capacidade
fotossintética, podem explicar seu sucesso em geraisrbadas, e acabam por conferir
uma vantagem competitiva sobre as arvores da feo(&tontti et al 2013; Grombone-
Guaratiniet al. 2013). No entanto, a competi¢do por recursos padeapenas explicar
0 sucesso de bambu, sugerindo o envolvimento dasoastratégias que envolvem as
interacOes planta-planta (Hierrero & Callaway 2008¢m disso, alguns estudos tém
mostrado que os metabdlitos secundarios, como rftades e acidos organicos, sdo
liberados pelos bambus e atuam inibindo a germindged sementes e o crescimento
das arvores (Chou & Houl981; Tsai & Young 1993;@vone-Guaratinet al 2009;
Chou 2010). Independente do grau de dominanciaaadéncia de disturbios, areas
de ocorréncia natural destas espécies de bambeseapam estrutura bastante peculiar,
com um numero reduzido de espécies arbéreas e tatoesubarbustivo e herbaceo
praticamente inexistente. A capacidade de invad@mjnancia e exclusdo de espécies
do sub-bosque por bambus tém sido frequentemesiEitdepara espécies asiaticas
(Narukawa & Yamamoto 2002; Nomiya al 2002; Tayloret al 2004). Alguns estudos
comprovam que muitas destas espécies apresentadaddi alelopatica (Chou & Hou
1981; Tsai & Young 1993; Chou 2010) e o uso dedwlbd serapilheira de bambus tem
sido proposto como recursos bioagroquimico a ser#imados como alternativa em
areas de agricultura organica (Chou 2010).

A importancia dos aleloquimicos produzidos por em®ede bambus nativos na
dominancia e na supressao do crescimento de es@bi@eas em uma area de Mata

Atlantica, foi recentemente estudada por (GromlBuoaratiniet al 2009; Torrest al



2014, dados nao publicados. Segundo estes estudoandeguantidade de acidos
fendlicos e flavonoides identificados na fracaeaijacidos benzico, benzoicoacético,
salicilico, p-hydroxybenzodico,p-hydroxyphenylacético, isovanilicomanisico, p-
coumarico, protocatéico, siringico, galico, ferdlien-coumarico, vanilmandélico, 4-
methylmandélico e 3,4-methylenedioxy mandélico)epar exercer um significativo
efeito inibitério especifico. Atividade alelopatifarte ou moderada pode ser um dos
mecanismos que explica a dominancia e invasdo slesggcies de bambu na mata
Atlantica (Grombone-Guaratiet al 2011).

O conhecimento da acédo alelopatica de espéciegasatinda € incipiente no
Brasil, considerando-se a extensao territoriallversidade floristica (Magt al 2011).
Mais recentemente, a liberacdo de aleloquimicoa paambiente, tem sido avaliada
como um mecanismo chave para a caracterizacaontiEaagdes interespecificas na
estruturacdo da comunidade, na dindmica da vegetet&/a e nos sistemas agricolas
(Inderjit & Ducke 2003; Shao-Linedt al. 2004). Nesse sentido, estudos que avaliam a
influéncia dos aleloquimicos produzidos por plam&sasoras de ecossistemas naturais
levaram a proposicdo da hipotese mmvel weapongnovas armas) (Callaway &
Richenour 2004). Segundo esta hipoOtese, espéciessaras adicionariam novos
compostos quimicos ao ambiente exercendo um fimit® étotdxico contra as espécies
nativas e conduziriam a homogeneizacéo dos ecossite

Nesse sentido, recentemente, LObD al. (2011) propuseram que, algumas
espécies nativas ecologicamente plasticas poderalifierar em areas fragmentadas,
tornando-se superabundantes e ameacando a biddinErsapds distlrbios de origem
natural ou antrépica e aumento da disponibilidasltud. Neste projeto, foi explorado o
papel da alelopatia como mecanismo chave que impettabelecimento de espécies
arbéreas em areas de ocorréncia de bambu. O abjgéiste estudo é determinar a
potencial influéncia da alelopatia na dominanciaAgmclada simplexem area de
floresta Atlantica. A hipdtese do trabalho é qualetoquimicos produzidos pela planta
e liberados para o ambiente reduzam a germinagéscimento e sobrevivéncia de
espécies nativas. Associado a isso, foram avaliaglgropriedades quimicas do solo e
a presenca de fungos nas areas de ocorrénciaceod@éncia dé\. simplex

O projeto foi direcionado para responder as segsliguestdes: i) qual parte da
planta (rizoma, colmo ou folha) apresenta atividatkdopéatica? i) quais sdo 0s
compostos ou metabdlitos, denominados de alelogasnipresentes nos extratos e

fracOes que possam justificar os efeitos alelops®c iii) os aleloquimicos afetam de



forma semelhante espécies distintas? iv) estesasiogpestiao presentes no solo? V) as
propriedades quimicas do solo sdo as mesmas esdgamorréncia e nao ocorréncia
de bambu? Para estudar os efeitos diretos dogjaiei@os produzidos pelo bambu
foram avaliados o efeito de extratos e fragcOesniacAo da germinagdo de sementes
(nativas e cultivadas) e no crescimento de plastalgricolas. Paralelamente, foram

analisados e identificados os possiveis compoate®uimicos) da planta e do solo.

2. OBJETIVOS

a) Identificar o(s) extrato(s) e a(s) fracdo(bes) coraior potencial fitotoxico para
sementes agricolas e nativas.

b) Caracterizar as fraces ativas (HPLC-DAD; LC-DADWMS

c) Identificar a presenca de aleloquimicos no solo;

d) Comparar a fertilidade do solo em areas sob domiade n&o ocorréncia de
Apoclada simplex

e) Identificar e caracterizar a comunidade de fungasomizicos arbusculares nas

raizes dé\poclada simplex

3. MATERIAL E METODOS

3.2. Material vegetal

Apoclada simplexe um bambu lenhoso caracterizado como fortemeate o
medianamente cespitoso, perene, com rizomas padaimaereto colmos (3-13 m de
altura; 19-40 cm de didmetro) (Guala 1995). O mlrientre a floragdo € de cerca de 20
anos. A espécie é luz higrdfila e heliofita. Céedza-se por apresentar distribuicdo
descontinua e irregular. E a Gnica espécie do géreEstado de Sdo Paulo. Embora a
espécie esteja localizada dentro de uma reseradusdt € considerada ameacada de
acordo com a lista oficial de extincdo espécie tadhbttp://www.ambiente.sp.gov .br /
wp-content / uploads / Resolucéao / 2004 / 2004 _8&\48.pdf) Apoclada simplex
uma espécie com alto potencial ornamental e dedgranportancia na construcao e

artesanato no Brasil.

10



A coleta de folhas e colmos jovens (entrends shei@reenchidos) e colmos
adultos (entrends ocos) égoclada simplexfoi realizada em maio de 2013no Parque
Estadual do Rio Turvo uma area continua de flor@siintica (73.893,87 hectares),
localizado em S&o Paulo, sudeste do Brasil (2418%67 'S, 48 © 21'14,295" e W, 10-
1100 msnm ). A Mata Atlantica € um hotspot de hiediidade (Myers et al., 2000). O
clima da regido é do tipo Cfb de Kdppen (1948) fterado humido, sem estacéo seca).
As temperaturas médias minimas e maxima anuais28d (fevereiro) e 15°C
(julho). A precipitacdo média é de 3000 milimetdessetembro a maio, e 1000 mm de
precipitacdo de julho a agosto. O tipo de vegetac@dominante na area do parque é a
floresta ombrofila densa e mista. Uma exsicatalépiositada no Herbario Maria Eneida
Kauffman Fidalgo do Instituto de Botanica de Séol®a

Sementes de toma&nlanum lycopersicusuper mormande foram adquiridas no
mercado. Sementes de arf®ryza sativalote alvorada safra 2013 foram obtidas na
EMBRAPA. Sementes dblimosa bimucronatae Erythrina verna,espécies da Mata
Atlantica e que poderiam coexistir cafn simplexforam coletadas no Parque Estadual
das Fontes do Ipiranga (PEFI), entre os paraleRB#f8808’S e 23°40'18"S e o0s
meridianos 46°36'48"W e 46°38'00"W.
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O delineamento experimental do trabalho seguiugaersa abaixo:
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Figura 1. Esquema do delineamento experimental: tomada ced#s referentes aos

ensaios biomonitorados e particdo do extrato &éémdeApoclada simplex

3.3. Extracao e fracionamento

O material fresco previamente separado em colmaeng) adultos e folhas foi
seco em casa de vegetacdo em temperatura (x25%prae A parte subterranea nao

foi utilizada porque estudos prévios mostraram gummposicdo quimica ndo difere
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(dados ndo mostrados). Posteriormente, o mateiiglufverizado em moinho de facas

(Tecnal).

3.4.1 Extrato etandlico

O material pulverizado (259 de colmos e 15 g dea®lpor célula) foi submetido
a extracdo com etanol em sistema automético ASE (Bihex). A extracdo foi
realizada com etanol 60-70% com tempo estaticocmbo de 5 min, temperatura de
60°C e pressédo 1500 psi. Os extratos hidroalc@l{€&#1A) foram concentrados em
evaporador rotativo (Buchi R-114), liofilizados (Mdyo D-115, Edwards) e
armazenados em freezer (-23°C) até seu uso pagararpto.

3.4.1 Extrato aquoso

O extrato aquoso (EA) foi obtido por maceracao gl8o p6 para 300 mL de
H,0) em banho-maria (Banho Etica), a uma temperaien@0 °C por 3 horas. O extrato
foi filtrado em papel (Whatman 205 um), seu coneglt em evaporador rotativo,
liofilizado e armazenado em freezer (-23°C) atépsa experimento. O rendimento da
extracao foi realizado através de calculo do peso §abela 2). Aliquotas (1 mi{=5)
foram colocadas em vials Eppendorf e secas atéquestante em estufa (Blue M Mod

490A-1) O resultado foi expresso em porcentageriming (%6).

Tabela 2.Dados dos rendimentos dos extratos em mg/ml e Q¥gas por extracdo
aguosa e etanolica dgoclada simplex

Extratos mg/ml (%)
Aquoso de folhas 2,0 (3,08)
Etandlico de folhas 1,74 (1,16)
Aquoso de colmo jovem 2,42 (1,61)
Etanolico de colmo jovem 9,8 (3,92)
Aquoso de colmo adulto 2,98 (1,98)
Etandlico de colmo adulto 9,26 (3,92)
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Tabela 3.Concentragcdo em mg/ml e pH do extrato de folha smdeApoclada
simplex.

Extrato aquoso de folha (mg/ml) pH
Controle (Agua 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 emuaag100ml/1lg) e
posteriormente fracionados por particdo liquidoilg, com solventes de diferentes
polaridades e em ordem crescente de polaridadanbg¥ex), diclorometano (DCM),
acetato de etila (AcOEt) rbutanol (-But), na proporcdo de (1:1). Este procedimento
foi repetido cinco vezes. As fracfes obtidas focamcentradas em evaporador rotatério
(Buch) e liofilizadas (Edwards), pesadas e armaiznam freezer até realizacdo dos
estudos quimicos e de atividade bioldgica (gerndioa;crescimento).

Tabela 4 Dados dos rendimentos dos extratos em mg/ml efgos por particao
liquido-liquido do extrato agquosos é@oclada simplex

Extrato Hexano Diclorometano Acetato de etila n-butanol

Aquoso de folhas 0,27 (5,93) 055 (12,11) 1,15 (24,99) 1,19 (25,82)

3.5. Bioensaios de germinacéo e de crescimento cextratos e fracfes

3.5.1. Condic¢des experimentais dos bioensaios

A germinacédo e crescimento das sementes ocorraraplagas Gerbox (11cm X

11cm x 3cm) contendo duplo papel filtro (Whatman 42). As placas foram mantidas
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em sala climatizada (80% de umidade; 251 °C ectuwstante). Os bioensaios foram
conduzidos com volume de 8 ml de extrato ou fragia cada placa.

Como controle negativo foi utilizado dgua dedtlgara os extratos e solucao de
agua destilada + 1% de Tween-80 para as fragdes.

A concentracdo osmoética dos extratos e fracoesldt@rminada utilizando um

osmbémetro de pressédo de vapor (Wescor 5520). @QupHém foi medido (Hanna).

3.5.2. Germinacéao

Para as analises preliminares, foram realizad@nbaos de germinagdo com as
sementes d8olanum lycopersicune posteriormente com as outras espécies.
Sementes dé&. lycopersicum(30 sementes, n=5Pryza sativa(30 sementes, n=5)
Erythrina verna (20 sementes, n=5) Blimosa bimucronata(20 sementes, n=5).
Sementes déc. vernaforam escarificadas manualmente na regido opastdila.
Foram germinadas em extrato aquoso de folhas. Apdscubacdo o numero de
sementes germinadas (protusdo das raizes em 2andetérminado uma vez ao dia até
a estabilizacdo da curva de germinacdo de cadaiess resultados foram expressos
em % de inibicdo da germinacao (IG).

Foram realizadas regressbes lineares para avaliafeito das diferentes
concentragdes de extratos e fragbes no nimerantenges germinadas e na velocidade
de germinacao.

Para determinac&o do Indice de Velocidade de Gagam(IVG), determinado
pela formula de Maguire (1994): IVG = G1/N1 + G2/N2. + Gn/Nn. Os valores de G
se referem ao nimero de sementes germinadas e tzmlapwa primeira contagem
(G1), na segunda contagem (G2) e Gn na ultima gentae N1, N2 ... Nn referem-se
ao numero de dias de semeadura na primeira, segenddtima contagem,

respectivamente.
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3.5.3. Crescimento

Para as andlises preliminares, foram realizadcsnb@os de crescimento com
as sementes d®. sativa e posteriormente com as outras espécies.
Para o experimento de crescimento as sementezadéb foram: arroz (20 sementes,
n=5) E. verna(20 sementes, n=5)M. bimucronata(10 sementes, n=5). Sementes de
E. vernaforam escarificadas manualmente na regido opostda

As sementes foram germinadas em placas Gerbox sSudgrel de filtro
umedecido com agua destilada, e posteriormente dtbem solucdo (extrato ou
fracdo) nas mesmas concentragdes utilizadas noeafsaerminacdo. As medidas de
crescimento foram realizadas ap0s cinco dias deremento, o hipocétilo e da radicula
foram medidos com um paquimetro digital (Digime&.resultados foram expressos

milimetros (mm).

3.6. Bioensaio de germinacao e crescimento em fungda concentracao aplicada

Os extratos e fragbes com atividade fitotdxicarfordilizados nos bioensaios em
func@o da concentracdo aplicada. As condicdes iexpetais foram as mesmas do item
3.3.1. As concentracdes do extrato foram definidas funcdo do rendimento da
extracdo (%), disponivel na (Tabela 2). Foram e#taas duas doses acima e duas

abaixo a concentragéo inicial.

3.6.1.Germinacéao

Sementes de tomate (30 sementes, n=5), arroz (B8nses, n=5E. verna(20
sementes, n=5) Bl. bimucronata(20 sementes, n=5). SementesElevernaforam
escarificadas manualmente na regido oposta ao hilo.

Apés a incubacdo, o niumero de sementes germinpaasgao das raizes, 2mm)
foi determinado uma vez ao dia até a estabilizalzicurva de germinacdo de cada

espécie.
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3.6.2. Crescimento

Sementes de arroz (20 sementes, nE5)verna (20 sementes, n=5) #&.
bimucronata (10 sementes, n=5). Sementes He verna foram escarificadas
manualmente na regido oposta ao hilo. As medidasrecimento foram realizadas
apos cinco dias de experimento, o hipocotilo e atficula foram medidos com um

paquimetro digital (Digimess). Os resultados foexpressos milimetros (mm).

