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Resumo

As espécies de Digitalis lanata e Digitalis mariana sdo exploradas industrialmente para a producdo de digoxina e
digitoxina, cardenolideos empregados clinicamente na insuficiéncia cardiaca congestiva. Fatores ambientais,
principalmente os fatores bioticos, interferem na produgdo vegetal. Problemas na producdo convencional de Digitalis
mariana por sementes tém afetado a producéo de cardenolideos pela planta. A cultura de tecidos vegetais é baseada na
totipotencialidade das células e aplica diversas formas de cultura in vitro. Essa técnica tem sido usada para criar
variabilidade genética e também micropropagacdo em larga escala de plantas para o mercado comercial. Em plantas, o
selénio (Se) em baixas concentracoes é benéfico para 0 metabolismo, e estimula o crescimento. Além disso ha relatos
que o Se pode ajudar as plantas a se manterem por mais tempo fisiologicamente ativas, aumentando a producéao
vegetal. Desta forma, objetivou-se avaliar a influéncia da aplicacdo de fontes de selénio no crescimento, teor de
cardenolideos totais e de pigmentos fotossintéticos de Digitalis mariana subsp. heywoodii cultivada in vitro. Foram
testadas duas fontes de selénio: selenato de sodio e selenito de sddio nas concentragdes de 0, 1, 10, 20, 50, 100 mg L.
Ap0s 40 dias foram avaliados o crescimento, producdo dos pigmentos fotossintéticos e a cardenolideos . A fonte mais
indicada para a espécie é o selenato, bem como a melhor concentracdo é a de 1mg L™, que promoveu crescimento na
maior parte das varidveis avaliadas, além de aumentar a producdo de clorofila a, clorofila b, carotenoides e
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cardenolideos. O uso de selénio no meio de cultivo de D. mariana subsp. heywoodii pode ser uma alternativa para
otimizar o cultivo da espécie in vitro.
Palavras-chave: Biofortificacdo; Plantas medicinais; Cultura de tecidos; Selénio.

Abstract

The species of Digitalis lanata and Digitalis mariana are exploited industrially for the production of digoxin and
digitoxin, cardenolides used clinically in congestive heart failure. Environmental factors, mainly biotic factors,
interfere with plant production. Problems in the conventional production of Digitalis mariana by seeds have affected
the production of cardenolides by the plant. Plant tissue culture is based on the totipotentiality of cells and applies
various forms of in vitro culture. This technique has been used to create genetic variability and also large-scale
micropropagation of plants for the commercial market. In plants, selenium (Se) at low concentrations is beneficial for
metabolism and stimulates growth. In addition, there are reports that Se can help plants to remain physiologically
active for longer, increasing plant production. Thus, the objective was to evaluate the influence of the application of
selenium sources on the growth, total cardenolides and photosynthetic pigments of Digitalis mariana subsp.
heywoodii cultivated in vitro. Two sources of selenium were tested: sodium selenate and sodium selenite at
concentrations of 0, 1, 10, 20, 50, 100 mg L. After 40 days, growth, production of photosynthetic pigments and
cardenolides were evaluated. The most suitable source for the species is selenate, as well as the best concentration is
1mg L%, which promoted growth in most of the evaluated variables, in addition to increasing the production of
chlorophyll a, chlorophyll b, carotenoids and cardenolides. The use of selenium in the D. mariana subsp. heywoodii
can be an alternative to optimize the cultivation of the species in vitro.

Keywords: Biofortification; Medicinal plants; Tissue culture; Selenium.

