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RESUMO

Pinus taeda ¢ uma espécie arborea exdtica comum na regiao sul do Brasil. Dentre seus
metabolitos secundarios destacam-se os derivados fenolicos que sdo potenciais aleloquimicos
pela sua alta solubilidade em 4gua e capacidade de inibir o desenvolvimento de outras espécies
vegetais. O sucesso desta espécie como planta invasora em formagdes vegetais campestres tem
sido relacionado aos efeitos fitotoxicos das substancias aleloquimicas. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a fitotoxidez e assim inferir sobre o potencial alelopatico de extratos aquosos
de P. taeda sobre a germinagao e o desenvolvimento de plantulas de espécies (uma nativa e trés
exdticas) ocorrentes nos Campos Sulinos. Os efeitos de diferentes concentragdes dos extratos
aquosos de aciculas (frescas ou da serrapilheira) obtidas em plantios de quatro e 33 anos de
idade foram testados sobre Paspalum notatum, Eragrostis plana, Trifolium repens e Lotus
corniculatus. Também foram avaliados os métodos de processamento do material vegetal para
a extragdo com agua. Os resultados mostraram que os extratos de Pinus taeda foram fitotoxicos
sobre as quatro espécies receptoras, € as respostas variaram com o estado da acicula, modo de
processamento, concentracao dos extratos e idade da planta fonte das aciculas. As
monocotiledoneas receptoras foram mais sensiveis aos extratos aquosos de aciculas verdes de
plantas mais velhas, enquanto que as leguminosas receptoras foram mais sensiveis aos extratos
de aciculas verdes oriundas de plantas de quatro anos. De maneira geral, os extratos de aciculas
oriundas da serapilheira exibiram baixa fitotoxidez, havendo pouca evidéncia de potencial

alelopatico para Pinus taeda, considerando essa via de liberacdo de aleloquimicos.

PALAVRAS-CHAVE: Pinus taeda, Fitotoxidez, Potencial alelopatico, Aciculas, Serapilheira,

Extratos aquosos.



ABSTRACT

Pinus taeda is an exotic tree very common in Southern Brazil. Among its secondary
metabolites, phenolic derivatives are potentially allelochemicals due the water solubility and
capacity to inhibit the development of other plant species. The success of P. taeda as inavsive
species on grasslands has been related to phytotoxic effects from its allelochemicals substances.
The aim of this research was evaluate the phytotoxicty, meanwhile interfering over its
allelophatic potential of aqueous extracts from P. tfaeda on germination and early growth of
four species (one native and three exotics) which occurs in Campos Sulinos. During laboratory
essays, aqueous extracts of needles (fresh or from litters) obtained from four and 33 years old
trees has been tested on Paspalum notatum, Eragrostis plana, Trifolium repens and Lotus
corniculatus. It also has been evaluated the processing methods of plant before extraction. The
results showed that extracts of Pinus taeda were phytotoxic on the four receptor-species and
the responses vary with the state of needles (green or from litter), processing mode, extracts
concentration and age of the plant source of needles. The grasses were more sensitive to
aqueous extracts of green needles from younger plants, while leguminous species were more
sensitive to aqueous extracts of green needles derived from 33 years old plants. In general,
extracts of needles from litters showed low phytotoxity, and there is little evidence of

allelopathic potential of P. taeda, considering this route of allelochemicals release.

KEYWORDS: Pinus taeda, Phytotoxicity, Allelopathic potencial, Needles, Aqueous extracts.
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1. INTRODUCAO GERAL

A alelopatia pode ser um mecanismo importante para o sucesso de plantas invasoras,
contribuindo com a capacidade de espécies exoticas se tornarem dominantes em comunidades
invadidas (Hierro e Callaway, 2003). A invasdo bioldgica ¢ caracterizada pela introdugao,
estabelecimento e dispersdo de uma espécie exotica em ecossistemas naturais ou manejados pelo
homem, de forma que passa a dominar o ambiente e causar danos as espécies originais € ao proprio
funcionamento do ecossistema (Parker et al., 1999; Mack et al. 2000). O processo de invasio
biologica depende, de modo geral, de caracteristicas ligadas ao aumento do sucesso nas fases de
introdugdo e estabelecimento no novo ambiente e de vantagens na competicdo com as espécies
nativas. Além da competicdo por luz, dgua e nutrientes, que contribui para a sobrevivéncia das
espécies no ecossistema, as interagdes entre espécies invasoras € nativas também podem ocorrer
através da alelopatia. Esse fenomeno se baseia na sintese de determinados metabolitos secundarios

liberados no ambiente por uma espécie vegetal e que irdo interferir em alguma etapa do ciclo de

vida de outra planta (Rice, 1984).

Estas substincias sdo denominadas aleloquimicos e podem apresentar ag¢do direta ou
indireta sobre a planta alvo. Os efeitos diretos sdo os mais estudados, e compreendem alteracdes
celulares e metabodlicas, agindo diretamente sobre a germinacao, desenvolvimento ou

crescimento de plantas (Rizvi et al. 1992; Reigosa et al. 1999.

A alelopatia porém, pode ser confundida com competi¢do. Esta também reduz ou
remove do ambiente um fator de crescimento necessario a ambas as plantas (ex. luz, agua,
nutrientes), o que torna a diferenciagao entre essas interagdes dificil a nivel de campo, pois nao

ha como observar se a dominancia de uma espécie ¢ devida a competi¢ao ou a alelopatia

Para que o efeito alelopatico de uma planta seja comprovado, ¢ preciso que um inibidor
quimico esteja sendo produzido, que ocorra numa concentragdo potencialmente efetiva no
ambiente, ¢ que a inibicdo nao possa ser determinada apenas por outros fatores bidticos e

abioticos (Whittaker e Freeny, 1971).

Espécies caducifolias apresentam a caracteristica de depositar grandes quantidades de
biomassa no solo, chamada serapilheira. A serapilheira ¢ um componente importante dentro de
um ecossistema florestal, pois responde pela ciclagem de nutrientes, além de diminuir a
variacao de fatores como umidade e temperatura do solo. Porém, esta matéria depositada no
solo pode agir como fonte de liberagdo de produtos do metabolismo secundario da planta. Por

outro lado, a serapilheira pode exercer um efeito mecanico negativo sobre as plantulas,
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funcionando como uma barreira fisica, impossibilitando a radicula de atingir o solo ou

impedindo que plantulas consigam emergir apds a germinac¢do (Chambers e Macmahon, 1994).

Pinus, género nativo do Hemisfério Norte, retine as espécies mais importantes para a
silvicultura nos trépicos e subtropicos (Richardson, 1998). Diversos estudos apontam que
espécies de Pinus tem efeito alelopatico, inclusive Pinus taeda L. (Hisashi et al., 2009;
Fernandez et al., 2006; Kennedy et al., 2011), uma das mais cultivadas em plantios de florestas
comerciais no estado do Rio Grande do Sul. Suas folhas apresentam formato de agulhas e por
i1sso chamadas de aciculas. Sdo arvores perenes, € suas aciculas sao persistentes, permanecendo
na planta durante cerca de trés a quatro anos, o que acarreta o acimulo de serapilheira com o
aumento da idade da floresta. Além disso, nos plantios comerciais, hd a deposicdo de aciculas
no solo devido ao menejo de corte dos galhos, associada ao grande numero de individuos/area,
resultando em grande quantidade de biomassa no solo, a qual pode agir como fonte de liberagao
de terpenoides e de derivados fenolicos. Os 4cidos fendlicos sdo potenciais aleloquimicos
devido a sua alta solubilidade em agua e propriedades quimicas (principalmente relacionadas a
formacao de ligacdes de hidrogénio e outros tipos de ligacdes fracas com constituintes polares)

que favorecem a interferéncia sobre o crescimento vegetal (Inderjit, 1996).

Essa interferéncia alelopatica desempenha importante papel na dominancia, sucessao e
forma¢ao de comunidades vegetais (Chou, 1999), podendo ser percebida em ecossistemas
florestais de todo o mundo (Blanco, 2007), além de ser uma estratégia de coloniza¢do de muitas
plantas exoticas sobre a comunidade natural (Hierro e Callaway 2003). Para alguns autores,
ecossistemas de florestas de coniferas exercem forte influéncia alelopatica. Kil e Yim (1993)
relataram que substancias toxicas liberadas a partir de Pinus densiflora inibiam a germinagao
de sementes e o crescimento de outras espécies na floresta, resultando em sub-bosque com baixa
riqueza de espécies. Nesse sentido, o efeito alelopatico das aciculas de Pinus spp. depositadas
no solo pode agir como um impeditivo para a recuperagdo de areas de plantios comerciais da
espécie apds o corte raso, uma vez que a presenga de aleloquimicos no solo pode interfirir na
sucessdo vegetacional que promove a estrutura da floresta, ou ainda na produtividade agricola
(Einhellig, 1996; Chou, 1999), caso seja esse o uso posterior do solo. De alguma forma, as
aciculas de Pinus parecem exercer um efeito de inibi¢do sobre as espécies que participam dos
estagios iniciais da sucessdo apds uma perturbagdo, e este efeito dificulta o processo de

restauracao.

Além disso, outro fator que prejudica este processo ¢ a regeneracao do Pinus. Apos o

corte raso da florestas, a regeneragdo espontanea do Pinus, a partir da germinagao de sementes
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anteriormente depositadas no solo, ¢ bastante intensa. Nos Estados Unidos, de acordo com
Dougherty e Duryea (1991), a quase totalidade das florestas de Pinus em segunda e terceira
rotacdo tiveram como origem a regeneracao natural. O problema ¢ que a regeneragao nao
permanece restrita a area dos talhdes, sendo que, geralmente, ha regeneracdo também nas areas

adjacentes aos plantios, constituindo processos de invasdo, muitas vezes em areas protegidas.

Segundo Zalba et al. (2007), o género Pinus apresenta algumas das espécies com maior
potencial de invasdo de ambientes naturais. No hemisfério Norte hd invasdes de Pinus spp. em
ambientes naturais na China, Estados Unidos, Filipinas, Franga, ndia, Israel e Nepal
(Richardson e Higgens, 1998), porém, a contaminagdo bioldgica por espécies deste género
ocorre principalemente no Hemisfério Sul (Rejmanek e Richardson, 1996). O primeiro registro
de regeneracdo natural intensa de espécies do género Pinus, com possivel cardter invasor, foi
de Pinus halepensis na Africa do Sul, em 1855, cerca de 25 anos apds sua introdugio ao pais
(Shaughnessy, 1986). Também na Africa do Sul, em 1890, foi registrada a invasio de Pinus
pinaster (Richardson e Higgins, 1998). Neste pais, milhares de hectares foram dominados por
invasdo de espécies de Pinus, onde foi verificada reducdo de biodiversidade e ameaga de
extingdo de varias espécies (Richardson et. al, 1992). Na Australia, em 1911, Pinus pinaster foi
plantada de forma experimental visando a produ¢do de madeira, porém os plantios ndo se
mostraram vidveis. Como nao houve remoc¢ao das plantas, a espécie se espalhou, invadindo
cerca de 2300 hectares de vegetacdo florestal, nos quais estd sendo realizado atualmente
controle de invasao com queimadas periddicas (Corbett, 1991). Também na Australia, florestas
naturais de Eucalyptus foram invadidas por planta¢des de Pinus radiata localizadas a 1,5 km
de distancia (Chilvers e Burdon, 1983). Na Nova Zelandia sdo citadas treze espécies invasoras

de Pinus, tendo este pais o maior nimero de invasoras do género (Richardson e Higgins, 1998).

Arvores de Pinus spp conseguem escapar de plantios e invadir areas naturais,
especialmente formacgdes vegetacionais abertas, como ecossistemas arbustivos ou campos
(Richardson e Higgens, 1998). Na Argentina, num periodo de 60 anos, a populagdo de P.
halepensis aumentou sua area de ocupagdo em vinte vezes, acarretando a reducao da riqueza e
diversidade de plantas nativas em vegetacao campestre de pampas em areas protegidas (Zalba
et. al, 2000). Nos campos do planalto do Rio Grande do Sul, onde extensas areas de campos
naturais foram transformadas em plantagdes de Pinus spp, a invasao dessas espécies tem sido

observada em areas de campo nativo vizinhas (Overbeck et al, 2007).