3.7. Reagentes

Padrbes de acidos fendlicos (benzadico, salicipedyidroxzenzoico, p- cumarico,
siringico, galico, trans- ferdlico, ferulico e aigtanilico). Flavondides (isovitexina) e
BOA (2(3H)- benzoazolinene) foram adquiridos dang&igAldrich e obtidos para
comparacado com 0s cromatogramas e bioensaios. [@st&s utilizados foram grau
HPLC (Merk).

3.8. Bioensaios de germinacdo e de crescimento cqguadrboes de bambus e
gramineas

Para os bioensaios de germinacédo e crescimentensesndeE. verna (20
sementes, n=4) Bl. bimucronata(10 sementes, n=4), foram avaliadas sob efeito dos
acidos fenolicos, (p-hidroxibenzoico, vanilico adacferulico) isoladamente. Como
controle positivo foi utilizado 2-benzoxazolinonBQA), o controle negativo foi
realizado com solucdo de agua + 1% de Tween-80asTed solucdes de padrbes
seguiram a concentracdo de 1 mM. As condi¢cOes iexgetais foram as mesmas

utilizadas e descritas no item 3.3.1.
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3.9. Analises Quimicas

3.9.1 Fluxograma de atividades

Procedimentos

Bioensaios de germinacao e
crescimento

Desenvolvimento e otimizacdo d
método cromatografico HPLC-
DAD

=)

Comparacéo do(s) extrato(s) e
fracdo(0es) com padrdes

Analise do extrato e fracdes por
espectrometria de massas LC-DAD-MB

Andlise do extrato e fracdes por
espectrometria RMN

Analise do solo

3.9.2. Analise Cromatogréafica UHPLC — DAD

Objetivo

Identificagcéo da(s) fragao(bes) ativa(s)

Definir: Diluicdo das amostras; Eluentes;
Coluna; Tempo de analise; Volume da

injecdo; Fluxo; Comprimento de onda (UV).

Identificar substancias descritas

Correlacionar os compostos presentes nas
anélises por LC-DAD-MS com RMN t¢

Identificar substancias e compostos presen

no|(s) extrato(s) e fracdo(6es) também nag

solo

tes

As fracdes DCM, AcOEt e-But com atividade fitotéxica foram analisadas em
um cromatografo liquido de ultra-alta eficiénciaHRLC) Ultimate3000, marca
Dionex® equipado com duas bombas modelo DGP-360@R&ctor de arranjo de
diodos (DAD) modelo DAD3000(RS), amostrador autacoamodelo WPS3000RS e

software Chromeleon versao 6.80. A coluna utilizpdea as analises foi Kinetex® C-

18 (150 x 4,6 mm x 2,6 um) da Phenomenex. A eluigécealizada com solventes de
grau cromatogréfico em sistema gradiente, nas sguicondicdes cromatogréficas:

Iniciou-se com 10% de metanol e 90% de agua ingld&aiminutos para atingir 50% de

metanol e 50% de agua, depois mais 10 minutos aamgir 100% de metanol e
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permaneceu durante 5 minutos 100% de metanol, bitosirpara voltar a condicéo
inicial e entdo mais 15 minutos em 10% de metaa pecondicionamento da coluna.
Tempo de andlise foi de 80 minutos. Vazdo da bodéd mL/min e volume de

amostra injetado de 20 pL. Os cromatogramas foregistrados em 350 nm e o0s
espectros no UV-Vis adquiridos na faixa de 200@@@. Foi utilizada uma mistura de
padrées contendo &cido cumarico, acido clorogénécdo cafeico, orientina,

iIsoorientina e vitexina foram usados para compardempo de retencao e perfil
espectral UV/Vis das flavonas e acidos fendlicos.

3.9.3. Particao da fragdo em coluna aberta

A fracdo com atividade fitotoxica nos bioensaios gdarticionada em coluna
aberta de vidro com preenchimento de 15g de s(lit8 (Poliygoprep 60-50 &
Macherey — Nagel). O material (1,5 g) da fracdodituido em agua e acrescido na
coluna. Para calculo do volume morto (Vm) utilizmio calculo Vm=0,% R?. h).
Entéo, a particdo foi realizada com agua-etanolcencentracdes crescentes de etanol,
(FracdoC1-10), sendo a C1 95%H(A) - 5%EtOH (B), C2 90%(A) — 10%(B), C3
80%(A) — 20%(B), C4 60%(A) — 40%(B), C5 50%(A) —%®B), C6 40%(A) —
60%(B), C7 30%(A) — 70%(B), C8 20%(A) — 80%(B), @90%(B) e C10 100%
Acetato de Etila. O material, entdo, foi seco eeedpvap (SPEED VAP SPD equipado
com refrigerador vapor trap, Marca Thermo), e aenado em freezer.

3.4.4. Andlise dos extratos e fracdes por HPLC-DAD

As fracbes ativas foram analisadas com um cromaimgliquido de alta
eficiéncia (HPLC) equipado com injetor (Shimadzuli, 19AP), sistema de bombas
(LC-10AD) e detector (SPDM10vp). O software utiipafoi o (Shimadzu CLASS-VP
SP2c). A coluna utilizada para as analises foi Bimemex (Luna C-18(2)100A (250 x
4,6 mm x 5 p)). A eluicdo foi realizada com solesntle grau cromatografico em
sistema gradiente, nas seguintes condi¢cdes crordéitag: fase movel na bomba (A)
H.O MQ + 0,1% de acido formico, na bomba (B) Metan6l,1% acido férmico. Vaséo

da bomba 1ml/min, injecéo por corrida 15ul. As d¢odes de corrida foram 5-100%(B)
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em 30 min e 100% de (B) até 40min. Os cromatografoesm registrados nos
comprimentos de onda)(= 254nm, 280nm, 320nm, 335nm, 350nm e 430nm. Os
padrbes utilizados foram: acido trans-3-cafeoilguainacido cafeico; acidp-cumarico;

orientina; isoorientina e vitexina.

3.9.5. Analises por LC-DAD-ESI-MS

As analises foram realizadas empregando o sist&raAD-ESI-MS, equipado
com um cromatografo liquido de alta eficiéncia, cagiShimadzu), equipado com duas
bombas modelo LC-20AT, detector de arranjo de diad@@AD) modelo SPD-M20A,
amostrador automatico modelo 20A. Acoplado ao miatenicrOTOF II-ESI-TOF
(Bruker). A condicdo cromatografica empregada «tinside gradiente exploratério
com uso de metanol + 1% de &cido acético (B) e &ditad de acido acético (A) e acido
férmico como fase mével. O gradiente 5-100% de B4&mminutos, mantendo 100%
em 5 minutos. Volume de injecao utilizado foi depd..

Os espectros foram adquiridos ambos no modo posiivnegativo. Os
parametros de operacdo foram o0s seguintes: temeerale desolvatacdol180°C,
voltagem do capilar 4.5 kV e voltagem do cone 12QVsistema foi previamente

calibrado com uma solucéo de Na-TFA & 100 mg/mL.

3.9.6. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As fracdes foram solubilizadas com 650 uL de D2@aidlico e acetato de
etila em CD30OD, e diclorometanico em CDCI3. Os esps de 1H-NMR foram
adquiridos sob automacdo a temperatura de 299 &spectrometro Avance IlI® 600
(Fahrenheitstr, Bremen, Alemanha) operando a 60@H3. Cada espectro consistiu de
128 scans com 65 K pontos de dados na faixa eapeldr-1-12 ppm, e tempo de
relaxacdo de 5s. FIDs sofreram transformada deidroapos a aplicacdo da funcdo de
apodizagédo com aplicacéo de linha de 0,5 Hz. Caorela linha de base e fase foram
realizadas com o software TopSpin. Deslocamentomigai ‘H NMR foram

referenciados para os sinais (CH3)3 do TMB.&0.
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3.10. Extracdo do material do solo para analise ddeloquimicos

Vinte amostras de solos foram coletadas com aud@éiam trado (0-10cm), ao
acaso da rizosfera d&. simplexpresentes no Parque Estadual do Jacupiranga. As
amostras foram agrupadas, para a obtencdo de upsirammomposta, acondicionadas
em sacos plasticos e congeladas. Os extratos o gada a obtengcédo de aleloquimicos
foram realizadas segundo o protocolo de Perrat (2005) com adaptagoes.

O solo foi descongelado e peneirado (2mm), posteeante pesado e misturado
na proporcédo de 1:1 solo/dgua, em tubos falcon.afenml, entdo, foi submetido ao
agitador vortex (Mod Q920-A2 — Quimis). A soluc&mosagua foi para centrifuga
(Sorvall super T 21, USA) por 20 min a 25°C a 44, e o sobrenadante foi retirado.
O processo foi repetido por trés vezes. O sobrenadai filtrado em papel filtro,
concentrado em evaporador rotativo e armazenadoeezer.

Em seguida, o residuo foi submetido a extragdomabita (600 ml de metanol) a
temperatura ambiente durante 12 h. Os sobrenadagtesos e metandlicos foram
concentrados por um evaporador rotativo, liofilzadarmazenada num congelador a -

20 ° C até serem utilizados para a analise.

3.11. Coleta de solo para analise quimica

Com auxilio do trado (0-10cm), nove amostras de fmiam coletada dentro da
area de ocorréncia e fora da area de ocorréncia. d@mplex As amostras foram
armazenadas em sacos plasticos até analise de iwent@® quimicos.

Andlises quimicas e granulométricas foram realigaskyuindo o procedimento
proposto por Raij (1983) no laboratério especialz®epartamento de Ciéncias do
Solo na ESALQ/USP. As propriedades fisico-quimidassolo analisadas foram pH,
matéria organica (M.O.), potassio (K), calcio (Cagagnésio (Mg), hidrogénio mais
aluminio (H + Al), enxofre (S), boro (B), cobre (Cterro (Fe), manganés (Mn) e zinco
(Zn), além da soma de bases (SB), capacidade cke d¢edidnica (CTC) e saturacdo por

bases (V), que expressam fertilidade do solo (Reatil 1998).
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3.12. Anélise de componentes bidticos do solo - FMA

O rizoma deA. simplexfoi exposto e, com auxilio de uma tesoura de pralaes
foram coletadas, lavadas em agua corrente e aradaem®em frascos com alcool 70%.
Avaliacdo da colonizacdo por fungos e contagem sigores, foi realizada no
Departamento de Ciéncia do Solo - Laboratorio decrdfiologia do Solo -
ESALQ/USP.

Em laboratério, as raizes foram lavadas com agsmideralizada, clarificadas
com solucdo de KOH (10% v/v) e®; (10% v/v) (Mandayam & Jumpponen 2008) e
posteriormente imersas em corante contendo tintaxaheta azul e acido acético
(Vierheilig et al. 1998). Os fragmentos de raizes foram aquecidobagrho-maria por
cinco minutos e lavados com agua desmineralizagas & coloracdo, as raizes foram
deixadas em solucéo acida de glicerol (50%) pdndtds. A identificacdo das espécies
de fungos arbusculares micorrizicos foi realizagiguado Schenck & Perez (1988) -
descricdo morfolégica disponivel na internet, najim& da International Culture
Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAMttp://invam.caf.wvu.edu). As
caracteristicas taxonémicas foram interpretadasn@roscopio optico com iluminacao
de campo-claro e objetiva de imersao. Nos caractas@ndmicos foram incluidos os
nameros e tipo de camadas das paredes dos espuaseacado ao reagente de Melzer;
caracteristicas das paredes internas, quando pgssarorfologia da hifa de sustentacéo

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

3.12.1. Padronizacao de técnica para a identificag@los fungos arbusculares
(FMAs) do solo

Tendo em vista a impossibilidade de identificacas tlingos arbusculares nas
raizes secundarias de simplexoptou-se por realizar o estudo de comunidades de
FMAs mediante a extragdo do DNA total das raizésnizadas. As amostras de DNA
de raizes foram adicionalmente submetidas a PQR,acobjetivo de determinar se o
DNA era amplificavel. Ap6s a amplificacdo foi realda a clonagem e finalmente o
sequenciamento.

Para o estudo de comunidades de FMA colonizandmiass das plantas foi
necessaria a extragdo do DNA total das raizes izaldas, o qual é composto de DNA
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da planta e DNA de fungos e outros microrganisngso@ados as raizes. Antes da
extracdo de DNA, as raizes foram lavadas quatr@svenm agua destilada para
remocao de impurezas mais grosseiras, homogensizadaaceradas em nitrogénio
liquido com o uso de almofariz e pildo de porcel@ada amostra continha 50 a 100
mg de raiz macerada, estas foram transferidastpbos de polietileno. Para extracao
de DNA das raizes foi utilizado o kit Power Soil BMsolation O DNA foi extraido de
acordo com o manual do fabricante. As raizes mdasrforam transferidas para tubo
contendo a solucéo de lise Bead. A mistura foiaagitgentilmente e adicionaram-se 60
puL da Solucdo 1. Adicionaram-se 200 pL de Solu¢d® (Solucdo de Remocéao de
Inibidor). O tubo foi centrifugado a 10.000 g pod &inutos e o sobrenadante
transferido para um novo tubo, onde foram adicioeé2b0 pL da Solugéo 2. A solucao
foi homogeneizada em vortex por 5 segundos e o itubado a 4T por 5 minutos
para depois ser centrifugado a 10.000 g por 1 minlibdo o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, onde se adiciondrmL da Solucdo 3 e a solucao foi
homogeneizada em vortex por 5 segundos, 700 pimfaransferidos para o filtro do
kit, e o conjunto filtro-tubo foi centrifugado a.000 g por 1 minuto. O filtrado foi
descartado e adicionaram-se mais 700 pL de solgdoesmo filtro. Em seguida, o
tubo foi centrifugado a 10.000 g por 1 minuto. ©gasso foi repetido até que todo o
sobrenadante fosse filtrado. Foram adicionado$ioer800 puL da Solucéo 4 sobre o
filtro, centrifugou-se a 10.000 g por 30 segund@s.filtrado foi descartado e
centrifugou-se novamente por 1 minuto. Para reaupeiDNA, o filtro foi transferido
para um novo tubo e adicionaram-se 50 pL da Solagémcentro do filtro. O conjunto
filtro-tubo foi centrifugado a 10.000 g por 30 sedas e, depois, o filtro foi descartado.

A solucdo de DNA obtida foi armazenada a*~Q0

3.12.3. PCR do DNA extraido das raizes

As amostras de DNA de raizes de foram adicionalensuitmetidas & PCR, com o
objetivo de determinar se o DNA era amplificaveali Recessario utilizar a nested PCR
para a amplificacdo do DNA alvo nas amostras. Nagira PCR foram utilizados os
iniciadores NS1 e NS8 (White 1990). A amplificagdm DNA foi feita em solucao
contendo 0,1 pL de cada oligonucleotideo iniciati@® pmol, 2,0 uL de dNTPs 10
mM, 3,75 pL de MgGI25 mM, 0,35 deraq DNA polimerase 5U e 1x o tampao de
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reacao, e 14,7 uL de agua esteéril, totalizando almme de 25 pL. Os fragmentos de
rDNA 18S (iniciadores NS1 e NS8) foram amplificadapds a desnaturacao inicial a
94 °C por 5 minutos; 34 ciclos de 94°C por 30 segan55 °C por 30 segundos e 72 °C
por 1 minutos e 30 segundos; e extensao final @7&r 5 minutos. Na segunda PCR,
utilizaram-se os iniciadores grupos especificos: LAMe AML2, especificos para
Glomeromicetos: AML1 (50-ATC AAC TTT CGA TGG TAG GRAGA-30) e AML2
(50-GAA CCC AAA CAC TTT GGT TTC C-30) (Leet al, 2008), com as mesmas
condicOes descritas acima. Para todos o0s ensaiggegou-se uma reacao controle
negativo, sem DNA. Os amplicons obtidos foram aadlbs por eletroforese em gel de

agarose 1,2% (m/v) e visualizados ap0s coloracao@el red.