Resumen

Las especies de Digitalis lanata y Digitalis mariana se explotan industrialmente para la produccién de digoxina y
digitoxina, cardendlidos utilizados clinicamente en la insuficiencia cardiaca congestiva. Los factores ambientales,
principalmente factores bidticos, interfieren con la produccién vegetal. Problemas en la produccion convencional de
Digitalis mariana por semillas han afectado la produccién de cardendlidos por parte de la planta. El cultivo de tejidos
vegetales se basa en la totipotencialidad de las células y aplica diversas formas de cultivo in vitro. Esta técnica se ha
utilizado para crear variabilidad genética y también micropropagacion a gran escala de plantas para el mercado
comercial. En las plantas, el selenio (Se) en bajas concentraciones es beneficioso para el metabolismo y estimula el
crecimiento. Ademas, hay reportes de que el Se puede ayudar a las plantas a permanecer fisiolégicamente activas por
mas tiempo, aumentando la produccién de las plantas. Asi, el objetivo fue evaluar la influencia de la aplicacion de
fuentes de selenio sobre el crecimiento, cardendlidos totales y pigmentos fotosintéticos de Digitalis mariana subsp.
heywoodii cultivada in vitro. Se probaron dos fuentes de selenio: selenato de sodio y selenito de sodio en
concentraciones de 0, 1, 10, 20, 50, 100 mg L. A los 40 dias se evaluo el crecimiento, produccion de pigmentos
fotosintéticos y cardendlidos. La fuente mas adecuada para la especie es el selenato, asi como la mejor concentracion
es de 1 mg L%, que promovid el crecimiento en la mayoria de las variables evaluadas, ademas de incrementar la
produccion de clorofila a, clorofila b, carotenoides y cardendlidos. El uso de selenio en la D. mariana subsp.
heywoodii puede ser una alternativa para optimizar el cultivo de la especie in vitro.

Palabras clave: Biofortificacion; Plantas medicinales; Cultivo de tejidos; Selenio.

1. Introducgéo

As plantas medicinais tem importante atuagdo na saude humana. Estima-se que 25% dos medicamentos prescritos em
paises industrializados contenham produtos vegetais naturais, enquanto nos paises emergentes, cerca de 75% da populacéo
depende de remédios derivados de plantas (Canter et al., 2005). Além disso, em alguns casos como medicamentos antitumorais
e antimicrobianos, cerca de 60% dos medicamentos atualmente disponiveis no mercado e a maioria nos Gltimos estagios dos
ensaios clinicos séo derivados de produtos naturais, principalmente de plantas (Cragg et al., 1997).

As espécies de Digitalis lanata e Digitalis mariana sdo exploradas industrialmente para a producdo de digoxina e
digitoxina, cardenolideos empregados clinicamente na insuficiéncia cardiaca congestiva (Padua et al., 2012). O uso de extratos
de Digitalis no tratamento de doengas cardiacas foi relatado pela primeira vez por William Withering em 1785 (Withering,
2014). Milhdes de pessoas no mundo sdo portadoras de ICC e, no Brasil, estima-se que 6,4 milhdes de pessoas sofram dessa
doenca (Freitas & Puschel, 2013).

De acordo com Mulabagal e Tsay (2004), os fatores ambientais, principalmente os fatores bioticos, interferem na

producdo vegetal. Problemas na producdo convencional de Digitalis mariana por sementes tém afetado a produgdo de
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cardenolideos pela planta. Segundo Patil et al. (2013), a produgdo de heterosideos cardiotdnicos ndo supre a crescente
demanda farmacéutica. Para suprir essa necessidade do mercado, técnicas biotecnolégicas podem ser empregadas como forma
alternativa de cultivo de D. mariana.

A produgdo de metabdlitos secundérios é geralmente maior em tecidos diferenciados, ha tentativas de usar culturas de
6rgdos para a producdo de compostos de importancia medicinal (Wilken et al., 2005). A cultura de tecidos vegetais € baseada
na totentipotencialidade das células e aplica diversas formas de cultura in vitro. Essa técnica tem sido usada para criar
variabilidade genética e também micropropagacdo em larga escala de plantas para o mercado comercial (Kreis, 2017). Da Silva
et al. (2022) reportaram que a combinagéo dos reguladores de crescimento do grupo da citocinina (BAP e TDZ) aumentaram a
producdo total de cardenolideos totais in vitro em Digitalis mariana Boiss. ssp. Heywoodii. Estes mesmos autores
demonstraram que a intensidade de luz e o espectro de luz na combinacéo de comprimento de onda azul/vermelho estimulou a
producdo de biomassa de brotos e elevou os teores totais de cardendlidos.