Por outro lado, tem sido estudado o uso de espécies florestais exoéticas de rapido

crescimento, como Pinus spp., atuando como facilitadoras em processos de regeneragao natural
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(Lugo, 1992; Fimbel e Fimbel, 1996; Geldenhuys, 1997; Keenan et el., 1997; Ashton at al.,
1997; Oberhauser, 1997; Arévalo e Fernandez-Palacios, 2005; Shibayama et al., 2006). Estas
espécies desempenhariam no sistema o mesmo papel desempenhado por espécies pioneiras sob
condigdes naturais (Silva Junior et al., 1995), promovendo alteragdes ambientais positivas,
como redu¢do da luminosidade ( Ashton et al. (1997), acimulo de biomassa e ciclagem de
nutrientes (Fimbel e Fimbel, 1996), favorecendo assim, o estabelecimento de espécies nativas

no sub-bosque em etapas posteriores (Lugo, 1992).

Portanto, a relagdo entre a deposicao de aciculas no solo e o sucesso de Pinus spp. como
espécie invasora ndo esta clara. A deposicao de aciculas pode produzir um efeito inibitdrio
sobre a vegetacdo do sub-bosque através da liberagdo de substincias do metabolismo
secundario, porém, pode ter um efeito negativo que nao ¢ alelopatico. Quando muito espessa,
a serapilheira pode atuar como barreira fisica ao estabelecimento inicial de determinadas
espécies, conforme explicado anteriormente. Em contrapartida, estudos citados demonstram
que o carater pioneiro da espécie pode favorecer o estabelecimento de espécies nativas no sub-
bosque de plantios de Pinus, o que pode enfraquecer a hipdtese de que esta espécie cause

inibicao da vegetagdo nativa através de alelopatia.

Em estudos de atividade alelopatica de metabdlitos secundarios, procura-se testar o
efeito de uma planta doadora sobre uma planta receptora e utiliza-se como ferramenta inicial
os ensaios de fitotoxidez. Nesses bioensaios, se avalia principalmente o comportamento
germinativo e crescimento inicial de uma espécie vegetal sob a acdo de aleloquimicos. Porém,
resultados de fitotoxidez ndo sao evidéncias de interferéncia alelopatica em ambientes naturais,
pois podem superestimar o potencial alelopatico da espécie (Hierro e Callaway, 2003). Nesses
estudos, as substancias fitoquimicas sdo obtidas por meio de processos quimicos e fisicos que
tem por objetivo maximizar a solubilidade das substancias e extracdo dos tecidos da planta.
Sabe-se que praticamente qualquer planta ¢ capaz de causar efeitos toxicos a outras espécies
em concentracdes elevadas de fitoquimicos (Harper, 1994), porém apenas os compostos
liberados a partir da planta para o ambiente estdo disponiveis para exercer um efeito alelopatico
sobre outro organismo. Devido a agua ser o Unico solvente presente na natureza, a maior parte
dos aleloquimicos ¢ liberada no ambiente na forma de solutos aquosos, por isso, deve-se dar
preferéncia a 4gua como solvente utilizado no preparo dos extratos de material vegetal
(Schmidt, 1990), visto que a extragdo com solventes organicos poderia liberar substancias ou

concentracoes dessas que nao ocorreriam em condig¢des naturais (Inderjit e Dakshini, 1995).



13

Além disso, seus efeitos sdo testados em uma ou poucas espécies, geralmente espécies
cultivadas que ndo ocorrem no mesmo ambiente que Pinus spp, devido a germinagdo rapida e
homogénea e a viabilidade alta das sementes, que sdo caracteristicas uteis para bioensaios
(Reigosa et al., 2013). Uma alternativa a isso € a busca de espécies receptoras que coocorram
com a espécie doadora que se suspeita possuir efeito alelopatico. Desta maneira, os testes de
fitotoxidez podem prever de maneira mais acurada esse fenomeno quimico-ecologico. De toda
forma, testes de fitotoxidez sdo importantes na pesquisa de produtos naturais com potencial

herbicida (Macias et al., 2000).

De fato, um dos aspectos que mais exerce influéncia nos resultados de ensaios de
fitotoxidez ¢ a planta receptora. As espécies exdticas cultivadas, como alface e cebola,
frequentemente utilizadas nos ensaios de fitotoxidez, podem ser mais sensiveis a alguns
aleloquimicos (Inderjit e Nilsen 2003), além de nao representarem a vegetagao que ocorre junto
a espécie estudada. Quando uma planta ¢ exposta a qualquer condi¢do de estresse, como a
presenga de aleloquimicos no solo, durante um longo periodo, isso permite a evolugdo de
mecanismos que tornam a planta tolerante ao fator de estresse (Reigosa et al., 2002; Ridenour
e Callaway, 2004). Assim, os resultados de estudos com plantas cultivadas sdo importantes
para se entender a fitotoxidez das substancias, mas pouco representam os fendmenos que
ocorrem em ambientes naturais, e ndo devem ser usados para explicar padrdes de dominancia

e de invasdo de uma planta em um ecossistema.

E comum em trabalhos referentes aos efeitos fitotoxicos de Pinus spp o uso de métodos
que superestimam as concentracdes das substdncias no ambiente natural e subestimam a
resisténcia das espécies aos aleloquimicos. Nesses estudos as substancias sdo extraidas de
aciculas frescas, retiradas da planta, embora o efeito alelopatico que possa ocorrer seja
principalmente através das aciculas depositadas na serapilheira, que podem ter concentragdes
diferentes de fitoquimicos. Sartor et al. (2009) observaram menor velocidade de germinacao de
Avena strigosa em extrato aquoso de acicula verde de P. taeda, e nenhum efeito quando com

extrato de acicula seca (senescida ou no formato de serrapilheira).

Além disso, a fitotoxidez de uma planta pode variar de acordo com a idade da planta
doadora (Inderjit e Asakawa, 2001). Fernandez et al. (2006) avaliaram os efeitos alelopaticos
de extratos de raizes e de aciculas de Pinus halepensis de trés diferentes idades (+ 10, + 30 e>
60 anos) sobre a germinacdo de Lactuca sativa L. e de Linum strictum L. O efeito inibitorio dos
extratos variou com a idade da planta doadora. Os menores indices de germinagdo foram

obtidos com uso dos extratos de aciculas de plantas mais jovens, € com extratos de raizes
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de plantas mais velhas. Estes resultados foram atribuidos a maior concentracdo de compostos
fendlicos presentes nas aciculas de pinheiros jovens e nas raizes de pinheiros mais velhos. Para
Vyvyan (2002), o potencial efeito alelopatico de P. halapensis € expresso através de lixiviados
das aciculas na fase inicial apos o estabelecimento da planta, enquanto, em estagios sucessionais
posteriores, seria expresso principalmente através de exsudados radiculares (Fernandez et al.,

20006), o que demonstra a importancia de se avaliar o efeito da idade da planta na sua fitotoxidez.

No presente estudo foi testado o potencial alelopatico tanto de aciculas frescas, quanto
de aciculas da serapilheira de plantios de P. taeda, e a extracao das substancias foi realizada
utilizando agua como solvente. Como espécies-receptores optou-se por utilizar representantes
de gramineas e leguminosas herbaceas, selecionadas devido a ocorréncia em areas invadidas
por P. taeda, facilidade na obten¢ao de sementes e germinagao rapida e homogénea. Assim,
foram selecionadas as gramineas Paspalum notatum Fliige, nativa no Rio Grande do Sul e
Eragrostis plana Nees, uma exdtica, porém naturalizada nos campos sulinos (Rolim et al.,
2015). As leguminosas selecionadas foram Trifolium repens L. e Lotus corniculatus L., exoticas

que sdo sobressemeadas nos campos.

Diante do exposto sobre os possiveis efeitos da deposicao de aciculas de P. taeda no
desenvolvimento da vegetacao do sub-bosque de plantios, considerando que j& foram relatados
efeitos negativos e também positivos, e, considerando ainda a importancia dos processos
invasivos de P. taeda em ambientes naturais, principalmente campestres, € o desconhecimento
da sua atividade alelopatica sobre espécies ocorrentes nesses ambientes, foram levantadas as

seguintes questdes:

Pinus taeda interfere na germinacdo e crescimento inicial de espécies vegetais que

ocorrem nos Campos Sulinos?

O estado de conservagdao das aciculas (secas, oriundas da serapilhiera, ou frescas)

interfere na fitotoxidez de extratos aquosos de P. taeda?

O modo de processamento das aciculas (cortadas ou trituradas) interfere na fitotoxidez

de extratos aquosos de P. taeda?

A idade das plantas fonte das aciculas interfere na fitotoxidez dos extratos aquosos?
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1.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial alelopatico de substancias

hidrossoltuveis das aciculas de P. taeda sobre a germinagdo de sementes ¢ o desenvolvimento

de plantulas de espécies campestres ocorrentes nos Campos Sulinos.

1.2 Objetivos especificos

Avaliar a fitotoxidez dos extratos aquosos de aciculas secas, oriundas da serapilheira, e
de aciculas frescas de plantios de P. taeda sobre a germinagdo e o desenvolvimento
inicial das gramineas Paspalum notatum e Eragrostis plana, e das leguminosas Lotus

corniculatus e Trifolium repens.

Avaliar se o método de processamento das aciculas (corte ou trituracao) interfere nos

resultados dos ensaios de fitotoxidez.
Testar o efeito de diferentes concentragdes dos extratos (25, 50, 75 e 100%)

Avaliar a variagdo dos efeitos sobre as espécies-receptoras de acordo com a idade das

plantas fonte das aciculas (quatro ou 33 anos).

1.3 Hipéteses

O efeito inibitério dos extratos de aciculas frescas sobre a germinacdo e o
desenvolvimento inicial das plantas receptoras ¢ maior do que o dos extratos de aciculas

secas, oriundas da serapilheira.
Quanto mais processadas as aciculas, maior o efeito fitotoxico dos extratos.
Quanto maior a concentragdo dos extratos aquosos, maior o efeito fitotoxico.

A fitotoxidez dos extratos de aciculas de plantas de quatro anos ¢ maior do que a dos

extratos de aciculas de plantas de 33 anos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas invasoras

De acordo com a Unido Internacional para Conservacdo da Natureza (The World
Conservation Union — [UCN), a invasdo biologica ja ¢ considerada a segunda principal causa
da perda de biodiversidade no mundo, perdendo apenas para a destruigao de ambientes naturais
pela exploracdo humana direta, e a primeira causa mundial de extingao de biodiversidade em
ilhas e areas protegidas. A invasdo biologica ¢ caracterizada pelo estabelecimento de uma
espécie animal ou vegetal exdtica em ecossistemas naturais ou manejados pelo homem, que
passa a se disseminar e a exercer processos de dominancia sobre a biodiversidade nativa (Parker

et al., 1999; Mack et al. 2000).

Em 1859, Charles Darwin ja havia chamado atencdo para o crescimento de espécies
exdticas em ambientes naturais e sobre o problema que poderiam causar (Rejmanek, 1996).
Contudo, foi em 1958 que este ramo da Ecologia se consolidou com a publicagao de “A
Ecologia das Invasodes”, onde Charles Elton adverte para a necessidade de se conhecer melhor
essas espécies e estabelecer estratégias de controle (Richardson et al., 2000). Nas ultimas
décadas, varias teorias tem sido propostas para explicar os processos de invasdo, baseando-se
em caracteristicas tanto das espécies quanto dos ambientes invadidos (Vermeij, 1996;
Williamson e Fitter, 1996; Mack et al., 2000; Davis e Thompson, 2000; Rejmandk e
Richardson, 1996; Richardson et al., 2000; Kolar e Lodge, 2001; Sakai et al. 2001). Identificar
os fatores determinantes do estabelecimento de populagdes de espécies introduzidas em um

novo ambiente ¢ essencial para estabelecer estratégias de manejo (Kolar e Lodge, 2001).