3.12.4. Clonagem e transformacéao de produtos de PCR

Apo6s a amplificacédo via PCR das sequencias de DdiAealizada a clonagem
dos amplicons utilizando o Kit de clonagem “pGEME®T -Easy Vector Systems”
(Promega). O volume de 10u de células quimiocompetedeEscherichia coliDH5a.

A transformacdo ocorreu por choque térmico, mamtesed por 30min em gelo,
45segundos em banho-maria a 42°C e voltando pos doinutos no gelo.
Posteriormente, 250 uL de meio SOC foram adiciosa@dmistura e incubado a 37°C
por 60 min, sob agitacdo constante de 250rpm. Aslasé transformadas foram
plagueadas em meio de cultivo LB (Luria-Bertold,BJSorporation, Cleveland, OH,
EUA) na concentracdo de 20g Lsolidificado com &agar 1,5% (LabCenter, Campinas
Sao Paulo, Brasil), acrescido de ampicilina (USBX-al (Invitrogem), ambos
crescidos na concentracdo final de 100 pg'nfis placas foram incubadas a 37°C por
12 horas. Os clones transformados foram selecienadg@artir de colonias com
coloracdo branca, as quais foram crescidas em drmBdiquido com ampicilina (100
ng mLY) a 37°C por 12 horas, sob agitacdo constante Gep@b A presenca dos
insertos nos clones transformados foi confirmada mpeio de PCR de colbnia
utilizando os iniciadores M13F e M13R do vetor. dmes foram purificados e foram
enviados para seqienciamento. Com os resultadasegizenciamento em mao, foi
realizado o alinhamento das sequéncias com o auddi programa ClustalW e a
identificacdo das espécies foi realizada pela coagda com sequéncias disponiveis no
banco de dados do GenBank nr/nt (http//: ncbi.rthirgov/genbank).
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3.13. Analise estatistica

O efeito dos diferentes extratos na germinagcao erescimento foi comparado
atravées de ANOVA de um fator, seguida de teste diey 5% para comparacdes
multiplas (Zar 1999). A velocidade de germinacéb dalculada de acordo com a

equacdao sugerida por (Chiapustal 1997).

4. RESULTADOS

4.1. Bioensaios de germinacao e crescimento comrais e fracoes

Bioensaio preliminar, as germinacdo das semed&esS. lycopersicumfoi
analisada durante seis dias, sobre extrato aquatanélico de folha caule jovem e
adulto deA. simplex,o inicio da germinagdo ocorreu ap0s 48 horas d@woirdo
experimento. No primeiro dia os extratos aquad®dolha, colmo jovem e colmo
adulto inibiram significativamente (ANOVA p< 0,0&)germinacdo. No segundo dia,
todos os extratos inibiram significativamente (AN®YW< 0,01) a germinacdo. No
terceiro dia, apenas os extratos aquosos de fethadlico de colmo jovem e adulto
inibiram significativamente (ANOVA p< 0,01) a gemacao. No quarto dia, os extratos
aquosos de folha e de colmo jovem inibiram sigaifi@mente a germinacdo (ANOVA
p< 0,01). O extrato mais efetivo na inibicdo dangeacdo foi o extrato aquoso de
folha.

35 O Controle

O Extrato aquoso de folha
30 B Extrato aquosos de caule jovem
O Extrato aquoso de caule adulto
25 Extrato etandlico de folha

B Extrato etandlico de caule jovem

20
K Extrato Etandlico de caule adulto

15

10

Numero Médio de Sementes Germinadas

10 2 30 20
Tempo de germinagdo em dias

Figura 1. Efeitos dos extratos aquoso e etandlico de fablapo jovem e colmo adulto

de Apoclada simplexsobre a germinacdo de sementesSdeycopersicumBarras
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verticais representam o desvio padrdao da meédialicanque o niumero de sementes

germinadas difere significativamente do controle.

4.2. Bioensaios de germinacdo em funcdo da concexg@io aplicada dos extratos e
fracOes

Os resultados dos bioensaios de germinacdo e @t das sementes
agricolas Q. sativae S. lycopersicujnsob efeito dos extratos aquoso e etandlico de
diferentes partes (colmos jovem, adulto e folhasAdoclada simplexindicaram o
extrato de folha aquoso (FA) com atividade fitot@xi Este resultado qualifica o extrato
FA para bioensaios em funcdo da concentracdo dplia@a Tabela 2 resultados de
germinacao e Tabela 3 crescimento.

Para germinacéo, embora o valor de correlacamlftijlo para as sementes de
arroz seja alto, este ndo se mostrou sensivehtnmento sob nenhuma concentracao.
Ja para sementes de tomate os resultados mostera partir da concentracdo 3 se
observa diminuigéo significativa da germinacdo ¢g 0,05).

Os dados obtidos no quinto dia de experimentacamdique o extrato de folha
aquoso a partir da concentracdo de 1mg/ml ja testioefegativo significativo (p <
0,05) sobre o crescimento da parte subterranea. (R.parte aérea (P.A) foi afetada

negativamente apenas pelas concentragdes 2,0mg/orhg/ml.
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Tabela 5. Porcentagem de Inibicdo da germinacdo (IG) e indievelocidade de germinacdo (IVG) referente amndltdia de tratamento

(estabilizacdo da curva de germinacao). Média viDgsadrdo R-quadrado (r?), obtidos em funcdo dasentracées do extrato aquoso de folha

aquoso.

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

5 =
mg/ml (% de ndo VG 2 %IG NG %IG VG 2 %G NG
germinadas)
Controle 00 139,4 6,66 +0 83,8 30+0 96.4 29.16 £7.21 35.8
FA 1 (0,66) 00 126,6 3,55+0,3 64 30+5 93.0 62.5 + 0* 18.2
FA 2:(1,0) 00 140 11,33+1,6 55,8 26 £ 2.88 53.12 £ 6.25* 33.0
0.713 0.154 0.926 0.441
FA 3: (2,0) 00 137,7 225+4,17 * 34,9 26.225 74.5 65.62 * 6.25* 29.5
FA 4: (4,0) 222+14 125,7 50 + 4,44* 11,2 21468.8** 74.3 65.62 £ 6.25*% 25.2
FA 5: (6,0) 3,33+0 119,8 48,66 = 7,73* 11,8 20% 68.5 59.37 £ 11.96* 27
** (p<0,05) * (p<0,01)
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Tabela 6 Medidas de comprimento (mm) da parte aérea (R.AR parte subterranea
(P.S) em funcdo da concentracdo aplicada dasefsa¢dédia + desvio padrdo e R-
quadrado @) das concentragfes do extrato aquoso de folha eMi@mapresentados
dentro de parénteses correspondem a porcentagemibitio do crescimento em
relacdo ao controle.

Tratamento Parte aérea Parte subterranea
(mg/ml) r r2

Controle 29,64 + 8,88 48,11 + 9,53

F.Aq 1 (0,66) 30,2 + 4,97 44,62 + 11,35

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

F.Aq 3 (2) 25,46 £ 5,97 (14)* 0,723 36,72 £ 8,07 (23)* 0,895
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 relacdo ao controle (fgua

4.3. Bioensaio de germinacéo e crescimento em fuongda concentracdo aplicada de

fracOes do extrato aquosos de folhas

As fracBes que apresentaram atividade fitotoxicanfioa diclorometano (DCM),
Acetato de Etila (AcOEt) en-Butandlica (-But). O resultado da avaliagdo com
diferentes concentracdes das fragcbes do extratosagde folhas na inibicdo da
germinacao das sementesldycopersicumO. sativa M. bimucronatae E. vernasao
mostrados na Tabela 5. Os resultados da ativifiteéxica das fracdes para o

crescimento d®. sativa M. bimucronatee E. vernasao mostrados na Tabela 6.

Tabela 7.Concentracdo das fraces ativas de folhas. démplexem mg/ml

Tratamento Dose 1 Dose 2 Dose 3 Dose 4 Dose 5
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml 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 Inibicdo da germinacio (IG) eénde velocidade de germinacéo (IVG) referented@tano dia de tratamento (estabilizacdo da
curva de germinacdo). Média + Desvio pdrdo. R-cadair(?), obtidos em funcdo das concentracfes das fratjioEsometano (DCM), acetato de etila

(AcOEt) e n-butanol GBut) na germinacao de sementes de tomate,,dvtozimucronata e E. verna

Tratamento S. lycopersicum O. sativa Mimosa bimucronata Erythrina verna
(% de ndo
mg/ml ] IVG r2 %IG IVG r2 %IG IVG r2 %IG IVG r2
germinadas)
Controle 24,16+ 3,19 65,1 17,7+ 1,92 65,96 23+2,74 100,65 37,5+ 0 334
DCM 1 (0,18) 51,11+ 3,85 20,77 4,4+19 72,17 13,33+ 5,77** 103,03 50+ O* 27,49
DCM 2 (0,28) 80+ O* 8,54 10+ O* 71,77 15+ 0 93,53 50+ 0 28,18
DCM 3 (0,56) 77,83+ 8,39 8,88 0.546 10+ O* 72,67 0.069 8,33+ 2,89 84,19 0.031 62,5+ 12,5 30,36 0.499
DCM 4 (1,12) 85,55+ 3,85 25 12,2+ 1,92 65,75 22,55 74,01 50+ 0 28,96
DCM 5 (1,68) 93,33+ 8,82 1,47 6,66 O 71,07 23,33+ 2,89 70,89 50+ 0 19,79
AcOEt 1 (0,38) 26,66+ 3,85 50,33 12,22+ 3,85 68,27 23,33+ 2,89 77,56 41,66+ 7,22 43,35
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 0.805 10+ O 71,03 0.169 21,25+ 25 73,46 0.388 58,33+ 7,22 40,63 0.231
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+ O 20,19 50+ 0 31,09
n-But 1 (0,39) 24,44+ 5,09 57,55 2,22+ 3,85 77,9 15+ 3,45 89,92 56,25+ 7,22 33,18
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 0.778 12,5+ 1,67 68,86 0.145 20+ 8,66 89,04 0.288 50,0% 31,18 0.245
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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Tratamento

mg/ml
Controle

DCM 1 (0,18)
DCM 2 (0,28)
DCM 3 (0,56)
DCM 4 (1,12)
DCM 5 (1,68)
AcOEt 1 (0,38)
AcOEt 2 (0,58)
AcOEt 3 (1,15)
AcOEt 4 (2,3)
AcOEt 5 (3,45)
n-But 1 (0,39)
n-But 2 (0,59)
n-But 3 (1,19)
n-But 4 (2,83)
n-But 5 (3,57)

porcentagem de inibicdo do crescimento em relaga@oatrole.

Tabela9. Medidas de comprimento (mm) da parte aérea (P.43, garte subterranea (P.S) em funcdo da concaéategdicada das fracées. Média
+ desvio padrdao e R-quadrad@)(das concentracdes das fragOes diclorometano (D@bBtato de etila (AcOEt) en-butanol (nBut) no

crescimento de sementes aeoz M. bimucronata e E. vernaNumeros apresentados dentro de parénteses cordesp a porcentagem de

Parte aérea

Parte subterranea

O. sativa M. bimucronata E. verna O. sativa M. bimucronata E. verna

r r2 r2 r r2 r2
19,76 £5,46 22,43 +4,9 12,25 +1,17 32,09 +£7,61 11,2 +4,53 39,99 + 8,89
15,59 + 4,68+ (21) 20,17 + 4,88 - 14,81 +5,36* (54) 9,61+ 3,55 -
16,82 + 3,61* (14) 21,91 +4,41 - 19,82 +5,32* (38) 10,40 £ 3,27 -
16,59 + 3,63* (16) 0.766 16,63 + 5,09* (25) 0,788 - 12,45 + 4,75* (61) 0,595 7,89 £ 2,64* (29) 0,888 -
10,19 + 4,23* (48) 17,62 +3,93* (21) - 8,99 +4,13*(72) 7,62 £2,21* (31) -
10,88 + 3,78* (44) 11,73 + 4,06* (47) - 13,29 + 5* (59) 5,62 + 1,96* (49) -
13,22 + 3,63* (33) 20,53 +£5,85 - 16 + 4,83* (50) 12,8 +7,61 -
12,81 + 3,61* (35) 21,72 +5,25 - 16,88 + 5,64* (47) 17,21 + 7,53* =
10,97 + 3,91* (44) 0,91 18,13 +5,65* (19) 0,839 - 17,87 £ 4,42* (44) 0.606 14,89 * 5,06** 0,698 -
9,05 * 2,69* (54) 17,73 £ 6,76* (20) - 13,92 + 4,76* (57) 10,64 + 5,27 -
6,3 +2,27* (68) 17,19 + 4,23* (23) - 12,55 + 4,75* (61) 8,07 + 2,56 -
15,4 + 4,72% (22) 18,28 + 4,77 (18) 15,06 + 5,75 17,67 +5,76* (45) 7,08 + 2,31* (36) 44,63 + 17,68
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
11,99 + 3,99* (39) 0.465 15,51 + 4,94* (30) 0,886 8,68 £4,85 0,01 13,83 £ 5,24* (57) 0.679 7,58 +2,35*(32) 0,723 46,7+1884 0,01
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
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 ap6s germinagdsementes. * (p<0,01) ** (p<0,05)
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4.5. Bioensaio de germinacéo e crescimento com pads

Os padrdes utilizados indicam, assim como os @smtfracdes, uma resposta especie
especifica de cada espécie avaliddalfimucronatae E. verng. Os &cidos fendlicos isolados
ou em mistura ndo inibiram significativamente angeagdo das sementek. verna
(ANOVA F=1,14; P=0,386) ®&1. bimucronatf ANOVA F= 5.34; P=0,003).

As plantulas déM. bimucronataobtiveram seu crescimento afetado significativamen
pelos acidos fendlicos. Entretanto, a maior atidanibitéria ocorreu mediante a aplicacéo
da mistura de compostos. A espécie mais sensigagfia dos compostos fendlicos di
bimucronatae a menos sensivel f&. verna(Kruskal-Wallis H=91.653, P <0,001). Efeitos
mais visiveis na inibicdo do crescimento foram ola#os em plantulas tratadas com acidos
vanilico e ferulico. Além da significativa redugdo comprimento do hipocotilo e da radicula
de M. bimucronata(Kruskal-Wallis H = 102,576, P <0,001 e KruskaldidaH = 133,331, P
<0,001) as plantulas desta espécie apresentardouleacharrom-avermelhada e cotilédones

verde-amarelados em presenca do acido vanilico.

Tabela 1Q Efeito dos padrbes e da mistura de padrdes (1 mdmificados em bambus e
gramineas sobre o comprimento (mm) da radiculagRalbterranea) e do hipocatilo (Parte
aérea), deM. bimucronatae E. verna. Média tdesvio. Niumero apresentados dentro de

parénteses representam a porcentagem de inibicéelagho ao controle.

