U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

PAULO FERNANDES BOLDRIN

Variacao genotipica no acumulo e expresséao de
genes relacionados a assimilacao de selénio em
cultivares de trigo

LAVRAS — MG
2015



PAULO FERNANDES BOLDRIN

Variacdo genotipica no acumulo e expressao de gemekacionados a
assimilacdo de selénio em cultivares de trigo

Tese apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia do Solo, area de
concentracdo em Fertilidade do Solo e
Nutricdo de Plantas, para a obtencéo do
titulo de Doutor.

Orientador
Dr. Valdemar Faquin

LAVRAS — MG
2015



Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema de Gerag de Ficha
Catalografica da Biblioteca Universitaria da UFLA, com dados informados
pelo(a) proprio(a) autor(a).

Boldrin, Paulo Fernandes.

Variacdo genotipica no acimulo eexpressao esge
relacionados a assimilacéo de selénio em cultidedsgo / Paulo
Fernandes Boldrin. — Lavras : UFLA, 2015.

94 p.

Tese(doutorado)-Universidade Fadie Lavras, 2015.
Orientador: Valdemar Faquin.
Bibliografia.

1. Selenato. 2. Selenito. 3. Bitificacdo. 4 Triticum aestivum
5. gRT-PCR. I. Universidade Federal de Lavradlitllo.




PAULO FERNANDES BOLDRIN

Variagdo genotipica no acimulo e expressao de gemekacionados a
assimilacdo de selénio em cultivares de trigo

Tese apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia do Solo, area de
concentracdo em Fertilidade do Solo e
Nutricdo de Plantas, para a obtencéo do
titulo de Doutor.

APROVADA em 06 de julho de 2015.

Dr. Milton Ferreira de Moras UFMT
Dra. Joelma Perei UFLA
Dr. Luciano Vilela Paiv UFLA
Dra. Maria Ligia de Souza Sil UFLA

Dr. Valdemar Faquin
Orientador

LAVRAS — MG
2015



A0S meus pais,
José Boldrin e Marli.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus.

A Universidade Federal de Lavras (UFLA) e ao Depaento de
Ciéncia do Solo (DCS) / UFLA.

Ao Professor Valdemar Faquin, por sua franquezanseathos,
orientacBes. Parte de minha formagé&o profissidnala a seus ensinamentos.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal del Mwperior
(CAPES) pela concesséao da bolsa de estudo do doutorad@aregdoutorado
sanduiche no exterior.

A Professora e pesquisadora Li Li (Cornell UnivethBDA), por sua
orientacdo e ensinamentos durante o doutorado isévedoo exterior.

Ao Silvio Junio Ramos, por sempre ter me ajudadm ddeias,
conselhos e pela grande contribuicdo a minha fdmacofissional desde meu
egresso na iniciacdo cientifica.

Ao Professor Bebeto, por sua ajuda e coorientacgao.

Aos técnicos e funcionarios do DCS/UFLA, especialtmea Dirce,
Roberto, Jodo Gualberto e Geila Carvalho por sebapeen me ajudado.

Ao Fabricio Avila, Nilma Portela, Ana Paula Corduin Guilherme
Amaral, R6mulo Duarte por toda ajuda e pelo otimavivio que tivemos.

A todos os colegas do departamento.

Aos amigos Gustavo Oliveira e Thais Andrade, pileesa amizade e
por toda ajuda.

Aos meus Pais e familiares, por todos 0s ensinarsentirtudes.

Aos pais de minha esposa, Eduardo e Marly, que reeme apoiaram e
me deram suporte.

A minha esposa Karina, por sempre ter me apoiado amor e
companheirismo.



RESUMO

O selénio (Se) é considerado essencial para huneaansnais por ser
componente da glutationa peroxidase e de outraag@loteinas. Em plantas, o
elemento ndo é considerado essencial, porém enasbabncentracdes pode
apresentar efeitos benéficos. Foram realizados ésisdos com diferentes
materiais genéticos de trigo. No primeiro, objaifrs® avaliar o efeito da
aplicacdo de selenato na biofortificacdo, nutrigiomacros e micronutrientes e
a expressdo de alguns genes envolvidos na absergdsimilacdo de Se. No
segundo, buscou-se avancar o conhecimento na ftifickoydo com Se sob
influéncia de selenato e selenito, além de aval@no a utilizacdo de Se
influencia a nutricdo de S nesta cultura. Os erpamtos foram conduzidos em
casa de vegetacdo em vasos contendo solugdo wuautrititilizou-se
delineamentos experimentais inteiramente casuakza® primeiro estudo foi
realizado em esquema fatorial 12 x 2, sendo dozétiges de trigo e auséncia e
presenca (13 pmol ) de Se na solucdo, com trés repeticdes. No segundo
estudo, foram realizados trés experimentos: “segti esquema fatorial 7 x 2
X 4 com adicional, sete cultivares, duas fontesSde(selenato e selenito) e
quatro concentracfes (0, 1, 5 e i) com adicional de 2@M de selenato,
com quatro repeticdes; “producdo de sementes” uveesq fatorial 3 x 2, trés
cultivares e auséncia e presencalb de selenato), com quatro repeticdes e o
experimento sobre cinética de absorcdo de S. Moepo estudo, a producao e
crescimento das cultivares ndo foram alteradoge@®s e acumulo de Se nos
grdos apresentaram diferenca para os materiaistigenéavaliados. Oito
cultivares na parte aérea e cinco nos grdos auraent@s teores de S com a
aplicacdo de selenato. A expressdo dos genesdosligio permite identificar
um padrdo de comportamento dos genotipos avaliddimsegundo estudo, as
diferentes concentracdes e formas de Se exerceitosefdivergentes no
crescimento das plantas e teor de minerais na péréa e raizes nas cultivares
de trigo. Ambos, selenato e selenito aumentarano@updo de matéria seca de
raizes e parte aérea em baixa concentracfij50 aumento da concentracao
do selenato até 1M ndo s6 aumentou o teor de Se, como também alee8r
na parte aérea para todas as cultivares avali@asesultados da cinética de
absorcdo ndo explicaram como baixas concentragbesldnato aumentaram o
teor de S na parte aérea. O aumento do teor dé $hfleéncia de selenato
parece ser uma combinacao da express&@ddR1;1e SULTR1;3nas raizes,
levando a uma melhor capacidade de absorcdo, unxa leapressédo de
SULTR4;1 que limita o efluxo de sulfato nos vacuolos e Umaixa expressao de
APSle APR2nas folhas, que diminui a assimilacdo de S.

Palavras-chave: Selenato. Selenitoiticum aestivum.Biofortificacdo. qRT-
PCR.



ABSTRACT

Selenium (Se) is considered essential for plantd animals because is
glutathione peroxidase’s component and others gpteteins. In plants, this
element is not considered essential, but low doaaspromote benefic effects.
In this sense, it was realized two studies witlfiedént wheat genetic materials.
In the first, the aim was to evaluate the effecs@nate to the biofortification,
nutrition with macro and micronutrients and the regsion of some genes
involved in Se uptake and assimilation. In the adcstudy, the aim was to
advance the knowledge of Se biofortification byluehce of selenate and
selenite, in addition to evaluate how the Se appba influences the nutrition
with sulfur (S) in wheat plants. The experimentgaveonducted in pots with
nutrient solution. The plants were arranged in mmetely randomized design.
The first study was installed in a factorial desighx 2, with twelve genotypes
of wheat and presence (13 pmd)lor absence of selenium in the solution, with
three replicates. In the second study, were rahlizeee experiments: “seedling”
— factorial design 7 x 2 x 4 with additional, sewaiitivars, two sources of Se
(selenate and selenite) and four doses of Se ®ahd 10uM) with additional
of 20 uM of selenate, with four replicates; “seed produrtti— factorial design 3
x 2, three cultivars and presence (8 of selenate) or absence, with four
replicates and the experiment about absorptioncignef S. In the first study,
the production and growth of genotypes were natcafd by Se application. The
Se concentration and content in the grains showferehce to the genetic
materials evaluated. Eight genotypes in the shodffi@e in the grains increased
S concentration with selenate application. The gengression doesn’t permit
identify a standard of behavior of genotypes ewvalliain the second study, the
different Se concentrations and forms promotedrdivet effects for the plant
growth and mineral concentrations in the shootsrants for wheat plants. Both
selenite and selenite increased the dry matteruptamh of roots and shoots by
low dosage (uM). The increasing concentrations of selenate sufplLOuM
not only continuously increased Se content, bt @sed S level in shoots. The
stimulation of S content by selenate in wheat shegpeared to be due to a
combination of a selenate-promoted expressiolsOETR1;1and SULTR1;3
with enhanced capacity of uptake, a reduced express SULTR4;1to limit
efflux of sulfate from the vacuoles, and a reduergression oAPSlandAPR2
to decrease S assimilation.

Keywords: Selenate. Selenifiiticum aestivumBiofortification. gRT-PCR.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O selénio (Se) é considerado um elemento miners¢éneml para
animais e humanos (BROADLEY et al., 2010), estaadgsociado a diversos
processos bioldgicos, como crescimento, fertilidadeleterminadas doencas
cronicas. No entanto, ndo é considerado um elenssstencial para os vegetais.
Em baixas concentracdes € considerado um elementfito, atuando como
antioxidante, protecao contra raios UV, reguladercdescimento e protecdo
contra patégenos, e em altas concentra¢gfes atua gonelemento toxico, no
qual a planta apresenta sintomas de baixo crestmelorose, inibicdo da
sintese proteica e morte precoce (KAUR et al., P24 modo geral, quando a
concentracdo do Se nas plantas é maior que 1 ihgpkgle apresentar efeitos
téxicos; abaixo desse valor, exerce seu efeitoflmendas plantas (MALIK et
al., 2011; XUE; HARTIKAINEN; PIIRONEN, 2001).

