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Resumo:

O objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos alelopaticos de
extrato aquoso de braquiaria, sobre a planta daninha picao (Bidens pilosa).
As sementes foram colocadas para germinar nas concentra¢gdes 0, 250, 500
e 900 ppm de extrato aquoso de braquiaria, analisando-se, apés 4 dias o
namero de sementes germinadas, desenvolvimento da planta, enzimas
antioxidantes e a respiracdo de apices radiculares, sendo os resultados
submetidos a analise de variancia pelo teste F. Foi analisado também as
estruturas celulares por meio da microscopia eletrénica de transmissao nas
concentracdes 0 e 500 ppm. A aplicacao do extrato reduziu a germinacao de
sementes de picdo e a respiracdo da raiz, aumentou a catalase e a
peroxidade mais expressivamente na concentracdo de 500 ppm. Alteracdes
morfolégicas também foram encontradas na raiz como o aumento de
mitocondrias na concentracdo de 500 ppm.O extrato provocou, de fato, um
stress oxidativo para essa planta, podendo ser usado no controle da mesma.

Introducao

O picéao preto (Bidens pilosa) é uma planta daninha anual, de ampla
distribuicdo por todo o Brasil, importante para as culturas competindo por
agua, nutrientes, de grande producédo de sementes e que possui relatos de
resisténcia a herbicida, constituindo um empecilho ao seu controle. A
manutencdo das palhas em plantio direto permite a cobertura do solo e seu
sombreamento, dificultando a germinacdo das plantas daninhas. Com a sua
decomposicdo e por efeito das chuvas, ocorre a liberacdo de substancias
alelopéticas que afetam a germinacgéo e o crescimento de espécies daninhas
(Voll et al., 2004). A braquiaria (Uroclhoa ruziziensis) € uma forrageira
utilizada solteira ou em consorcio, com a finalidade de alimentar animais e
fornecer matéria organica para o solo, que possui efeito sobre as plantas
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daninhas. O potencial alelopatico dos cultivos de cobertura vegetal depende
do tipo de residuo vegetal que permanece sobre o solo e das plantas
daninhas que nele se desenvolvem. Existe portanto, devido ao efeito sobre o
desenvolvimento da outra planta, a possibilidade da utilizagdo de compostos
alelopaticos como bio-herbicidas, sendo uma estratégia para 0o manejo
integrado e sustentavel de plantas daninhas. O objetivo do presente trabalho
foi investigar, os efeitos alelopaticos do extrato aquoso de braquiaria sobre a
planta daninha picao-preto, analisando a germinacdo, desenvolvimento,
enzimas antioxidantes, respiracdo e alteracdes celulares, por meio da
microscopia eletronica de transmisséao.

Materiais e métodos

Extrato Aquoso estudado

O extrato aquoso estudado foi o de braquiaria (Urochloa ruziziensis)
que foi obtido em parceria com o laboratério de Quimica e Bioquimica da
UEM - sede. As doses do extrato foram 0, 250, 500, e 900 ppm.
Determinacéo da germinacgéo e do crescimento das pla  ntulas

Foram utilizadas sementes de picdo-preto que foram selecionadas e
submetidas a esterilizacdo em solucdo de hipoclorito de sodio 1%. Apos,
foram lavadas em agua destilada e dispostas em caixa gerbox e umedecidas
com &gua bidestilada (controle) ou na presengca do extrato aquoso de
braquiaria nas concentracfes de 250, 500, e 900 ppm. As sementes foram
levadas para BOD, com fotoperiodo de 12/12 horas luz/escuro e temperatura
constante de 30°C. ApoOs quatro dias de embebicdo, as sementes
germinadas de picao foram contadas e avaliadas o crescimento das
plantulas resultantes, por meio do comprimento das raizes primarias e
hipocétilos. A cada periodo experimental, as raizes primérias e hipocétilos
foram removidos e imediatamente pesados, em balanca analitica, para
obtencdo do peso de matéria fresca. Depois foram mantidas a temperatura
de 80°C por 24 horas. ApOs atingir o peso constante foram pesados para
determinacédo do peso de matéria seca.
Respiracao de apices radiculares e Atividade da Enz  imas Antioxidantes

Apés quatro dias de germinacdo, o consumo de oxigénio de apices
radiculares de picéo controle e na presenca do extrato aquoso de braquiaria
foram medidos a 25 °C, usando um eletrodo de oxigénio tipo Clark, inserido
na camara de acrilico e conectado a um polarografo, segundo Bracht and
Iwamoto, 2003. Também, amostras de 0,2 grama de apices radiculares de
picdo controle e na presenca do extrato aquoso de braquiaria foram retiradas
e homogeneizadas em almofariz (4°C) com 2,0 ml de meio de extragdo. O
homogeneizado foi centrifugado e o sobrenadante foi utilizado como extrato
enzimatico. O extrato foi colocado no meio de reacéo e a atividade da POD e
CAT foi medida no espectrofotébmetro.
Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

