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RESUMO GERAL

O selénio € um elemento essencial aos humanos e animais. A deficiéncia deste
mineral estd presente em mais de um bilhdo de pessoas no mundo. A
biofortificacdo agronémica (via suprimento solo ou folha de Se) é uma estratégia
eficiente para se combater essa deficiéncia. Além disso, o selénio é um elemento
benéfico aos vegetais. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivos:
i) comparar alternativas para a biofortificacdo agronémica do trigo com Se em
campo, visando seu uso na alimentacdo humana; e ii) avaliar os efeitos do Se na
producdo e no acimulo de biomassa vegetal. O selénio foi suprido as plantas de
trigo em diferentes concentragdes (12, 21, 38, 68 e 120 g ha™ de Se), na forma
de selenato. Foram realizados dois estudos. No primeiro, o fornecimento do Se
foi via solo. No segundo, o fornecimento do Se foi via folha, dividido em duas
aplicacbes de concentragbes iguais. Em ambos os estudos foram realizadas
analises bioquimicas e agrondmicas. Foram observados, independentemente do
modo de fornecimento - via solo ou foliar - acdimulo de Se nos grdos e na parte
aérea, incrementos nos teores de carboidratos e nas atividades da catalase e
peroxidase do ascorbato. Além disso, todos os tratamentos via solo promoveram
incrementos nas leituras SPAD. O Se proporcionou efeito benéfico as plantas de
trigo resultando em maior acumulo de biomassa da parte aérea e, nas plantas
submetidas as adubacdes via folha com 21 e 120 g ha™ de Se foi observado
maior produtividade dos graos. Além disso, o tratamento com 21 g ha™ de Se via
folha promoveu incrementos na fotossintese liquida e no teor de nitrogénio total.
Ambas as vias de fornecimento do Se sdo eficientes para a biofortificacdo
agronémica do trigo em campo.

Palavras-chave: Elemento benéfico. Triticum aestivum. Campo. Selenato.



GENERAL ABSTRACT

Selenium is an element essential to humans and animals. The deficiency of this
mineral occurs in more than one billion people. Biofortification is an efficient
strategy for countering this deficiency. In addition, selenium is, possibly,
beneficial to plants. Thus, the present study aims at seeking information and
alternatives for the biofortification of wheat with Se in the field, in addition to
proving its beneficial effect to plants, and the reasons leading to the higher
production and accumulation of biomass. Wheat plants were treated with
different concentrations of Se (12, 21, 38, 68 and 120 g Se ha™), using selenate
as source. We conducted two studies. In the first, we provided Se via root. In the
second, we provided Se via leaves, divided into two application of equal
concentrations. In both studies, biochemical and physiological analyses were
conducted. It was observed that, regardless of the means of provision — via soil
or leaf -, there was accumulation of Se in grains and shoot, increment in the
contents of carbohydrates, and in the activities of catalase and ascorbate
peroxidase. In addition, all treatments via soil promoted increments in the SPAD
readings. Se caused beneficial effects to wheat plants, resulting in a higher
accumulation of shoot biomass and, in plants submitted to fertilization via leaf,
with 21 and 120 g ha™ of Se, occurred higher production. The treatment with 21
g ha of Se via leaf promoted the increment of liquid photosynthesis and of the
content of total nitrogen. Both means of Se provision are efficient for the
biofortification of wheat in the field.

Keywords: Beneficial element. Triticum aestivum. Field. Selenate.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Mais de um bilhdo de pessoas ndo ingerem alimentos suficientes para
suprir suas necessidades diarias basicas de energia. Uma populacdo maior,
aproximadamente de trés bilhGes de pessoas, possui deficiéncia de
micronutrientes por ndo terem condi¢Ges financeiras para comprar carne
vermelha, frango, peixe, frutas, legumes e hortalicas nas quantidades
necessarias. No entanto, através da biofortificacdo (genética e, ou, agronémica),
0 nimero de pessoas que sofrem com desnutricdo pode ser reduzido em um
periodo relativamente curto e de forma sustentavel para os produtores. As seis
principais culturas basicas da alimentacdo humana (feijdo, mandioca, milho,
arroz, batata-doce e trigo) estdo sendo estudadas com o objetivo de gerar
tecnologias e conhecimentos para o desenvolvimento de novas cultivares e com
melhor qualidade proteica, além de maiores teores de ferro, zinco e selénio (Se).