O Selénio (Se) era considerado um elemento téxico, até que em 1957 foi considerado um mineral essencial para
diversos organismos (Schwarz & Foltz, 1957). O selénio (Se) € um micronutriente essencial de animais a humanos, e é um
importante componente de selenoproteinas, glutationa peroxidase (GPx) e tioredoxina redutase (TrxR), que regulam a resposta
ao estresse oxidativo celular através da resposta redox sistema (Xiang et al., 2022). Em plantas, o Se em baixas concentracdes
é benéfico para o metabolismo, estimula o crescimento e a biofortificagdo (Castiglioni et al., 2021; Pilon-Smits et al., 2009;
Possamai et al., 2022; Soldé et al., 2020). Além disso ha relatos que o Se pode ajudar as plantas a se manterem por mais tempo
fisiologicamente ativas, aumentando a producdo vegetal (Ramos et al., 2011). Xiang et al. (2022) reportaram que o contetido
de Se total em folhas de cha aumentam e promovem o acimulo de polifendis, teanina, flavonbides e metabdlitos secundarios
volateis, melhorando assim a qualidade nutricional de folhas de cha. Li et al. (2022) também reportaram que a adi¢do de
selenato ou selenito a solugdo nutritiva aumentou significativamente o teor de Se na alface. Os autores mostraram que a alface
tem forte potencial de biofortificacdo e pode ser usado como o principal candidato a vegetais suplementados com Se. Além
disso, doses o selénio planta em pequenas concentragdes pode ser considerado como um antioxidante, agindo como um
bioestimulante da, promovendo o crescimento e aumentando a resisténcia a estresses abidticos, como por exemplo, o déficit
hidrico (Mangarotti et al., 2020).

O cultivo in vitro de D. mariana pode ser uma altenatava para suprir a caréncia de heterosideos cardiotdnicos na
industria farmacéutica. Desta forma, objetivou-se avaliar a influéncia da aplicacdo de fontes de selénio no crescimento, teor de

cardenolideos totais e de pigmentos fotossintéticos de Digitalis mariana subsp. heywoodii cultivada in vitro.

2. Metodologia
2.1 Estabelecimento do material vegetal in vitro

O experimento foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento de
Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG. Para o estabelecimento do material vegetal in vitro foram
utilizadas sementes de Digitalis mariana subsp. heywoodii (Jelitto Seeds®, Alemanha). As sementes passaram por um
processo de assepsia em uma solucdo de hipoclorito de sédio a 50 % sob agitacdo por 10 minutos e, em camara de fluxo
laminar, lavados cinco vezes em agua destilada e autoclavada. Ap6s a desinfestagdo as sementes foram inoculadas em tubos de
ensaio contendo 15 mL de meio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 3% de sacarose e 0,5 % de
agar, pH ajustado para = 5,7, e posteriormente mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz,

temperatura de 25 + 2 °C e intensidade luminosa de 39 umol m%s.
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2.2 Aplicacao de fontes de selénio

Apo6s 20 dias de germinagdo das sementes, as plantulas foram individualizadas e inoculadas em tubos de ensaio
contendo 15 mL de meio MS liquido suplementado com 3% de sacarose, fontes de silicio em diferentes concentragdes e pH
ajustado para + 5,7. Suportes feitos com papel filtro foram utilizados para sustentacdo da plantula no meio de cultivo liquido.
Foram testadas duas fontes de selénio: selenato de sédio e selenito de sddio nas concentragGes de 0, 1, 10, 20, 50 e 100 mg L.

Ap0s 40 dias foram avaliados o crescimento e a producdo dos pigmentos fotossintéticos. O crescimento das plantulas
foi avaliado quanto aos nimeros de folhas (NF), comprimento de raiz (CR, cm), biomassas secas de folha (BSF, mg), raiz
(BSR, mg) e total (BST, mg) e razdo parte aérea/raiz. A determinagdo das matérias secas foi realizada por meio da secagem do

material vegetal, em estufa de circulagdo forcada de ar a 70 °C, até a obtengdo do peso constante.

