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RESUMO

O estudo alelopatico investiga os efeitos positivos e negativos que metabolitos
secundarios de plantas, microrganismos ou fungos exercem sobre o desenvolvimento de
individuos vizinhos. Pyrostegia venusta (Ker-Gaw) Miers (Bignoniaceae) € uma espécie
invasora, utilizada na medicina popular e com metabolitos secundarios bem caracterizados. Nesse
trabalho foram investigados os efeitos de extrato hidroalcodlico de flores de P. venusta sobre a
germinacdo e desenvolvimento do sistema radicular de sementes de Brassica chinensis L. var.
parachinensis (Bailey) Sinskaja (couve-da-malésia). O extrato foi preparado adicionando o
material vegetal seco e moido (flor) a solucdo de etanol e 4gua destilada a 70% na proporc¢éo de
1:10 (p/v) e apds 24 horas foi filtrado em baixa pressdo sob vacuo. Para a realizacdo dos
bioensaios, o extrato foi diluidos em 1 mL de agua destilada nas concentracdes de 5, 10 ou 20 mg
mL™. As diferentes concentracdes do extrato mostraram alteracdo nos parametros germinativos e
no comprimento radicular da planta-teste couve-da-malasia. Os resultados indicam a existéncia
de potencial alelopéatico em P. venusta, uma vez que as diferentes concentracdes do extrato
causaram alteraces metabdlicas e morfoldgicas nas sementes e plantulas de couve-da-malasia e,
portanto, a P. venusta pode contribuir de forma significativa no estudo das interacGes quimicas
entre plantas e na possivel producéo de um bioherbicida.

Palavras-chave: fitotoxicidade, germinacdo, bioherbicida, comprimento radicular, couve-da-
malésia

ABSTRACT

The allelopathic study investigates the positive and negative effects that secondary
metabolites of plants, microorganisms or fungi have on the development of neighboring
individuals. Pyrostegia venusta (Ker-Gaw) Miers (Bignoniaceae) is an invasive species, used in
the traditional folk medicine and has well characterized secondary metabolites. In this work, it
was evaluated the effects of a hydroalcoholic extract of P. venusta flowers on Brassica chinensis
L. var. parachinensis (Bailey) Sinskaja (tsoi sum) germination and root growth. The extract was
prepared by adding the dried and ground plant material (flower) to the solution of ethanol and
distilled water to 70% at a ratio of 1:10 (w / v) and after 24 hours it was filtered at low vacuum
pressure. To perform the bioassays, the extract was diluted in 1 mL of distilled water at
concentrations of 5, 10 or 20 mg mL™. The different concentrations of the extract caused changes
in the germination parameters and root length of the test plant B. chinensis. The results indicate
the existence of allelopathic potential in P. venusta, since different concentrations of the extract
caused morphological and metabolic changes in seeds and seedlings of B. chinensis and,
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therefore, P. venusta contributes significantly to the study of chemical interactions between
plants and to the possible production of a bioherbicide.

Key words: phytotoxicity, germination, bioherbicide, root length, tsoi sum

INTRODUCAO

O género Pyrostegia constituinte da
familia Bignoniaceae esta distribuido em
regides tropicais e subtropicais,
particularmente na América do Sul (Judd et
al., 1999). A espécie Pyrostegia venusta
(Ker Gawl.) Miers, conhecida popularmente
como cip6-de-fogo, cip6-de-sdo-jodo e cipo-
de-lagarto € cultivada pelo aspecto vistoso e
pelas reputadas propriedades terapéuticas,
sendo utilizada na medicina folcldrica
tradicional no tratamento de vitiligo.
Agronomicamente é considerada invasora,
planta que se multiplica rapidamente
cobrindo toda a area de ocorréncia. E uma
espécie com expressiva dispersdo na
Argentina, Paraguai e em quase todo o sul e
sudeste do Brasil, ocorrendo em ambientes
higrofito e mesofito, encontrada nas bordas
das matas e campos cerrados, também
ocorrendo no litoral e beira de estradas
(LORENZI, 1991; ACEVEDO-
RODRIGUEZ, 2005).