Devido ao crescente interesse pela saude alimemt8e tem sido a
pauta de muitas discussodes, incluindo os diferea$pectos do elemento no
ambiente, na saude humana e animal, e no uso icalaga.

O United States Department of Agriculture (UNITEDTASES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2003) recomenda a ingestliaria de Se
de 50 a 7Qug por pessoa. Porém, estudos revelam que a dietaaisia da
populacdo mundial esta deficiente no elemento (CSME01), o que implica
na ocorréncia de diversas doencas associadasaadfalSe no metabolismo
humano. Visando a contornar essa deficiéncia, ratégia da biofortificacdo
com Se é proposta para aumentar os teores do eéemaculturas agricolas, a
fim de proporcionar maior teor de Se na dieta ham@animal, satisfazendo os
niveis ideais de consumo e reduzindo as conse@gdeai baixa ingestdo do

nutriente.
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A baixa disponibilidade de Se na maioria dos sgboiscipalmente os
intemperizados, € um fator que justifica o uso dafoltificacdo. Culturas
agricolas que crescem em solos com baixa dispmlailé do elemento, tendem
a acumula-lo em baixas concentrac@es. Além dissapacidade em absorver e
acumular Se varia com as espécies, estagio demesao e fatores relacionados
a forma do elemento disponivel na solu¢do do sétenato e selenito séo as
formas inorgénicas de Se, sollveis em &gua, e semaEm as formas mais
biodisponiveis do elemento para as plantas na eamtur(DUNGAN;
FRANKENBERGER, 1999).

O uso de alimentos amplamente consumidos pela apgiuimundial é
uma estratégia importante a ser aplicada em pragrai® biofortificacdo. Nesse
sentido, o trigo, o segundo cereal mais consumidaerceiro mais produzido
no mundo (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS, 2013), é considerado uma culturaiega potencial para
introducdo do Se na alimentacdo humana. Apesaddeer considerada uma
planta acumuladora de Se, estudmgelam o sucesso da cultura na pratica da
biofortificacdo (CUBADDA et al., 2010; LYONS; STANGULIS; GRAHAM,
2003).

Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi avadianfluéncia do Se na
nutricdo em macros e micronutrientes, a expressdaglins genes envolvidos
na absorcao e assimilacdo de Se, avancar o cordrgoima biofortificacdo com
Se sob influéncia de selenato e selenito em cuitsvee trigo, além de avaliar
como a utilizacdo de Se influene@anutricdo de S nesta cultura.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do Trigo
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O trigo € uma graminea do génédroticum, amplamente cultivada e
consumida no mundo todo (PENG; SUN; NEVO, 2011).tErceiro cereal mais
produzido no mundo, depois do arroz e do milho (BO@ND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 203).
Unido Europeia, China, india e Estados Unidos sfianaiores produtores de
trigo, e o Brasil ocupou a 152 posi¢do na produgéodial do cereal na safra
2013/2014 (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTUREQOQ3).

O cereal € produzido no Brasil em trés principa&gides: Sudeste,
Centro-oeste e Sul, sendo a regido Sul do paisspomsavel por 95% da
producéo de trigo (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATNOOF THE
UNITED NATIONS, 2014).

De acordo com dados da FAO (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2013), 65% daquucéo de
trigo sdo destinados ao consumo humano, 17% ardakgin animal, 12% séo
processados pela industria, especialmente na folenhiocombustiveis, e o
restante da producéo é desperdicada.

Programas de melhoramento de trigo tém contribpéda o sucesso da
cultura. A adaptabilidade das plantas e o altoineeito da cultura, aliado as
propriedades Unicas de panificacdo a partir danHari do trigo, sé&o
caracteristicas que proporcionaram grande aceithg@ereal pelos produtores e
consumidores (SHEWRY, 2009).

Em termos de consumo humano de cereais, o arrsigooe 0 milho,
nessa sequéncia, sdo os mais consumidos, sendth@ ein grande parte,
destinado a alimentagdo animal (FOOD AND AGRICULTRJR
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2013).

Devido & ampla variedade de produtos provenieradarthha de trigo,

como paes, bolos, biscoitos, massas e macarrae, @mros, o trigo € muito
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consumido pela populacdo mundial, e participa ero 3fbs carboidratos
presentes na dieta humana (SHEWRY, 2009; WELCH,e2G05).

Dessa forma, o trigo é considerado uma espécietalegem grande
potencial de utilizacdo em programas de biofodf@o. Apesar de néo ser
considerada uma planta acumuladora de Se, suatlficégdo com Se tem sido
realizada com sucesso (CUBADDA et al.,, 2010; LYONS;ANGOULIS;
GRAHAM, 2003). A forma de Se predominante nos grdlestrigo é a
selenometionina, a qual varia de 53 a 83% (WHANGEHER)_?2). Outras formas
de Se podem estar presentes em menores propotodes,selenato (12-19%),
selenocisteina (4-12%), seleno-metilselenocistéind%), dentre outras em

menores quantidades.

2.2 Caracteristicas do Selénio

O Se é um elemento considerado essencial paraimaiare humanos,
uma vez que é componente da enzima glutationa ides® a qual participa de
processos antioxidantes nos metabolismos animaaimo (RAYMAN, 2000).
O elemento foi descoberto em 1818, pelo quimics Jaacob Berzelius durante
a producao de acido sulfdrico (KAUR et al., 2014).

H& véarias formas de Se encontradas na naturezengel(Se¢}) e
selenito (Seg)) s&o formas inorganicas solGveis em agua, e remia@® as
formas com maior potencial de biodisponibilidad@acumulagdo no ambiente
(DUNGAN; FRANKENBERGER, 1999). Os aminoacidos selmetionina e
selenocisteina sdo compostos organicos de Se (WetlaE, 2004), e as formas
di-metil-seleneto,  di-metil-diseleneto,  dimethyl Iles®ne,  di-metil-
selenosulfureto, e metano-selenol séo as formadeimldo elemento (KAUR et
al., 2014).

A ocorréncia de Se nos solos € principalmente mhiteda por fatores
geolégicos (HAWKESFORD; ZHAO, 2007). Solos provenés de rochas
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magmaéticas geralmente possuem menores teores daaBdo comparados a
solos originarios de rochas sedimentares (MAYLANRIg 1989). Além disso,
condi¢cBes de solo como pH, potencial redox, textunzorréncia de 6xidos e
hidréxidos de ferro e aluminio, condi¢cdes clim&ieavegetacédo de cobertura,
também séao fatores que influenciam a biodispod#ule do Se para as plantas e
determinam a ocorréncia das formas do elementolod GISSEL-NIELSEN et
al., 1984; MIKKELSEN; HAGHNIA; PAGE, 1989; MCNEALBALISTRIERI,
1989). Em condi¢Bes de solo mais oxidado e alcafinedomina a forma de
selenato, enquanto em condi¢cdes de solo com phb &ideutro, a forma
predominante de Se é o selenito (HAWKESFORD; ZH2@)7). O selenito é
mais fortemente adsorvido aos coloides superfidaissolo, como 6xidos de
ferro e aluminio, o que o torna, consequentemenéxos disponivel para as
plantas que o selenato, cuja tendéncia é ser adsquur forcas eletrostaticas,
mais fracas que as do selenito (BARROW; WHELAN,99®e modo geral, a
biodisponibilidade de Se para as plantas diminon @odiminuicdo do pH do
solo, e com o aumento dos teores de argila, ohidivekidos de ferro e
aluminio e teor de matéria organica (GISSEL-NIELSEN al., 1984;
MIKKELSEN; HAGHNIA; PAGE, 1989). O regime pluviabimbém tem um
papel importante na ocorréncia de Se nos sologuabsolos com alto teor de
Se localizados em regifes cujo regime de chuvasrngue 500 mm podem
apresentar efeito toxico do elemento, enquanto smuetipo de solo com o
mesmo teor de Se em regides Umidas ndo é potepa@nioxico para as
plantas (FLEMING, 1980; KAUR et al., 2014).

2.3 Selénio na nutricdo humana e animal
O Se esta envolvido em importantes processos polege é
considerado um elemento fundamental para o creatonmormal, fertilidade e

prevencdo de doencas crbnicas em humanos, conite,adincer, cirrose,
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enfisema, arteriosclerose, entre outras, por atwmo elemento protetor
(VIARO; VIARO; FLECK, 2001).

O consumo de Se esta diretamente relacionado armu@&w de diversas
doencas, tanto em humanos quaato animais. Estd comprovado que, em
alguns animais, a doenca conhecida como white-esalisculo-branco) esta
associada a deficiéncia de Se, principalmente exertms e cordeiros. De forma
geral, as ovelhas e os cordeiros sao 0os animassgeasiveis a falta do elemento
na nutricio (TAMAS; MANDOKI; CSAPO, 2010). Em hun, ha evidéncias
de que a deficiéncia de Se pode afetar a saudéveesas formas, incluindo
funcdo imune, infec¢des virais, reproducdo, espmeiste a fertilidade
masculina, funcionamento da tireoide, asma e irdtd@ias diversas (RAYMAN,
2000; RAYMAN, 2002).

O consumo de Se varia de acordo com o tipo de mlagdo, e com 0s
teores de Se no solo em que os alimentos foranupidms. Na China, na regido
de Keshan, o consumo de Se varia entre @glpor dia, enquanto em paises
europeus, 0 consumo médio da populacdo é de 3QgLpOr dia, e na América
do Norte varia de 60-220g por dia (COMBS, 2001). De acordo com o United
States Department of Agriculture (2003), a neceskidhumana de ingestao
diaria de Se é de 50-1@y por pessoa, 0 que indica que, em muitos paises, a
ingestdo de Se esta abaixo da recomendada, o geeaparretar em diversos
efeitos da deficiéncia do elemento na satde humana.