2.3 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

A extracdo dos pigmentos clorofila a, b, clorofila total (a+b) e carotenoides foi realizada segundo Santos et al. (2015)
com as seguintes adaptaces para o método: quantidade do material vegetal e do solvente dimetilsulféxido (DMSO) néo
saturado com CaCQ3. Foram utilizados 50 mg de matéria fresca de folhas, sem a nervura central. Em seguida, o material
vegetal foi incubado em 10 mL de DMSO, em tubos Falcon envoltos em folha de aluminio e colocado em estufa sob
temperatura de 65 ° C, durante 24 horas. Apos esse periodo, aliquotas das solugdes (3 mL) foram transferidas para uma cubeta
de quartzo com volume de 3 cm?® para realizacdo das leituras de absorbancia em espectro TECAN INFINITY M200 PRO
operado com o sistema de processamento de dados I-control® versdo 3.37. Utilizando-se os comprimentos de onda 480, 649 e
665 nm para carotenoides, clorofila b e a, respectivamente. Foi feita a leitura do branco, utilizando-se como apenas 0 DMSO.
Todas as leituras foram realizadas em triplicata.

A partir das leituras obtidas determinou- se a concentracéo das clorofilas a, b e carotenoides utilizando-se as equacées
propostas por Wellburn (1994): Clorofila a = (12,47 x A665) — (3,62 x A649); clorofila b = (25,06 x A649) — (6,5 x A665);
carotenoides: (1000 x A480 — 1,29 x Ca — 53,78 x Ch)/220 , e a clorofila total por meio da soma dos resultados encontrados

das equagdes para clorofila a e b, sendo os resultados expressos em mg g*.

2.4 Extragéo de cardenolideos

A extragdo de cardenolidios seguiu 0 protocolo proposto por Kreis, Haug e Yiicesan (2017), com modificacdes.
Folhas secas em estufa ventilada a 70°C foram pulverizadas. Uma massa de cerca de 50 mg de folhas pulverizadas foi extraida
com 1 mL de etanol a 70% (v/v) a 70 °C por sonicagdo, utilizando-se 1 ciclo ininterrupto de 30 min. Apos esse periodo, 0
extrato ficou por 5 min em gelo, e entdo microcentrifugado a 13000 g por 10 min. Em seguida, foram adicionados ao
sobrenadante 300 pl de acetato de chumbo a 15% (p/v). Ap6s incubacdo de 5 minutos a temperatura ambiente, as amostras
foram novamente microcentrifugadas. Uma vez removido o precipitado, 200 uL de solugdo aquosa de fosfato monossddico
(Na2HPO,) a 10% (p/v) foram adicionados ao sobrenadante, e, em seguida, microcentrifugado. O sobrenadante foi transferido
em partes iguais para dois microtubos e a eles adicionado 1 mL de cloroférmio:isopropanol (3:2 v/v), que foram

microcentrifugados a 13000 g durante 5 min. A fase inferior foi transferida para um bal&o e, entdo rotaevaporada até secura.

2.5 Reacdo de coloracéo e leitura das absorbancias

Para a quantificacdo dos cardenolideos foi adicionado ao residuo da extragdo um volume de 2 mL de metanol, seguido
de sonicacdo até dissolucdo completa (1-2 min). A solucdo metandlica foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, e
em seguida, foram adicionados 5 mL de reagente de Baljet (95 mL de &cido picrico a 1% + 5 mL de solucdo aquosa de NaOH

a 10%), completando-se o volume com MeOH. Apds 20 minutos de reacdo, as leituras a 494 nm foram determinadas, frente ao
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branco. O branco foi adquirido transferindo-se 5 mL de reagente de Baljet para um baldo volumétrico de 10 mL e
completando-se o volume com MeOH.

Para cada solucdo elaborou-se uma solugdo de compensacao misturando-se 2 mL de solugdo metanolica da amostra
obtida conforme descrito anteriormente, e diluindo para 10 mL com MeOH. O valor de absorbancia obtido para a solugdo de
compensacao foi subtraido da leitura obtida para a amostra. Os ensaios foram realizados em triplicata.

As leituras de absorcdo molecular no ultravioleta foram mensuradas em microplacas em espectrofotémetro TECAN
Infinity® M200 PRO operado pelo software I-control® versdo 3.37. A substincia de referéncia utilizada nos ensaios foi a f-

metildigitoxina, com grau de pureza de 97% (CLAE).