Geralmente, o processo de invasdo ¢ analisado por meio de duas abordagens diferentes.
Uma busca compreender o que torna determinados ambientes mais vulneraveis a invasao, € a
outra estuda as caracteristicas biologicas e ecologicas das espécies invasoras. Alguns ambientes
sdo aparentemente mais suscetiveis a invasdo do que outros. A ocorréncia de distirbios no
ambiente invadido ¢ bastante citada como um fator facilitador de invasdes biologicas (Ladge,
1993; Burke e Grime, 1996). Disturbios liberam oportunidades de nichos ¢ aumentam a
disponibilidade de recursos, reduzindo a competi¢do das espécies exoticas com as espécies
nativas, permitindo o estabelecimento destas (Mack et al., 2000, Sakai et al., 2001). O
isolamento geografico e historico e a baixa diversidade de espécies nativas também sdo
caracteristicas de ambientes suscetiveis a invasdo. Outra teoria para o sucesso de espécies

invasoras ¢ a “hipotese da fuga dos inimigos naturais”. A teoria defende que nos ambientes
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invadidos as espécies exoticas estdo livres de seus inimigos co-adaptados, incluindo
competidores, predadores, parasitas e doencas, estando aptos a utilizar todo seu potencial
competitivo (Darwin, 1859; Elton, 1958; Gillet, 1962; Williams, 1954, apud Hierro e Calaway,
2003). No entanto, ha poucas razdes para se pensar que plantas introduzidas se beneficiam da
fuga dos inimigos (Maron e Vila, 2001). A falta de evidéncias diretas que sustentem esta
hipotese (Daehler e Strong, 1997; Willis et al., 1999; Maron e Vila, 2001) indicam que outros

mecanismos devem estar envolvidos no sucesso das plantas invasoras.

O processo de invasao de uma espécie num ambiente novo depende, de modo geral, de
caracteristicas ligadas ao aumento do sucesso nas fases de introducgdo e estabelecimento no
novo ambiente e de vantagens na competi¢do com as nativas. O processo de invasdo comega
com o transporte de individuos de sua regido nativa para novas localidades, sendo o homem o
principal agente dispersor dessas espécies (Cassey et al., 2005). O sucesso na introducao esté
ligado a pressdo de propagulos, portanto, quanto maior o nimero de propagulos, maior a
probabilidade da espécie se tornar invasora (Collautti et al., 2006). Plantas que se tornam
invasoras geralmente apresentam caracteristicas que as tornam melhores competidoras e que
sdo apontadas como responsaveis pelo poder de invasao (Williamson e Fitter, 1996). Uma
espécie invasora €, de modo geral, uma espécie generalista, com alta eficiéncia fotossintética e
no uso de nutrientes, que produz grande quantidade de sementes, tendo o vento como principal
dispersor ou apresenta reproducdo assexuada bem desenvolvida, tem crescimento rapido,
maturacao precoce, ¢ ¢ bem adaptada a areas degradadas (Rejmandk e Richardson, 1996;

Williamson e Fitter, 1996).

2.2 Alelopatia

Diversas restri¢des ecologicas podem dificultar a germinacdo e o desenvolvimento das
plantulas. Esses fatores podem ser abiodticos, como temperatura, disponibilidade de agua,
caracteristicas do solo, ou bidticos, como pisoteio, pastejo do gado, competicao, herbivoria e

alelopatia (Becker et al, 2006).

O primeiro registro sobre a capacidade que certas espécies vegetais possuem de
interferir na fisiologia de outras plantas foi descrito por Democritus (500 a.C.) e, posteriormente
por Theopharastus (300 a.C.). Ambos expuseram que plantas de grao-de-bico (Cicer arietinum
L.) ndo revigoravam o solo como outras plantas, ao contrario, o exauria €, a0 mesmo tempo,

destruia as plantas invasoras (Rice, 1984). No século XIX, De Candolle verificou que os
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aspectos quimicos e bioldgicos dos solos decorrente da monocultura, durante anos seguidos,
era causado pelo acimulo de algumas substancias exsudadas pelas plantas, que passavam a
afetar o proprio desenvolvimento (Rice, 1984), e entdo expds a primeira teoria sobre essa
interferéncia. A teoria dizia que raizes de plantas teriam além da fun¢do de absorcdo, a de
excrecdo, e que essas excretas seriam toxicas, afetando o proprio desenvolvimento (Rice, 1984).
Essa teoria foi contestada e aos poucos foi sendo abandonada, a medida que surgiram estudos
sobre plantas produzirem substancias quimicas prejudiciais as outras. J4 no século XX, em
1909, Schreiner e Shorey comprovaram a existéncia de toxinas em solos antes cultivados e

deixados em pousio (Almeida, 1990).

Em 1937, o pesquisador alemdo Hans Molisch sugeriu pela primeira vez o termo
alelopatia, a partir da unido das palavras allelon e pathos, que significam, respectivamente,
mutuo e prejuizo. Segundo Molisch, alelopatia ¢ a capacidade de as plantas, superiores ou
inferiores, produzirem substancias quimicas que liberadas no ambiente influenciam de forma
favoravel ou desfavoravel o desenvolvimento de outras (Molish, 1937 apud Rice, 1984). Rice
(1984) propds uma defini¢ao mais abrangente do termo, considerando tanto efeito direto quanto
indireto, danoso ou benéfico que uma planta (ou microrganismo) exerce sobre outra pela
produgdo de compostos quimicos liberados no ambiente. Para Lambers et al. (1998), alelopatia
designa o efeito negativo de uma planta sobre o crescimento ou desenvolvimento de outra

através da emissao de substancias quimicas no ambiente.

Estas substancias produzidas por espécies vegetais sao os aleloquimicos, distribuidos
em todos os seus o0rgaos e liberados para o ambiente de diversas formas. Podem ser substancias
volatilizadas pela parte aérea, exsudadas pelas raizes, liberadas pela decomposi¢do dos 6rgaos
da planta ou por meio de chuvas, causando lixivia¢do desses compostos do extrato superior da
planta ou da serapilheira para o solo (Rice, 1988). Os fatores ambientais podem influenciar o
processo de liberagao de aleloquimicos, e seus efeitos podem ser mais ou menos pronunciados

e determinados pelas caracteristicas de cada espécie e idade da planta (Sartor et al., 2009).

Os produtos quimicos considerados como alelopaticos ultrapassam o nimero de 10 mil,
agrupados em varias classes, de acordo com suas caracteristicas. Estas substancias dificilmente
agem como fatores isolados, porém suas interacdes e agdes sinérgicas somadas as condi¢des
ambientais propiciam a interferéncia alelopatica (Almeida, 1988). As classes de substancias
mais comumente associadas aos efeitos alelopaticos sdo os 4cidos fendlicos, cumarinas,
terpenoides, alcaloides, glicosideos cianogénicos, saponinas, taninos, quinonas complexas,

flavonoides e o etileno (Rodrigues e Lopes, 2001; Souza e Furtado, 2002).
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De acordo com o modo de acdo dos aleloquimicos, pode-se dividi-los como de acdo
direta e indireta. Na acdo direta ocorre absor¢do de aleloquimicos pelas células da planta
receptora, havendo a interferéncia da fitotoxina com sistemas fisiologicos e/ou metabodlicos. Na
acdo indireta ha modificagdes nas propriedades do solo e nas suas condi¢des nutricionais, €
alteragdes de populagdes e/ou atividade dos microrganismos (Ferreira ¢ Aquila, 2000). Os
aleloquimicos podem interferir na germinagao, dorméncia, biomassa e crescimento das plantas,
além de afetar as estruturas citoldgicas e ultraestruturais; horménios; membranas e sua
permeabilidade; absor¢do de minerais; movimentos de estOmatos; sintese de proteinas;
atividade enzimatica; relagdes hidricas e condugdo; material genético, induzindo alteragdes no

DNA e RNA (Rizvi et al., 1992).

2.3 Espécie doadora (Pinus taeda L.)

O género Pinus pertence a familia Pinaceae, ordem Coniferae, do grupo das
Gymnospermae. Nativo do Hemisfério Norte, ocorre naturalmente da regido polar até os
tropicos, englobando os continentes da Europa, Asia, América do Norte e Central, nio
ocorrendo naturalmente na América do Sul. Plantas do género Pinus caracterizam-se por serem
tolerantes a temperaturas extremas e ao plantio em solos rasos e poucos produtivos, que,
associadas ao rapido crescimento e facil reprodugdo, o torna um dos géneros mais importantes
para a silvicultura nos tropicos e subtrépicos (Richardson, 1998). Segundo Shimizu (2005), a
regido de ocorréncia natural de P. taeda apresenta clima imido, temperado-ameno, com verdes
quentes e longos. A precipitacdo média anual varia de 1.020 mm a 1.520 mm e o periodo livre
de geadas varia de cinco meses na parte norte até dez meses na parte costeira sul. No Brasil,
estas condigdes sdo encontradas em todo o planalto das regides Sul e Sudeste que inclui as
partes mais chuvosas do sul dos estados de Sao Paulo e Minas Gerais, e as partes serranas dos
estados de Santa Catarina, Parand e Rio Grande do Sul, incluindo os Campos de Cima da

Serra.

Datam de 1906 as primeiras referéncias sobre a introducdo de espécies de Pinus no
Brasil (Lafgren apud Kronka et al., 2005), mas foi entre os anos de 1960 e 1970 que o género
comecgou a ganhar destaque no Brasil devido a politicas de incentivos fiscais instituidas pelo
governo federal em resposta a demanda por madeira para o setor industrial (Kronka et al., 2005).
A boa adaptacdo as condi¢des ambientais brasileiras, assim como seu crescimento rapido, suas

dimensdes homogéneas e suas diversas aplicagdes favoreceram o seu emprego no setor
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madeireiro e nas industrias de papel e celulose. Atualmente o Brasil apresenta grandes areas de
povoamento de Pinus spp, com destaque para a regido sul, onde estd localizada mais de 80%
da area plantada com espécies do género no pais (ABRAF, 2014). Devido a caracteristicas como
rapido crescimento e resisténcia a geadas, as duas espécies mais cultivadas do género no sul do

pais sdo o Pinus taeda e o Pinus elliotti (Shimizu, 2005).

Com plantas muito vantajosas em termos competitivos, o género Pinus representa
algumas das espécies com o maior potencial de invasdo de ambientes naturais (Zalba et al.,
2008). Entre os principais aspectos que t€ém sido relacionados com o sucesso das invasdes
biologicas de Pinus estdo a alta capacidade de produgdo de sementes e alta germinabilidade,
pequenos intervalos de tempo entre safras de alta produtividade de sementes, periodos juvenis
curtos, longo tempo de resisténcia das sementes nas areas introduzidas, cultivo intensivo, além
da efetiva dispersao de suas sementes (Higgins e Richardson, 1998). A facil disseminagdo de
suas sementes pelo vento ocorre devido ao seu tamanho diminuto e por apresentarem estruturas
adaptadas, podendo se dispersar a 100 metros ou mais da planta mae. Em um experimento
realizado para avaliagdo de mecanismos envolvidos em dispersao de sementes anemocoricas,
foi observada uma distancia de dispersao para Pinus taeda de até 200 metros em uma area de

floresta com densidade média de 311 arvores/ha (Nathan et al., 2002).

As plantas desse género apresentam concentragdes elevadas de resinas e substancias
fenolicas, representando mecanismos de defesa vegetal contra ataque de patogenos e
ferramentas empregadas no processo competitivo entre espécies (Manninem et al., 2002). Os
acidos fenodlicos causam impactos nos processos de fotossintese, sintese proteica, absor¢ao
mineral, sintese de clorofilas, e, sobretudo, alteram a permeabilidade das membranas e o
balango hidrico (Rice, 1984). Associadas a essas caracteristicas, arvores de Pinus spp resultam
na deposicao de grandes quantidades de biomassa no solo, a qual pode agir como fonte de
liberacdo das substancias fenodlicas das aciculas, alterando as propriedades fisicas e quimicas
do ambiente, o que pode interferir em outras espécies. Por outro lado, a deposicao de aciculas
no solo pode atuar como barreira fisica ao estabelecimento inicial de determinadas espécies,
dificultando a penetracdo de sementes, impossibilitando a radicula de atingir o solo ou
impedindo que plantulas consigam emergir apds a germinagao (Chambers e Macmahon 1994),

ocasionando também um efeito negativo, porém, ndo alelopatico.

No Brasl, o P. taeda é conhecido popularmente como pinheiro-amarelo, pinheiro-rabo-
de-raposa, pinheiro-do-banhado, pinus e pinho-amarelo (Lorenzi, et al., 2003). Segundo

Marchiori (1996), as arvores alcangam 20m de altura e 100cm de D.A.P. (didmetro a altura do
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peito), com copa densa, ramos acinzentados e casca gretada. As folhas sdo aciculares, verde-
escuras, reunidas em grupos de 3 por fasciculo e medem 15 a 20 cm de comprimento. As

sementes sao pequenas (Smm), com asas de até 25 mm.
2.4 Invasao Biologica nos Campos Sulinos

Os Campos sulinos situam-se no bioma Pampa, onde correspondem a fisionomia vegetal
caracteristica, ¢ no Bioma Mata Atlantica, associados as florestas de Araucaria, formando
extensos mosaicos de campo e floresta (Boldrini, 2009). As formagdes vegetais campestres sao
as paisagens dominantes no Rio Grande do Sul, ocupando atualmente cerca de 10,5 milhdes de
hectares (Overbeck et al., 2007). Esse tipo de formacao se caracteriza pela presenga de uma
vegetacdo rasteira e pequenos arbustos distantes entre si. Sua diversidade vegetal ¢ formada por

cerca de 2.200 espécies campestres (Boldrini, 2009).