O Se é componente de vinte e cinco selenoproteinas envolvidas no
metabolismo antioxidativo, na manutencdo do estado imunoldgico, na producédo
do horménio tireoidiano e em funcBes anti-inflamatérias (RAYMAN, 2012).
Além dos beneficios aos humanos e animais, o Se & um elemento benéfico as
plantas, pois possibilita uma maior eficiéncia do sistema antioxidante, aumenta a
assimilac&o do nitrogénio e os teores de carboidratos, podendo resultar em maior
producgdo e acimulo de biomassa pelos vegetais (PILON-SMITS et al., 2010).
Desta forma, a técnica de biofortificacdo de plantas com Se proporciona
multiplos beneficios tanto para as plantas, como para 0s animais ou homens que
se alimentam de plantas biofortificadas.

No entanto, apesar da importancia do Se, sua deficiéncia atinge
aproximadamente um bilhdo de pessoas no mundo, principalmente nos paises

em desenvolvimento, onde os cereais s&o a base da alimentacéo. Os teores de Se
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nos cereais e produtos originados destes sdo baixos, entre 10 e 550 pg kg™
(FAO/WHO, 2001). O trigo € amplamente utilizado na alimentacdo humana,
para a producdo de pées, farinhas, massas e bolos. Logo, estudos com o objetivo
de melhorar a qualidade desses produtos através da biofortificagdo com Se sdo
de total relevancia para a populagdo. Em estudos com trigo, Adams et al. (2002)
observaram, em condicBes naturais de campo (sem adubacdo com Se), variagédo
nos teores de selénio entre 6 e 858 g Se kg™ peso seco de gréo. J4, Lyons et al.
(2005) observaram, em campo, apds o tratamento com 120 g ha™ de Se, teores
de 11.950 pg Se kg™ peso seco de gréo, o que demonstra a capacidade do trigo
em acumular Se nos graos.

O Se em concentracOes adequadas é benéfico aos vegetais, uma vez que,
aumenta a atividade do sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico,
auxilia em uma maior assimilagcdo de nitrogénio, além de tornar o metabolismo
dos carboidratos mais ativo, em virtude do aumento na taxa fotossintética, do
fotossistema mais eficiente e incremento na atividade das enzimas. Esses efeitos
benéficos necessitam serem comprovados no trigo cultivado em campo.

O trigo (Triticum aestivum L.) é o segundo cereal mais cultivado
mundialmente, sendo a produ¢do mundial de 705 milhGes de toneladas para a
safra 2015/2016. No Brasil, a producdo da safra 2015 foi estimada em 6,6
milhGes de toneladas, 11,4% maior do que a safra anterior. A regido Sul € a
principal produtora de trigo com 91,55%, seguida pela regido Sudeste com
7,15%, e a regido Centro-Oeste com 1,30% (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2016).

A técnica de biofortificagdo agronémica (via suprimento solo ou foliar
de Se as plantas) é uma estratégia interessante no combate a deficiéncia
nutricional, ao passo que a suplementacdo com sais inorganicos apresentam
baixa eficiéncia. Além disso, o nutriente disponibilizado ao vegetal pode

aumentar a producdo. No entanto, sdo escassos os trabalhos realizados em
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campo com o intuito de avaliar concomitantemente a eficiéncia da técnica em
promover 0 acimulo de Se com os beneficios gerados aos vegetais. Assim
sendo, 0 presente trabalho teve como objetivos: i) comparar alternativas (via
folha e solo) e doses para a biofortificacdo agronémica do trigo com Se em
campo, visando seu uso na alimentacdo humana; e ii) avaliar o Se como

elemento benéfico para os vegetais.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Beneficios do selénio aos humanos

O Se é um elemento essencial para os seres humanos e animais, pois é
componente de 25 selenoproteinas envolvidas na protecdo contra o estresse
oxidativo, manutencéo do estado redox e imunoldgico (REEVES; HOFFMANN,
2009). As selenoproteinas também influenciam a produ¢do do horménio
tireoidiano, e apresentam fungdes anti-inflamatérias (RAYMAN, 2012),
apresentado ainda beneficios em: sintese de DNA, auxiliando a prevencdo do
cancer, na fertilidade, reproducdo e recuperagdo muscular (PEDRERO;
MADRID, 2009). Além disso, ha evidéncias de que a doenca de Alzheimer tem
uma estreita relagdo com a deficiéncia em Se nos humanos (CARDOSO et al.,
2010).