Tratamento Crescimento
Parte aérea Parte subterranea
E. verna M. bimucronata E. verna M. bimucronata

Controle - 20+3.8 14.746.7 20.5+6.5
2(3H)-benzoxazolinone - 17.745.2 13.6+3.9 15.4+6* (25)
Acido p-hydroxibenzoic - 19.3+4.1 14.7+6.7 22.745.3
Acido vanilico - 15.8+4.7* (21) 11.9+2.8 10.5+3* (50)
Acido ferulico - 18.2+3.7 11£3.5 17.443
Acido cafeico - 18.5+3.6 15.5+6.7 20.2+4
Acido clorogénico - 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)

*Diferencas significativas (P<0.05) do controle Kruskal-Wallis, teste de Dunn
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4.6.Perfil metabdlico do extrato aquoso dé\poclada simplex

O perfil cromatografico das fracbes foi comparaadoncos tempos de retencdo e
espectros no UV de uma mistura de padrdes de af@dosicos e flavonas (Figura 2). Com
base nos resultados, foi possivel observar queiams mue eluiram entre 1-16 minutos
mostraram espectro no UV caracteristico de acidngdicos Amax 261/292¢h)), ligeiramente
diferente do perfil dos derivados de &cidos hidriméimicos como o acido clorogénico (9
mMinutos,imax 325 nm), confirmando que o acido clorogénico nétd eresente nos extratos
analisados. Entretanto, os picos entre 18-25 nsnotostraram perfil espectral similar aos
dos padrbes de flavonasnfx 347/270, luteolina &-glicosideo), confirmando a presenca de
derivados de flavonas nos extratos, principalmeatéragcdon-butanélica. Com base na alta
atividade fitotoxica da fracamBut nos bioensaios de germinacao e crescimente(dab e
6), essa fracdo foi submetida a uma analise quimaa detalhada empregando HPLC-DAD,
HPLC-DAD-ESI-MS e RMN déH, para a etapa de identificacdo dos metabdlitos.

o b @

Figura 2. Perfis cromatograficos das diferentes fracdes tmgodeA. simplexem 280 nm.
(1) mistura dos padrdes: acidoans3-cafeoilquinico (9 minutos); acido cafeico (9,8
minutos); acidg-cumarico (13,2 minutos); luteolina®@glicosideo (18,8 minutos); luteolina
6-C-glicosideo (20,6 minutos); apigenina C8glicosideo (21 minutos); (2) fracéo
diclorometano, (3) fracao acetato de etila, (4¢dom- butanol e (5) fragdo aquosa.
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4.7. Perfil metabdlico da fracdm-Butandlica e das subfragcdes via HPLC-DAD.

A fracdo nBut foi particionada em 10 concentracbes crescedgesuma solucdo
(agua/etanol), tal procedimento foi feito por segdo em coluna aberta (item 3.6.2). O
rendimento das sub fra¢cdes que seguiram com asesabkta disponivel na (Tabela 4). Os
resultados desta etapa nos levaram a simplificdgdmatriz, e o estabelecimento de um
meétodo cromatografico adequado para identificac&olamento de compostos. A (Figura 3)
apresenta o perfil cromatografico da frag®But, A figura 4, 5, 6 e 7 apresentam os perfis
cromatograficos no UV (254 nm) de (C1-C4) respeactignte.

Tabela 11.Rendimento em miligramas (mg) das sub fracdes (C4) da fracamBut. Onde

estao representados®i(A) e EtOH (B).

Sub fracdes Rendimento (mg)
C1 95% (A) - 5%(B) 2,02
C2 90% (A) - 10%(B) 4,03
C380% (A) - 20%(B) 9,50
C4 60% (A) - 40%(B) 2,94

mALLzID0)
- o o= L]

el - . 0 3 T 3 — 0 3 T — —
o0 S0 100 150 ;o 250 =00 =0 min

Figura 3. Perfil cromatografico da fracdoBut. Condi¢cbes da cromatograficas: (0-30 min)
concentracdo de 5% até 30% de (B) MeOH acidifia@gl% acido formico de (30-40 min)
100% de (B) etapa de limpeza e (41- 50 min) 5¥Bjdase de recondicionamento da coluna.
Volume da injecao 15 pl. Fluxo de 1ml/min e deteagd UV (254mn).
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mAU(x1,000)
254nm4nm (1.00)
175+

150

1.25

0.75+

0.501

0.259

Figura 4. Perfil cromatografico da sub frac&1. Condi¢bes da cromatograficas: (0-30 min)
concentracdo de 5% até 30% de (B) MeOH acidifia@gl% acido formico de (30-40 min)
100% de (B) etapa de limpeza e (41- 50 min) 5%Bjdéase de recondicionamento da coluna.
Volume da inje¢ao 15 pl. Fluxo de 1ml/min e deteagé UV (254mn).

AU(x100)
3.95.]254nm4nm (1.00)

0.509
0.257

T T T T T T T T T T
25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 min

Figura 5. Perfil cromatogréafico da sub frac&2. Condi¢cdes da cromatograficas: (0-30 min)
concentracdo de 5% até 30% de (B) MeOH acidifia@gl% acido formico de (30-40 min)
100% de (B) etapa de limpeza e (41- 50 min) 5¥Bjdase de recondicionamento da coluna.
Volume da inje¢ao 15 pl. Fluxo de 1ml/min e deteagé UV (254mn).
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AU(x100)
55/254nm4nm (1.00)

Figura 6. Perfil cromatogréfico da sub frac&38. Condi¢gbes da cromatograficas: (0-30 min)
concentracdo de 5% até 30% de (B) MeOH acidifia@gl% acido formico de (30-40 min)
100% de (B) etapa de limpeza e (41- 50 min) 5%Bjdéase de recondicionamento da coluna.
Volume da injecao 15 pl. Fluxo de 1mil/min e deteagd UV (254mn).

AU(X100)
254nm,4nm (1.00)

Figura 7. Perfil cromatogréafico da sub frac&al. Condi¢cdes da cromatograficas: (0-30 min)
concentracdo de 5% até 30% de (B) MeOH acidifia@gl% acido formico de (30-40 min)
100% de (B) etapa de limpeza e (41- 50 min) 5¥Bjdase de recondicionamento da coluna.
Volume da inje¢ao 15 pl. Fluxo de 1ml/mn e detecg@t’V (254mn).
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Subfracio C2. Meétodo: Gradiente I
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] exploratdrio
=
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G_E_J ubfragio C2. Método: Isocratico Metanol/Agua (2375

J J

———————— —
5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 350 mmin

Figura 8. Perfil cromatografico da sub fracd®2. Condicdes da cromatograficas de 1
ente exploratorio foram: (0-30 min) concecdia de 5% até 30% de (B) MeOH
acidificado a 0,1% &acido formico de (30-40 min) #de (B) etapa de limpeza e (41- 50

min) 5% de (B) fase de recondicionamento da colMuume da injecdo 15 ul. Fluxo de

gradi

1ml/min e detecg¢do no UV (254mn). As condi¢cfes atograficas de 2 método isocrético, de

(0-30 min) 25% de (B), Vvolume da injecdo 15 plu¥d de 1ml/min e deteccdo no UV
(254mn).
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Figura 9. Cromatograma da fracaoBut (azul) sobreposta ao padréo (vermelho) APO.
Condicbes da cromatograficas: (0-30 min) conceatrage 5% até 30% de (B) MeOH
acidificado a 0,1% &acido formico de (30-40 min) #de (B) etapa de limpeza e (41- 50
min) 5% de (B) fase de recondicionamento da colMuume da injecdo 15 ul. Fluxo de

1ml/min e detecc¢do no UV (430mn).

A presenca de um composto similar ao APO foi datlecnas analises empregando
HPLC-DAD método descrito em item 3.6.3. Na Figura ®racdonBut foi submetida ao
comprimento de onda em 430 nm, onde foi possiwlalizar dois picos um majoritério
referente ao APO (24,4 minutOsnax 436 Nm) e outro minoritario ndo identificado (26,3
minutos elmax412 nm). Enquanto a frac@ebut apresentou um pico em 26,3 minutos.&
429 nm. Além do tempo de retencdo e UV proximdsagho sub fracadG4 que concentrou o
composto ainda nao identificado apresentou colorag@&rmelhada, assim como o padrao

APO, o que pode sugerir a presenca de um compiostarsao APO.

4.7.1. Perfil metabélico via HPLC-DAD-ESI-MS e RMNde *H da fracdo n-butandélica

Os resultados das analises via HPLC-DAD-ESI-M§yf10) indicam novamente uma
matriz complexa com regibes onde é possivel a ¢@&bece picos nos modos negativo,

positivo e também o modo de detec¢do do UV em ([@%4n
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Figura 10. Perfil da fracam-But. Onde em (A) TIC — Total de ions do cromatogadid]
(modo negativo). (B) TIC — Total de ions do crongagmna [H] (modo positivo) e (C) UV
(254 nm).

As informacdes de tempo de retencéo, espectro\he thassas obtidas pelo sistema
HPLC-DAD-ESI-MS foram utilizadas na tentativa derdificacdo dos metabdlitos presentes
na fracdon-butandlica. Um banco de dados de massa molecutawuseconstruido a partir
de metabolitos identificados em cana-de-acucardl@airoet al 2012) foi empregado como
filtro para a etapa de identificacdo. A massa dogseudomoleculam(/2 dos metabdlitos
identificados em cana-de-agucar foram localizadmsnematograma do ion extraido (EIC-
Extracted lon Chromatogram) no modo negativo dgéfsa-butanodlica. A (Figura 11) mostra
o Cromatograma de Pico Base (BPC — Base Peak Ctogram) da fracdo n-butandlica no

modo negativo e no UV (254 nm) e os respectivospomtos identificados (Tabela 9).
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Figura 11. Cromatograma de Pico Base da fragdmtandlica das folhas dee simplex

Com base nas andlises empregadas, foram idedtificam total de 19 compostos,
sendo 10 derivados de acido benzoico e 9 flav@ngigcosiladas. No espectro de massas dos
compostosl, 3-7 e 17 foi possivel visualizar os fragmentos formadodarde de ionizacao.
Com essa informacdao foi possivel atribuir os iosagrhentos dos compostos identificados. O
espectro de massas do agmbidroxibenzéico §) mostrou ion pseudomoleculawz137 [M-

H]", assim como o ion fragmentw'z93, devido a perda de GAD mesmo foi observado para
0s metabdlitog, 5 e6. Os composto8, 4 e 7 foram isolados da sub frac@@ (Figura 8, item
3.6.3) e obtiveram a estrutura confirmada nos éspecde RMN de'H. O espectro do
metabdlito3 mostrou dois dupletos etn6,88 d (J=8.5 Hz) & 7,87 d (J=8,5) correspondente
aos hidrogénios 2/6 e 3/4 do acido benzoico. O Imdéta 4 mostrou dois dupleta$ 7,55 d
(J=1,8 Hz) e 6,91 d (J=8,0) e um duplo duptei53 dd (1,8 e 8,0 Hz) correspondente aos
hidrogénios 2, 6 e 3, respectivamente do acidodenzO acido dimetoxi-hidroxi-benzoéico
(7) mostrou dois simpletas7,32 correspondente aos hidrogénios 2 e 6 dcaaoelatico, &
3,91 corresponde aos dois grupos metoxila ligadanebaromético na posicéo 3 e 5.
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Tabela 12. Tentativa de identificacdo dos metabdlitos preserdefracdon-butandlica
empregando HPLC-DAD-ESI(-)-MS.

No. TR [M-H]~ UV (hmax) Tentativa de identificacéo
1 8,1 299.0858 265 Acido hidroxibenzoico glicosideo
2 10 179.0599 - Acido caféico
3 13,8 137.0271 265 Acidp-hidroxibenzoico
4 14 153.0260 265 Acido dihidroxibenzéico
5 14,3  151.0434 - Acido metoxi-benzdico
6 15,5  329.1342 - Acido metoxi-hidroxi-benzéico gkodeo
7 16,4  197.0511 - Acido 3,5-dimetoxi-4-hidrobenzoéico
8 16,5 593.1662 345/271 Luteolina di-glicosideo
9 16,8 579.1522 345/271 LuteolinagBarabinosil-8€-glicosideo
10 17,5 447.2346 345/271 LuteolinacBglicosideo
11 17,8 579.1510 345/271 LuteolinagBglicosil-8-C-arabinosideo
12 18 563.1578 333/270 Apigenin®-arabinosil-8€-glucoside
13 18,3 153.0264 270 Isbmero do acido dihidrobenzoico
14 18,7 167.0391 - Acido metoxi-hidroxi-benzoico
15 18,7 447.2323 345/271 LuteolinacBglicosideo
16 19,3 563.1562 333/270 Apigeninadarabinosil-8€-glicosideo
17 21.2 151.0439 270 Acido metoxi-benzdico
18 20,6 431.1099 333/270 ApigeninaBglicosideo
19 22,8 4.312.324 333/270 Apigeninaglicosideo

Os derivados de apigeninbl(15-16) e luteolina 8-11, 15) foram identificados devido
a absorcao caracteristica destes compostos nd\L333/270 e 345/270 nm), espectro de
massas e ordem de eluicdo em C-18 de acordo crabailho de (Coutinhet al2014).

A presenca de compostos fendlicos € confirmada@drdo perfil espectral via RMN de
'H da fracdon-but, devido a uma grande quantidade de sinaisegi#ia de 6-9 ppm
caracteristicos de compostos fendlicos, evidenoiemaomplexidade da fragdebut. Foi

possivel observar sinais caracteristicos na refgé®6 ppm referentes a unidades de acucar.
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Figura 12. Espectro de RMN dH da fracdo n-but (CEDD/D,O 1:1 v/v, 600 MHz).

Além dos derivados de acido benzoico e flavonastificados nas analises via HPLC-

DAD-ESI-MS no modo negativo foram tentativamentesniificados os derivados de
benzoaxinonas (20-24): BOA, MBOA, MBOA glicosiladdJMBOA glicosilado e AAPO
através das analises de HPLC-DAD-ESI-MS no modadtiposdevido a facilidade destes

compostos em protonarem.

Tabela 13.Tentativa de identificacdo dos benzoaxinonas rg@fma-butandlica ded. simplex
empregando HPLC-DAD-ESI(+)-MS.

No. RT [M+H] Tentativa de identificacao
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. Analises cromatograficas para deteccdo de compostdisotoxicos no solo por
UHPLC.

As amostras do solo foram adquiridas com base otoqwlo proposto por (Perst al
2005) com adaptacdes. O perfil quimico do sologtmlitativamente diferente dos extratos
de folhas de bambu. Para esta andlise, o geltknzoico em identificado 26,328 min foi o
Unico &cido fendlico em comum entre os extratosale e planta dé. simplex A presenca
do acidop-benzoéico foi confirmado no espectro de RMNdedo extrato do solo (Figura
14) devido a presenca dos sina,64d (8,3 Hz) e 6,95l (8,3 Hz).

---------------------------------------------------------------------------------------------------------

Figura 13. Perfis cromatograficos obtidos por UHPLC (em 35Q das diferentes fracdes de
solo na &rea de ocorréncia Aesimplex(a) fragdon-butanol, (b) diclorometano e (c) acetato

de etila.

Lm,

T . T T T T . T T . T T T T T . T
8 6 4 2 [ppm]

Figura 14. Acido p-benzéico no espectro de RMN He do extrato do solo, sinaé6,64d
(8,3 Hz) e 6,949 (8,3 Hz).
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4.9. Caracterizacdo dos componentes quimicos doaol

Os dados referentes a analise da composicdo qudaisalo coletado em areas sob
dominancia ou ndo de bambu mostraram, de forma g@as muito semelhantes. Diferencas
foram encontras na quantidade (Fe) e (M.O) presamemaiores concentracdes nas areas de

ocorréncia. Os demais componentes estdo em coac@esriguais ou similares.

4.10. Analise de componentes bidticos do solo — AM

Com os resultados obtidos das analises das ragz&ssiimplexfoi possivel sequenciar
e identificar 15 clones. Destes, foram identificgdato espécies delomus,duas espécies de
Aculus dois espécimes pertencentes a familia Archaealgsor Quatro sequéncias nao
possibilitaram identificagao.
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Tabela 14.Analise quimica de amostras coletadas do sola @@area de ocorrénciaMesimplexe dentro da area de ocorréncia.