2.6 Doseamento dos cardenolideos totais

O doseamento de cardenolideos totais foi realizado por espectrofotometria de absor¢éo no ultravioleta, empregando
método analitico validado. O preparo das amostras e as leituras das absorbancias para a determinagdo dos teores de
cardenolideos totais nas amostras de folhas de D. mariana subsp. heywoodii, cultivadas sob fontes de selénio, foram obtidos
conforme descrito nos itens 2.4 e 2.5. Com base nos pardmetros da curva analitica, chegou-se a equagdo utilizada para o
calculo dos teores percentuais de cardenolideos totais (%CT), expressos em [-metildigitoxina: %CT = 0,283x(A+0,0213)/m

(9). Onde: A corrigida = absorbéncia corrigida a 494 nm, m = massa do material vegetal em grama (neste caso foi 0,05g).

2.7 Andlises estatisticas
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com doze tratamentos, quatro repeti¢des e doze plantulas
por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott,

a 5% de probabilidade. O programa estatistico Statistica versdo 13.4.0.14 foi utilizado para analise dos dados.

3. Resultados e Discusséo

A suplementacdo de fontes de selénio no meio de cultivo MS sob diferentes concentracdes alterou o crescimento,
producdo de pigmentos fotossintetizantes e a producdo de heterosideos cardioativos (Tabela 1). Obersou-se o desenvolvimento
da parte aérea em todos os tratamentos. O crescimento da plantula foi afetado por concentragGes superiores a 10 mg L™ tanto
de selenito como de selenato. A fonte de selenito e selenato na concentragdo 1 mg L™ proprocionou maiores resultados para
quase todos os tratamentos.

A aplicacdo de selénio foi benéfica no crescimento in vitro de D. mariana. Um aumento significativo do nimero de
folhas foi observado na concentracdo de selenito a 1 mg L. Hawrylak-Nowak et al. (2015) também registrou aumento do
namero de folhas ao suplementar o0 meio de cultivo com selenito. Altos niveis de selénio reduziram o nimero de folhas e
provocaram oxidagdo corroborando com FargaSova (2011), que observou que selénio em altas concentragBes inibiu o
crescimento de Sinapis alba. Seliem et al. (2020) também reportaram que baixas doses de Se (até 6 mg L) apresentaram
efeitos promotores de crescimento, enquanto os niveis mais elevados de Se a 8 e 10 mg L™ foram associados com toxicidade e
anormalidade na folha (apareceu como amarelecimento de folhas) e mau funcionamento do desenvolvimento radicular.
Sotoodehnia-Korani et al. (2020) reportaram que a incorporacéo de nanoparticulas de selénio (nSe) no meio de cultura causou
varia¢fes na morfologia e no crescimento de maneira dependente da dose e do tipo de Se em Capsicum annuum. As baixas
doses de nSe apresentaram efeitos promotores de crescimento, enquanto nSe em 10 e 30 mg L foram associados com

toxicidade severa e anormalidades no desenvolvimento foliar e radicular de Capsicum annuum.
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Tabela 1 - NF (nimero de folhas); CR (comprimento de raiz), BSR (biomassa seca de raiz); BSF (biomassa seca de folha); BST (biomassa seca total); R:Pa (razao raiz e parte aéra); ClI

a (clorofila a); Cl b (clorofila b) e carotenoides de D. mariana subsp. heywoodii cultivadas sob fontes e concentrac6es de selénio. MF: matéria fresca.