Dessa forma, a ingestdo diaria de Se é fundamental para manter o
funcionamento fisioldgico do corpo humano. No entanto, mais de um bilhdo de
pessoas no mundo sdo deficientes em Se (MORA et al, 2015). As
recomendacdes diarias de ingestdo de Se para as criancas na faixa etaria de 1 a 4
anos, de 4 a 7 anos e de 7 a 10 sdo 15 pg dia™, 20 pg dia® e 30 pg dia™,
respectivamente. Para os adolescentes na faixa etaria de 10 a 13 anos e 13 a 15
anos s&o 45 ug dia® e 60 pg dia™, respectivamente. Para as mulheres (maiores
de 15 anos), 60 pg dia™, para os homens (maiores de 15 anos), 70 ug dia™; para
as mulheres gravidas, 60 u dia® e durante a lactacdo 75 ug dia™ (KIPP et al.,
2015; RAYMAN, 2004). A ingestdo maxima toleravel de Se para adultos é de
300 pg dia™; criangas de 1 a 3 anos, 60 pg dia™ e criancas de 15 a 17 anos, 250
pg dia' (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY - EFSA, 2014). No
entanto, a ingestdo de selénio necessaria para otimizar a atividade das

peroxidases da glutationa (GPx4) e proporcionar a concentracdo ideal de
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selenoproteina P (SEPP1) é aproximadamente 75 ug dia™ para humanos (XIA et
al., 2010).

A ingestdo diaria de Se no mundo varia entre 7 e 4.990 pg dia™ com
média na Europa de 40 ug dia™, nos Estados Unidos, para mulheres, de 93 ug
dia’ e para homens, de 134 pg dia® (FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011;
RAYMAN, 2008). Essa variacdo também ocorre no Brasil (LEMIRE et al.,
2006, 2010; SANTOS et al., 2014a, 2014b). Em estudo com criancas entre 3 e 7
anos de idade, nas cidades brasileiras de Sdo Paulo, Macapa e Belém, foi
constatado que a ingestdo diaria de Se é adequada, sendo superior a 25 ug dia™
que € o indicado para a faixa etéaria de estudo (NRC, 2000), porém difere entre
37,4 (+ 16,0) ug dia™ observado em S&o Paulo a 107 (+ 107) ug dia™* observado
em Belem (MAIHARA et al., 2004).

Existe muita divergéncia no meio académico, sobre qual é a
concentracdo de Se no plasma sanguineo indicado aos humanos. De acordo com
a Prevencdo Nutricional de Cancer (NPC) dos Estados Unidos, concentracfes
acima de 122 ug L™ de Se no plasma sanguineo representam riscos a satde, pela
maior incidéncia de cancer, cancer de pele ndo melanoma e diabetes do tipo 2.
Porém, Bleys et al. (2007) constataram que, a taxa de Se no plasma sanguineo
entre 130 e 150 pg L™ de Se representa a taxa minima de mortalidade de adultos
Norte Americanos com problemas vasculares e com cancer. Dessa forma, mais
estudos sdo necessarios para se chegar a um consenso sobre a concentracédo ideal
de Se no plasma sanguineo.

Estudos realizados no Brasil, com o intuito de avaliar a concentragdo Se
no plasma sanguineo, relatam grande variagdo em individuos de diferentes
Estados. Em individuos do estado do Ceard, reportou-se uma concentracao
média de 62,6 + 8,5 ug L™ (SANTOS et al., 2014a). Ja, em comunidades do
Baixo Tapajos, a concentracdo média observada foi de 291,8 pg L™, porém com

grande variagdo entre os individuos, na comunidade do Santo Anténio estes
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apresentaram média de 1.078 ug L™ (variando de 558 a 1.500 pg L™), enquanto
que, individuos da comunidade do Ipaupixuna apresentaram média de 208 pg L™
(variando de 135 a 356 pg L-1). Essas varia¢Oes foram atribuidas aos consumos
regulares de castanha-do-pard, galinha doméstica e carnes de caca (LEMIRE et
al., 2010). Enfim, a variacdo da ingestdo didria de Se estd relacionada com
varios fatores, tais como a espécie do vegetal ingerido, o tipo de alimento, modo
de preparo e cozimento do alimento, além do solo em que o vegetal se
desenvolveu (RAYMAN, 2008).