A deficiéncia de Se na salde humana e animal pedeatornada
através da diversificacdo da dieta, suplementatierstar, fortificacdo por
industria e pelo uso da biofortificagdo, técnica gqnsiste no aumento dos
teores do elemento nas culturas agricolas, pelaindt@ducdo na adubacéo
(biofortificagdo agronémica) ou por melhoramentandi&o (biofortificacdo
genética) (RIOS et al., 2008/HITE; BROADLEY, 2009)
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Segundo Hartikainen (2005), a utilizacdo da bidfoagdo com Se em
plantas permite inserir o elemento na cadeia abangtendo as plantas como
aliadas, no sentido de atuarem no controle dat&gexcessiva e, ou, acidental,
susceptivel em humanos que fazem uso de suplemalimentares contendo
Se.

2.4 Uso do selénio na agricultura e seus efeitos gtantas

O Se nao é considerado essencial para os veggiagar de haver ainda
controvérsias sobre a sua essencialidade (TERRY, &000). Estudos mostram
0 comportamento do elemento nas plantas, que dasgde a participacdo em
compostos e reacfes no metabolismo de vegetaisnatéfeitos benéficos,
como aumento da produtividade em algumas cultitaRTIKAINEN; XUE;
PIIRONEN, 2000; RIOS et al., 2010).

As espécies vegetais diferem quanto a sua capac@accumular Se, e
por isso, sdo divididas em trés grupos: plantas adonuladoras, selénio-
indicadoras e plantas acumuladoras (DHILLON; DHIINLQ003).

O Se pode ser absorvido pelas raizes das plantakiferentes formas,
como selenato (Sed), selenito (Seg), na forma de compostos organicos,
como os aminodcidos selenometionina e seleno@steitambém através das
formas volateis do elemento como di-metil selenetali-metil di-seleneto
(WHITE et al., 2004).

Conforme ja citado, selenato e selenito sao asa®me Se com maior
potencial de bioacumulagcdo e biodisponibilidade rambiente, e
consequentemente, sdo as formas mais absorvidasrpétes das plantas.

S&o esperadas amplas diferencas entre a absorg&tedato e selenito
pelas plantas, ja que existe uma diferen¢a dedafiei entre eles por coloides do
solo (ADRIANO, 1986). O selenito é mais fortemeradsorvido pelos

argilominerais do solo e, portanto, estd menosodisgl para as plantas que o
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selenato, considerando uma mesma concentracadm{HoPPER; PARKER,
1999). Em condig¢8es naturais de solo intemperizadlenito esta adsorvido a
oxidos e hidréxidos de ferro, aluminio e mangar28RROW; WHELAN,
1989), o que o torna potencialmente menos dispbiisea as plantas. O
selenato é absorvido pelas raizes por transpodsddo sulfato (BELL;
PARKER; PAGE, 1992; TERRY et al., 2000). Ja o s&demao apresenta um
modelo conciso para sua absorcao pelas plantasisaigabalhos sugerem que o
selenito é absorvido pelas raizes através da difpadsiva (ARVY, 1993; LI;
MCGRATH; ZHAO, 2008).

Diferencas de mobilidade no interior das plantasbtam tém sido
relatadas para o selenato e selenito. O selertedamgportado para a parte aérea
muito mais facilmentedo que o selenito (ZHANG et al., 2003). O menor
transporte de selenito para a parte aérea estéiorddo a sua conversao
acelerada em formas organicas de Se, como selanamat(ZAYED; LYTLE;
TERRY, 1998), as quais sdo armazenadas nas raizes.

Tanto trabalhos de campo quanto em casa-de-veget&pd mostrado
gue a aplicacdo de selenato é mais eficiente caglieacdo de selenito para
aumentar a concentracdo de Se em plantas (BOLDR&#N, 2012; BOLDRIN
et al., 2013; CARTERS; GIANFREDA; MORA, 2005; RAMGS al., 2011).
Excluindo-se as condi¢Bes de solo e suas cardittesistrabalhos em solucédo
nutritiva também demonstram maior acimulo de s&demm plantas quando
comparado a aplicacdo de selenito (RAMOS et al1R0

O Se é metabolizado em plantas via rota de abseraedsimilacao de S,
devido as semelhancas das propriedades quimigasrtSe, atribuida ao fato
de pertencerem a mesma familia da tabela periqdiaigogénios — VI A)
(PILON-SMITS; QUINN, 2010).

Antes da assimilacdo a compostos organicos, or&yéat da acdo da

enzima ATP sulfurilase é convertido em 5-adenilfisto ou adenosina-5'-
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fosfosulfato (APS). A APS, por sua vez, é reduzidda APS redutase ou
adenilil-sulfato redutase (APR) a sulfito (a APRunsfere dois elétrons da
glutationa peroxidase (GSH) para produzir o sylfitoseguir a sulfito redutase
transfere elétrons da ferredoxina {fdbara produzir sulfeto {$ e este por sua
vez reage com O-acetilserina (OAS) para formar ospostos organicos
cisteina e acetato (KOPRIVA, 2006; LEUSTEK et 2000).

De forma semelhante, o selenato ($80é absorvido por
transportadores de sulfato e através da ATP daléeré transformado em
adenosina fosforoselenato (APSe). A APSe sob aghcerrima APR é
convertido em selenito (Sgb), que em seguida é transformado em seleneto
(S€) através da sulfito redutase. Por sua vez, %o S acéo da enzima OAS, é
transformado em selenocisteina e este em outropastos organicos como
metilselenocisteina e proteinas.

Nesse sentido, é fato que ainda had muito que secawano
entendimento do metabolismo do Se em plantas, loemo sua relagdo com os
nutrientes, especialmente o S. Visando a contrituin informacdes relevantes
sobre 0 uso do Se em culturas agricolas, estelhalimisca gerar novos
conhecimentos e respaldar o uso do elemento neuligra, a fim de garantir a

entrada desse elemento na alimentacgéo.
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RESUMO

O selénio (Se) é considerado essencial para hunampsmais
por fazer parte da enzima glutationa peroxidaseesAp de ndo ser
considerado essencial para as plantas, em baixagrdoacdes pode ser
benéfico para o desenvolvimento e crescimento akgétbjetivou-se
avaliar o efeito da aplicacao de selenato na HiGtacao, na nutricdo em
macros e micronutrientes e na expressao de gewelvielos na absorcao
e assimilacdo de Se em doze gendtipos de trigoxg@rienento foi
conduzido em casa de vegetacdo em vasos conteldasaoutritiva. O
delineamento experimental foi inteiramente casadbz em esquema
fatorial 12 x 2, sendo doze gendétipos de trigo €acia e presenca (13
pumol) de Se na solugéo, com trés repeticdes. N dim ciclo avaliaram-
se dados de producédo. As plantas foram colhidagterndinou-se a
matéria seca em cada parte da planta. Determinsgaos teores de
macros e micronutrientes e os teores de Se nasaplahambém foi

avaliado com PCR quantitativo em tempo real, a esgdo génica de
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alguns genes envolvidos na absorcdo e metabolisn8edA producgéo e
crescimento das cultivares estudadas néo forama@ddte. Os teores e
acumulo de Se nos graos apresentaram diferenca gsarmdiferentes
materiais genéticoavaliados. Oito cultivares na parte aérea e Cil n
grdos aumentaram os teores de enxofre (S) conicagfd de selenato. A
expressdo dos genes avaliados ndo permite idantifim padrdo de
comportamento das cultivares estudadas.

Palavras chaves: Selenatoiticum aestivumgRT-PCR

1. Introducéo

O selénio (Se) é um elemento considerado essepara 0s
animais e humanos, uma vez que € componente dmargiutationa
peroxidase, a qual participa de processos antintedanos metabolismos
animal e humano (RAYMAN, 2002).

A ingestdo de Se pelos humanos varia de acordooctipo de
alimentacdo, e com os teores de Se no solo ondelimentos séo
cultivados. Na China, na regido de Keshan, o constenSe varia entre
7-11 pg por dia, enquanto em paises europeus, 0 consudaio rda

populacdo é de 30-1Q@ por dia, e na América do Norte varia de 60-220

ug por dia (COMBS, 2001). De acordo com o UnitedeStdepartment
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of Agriculture (USDA, 2003), a necessidade humanandestéo diaria de

Se é de 50-7Qug, 0 que indica que, em muitos paises, a ingestaded
esta abaixo da recomendada, o0 que pode acarretaliversos efeitos da
deficiéncia do elemento na satde humana.

A deficiéncia de Se na salde humana e animal EmEe
contornada através da diversificacdo da dieta,esugitacdo alimentar,
fortificagcdo por industrias e pelo uso da biofeci€do com o Se. A
biofortificacdo é uma técnica que consiste no atonelos teores do
elemento nas culturas agricolas, pela sua intradutd adubacédo
(biofortificacdo  agronbmica) ou por melhoramento négeo
(biofortificacdo genética) (RIOS et al., 2008; WIHEITBROADLEY,
2009).

O trigo é considerado uma espécie com grande patede
utiizacdo em programas de biofortificacdo, ja cqueconsumido por
grande parte da populagdo mundial. Apesar de nédcossiderada uma
planta acumuladora de Se, sua biofortificacdo coelemento tem sido
realizada com sucesso (LYONS; STANGOULIS; GRAHAM)O03;

CUBADDA et al., 2010).
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Programas de melhoramento de trigo tém contribydd@m o

sucesso da cultura. A adaptabilidade das plantasle rendimento da
cultura, aliado as propriedades Unicas de pandizacpartir da farinha do
trigo, sdo caracteristicas que proporcionaram graugitacdo do cereal
pelos produtores e consumidores (SHEWRY, 2009).

Desse modo, o objetivo do trabalho foi avaliar eitef da
aplicacdo de selenato na biofortificacdo, na n@driem macros e
micronutrientes e na expressdo de genes envolwdosabsorcdo e

assimilacdo de Se em doze cultivares de trigo.