Amostra  pH P S K Ca Mg Al H+Al SB CTC \% m
Fora 3,9 17 10 14 5 3 26 98 9,2 107,3 9 74
Dentro 3,7 22 9 15 5 2 28 121 9 130,1 7 75
Amostra B Cu Fe Mn Zn M.O.(1) g/dm?
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+8B e CTC (mmolc.dm-3); V e m (%). Métodos: FOsf@) por colorimetria
extraido com resina trocadora de ions, pH CaCl&spm (K) em espectrofotbmetro de emissdo atéexttaido com resina trocadora de
ions, calcio (Ca) e magnésio (Mg) em espectrofotémie absor¢cao atbmica extraido com resina traead ions, aluminio trocével (Al)
por colorimetria extraido com cloreto de potassioidez potencial (H+Al) extraido com tampdo SMPxofe (S - sulfato) por
turbidimetria extraido com fosfato de céalcio. SBnta de bases trocaveis; CTC: Capacidade de trocatides; V: Saturacdo da CTC por
bases; m: Saturacdo por Aluminio. Boro, Cobre,dréflanganés, Zinco (mg.dm-3). Métodos:Boro (B) palorimetria extraido em agua
quente, cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn) e féfe) por espectrofotometria de absorcdo atéemtaido com DTPA (Manual de
andlise quimica para avaliacao da fertilidade dtessoopicais. IAC, 2001).
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5. Discussao

Os resultados obtidos apontam que o 6rgdo do bakpoglada simplexque
apresenta acumulo de substéncias com atividad®xita é a folha, este resultado
corrobora com a literatura que descreve a prestmedeloquimicos na folha de outras
espécies de bambus nativos (Grombone-Guaretial 2009, 2013) e ndo nativos de
(Chou & Hou 1981, Chou & Yang 1982). Em outros atabs os compostos
aleloquimicos séo relatados em folhas, cauleszesdInderjit & Callaway 2003; Weir
et al. 2004).

O extrato de folha aquosa (FA) obteve maior efeés espécies testadas (48,6%
de inibicdo; ANOVAp < 0,01) da germinacdo de tomate. A extracdo agéakescrita
como o principal método utilizado para extracacaoquimicos (Schmidt 1990). A
capacidade inibitéria foi confirmada nos ensaiosfentdo da concentracdo aplicada,
onde os resultados mostraram a existéncia de ugposta espécie especifica. Esta
resposta pode afetar também as plantas em difsrpatées de seu desenvolvimento
(germinacao e crescimento).

As sementes de arroz ndo apresentaram sensibilédadéerentes concentracdes
do extrato na germinacao; entretanto, em relacdorescimento o extrato chegou a
inibir (27% da parte subterranea e 16% da parteaa@NOVA p < 0,01). Mesmo em
concentracbes menores para esta espécie foi plosbs@rvar o efeito fitotoxico do
extrato. Segundo Miréet al. (1998) e Aquila (2000) o efeito alelopatico é mais
pronunciado sobre o desenvolvimento inicial de praatula alvo quando comparado a
germinacao, ja que neste a planta utiliza das @E®peservas da semente.

Bioensaios de germinacdo de sementes e de crescindas plantulas séao
geralmente utilizados nos estudos que se prop¥aliama atividade alelopatica (Chou
& Yang 1982, Chou 2010). O estabelecimento de amdo da concentracdo aplicada
em experimentos é considerado um bom indicadotidielade alelopatica (Inderjit &
Weston 2000). Qualquer composto organico ou inacgarpode, teoricamente,
estimular, ser neutro ou inibir (atividade fitotéx) e estas variagbes se ddo em funcgéo
da sua concentracdo e estado fisico, sendo queo @ b padréo de efeito observado
podem variar de acordo com sensibilidade (Blum 2011

Os resultados obtidos nos testes de germinagc&sedaantes e analisados segundo
dois parametros (IVG) e (% de final de inibicdo)pstnam alteragbes em dois

mecanismos de acdo dos extratos. Segundo Labo{li#83) muitas vezes o efeito

45



alelopatico ndo é verificado sobre o percentuall fde germinacdo, e sim mediante a
avaliacado da velocidade de germinacédo ou outronperé do processo. Este mesmo
padrdo de resposta foi observado em outros expetdsiaitilizando outras espécies
(Borghetti & Pessoa, 1997; Rodrigueisal 1999). Entretanto a maioria dos trabalhos
apresenta somente os dados referentes a germieacfuncédo da facilidade de obter
estes dados (Rice, 1984; Putnam & Tang 1986).

As trés fragcOes obtidas - Diclorometano (DCM), tate de etila (AcOEt) en-
butanol (-But) apresentaram atividade fitotoxica. O método fdecionamento
utilizado, particéo liquido - liquido é questiongulr Inderjit & Nilsen (2003); segundo
0S autores, a extracdo ou particAo com solven@g@&nmos que sdo posteriormente
evaporados e diluidos em &gua, pode alterar a otvacéo natural que o composto
estaria disponivel no ambiente. Entretanto o métteldracionamento é utilizado em
outros trabalhos (Grombone-Guaratiial 2011; Torreset al 2014 submetido), uma
vez que este método permite isolar os composte®satenvolvidos na atividade
avaliada. Além disso, espécies como bambu apresanta matriz muito complexa de
seu extrato bruto (cerca de 500 picos de compoesiag)e dificulta a identificacdo dos
compostos ativos.

Os bioensaios de germinacdo e crescimento utilzaas fracdes obtidas do
extrato aquoso de folha com espécies agricolagieasanostraram o mesmo padrao
obtido com o extrato FA: foram espécie especifatoaram em diferentes fases do
desenvolvimento (germinacg&o e crescimento) e algpressentaram correlacdo positiva
em funcdo da concentragdo aplicada. Inibicdo espeEspecifica tem sido observado
com aplicagcdo de extratos e fracdes Rleagmites communis Trin. (Poaceae) e
Helianthus annuud.. (Asteraceae) (Bogatek et al. 2006). Emb&ravernae M.
bimucronatapertencem a mesma familia botanica, elas aparentemapresentam tém
susceptibilidade distinta a aleloquimicos (Schul&z Wieland 1999). Esta
susceptibilidade diferencial pode ser devido aataresticas dé/l. bimucronata que é
uma espécie invasora agressiva com capacidadecpkmaizar areas abertas. Além
disso, a espécie produz aleloquimicos, como mimosn 3,4-dihydroxypiridine
(Ferreiraet al 1992). A susceptibilidade aos aleloquimicos etemcial de desintoxica-
los apresentados por espécies diferentes podessdtado de um processo coevolutivo
(Schulz e Wieland, 1999). Processos coevolutivadepo aumentar a capacidade de
tolerancia de uma planta aos aleloquimicos prodszigdor seus vizinhos e essa

tolerancia pode desempenhar um papel importantstadelecimento de comunidades
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de plantas (Callaway e Maron 2006; Thogteal 2009). A maior suscetibilidade das
plantas agricolas, aos aleloquimicos, pode seiicaexial pela auséncia de coexisténcia
no mesmo habitat.

As analises de germinacdo e crescimento de esppBatess realizadas com
padrbes isolados e em mistura de fendlicos desandoliteratura como presentes em
bambus e gramineas, ndo apresentou efeito sigiificeobre a germinacdo. Enquanto
a parte aérea e parte subterranedMdéimucronatafoi gravemente afetado por acido
vanilico e pela mistura de acidos fendlicks,vernaso foi afetada pela mistura de
fenadlicos.

A diferenga da concentragéo entre os acidos fsltomerciais utilizados nos
bioensaios e nos extratos e nos extratos orgaliaosa possivel explicacdo para os
efeitos diferenciais observados em bioensaioszagds (Blum 2014). Neste trabalho
utilizamos concentracdes de acidos fenodlicos pneside determinadas como ativas em
outros estudos (Blurat al 1985a;. 1985b; Lehman e Blum, 1999; Chaves &(4l1;.
Sanchez-Moreiras e Reigosa 2005). Dessa forma givebsque estes valores nao
correspondem a concentracdo eficaz encontradoxtgos e fracdes. Além disso, a
concentracdo de um composto individual pode sestaobialmente diferente de uma
mistura (Blumet al. 1999). Alternativamente, a acdo de &cidos fenslica mistura
pode ndo ser sinérgica e sim antagonista dependindoncentracdo que se encontra
(Blum et al. 1989). EmboraM. bimucronataenha apresentado menos sensibilidade aos
padrdes foi possivel observar que a espécie nar@sle acido vanilico apresentou 0s
cotilédones amarelo palido com manchas castanhgsisdo um sintoma fisioldgico
descrito como clorose. Sabe-se que aleloquimicderporeduzir o teor de clorofila
atraveés da inibicdo da sintese ou da estimulacaegadacdo (Zhou & Yu 2006). O
efeito do acido vanilico na taxa fotossintéticaoedutancia estomatica foi relatada por
Patterson (1981). A clorose foi um sintoma ja desgara plantas expostas para BOA
e DIBOA e foi associado com um inibidor herbicidaoksintética (Barnes & Putnam
1987).

A maioria dos estudos que avaliam a presenca dm$uarbusculares em bambus
estdo interessados na relacdo entre a inoculaciondes e o aumento de biomassa
nessas plantas (Ravikumatr al 1997; Jheet al 2011). Um estudo recente, na India
descreveu a presenca de seis espécies de fungoscddres na rizosfera de
Dendrocalamus strictugAcaulospora scrobiculataslomus aggregatun@G. arborense

G. diaphanumG. intraradixandG. invermayanuin(Jhaet al 2011).Glomus, 0 género
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mais abundante ef. simplexé também o mais comum ddendrocalamus

Em estudos realizados por (Sileaal 2006), em area de floresta Atlantica, em
propriedades com producdo agricola, em banandivissaceae) e mandioca
(Euphorbiaceae) foram identificados como mais abnte$ os génerdscaulosporae
Glomus,este também presente émsimplex

As interac6es mutualisticas com fungos endofits&ms essenciais para a ecologia
e a fisiologia de plantas terrestres, tendo emawvigte aumentam a performance da
planta frente a varios estressores ambientais cwutrientes e agua (Straek al
2003). Associado a isso, sabe-se que podem atoeangar o desempenho da planta por
diferentes vias: aumentando o tamanho ou a bionuassenizes, aumentando as defesas
através da producdo de alcalbides, alterando a rmidade microbiana do solo,
aumentando a habilidade de competitividade (Asalngtnet al. 2012). Tem-se também
conhecimento de as interacfes alelopéaticas podenmediadas pela comunidade
microbiana tendo em vista que fendlicos e flavoesidxsudados de raizes de plantas
afetam a abundancia de fungos micorrizicos arbasesjl que auxiliam a tolerancia das
plantas a varios fatores bioticos e abidticostdessMienerset al 2012).

A identificacdo dos FMA nas raizes Be simplexé um passo importante para
direcionar posteriores estudos de reprodugd@ovitro da espécie, e abre novas
perspectivas para futuros trabalhos. Entretantas mnabalhos serdo necessarios para
determinar o papel destes compostos nos mecanialelapaticos de invasdo de
simplex

Dentre os resultados apresentado em relacdo a sg@@pada quimica do solo,
poucas diferencas foram encontradas entre a areeodeencia e ndo ocorréncia de
simplex As propriedades quimicas do solo encontradasre® @de ocorréncia de A.
simplex séo similares as descritas por Faaral. (2010) para outras areas de floresta
Atlantica onde com solos distréficos, com baixo eHhlta saturagdo de aluminio. A
decomposicao da matéria organica é a principakfdatacidos organicos no solo, mas
a lavagem direta da palha dos residuos vegetamalacio de exsudados radiculares e
microbianos também sdo outras importantes fontesedeacidos (Pavinato & Rosolen
2008).

Os compostos fendlicos identificados por este thabga foram previamente
caracterizados como compostos alelopéaticos em asstudalizados para diversas
espécies. Para bambus compostos como o acido méles cinamico, vanilico,

benzoico, ferulico e siringico foram identificad@sn fracdes ativas dos extratos de
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plantas por Young et al., (1994); 2 al. (2011) e caracterizados como inibidores
eficazes tanto da germinagdo quanto do desenvaitimée plantulas (Rice 1984,
Inderjit 1996; Gniazdowska & Bogatec 2005; WestomMéthesius 2013). De maneira
geral, compostos fendlicos tém mecanismos de achwilaes e atuam
predominantemente na permeabilidade e nas funcéespbteinas das membranas
celulares (Einhelling 2004). Aparentemente a prgg@&s compostos fendlicos aumenta
Einhelling 2004).

Os C-flavonoides: luteolina di-glicosideo, luteali-C-arabinosil-8€-
glicosideo, luteolina-&-glicosideo, luteolina-&-glicosil-8-C-  (isovitexina e
orientina) foram identificados nos extratos de dslldeA. simplex A presencgas destes
compostos foi descrita para outras espécies de bgWianget al 2012; Grombone-
Guaratini et al. 2011) e podem ser encontrados no solo nas fasemis da
decomposicdo de folha (Souto et al., 1994;. Goamzelaal., 1995; Sosa et al., 2010;.
Cescoet al. 2012; Torreset al 2015) e podem ser responsaveis pela diminuicdo da
diversidade e abundancia de espécies lenhosasnteedidiminuicdo da germinacéo de
sementes (Larpkren et al., 2011). Acidos fenolmmso os identificados ed. simplex:
acido caféico, acidop-hidroxibenzdico, éacido dihidroxibenzéico, acido tme-
benzoico, acido metoxi-hidroxi-benzdico glicosidecacido  3,5-dimetoxi-4-
hidrobenzéico e flavonoides, ja tem atividade cavada pela literatura, segundo Ishii-
lamamoto et al (2006) afetam a atividade respiratoria de tecidiogctos e
mitocéndrias. Acido benzoico e seus derivados poihénir a captacdo de nutrientes,
este efeito é associado a alteracdes na membrarteelle 1995; Inderjitet al 2002).

O papel dos flavonodides em atividade alelopati¢a edacionado a quebra de auxina
por oxidases e peroxidases e transporte de aulfahésius 2001; Weston &
Mathesius 2013).

O aumento da velocidade de germinagao, ou aumentoedcimento na presencga
das fracbes pode ser um indicio da presenca dendetelos hormdnios, como
comprovado por estudos realizados com varias espéte bambu Rhyllostachys
edulis P. bambusoidese Sasa kurilensis)indicaram a presenca giberelina (GA)
(Samsoediret al 1996).

A presencga dos compostos nitrogenados: 2-benzomamel (BOA), 7-methoxy-2
Benzoxazolinone (MBOA), 2,4-dihydroxy-7-methoxy-(RH4-benzoxazin-3(4H)-one
(DIMBOA), 2-acetemidophenoxazin-3-one (AAPO) é digagara diversos géneros de
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plantas da familia Poaceae. Para as espe@cigsum aestivumSecale cerealee Zea
maystais compostos foram caracterizados como os paigimetabdlitos secundarios e
podem apresentar alta atividade fitotéxica (Maefaal 2008). Estes compostos sao
derivados a partir de aminoacidos aromaticos, é@sralo chiquimico via do acido e
parecem ser onipresente na familia. (WhitenacKk.€t988). Os compostos isolados
(DIBOA) e (BOA) inibiram o crescimento de mudas meitas espécies de plantas
daninhas e o crescimento da a@jamydomonas rheinhardt{Schreiner & Reed 1908
apud Putnam 1988). Segundo o autor o trabalho de 1908 fwimeiro a relatar que
estes compostos poderiam ser libertados a parptatdas e podia permanecem toxicos
no solo. Desde entdo, varios compostos deste g(B@A, DIMBOM, DIBOA,
MBOA) tém sido isolados a partir de plantas e s@fagnam 1988).

O composto encontrado e nao identificado na fracBat € bastante similar ao
APO (2-aminophenoxazine-ona) um dos compostos fitaiéxicos, gerado a partir do
DIBOA aleloquimico encontrado em gramineas (4-hidr¢2H) -1,4-benzoxazina-3
(4H)-ona) por alteracao microbianas que ocorrersahm (Maciaset al 2005).

Embora tenhamos avaliado a interacdo ecolégidspoelada simplexom outras
espécies em um sistema artificial (placas de Gérhmx resultados obtidos por este
estudo fornecem evidéncias de que a alelopatia éassivel mecanismo atua na
estruturacdo de comunidades dominadas Aorsimplex Entretanto, somente a
identificacdo dos compostos no solo poderad confirmahipotese da atividade
alelopatica dé\. simplexem floresta atlantica.