InvestigacBes fitoquimicas de P.
venusta mostraram a presenca de diferentes
classes de compostos, 0s quais possuem
representantes com potencial alelopatico,
dentre  eles, flavonoides,  terpenos,
compostos fenolicos, alcalbides, esterdides,
acidos graxos, lactonas insaturadas, taninos,
glicosideos cianogénicos, sesquiterpenos,
acidos fenolicos e outros (MALHEIROS &
PERES, 2001; ALVES & SANTOS, 2002;
KING & AMBIKA, 2002, VYVYAN,
2002).

A alelopatia é um fendmeno
quimico-ecologico no qual metabolitos
secundarios, neste contexto chamados de
aleloquimicos, produzidos por uma espécie
vegetal sdo liberados no ambiente
interferindo na germinacéo elou
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desenvolvimento de outras plantas. Num
sentido amplo, os efeitos alelopaticos se
referem tanto a inibicdo quanto ao estimulo
ao desenvolvimento de outros organismos
(RICE, 1984; SANTOS et al., 2003; ALVES
et al., 2004).

Varios estudos foram conduzidos nos
ltimos anos em plantas de cerrado visando
identificar propriedades alelopaticas em
espécies com potencial para compor
sistemas agro-florestais e silvipastoris no
Brasil (BORGES et al, 1993;
MARASCHIN-SILVA & AQUILA, 2006).
Além disso, a atividade dos aleloquimicos
tem sido usada como alternativa ao uso de
herbicidas e inseticidas objetivando o
manejo sustentavel e ecoldgico da producéao
agricola (WALLER, 1999).

Tendo em vista a capacidade
invasora de P. venusta e seu perfil
fitoquimico, o presente estudo teve como
objetivo verificar o potencial alelopéatico do
extrato hidroalcoolico de flores dessa planta
por meio de bioensaios de germinacdo e
crescimento radicular de Brassica chinensis
(couve-da-malésia).

MATERIAL E METODOS

As flores de P. venusta foram
coletadas na regido de cerrado no més de
junho de 2009 (localizagdo: 22°32°20’S e
50°22°60°W). A exsicata foi depositada no
herbario do Instituto Florestal do Estado de
Sdo Paulo (registro: SPSF40207). Apds a
coleta, o material vegetal foi selecionado e
seco em estufa de ar corrente a uma
temperatura média de 40°C por 24 h, em
seguida foi triturado em moinho de facas até
a obtencéo de um po.

O extrato  hidroalcodlico  foi
preparado na propor¢do de 1:10 (p/v) de pé
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do material vegetal em solucdo de etanol e
adgua destilada a 70% por maceracdo
mecanica por 24 h a temperatura ambiente,
apos esse periodo o extrato foi filtrado em
baixa pressao sob vacuo (RUTHERFORD &
POWRIE, 1993; HAJHASHEMI et al.,
2003; BOLIGON et al., 2009). A extracédo
foi realizada em triplicata. Apds a obtencédo
do extrato, o mesmo foi levado ao
evaporador rotativo para retirada total do
alcool. Em seguida, os extratos obtidos
foram reunidos e concentrados em
evaporador rotativo a temperatura média de
60°C. O extrato aquoso resultante foi
liofilizado e o residuo seco foi utilizado nos
bioensaios (AQUILA, 2000; SADRAEI et
al., 2003).

O pH das diferentes concentragdes do
extrato hidroalcoolico de flores de P.
venusta foi determinado diretamente nas
solucbes de extrato em  pHmetro
(Tecnopon®; modelo MPA210). O potencial
osmoético dos extratos foi  realizado
utilizando-se diluicbes de polietilenoglicol
(PEG-6000) para produzir 0s potenciais
osméticos de -0,02 a -1,0MPa de acordo
com Villela et al., (1991) e Mazzafera
(2003). A medida dos Brix de refracdo para
cada concentragdo de PEG-6000 e de extrato
foi realizada em Refratbmetro de ABBE e os
valores foram utilizados na obtencdo dos
potenciais osmaticos conforme descrito por
Bakke et al., (2006).