2. Material e métodos

2.1. Delineamento experimental, tratamentos e agAmldo experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no
Departamento de Ciéncia do Solo da Universidaderaéde Lavras, em
solucao nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) witido vasos de 3 litros.

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb, em
esquema fatorial 12 x 2, sendo doze genotipos ide & auséncia e
presenca (13 pmol 1) de Se na solucdo, com trés repeticdes. Cada

unidade experimental consistiu de uma planta pep,véotalizando 72
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vasos. A fonte de Se utilizada foi Selenato de ®&édNaSeQ, (Sigma-

Aldrich).

A escolha da concentragdo de selenato utilizadexperimento
foi definida com base em trabalhos anteriores, coobjetivo de usar
uma dosagem que fosse eficiente para a biofogdicacom Se e que
estivesse na faixa de concentracdo consideraddidzep@ra seu uso
(Xue et al., 2001; Pilon-Smits et al., 2009)

Foram utilizados 11 cultivares de trigo: IAC 364iorieiro,
Supera, Brilhante, BRS 207, BRS 210, BRS 264, C8, 18C 24, IAC
375, BRS 254 e 1 linhagem: VI 00225.

As sementes (oriundas do banco de germoplasma d# @F
EPAMIG) de cada cultivar de trigo foram colocadasapgerminar em
bandejas de poliestireno expandido com 128 célulesntendo
vermiculita como substrato e irrigadas com aguarndeada. Cinco dias
apos a emergéncia as plantulas foram transferidaa polucdo de
adaptacdo em bandejas de 30L contendo % da forigaida solucéo de
Hoagland, na qual foram mantidas por sete diaseRagnente, foram
transferidas para uma solucdo com %2 da forca igrocanais sete dias.

Depois desse periodo, o experimento foi instalaio1€0% da forca



29
ibnica da solucdo e foram aplicados os tratameocbos e sem Se na

solucdao.

Durante todo o periodo experimental, a solucaoitivair foi
mantida sob aeracéo constante e trocada semanalmepH da solucéo
foi ajustado diariamente para 6,0;2 pela correcdo com NaOH ou HCI
0,1 mol L.

No final do ciclo, foram avaliadas a altura dasfda, nimero de
espigas por planta, nUmero de espiguetas por espigeero de graos por
espigueta e peso de 1000 gréos. As plantas colfuda® separadas em
parte aérea, raizes e graos, lavadas em aguaz#elare colocadas para
secar separadamente em estufa de circulagéo fodgadiaa 65°C por 72

horas, quando quantificou-se a da massa seca deadé.

2.2. Analises quimicas dos tecidos

O material vegetal seco em estufa foi moido em hwitipo
Wiley e submetido a digestéo nitrico-percloricausedo a metodologia
descrita por Malavolta et al. (1997). No extrats,teores totais de Ca,
Mg, Cu, Fe, Mn e Zn das amostras foram determinagsendo

espectrofotdbmetro de absorcédo atdmica (PerkinElntey San Jose, CA,



30
EUA). O P e S foram determinados utilizando espéatdmetro

colorimétrico (Digimed, modelo DM-62) e o K foi efotdmetro de
chama(Micronal, modelo B582, Sado Paulo, SP, Brafil)teor de N foi
determinado por titulometria através do método delddhl, apos
digestdo em &cido sulftrico (Malavolta et al., 1997

Para a determinacdo dos teores de Se nas raizparteaérea e
nos gréos de cada amostra, utilizou extragdo condHdbncentrado
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em forno de moondas CEM
(Mars modelo 5, CEM Corporation, Matthews, NC, EUAA
quantificagdo de Se nos extratos foi realizada gspectrometria de
absorcdo atdmica (GFAAS, Perkin-ElfiekAnalyst™800 — Waltham,
MA, USA) segundo metodologia descrita por Ramoslet(2012). O
valor do limite de deteccéo do método foi dauigkg’.

Para avaliar a acuracia das andlises de Se, faiadth material
certificado White Clover (BCR402, Institute for Refnce Materials and
Measurements, Geel, Bélgica), o qual, juntamenta oo branco, foi
incluido em cada bateria de digestédo, a recuperdgguadréo utilizado

nas leituras foi de 70%.
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Os teores de Se foram relacionados a massa seabazigl® para

determinacdo do acumulo de Se em cada parte d&aplara cada
tratamento. Com esses dados, estimaram-se 0s tegindices:

- Eficiéncia das Raizes na Absorcdo de Se = (m¢ealdotal
acumulado na planta / g massa seca de raizes);

- Indice de translocac&o do Se = [(acumulo de Sgarta aérea +

acumulo de Se nos graos) / (Se total acumuladdaméap x 100].

2.3. Extracdo de RNA, transcricéo reversa e PCRtdaidvo em tempo
real (QRT-PCR)

Para a avaliacdo da expressdo de alguns genesvidngoha
absorcdo e assimilacdo de Se, foram escolhidascskigares para as
andlises de qRT-PCR em funcéo do teor de Se nos,gréior teor de Se
(BRS 210, CD 108 e IAC 364) e menor teor de Se (BBg VI 00255 e
IAC 375).

Durante o periodo de florescimento, foram coletapesgro folhas
completamente expandidas de cada parcela, asfqens imediatamente

colocadas no nitrogénio liquido e armazenadas eezdr (-80°C).
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A extracao total do RNA nas folhas de trigo, falizada com o

uso do reagente Trizol (Invitrogen) seguindo asrugées do fabricante
(Invitrogen) e tratado com DNase livre de RNase lgfam). Em seguida
4 ng de RNA foram reversamente transcritos em cDNAjzahdo
Superscript 1l transcriptase reversa (Invitrogendliluido a um volume
final de 20puL. O cDNA foi diluido cinco vezes em agua DEPC & fo
submetido ao PCR semi-quantitativo, com um gendralenendogeno
para o trigo. O PCR em tempo real foi feito comns trépeticbes do
método e duas repeti¢cdes bioldgicas utilizando RBISM 7500Real-
Time PCR(Applied Biosystems), com o sistema de detec8¥BR
Green,para os primers apresentados na tabela 1. A edpresktiva foi
calculada de acordo com a metodologia descritaianteente (Lyi et al.,
2007). Para o calculo comparativo dos CTs (Cicloeshold) foram

utilizados 2 controles enddgenos.
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Tabela 1. Sequéncia de primers sintetizadas papéfiaar alguns genes
relacionados ao transporte e metabolismo do Se e S.

Sequéncia (5’- 3)

F - Foward e R - Reverse Acesso

Gene

_ F - CCGTAACCATTGCCCTTCAG
Sultr;1 R - GTACATTTCCCCATACTGACTCC AJS12817.1

F - CCAAGGCTCGTATTAATG
APSI R - TCAGCATCATAAAGGTCCC TC307321

F - AGAACCCCCCCTGATGGA
APS2 R -TCGGTTTCGCCAACCTCTT TC322827

F - AAATCGCCATCGCCTTCA
APRL R - CGTCCAGTCAGTTTCGCGTAT TC304847

F-TCTTCTCCTACTCCGACAC
Calalase g . CGTAGTGGTTGTTGTGGTG pee3arL

F - TTCACCGTCAAGGATGCAAG
GSH R - GGTCAAGCCACACTGCGAAG AJ010455.1

Controle F - CAGGGCCTCATTTTTGTTGT

endogeno R - CAGCTCATCCTCATTCAGCA TC3r3628

Controle F - GAGGAGGATGAGGTGGATGA

endogeno R - CACACTCCTGCGTGCATACT TC400450

2.4. Andlises estatisticas

Todos os resultados foram submetidos a analiseadéneia, as
diferencas significativas entre os tratamentosnfiosaparadas utilizando
teste de Scott-Knott (nivel de confiabilidade d@5), utilizando o

software Sisvar 4.6 (Build 6.1) (Ferreira, 2011% @aficos foram feitos
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no programa Sigma Plot (versdo 12.0, Systat Soétwar., Chicago, IL,

USA).

3. Resultados e Discusséao

As variaveis fitotécnicas avaliadas (producéo desaaeca, altura
das plantas, nimero de espigas por planta, nunmeresgiguetas por
espiga, nimero de graos por espigueta e peso degt80s) ndo foram
influenciadas pela aplicacdo de Se e nem pelaag#erentre aplicacédo de
Se e cultivares de trigo. Observou-se apenas doefeolado das
cultivares de trigo, 0 que pode ser atribuido a ifestacdo das
caracteristicas intrinsecas a cada uma delas.

Sabe-se que o Se em plantas tem efeito duplo. Ewasha
concentracfes, devido ao aumento da atividade xafdiote, pode
aumentar a produtividade das plantas (LYONS et2809; RAMOS et
al., 2011) e em concentracbes elevadas compromdesenvolvimento
vegetal, devido a oxidacdo das células e a toxidez.

No Reino Unido, o trigo é cultivado em solos conixbateor
natural em Se. Em experimento com aplicacdo dexaelale sédio em

trigo foi constatado que a produtividade nédo fatada pela adubacao
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com Se, apesar do efetivo aumento do teor de Sgréos (Broadley et

al., 2010).

A aplicacdo de selenato nas plantas de trigo awumeatteor
(Figura 1 A, B e C) e 0 acumulo de Se (Figura h&)parte aérea, raizes
e graos, para todas as cultivares avaliadas. QGbservque, nao
necessariamente, o maior teor de Se obtido em dadlivar é
acompanhado por maior acumulacdo do elemento naksar. Como a
acumulacdo de um elemento é dependente do seuntedecido e,
principalmente, da produgdo de massa seca, de maageral, a

acumulacdo segue a mesma tendéncia da massa pgeoduzi
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selenato de sodio dentro de cada cultivar.
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Para efeito da biofortificacdo de alimentos nooatripad de se

considerar a parte comestivel da planta, os gidesse modo, o maior
teor de Se nos graos foi encontrado para a culBiR8 210, e os menores
valores foram identificados para as cultivares &iman Supera, Brilhante,

IAC 24, BRS 264, V1 00225, IAC 375 e BRS 254 (FayaC).