Para a dose de aleloquimico que apresentou maior efeito e para o
controle, procedeu-se a andlise morfologica das células através da
microscopia eletrbnica. A estrutura analisada foi a raiz primaria. Lavou-se
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uma amostra de raiz de plantulas obtidas na germinacdo 4 dias apos
embebicdo, com tampéo fosfato salina pH 7,2 (0,01 M). Em seguida,
procedeu-se a fixacdo primaria com glutaraldeido 2,5% em tampéo
cacodilato de sddio (0,1 M).As raizes fixadas e lavadas foram pos-fixadas
com solucéo de tetroxido de 6ésmio 1% em tampéo cacodilato de sédio 0,1
M. Depois a desidratacdo com acetona gradativamente,e procedeu-se a
infiltracdo da resina EPON e a polimerizacdo das amostras, que foram
cortadas em cortes ultrafinos (60nm) através do micrétomo. Apds, procedeu-
se a contrastacdo e as amostras foram analisadas em MET.

Andlise estatistica

Delineamento experimental inteiramente casualizados (DIC), sendo 5 doses
de extrato aquoso, com cinco repeticdes, para cada extrato aquoso testado.
Os resultados referentes as avaliagbes foram submetidas a analise de
variancia — ANOVA pelo teste ‘F’ (P < 0,05), e quando significativo as médias
foram submetidas ao teste de Duncan, analisados no programa PRISMA.

Resultados e Discussao

A germinacdo das sementes de picdo-preto diminuiu 42% com a
aplicacdo de extrato de braquiaria, na concentracdo de 500 ppm. Isso
mostra que o extrato gerou efeito negativo sobre a germinacédo dessa planta
daninha, o que é um aspecto positivo, jA que o objetivo € proporcionar o
controle da planta daninha em questdo. O peso de matéria seca da raiz do
picdo diminuiu em todas as concentracdes testadas, mostrando que apesar
do crescimento em tamanho ser maior isso ndo significou que a raiz estava
em boas condi¢cbes de desenvolvimento. Dessa forma, pressupde-se que as
células da raiz na tentativa de recuperar o dano causado pelo extrato,
aumentaram o metabolismo, o que dificultou o desenvolvimento normal do
tecido, fazendo com que as raizes ficassem mais delgadas.

A respiracdo dos 4pices radiculares do picéo-preto sofreram
alteracdo com o0 uso do extrato. A respiracdo total do tecido diminuiu
significativamente em todas as concentragcdes de extrato utilizadas em
relacdo a testemunha. A respiracao insensivel ao KCN e sensivel também
diminuiram, principalmente na concentracdo de 500 ppm. A atividade da
enzima catalase isolada da plantula de picéo teve maior valor e significancia
estatistica para a concentracdo de 500 ppm, tendo aumentada a atividade
37% em relacdo a testemunha. A atividade da enzima peroxidase na
concentracdo de 500 ppm apresentou significancia estatistica, aumentando
68% em relacdo a testemunha. Em situactes de estresse ha aumento da
atividade das enzimas, com por exemplo a peroxidase, que neutralizam as
espécies reativas de oxigénio como o peroxido de hidrogénio (H.0,), sendo
um mecanismo para evitar maiores danos as células.

Na figura 1A, B e C estdo contidas as imagens obtidas de raiz de
plantula de picao-preto (Bidens pilosa) do controle, onde podemos observar
as organelas celulares de uma célula que pode ser considerada normal.
Nota-se nas imagens nucleo, mitocdndrias, amiloplasto com cristais de
amido e vesiculas que provavelmente estdo envolvidas na formacdo de
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vacuolo. Ja nas imagens da raiz na concentragcdo 500 ppm apresentaram
diferencas em relacdo ao controle (Figura 1D, E e F). As células se
apresentam modificadas: ndo observa-se presenca das vesiculas como no
controle, percebe-se aumento dos cristais de amido em um amiloplasto e
aparentemente o numero de mitocondrias aumentou. Dessa forma, as
imagens demonstram que houve alteragdo celular e que essa alteragéo
possivelmente esta relacionada ao metabolismo da célula, por alterar o
namero de mitocéndrias.
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Figura 1 — Eletromicrografia do apice de raiz primaria de picao-preto (Bidens pilosa)
avaliadas 4 dias apds embebicdo em agua (controle) (A, B e C) e em extrato aquoso de
Urochloa ruziziensis na concentracdo 500 ppm (D, E e F).

Conclusoes

O extrato de braquiaria causou efeito negativo na germinacdo de
picdo-preto. Também, iminuiu a respiracdo e aumentou a atividade das
enzimas antioxidante POD e CAD. Alterou a morfologia das células de
apices radiculares, destacadamente o numero de mitocondrias, podendo
isso estar associado a alteracdo no metabolismo da célula. Tudo isso,
mostra que o extrato provocou, de fato, um stress oxidativo para picao,
podendo ser usado no controle da mesma.
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