Frequentemente, os campos sdo diferenciados em campo limpo, onde prevalecem
gramineas (Poaceae) e ciperaceas, assim como muitas espécies herbaceas pertencentes a varias
familias botanicas, e campo sujo, onde além das gramineas e herbaceas baixas ocorrem
arbustos, principalmente da familia Asteraceae (Baccharis gaudichaudiana, B. uncinella), e

gravatas (Eryngium spp.; Apiaceae) (Klein 1978).

Além de seu papel importante para a pecuaria, sendo principal fonte forrageira, o bioma
Pampa garante servigos ambientais importantes, como a conservacao de recursos hidricos e
controle de erosdo dos solos, disponibilidade de polinizadores, provimento de recursos
genéticos, com o abrigo de alta biodiversidade, e beleza cénica com potencial turistico
importante (Boldrini et al., 2010). Porém, esse tipo de formagdo vegetacional esta exposto a
varias ameacas, entre elas a alteracao da paisagem por meio da agricultura, pastoreio e plantio

de extensas areas de Eucalyptus, Acacia e Pinus.

A preservacdo deste ambiente tem recebido uma menor importincia quando
comparados com os demais biomas do pais, e tem sido rotulado de bioma negligenciado
(Overbeck et al., 2007) devido as ameagas € ao seu estado atual de conservagao. Atualmente, a
cobertura da vegetacdo campestre original do Rio Grande do Sul ¢ de aproximadamente 64 mil
km?, isto é, 51 % da vegetacio campestre original foram descaracterizadas com finalidade

econOmica e para urbanizagdo (Boldrini, et al., 2010).

A expansao das plantagdes de arvores representa uma mudanca dréstica nas tendéncias
de cultivo, na estrutura da paisagem e nos processos ecologicos, uma vez que gera uma fonte

significativa de propagulos que, com freqiiéncia, resulta no estabelecimento de populacdes
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espontdneas em remanescentes naturais (Zalba e Ziller 2008). Nao sdo todas as espécies
introduzidas que conseguem estabelecer populagdes auto-regenerativas e avangar sobre
ambientes naturais ou semi-naturais € a maioria também nao chega a causar impactos
importantes, entretanto, as que tém éxito freqiientemente sdo responsaveis por profundas
mudangas ambientais (Mooney et al. 1999). O avango de espécies de arvores e arbustos
invasores se destaca entre as principais ameagas para os ambientes de campos naturais, pois
substituem rapidamente a vegetagao local dos campos naturais, os quais sdo poucos ou nada

tolerantes a sombra (Zalba e Villamil 2002, Richardson e Higgins 1998, Richardson et al. 2008),

As sementes das espécies cultivadas de Pinus tem alto poder de dispersdo e colonizagio
em ambientes abertos, sendo consideradas espécies invasoras agressivas sobre os campos

naturais (Overbeck et al., 2007).

Esse tipo de formacgao se caracteriza pela presenca de uma vegetagdo rasteira € pequenos
arbustos distantes entre si. Sua diversidade vegetal ¢ formada por cerca de 2200 espécies
campestres, sendo 523 gramineas (Poaceae) e 250 leguminosas (Fabaceae) (Boldrini, 2009). As
espécies-receptoras usadas no presente estudo foram selecionadas devido a ocorréncia em
formagdes campestres invadidas por P. taeda no Rio Grande do Sul, além de possuirem

caracteristicas desejaveis em bioensaios.

2.4.1 Paspalum notatum Fliige

Comumente denominada grama-batatais, grama-forquilha, grama-pensacola, dentre
outras denominagoes, P. notatum Fliige pertence a familia Poaceae, a qual inclui 793 géneros e
cerca de 10000 espécies (Watson e Dollwitz, 1992). Burman (1985) citou para o Brasil 197
géneros e 1368 espécies. No Rio Grande do Sul, ocorrem aproximadamente 110 géneros e 450
espécies (Boldrini et al., 2005). Os representantes da familia Poaceae ocorrem em praticamente
todas as comunidades herbaceas de distintos ecossistemas, ¢ predominam em formagodes
campestres, sendo menos comuns no interior de formagdes florestais (Boldrini, 2009). O género
Paspalum ¢ um dos mais importantes dentro da familia Poaceae, devido ao elevado ntimero de
espécies e a sua ampla distribuicdo geografica, com centro de origem e diversificagdo na

América do Sul.

Segundo Boldrini et al. (2005), P. notatum ¢ uma das espécies herbaceas mais comuns
no Rio Grande do Sul, sendo nativa, perene e, devido ao habito rizomatoso e estolonifero, tem

vantagens em relacdo as demais espécies, frente aos diferentes disturbios como geada, seca e
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pisoteio. Importante economicamente, a espécie caracteriza-se por formar um denso gramado,
fornecendo forragem de boa qualidade. Suas sementes sdo comercializadas e a planta ¢ usada
para a formacao de pastagens, além de gramados, conservagao de taludes e controle de erosao,
dispersando-se através de rizomas e sementes. A maior parte da producdo desta espécie ocorre
nos meses mais quentes do ano, devido as maiores temperaturas (25 a 30°C) e dias mais longos,
por ser uma planta com mecanismo fotossintético do tipo C4, que requer temperaturas elevadas
e altas taxas de luminosidade para o seu pleno desenvolvimento (Newman et al., 2010). Tem

boa resisténcia a seca e tolera temperaturas baixas e solo de média fertilidade.

2.4.2 Eragrostis plana Nees

Eragrostis Wolf (Poaceae) ¢ um género cosmopolita, com cerca de 350 espécies
distribuidas nas regides tropicais, subtropicais e temperadas de ambos os hemisférios (Boechat
etal., 2001). O género apresenta dois centros de diversidade especifica, a Africa e as Américas.
No Brasil, estd representado por 36 espécies nativas e 15 exoticas, e ocorre em ambientes
variados como brejos, margens de cursos d agua, matas, cerrado, caatinga, locais antropizados
e areas de campo (Boechat & Longhi-Wagner 2001), incluindo os ecossistemas campestres do

Rio Grande do sul, com representantes nativos e exoticos.

Conhecida como capim-annoni-2, Eragrostis plana Ness € uma espécie perene, nativa
da Africa do Sul. Suas caracteristicas de alta prolificidade, rusticidade e adaptagdo a solos
pobres permitiram grande multiplicagdo e comportamento invasivo (Boldrini et al., 2005). E.
plana ocorre em solos secos, mas pode ser encontrada em solos mal drenados ou mesmo
echarcados. E uma espécie estival, cespitosa, formando touceiras profundamente enraizadas,
podendo atingir até¢ 110 cm de altura quando florescidas. A principal forma de reprodugao ¢
sexual, mas também se reproduz vegetativamente, pela expansao lateral de suas touceiras. Sua
rota fotossintética ¢ C4. Prolifera-se em areas que sofreram distarbios, como campos
abandonados ap0s cultivo, locais com solos compactados, € em locais ricos em nutrientes, como
os de repouso de animais ou ao redor de acudes e bebedouros, onde ¢ alta a concentragdo de

fezes e urina.

Os primeiros registros desta espécie no RS datam de 1950 (Reis, 1993), quando foi
introduzidas acidentalmente. Devido a grande produgao de folhagem, passou a ser distribuida
sob forma de sementes para vérias regides do RS e outros estados (Medeiros et al., 2004). Na

década de 1970 teve sua comercializag@o e transporte proibidos no RS, pois estudos revelaram
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que se tratava de uma espécie problema. Além da baixa qualidade nutricional, € rejeitada pelos
bovinos, o que permite dispersar sua populagdo e ocupar facilmente campos e pastagens. Desde
o inicio dos anos 1990 ¢ considerada a invasora mais agressiva e de mais dificil controle nos
campos do RS (Reis, 1993), com area invadida de aproximadamente 10% da &rea do bioma

Pampa (Medeiros et al., 2004).

2.4.3 Trifolium repens L.

O género Trifolium L. pertence a familia Fabaceae, ¢ inclui cerca de 255 espécies
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do globo. A bacia Mediterranea e a regido
Californiana do oeste dos Estados Unidos sdo os locais mais provaveis para o centro de origem
deste género (Zohary e Heller, 1984). A maior diversidade de espécies americanas estd na
América do Norte, onde sdao descritas cerca de 60 espécies, enquanto 13 ocorrem na América
do Sul, sendo trés delas nativas do Rio Grande do Sul (Lewis et al., 2005). Espécies deste género
constituem os trevos verdadeiros, que ocupam distintos habitats. S3o resistentes ao frio e

toleram solos acidos, sendo encontrados nas pastagens naturais do Rio Grande do Sul.

Muitas espécies exodticas de trevo sao cultivadas como forrageiras, de alta qualidade e
palatabilidade. Trifolium repens € provavelmente a espécie mais amplamente cultivada, com
grande impacto na agricultura entre as leguminosas forrageiras (Lewis et al, 2005). Trata-se de
uma planta perene, herbacea, pouco ramificada, de 20 a 30 cm de altura. Desenvolve-se bem
em locais humidos e com elevado teor de matéria organica, como margem de rios e locais
ruderais, margem dos campos e pastagens. E razoavelmente tolerante a geada e vegeta bem a
sombra. Foi introduzida no sul do Brasil para fins forrageiros, e como conseqiiéncia,

naturalizou-se em todo o planalto meridional.

2.4.4 Lotus corniculatus L.

O género Lotus L. pertence a familia Fabaceae, e agrupa cerca de 150 espécies, com
distribuicao natural cosmopolita. A maior concentragdo de espécies encontra-se na regido do
Mediterraneo, indicando ser este o seu centro de origem. O género ¢ composto por espécies
perenes e anuais, caracterizando-se por plantas de porte baixo, habito prostrado ou ereto, muito
citadas como pioneiras. Possuem boa capacidade de adaptacdo em solos acidos com baixa
fertilidade e sob condigdes de pastejo, sendo utilizadas para formagao de pastagens (Seaney e

Henson, 1970).
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Trés espécies perenes tém sido mais difundidas como forrageiras, pela sua grande
representacao nas regides temperadas: Lotus uliginosus Schkuhr (cornichdo-dos-banhados), L.
corniculatus L. (cornichdo) e L. tennuis Waldst & Kit. O cornichdo tem sido a espécie mais
estudada, sendo inclusive, a de maior importancia para o Rio Grande do Sul (Caroso et al.,
1982). O cornichao ¢ originario da Europa, predominantemente da Francga e Italia, e a referéncia
mais antiga de seu uso em cultivo de pastagens data de 1650, quando, desde entdo, o seu uso
foi expandido pelo mundo (Hughes, 1981). Existem populag¢des naturalizadas nas Américas do
Sul e do Norte, destacando-se nas regides temperadas do sul do Brasil, Uruguai, Argentina,
Chile, Australia e Nova Zelandia (Steiner, 1999). Sua introduc¢ao no Rio Grande do Sul data de
1940, e seu cultivo foi expandido a partir de 1955. E uma das leguminosas mais populares no
Rio Grande do Sul devido ao no seu alto valor nutritivo e facil adaptacao a diferentes tipos de

solo.
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3. MATERIAL E METODOS

Os efeitos fitotoxicos de diferentes concentragdes de extratos aquosos de aciculas
frescas e aciculas da serapilheira de P. taeda, sob duas técnicas de liberacdo dos compostos
foram avaliados sobre a germinagdo de sementes e o desenvolvimento de plantulas de espécies
campestres. Também foi avaliada a variagao do efeito decorrente da idade das arvores. Como
espécies-receptoras foram utilizas as gramineas Paspalum notatum e Eragrostis plana, e as

leguminosas Lotus corniculatus e Trifolium repens.

3.1 Coleta de aciculas de P. taeda

A coleta de aciculas de P. taeda foi realizada em julho de 2014, em plantios comerciais
com idades de quatro e 33 anos, em drea pertencente a empresa Tunas Altas Reflorestamento,
localizada no distrito de Vila Oliva, na cidade de Caxias do Sul (Figura 1). A propriedade possiu
cerca de 600 hectares aonde predomina a silvicultura. O local apresenta coordenadas 29°13' de
latitude sul e 50°53' de longitude oeste. O distrito de Vila Oliva localiza-se no nordeste do Estado
do Rio Grande do Sul, na regido dos Campos de Cima da Serra e o clima predominante na regiao

¢ o cfa, clima temperado imido com verao quente, segundo a classifica¢do climatica de K&ppen.