Os dados de eficiéncia das raizes na absor¢cédo @pr8sentam
diferenca entre as cultivares avaliadas (Figura ARxultivar BRS 210 se
destacou na absorcdo de Se. Diferentes materiaitiges expressam
diferentes respostas para teores de Se (Lyons.,eRQfl5). Assim, a
escolha de cultivares que sejam mais eficientes gdasorcao do Se pode,
por exemplo, gerar ganhos significativos em um @@ de
biofortificacao.

Com excecao a cultivar Pioneiro, as demais cubwvaido diferem
quanto ao indice de translocacdo de Se (Figura OB).resultados
mostram que, quase a totalidade do Se absorvidas pelizes foi
translocado para a parte aérea e graos nas ceftidartrigo. Esse fato é
comprovado pelas figuras 2A e 2B onde se obsereadqutotal de Se

absorvido, apenas uma pequena parte permanecaires r
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As diferencas das cultivares para o acumulo doFBgi@a 2A)

esta relacionado as caracteristicas genéticaslalstai@ que expressam e
controlam a absorc¢do, translocacdo e o acumuldetneato nos graos
(Zhao et al., 2009; Bona et al., 2009). Em trabajhe avaliou os teores
de Se em grdos de diferentes gendtipos de trigoAumsralia, foi
encontrado variacdo da ordem de 144 vezes, mateoai 5ug kg* até
materiais com 72Qig kg (Lyons et al., 2005).

Em geral mais de 90% do Se absorvido pelas plafdas
translocado para a parte aérea e graos (Figura RHncilidade de
absorcdo e transporte do selenato pelo xilema idm relatada em
diversos trabalhos (Boldrin et al., 2012; Ramaale2011; Sharma et al.,
2010).

Devido a insignificante absor¢do e acumulo de Septentas dos
tratamentos sem Se, o indice de translocacado @ity e a distribuicédo
percentual do elemento (Figura 2B) nesses tratamenfio foram
calculados. A deteccdo de Se nas cultivares de éng tratamentos que

nao receberam o selenato (Figura 1A, B e C e 28% per atribuida ao
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Letras diferentes a, lo, para acimulo de Se nos gréos; d, e,
f para acimulo de Se na parte aérea; g, h, i,g @aimulo

de Se nas raizes) indicam diferenca significativeieeas
médias das cultivares com a aplicacdo de Se (8oott;
p<0,05). (*), comparando-se com e sem a aplicagieal
dentro de cada cultivar, diferem entre si (Scoto#n
p<0,05).

Se volatil (Zhu et al., 2009) presente no ambienitendo das plantas que
foram tratadas com esta forma de Se.

De maneira geral os teores dos macronutrientesmfamzais
afetados pela presenca de selenato do que doshuticentes.

Os teores na parte aérea de K, Ca, Mn e Zn ndamfor
influenciados pela interacdo entre cultivares eelve diferenca apenas
entre as cultivares, o que pode estar relacionadcagacteristicas das
proprias cultivares. Cu e Fe ndo apresentaramedifersignificativa.

Os teores na parte aérea de N, P, Mg e S foramemdlados
pela interacdo entre cultivares e Se (Figura 3p IN&uve uma tendéncia
geral no comportamento dos teores na parte aérég Bee Mg para as
cultivares em funcéo da aplicacdo de selenato. @&ear de N na parte
aérea (Figura 3A) somente as cultivares CD 108 @0ZP5 apresentaram

aumento no teor com a aplicacéao de Se, as denmases ndo foram
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influenciadas. O teor de P na parte aérea (FigBjd@ aumentado para

a cultivar VI 00225 e diminuido para a cultivar 122 em funcdo da
aplicacdo de selenato, as demais cultivares namforfluenciadas. Para
o teor de Mg na parte aérea (Figura 3C) somentstisar BRS 210 teve
aumento do teor em funcdo da aplicacdo de selemats demais
cultivares néo foram influenciadas.

Rios et al. (2010) testando fontes e concentragi@esSe em
plantas de alface, verificaram diminuicdo nos teade N-NQ com
aumento da concentracdo de Se aplicado. Em estado gvaliar a
aplicacdo de M de selenato de sodio em plantas de trigo, fafigado
gue nao houve alteracéo dos teores de P e Mg aatmpl(Zembala et al.,
2010). Souza et al. (2013) testando o efeito deagdlo de selenato (10
uM) e selenito (1QuM) em diferentes materiais de trigo constataram que
nao houve influencia nos teores foliares de P ©&.mesmos autores
verificaram que a aplicacéo do selenato aumenteworofoliar de Mg em
mais da metade das cultivares avaliadas.

Por outro lado, a aplicagdo de selenato promoveeato do teor

de S na parte aérea para oito das doze cultivaadiadas (Figura 3D). O
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efeito sinérgico entre o selenato e o sulfato éabses relatado (Boldrin et

al., 2012; Ramos et al., 2011; White et al., 2084uza et al., 2013).

A avaliagdo dos teores dos nutrientes nos graossamou
interacao entre cultivares e Se somente para ae&8r(Figura 3E). N, P,
K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn foram influenciados asepelas cultivares,
0 que pode ser atribuido as caracteristicas dasigsccultivares.

Boldrin et at. (2013) avaliando formas de aplicagdontes de Se
em arroz, verificaram que a aplicacéo de 0,75 mgdeselenato no solo
nao alteraram os teores nos grédos de N, P, S, €e. s autores
verificaram ainda que tanto a aplicacéo de selemadoto a aplicacdo de
selenito possibilitaram aumento dos teores de M@nenos gréos e
somente a aplicacéo de selenato aumentou os s

Os genes avaliados neste trabalho estéo relacisrgadbsorcéo e
ao metabolismo do S. Ha competicdo entre S e Se gstema
enziméatico envolvido na absorcao e translocacapeose justifica pela
proximidade das propriedades quimicas entre S e 3 fato do Se
utilizar as mesmas rotas de assimilacdo do S {Sitoits et al., 2009).

Os resultados das andlises de expressao do $eltrd;1 ndo

permite identificar uma tendéncia geral no compoetato das cultivares,
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pois algumas aumentam e outras diminuem a expressdfuncdo da
aplicacdo de selenato de sodio (Figura 4A).

O geneSultrl;1 pertence ao grupo 1 da “familia” dos genes
transportadores de sulfato (Hawkesford and De KaB06) e sua
expressao apesar de ndo exclusiva, ocorre predot@nante nas raizes
(Smith et at., 1995). No entanto, Ramos et al. 120&rificaram aumento
da expresséo dsultrl;1 em folhas de alface, quando as plantas foram
tratadas com selenato.

De acordo com os dois grupos pré-definidos em fudgéateor de
Se, as cultivares BRS 210 e IAC 364 (com maioresetede Se nos
gréos) apresentaram diminuicdo da expressdo do 4O, j4 as
cultivares VI 00225 e IAC 375 (com menores teoresS& nos graos)
apresentaram aumento na expressao doAgese(Figura 4B). Por outro
lado, a expresséo dos gerdBS1e APR1diminuiram para quatro das
seis cultivares avaliadas (Figura 4D e 4E, resgatiente).

A ATP sulfurilaseatua na transformacéo do selenato absorvido
em adenosina fosforoselenato (APSe). As isoforrARS1 e APS2
exercem suas atividades em locais diferentes matapla APS1 esta

localizada no cloroplasto enquantdRS2desempenha suas fung¢des no
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citosol (Rotte e Leustek, 2000). Ramos et at (2@i/a)iando o efeito da

aplicacdo de selenato em folhas de alface ndo tacam alteracdo na
expressao daPS2

Os resultados da expressdo ARS2 poderiam sugerir que em
cultivares com os maiores teores de Se, que tarapéesentam aumento
nos teores de S, tanto a quantidade do reagemeadao de formacéo da
APSe(ou seja, a quantidade de Se) quanto a quantidadeagiente da
reacdo de formacdo d&PS(o S), sdo maiores, 0 que poderia diminuir a
velocidade da reacdo, para assegurar o equiliba® cbmpostos
formados. Porém, trabalhos tém mostrado que baemes de S nas
folhas seria o gatilho para induzir a absorcéo akniente; no entanto o
contrario ndo ocorre, ou seja, elevados teoresllfigs ndo geram uma
resposta negativa para a absorcdo, muito provanénuevido ao S ser
armazenado nos vacuolos (Matthewman et al., 20bpritova et al.,
2013).

A APR esté localizada exclusivamente nos cloroplastagtéRe

Leustek, 2000) e atua na reducaoAdRBSea selenito e esta reacao ocorre
com auxilio daGSH (glutationa peroxidase) que contribui com dois

elétrons para essa reducdo. Ramos et al (2011ljicasmim que a



a7
aplicacdo de selenato em alface promove aumentamtassao dAPR1

em plantas com maiores teores de Se e diminuicdexfdeessdo em
plantas com menores teores de Se. Observa-se nea H§ que das
quatro cultivares que apresentaram diminuicao gaessado dAPR trés
pertencem ao grupo de cultivares identificadas ownores teores de Se.

Para a expressao do gene que controla a catalasasapuas
cultivares foram alteradas em funcéo da aplicagiselenato. A BRS
210 (classificada no grupo de maior teor de Sey tumento e a BRS
264 (classificada no grupo de menor teor de Sey tHiinuicdo da
expressao do desse gene (Figura 4C).

Diversos trabalhos tém mostrado aumento da atieidadcatalase
em plantas tratadas com pequenas doses de Se r{Beretaal., 2002;
Xue et al., 2001), porém quando expostas a dosgadds do elemento
podem acarretar em danos incluindo diminuicdo dduividade. Kumar
et al. (2014) estudando o efeito da aplicacdo denselantas de arroz,
observaram aumento da expressao dos genes quelaané catalase.