A variagdo de Se encontrado nos solos mundiais esta entre 0,005 e 8.000
mg kg (MORA et al., 2015). Além disso, existem outros fatores que
determinam a disponibilidade do selénio no solo, como especiagdo do selénio
(selenato e selenito), pH, textura e teor de matéria organica do solo (SPADONI
et al., 2007).

2.2 Selénio nas plantas e no solo

Os cereais sdo a base da alimentacdo de populagbes que vivem em
regibes subdesenvolvidas. Estes apresentam baixas concentracdes de minerais, e,
com isso, as populacdes ficam vulneraveis a deficiéncia. Os cereais e produtos
originados dos destes contribuem com cerca de 70% da ingestdo alimentar de Se
da populagdo que vive nas areas com solo pobre em Se na China, e com 40 a
54% da populacio de baixa renda na india (FAO/WHO, 2001). As
concentracdes de Se nos cereais apresentam variagoes, entre 10 e 550 pg kg™ em
base de peso fresco (FAO/WHO, 2001). A baixa ingestdo de micronutrientes
pode ser revertida com a diversifica¢do da alimentacéo, suplementagdo com Se e
pelo consumo de alimentos biofortificados (HAWKESFORD; ZHAO, 2007).

A técnica de biofortificacdo se baseia no pressuposto que os teores de Se
nos graos estdo diretamente relacionados com sua disponibilidade no meio

(DURAN et al., 2013). Sendo assim, a biofortificacio agronémica consiste em
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aumentar os teores dos elementos nos vegetais, através de sua disponibilizagdo
na forma de adubos fornecidos via solo ou foliar, ja a biofortificacdo genética
consiste em selecionar espécies que acumulam grande quantidade de Se e/ou a
introducdo de genes que proporcione o maior desses minerais (CHEN et al.,
2009; BROADLEY et al., 2010). A biofortificacdo permite elevar os teores de
Se a niveis satisfatorios em curto prazo nos vegetais e consequentemente, nos
animais que deles se alimentam (HAWKESFORD; ZHAO, 2007). Estudos sobre
a biofortificacdo em cereais, e principalmente em trigo, demonstram ser esta
uma técnica muito promissora para melhorar o estatus nutricional de vegetais e
animais (GALINHA et al., 2015).

A concentracdo de Se no solo é altamente variavel de 0,005 mg kg™ em
4reas da China e Finlandia, a 8.000 mg kg™ em solos seleniferos da Russia
(MORA et al., 2015) Os solos do Estado de S&o Paulo apresentam teores < 0,08
a 1,61 mg kg *, com a média de 0,19 mg kg ' (GABOS; ALLEONI; ABREU,
2014), enquanto os solos do Cerrado brasileiro apresentam teores entre 0,022 e
0,081 mg kg™* (CARVALHO, 2011). Os solos sdo considerados deficientes em
Se quando apresentam concentracdes menores que 0,5 mg kg™ de solo seco
(MILLAR, 1983). As baixas concentracdes de Se nos solos podem resultar em
baixos niveis nas plantas e, consequentemente, baixa ingestdo de Se pelos
humanos e animais que se alimentam dessas plantas (DURAN et al., 2013). Com
a insercdo do Se na nutricdo das plantas, ocorreram multiplos beneficios,
primeiramente para as plantas e posteriormente aos humanos e animais que as
consumirem (BROADLEY et al., 2010).

O Se é um elemento benéfico as plantas, e, quando disponivel em
concentragdes corretas auxilia no crescimento e atenua os efeitos dos estresses
biéticos ou abidticos, devido o sistema antioxidande mais ativo (PILON-SMITS
et al.,, 2010). No entanto, 0 excesso de Se pode ser prejudicial e causar

toxicidade, e o limite que separa os efeitos benéficos da toxicidade é estreito.
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As principais formas de Se encontradas no solo s&o o selenato (Se0,*) e
selenito (Se04”). O selenato ¢ a forma predominante em solos alcalinos e bem-
oxidado, e o selenito é a forma predominante em solos bem drenados, com pH
de &cido para neutro (ELRASHIDI et al., 1987; HAWRYLAK-NOWAK et al.,
2015). Além disso, o selenato é a forma mais prevalecente de Se biodisponivel
em solos agricolas, sendo mais soltvel em agua do que o selenito, ao passo que,
0 selenito é mais fortemente adsorvido do que o selenato (BARROW;
WHELAN, 1989; MISSANA et al., 2009; SORS et al., 2005).