Figura 1 — Plantio comercial de P. taeda em Caxias do Sul. A) Aciculas frescas. B) Aciculas da serapilheira.

A l
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para realiza¢ao dos ensaios aciculas frescas e aciculas da serapilheira de cada idade de
plantio foram coletadas. As aciculas frescas foram coletadas de diferentes individuos com
auxilio de podao, e as da serapilheira, em diferentes pontos dos plantios. As aciculas foram

levadas ao laboratério, espalhadas sobre a bancada e secas a temperatura ambiente, por 72



27

horas, a fim de diminuir o risco de contaminagao por fungos. Em seguida, foram acondicionadas

em sacos plasticos e armazenadas em freezer, a temperatura de -18°C, para sua conservagao.

3.2 Preparo dos extratos aquosos

Para cada ensaio, parte das aciculas eram retiradas do freezer e lavadas com solugdo de
agua e hipoclorito de s6dio, na proporcao 3:1, durante cinco minutos e enxaguadas com agua
destilada, para evitar a contaminagdo por fungos. Apds secas, as aciculas eram cortadas com
tesoura, em pedacgos entre 2 ¢ 3 cm, ou trituradas em moedor de café para liberagdo dos

compostos (Figuras 2).

‘;’f

Figuras 2 — Aciculas de P. faeda. A) Aciculas cortadas oriundas da serapilheira. B) Aciculas trituradas
oriundas da serapilheira. C) Aciculas frescas cortadas. D) Aciculas frescas trituradas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para mimetizar a dissolugdo dos metabolitos secundarios presentes em P. taeda da
forma mais aproximada possivel em relagdo ao que ocorre no ambiente (por lixiviagdo), a d4gua
¢ o solvente mais indicado. No entanto, extratos aquosos sao um meio ideal para proliferagao
de microrganimos, entre eles os fungos, que também produzem metabdlitos secundarios em
grande quantidade. No método de extracdo por maceracao esttica a frio, o material vegetal ¢
mantido em solu¢do por dias, acarretando na sua contaminacdo. Visando o aumento na
efetividade do processo extrativo, optou-se pela extracdo por maceragdo a quente, diminuindo

o tempo de extracdo,e consequentemente, o risco de contaminagao.
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Esta técnica consiste em aquecer a agua a 60° C e imergir o material vegetal pesado,
permanecendo por 60 minutos a temperatura constante (Figuras 3). Esse procedimento ¢
realizado em placa de aquecimento. As aciculas frescas e da serapilheira, cortadas ou trituradas,
das duas idades de plantio foram submetidas a extracdo a quente para obtencao de solucdes
estoque de extrato aquoso na concentracdo 10% (10 g de material vegetal/100 mL de dgua
destilada). As solugdes resultantes foram coadas em peneira e filtradas em papel filtro para
remover residuos do material vegetal. Em seguida, foram diluidas, e assim obtidas
concentracoes de 25 %, 50%, 75% e 100% de cada solucao inicial. Para as aciculas frescas, a
correcao do teor de agua foi feita, onde aciculas frescas e secas foram pesadas e secas em estufa
até estabilizarem seu peso. Entdo, para preparo dos extratos com aciculas frescas foi utilizado
12 g de material vegetal/100 mL de agua. A escolha da concentracao das solugdes estoque se
deve ao limite de saturagdo da solugdo, obtido através de testes piloto. Os extratos aquosos das
aciculas de P. taeda mais o tratamento controle (dgua destilada) totalizaram 33 tratamentos,

como pode ser observado na Tabela 1.

Figuras 3 — Método de extracio por maceraciio a quente. A) Material vegetal imerso em agua a
60°C por 1 hora em placa de aquecimento. B) Soluciio estoque de extrato aquoso filtrada em papel filtro.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 1 - Descricio dos tratamentos, idade da planta doadora, estado de material vegetal, modo de
processamento e concentracées dos extratos aquosos (p/v).
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Idade da planta doadora (P. taeda)

Estado da acicula

Processamento Concentragao (%)

4

B TR R T S T T LT S S SN S S P N

Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Frescas
Frescas
Frescas
Frescas
Frescas
Frescas
Frescas
Frescas
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Seca/Serapilheira
Frescas
Frescas
Frescas
Frescas
Frescas
Frescas
Frescas
Frescas

Cortadas
Cortadas
Cortadas
Cortadas
Trituradas
Trituradas
Trituradas
Trituradas
Cortadas
Cortadas
Cortadas
Cortadas
Trituradas
Trituradas
Trituradas
Trituradas
Cortadas
Cortadas
Cortadas
Cortadas
Trituradas
Trituradas
Trituradas
Trituradas
Cortadas
Cortadas
Cortadas
Cortadas
Trituradas
Trituradas
Trituradas
Trituradas

25
50
75
100
25
50
75
100
25
50
75
100
25
50
75
100
25
50
75
100
25
50
75
100
25
50
75
100
25
50
75
100

3.3 Bioensaios

Para avaliar o efeito dos extratos sobre a velocidade de germinagao e taxa de germinagao

das sementes das espécies receptoras, 30 diasporos foram semeados em placas de Petri (90 x

15mm) contendo uma folha de papel filtro umidecida com 7 ml dos diferentes extratos e com

agua destilada no grupo controle, compondo quatro repeti¢des por tratamento. As placas foram

seladas com filme pléstico para reter a umidade e incubadas em sala de germinagdo a uma
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termpertura média de 21°C (exceto P. notatum, que requer temparatura superior para
germinagdo e foi incubada em prateleiras fechadas que atingem 26°C), com ciclo didrio de
luz/escuro de 12 h/12 h. A iluminagao foi fornecida por lampadas fluorescentes brancas (20

W), com irradiagao de 48 mol m?/s.

O registro do numero de didsporos germinados foi realizado a cada 12 h ou 24 h,
dependendo da espécie, tendo em vista as diferentes velocidades de germinagao, até se observar
sua estabilizagdo. O indice de velocidade de germinacao (IVG) foi calculado usando a seguinte
formula: IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn; onde G1, G2, Gn = numero de plantulas
computadas na primeira, na segunda e na tltima contagem; e N1, N2, Nn = niimero de dias de
semeadura a primeira, segunda e ltima contagens. A taxa de germinagao foi determinada como
a porcentagem final de germinagao dos diasporos, a qual foi calculada apds a estabilizagao da

germinagao.

Para o ensaio de crescimento, sementes das espécies receptoras foram germinadas sobre
papel filtro em placas de Petri, contendo papel filtro umedecido com 7 ml de dgua destilada e
incubados nas mesmas condigdes descritas. O tempo de germinagdo variou de espécie para
espécie. As plantulas foram entdo selecionadas por uniformidade de tamanho, transferidas para
placas de Petri contendo papel filtro e 7 ml dos tratamentos foram aplicados. Cada tratamento
teve quatro repetigdes, com 20 plantulas por placa. As plantulas foram mantidas expostas aos
tratamentos por 96 h. Apds esse periodo, foram fotografadas e, posteriormente, foi medido o
comprimento da parte aérea e da raiz (cm) de 15 plantulas por placa, utilizando-se o software
Imagel. Devido ao numero de tratamentos, € por consequéncia, ao volume de placas, os ensaios
foram realizados separadamente, por espécie e por tipo de ensaio, de acordo com o suporte da

sala de cultivo.

20 plantulas pré-
germi'nédas.

Ll

Figuras 4 — Bioensaios de avaliacio do efeito dos extratos sobre: A) velocidade de germinagao e taxa de
germinaciio das sementes. B) crescimento de plantulas pré-germinadas.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 5 - Representacio dos tratamentos com quatro repeticoes cada.

—— . ™
4 repeticdes por -
tratamento

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4 Analises estatisticas

Os parametros analisados (porcentagem de germinacao, IVG, comprimento da parte
aérea e comprimento da raiz) foram submetidos a analise de variancia unifatorial, comparando
todos os tratamentos por testes de aleatorizagdo com 10.000 permutacdes e incluindo a
comparagao par a par. A andlise utilizou distancias euclidianas, e foi considerado um nivel de

significancia de p <0,05. Os testes foram realizados utilizando o software MultiV (Pilar, 2009).
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4. RESULTADOS
4.1 Ensaios de Germinac¢io

A porcentagem total de germinagao e o indive de velocidade de germinagao das espéceis
receptoras submetidas ao controle com agua destilada podem ser observados na Tabela 2. A
germinagdo de trés das espécies receptoras em agua destilada (controles) atingiram valores
médios em torno de 70%. Destacou-se a percentagem de germinacdo de Eragostis plana, que

atingiu 96%.

Tabela 2 - Valores médios dos parimetros taxa de germinacio de sementes e indice de velocidade de
germinaciio (IVG) observados nas espécies-receptoras submetidas ao tratamento controle (dgua destilada).
Os valores estdo expressos como médiatdesvio padrao, n = 4.

Germinacao

Espécie-receptora (%) IVG

P. notatum 77,0£11,9 7,4£2.0
E. plana 96,0+5,0 6,4+0,7
T. repens 71,0+£6,8 14,7+0,9
L. corniculatus 71,0+6,9 6,4+0,6

4.1.1 Taxa de Germinacao

Na Tabela 3 sdo apresentados os efeitos dos tratamentos com extratos de aciculas de
Pinus taeda sobre a taxa de germinacdo das espécies receptoras. A influéncia dos extratos ¢

expressa em porcentagem em relagdo aos valores obtidos nos tratamentos controle.
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Tabela 3 - Efeito (% em relagdo ao tratamento controle) na germinacio de P. notatum, E. plana, T. repens e
L. corniculatus expostas a diferentes concentracoes de extratos de aciculas de Pinus taeda. Aciculas cortadas
oriundas da serapilheira (ASC), aciculas trituradas oriundas da serapilheira (AST), aciculas frescas
cortadas (AFC), e aciculas frescas trituradas (AFT), provenientes de plantas de quatro e de 33 anos. Valores

.....

Concentragao Efeito na germinacao (%)

Idade Extrato (%) ’ P. notatum E. plana T. repens L.corniculatus
4 ASC 25 -29 -2 -6 -18
4 ASC 50 -27 -5 14 2
4 ASC 75 -8 -3 10 -6
4 ASC 100 12 -17 21 -15
4 AST 25 8 -8 4 5
4 AST 50 -12 -3 0 -14
4 AST 75 -5 -15 13 21
4 AST 100 3 21%* 7 21
4 AFC 25 9 -8 17 -24%
4 AFC 50 -13 -13 13 -15
4 AFC 75 -49* -17% 4 -47*
4 AFC 100 -74%* -41%* 11 -44%*
4 AFT 25 -3 -10 -3 -32%
4 AFT 50 =27 -34% -3 -33*
4 AFT 75 -29 91* -6 -62*
4 AFT 100 -7T7* -93* -32 -74%*
33 ASC 25 21 3 -3 -6
33 ASC 50 -3 -3 18 -5
33 ASC 75 -9 -16 11 -44*
33 ASC 100 1 -6 4 21
33 AST 25 14 -3 0 -18
33 AST 50 0 -3 7 -9
33 AST 75 -34 -9 -24 -19
33 AST 100 0 -23 -51% -19
33 AFC 25 -6 -7 -15 -7
33 AFC 50 -1 -15 -10 -5
33 AFC 75 -6 -14 4 -19
33 AFC 100 -13 -25% 7 -38
33 AFT 25 -14 -24% -4 -22%
33 AFT 50 -42% -57* -34 -33
33 AFT 75 -51% -85% -69 -66*
33 AFT 100 -68* -92% -76%* -92%

(*) Diferenca significativa em relagdo ao controle (no tratamento), de acordo com PERMANOVA, com p<0,05.
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Observou-se-se que os extratos de aciculas secas, oriundas da serapilheira, de plantas
de quatro e de 33 anos ndo afetaram a taxa de germinacgdo de P. notatum. Ja os extrato de
aciculas frescas, independente da idade da planta fonte das aciculas, inibiram o parametro
analisado, sendo que apenas aciculas trituradas de plantas de 33 anos causaram inibigao.
Observou-se também que a inibi¢do foi maior com o aumento da concentragdo dos extratos. As
concentragdes de 50% e 100% dos extratos de aciculas frescas cortadas (AFC), de plantas de
quatro anos, inibiram a germinac¢ao de P. notatum em 49% e 74% em relagdo ao tratamento
controle, respectivamente. Uma inibicao de 77% na germinagdo foi observada no tratamento
com extrato de aciculas frescas trituradas (AFT), também de plantas de quatro anos, na
concentracdo 100%. Em relagdo aos efeitos dos extratos de aciculas de plantas de 33 anos, foi
observada inibi¢ao de 42%, 51% e 68% na germinagao de P. notatum submetido ao tratamento

AFT, nas concentracoes 50%, 75% e 100%.