A presenca dos fungos arbusculares nas raizesspoden fator que influencie a
producdo de compostos e que aumente a competitevidaA. simplex Entretanto,

outros estudos precisam avaliar a complexidada d@&sracao.

6. Referencias bibliograficas

Abhilasha D., Quintana N., Vivanco j. & Joshi J.2008. Do allelopathic compounds
in invasiveSolidago canadensis.l. restrain the native European flora? Jourmhal o
Ecology 96: 993-1001.

Agrawal A. A. 2004. Resistance and susceptibility of milkweedmpetition, root

herbivory, and plant genetic variation. Ecology283:8—2133.

50



An M., Pratley J. E. & Haig T. 2000. Phytotoxicity ofVulpia residuesll: Separation,
identification, and quantitation of allelochemicfiesm Vulpia myuros Journal of
Chemical Ecology 26:1465-1476.

APWEB. 2008. APWEB (Angiosperm Phylogeny Website).
http://www.mobot.org/mobot/research/apwelicessado em 10/03/2015.

Aschehoug E. T., Metlen K., Callaway R. M. & Newcore G. 2012. Fungal
endophytes directly increase the competitive edf@ttan invasive forb. Ecology
93:3-8.

Aschehoug E. T., & Ragan M. & Callaway 2014Morphological variability in tree
root architecture indirectly affects coexistence oaghn competitors in the
understory. Ecology 95:1731-1736tp://dx.doi.org/10.1890/13-1749.1

Aquila M. E. A. 2000. Efeito alelopatico dex & A. St.-Hil. na germinacédo e

crescimento inicial deactuca sativa.. Iheringia 53: 51-66.

Barnes J. P. & Putnam A. L.1987. Role of benzoxazinones in allelopathy bg ry
(Secale cereald..). Journal of Chemical Ecology 13:889-906.

Bais H. P., Vepachedu R., Gilroy S., Callaway R. M& Vivanco J. M. 2003
Allelopathy and exotic plant invasion: from moleesiland genes to species
interactions. Science 301: 1377-1380

Bais H. P., Park S., Weir. T. L., Callaway R. M. &Vivanco J. M. 2004 How plants
communicate using the underground information dugbway. Trends Plant
Science. 9:26-32. doi:10.1016/ j.tplants.2003.18..00

Begon M., Colin R. T. & John L.H. 2007. Ecologia de Individuos a ecossistemas. 4ed.

Blum U., Dalton B. R. & Shann J. R.1985a. Effects of various mixtures of ferulic
acid and some of its microbial metabolic produetscacumber leaf expansion and
dry matter in nutrient bioassay. Journal of Chefriizalogy 11:619-641.

Blum U., Dalton B. R. & Shann J. R.1985b Effects of ferulic and p-coumaric acids in
nutrient bioassay of cucumber leaf expansion amiénted by pH. Journal of
Chemical Ecology 11:1567-1582.

Blum U., Gerig T. M. & Weed S. B.1989. Effects of mixtures of phenolic acids on
leaf expansion of cucumber seedlings grown in okfie pH Portsmouth Al soil
materials. Journal of Chemical Ecology 15:2413-2423

Blum U., Shafer S. R. & Lehman M. E.1999 Evidence for Inhibitory allelopathic
interations involving phenolic acids in field soilsoncepts vs. an experimental

model. Critical Reviews in Plant Sciences 18: 693-6

51



Blum U. & Gerig T. M. 2005. Relationships between phenolic acid conceotis
transpiration, water utilization, leaf area expansiand uptake of phenolic acids:
nutrient culture studies. Journal of Chemical Eggl81: 1907-1932.

Blum U. & Gerig T. M. 2006. Interrelationships betweep-coumaric acid,
evapotranspiration, soil water content, and legfaasion. Journal of Chemical
Ecology 32: 1817-1834.

Blum U., Shafer S. R. & Lehman M. E.1999. Evidence for Inhibitory allelopathic
interations involving phenolic acids in field soilsoncepts vs. an experimental
model. Critical Review in Plant Science 18: 673-693

Blum U. 2011. Plant-plant allelopathic interactions: Phenacids, cover crops, and
weed emergence. Springer Science and Business Maatidrecht.

Blum U. 2014. Plant-Plant Allelopathic Interactions Il. dowatory Bioassays for
Water-Soluble Compounds with an Emphasis on Phenéltids. Springer
International Publishing, Switzerland.

Blum U. & Dalton B. R. 1985. Effects of ferulic acid, an allelopathic quund, on
leaf expansion of cucumber seedlings grown in entriculture. Journal of
Chemical Ecology11:279-301.

Bogatek R., Gniazdowska A., Zakrzewska W., Oracz K& Gawronski S. W. 2006.
Allelopathic effects of sunflower extracts on mudtaeed germination and seedling
growth. Biologia Plantarum 50:156-158.

Borghetti F. & Pessoa D.M.A.1997. Autotoxicidade e alelopatia em sementes de
Solanum lycocarpun$st. Hil. (Solanaceae)n: L.L. Leite & C.H. Saito (orgs.).
Contribuicdo ao conhecimento ecoldgico do cerradiitora da UnB, Brasilia, DF,
pp. 54-58.

Calderon C.E. & Soderstrom T.R.1980. The genera of Bambusoideae (Poaceae) of
the American continent: keys and comments. Smitlaso@ontributions to Botany
44:1:27

Callaway R. M. & Maron J. L. 2006. What have exotic plant invasions taughtues o
the past 20 years? Trends Ecology Evolution 21 360-

Callaway R. M. & Ridenour W. M. 2004. Novel weapons: invasive success and the
evolution of increased competitive ability. Fromsie in Ecology and
the Environmen:436-443.

Cavalheiro A. J., Coutinho I. D., Leme G. M., SilvaA. A. & Silva A. P. D. 2012.

Metabol6mica de cana-de-agucar e sua relacado gpodacao de biomassa vegetal

52



para bioenergialn: N. R. Stradiotto, E. G. Lemos (eds). Bioenergiasquisa,
desenvolvimento e inovacdo — Parte |: biomassa pa&energia. Sao Paulo:
Cultura Académica, pp. 13-34.

Cesco S., Mimmo T., Tonon G., Tomasi N., Pinton RTerzano R., Neumann G.,
Weisskopf, L. Renella G., Landi L. & Nannipieri P. 2012. Plant-borne
flavonoids released into the rhizosphere: impactsoih bio-activities related to
plant nutrition. A review. Biological and Fertilibf Soils 48:123-149.

Chaves N., Sosa T. & Escudero J. @Q001. Plant growth inhibiting flavonoids in
exudates oCitrus ladaniferand associated soils. Journal of Chemical Eco®gy
623 — 631.

Chiapusio G., Sanchez A. M., Reigosa M. J., Gonzalé. & Pellissier F. 1997. Do
germination indices adequately reflect allelocherieffects on the germination
process? Journal of Chemical Ecology 23:2445-2453.

Chou C. H. 2010. Role of allelopathy in sustainable agrimdt use of allelochemicals
as naturally occurring bio-agrochemicals. Alleldpaiournal 25:3-16.

Chou C. H. & Hou M. H. 1981. Allelopathic researches of subtropical vaten in
Taiwan |. Evaluation of allelopathic potential afrbboo vegetation. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the UnitedeStaf America 5:14-27.

Chou C. H. & Yang C. M. 1982 Allelopathic research of subtropical vegetatin
Taiwan Il. Comparative exclusion of understory Bhyllostachys edulisand
Cryptomeria japonicaJournal of Chemical Ecology 8:1489-1502.

Coley P. J. P. & Bryant F. S.1985. Resource availability and plant antiherbavor
defense. Science, USA, v.230, 4728:895-899.

Coutinho I. D., Leme. M. G., Creste S., Hojo O., Qaeiro R. L., Bolzania V. S. &
Cavalheiro J. A. 2014. HPLC-DAD method for metabolic fingerprinting the
phenotyping of sugarcane genotypes. The Royal §oadé Chemistry. DOI:
10.1039/c4ay01750a.

Cruz-Ortega R., Ayala-Cordero D. & Anaya A. L. 2002. Allelochemical stress
produced by aqueous leachateG#llicarpa acuminate effects on roots of bean,
maize and tomato. Physiologia Plantarum 116: 20-27.

Cummings J., Parker I. M. & Gilbert G.S. 2012. Allelopathy: A tool for weed
management in forest restoration. Plant Ecology.k®1007/s11258-012-0154-x

53



Czarnota M. A., Paul R. N., Dayan F. E., Nimbal CI. & Weston L. A. 2001. Mode
of action, localization of production, chemical ur&, and activity of sorgoleone: a
potent PSII inhibitor in Sorghum spp. root exudaW¥sed Technol 15: 813-825

De Candolle A. P 1832 Physiology Vegetale. Paris.

Demain A. L. & Fang A. 2000. The natural functions of secondary metatmlit
Advances in Biochemical Engineering/Biotechnolo§yl6-39.

Ding J., Sun Y., Xiao C. L., Shi K., Zhou Y. H. & Yu J. Q.2007. Physiological basis
of different allelopathic reactions of cucumber digdeaf gourd plants to cinnamic
acid. The Journal of Experimental Botany 58: 376533

Duke S. Q 1986. Microbially produced phytotoxins as hertdés a perspective. In:
Putnam AR, Tang C-S (eds). The science of allelgpatviley, New York, 287—
304

Einhelling F. A. 2004. Mode of allelochemical action of phenoliongnunds.In:
Einhelling F. A., Maclas F. A., Galindo J. C. G.phillo J. & Cutler H.G. (eds).
Allelopathy. CRC Press, Boca Raton, pp. 217-233.

Ens E. J. & French K. 2009. Evidence for allelopathy as a mechanismoairaunity
composition change by an invasive exotic shftirysanthemoides monilifespp.
Rotundata. Plant Soil 316:125-137.

Escudero A., Albert M., J. Pita J. M. & Pérez-Garca F. 2000. Inhibitory effects of
Artemisia herba-alba on the germination of the gpbyte Helianthemum
squamatumPlant Ecology 148:71-80.

Faoro H., Alves A. C., Souza E. M., Rigo L. U., Cmn L. M., Al- alanabi S. M.,
Monteiro R. A., Baura V. A. & Pedrosa F. Q 2010. Influence of soil
characteristics on the diversity of bacteria in thmuthern Brazilian Atlantic
Forest. Applied Environmental Microbiology 76: 444 49.

Filgueiras T. S. & Santos-Gongalves A. P2004. A checklist of the basal grasses and
bamboos in Brazil (Poaceae). Bamboo Science anui@€ul8:7-18.

Filgueiras T. S., Longhi-Wagner H. M., Viana P. L., Zanin A., Guglieri A.,
Oliveira R. C., de. Canto-Dorow T. S., Shirasuna RT., Valls J. F. M. &
Oliveira R. P. 2011. Poaceae in Lista de Espécies da Flora dsilBdardim
Botanico do Rio de Janeiro (http://floradobrasi].gov.br/2011/FB000193).
Gibson D. J.2009. Grasses and grassland ecology. New Yorkot@x#niv. Press.

54



Gonzalez M. E., Veblen T. T., Donoso C. & ValeriaL. 2002. Tree regeneration
responses in a lowlantlotophagusiominated forest after bamboo dieback in
South-Central Chile. Plant Ecolo@$1: 59-73.

GPWG. (The Grass Phylogeny Working Group) 2001. Phylogeny and subfamilial
classification of the grasses (Poaceae). AnnatliseoMissouri Botanical Garden 88:
373-457.

Griscom B. W. & Ashton P. M. S.2003. Bamboo control of forest succcession:
Guadua sarcocarpain Southeastern Peru. Forest Ecology and Managemen
175:445-454.

Griscom B. W. & Ashton. P. M. S.2006. A self-perpetuating bamboo disturbance
cycle in a neotropical forest. Journal of TropiEablogy 22:587-597.

Gniazdowska A. & Bogatek R.2005. Allelopathic interactions between plants.ltMu
site action of allelochemicals. Acta Physiologidarffarum 27:395-407.

Grombone-Guaratini M. T., Jessen R. C., Cardoso-Ljoes E. M. & Torres L. M. B.
2009. Allelopatchic potencial oAulonemia aristulata(Doll) MacClure, a native
bamboo of Atlantic Rain Florest. Allelopathy JourB4:183-190.

Grombone-Guaratini M. T., Cardoso-Lopes E. M., Fukua G.R., Markowitsih C.

J. & Young M. C. M. 2011. Avaliacdo do potencial alelopatico de cinspéeies
de bambu nativas: implicagbes para a dominancestratura florestal. Anais do I
Seminario Nacional da Rede Brasileira do Bambu&0-5

Grombone-Guaratini M. T., Gaspar M., Oliveira V. F., Torres M. A. G. M.,
Nascimento M. A. & Aidar M. M. P. 2013. Atmospheric COenrichment greatly
increases photosynthesis and growth in a woodyidabppbamboo from the
Brazilian Atlantic Forest. New Zealandy JournaBaftany 51:275-28.

Grombone-Guaratini M. T., Jessen R. C., Cardoso-Ljoes E. M. & Torres L. M. B.
2009. Allelopatchic potencial oAulonemia aristulata(Doll) MacClure, a native
bamboo of Atlantic Rain Florest. Allelopathy Jourrzat:183-190.

Harper J. L. 1961. Approaches to the study of plant competitlanF.L. Milthorpe
(ed.) Mechanisms in biological competition. Sociéty Experimental Biology,
Cambridge University Press, Cambridge, pp. 1-39.

Hierrero J. L. & Callaway R. M. 2003. Allelopathy and exotic plant invasion. Plant
Soil 256:29-39.

Huang P. M., Wang M. C. & Wang M. K. 1999. Catalytic transformation of phenolic

compounds in the soil. In: Principles and PracticeRlant Ecologyin: Inderjit.,

55



Dakshini. K. M. M, Foy. C. L. (eds). C. R. C. Press, Boca Raton, pp. 287—
306.

IAS (International Allelopathy Society). 1993 The first world congress of allelopathy,
cadiz , Spain.

Inderjit. 1996. Plant phenolics in allelopathy. Botanical iRev62: 186-202.

Inderjit & Bhowmik P. C. 2004. Sorption of benzoic acid onto soil partichesl its
implications for allelopathy studies. Biology anertity of Soils 40: 345-348

Inderjit & Callaway R. M. 2003. Experimental designs for the study of afiatby.
Plant and Soil. 256:1-11.

Inderjit & Duke S. O. 2003. Ecophysiological aspects of allelopathynl&®17: 529-
539.

Inderjit & Erik T. N. 2003. Bioassays and Field Studies for Allelopathyerrestrial
Plants: Progress and Problems. Critical ReviewAamt Sciences. 22:3-4, 221-238,
DOI: 10.1080/713610857.

Inderjit & Weiner J. 2001. Plantallelochemical interferenceorsoil cleathecology?
Perspectives in Plant Ecology. Evolution and Systams. 4:3-12.
doi:10.1078/1433-8319-00011.

Inderjit & Weston L. A. 2000 Are laboratory bioassays for allelopathy ahlé for
prediction of field responses? Journal of Chemigablogy 26: 2111-2118.

Inderjit.  2001. Soil: environmental effects on allelocherieativity. Agronomy
Journal 93:79-84.

Inderjit, Weston L. A. & Duke S. O. 2006. Challenges, achievements and
opportunities in allelopathy research. Journal leinPInteractions 1: 69-81, DOI:
10.1080/17429140600622535.

Inderjit, Karban R. & Callaway R. M . 2011. The ecosystem and evolutionary
contexts of allelopathy. Trends Ecology Evolutidh655-662.

Ishii-lamamoto E. L., Abrahim D., Sert M. A., Bonato C. M., Kelmer-Bracht A. M.

& Bracht A. 2006. Mitocondrial as a site of allelochemicali@tt In: M. J.
Reigosa, N. Pedrol and L. Gonzéalez, (eds). Alldloyiaa physiological process
with ecological implications. Springer, The Netlaads, pp. 267-284.