O bioensaio de germinacdo foi
conduzido em placas de Petri forradas com
papel de germinacdo umedecido com 1 mL
dos extratos diluidos em agua destilada nas
concentracdes de 5, 10 ou 20 mg mL™
Cinglienta sementes Brassica chinensis L.
var. parachinensis (Bailey) Sinskaja (couve-
da-malésia) foram semeadas por placa,
separadas em grupo experimental e controle
(Agua destilada), e incubadas por 96 h em
camara de germinacdo tipo BOD sob
temperatura de 23+2°C e regime de luz de
24h (ALVES et al., 2004). O desenho
experimental foi inteiramente casualizado,

com quatro  repeticbes para cada
concentragdo do tratamento e do grupo
controle. A germinacdo foi monitorada a
cada 6 h, sendo a protrusdo da radicula o
critério avaliado para germinagdo como
descrito por Ferreira e Aquila (2000),
Maraschin-Silva e Aquila (2006). A partir
dos resultados os seguintes indices foram
calculados: germinabilidade (porcentagem
de germinacédo) [(3.ni/A).100], tempo médio
de germinagdo [Tm= (X ni.ti)/ Dni],
velocidade média de germinacdo [Vm
=1/Tm] e sincronismo de germinagdo [E=-)
(fi.log2.fi)], onde A= numero total de
sementes colocadas para germinar; ni=
nimero de sementes que germinam em cada
tempo ti; ti= tempo entre o inicio do
experimento e a i-ésima hora de observacao;
fi= frequéncia relativa de germinacédo
(LABOURIAU, 1983; SANTANA &
RANAL, 2004; PEREIRA et al., 2009).

As sementes que ndo germinaram
durante o ensaio de germinacdo foram
submetidas ao teste de tetrazdlio (2,3,5-
trifenil cloreto de tetrazélio a 0,5%), por 6
horas, sob temperatura de 30°C no escuro,
conforme descrito por Delouche et al.,
(1976) e pelas regras para Anélise de
Sementes (BRASIL, 2009). Foi determinado
sua viabilidade e o ndimero de sementes
mortas ou dormentes, para caracterizar o
estado metabdlico das sementes ndo
germinadas (SOUZA, 1994; ALMEIDA et
al., 2002; PINHEIRO & BORGHETTI,
2003).

No bioensaio de crescimento, 25
plantulas de  couve-da-maldsia  (com
aproximadamente 2 mm de raiz primaria)
foram dispostas em placas de Petri forradas
com papel de germinagdo umedecidos com 1
mL dos extratos nas concentracOes de 5, 10
ou 20 mg mL™ ou agua destilada. As placas
foram colocadas em estufa BOD sob as
mesmas condi¢Oes descritas anteriormente
(FERREIRA et al., 2008; MARASCHIN-
SILVA & AQUILA, 2006). Foram
realizadas medi¢cbes do comprimento das
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raizes, utilizando um paquimetro digital,
apés 24 e 48 h do inicio do experimento
(CARMO et al., 2007).

Foram realizados os testes de
normalidade de Shapiro-Wilks e
homogeneidade de Levene. Os dados
transformados mostraram normalidade e as
variancias foram homogéneas, portanto, 0s
dados foram analisados por meio de testes
paramétricos ANOVA e Tukey (a=0,5). Tais
testes foram realizados no software
SISVAR, de acordo com 0 proposto por
Santana e Ranal (2004) e Pereira et al.,
(2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagdo & germinabilidade das
sementes de couve-da-malésia, nota-se
diferenca significativa entre as trés
concentragcbes e o controle, mas as
concentragbes de 10 e 20mg.mL™* ndo
diferiram entre si, mais diferiram em
comparacdo ao tratamento com a
concentracdo de 5mg.ml* (Tabela 1).
Quanto ao tempo e a velocidade média de
germinacdo, 0s grupos tratados com as
concentracdes de 10 e 20 mg mL™ néo

apresentaram diferenca significativa entre si,
mas diferiram do grupo tratado com 5 mg
mL?, sendo que ambos os tratamentos
diferiram do controle (Tabela 1). Quanto ao
sincronismo da germinacdo, as trés
concentragdes dos  extratos  diferiram
estatisticamente entre si e também quando
comparadas ao controle (Tabela 1).

A caracterizacdo fisico-quimica do
extrato hidroalcodlico de P. venusta revelou
que o pH do mesmo demonstrou baixa
variagdo de valores e baixa acidez, variando
entre 6,35 e 6,67. Os valores de potencial
osmotico apresentaram variagdo entre -
0,0043 e -0,0123 MPa (Tabela 2).