Os extratos de aciculas secas oriundas da serapilheira também ndo inibiram a
germinacao de E. plana, com excegdo do extrato ndo diluido (100%) obtido de aciculas secas
trituradas (AST) de plantas de quatro anos, que reduziram em 21% a taxa de germinacdo em
relagdo ao controle. Os extratos obtidos de aciculas frescas influenciaram a germinabilidade de
E. plana, sendo os maiores valores de inibi¢ao obtidos com os tratamentos com aciculas frescas
trituradas (AFT). Praticamente todos os tratamentos AFT inibiram a germinagdo, com o efeito
mais pronunciado nas concentragdes 75% e 100%, tanto dos extratos de aciculas de plantas de

quatro anos (91% e 93%, respectivamente), quanto de 33 anos (75% e 92%, respectivamente).

A taxa de germinacao de 7. repens pouco foi afetada pelos extratos de aciculas de P.
taeda. Apenas extratos de aciculas de pantas de 33 anos inibiram o pardmetro analisado, sendo
apenas os tratamentos com aciculas trituradas, e nas maiores concentragdes. A taxa de
germinagdo de 7. repens foi inibida pelo tratamento AST, ndo diluido (inibi¢do de 51% em
relacdo ao controle), e pelo tratamento AFT, também nao diluido (inibicdo de 76% em relacdao

ao controle).

Extratos de aciculas da serapilheira pouco afetaram a germinacdo de L. corniculatus.
Apenas o tratamento AST, de aciculas de plantas de 33 anos, na concentragdo 75%, inibiu o
parametro (inibicdo de 44% em relagdo ao controle). No entanto, a taxa germinacdo desta
espécie foi bastante inibida pelos extratos de aciculas frescas, principalmente pelos tratamentos
AFT. A taxa de germinagdo desta espécie foi inibida por praticamente todos os extratos obtidos
de aciculas frescas de plantas de quatro anos, com as maiores porcentagens de inibi¢do

observadas nos tratamentos AFT, nas concentragdes 75% e 100% (inibi¢cdo de 62% e 74% em
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relacdo ao controle, respectivamente). Aciculas frescas de plantas de 33 anos afetaram a
germinagdo de L. corniculatus apenas com os tratamentos AFT, com inibi¢do mais pronunciada

nas concentracdes 75% e 100% (66% e 92%, respectivamente).

4.1.2 Velocidade de Germinac¢ao

Os efeitos dos extratos de aciculas de P. taeda sobre o IVG das espécies receptoras
podem ser observados na Tabela 4. Os extratos de aciculas frescas mostraram-se mais ativos
sobre o IVG de P. notatum quando comparados aos extratos de aciculas da serapilheira, com as
maiores porcentagens de inibi¢ao nos tratamentos AFT. Os valores de inibigdo aumentam com
a concentracdo dos extratos. As aciculas da serapilheira de plantas de quatro anos inibiram o
IVG nos tratamentos ASC, na concentragao 25% (inibi¢cdo de 34% em relagdo ao controle), e
AST, na concentragdo 50% (inibi¢ao de 29% em relagao ao controle). J4 em relagdo as aciculas
da serapilheira de plantas de 33 anos, s6 o tratamento AST, nas concentracdes 75% e 100%
inibiu o IVG de P. notatum (51% e 30% em relacdo ao controle, respectivamente). Houve
inibi¢do do IVG com os extratos de aciculas frescas de plantas de ambas as idades, com as
porcentagens de inibicdo maiores nos tratamentos AFT, na concentragdo 100%, tanto com
aciculas de plantas de quatro anos, quanto de 33 anos (inibicdo de 84% e 82%,

respectivamente).

O IVG de P. notatum foi mais sensivel aos extratos de aciculas frescas quando
comparados aos extratos de aciculas da serapilheira, com maiores porcentagens de inibi¢ao nos
tratamentos AFTO. Os valores de inibi¢do aumentam com a concentracdo dos extratos. As
aciculas da serapilheira de plantas de quatro anos inibiram o IVG nos tratamentos ASC, na
concentragdo 25% (inibicdo de 34% em relagdo ao controle), e AST, na concentragcdo 50%
(inibicdo de 29% em relacdo ao controle). Ja em relag@o as aciculas da serapilheira de plantas
de 33 anos, so o tratamento AST, nas concentragdes 75% e 100% inibiu o IVG de P. notatum
(51% e 30% em relacdo ao controle, respectivamente). Houve inibi¢do do IVG com os extratos
de aciculas frescas de plantas de ambas as idades, com as porcentagens de inibi¢do maiores nos
tratamentos AFT, na concentracao 100%, tanto com aciculas de plantas de quatro anos, quanto

de 33 anos (inibi¢do de 84% e 82%, respectivamente).
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Tabela 4 - Efeito (% de diferenca em relaciio ao tratamento controle) no indice de velocidade de germinacéo
de P. notatum, E. plana, T. repens e L. corniculatus expostas a diferentes concentracdes. Aciculas cortadas
oriundas da serapilheira (ASC), aciculas trituradas oriundas da serapilheira (AST), aciculas frescas
cortadas (AFC), e aciculas frescas trituradas (AFT), provenientes de plantas de quatro e de 33 anos. Valores

.....

Idade Extrato Conce;ntragﬁo Efeito no IVG (%)
(%) P. notatum E. plana T. repens L.corniculatus

4 ASC 25 -34* -5 -6 -5

4 ASC 50 -44 -16%* -8 -16
4 ASC 75 -30 -15 -19 -15
4 ASC 100 -4 -36%* -2 -36
4 AST 25 4 -14 -22% -14
4 AST 50 -29% -7 -30* -7

4 AST 75 -24 -27* -29* -27*
4 AST 100 -30 -35% -46* -35%
4 AFC 25 -13 -18 -9 -18*
4 AFC 50 -30 -23 -24 -23%
4 AFC 75 -63* -38%* -43%* -38%*
4 AFC 100 -80* -59% -52% -59*
4 AFT 25 -28 -28%* -54%* -28%*
4 AFT 50 -49% -50% -57* -50%*
4 AFT 75 -52% -90* -69* -90*
4 AFT 100 -84* -94* -80* -94*
33 ASC 25 -44 -6 -30* -6

33 ASC 50 -25 -15 -27* -15
33 ASC 75 -36 -25 -35% -25%
33 ASC 100 -24 -19 -52% -19*
33 AST 25 -4 -17 -48%* -17
33 AST 50 -20 -15 -56* -15%
33 AST 75 -51* -22% 26%* -22%
33 AST 100 -30%* -41%* -89* -41%*
33 AFC 25 -29% -18 -74%* -18*
33 AFC 50 -33%* -20% -62%* -29
33 AFC 75 -27 -32% -47* -32%
33 AFC 100 -42% -46%* -32% -46*
33 AFT 25 -44* -43% -66* -43%*
33 AFT 50 -68%* % -84* A%
33 AFT 75 -74%* -89%* -92%* -89*
33 AFT 100 -82% -93* -96* -93*

(*) Diferenca significativa em relagdo ao controle (no tratamento), de acordo com PERMANOVA, com p<0,05.

O IVG de E. plana foi inibido mais vezes por extratos de aciculas frescas do que por
extratos de aciculas da serapilheira. Os tratamentos ASC e AST de plantas de quatro anos

afetram o parametro analisado, com as maiores porcentagens de inibi¢do obtidos com extratos
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ndo diluidos (100%) (36% e 35% em relacdo ao controle, respectivamente). J4 em relagdo as
aciculas da serapilheira de plantas de 33 anos, somente o tratamento AST afetou o IVG, com
inibicao de 21% e 41% nas concentragoes 75% e 100%. Aciculas frescas afetaram o IVG de E.
plana, independente da idade da planta doadora, sendo as porcentagens de inibigdo mais
elevadas nos tratamentos AFT, em suas maiores concentragdes (75% ¢ 100%), com valores

entre 89% e 94% de inibicdo em relagdo ao controle.

Praticamente todos os extratos de aciculas de P. taeda afetaram o IVG de
T. repens. Apenas o tratamento ASC de aciculas de plantas de quatro anos nao afetou o
parametro analisado em nenhuma das concentragdes do extrato. O tratamento AFC, de aciculas
de plantas de quatro anos s6 ndo inibiu o IVG nas concentragdes 25% e 50%. Todos os demais
extratos afetaram o [IVG de T. repens em todas as concentragdes, com inibic¢ao entre 22% e 96%
em relacdo ao controle, com as maiores porcentagens de inibi¢do nas concentragdes 75% e

100% dos tratamentos AFT.

O tratamento ASC de aciculas de plantas de quatro anos também nao afetou o IVG de
L. corniculatus, assim como as concentragdes 25% e 50% dos extratos AST, de aciculas de
plantas de quatro anos, e ASC, de aciculas de plantas de 33 anos. Todos os demais extratos
inibiram o IVG de L. corniculatus, com inibi¢do pronunciada nas concentracdes 75% e 100%
dos tratamentos AFT, independente da idade da planta fonte das aciculas, com inibi¢do entre

90% e 94% em relagdo ao controle.

4.2 Ensaio de crescimento inicial

Na Tabela 5 € possivel observar os valores médios do comprimento da parte aérea e da
raiz das plantulas de P. notatum, E. plana, T. repens e L. conrniculatus crescidas em agua

destiladas (controles).

Tabela 5 - Valores médios dos parametros crescimento da parte aérea e crescimento da raiz observados
nas espécies-receptoras submetidas ao tratamento controle (4gua destilada). Os valores estio expressos
como médiatdesvio padrio, n = 4.

Espécie-receptora Comprimento da parte aérea (cm) Comprimento da raiz (cm)
P. notatum 1,9+0,2 2,0+0,4
E. plana 1,1+0,1 1,2+0,1
T. repens 0,6+0,1 2,2+0,3

L. corniculatus 0,6+0,1 1,3+0,1
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4.2.1 Crescimento inicial da parte aérea

Na Tabela 6 se observa os efeitos dos extratos de aciculas de P. faeda no comprimento
da parte aérea das espécie-receptoras. A influéncia dos extratos € expressa em porcentagem em

relacdo aos valores obtidos nos tratamentos controle.

Tabela 6 - Efeito (% de diferenca em relaciio ao tratamento controle) no crescimento inicial da parte aérea
de P. notatum, E. plana, T. repens e L. corniculatus expostas a diferentes concentracdes. Aciculas cortadas
oriundas da serapilheira (ASC), aciculas trituradas oriundas da serapilheira (AST), aciculas frescas
cortadas (AFC), e aciculas frescas trituradas (AFT), provenientes de plantas de quatro e de 33 anos. Valores

.....