Somente as cultivares do grupo de maior teor déivBeam a
expressao do geri@SHalterada. Duas cultivares apresentaram aumento e

uma apresentou diminuicdo da expressdo do genar@F4f). Sabe-se
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qgue a glutationa € uma das formas organicas deeSpgssibilita sua

translocagéo nas plantas (Rennenberg, Schmitz §niin, 1979), atua
no sistema antioxidante das plantas e com o awddliglutationa redutase
mantém sua forma reduzida (Marschner, 2012). Diaale (2014)
avaliando a influencia do Se na expressao do gere cgntrola a
glutationa, verificaram nao haver correlacdo eSeee a expressao de

GSH

4. Conclusbes

A presenca de Se na solucdo de cultivo na congéwtnatilizada,
nao alterou o crescimento e producao das cultivdeesgo.

Houve variagdo genotipica entre as cultivares rexwes e
acumulo de Se nos graos do trigo.

Das doze cultivares avaliadas, a aplicacdo de aelggromoveu
aumento no teor de S em oito cultivares na parteaaé em cinco
cultivares nos graos.

Os resultados da expressao génica ndo permiteifickentnas
condi¢cOes avaliadas, um padrao de comportamentoultagares com a

aplicacao de selenato.
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Highlights

* Low dosages of both selenate and selenite enhaowwass of
wheat plants.

* Increasing Se supply at low dosages promotes aonisly
enhanced S levels.

* Selenate treatment mimics S starvation to acti8ateTR1;1and
SULTR1;3.

* Selenate supply down-regula®BSlandAPR2expression.

» Synergistic effect results from promoting S uptake reducing

assimilation.
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ABSTRACT

Selenium (Se) is an essential micronutrient fomets and
humans and a target for biofortification in crops.advance the
knowledge of Se nutrition in plants, the effectsSefdosages and forms
on plant growth as well as on Se and sulfur (Sheedation in seven
wheat lines were examined. Low dosages of botmatdeand selenite
supplements were found to enhance wheat shoot bmrbat exert
limited effect on grain production. The stimulation plant growth was
correlated with increased APX antioxidant enzyntevayg. Interestingly,
selenate supply promoted S accumulation in wheettgl which was not
observed with selenite treatment. The continuows 8+old increase of
S levels following selenate treatment at low dosagas observed in
shoots of all wheat lines. Selenate treatment wéised to mimic S
starvation to activate the expressiorS&fLTR1;1andSULTR1;3n roots
The selenate-induced S accumulation in wheat sivemtdikely to be
caused by a combination action of selenate-promatpdession of
SULTR1;1andSULTR1;3in roots with enhanced capacity of uptake, and
reduced expression 8fPS1landAPR2in shoots with decreased S
assimilation. This study supports that plant groatld nutrition benefit
from low dosages of Se fertilization and provideg®timation on the basis

underlying Se-induced S accumulation in plants.

Keywords
Selenium, sulfur, wheat, uptake kinetics, gene &sgion,

antioxidant enzyme
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1. Introduction

Selenium (Se) is essential for animals and humanause it is a
component of glutathione peroxidase and other epleteins [1].
However, Se essentiality in plants is not estabtishalthough there are
reports showing that Se is beneficial for some tgl2]. All plants uptake
Se, but they differ in their abilities to uptakedeaccumulate this element.
Se levels in plants vary with plant species, stafyelevelopment, and
biogeochemical factors that influence selenium labdity in the soil.
Based on their abilities to accumulate Se, plaatigs are classified as Se
non-accumulators, secondary accumulators, and |g&régcumulators [3,
4].

Selenium is taken by plants from soil in differdatms, i.e. in
inorganic forms as selenate and selenite, and game forms as
selenomethionine and selenocysteine. Selenate eatehite are the
primary forms of Se source existed in soil. Selensatup taken in plant
roots by sulfate transporters, and plant species shifferent selectivity
between sulfur and selenate [3]. Due to chemicatilaiity between
sulfur (S) and selenium, antagonistic relation lsetvselenate and sulfate
uptake is generally observed in plants when higbades of selenate or
sulfate are used [5, 6, 7]. However, studies shbat selenate can
increase sulfur content when low dosages of sedeaat applied to
plants. This was observed in cases such as in letece, wheat, and
barley [8, 9, 10, 11]. By contrast, less information the uptake of
selenite is available. Selenite is believed to &kem up into plants

passively and/or by phosphate transporters [12, 3&nite was shown
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to be not effective to increase sulfur contentatiuice [9] and suppress
sulfur accumulation in seedlings of some wheatslifid].

Sulfur is an essential nutrient for plants and psses a plethora
of functions [14, 15]. Sulfur serves as a compor@nimportant amino
acids cysteine and methionine to be incorporatéd Bnzymes and
proteins. It is also found in vitamins (biotin amldiamine), cofactors
(CoA and S-adenosyl-L-methionine), and some seggndeetabolites.
Sulfur not only plays structural, catalytic, andyukatory functions, but
also acts as a major cellular redox buffer to mtotine cells from
oxidative stress. The supply of S to plants is msslefor vegetative
growth and allows production of seeds with highliq@416]. Thus, S
nutrition influences agriculture and food quali§ulfate is the primary
source of S for plants and represents the mostestatm of S in soil.
Sulfate is taken up into roots from the soil bynpéathrough the root
plasma membrane by sulfate transporters, and t&keps impacted by
the presence of Se.

Wheat is a major staple crop that is cultivated prutessed on a
large scale worldwide. The success of global graftinis crop is related
to wheat adaptability to different environmentsghiproductivity, and
associated product characteristics such as bakopefies [17]. Wheat is
the third cereal crop produced in the world andstheond main food crop
[18]. Wheat serves as a major dietary source oh®@mans and animals
[19]. Despite wheat is considered a non-Se-accuomlg3],
biofortification with Se in wheat has been pradfiedth success [19, 20].

Considering the importance of wheat for world fegdand that

approximately 15% of the world population are selendeficiency [20],
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the aim of this study was to advance the knowlemg&e biofortification
under selenate and selenite treatment in wheatardt In addition, Se
supplement was found to directly affect S levelstht is important to

understand how sulfur nutrition is influenced byiséhis crop.

2. Material and methods

2.1. Wheat germplasm and plant growth

A population of seven wheaflijticum aestivumL.) lines was
used in this study. These lines were selected feomvheat breeding
program in the Plant Breeding and Genetics Secidn Cornell
University. They possessed different charactesgstiith three lines being
soft white winter (SWW), one line being hard wh#gring (HWS), two
lines being hard red spring (HRW), and one linenbesoft red winter
(SRW) (Table 1).

Seeds of these lines were disinfected in 10% NagaCition for
10 min, washed extensively in distilled water falexd by in distilled
milli-Q water, and germinated on moistened filtaappr in a growth
chamber at 22°C for 3 days essentially as descpb®dously [11]. The
uniform 3 day-old young seedlings were transplaiménl 2.2 L dark pots
that contained modified Johnson’s nutrient solutionwheat [21]. The
seedlings were grown in a greenhouse at 21°C wif-la light and 10-h

dark photoperiod under constant aeration.

2.2. Selenate and selenite treatment
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For treatments with seedling dosage experiment]lisgs from
the seven wheat lines were grown for four day©ienrhodified Johnson’s
nutrient solution. On the fifth day, these plantsreveither kept in the
modified Johnson’s nutrient solution as controbtmeent or exposed to
the nutrient solution containing b%eQ at four different concentrations
(1, 5, 10 or 2QuM) or NaSeQ at three different concentrations (1, 5, or
10 uM). The experimental design was completely randeohin a 7 x 2 X
4 factorial scheme with an additional as followsven lines, two forms
of Se (selenate — MNaeQ and selenite — N&eQ), and four
concentrations (0, 1, 5, or JM) with an additional of 2QuM selenate.
The treatments had four replicates, resulting iotal of 252 plants. The
nutrient solutions were changed twice a week. Aftér days of Se
treatments, plants were washed in distiled wated éarvested
individually. The very young leaf and young rootrgdes were collected,
immediately frozen in liquid nitrogen, and storgd-&°C for qRT-PCR
and antioxidant enzyme activity analyses. Shoatd @ots were
separated. The shoots were weighed for fresh wepghtto dry at 65°C
for three days, and used for total Se and S coatslyses.

For selenate treatment during seed productionipfaom lines 2,
3 and 4 (Table 1) were grown until flowering time the modified
Johnson’s nutrient solution, which was changed éwéc week. These
plants were then either kept in the nutrient soluas controls or exposed
to the nutrient solution containingBM Na,SeQ, until seed mature. The
experimental design was completely randomized 18 & 2 factorial
scheme as follows: three lines with and withoutligppon of selenate.

The treatments contained 4 repeats with a tot&@4oplants. At the end
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when the grains were fully ripe, plants were hae@sindividually.
Shoots, roots (washed extensively in distilled watand seeds were
separated and put to dry at 65°C for three days.sBeds were used for
mineral analysis.

2.3. Mineral analysis by ICP

Total mineral contents in the dry samples wererdeteed using
an inductively coupled plasma (ICP) emission spacater (model iCAP
6000 Series ICP Spectrometer, Thermo Scientifiani@@alge, United
Kingdom) following the protocol as described [5]ri€dl and ground
tissues of 200 mg from each sample were weighedhatosilicate glass
test tubes and pre-digested with 4 mL of HWILIO, (60/40%, v/v) at
room temperature overnight. The samples were tleated to 120°C for
2 hours, followed by at 195°C for 30 min before iadd20 mL of
distiled milliQ water and analyzing using ICP. Bla and internal
standard yttrium were used to ensure the accufatee@nalytical results
obtained.