Jha A., Kumar A., Saxena R. K., Kamalvanshi M. & Clakravarty N. 2010. Effect
of arbuscular mycorrhizal inoculations on seedliggowth and biomass
productivity of two bamboo species. Indian Jourmdl Microbiology. DOI.
10.0.3.239/s12088-011-0213-3.

56



Judziewicz E. J., Clark L. G., Londoiio X. & Stern M. 1999. American Bamboos.
Washington, DC.: Smithsonian Institution.

Nufiez L. A., Romero R. T., Ventura J. L., Blancas \{ Anaya A. L. & Ortega R. C.
2006. Allelochemical stress causes inhibition miwgh and oxidative damage in
Lycopersicon esculentunMill. Plant Cell and Environment 29: 2009-2016 DO
10.1111/j.1365-3040.2006.01575.x.

Labouriau L. F. G. 1983. A germinacao de sementes. Washington, DE: Gg. dos
Estados Unidos.

Larpkern P., Moe S. R. & Totland &. 2011. Bamboo dominance reduces tree
regeneration in a disrturbed tropical forest. Oegial 165:161-168.

Lehman M. E. & Blum U. 1999 Evaluation of ferulic acid uptake as a meameant of
allelochemical dose: effective concentrations. dauiof Chemical Ecology 25:
2585-2600

Lobo D., Ledo. T., Melo F. P. L., Santos A. M. M.& Abarelli M. 2011. Forest
fragmentation drives Atlantic forest of northeasterBrazil to biotic
homogenization. Diversity Distribution 17: 287—-296.

Macias F. A., Marin. D., Oliveros-Bastidas A., Varea R. M., Simonet A. M.,
Carrera C. & Molinillo J. M. G . 2003. Allelopathy as a new strategy for
sustainable ecosystems development. Biology SciSpeee 17: 18-23.

Macias F. A., Oliveros-Bastidas A., Marin D., Cast@no D., Simonet A. M. &
Molinillo J. M. G. 2005. Degradation studies on benzoxazinoids. @&mgjradation
dynamics of (2R)-2-O-bD-glucopyranosyl-4-hydroxyH({21,4-benzoxazin-
3(4H)one (DIBOA-glc) and its degradation produgibytotoxic allelochemicals
from Gramineae. Journal of Agriculture and Food i@ical 53:554-561.

Macias F. A., Marin D., Oliveros-Bastidas A. & Moinillo M. G. 2009. Discovering
the bioactivity and ecological role of 1,4-benzaranes. Natural Product Report
26: 478-489. DOI: 10.1039/b700682a.

Macias F.A., Molinillo J. M. G., Varella R. M. & Galindo J. C. G. 2007.
Allelopathy- a natural alternative for weed conti@fest Management Science 63:
327-348.

Mandyam K. & Jumpponen A. 2008. Seasonal and temporal dynamics of arbuscular
mycorrhizal and dark septate endophytic fungi itallgrass prairie ecosystem are

minimally affected by nitrogen enrichment. Mycomil8:145-155.

57



Mathesius U.2001. Flavonoids induced in cell undergoing nodufganogenesis in
white clover are regulators of auxin breakdown byopidase. Journal of
Experimental Botany 52:419-426.

May D., Ribas De Oliveira, C., Rocha L. & Maranho L 2011. Efeito de extratos de
casca de café&Cpffea arabica L).na germinacéo e crescimento de pepac(mis
sativusL.). Revista Brasileira de Biociéncias 2: 180-186.

Meiners S. J., Kong C. H., Ladwig L. M., Pisula N.L. & Lang K. A. 2012.
Developing an ecological context for allelopathiar® Ecology 213:1221-1227.
Miré C. P., Ferreira A. G. & Aquila M. E. A . 1998. Alelopatia De Frutos De Erva-
Mate (ll.Exparaguariensis) No Desenvolvimento Ddhdi Pesquisa Agropecuaria

Brasileira 33: 1261-1270.

Montti L., Villagra M., Campanello P. I., Gatti M. G. & Goldstein G. 2013.
Functional traits enhance invasiveness of bambeo cy-occurring tree saplings in
the semideciduous Atlantic Forest. ActaOecolo§it2861-368.

Molisch H. 1937. Der einfluss einer Pflanze auf die andeztsgdhthie. G. Fischer,
Jena, Germany.

Narukawa Y. & Yamamoto S. 2002. Effects of dwarf bambo&#sa sp and forest
floor microsites on conifer seedling recruitmentisubalpine forest, Japan. Forest
Ecology and Management 163:61-70.

Nomiya H., Suzuki W., Kanazashi T., Shibata M., Taaka H. & Nakashizuka T.
2002. The response of forest floor vegetation am tregeneration to deer
exclusion and distribution in a riparian decidudosest, Central Japan. Plant
Ecology 164: 263-276.

Oliveira S. C. C., Gualtieri S. C. J., Dominguez FA M., Moalinillo J. M. G. &
Montoya R. V. 2012. Estudo fitoquimico de folhas 8elanum lycocarpum. St-
Hil (Solanaceae) e sua aplicagdo na alelopatiaa Bdtanica Brasilica 26: 607-
618.

Pavinato P. S. & Rosolem A. C.2008. Disponibilidade de nutrientes no solo -
decomposicao e liberacdo de compostos organicaegiéuos vegetais Revista.
Brasileira de Ciéncias do Solo 32: 911-920.

Peguero G., Lanuza O. R., Save R. & Espelta J. M012. Allelopathic potential of
the neotropical dry-forest tree Acacia pennatulatBe inhibition of seedling
establishment exceeds facilitation under tree casop Plant Ecology.
DOI:10.1007/s 11258-011-0014-0.

58



Perry L. G., Thelen G. C., Ridenour W. M., Weir T.L., Callaway R. M., Paschke
M. W. & Vivanco J. M. 2005. Dual role for an allelochemical: (x)-catethiom
Centaurea maculosaoot exudates regulates conspecific seedling kstatent.
Journal of Ecology 93:1126-1135.

Patterson D. T.1981. Effects of allelopathic chemicals on growtid physiological
responses of soybean (Glicine max). Weed Sciené&SZ®.

Pohlman A. A. & Mccoll J. G. 1986.Kinetics of metal dissolution from forestlsdy
soluble organic acids. Journal of Environmental Qu&5:86-92.

Putham A. R. 1988. Allelochemicals from Plants as Herbicidesed/ Technology
24:510-518.

Putnam, A.R. & Tang C.S 1986 The science of allelopathy. New York, JohileW&
Sons.

Raij B. V. 1983Avaliacao da Fertilidade do Soldampinas: Instituto Agronémico de
CampinasSP.

Reigosa M. J., Pedro L. N. & Gonzalez L2006. Allelopathy: a physiological process
with ecological implications. Springer, Dordrecht.

Rice E. L.1984. Allelopathy. 2ed edition. Academic PresswNork.

Rodrigues B. N., Passini T. & Ferreira A. G 1999. Research on allelopathy in Brazil.
In: S.S. Narwal (ed.) Allelopathy Update Enfield Scefublications 1:307-323.

Rudgers J. A. & Orr S. 2009 Non-native grass alters growth of native sgecies via
leaf and soil microbes. Journal of Ecology 97:2465-2

Samsoedin R. R., Honda I., Yanagisawa t., KobayasM., Kamiya Y. & Takahashi
N. 1996 Gibberellin Biosynthesis in Bambusoideae,sBience, Biotechnology,
and Biochemistry, 60.9: 1497-1499, DOI: 10.1271/6b61.497.

Sanchez-Moreiras M. A. & Reigosa M. J2005 Whole plant response of lettuce after
root exposure to BOA (2(Bl)-benzoxazolinones). Journal of Chemical Ecology
31:2689-2703.

Schenck N. C. & Perez Y.1988. A manual of identification of vesicular-asioular
mycorrhizal fungi. 2 ed. Florida, Gainesville.

Schenk H. J. & Seabloom E. W.2010. Evolutionary ecology of plant signals and
toxins: a conceptual frameworkin: F Baluska, V Ninkovic (eds).Plant
Communication from an Ecological Perspectigerlin, Germany:Springer, p—
19.

59



Schmidt, S. K.1990. Ecological implications of the destructidrjuglone (5—-hydroxy-
1,4—-naphthoquinone) by soil bacteria. Journal afr@ical Ecology 16: 3547—-3549.

Schmidt R. & Longhi-Wagner H. M. 2009. A tribo Bambusae (Poaceae,
Bambusoideae) no Rio Grande do Sul, Brasil. ReBstsileira de Biociéncias 7:
71-128.

Schreiner O. & Reed H. S1908. The toxic action of certain organic plamstituents.
Botanical Gazete 45:73-102.

Schultz M. & Wieland L. 1999. Variation in metabolism of BOA among spedies
various field communities — biochemical evidence ¢o-evolutionary process in
plant communities? Chemoecology 9:133-141.

Shao-Lin P., Wen J. & Qin-Fen G. 2004. Mechanism and active variety of
allelochemicals. Acta Botanica Sinica 46: 757-766.

Strack D., Fester T., Hause B., Schliemann W. & Walter M. H. 2003. Arbuscular
mycorrhiza: biological, chemical, and molecular aspects. Journal of Chemical Ecology
29:1955-1979.

Siemens D. H., Garner S. H., Mitchell-Olds T. & Cdhway R. M. 2002. Cost of
defense in the context of plant competiti@rassica rapamay grow and defend.
Ecology 83:505-517.

Silva C. F., Da Pereira M. G., Silva E. M. R., Da Grreia M. E. F. & Saggin Junior
0. J. 2006. Fungos Micorrizicos Arbusculares Em AreasEmtorno do Parque
Estadual da Serra do Mar em Ubatuba, SP. Caatifgk;10.

Singh N., Ma L. Q., Srivastava M. & Rathinasabapath B. 2006. Metabolic
adaptations to arsenic-induced oxidative stres$taris vittata L. and Pteris
ensiformisL. Plant Science 170: 274-282.

Soderstrom T. R. & Calderon C. E 1974. Primitive forest grasses and evolution of
the Bambusoideae. Biotropica 6: 141-153.

Soderstrom T. R., Judziewicz E. J. & Clark L. G.1988. Distribution patterns of
Neotropical bamboodn: P.E. Vanzolini & W.R. Heyer (eds.) Proceedingsaof
workshop on Neotropical distribution patterns. Amexia Brasileira de Ciéncias.
Rio de Janeiro, pp. 121-157.

Sosa T., Valadares C., Alias J. C. & Lob6n N. Q010. Persistence of flavonoids in
Cistus ladanifeisoils. Plant And Soil 337:51-63.

60



Souto X.C., Gonzalez L. & Reigosa M. J1994. Comparative analysis of allelopathic
effects produced by four forestry species duringodgposition process in their
soils in Galicia (NW Spain). Journal of Chemicablegy 20:3005-3015.

Strobel G., Sugawara F. & Clardy J.1987. Phytotoxins from plant pathogens of
weedy plants. In: Waller GR (ed) Allelochemicalsterof agriculture and forestry.
ACS Synposium Series, vol 330. American Chemicai&y, Washington DC, pp
517-523.

Taiz L. & Zeiger E. 2002. Plant physiology, 3rd edn. Sunderland, MikaSer

Taylor A. H., Jinyan H. & Shigiang Z. 2004. Canopy tree development and
undergrowth bamboo dynamics in old-growth AbiestiBetforests in southestern
China: a 12-year study. Forest Ecology and Manage@&®0:347-360.

Thorpe A. S., Thelen G. C., Diaconu A. & Callay RM. 2009. Root exudate is
allelopathic in invaded community but not in nates@mmunity: field evidence for
the novel weapons hypothesis. Journal of Ecolog§&i764.

Tsai C. S. & Young C. C.1993. Allelochemicals in rhizosphere soils of fenmg and
nonflowering bamboo plant8Botanical Bulletin of Academia Sinica 34:223-234.

Vazquez-de-Aldana B. R., Romo M., Garcia C. A., Pisco C. & Garcia C .B.2011.
Infection with the fungal endophyt€pichloé festucaenay alter the allelopathic
potential of red fescue. Annals of Applied Biology59: 281-290.
doi:10.1111/j.1744-7348.2011.00495.x.

Wang J., Yue Y., Jiang H. & Tang F.2012. Rapid screening for flavones C-
glycosides in the leaves of different species ofmBao and simultaneous
quantitation of four marker compounds by HPLC-UV/DAInternational Journal
of Analytical Chemistry 2012: 205101-25108.

Watkinson A. R. 1998. Reply from A.R. Watkinson. Trends in Ecolagnd Evolution
13: 407.

Watson L. & Dallwitz M. J. 1992. The grass genera of the world: descriptions,
illustrations, identification, and information newal; including synonyms,
morphology, anatomy, physiology, phytochemistry,totygy, -classification,
pathogens, world and local distribution, and rafees. Disponivel em
http://biodiversity.uno.udu/delta.

Weidenhamer J. D.2005. Biomimetic measurement of allelochemicaladyits in the

rhizosphere. Journal of Chemical Ecology 31:221236.

61



Weir T. L., Park S. W. & Vivavon L. M. 2004. Biochemical and physiological
mechanisms mediated by allelochemicals Current iGpim Plant Biology 7:472 —
479.

Weston L. A. & Mathesius U.2013. Flavonoids: their structure, biosynthesid eote
in the rhizosphere, including allelopathy. JoumiaChemical Ecology 39:283-297.

Whitenack C. J., Nair M. G. & Putnam A. R. 1988. 2,2'-oxo- 1,1'azobenzene: A
potential allelopathic compound from breakdown y# (Secale cereale) residues.
Abstr. Weed Science Society of America WSSA. 28:144

Whittaker R. H. & Feeny P. P.1971. Allelochemics: chemical interactions between
species. Science 171:757-770.

Zhou Y. & Yu J. 2006. Allelochemicals and photosynthesns.M Reigosa.; N Pedrol,.
& L.Gonzales. Allelopathy: a physiological procesigh ecological implications.
Dordrecht, Springer, pp. 127-139.

Zar J. H. 1999. Biostatistical analysis. Prentice Hall. Uppaddle River, New Jersey

Zhang W. P. & Clark L. G. 2000. Phylogeny and classification of the Bambdsae
(Poaceae)ln: S.W.L. Jacobs, J.Everett (eds.). Grasses: systaratd evolution.
CSIRO Publishing, Collingwood, Victoria, Australigp. 35-42.

62



ANEXOS

Controle

FA1

FA 2

FA 3

FA 4

FAS5

Anexo 1.Foto (5° dia). Bioensaio de germinacdo das semeetbs bimucronataem

funcdo da concentracdo aplicada do extrato de fatjuwso deA. simplex Controle

(dgua), FA1 (0,66 mg/ml), FA2 (1,0 mg/ml), FA3 @@ml), FA4 (4,0 mg/ml) e FA5
(6,0 mg/ml).
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Controle

Fracdo Hex

Fracdo DCM

Fracdo ActOEt

FracdonBut

Fracdo Aquosa

Anexo 2. Foto (9° dia). Bioensaio de germinacao das sesaald tomate sobre fracdes
do extrato de folha aquoso de simplexControle (dgua), FrHex (hexano), FrDCM
(diclorometano), FrAcOEt (acetato de etila)nBut (n-Butanolico) e FrAq (aquosa

residual). Em destaque, dentro do quadro vermelho fracdegsativ
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Controle
Fracdo Hex
Fracdo DCM
Fracdo ActOEt
FracaonBut

Fracdo Aquosa

Anexo 3.Foto (5° dia). Bioensaio de crescimento das plastde arroz sobre fracbes
do extrato aquoso de folha de simplex.Controle (dgua), FrHex (hexano), FrDCM
(diclorometano), FrAcOEt (acetato de etila)nBut (n-Butanolico) e FrAq (aquosa
residual). Em destaque, dentro do quadro verme#tgdés ativas.
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Controle

AcOEt 1

AcOEt 2

AcOEt 3

AcOEt 4

AcOEt 5

Anexo 4. Foto (6° dia). Bioensaio de germinacdo, sementes de @mo funcdo da
concentracdo aplicada da fracdo acetato de atilexttato de folha aquoso de
simplex Controle (agua), AcOEtl (0,38mg/ml), AcOEt2 (GrgZml), AcOEt3
(1,15mg/ml), AcOEt4 (2,3mg/ml) e AcOEt5 (3,45mg/mBm destaque, dentro do
guadro vermelho fragdes ativas.
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Controle

DCM 1

DCM 2

DCM 3

DCM 4

DCM 5

Anexo 5. Bioensaio de crescimento. Plantulas de arroz i@@°aim fracdo do extrato
aquoso de folha deA. simplex. Controle (agua), DCM1 (0,18mg/ml), DCM2
(0,28mg/ml), DCM3 (0,56mg/ml), DCM4 (1,12mg/ml), M5 (1,68mg/ml).