Crescimento da parte aérea (%)

Idade Extrato  Concentracao (%) .
P. notatum E. plana T. repens L.corniculatus

4 ASC 25 0 e 3 26*
4 ASC 50 13 1 9 25
4 ASC 75 2 -8 9 38+
4 ASC 100 24 5 4 24
4 AST 25 20% 6 3 23
4 AST 50 6 8 -1 19
4 AST 75 17 4 4 18
4 AST 100 11 _16% 10 21
4 AFC 25 10 3 3 34
4 AFC 50 11 _13% 3 50%
4 AFC 75 3 -8 6 38+
4 AFC 100 11 6 2 56*
4 AFT 25 9 _15% -8 45
4 AFT 50 13 _12% 21 33%
4 AFT 75 2 9 26* 6
4 AFT 100 9 -16 -30* 54
33 ASC 25 0 7 5 19
33 ASC 50 41% 13 9 22
33 ASC 75 21 0 2 10
33 ASC 100 9 1 -14 5%
33 AST 25 16 8 6 -18
33 AST 50 _19 0 9 4
33 AST 75 17 3 10 6
33 AST 100 26 4 0 20
33 AFC 25 2 5 1 29
33 AFC 50 -1 19 9 15
33 AFC 75 0% 15 -8 27
33 AFC 100 _16 7 9 22
33 AFT 25 12 2 -8 40
33 AFT 50 16 6 6 31
33 AFT 75 5% 9 -8 25
33 AFT 100 _33% 5 2 8

(*) Diferenca significativa em relacdo ao controle (no tratamento), de acordo com PERMANOVA, com p<0,05.
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O crescimento da parte aérea de P. notatum foi afetado por poucos dos extratos de
aciculas de P. faeda. Enquanto os extratos de aciculas de plantas de quatro anos estimularam o
crescimento da parte aérea, trés dos quatro extratos de aciculas de plantas de 33 anos que
afetaram o parametro inibiram o crescimento. O estimulo foi ocasinado pelos tratamentos ASC,
com extrato ndo diluido (estimulo de 24% em relagdo ao controle), ¢ AST, na concentragao
25% (estimulo de 20% em relagdo ao controle) de aciculas de plantas de quatro anos, e pelo
tratamento ASC, na concentracdo 50% (estimulo de 41% em relagdo ao controle) de aciculas
de plantas de 33 anos. Os tratamentos de aciculas de 33 anos que inibiram o crescimento aéreo
foram AFC, na concentragdo 75% (inibi¢do de 22% em relagdo ao controle) e AFT, nas

concentragdes 75% e 100% (inibi¢cdo de 25% e 33%, respectivamente.

Apenas extratos de aciculas de plantas de quatro anos afetaram o comprimento da parte
aérea de E. plana, com valores baixos de inibicao em relagao ao controle. Houve inibigao deste
parametro no tratamento ASC, na concentracao 25% (11% de inibi¢ao), AST, na concentragio
100% (16% de inibi¢do), AFC, na concentragdo 50% (inibi¢do de 13%) e AFT, nas
concentragdes 25% e 50% (15% e 12%, respectivamente).O unico extrato de aciculas de P.
taeda que afetou o comprimento da parte aérea de plantulas de 7. repens foi AFT de aciculas
de plantas de quatro anos, nas concentragdes 75% e 100%. Estes extratos inibiram o pardmetro

em 26% e 30% em relag@o ao controle, respectivamente.

A maioria dos extratos de aciculas de P. taeda que afetaram o comprimento da parte
aérea de L. corniculatus foram os obtidos de aciculas de plantas de quatro anos. A excegdo do
tratamento AFT ndo diluido, os demais tratamentos de aciculas de plantas de quatro anos
estimularam o crescimento da parte aérea de L. corniculatus. Apenas o tratamento ASC, de
aciculas de plantas de 33 anos, na concentragdo 100% afetou o parametro, com um estimulo de

5% em relagdo ao controle.

4.2.2 Crescimento inicial da Raiz

Os efeitos dos extratos sobre o crescimento da raiz das plantas receptoras podem ser
observados na Tabela 7. A influéncia dos extratos é expressa em porcentagem em relacdo aos

valores obtidos nos tratamentos controle.

As aciculas da serapilheira de P. taeda nao afetaram o crescimento da raiz de P. notatum,
exceto o tratamento ASC, de aciculas de plantas de 33 anos, na concentracdo 25%, que

estimulou o parametro em 50% em relagdo ao controle. As menores concentragdes (25%) dos
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tratamento AFC, de aciculas de plantas de quatro anos, e ASC, de aciculas de plantas de 33
anos, estimularam o crescimento da raiz de P. notatum. Os demais tratamentos que afetaram o
parametro ocasionaram uma inibi¢ao, com valores entre 32% e 54% de inibi¢do em relagdo ao

controle.

Apenas dois tratamentos com extrato de aciculas da serapilheira afetaram o crescimento
daraiz de E. plana, o tratamento AST, de aciculas de plantas de quatro anos, com o extrato nao
diluido (42% de inibicdo em relacdo ao controle), e AST, de aciculas de plantas de 33 anos
(16% de inibicao em relagdo ao controle), na concentracdo 75%. Apenas a concentragdo de
25% do tratamento AFC de aciculas de plantas de quatro anos ndo afetou o crescimento da raiz
de E. plana. Os demais tratamentos com aciculas frescas de plantas de quatro anos causaram
inibicao, com valores entre 32% e 58% em relagdo ao controle. O tratamento AFC, de aciculas
de plantas de 33 anos, somente causou efeito na concentragcdo 75% (inibicao de 33% em relagao
ao controle). Todas as concentracdes do tratamento AFT, de aciculas de plantas de 33 anos,

causaram inibicdo do pardmetro, com valores entre 39% e 69% em relagdo ao controle.

Apenas os extratos de aciculas de plantas de quatro anos afetaram o crescimento da raiz
de T. repens. O tratamento com aciculas da serapilheira que afetou o parametro analisado
estimulou o crescimento de raiz. As concentragoes 75% e 100% do tratamento AST
estimularam em 42% e 41% em relagdo ao controle, respectivamente. As concentragdes 75% e
100% do tratamento AFC inibiram em 31% e 27% o crescimento, respectivamente, enquanto
todas as concentracoes do tratamento AFT causaram inibigdo entre 43% e 69% em relacao ao

controle.

A maioria dos extratos de aciculas de plantas de quatro anos afetou o crescimento de
raiz de L. corniculatus. O tratamento ASC, de aciculas de plantas de quatro anos, nas
concentragoes 25%, 50% e 75%, estimularam este parametro em 55%, 63% e 38% em relagao
ao controle, respectivamente. As concentragdes 25% e 50% do tratamento AST, de aciculas de
plantas de quatro anos, também causaram estimulo (28% e 24% em relacdo ao controle,
respectivamente), assim como as concentragao de 50% e 100% do tratamento AFC, de aciculas
de plantas de quatro anos (23% e 18% de estimulo em relagcdo ao controle, respectivamente).
Ja as concentragdes do tratamento AFT de aciculas de plantas de quatro anos, inibiram o
crescimento de raiz de L. corniculatus, com inibi¢do pronunciada nas concentragdes 75% e
100% (78% e 84% de inibi¢cdo em relacdo ao controle, respectivamente). Quanto as aciculas de

plantas de 33 anos, apenas um tratamento causou efeito no crescimento da raiz de L.
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corniculatus. As concentragdes 50%, 75% e 100% do tratamento AFT inibiram em 6%, 14% ¢

59% em relacdo ao controle, respectivamente.

Tabela 7 - Efeito (% de diferenca em relacio ao tratamento controle) no crescimento inicial da raiz de P.

notatum, E. plana, T. repens e L. corniculatus expostas a diferentes concentracdes.

Aciculas cortadas

oriundas da serapilheira (ASC), aciculas trituradas oriundas da serapilheira (AST), aciculas frescas
cortadas (AFC), e aciculas frescas trituradas (AFT), provenientes de plantas de quatro e de 33 anos. Valores

Idade Tipo de Concentragao Crescimento da raiz (%)
acicula (%) P. notatum E. plana T. repens L.corniculatus
4 ASC 25 4 -13 -6 55%
4 ASC 50 17 33 7 63*
4 ASC 75 0 1 16 38%*
4 ASC 100 -12 -1 14 19
4 AST 25 7 -4 -3 28*
4 AST 50 2 17 23 24%*
4 AST 75 -29 13 42% -9
4 AST 100 -34 -42% 41* -14
4 AFC 25 40%* 15 -4 -13
4 AFC 50 3 -32% -20 23%
4 AFC 75 -13 -46* -31* 9
4 AFC 100 -54% -46* 27* 18*
4 AFT 25 -28 -38* -43* -40*
4 AFT 50 -38* -54% -68* -48*
4 AFT 75 -31 -58% -68* -78%*
4 AFT 100 -32 -57* -69* -84*
33 ASC 25 50%* -19 -22 43
33 ASC 50 26 -12 1 49
33 ASC 75 26 -4 -9 45
33 ASC 100 20 -22 11 67
33 AST 25 17 13 -12 45
33 AST 50 -15 2 1 56
33 AST 75 -15 -16* 4 78
33 AST 100 -27 -52 -15 95
33 AFC 25 7 -18 5 20
33 AFC 50 0 -16 -1 27
33 AFC 75 -32% -33% 18 23
33 AFC 100 -37* -48 -15 42
33 AFT 25 -15 -39% -3 26
33 AFT 50 -47* -69* -36 6*
33 AFT 75 -48* -65* -65 -14*
33 AFT 100 -50% -69* -56 -59*

(*) Diferenca significativa em relacdo ao controle (no tratamento), de acordo com PERMANOVA, com p<0,05.
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4.3 Influéncia da idade da planta fonte das aciculas.

Os extratos brutos de aciculas frescas trituradas devem apresentar maior concentracao
de fitoquimicos devido ao estdgio das aciculas e ao tipo de processamento, que facilita a
liberacdo dessas substancias para o extrato. Por isso, o tratamento AFT foi usado para testar a

variacao dos efeitos fitotoxicos em funcdo da idade da planta fonte das aciculas (Tabela 8).

A taxa de germinagdo e o IVG de P. notatum foram afetados pelo extrato, independente
da idade da planta doadora, mas P. notatum teve o comprimento da parte aérea e da raiz inibidos
pelos extratos de aciculas de plantas de 33 anos. O comprimento da parte aérea e da raiz de E.
plana nao foi afetado por nenhum extrato, ja o comprimento da raiz foi mais afetado por extratos
de aciculas e 33 anos. A taxa de germinagdo de 7. repens e L. corniculatus foi inibida pelos
extratos, independente da idade da planta doadora, mas o IVG foi mais inibido por extratos de
aciculas de plantas de quatro anos. O comprimento da parte aérea dessas espécies so foi afetado
por extratos de aciculas de quatro anos, que também causou maior inibigdo no comprimento da

raiz.

Tabela 8 - Variacio do efeito alelopatico do extrato de aciculas frescas trituradas em funcio da idade das
plantas fonte de aciculas. Os valores estdo expressos como médiatdesvio padrao, n =4.

Espécies-receptoras

Parimetros Idade das plantas I
doadoras ;
P. notatum E.plana T. repens corniculatus
. 4 18+9,5*a 7+3,9*a 48+6,6a 18+6,9*a
Germinacao (%)
33 25+8,9%a 8+3,2*a  17+£21,2*a  6+4,2*a
VG 4 1,2+1,2*a 0,4+0,2*a  2,3+0,5*a  2,8+0,9*a
33 1,3+0,3*a 0,5+0,3*a  0,7+0,8*b  0,7+0,3*b
Comprimento da 4 2,1+0,12 1,01+0,3a 0,45+0,0*a 0,23+0,1*a
parte aérea (cm) 33 1,3+0,2*b 0,97+0,1a  0,53+0,1b  0,65+0,0b
Comprimento da 4 1,33+0,3* 1,36+0,3*a 0,72+0,2*a 0,22+0,0*a
raiz (cm) 33 0,98+0,1*b  0,42+0,1*b 0,93+£0,2b  0,51+0,2*b

(*) Diferenca significativa em relacdo ao controle. Valores acompanhados de letras iguais ndo diferem entre si
(na espécie e no parametro), de acordo com PERMANOVA, com p<0,05.
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5. DISCUSSAO

As espécies-receptoras apresentaram elevados valores de taxa de germinagdo quando
germinadas em agua destilada. Esse resultado favorece o uso dessas espécies em ensaios de
fitotoxidez, uma vez que a alta germinabilidade ¢ uma das caracteristicas desejaveis para
espécies receptoras. As espécies frequentemente utilizadas em ensaios de fitotoxidez sdo
espécies cultivadas e sensiveis a acdo de aleloquimicos (Inderjit e Nilsen, 2003), o que pode
superestimar o efeito fitotoxico da espécie doadora. A vantagem adicional das espécies

receptoras usadas ¢ a sua coocorréncia com a planta doadora. Isso favorece as discussoes sobre

o seu potencial alelopatico.

Os extratos de Pinus taeda foram fitotoxicos sobre as quatro espécies receptoras, mas
seus efeitos foram distintos em relacdo aos parametros analisados. As respostas aos extratos
variaram com o tipo de acicula (frecas ou da serapilheira), modo de processamento (cortada ou
triturada), assim como com as concentracdes dos extratos. A idade das plantas fonte das aciculas

também influenciou os efeitos dos extratos.