2.4. Catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (AdMyity assays

Wheat leaves (200 mg) were ground with a pre-cooledar and
pestle in 3 mL cold extraction buffer containing 8 KH,PO;-KOH
(pH 7.5), 0.1 mM EDTA, 0.5% (w/v) fresh Triton X-Q0and 4 %
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP). Following centrgiation at 13,000
rpm for 10 min at 4°C, the supernatant was usedefayme activity
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assays. CAT and APX activities were measured spaottometrically at
240 and 290 nm, respectively, essentially followitlte methods
described previously [9].

To determine the CAT activity, the enzyme extnaas added to
the reaction mixture (1 mL) containing 100 mM of $BoH=7.0). The
reaction was initiated by adding P of 10% (w/v) HO,. Activity was
determined by monitoring the decrease of absorbamc240 nm and
calculated using the extinction coefficient of 3gn™ cm*.

To determine the APX activity, the enzyme extraesvadded to
the reaction mixture (1 mL) containing 50 mM Hep&3H (pH 7.6), 0.1
mM EDTA, and 0.5 mM reduced ascorbate. The readtias initiated by
adding HO, to 0.4 mM. Activity was determined by monitoringet
decrease of absorbance at 290 nm and calculated tis extinction

coefficient of 2.8 mM cm™.

2.5. RNA isolation, reverse transcription and quiative real-time PCR

Total RNA from leaves and roots were extracted gisimizol
reagent (Invitrogen) following the manufacturenstruction (Invitrogen)
and treated with RNase-free DNase (Promega). RN@gjdwas reverse
transcribed into cDNA in a volume of 2L using Superscript Il reverse
transcriptase (Invitrogen). The synthesized cDNAendiluted five times
in DEPC water and checked first by amplifying whaatin gene using
semi-quantitative PCR. Quantitative real-time PC&wlone with three

techniques replicates for each of two biologicgbests. The relative
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expression was calculated following the methodolodgscribed

previously [22].
2.6. Kinetics experiment

Wheat line 1 was utilized to conduct this experim&eeds were
treated with 10% bleach and put to germinate orstaped filter paper in
a chamber at 22°C for three days. Seedlings wese thansferred to
containers with Hoagland and Arnon solution [23hteaning 1/10 of the
ionic strength (pH adjusted to 5.50+2), which was changed each three
days during 15 days. Seedlings were grown under hbfrs of
photoperiod with light intensity of 10@mol m? s* at 20°C +2 during
the day and 17°C ® during the night. Prior to starting the kinetics
experiments, plants were moved to a modified Hoabland Arnon
solution without S for 24 hours. Based on prelimynaests, a
concentration of 0.08M of S was used for the kinetic experiment. The
experiment included one control with four wheatnpéain the Hoagland
and Arnon solution containing 1/10 of ionic strdngand five selenium
treatments with four wheat plants in each of thdrient solution
containing 1, 5, 10 or 2@M NaSeQ, or 5 pM NaSeQ. Solution
aliguotes (1 mL) were taken every one hour and rthaineral
concentrations were determined by ICP. The kingarameters of
maximum velocity of uptake, maximum influx (Vmaxgpnstant of
Michaelis Menten (Km) for S were determined by waite Cinética [24]
using the principle as described by [25]. The mummconcentration
(Cmin), the S concentration below which plants stbp uptake of
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nutrients (the net influx of the ion ceases), watednined using the two
last sample collects. These parameters were usezhltolate the net
influx (1).

2.7. Statistical analysis

All results were analyzed using analysis of vare (ANOVA).
Significantly different means between treatmentsevgeparated with the
Tukey's test at the 0.05 significance level of @bitity, using Sisvar 4.6
software (Build 6.1) [26]. The graphs were madengghe Sigma Plot
Programme (version 12.0, Systat Software Inc., &ocIL, USA).

3. Results and discussion

3.1. Growth responses of wheat cultivars to Sertneats

Our previous study of wheat accessions in resptmsearious
mineral treatments including Se shows that wheadlseys exhibit
various growth responses to Se afuM [11]. To examine wheat growth
response to different dosages and forms of Senmerds, biomasses of
seven wheat lines with diverse characteristicsedfdp soft white winter
(lines 1, 5, and 6), hard white spring (line 2);cheed spring (lines 3 and
4), and soft red winter (line 7) were measuredsiswn in Figure 1A-B,
the dry matter productions of both shoots and rewtse significantly
increased following supplement withud1 Na,;SeQ in all cultivars tested
except in roots of line 7. Dramatic increase of drgtters was observed

in lines 3, 4, 5, and 6, showing the effectivermdew dosage of selenate
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in promoting plant growth. While the dry matter guation was higher in
lines 3 and 6 treated with 1M Na,SeQ, the dosage commonly used in
nutrient solutions for Se non-accumulating cro@, [A7], it was similar
in the other five lines between control and i Na,SeQ, consistent
with the genetic variation observed in previousiss with Brazil wheat
accessions [11]. A general decreased shoot anddryomatters were
observed at high dosage of 2Bl Na,SeQ (Fig. 1A).

The dry biomasses of shoots and roots in resptndés,SeQ
treatments were also examined. An overall incredsedhasses were
observed in 5 lines for shoots and 3 lines forgdotiowing supplement
with 5 pM Na&SeQ (Fig. 1C-D). Although selenite in general is more
toxic than selenate to plant growth [13, 28, 11, inhibitory effect on
plant seedling growth was not observed with thebeat lines at low
dosages.

To see if supplement of low dosage of selenatenduwheat
flowering altered grain production, the effects agplication of 5uM
NaSeQ, on number of spikelets and weight of 1000 graihsnature
plants were examined in randomly selected threeslinNo significant
difference on number of spikelets and weight of QLOfrains was
observed between control anqubl Na,SeQ, treatment (Fig. 1E-F). This
finding indicates that low dosage of #$&2Q supplement at flowering
time does not reduce crop yield and can be used sienium
biofortification program to enhance grain Se levels

Selenium is reported to be beneficial for the glovaf Se-

accumulators [2]. To many Se non-accumulators, bmicentrations of
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Se supplement inhibit plant growth due to its tayia interfering plant
normal metabolisms and acting as a prooxidant.r{jleaur results show
the beneficial role of Se at low dosages to prometeeat seedling
growth, consistent with a previous study [29]. $amresults are observed
with a range of plant species, such as lettuceri, [10], and ryegrass
[30]. This beneficial effect of Se is likely due i3 ability to enhance
antioxidant activities in plants, enabling bettimp growth [30, 9].

3.2. Accumulation of Se and S in wheat shows differesponses to

selenate and selenite

Plants have various capacities to accumulatel'Be.abilities of
these wheat lines to accumulate Se in responseffesedt forms and
concentrations of Se treatment were examined. As/shn Figure 2A,
the total Se contents in shoots for all the sevieresl| increased
continuously for the dosages of selenate used. Airamus increase of
total Se levels in shoots was also observed with icreased
concentration of selenite supply (Fig. 2B). Notldga up to 10-fold
difference in total Se levels was detected in thekeat shoots between
treatments with 1QM of selenate and selenite (Fig. 2A-B).

The different levels of Se accumulation in shootgdsponse to
selenate and selenite treatments are due to theargtion and mobility
differences in plants. Selenate is actively uptakelants through sulfate
transporters with energy expenditure, while seéenjitake is believed to
be performed by passively or partially by phosphedasporters [3, 31].
In plants treated with selenate, the Se translocabrocess is quickly
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done through xylem from roots to the shoot tissigscontrast, selenite
is less translocated in xylem and majority of &ysin roots to be readily
converted into organic forms as well as uniderdifeexd water-insoluble
forms [13]. As a result, total Se level in shoadsobserved to be much
higher in plants treated with selenate than sedd@it30, 11].

Sulfur is an essential nutrient for plants. Becaosechemical
similarity between Se and S, Se supplement is kntowaffect S level in
plants and often antagonistically [3]. Noticealilye increasing selenate
supply to 10uM Na,SeQ, caused continuously increased accumulation of
S in all lines tested (Fig. 2C), showing a coredachange with Se
content (Fig. 2A-B). Remarkably, an up to 3.4-faltrease of total S
content was observed comparing these wheat plaptsed to none with
10 uM NaSeQ. The increasing supply of up to U1 NaxSeQ exerted
minimal effect on or reduced total S content (AB), consistent with
previous reports that selenite does not enhaneoe8aulation [32, 11].

Previous studies also report such a synergic ictiera between
Se and S when plants are supplied with low dosafysslenate. S content
is dramatically enhanced by 18/ Na,SeQ supplement in lettuce [9]. S
level is enhanced with increasing concentrations selenate in
Arabidopsis [6]. An increasing selenate concerdreti in nutrient
solution until 3.5 mg of Ng&5eQJ/L results in up to 2.5-fold increase of S
content in leaf tissues of Kale [32]. While selenatas reported to
promote S translocation to shoots in a soft whea, linterestingly, the
significant increase of shoot S accumulation wasmdbto require high
concentrations of selenate application [29], thele that are toxic even
to some Se-accumulators like broccoli [5]. The station of S uptake by
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selenate has been suggested to be due to itsyahilipreventing the
reductions of sulfate transporter abundance andétivity by sulfate
and/or its metabolites, thus increasing S uptake [6

To investigate whether the wheat roots like shastkibited
similar changes in Se and S content in responffeetoncreasing selenate
concentrations, mineral contents in three wheaslimere examined. Like
in shoots, a gradual increase in Se levels wasaddén roots of all three
lines examined following addition of up to 1M NaSeQ (Fig. 3A).
The application of 5 or 1M N&SeQ also significantly increased S
content although the enhancement was to less extemdthat observed
in shoots at the same concentration of selenatpleuent (Fig. 3B).
Similar observation is also reported in other stadf barley [8] and corn
[33].