Nas primeiras 24 h de exposi¢do ao
extrato, as concentracdes de 5 e 20 mg mL™
ndo apresentaram diferenca significativa
entre si, somente com relagdo a concentracao
de 10 mg mL™ e ao controle (Tabela 3).

Tais tratamentos inibiram
significativamente o crescimento das raizes
de couve-da-malasia.  Apos 48 h de
exposicdo, a redugcdo no crescimento
radicular se manteve significativa e ocorreu
de maneira dose-dependente (Tabela 3).

Tabela 1. Germinabilidade, tempo, velocidade e sincronismo de germinacdo de sementes de B.
chinensis (couve-da-malasia) submetidas a diferentes concentracBes de extrato
hidroalcoélico de P. venusta (5, 10 e 20 mg mL™).

Tratamento G+DP (%) Tm=DP (horas) Vm=DP E+DP (bit)
(mg mL™) (sementes h™)
5 90,5+11,6b 64,01+5,79b 0,020+0,00b 2,780x0,43a
10 57,0+29,0c 76,84+7,03c 0,013%0,00c 2,313+£0,47c
20 50,0+22,3c 75,71+£9,11c 0,013+0,00c 2,509+0,48b
Controle Agua 100,0+0,0a 35,13+1,69a 0,028+0,00a 1,599+0,16d

Dados apresentados como médiatdesvio padrdo(DP). Médias com letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey (0=0,05). Legenda: G= germinabilidade, Tm= tempo médio de germinacdo em horas, Vm=
velocidade média da germinacdo em horas e E= sincronismo de germinagao em bit.
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Tabela 2. pH e potencial osmético de trés concentragdes do extrato hidroalcodlico de flores de P.

venusta
Concentracdo (mg mL™) pH Potencial Osmético (MPa)
5 6,35 -0,0043
10 6,55 -0,0097
20 6,67 -0,0123
Controle agua 6,79 0

Tabela 3. Comprimento radicular de plantulas de B. chinensis (couve-da-malasia) submetidas a
diferentes concentragdes de extrato hidroalcodlico de P. venusta (5, 10 e 20 mg mL™)

apos 24 e 48 h de exposicao.

Tratamento (mg mL™) 24 h 48 h
X(mm) £DP X(mm) £ DP
5 3,561+0,18b 3,36+0,14b
10 3,20+0,26¢ 3,14+0,25¢c
20 3,40+0,43b 2,43+0,26d
Controle 7,80+0,96a 13,19+3,38a
Agua

Dados apresentados como média (X)+desvio padrdo (DP). Médias com letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si

pelo Teste de Tukey (o = 0,05).

De acordo com Lorenzi (1991), P.
venusta € considerada uma planta invasora
que se multiplica rapidamente cobrindo toda
a area de ocorréncia. Esta caracteristica
peculiar faz com que a mesma desenvolva
estratégias necessarias a conguista do
ambiente, sendo assim, passivel de possuir
substancias aleloquimicas, como confirmado
pelos bioensaios aplicados neste estudo.

A resisténcia ou tolerdncia aos
aleloguimicos é uma caracteristica espécie-
especifica, neste sentido, as espécies mais
sensiveis como a Lactuca sativa (alface),
Brassica chinensis  (couve-da-malasia),
Lycopersicum  esculentum  (tomate) e
Cucumis sativus (pepino) sdo consideradas
plantas indicadoras de atividade alelopatica
(FERREIRA & RANAL, 1999). Para que
seja indicada como planta-teste, a espécie
deve apresentar germinagao rapida, uniforme
e um grau de sensibilidade que permita
expressar 0s resultados sob  baixas

concentracdes das substancias alelopaticas
(FERREIRA & AQUILA, 2000).