Considerando o numero de extratos que interferiram com os parametros analisados em
cada espécie-receptora, o IVG foi o parametro mais afetado, seguido do crescimento da raiz,
taxa de germinagdo e, por ultimo, o crescimento da parte aérea. Em relacdo a germinagao, a
velocidade da germinacdo tende a ser mais diagndstica para a fitotoxidez que a taxa de
germinacdo, que apresenta apenas dois estados e sofre grande influencia do vigor da semente
(Ferreira e Aquila, 2000). Em relagio ao crescimento inicial, em geral, o sistema radicular das
plantas ¢ mais sensivel a acao de aleloquimicos, pois as raizes estdo em contato mais direto e
prolongado com os constituientes do extrato, ao contrario da parte aérea da planta (Chung et
al., 2001). Isso pode explicar porque o crescimento da parte aérea foi menos afetado que o da

raiz.

Os extratos de aciculas da serapilheira e de aciculas frescas também apresentaram
efeitos distintos. Foi encontrada pouca evidéncia de potencial alelopatico de aciculas oriundas
da serapilheira de P. taeda sobre as espécies campestres usadas nos ensaios de fitotoxidez. As
aciculas da serapilheira de P. taeda, independente da idade do plantio, pouco afetaram os
parametros analisados. Quanto a porcentagem de germinacao ¢ o IVG, poucos extratos inibiram
estes parametros, e a inibi¢do foi observada em tratamentos com extrato nao diluido (100%).
Souto et al. (1994) observaram que o crescimento e desenvolvimento de Lactuca sativa foram

inibidos por extratos aquosos de aciculas secas de P. taeda nos primeiros estagios de
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decomposi¢do, mas nao foi observada inibi¢do por parte dos extratos obtidos de aciculas apos
seis meses de decomposi¢do. A porcentagem de germinacdo de Avena strigosa também foi
pouco afetada por extratos de aciculas decompostas (Sartor et al, 2009). Embora o presente
estudo nao tenha avaliado o estagio de decomposi¢do das aciculas, estes resultados sdo
similares, pois a acicula comumente se desprende da arvore ja4 em estdgio avancado de
senescéncia. Ou seja, aciculas depositadas na serapilheira possivelmente apresentam teor de

metabolitos menor que as aciculas frescas.

O efeito reduzido dos extratos de aciculas da serapilheira pode ainda ser explicado pela
degradacdo dos aleloquimicos por microrganismos que pode reduzir a fitotoxidez de alguns
metabolitos secundarios (Reigosa, 1999). Dependendo das propriedades do solo, o fendmeno
de adsorcao pelas argilas, por exemplo, pode exercer papel importante na reducao do potencial

alelopatico da serapilheira ao sequestrar os possiveis aleloquimicos (Inderjit e Dakshini, 1999).

De fato, as coniferas produzem grande quantidade de monoterpenos e substancias
fenolicas (Phillips e Croteau, 1999; Wilt et al., 1993), ambos com atividade fitotoxica sobre
outras espécies vegetais, € que sofrem decomposi¢ao quimica. Um estudo quimico que avaliou
a decomposicdo de aciculas de Pinus sylvestris L demonstrou que a concentragdo inicial de
monoterpenos e de total de fendlicos era menor em aciculas da serapilheira do que em aciculas

frescas (Kainulainem e Hoopainem, 2002).

E digno de nota que muitos dos tratamentos com extratos de aciculas oriundas da
serapilheira frequentemente estimularam o crescimento inicial da parte aérea e da raiz das
espécies receptoras (houve estimulo de até 45% no crescimento da parte aérea e de 63% no
crescimento da raiz de P. notatum e L. corniculatus em relagdo ao controle, respectivamente).
Dependendo da espécie, pode-se observar substancias fitoquimicas estimulando o cresciemento
de plantas em pequenas concentragdes, e inibindo em altas concentragdes (Rice, 1984), como,
por exemplo, o estudo realizado por Ghayal et al. (2007) com extratos de folhas de Cassia
uniflora L. que estimularam a germinagdo e o crescimento inicial de sementes de Brassica
juncea e Raphanus sativus nas concentragdes de 2,5% e 5% e inibiram quando nas
concentracoes de 15% e 20%. A baixa concentragao de aleloquimicos nos extratos de aciculas

da serapilheira pode explicar o estimulo observado nas plantas expostas a esses tratamentos.

Houve também estimulo do desenvolvimento de plantas receptoras nos tratamentos com
extratos de aciculas de plantas de quatro anos. Mesmo extratos de aciculas frescas de plantas
de quatro anos estimularam o crescimento da parte aérea e da raiz de L. corniculatus, ¢ da raiz

de P. notatum. Analises quimicas demonstraram que substincias alelopaticas variam
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quantitativamente e qualitativamente em plantas de Pinus halepensis de idades diferentes
(Fernandez et al, 2006). Soma-se a isso a possibilidade de alguns aleloquimicos apresentarem
atividade estimulante sobre a germinagao e sobre o crescimento (Rice, 1984). Assim, ¢ possivel
que individuos de Pinus taeda com quatro anos de idade apresentem baixas concentracdes de
aleloquimicos que neste caso manifestariam efeito estimulador do crescimento (como o
observado por Ghayal et al. 2007 em C. uniflora). Ou ainda podemos supor que essas plantas
possam produzir algum metabdlito estimulante, explicando os efeitos positivos sobre o

crescimento inicial das espécies receptoras (P. notatum e L.corniculatus).

Todos os parametros foram afetados negativamente pelas aciculas frescas de P.taeda, e
a inibi¢do foi mais acentuada quando as espécies foram expostas aos extratos de aciculas
trituradas. Na taxa de germinacao e no IVG, inibi¢des acima de 80% em relagdo ao controle so
foram observadas em extratos de aciculas frescas trituradas a partir da concentragdao 75%. O
mesmo foi observado nos pardmetros comprimento da parte aérea e da raiz, com inibi¢des
acima de 65% em relagdo ao controle, o que revela uma tendéncia de relagdo dose-dependente.
Esse comportamento também foi observado por Sartor et al. (2009), quando a espécie Avena
strigosa foi exposta a extratos aquosos de aciculas frescas de P. faeda e sofreram maior inibi¢ao
da germinagdo e crescimento com o aumento da concentracdo dos extratos. Extratos aquosos
de aciculas frescas de P. halepensis também inibiram a germinagdo e crescimento de Linum
strictum, e o efeito foi maior com o aumento da concentragdo do extrato (Fernandez, et al.,
2006). Nesse mesmo estudo andlises quimicas confirmaram a presenca de numerosas
substancias fenodlicas no extrato, tais como acido para-hidroxibenzoico, acido vanilico, acido
protocatecuico, acido galico e 4cido p-cumadrico. Essas substancias sdo conhecidas por serem
aleloquimicas, ¢ podem também estar envolvidas nos efeitos fitotoxicos observados nos

extratos aquosos de P. taeda.

Assim como uma maior concentracdo de aleloquimicos ¢ encontrada nas aciculas
frescas e, por isso, se observa maior efeito de seus extratos em relacdo aos de aciculas da
serapilheira, os extratos obtidos de aciculas trituradas também devem conter maiores
concentragdes dessas substancias do que os de aciculas cortadas. A trituragdo das aciculas
facilita a liberacdo dos aleloquimicos, o que explica o efeito dréstico de inibicao desses
tratamentos (inibicdo acima de 90% na germinagdo e IVG, em relagdo ao controle). O
tratamento de aciculas trituradas de Araucaria angustifolia demonstraram uma drastica
influéncia na germinagdo de sementes de Lactuva sativa, comparado ao tratamento com

aciculas intactas (Braine, 2011), o que corrobora com os resultados desse estudo.
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Embora as aciculas frescas tenham sido mais fitotoxicas, o Unico mecanismo de
liberagdo dos seus aleloquimicos in situ ¢ por meio de lixiviacdo pela chuva, ja que as
substancias fenolicas sao soltiveis em agua (Weidenhamer et al., 1993), o que ndo deve gerar
uma concentracao significativa de aleloquimicos no solo. Assim, mesmo as aciculas frescas
tendo atividade fitotdxica, o potencial alelopatico de P. taeda ¢ baixo, pois as aciculas da
serapilheira, que poderiam liberar os fenolicos no solo de forma efetiva, devido a proximidade,
ndo possuem concentracdes suficientes dessas substancias. No entanto, uma fonte possivel de
efeito alelopatico pode ser outro grupo de substancias, os terpenos, que sao hidrocarbonetos
com baixa solubilidade em agua, portanto, menos expressivos em extratos aquosos. Sua
liberacdo na serapilheira ocorre por volatilizagdo e degradagdo microbioldgica (Dyk et al,
1998). Segundo Kainulainem e Hoopainem (2002), os monoterpenos tem uma decomposi¢ao
quimica mais lenta que os acidos fendlicos, podendo ficar disponiveis na serapilheira por mais
tempo. H& também a possibilidade dos aleloquimicos serem liberados nos esxudados das raizes.
Estudos demonstraram atividade fitotoxica de extratos de raiz de P. halapensis sobre diversas

espécies vegetais (Fernandez et al., 2006; Maestre et al. (2003).

Foi observada uma variacao do efeito fitotoxico de aciculas frescas de P. taeda em
funcdo da idade da planta fonte das aciculas, porém, essa variagdo dependeu da espécie-
receptora. As monocotiledoneas Paspalum notatum e E. plana demostratam serem mais
sensiveis aos extrato de aciculas de plantas de 33 anos. O crescimento da parte aérea e da raiz
de P. notatum teve maior inibicdo com o extrato de aciculas de plantas de 33 anos € 0 mesmo
foi observado para a raiz de E. plana. As dicotiledoneas 7. repens e L. corniculatus foram mais
sensiveis ao extrato de aciculas de plantas de quatro anos, pois foi o inico a inibir o crescimento
da parte area das espécies, e ainda causou maior inibi¢do do crescimento da raiz. O resultado
obtido no presente estudo contrasta com o observado por Fernandez et al. (2006) ao testar os
efeitos dos extratos de aciculas de Pinus halopensis, oriundas de plantas de idades diferentes,
sobre duas espécies de dicotiledoneas cultivadas: Linum strictum e Lactuca sativa. Linum
strictum foi mais sensivel ao extrato de aciculas de plantas jovens de P. halopensis, com
inibicao do crescimento da parte aérea e da raiz. Lactuva sativa ndo teve a germinacao afetada
pelo extratos de aciculas, € o crescimento inicial da parte aérea foi pouco inibido. O crescimento
daraiz de L. sativa foi estimulado pelos extratos, e o estimulo aumentou com a idade da planta
doadora. Além dos fatores intrinsecos da espécie doadora (natureza dos aleloquimicos
hidrossoluveis de P. halopensis) e do tipo de extragao, as espécies receptoras escolhidas podem

ter uma grande influéncia nos resultados obtidos.
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E possivel que espécies receptoras nativas ou naturalizadas, como ¢ o caso do presente
estudo, favorecam a detecgdo de sensibilidade aos aleloquimicos. Espécies cultivadas
selecionadas para alta perfomance na germinacdo talvez possuam maior resisténcia aos
aleloquimicos de espécies potencialmente alelopaticas. Outro aspecto importante a ser
observado ¢ o uso de espécies de grupos taxondmicos que representem a flora que coocorre

com a espécie potencialmente alelopatica.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos aquosos de aciculas de Pinus taeda apresentaram fitotoxidez sobre as quatro
espécies vegetais ocorrentes nos Campos Sulinos. Extratos de aciculas frescas afetaram mais a
germinagdo e o ocrescimento das espécies receptoras em relagdo aos extratos de aciculas da
serapilheira. O modo de processamento das aciculas para obtengdo dos extratos aquosos
também influenciou os resultados. Quando ativos, os extratos demonstraram atividade

dependente da dose.

O efeito dos extratos aquosos de aciculas Pinus taeda variou com a idade das plantas
doadoras, porém as plantas receptoras se comportaram de maneiras distintas. As gramineas,
Paspalum notatum e Eragrostis plana foram mais sensiveis aos extratos de aciculas de plantas
doadoras mais velhas (33 anos). As leguminosas Trifolium repens e Lotus corniculatus foram

mais sensiveis aos extratos de aciculas de plantas doadoras jovens (quatro anos).

Os resultados do presente estudo sugerem a presenca e variacao da fitotoxidez de Pinus
taeda de acordo com a idade das plantas doadoras, assim como com o tipo de planta receptora.
Com relagdo ao seu potencial alelopatico, os resultados obtidos sdo inconclusivos. Se ha efeito
alelopatico dessa espécie, a via de liberacdo dos aleloquimicos provavelmente nao envolve a

lixiviagdo de metabdlitos presentes nas aciculas acumuladas serapilheira.
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