Fontes Dose NF CR BSR BSF BST R:Pa Cla Clb Carotenoides Cardenolideos
(mg L) (cm) (mg)  (mg) (mg) (mgg*MF)  (mgg*MF)  (mgg™MF) (%)
Selenito 0 15,30 b 463c 19,00 a 74,75 a 93,75a 0,25 a 0,09 f 0,17 b 0,02d 0,12d
1 22,08 a 599b 1567b 67,33a 83,00a 0,23 a 0,14 e 0,06d 0,04 c 0,27 b
10 13,80 b 574b 13,00b 6500a 78,00b 0,20 a 0,60 b 0,18 b 0,14 a 0,16 ¢
20 10,60 ¢ 2,27e 567c 46,00c 51,67c  0,12b 0,029 0,02 0,05¢ 0,5¢
50 10,30 ¢ 194 e 1,75¢ 3550c 37,25d 0,05b 0,02¢ 0,03 e 0,02d 0,10 e
100 5,48d 160e 1,10c 1533d 16,43d 0,08 b 0,01¢g 0,01f 0,01d 0,05 f
Selenato 0 15,30 b 463c 19,00a 74,75a 93,75a 0,25a 0,09 f 0,17b 0,02d 0,12d
1 13,81b 7,18 a 23,00 a 72,75 a 95,75 a 0,33 a 0,73 a 0,24 a 0,15a 0,31a
10 11,73 ¢ 3,72d 1167b 5125b 6292b 0,24 a 045c 0,05d 0,11b 0,17 ¢
20 10,16 ¢ 4,07c 7,33¢c  59,25b  66,58b 0,13b 0,27d 0,08 c 0,06 c 0,13d
50 7,75d 2,09¢e 367c 5500b 5867c 0,07 b 0,02¢ 0,02e 0,02d 0,11d
100 6,09d 2,85d 250c 3167c 34,17d 0,08 b 0,01g 0,02e 0,01d 0,10e
Médias para fontes
Selenito 12,93 a 3,69a 9,36a 50,65a 60,02a 0,16 a 0,15b 0,08 b 0,05b 0,14 b
Selenato 10,81 a 4,09 a 11,19 a 57,44 a 68,64 a 0,18 a 0,26 a 0,10a 0,06 a 0,16 a
Médias para doses
0 15,30 b 4,63b 19,00a 74,75a 93,75a 0,25a 0,09d 0,17 a 0,02d 0,12d
1 17,94 a 6,59a 19,33a 70,04a 89,38a 0,28 a 0,43b 0,15b 0,10b 0,29 a
10 12,77b 473b 12,33b 58,13b  70,46b 0,22 a 0,53 a 0,12¢c 0,13a 0,16 b
20 10,38 ¢ 3,17¢c 6,50c 5263b 59,13¢c 0,13 b 0,15¢ 0,05d 0,05¢c 0,14 c
50 9,03¢ 2,01d 2,71c 4525c 4796¢c 0,06 ¢ 0,02¢e 0,02¢e 0,02 d 0,11e
100 5,78d 2,22d 1,80c 2350d 2530d 0,08 ¢ 0,01le 0,01e 0,01d 0,08 f

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente entre si no teste de Scott-Knott (p< 0,05). Fonte: Autores.
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Outro trabalho mostrou que nanoparticulas de selénio (nSe) nas concentragBes de 0,1 a 1,5 mg L™ promoveram o
crescimento in vitro de plantulas de gerbera, tal como altura da planta, comprimento da folha, teor total de clorofila, biomassa
de plantulas (Khai et al., 2022). No entanto, nSe mostraram atividade inibitéria em 3 mg L com uma diminuicdo no
crescimento da parte aérea, raiz, bem como fechamento estomatico em comparagdo com os outros tratamentos.

A concentracdo de 1 mg L de selenato aumentou o comprimento de raizes, enquanto que as concentragBes de 50 e
100 mg L foi toxico. Ha cada vez mais evidéncias de que o enriquecimento de plantas por Se pode exercer efeitos benéficos
sobre o seu crescimento, capacidade antioxidante e tolerancia ao estresse (Hartikainen, 2005).

A toxicidade do selénio em plantas ocorre nas plantas quando o a concentragdo 6tima de Se excede. A toxicidade
caudada pelo selénio pode acontecer por dois mecanismos, um dos quais € a ma formacgdo de seleno proteinas e outro
induzindo estresse oxidativo. Ambos 0s mecanismos sdo conhecidos por serem prejudiciais para plantas de uma ou outra
forma.