67



Controle

AcOEt 1

AcOEt 2

AcOEt 3

AcOEt 4

AcOEt 5

Anexo 6. Bioensaio de germinacdo das semented/iddimucronataem funcdo da
concentracdo aplicada da fracdo acetato de etileexd@to aquoso de folha de
A.simplex. Controle (dgua), AcOEtl (0,38mg/ml), AcOEt2 (0,%/ml), AcOEt3

(1,15mg/ml), AcOEt4 (2,3mg/ml) e AcOEt5 (3,45mg/mBm destaque, dentro do

guadro vermelho fracdes ativas.
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Raizes deA. simplex onde é possivel verificar a colonizacdo de furgasorrizicos

arbusculares, e esporos associados.

Esporo deAcaulosporasp.
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Sequéncias obtidas com os resultados do sequemt@oe SANGER.

>JO6 —Glomus

TTTGACCAATTTAAGGGTGGCCCTAATGGAATACTCGTGCTATGCATCCAL
GCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACT
AGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTTCCCGTAAGGTGCCAAATGACACAT
AAATTGAGGTCATCCGATCCCTAGTCGGCATAGTTTACTGTTAAGACTACAA
CGGTATCTAATCGTTTTCGATCCCCTAACCTTCGTTCTTGATTAATGAAAAC
ATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAATAGTTAGTCTTCCGTAAATCCAAGAATTT
CACCTCTAGCAACGGAATACTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATTAC
GGCGATCCTAAAAACCAACAAAATAGAACCGCACATCCTATTCTATTATTCC
ATGCTAATGTATTCAGGCGTAGGCCTGCCTTGAACACTCTAATTTTCTCAL
GTAAAAGTCCTGGTTCCCCAACACACCCAGCAAAGGGCATGCCGGTTCACC
AAGAGGTAAGGCCCAGCCAAACAGTACATACCGTTAGGCAGACCGCCCGGC
CAGGCCTGAAGTTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATACG
CTGTTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAAT
GTTCCTCGT

>JO10 -GlomuskEJA26

CTACCAAAGGCCTAATGGGCATCCCAAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATG
GTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTT
GGTTTCCCGTAAGGCGCCGAATGAGTCATTAAAAAATTAACATCATCCGAT
CCCTAGTCGGCATAGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTC
GATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTT
CGCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAAT
ACTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATTACGTCAATCTTAGAAACCAA
CAAAATAAGATCGAACGTCCTATTTCATTATTCCATGCTAATGTATTCAAGC
GTTAGCCTGCTTTAAACACTCTAATTTTTTCAAAGTAACAGTCCAGTCTCCC
CGCAACACCAAATTAATGGCATTACGGTTCATCAGGAAGGAGGAGCCAGTA
AGACCAGTGCATACCGGAGGCATGACCAATCTACTGACCCCGAAATTCAAC
TACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATT
ACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATT

>J0O12 -Glomus

GCAAAACAGGCGGTTAGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCC
GCGAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTTCCCATAAGGTGCG
GCGGAGTCCTAAAAGCAACATCCGCCGATCCCTAGTCGGCATCGTTTATGEG
TGAGACTAGGACGGTATCTGATCGTCTTCGAGCCCCCAACTTTCGTTCTTA
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TTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTTGTTCGTCTTTCATAAA
TCCAAGAATTTCACCTCTGACTATGAAATACGAATGCCCCCGACTGTCCCG
TTAATCATTACTCCGATCCCGAAGGCCAACACAATAGGACCGGAATCCTAT
GATGTTATCCCATGCTAATGTATACAGAGCGTAGGCTTGCTTTGAGCACTC
AATTTCTTCAAAGTAACAGCACCGGAGGCACGACCCGGCCAGTTAAGGCTA
GGAGCGTATCGCCGGTAGAAGGGACGAGCCAATCGGTGCACACCGCGAGG
CGGACCGGTCGACCCAACCCAAGGTCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAAC
AACTTAAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAG
ACTTGCCCCCCAATGGATC

>JO13 — Archaeosporales 755

GGGGAAGTATTTATTAGGTGGGCAAAATAAGGACCTACGTGCTATGCATCC
AACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTC
ACTAGTGATTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGGTA
ACGGGTAACGGGGTGTTAGGGCACGACACCGGAGAGGGAGCCTGAGAAAC
GGCTACCACATCCAAGGATGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGAC
ACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACGGGGTTCTTTCGGATTTCGT
AATTGGAATGAGTACAATTTAAATCTCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCA
AGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAA
GTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATTTTGGGCCTGGTCGGGCGAT
CGCCTTTTGGTGAGTACTGTCATTGTGCCGGGTCTCTTCTTCTGGTGAGEG
TGTTCTCTTAATTGGGTGCGCTAGGGAATCAGGACTATTACCTTGAAAAAAT
AGAGTGTTTAAAGCGGGCAATTGCTTGAATGCATTAGCATGGAATAATGAA
ATAGGACGGACGGTTCTATTTTGTTGGTTATGGGACCACCGTAATGATTAA

>J0O14 - -Glomus

CTACAAATGGCTTATTGCTTCCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTG
ACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTT
CCCATAAGGTGCCAGCGGTGCCCTAAAAGCAACATCCGCCGATCCCTGGTC
GGCATCGTTTATGGTTGAGACTAGGACGGTATCTGATCGTCTTCGAGCCGL
AACCTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTIG
TTCGTCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACTATGAAATACGAATGC
CCCCGACTGTCCCTGTTAATCATTACTCCGATCCCGAAGGCCAACAGAATS
GACCGAAATCCTGTCATGTTATCCCATGCTAATGTATCCAGAGCGTAGGCT
GCTTTGAGCACTCTAATTTCTTCAAAGTAACAGCGCCGGAGGTGCGGCCCG
GCCAGTTAAGGCCAGGCACGAATCGCCGGCAGAAGGGACGAGTCGACCGG
TGCACACCTAGAGGCGGACCGCCCGGCCCATCCCAAGGTCCAACTACGAGC
TTTTTAACTGCAACAACTTAAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGG
CTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAAATGGG
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>JO15 -Glomusclone EJA93

GGAGCAAATAATATTAAAGTGGAATTTTAGGATACTCAGCTATGCTCCAAC
GCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACT
AGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTTCCCGTAAGGCGCCGAATGAGTCAT
AAAAAATTAACATCATCCGATCCCTAGTCGGCATAGTTTATGGTTAAGACTA
CGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGA
AACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAA
TTTCACCTCTGACAATTGAATACTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATT
ACGTCAATCTTAGAAACCAACAAAATAAGATCGAACGTCCTATTTCATTAT T
CCATGCTAATGTATTCAAGCGTTAGCCTGCTTTAAACACTCTAATTTTTTCAA
AGTAACAGTCCAGTCTCCCCGCAACACCAAATTAGTGGCATTACGGTTCAT
AGGAAGGAGGAGCCAGTAAGACCAGTGCATACCAATGGCATGACCAATCT
ACTGACCCCGAAATTCAACTATGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATA
CGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTC

>JO17 - -Aculussp.

TGGGGAATAACAAATTAAGTGGAACTTATAAGATACTCAGCTATGCATCCA
ACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCA
CTAGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTTCCCATAAGGTGCCGGCGGAGTC
TAAAAGCAACATCCGCCGATCCCTAGTCGGCATCGTTTATGGTTGAGACTS
GACGGTATCTGATCGTCTTCGAGCCCCCAACTTTCGTTCTTGATTAATGAA
ACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTTGTTCGTCTTTCATAAATCCAAGAA
TTCACCTCTGACTATGAAATACGAATGCCCCCGACTGTCCCTGTTAATCAT
ACTCCGATCCCGAAGGCCAACACAATAGGACCGGAATCCTATGATGTTAAC
CCATGCTAATGTATACAGAGCGAAGGCTTGCTTTGAGCACTCTAATTTCTT
AAAGTAACAGCACCGGAGGCACGACCCGGCCAGTTAAGGCCAGGAGCGTA
TCGCCGGTAGAAGGGACGAGCCAATCGGTGCACACCGCGAGGCGGACCGG
TCGACCCAACCCAAGGTCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTAAAT
ATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGC

>J0O18 -GlomusP13-805

CGAACCAGGTGCCTAATGCCATTCCCAACGCGTTAGGGAGCTCTCCCATAG
GTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTT
GGTTTCCCGTAAGGCGCCGAATGAGTCATTATAAAATTAACATCATCCGATT
CCTAGTCGGCATAGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTG
ATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTC
GCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATA
CTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATTACGTCAATCCTAGAAACCAAC
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AAAATAGGATCAAACGTCCTATTTCATTATTCCATGCTAATGTATTCAAGCG
CGAGCCTGCTTTAAACACTCTAATTTTTTCAAAGTAACAGTCCTGATTTCCC
GCCACACCAACTGAATGGCATAACGGTTCGTCAGAAGGGAGAAATCAGTGA
CACCAGTTCATACCAGAGGCACGACCAGCGTACTGATCTCGAAATTCAACT
ACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTA
CCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCCTCCA

>J0O19 -GlomusT4-1.16

GCCGGGTTTTAGGGGGAAGCTCTCCCATAATGGTCGACCTGCAGGCGGCCG
CGAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTTCCCGTAAGGCGCCaA
ATGAGTCATTAAAAAATTAACATCATCCGATCCCTAGTCGGCATAGTTTATG
GTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTG
ATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAATAA
ATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATACTAATGCCCCCAACTATCCCT
ATTAATCATTACGTCAATCCTAGAAACCAACAAAATAGGATCGAACGTCCT
ATTTCATTATTCCATGCTAATGTATTCAGGCGATTGCCCGCTTTAAACACTCT
AATTTTTTCAAAGTAACAGTCCTGATTCCCCGCAACACCAAATTAATGGCAT
TACGGCTCTTCAAGAAGGAGGGACCATCGAAATCAGTACATACCAGAGGCA
CGACCAACCTGATGATCCCGAAATTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAA
CTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGAT
TGC

>JO20 - -Aculus

CTAACCAATGGCTAAATGCATCCCAAACGCGTTAGGGAGCTCTCCCATATG
GTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTT
GGTTTCCCGTAAGGTGCCGGCGGAGTCCTTAAAGTAACATCCGCCGATCAC
GGTCGGCATCGTTTATGGTTGAGACTAGGACGGTATCTGATCGTCTTCGAG
CCCCAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGA
GTTGTTCGTCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACTATGAAATACGA
ATGCCCCCGACTGTCCCTGTTAATCATTACTCCGATCCCGAAGGCCAACGA
ATAGGATCGAAATCCTATCATGTTATCCCATGCTAATGTATCCAGAGCGTAG
GCTTGCTTTGGACACTCTAATTTCTTCAAAGTAACGGCGCCGGAGGAACGE
CCGGCCAATTAAGGCCGGGAGCGCATCGCCGGCAAAAGGGACGAGCCGAC
CGGTGCACACCCGGAGGGCGGACCGGCCGACCCATCCCAAGGTCCAACTAC
GAGCTTTTTAACTGCAACAACTTAAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACC
GCGGCTGCTGGGCACCAGACTTGCCCTCCAATGGAT

>J0O21 - NAO IDENTIFICAVEL
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CAAAACCGGCGGTTTGGGAAGCTCTCCCATATCCGTCGACCTGCAGGCGGC
CGCGAATTCACTAGTGATTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACHA
TGGTGGTGACGGGTGACGGAGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCT
GAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCA
ATCCTGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCTTTGA
GTCTGGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGS
AGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTAT
ATTTAAGTTGTTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGACCTTGGGTTGGGTCA
CCGGTCCGCCTCGCGGTGTGCACCGATTGGCTCGTCCCTTCTACCGGCRAT
CGCTCCTGGCCTTAACTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGTGCTGTTACTTTGBA
AAATTAGAGTGCTCAAAGCAAGCCTTCGCTCTGTATACATTAGCATGGGAT
AACATCATAGGATTCCGGTCCTATTGTGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAAG
ATTAACAGGGA

>JO22 - -Glomus

TAGGGTTTAGGGGGGGAAGCTCTCCCATATCGGTTTGACCTGCAGGCGGCC
GCGAAATTCACTAGTGATTGAACCCAAACACTTTGGTTTCCCATAAGGTGE
AGCGGTGTCCTAAAAGCAACATCCGCCGATCCCTGGTCGGCATCGTTTATG
TTGAGACTAGGACGGTATCTGATCGTCTTCGAGCCCCCAACTTTCGTTCTG
ATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTTGTTCGTCTTTCATAA
ATCCAAGAATTTCACCTCTGACTATGAAATACGAATGCCCCCGACTGTCCO
GTTAATCATTACTCCGATCCCGAAGGCCAACAGAATAGGACCGAAATCCTG
TCATGTTATCCCATGCTAATGTATACAGAGCGTAGGCTTGCCTTGAGCACT
TAATTTCTTCAAAGTAACAGCGCCGGAGGTGCGGCCTGGCCAGTTAAGGCC
AGGCACGAATCGCCGGTAGAAGGGACGAGTCGACCGGTGCACACCTAGAG
GCGGACCGCCCGGCCCATCCCAAGGTCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAA
CAACTTAAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCATCSE
ACTTGCCCTC

>J023 - NAO IDENTIFICAVEL

GCCGGGTTTTGGGGGAGCTCTCCCATATGGTTCGACCTGCAGGCGGCCGCG
AATTCACTAGTGATTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGE
GGTGACGGGTGACGGAGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAG
AAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCC
TGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCTTTGAGTCT
GGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGG
GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATIT
AAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCATAGTTGGACTTTGGGATGGGCCGGCCG
GTCCGCCTTTAGGTGTGCACCGGTCGTCTCGTCCCTTCTGCCGGCGATACG
TCCTGGCCTTAATTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCTGTTACTTTGAAGAA
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TTAGAGTGTTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGAATACATTAGCATGGGATAAC
ATTATAGGATTTCGGTCCTATTACGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATGAT
AACAG

>J0O24 — Archaeosporales

TGGGAATCATATTTAAAGGGGAGATATGGAATACTCATGCTATGCTCCACG
CGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTA
GTGATTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTTTTAACG®
TAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
CACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGATACGGGG
AGGTAGTGACAATAAATAACAATACAGGGCCTTTCCGGTCTTGTAATTGGA
ATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTG
AGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATTTTGGGCCTGGTCGGGCGGTCCGCCTTT
GGTGAGTACTGTCATTGTGCCGGGTCTCTTCTTCTGGTGAGCTAGTGTTCT
TAATTGGGTGCGCTAGGGAATCAGGACTATTACCTTGAAAAAATTAGAGTG
TTTAAAGCGGGCAATTGCTTGAATACATTAGCATGAAATAATGAAATAGGA
CGGACGGTTCTATTTTGTTGGTTATGGGGACCACCGTAATGATTAATAG
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