Aquila et al., (1999) mostraram que
os aleloquimicos podem agir de maneira
diversa dependendo do ambiente e do
estagio do ciclo de vida em que a planta alvo
se encontra, visto que ambos refletem
diferentes estados fisiol6gicos. Além disso,
os efeitos também podem ser variados
quando se considera em qual 6rgdo da planta
eles estdo atuando. Em estudos realizados
por Miré et al., (1998), Jacobi e Ferreira
(1991) e Agquila (2000) se observou um
efeito alelopatico mais pronunciado sobre o
desenvolvimento inicial da planta alvo
guando comparado a germinacdo, ja que este
Gltimo processo utiliza reservas da prépria
semente. Entretanto, os resultados obtidos no
presente estudo revelaram efeitos tanto sobre
a germinacéo quanto sobre 0
desenvolvimento vegetativo.
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Os testes de pré-emergéncia
demonstraram efeito das concentragdes do
extrato de P. venusta na germinabilidade,
tempo médio, velocidade média e
sincronismo de germinacao (Tabela 1). Esses
indices sdo de grande importancia ja que
expressam o grau de organizacao das reagdes
quimicas que ocorrem nas sementes durante
a germinacdo e precisam ser analisados em
conjunto, melhorando, dessa forma, a
precisdo na quantificacgdo do processo
germinativo quando os efeitos de
aleloquimicos estdo sendo analisados
(SANTANA et al., 2006). A importancia da
inibicdo da germinacdo por metabdlitos
secundarios vegetais estd relacionada a
busca por herbicidas menos nocivos ao meio
ambiente (VYVYAN, 2002).

As trés concentracdes do extrato de
P. venusta causaram diminuicdo na
germinabilidade, velocidade média e
sincronismo de germinagdo, ou seja, O
extrato provocou uma desorganizagdo nas
reagbes quimicas que ocorrem durante o
processo germinativo, como pode ser visto
pela diferenca entre os tratamentos e o grupo
controle.

A influéncia na velocidade de
germinagdo tem significado ecoldgico
porque plantas que germinam mais rapido
podem se estabelecer no ambiente mais
rapidamente, se aproveitando das condicdes
ambientais antes que as competidoras
germinem (BORGHETTI & FERREIRA,
2004). Por outro lado, plantas que germinam
mais lentamente, 0 que ocorreu nos
tratamentos, podem apresentar tamanho
reduzido e, em conseqliéncia, podem ser
mais susceptiveis a estresses tendo menos
chances na competicdo por recursos
(JEFFERSON & PENNACHIO, 2005).

Com relacdo ao sincronismo de
germinacdo, a interpretacdo do indice é:
guanto menor seu valor, mais sincronizada
sera 0 processo germinativo,
independentemente do numero total de
sementes que germinaram (SANTANA &
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RANAL, 2004). A estratégia de sincronizar
0 processo germinativo, bem como de
reduzir o tempo medio de germinacado, esta
relacionada a rapida colonizagdo do
ambiente (BORGHETTI & FERREIRA,
2004). Por outro lado, o atraso e o menor
sincronismo de germinacdo de couve-da-
malasia (Tabela 1), causado pelas trés
concentragbes do extrato de flor de P.
venusta, mostram a capacidade desta espécie
em se sobressair em ralacdo a outras,
confirmando seu potencial alelopatico.

A andlise do pH e do potencial
osmético das diferentes concentragdes do
extrato de P. venusta excluiu uma possivel
interferéncia desses fatores no processo de
germinacdo, ja que os valores obtidos se
mantiveram dentro de padrdes aceitaveis no
que se considera adequado para germinagéao
e crescimento inicial (AQUILA, 2000)
(Tabela 2). De acordo com Laynez-Garsaball
e Mendez-Natera (2006), os valores de pH
entre 6,0 e 7,5 sdo considerados ideais para a
germinagdo da maioria das espéecies vegetais,
faixa na qual se enquadra os valores de pH
dos extratos de P. venusta, indicando que
ndo houve efeito deste parametro sobre a
germinacdo e o0 desenvolvimento das
pléantulas.

Gatti et al., (2004) recomendam que
o0 potencial osmético de extratos envolvendo
testes de germinacdo nao ultrapasse valores -
0,2 MPa, desta forma, é descartada a
possibilidade de interferéncia deste fator nos
resultados, reforcando a idéia de que
compostos do extrato apresentaram efeitos
toxicos sobre a germinacdo de sementes de
couve-da-maldsia. Quanto ao teste de
tetrazolio sobre as sementes ndo germinadas,
provenientes do teste de germinagdo, todas
as que foram tratadas com as diferentes
concentragdes do extrato apresentaram-se
viaveis e/ou dormentes, enquanto que as
sementes do grupo controle apresentaram-se
mortas. As analises foram realizas de acordo
com as regras para Analise de Sementes
(BRASIL, 2009).
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Resultados obtidos no
desenvolvimento inicial de plantulas, ao
final de 48 h de experimentacdo, mostram
significativa redu¢cdo no  crescimento
radicular de plantulas de couve-da-malasia
tratadas com as trés concentragfes dos
extratos quando comparadas ao grupo
controle (Figura 3). Esses dados mostram
que o0 extrato, além de apresentar
caracteristicas citotoxicas no processo de
germinacdo, apresentou também acdo
fitotoxica para o desenvolvimento das
plantulas.