Em baixa concentracdo, o selenato promoveu aumento de biomassa seca de raiz e biomassa seca total, diminuindo em
altas concentragdes (Tabela 1 e Figura 1). Seliem et al. (2020) confirmou que a suplementa¢do no meio MS com Se (até 6 mg
L) e nano-Se (até 50 mg L) na presenca de NAA melhorou o enraizamento e aclimatizagédo da orquidea Phalaenopsis. A
essencialidade de Se para plantas ndo foi estabelecida até hoje, embora tenha havido relatos de efeitos benéficos de Se no
crescimento de plantas de hiperacumuladores e, em doses baixas, de plantas ndo hiperacumuladoras (Hartikainen, 2005).

Foi observado que a concentragdo de 1 mg L* de selenato e 10 mg L de selenito aumentaram a producéo dos
pigmentos fotosintéticos como Clorofila a, clorofila b e carotenoides. O aumento na producéo de pigmentos fotossintéticos
pode ser explicado pelas propriedades contra dessecacdo do selénio em baixas concentragdes (Kumar et al., 2012). De maneira
geral, a maior oferta de nutrientes esta relacionada ao aumento da concentracdo de clorofila, da eficiéncia fotoquimica
(FV/IFM) e de fotoassimilados (livonen et al., 2001). Uma avaliagdo precisa da taxa fotossintética é critica para analisar o
impacto das condi¢des ambientais em um aparato fotossintético da planta e produtividade (Millan-Almaraz et al., 2009). Zsiros
et al. (2019) mostraram o efeito toxico de 10 mg L selenato estd associado com a perturbagdo da estrutura e funcéo da
maquinaria fotossintética e retardou o crescimento da planta; também levou a uma diminuicao do teor de clorofila.

O meio suplementado com selenito e selanto na concentragdo acima de 50 mg L™ inibiu a sintese de cardenolideos
totais. Foi observado aumento significativo no percentual de cardenolideos totais no tratamento de selenato e selenito a1 mg L
1. O meio suplementado com selenito na concentragdo de 1 mg L! houve um incremento de 2,25 vezes em relagdo ao controle
e de selenato de 2,58 vezes. O aumento de cardenolideos usando técnica de cultivo in vitro também foi registrado por Pérez-
Alonso et al. (2018). Abordagens biotecnologicas, especificamente a cultura de tecidos vegetais desempenha um papel vital na
busca de alternativas para a produgdo compostos medicinais de plantas (Rao & Ravishankar, 2002).

Em outro estudo, Patil et al. (2013) avaliaram o efeito de reguladores de crescimento em Digitalis mariana, na
producdo de digitoxina e digoxina, principais cardenolideos da espécie, verificaram que as auxinas isolodas promoveram o
acumulo desses cardenolideos, mas a combinagdo com citocininas, dentre elas o BAP ou TDZ, diminui a eficiencia da espécie
em produzir os cardenolideos. Da Silva et al. (2022) reportaram que o meio MS suplementado com 0,375 mg L™ de BAP +
0,125 mg L de TDZ houve uma indugdo de maior nimero de brotos, producdo de biomassa e altos rendimentos de
cardenolideos totais em Digitalis mariana Boiss. ssp. Heywoodii. Além disso, demonstraram que a intensidade de luz de 139
pmol m-2 s-1 induziu melhor crescimento e producéo elevada de cardenolideos e a combinagdo do comprimento de onda no

azul e vermelho permitiu o desenvolvimento de brotos, produgdo de biomassa e maiores rendimentos de cardenolideos totais.
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Figura 1 - Plantulas de D. mariana cultivadas com selenito e selenato em diferentes concentragdes (mg L).
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Fonte: Autores.

Na Figura 1 é possivel observar que as doses de selenato e selenito afetaram o crescimento da parte aérea e radicular

da espécie D. mariana.

4. Concluséo

O uso de selénio no meio de cultivo de D. mariana subsp. heywoodii pode ser uma alternativa para otimizar o cultivo
da espécie in vitro. A fonte mais indicada para a espécie é o selenato, bem como a melhor concentragéo é a de 1 mg L, que
promoveu crescimento na maior parte das varidveis avaliadas, além de aumentar a producdo de clorofila a, clorofila b,
carotenoides e cardenolideos. Pesquisas futuras devem ser realizadas para verificar se as plantas cultivadas in vitro com doses

de selenato e selenito promovem a biofortificacdo da espécie D. mariana quando cultivadas em campo.
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