We also evaluated Se and S content in grains foligve pM
NaSeQ supplement. Se supplement is effective in enhgngnain Se
level (Fig. 3C). Unlike leaf tissues, wheat graie &ontent has low
genetic variation [34, 35]. Consistent with presoreports, the three
wheat lines exhibited less than 20% variation inc8atent (Fig. 3C).
While the selenate application enhanced S conteriioth shoots and
roots among the wheat lines examined, the S commegrains decreased
when plants were treated with IBM Na;SeQ, (Fig. 3D). The slight
decrease of S in the grains could be due to a citopebetween S and

Se to translocate into this organ.

3.3. Effect of Se on the kinetics parameters qftSke
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Increasing selenate supplement was found to dreatigtenhance
S content in shoots of these wheat lines (Fig. 3@ulation of S uptake
by selenate is proposed to be due to increase &keupd]. Considering
the importance of S to plant growth, we evaluatezlkinetics parameters
as Km, Vmax and Cmin for S uptake to try to expltdiis synergistic
effect of Se and S.

The kinetics parameters obtained did not provideegplanation
for the effect of low concentrations of selenatpement in stimulating
S uptake in wheat plants. The S Km, the Michaaisstant that is related
to the external concentration of the element tieainits half of the Vmax
[25], did not showed significant difference betwedme selenate
treatments and control, while the selenite treatniecreased the Km
value (Fig. 4). The increase of Km indicates lofindfy of the element at
the absorption site, hence lower uptake of S ardkepvelocity with
selenite at uM. The result also provides an explanation fordabserved
and previous reported lower efficiency of uptakeselenite than selenate
[9, 36, 10].

The S Vmax, the maximum influx, decreased whentplavere
treated with 2QuM Na,SeQ and 5uM Na;SeQ (Fig. 4). The low Vmax
for the velocity of uptake of S indicates less diteas of S being up taken
by the plants.

The value of S Cmin, the ion concentration belovciwimet influx
of the ion breaks off, increased when plants weeatéd with 5uM
NaSeQ (Fig. 4). From the viewpoint of nutrient uptakepaaity, it is
desirable that plants have a low Cmin value, héineg are able of uptake
element in reduced availability.
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3.4. Expression of genes related in S/Se transport

Selenate is taken up and metabolized via sulfaesport and
assimilation pathways. To investigate the molecbksis underlying Se
controlled increase of S and provide an explanatiba expression of
genes involved in S transport and assimilatiorhewheat plants treated
with and without 1QuM Na,SeQ, was examined.

Sulfate transport from soil into roots and shostsarried out by a
family of sulfate transporters, which are dividedfour distinct groups
[37, 38]. qRT-PCR analysis of ti®&ULTRfamily genes showed that the
expression of all the sulfur transporter genesetestere significantly
decreased in leaves of both wheat lines when piaets cultivated with
10 uM NaSeQ, with the exception c8ULTR1;2for line 3 (Fig. 5A). By
contrast, different expression patterns of thes@asporter genes were
observed in roots (Fig. 5B). The expressios0ilL.TR1;1, SULTR1;and
SULTRA4;1were significantly increased in roots of the twbeat lines
expose to 1M NaSeQ. No significant difference in the expression of
SULTR1;2and SULTR2;1was observed between selenate treated and
untreated root samples (Fig. 5B).

The SULTR family exhibits divergent functions [37, 38]
SULTR1;1, SULTR1;2nd SULTR1;3are in group 1 and considered as
high-affinity transporter in the plasma membrar®ULTR1;1 and
SULTRZ1;2are responsible for sulfate uptake from the sud roots and
their gene expressions were upregulated under rsditiciency [39].
However,SULTR1;1is the primary transporter during sulfate staovati
and SULTR1;2is the more prominent one under normal sulfateitian.
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SULTRZ1:3is important for sulfate source-sink redistribatiin the wheat
roots, significant upregulation oSULTR1;1 and SULTR1;3 were
observed in selenate-treated sample comparingaeittrols. The results
suggest that selenate treatment at low dosagesmguifate starvation to
stimulate the expression 8JULTR1;1landSULTR1;3 the genes that play
import roles during sulfate limitation and redibtriion, facilitating the
increased sulfate uptake in the wheat lines. A lammesult was also
observed in broccoli plants grown in the nutrieotusons with and
without NaSeQ supplement (Huang et al., unpublished data). By
contrastSULTR1;2in roots of the wheat lines did not respond tesale
treatment, likely due to that it is the more proemttransporter under
normal sulfate supply. While the group 1 transpsrtare primarily
expressed in roots, they are also detected in tidseres, suggesting their
potential other functions in plants [40]. Reducedpression of
SULTR1;1, SULTR1;aAand SULTR1;3in shoots of these wheat lines
following selenate treatment was observed. Whetiuesh reduction is
involved in the selenate-promoted S accumulatioshwots is unknown.

SULTR2;1is in group 2 as lower affinity sulfate transporte
SULTRZ2;1is expressed in the central cylinder tissues addded by S
limitation, which is proposed to play a role inifdating sulfate efflux to
the xylem and long distance sulfate translocat®) B8]. The expression
of SULTR2;1was not affected wheat roots but decreased intshoo
following selenate treatment, suggesting that tiflexeof sulfate to the
xylem is differently affected. While the exact ftiooal roles of group 3
sulfate transporters are unknown and their exprassiere not examined
here,SULTR4;1is in group 4 that codes vacuolar sulfate expsréed is
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found in the tonoplast membrane. Interestingi$lULTR4;1 was
upregulated in roots and suppressed in shoots eawlimes treated with
selenate. The different regulation of tBRELTR4:1expression by selenate
may mediate the remobilization of sulfate by faatlng its release from
the vacuoles in root cells for translocation intomats and retaining it
within the vacuoles in shoot cells for high levelsS accumulation in
shoots.

3.5. Expression of genes related to S/Se assiomlati

In plant cells, part of sulfate is stored in thewale and other part
is metabolized via the primary sulfate assimilatgathway [38]. Sulfate
is first activated by ATP-sulfurylasé&PS and reduced by adenosine 5'-
phosphosulfate reductaséARR before incorporation with activated
serine by serine acetyltransferaSAT{) into amino acid skeleton dd-
acetylserine@AS to form cysteine catalyzed by OAS (thiol) lyaSsAS-
TL).

The expression of genes includiA§S1, APR2, SAT1;1, SAT2;1,
OASTL2,and OASTL4in the primary sulfate assimilation pathway was
examined. gRT-PCR analysis showed that the expresdiall the genes
studied was significantly decreased in leaves oéatHines when the
plants were treated with 1M NaSeQ (Fig. 6A). In roots, the
expression oAPS1was consistently up-regulated a®4T1;1was down-
regulated in both wheat lines, while the other gemeamined showed no

significant difference or consistent changes irhbiotes (Fig. 6B).
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APSlandAPRZ2are responsible for the majority APSandAPR
activities in seedlings of plants [41]. Bo&PS1and APR2have been
shown to control sulfate levels in Arabidopsis keay42, 43]APSland
APR2were found to be the causative genes for two mai@ntitative
trait loci responsible for the genetic variation®tontent in Arabidopsis.
The reduced expression &PS1and decreasedPR2 activity lead to
reduced S assimilation and increased accumulatibnsufate in
Arabidopsis leaves [42, 43]. A recent study revéasAPR2also govern
Se accumulation in Arabidopsis employing the sameleaular
mechanism [41]. IndeedAPR has been shown to be a key regulatory
point for sulfate assimilation in transgenic maj2d]. Consistent with
their roles in negatively regulating sulfate leveisplants, the reduced
expression oAPS1land APR2in leaves of selenate-treated wheat lines
could provide another molecular basis to explam sklenate-regulated

increase of S level in the leaves of wheat lines.

3.6. Effect of selenate on the activity of CAT ARK enzymes

CAT and APX are enzymes involved in the antioxiddafense
system of plants. The activity of antioxidant enegprovides the plant
tolerance to abiotic stresses. The dual effect efo8 plant growth is
suggested to be due to its different influence atiogidant enzyme
activity. Low concentration of Se treatment incesaplant growth as Se
enhances the antioxidant enzyme activity, whilehhegncentration may

cause metabolic disturbances, suppressing planttigrdue to its pro-
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oxidative effects [30]. Hence, the effects of satenapplication on the
two antioxidant enzymes were evaluated.

CAT activity did not showed much difference betwegants
treated with or without 1M Na,SeQ for all of the three wheat lines
evaluated (Fig. 7A). By contrast, APX activity wagnificantly increased
in these lines when the wheat plants treated vatenaite (Fig. 7B). The
data of increased APX and no effect in CAT activitigen plants were
treated with selenate is consistent with that regbpreviously [45]. Both
enzyme activities are not affected by different atyjgs of selenite

treatment.

4. Conclusions

The different concentrations and forms of Se exfvergent
effects on plant growth and mineral content in $e@mnd roots of wheat
cultivars. Both selenate and selenite supply presiatheat shoot and
root dry matter production at low dosage of arobrgM. Interestingly,
the increasing concentrations of selenate supplylGquM not only
continuously increased Se content, but also resskvel in shoots of all
the wheat lines examined. The increasing conceéoiatof selenite
treatment had minimal effect on S level in roots.

While the short-term uptake kinetics study did e&plain how
low concentrations of selenate improved the S cunie shoots, the
stimulation of S content by selenate in wheat shappeared to be due to
a combination of selenate-promoted expression S&fLTR1;1 and
SULTRZ;3in roots with enhanced capacity of uptake, redwogatession
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of SULTRA4;1to limit efflux of sulfate from the vacuoles, andduced

expression oAPSlandAPR?2in leaves to decrease S assimilation.
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Table 1
Wheat lines used in this study

ID Line Type

1  Yorkstar SWW
2  Opata HWS
3  Stoa HRS
4  Red Fife Facultativi HRS
5 Medina SWW
6  Caledonia SWwW

7 Otsego SRW
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(*) indicate significant difference between plariteated and non-
treated with selenat@< 0,05).
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