De acordo com Rice (1984), Aquila
et al., (1999) e Mano (2006), a absorcdo de
fons e agua pelas raizes € de grande
importancia para 0 crescimento e
desenvolvimento da planta, e seus estudos
mostram efeito alelopatico na absorcao
radicular. Estudos conduzidos por Balke
(1985) mostraram que flavonodides presentes
em extratos vegetais tem atividade inibitoria
sobre ATPases de membrana de raizes,
enquanto que compostos fendlicos inibem a
absorcdo de minerais pela mudanca na
permeabilidade de membranas. Pires et al.,
(2001), Souza et al., (2005) e Ignanci et al.,
(2006) mostraram ainda interferéncia na
mitose causa por extratos vegetais.

Em funcdo dessas alteracbes, a
alelopatia é reconhecida como um processo
ecologico importante em  ecossistemas
naturais e manejados, influenciando na
sucessdo vegetal primaria e secundaria, na
estrutura, composicdo e dindmica de
comunidades vegetais nativas ou cultivadas
(CHOU, 1986; RIZVI et al, 1992;
REIGOSA et al., 1999; SCRIVANTI et al.,
2003). Neste dltimo caso, os aleloquimicos
sdo vistos como alternativa a agroquimicos
sintéticos, objetivando 0 manejo sustentavel
e ecologico na producgéo agricola.

Muitas  substancias  alelopaticas
apresentam grande potencial para uso no
controle bioldgico de ervas daninhas
(PUTNAM & DUKE 1974; MACHARIA &
PEFFLEY, 1995; ANAYA, 1999; CHOU,

1998; CHUNG et al., 2001), sendo parcial
ou totalmente solUveis em agua e ativas em
baixas concentracbes (VYVYAN, 2002).
Nesse sentido, muitos estudos estdo sendo
realizados na tentativa de diminuir o uso de
herbicidas comerciais através da alelopatia
com o manejo e o controle das ervas
daninhas, por meio da rotagédo de culturas,
sistemas adequados de semeadura entre
espécies e entre-safras, além de sistemas
agroecoldgicos (DURIGAN & ALMEIDA,
1993; BARUAH et al., 1994; WESTON,
1996; CHOU et al., 1998; WU et al., 2000;
KHAN et al.,, 2002; KATO-NOGUCHI,
2003). Rizvi et al.,, (1999) enfatizaram a
importancia dos sistemas agroflorestais (uso
de associagOes de espécies arboreas com a
agricultura) para o uso sustentavel da terra e
0 aumento da produtividade agricola. Nessas
associagoes, 0 conhecimento das
potencialidades alelopaticas das espécies €
de essencial importéncia para 0 Sucesso
desse sistema de cultivo. Os mesmos autores
listaram aproximadamente 80 espécies
consideradas agroflorestais com
potencialidades alelopaticas sobre diversas
outras.

Em contrapartida ao poder fitotoxico,
os efeitos de promoc¢do da germinacdo e do
crescimento  vegetal causados por
aleloquimicos também séo de interesse para
0 manejo agricola (VYVYAN, 2002).

CONCLUSAO
Os resultados indicam que Pyrostegia
venusta apresenta componentes

aleloquimicos, caracterizando assim seu
potencial alelopatico sobre a germinagéo e o
desenvolvimento de outras plantas. Tais
resultados contribuem para maior
compreensdo das interacdes quimicas entre
vegetais, com possibilidade de
desenvolvimento de um herbicida natural
para controle de plantas invasoras em areas
de cultivo, minimizando a utilizacdo de
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agroguimicos, consequentemente, reduzindo
0s custos da producdo, além de diminuir os
riscos de contaminacdo ambiental. A
conclusdo definitiva de que esta espécie é
alelopatica em condi¢bes naturais esta
associada a uma investigacdo mais ampla,
que inclui outras abordagens experimentais,
principalmente testes a campo.
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