Existem diferencas marcantes na absorcdo, translocacdo e metabolismo
do Se, quando este é proveniente de fontes diferentes (LONGCHAMP et al.,
2015). O selenato ¢ absorvido pelas raizes através dos transportadores de sulfato
de alta afinidade (WHITE et al., 2004). Por outro lado, o selenito é absorvido
pelas raizes através de transportadores de fosfato (LI; MCGRATH; ZHAO,
2008). O selenato e o selenito também diferem na sua mobilidade dentro das
plantas, enquanto o selenato é facilmente translocado a partir de raizes para a
parte aérea, e 0 selenito, ou os seus produtos metabolicos, tende a se acumular
nas raizes (LONGCHAMP et al., 2015). A rapida assimilagdo do selenito, em
forma de selenoaminoacidos (principalmente selenometionina, selenocisteina e
selenometil selenocisteina) pode causar fitotoxicidade, mesmo sob baixas
concentracdes de selenito (GALINHA et al.,, 2015; PEDRERO; MADRID,
2009). Desta forma, a maior facilidade do selenato ser translocado nos vasos
condutores e sua menor toxidez, justifica sua utilizagdo para a biofortificacdo em
detrimento ao selenito (GUPTA; WATKINSON, 1985; KAUR et al., 2014;
SIMA,; GISSEL-NIELSEN, 1985).

As plantas podem ser classificadas como ndo acumuladoras de Se, e,
neste caso, apresentam concentracdes inferiores a 25 mg kg™ de Se no peso seco
em seu ambiente natural e ndo toleram elevadas concentra¢des de Se (WHITE et

al., 2004). Por outro lado, algumas espécies dos géneros Stanleya (Brassicaceae)
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e Astragalus (Fabaceae) podem hiperacumular Se em concentragdes de 1.000 a
15.000 mg kg™ de Se no peso seco da parte aérea, mesmo crescendo em solos
contendo apenas de 2 a 10 mg kg™ de Se (GALEAS et al., 2008; MEHDAWI et
al., 2014). Plantas de trigo sdo consideradas ndo acumuladoras de Se, porém,
quando submetidas as doses com 32 mg kg® de Se podem apresentar
concentracdes de até 1.745 mg kg' de Se nas folhas jovens, no entanto
concentracdes acima de 60 mg kg™® Se nas folhas jovens causa toxicidade
(LYONS et al., 2005).

As semelhancas quimicas do selénio (Se) e enxofre (S) conferem a
ambos, vias de assimilacdo semelhante (FREEMAN et al., 2010; SORS et al.,
2005). Uma vez absorvido pela planta, o selenato é transportado para 0s
cloroplastos, onde é processado pela via de assimilagio do enxofre
(HAWKESFORD, 2005). Primeiramente, o selenato é ativado pela ATP
sulfurilase, formando a adenosina-5-fosfoselenato (APSe) (PILON-SMITS et al.,
2010). A APSe é reduzida a selenito pela redutase da adenosina-5-fosfossulfato
(APS). O selenito é reduzido a seleneto pela glutationa, através de reducao nao
enziméatica (FREEMAN et al., 2010; MEHDI et al., 2013). O seleneto, por sua
vez, € incorporado aos aminoacidos resultando na produgdo de
selenoaminoacidos, tais como: selenocisteina e selenometionina (ELLIS; SALT,
2003; FREEMAN et al., 2010). Estes dois aminoacidos podem ser incorporados
a proteinas, o que pode levar a inativagdo das proteinas e causar toxicidade nas
plantas (STADTMAN, 1996; MEHDAWI et al., 2014). Por outro lado, a maior
atividade das enzimas do metabolismo dos aminoacidos, pode promover a maior
absorcéo e assimilacdo de nitrogénio (RIOS et al., 2010).

A capacidade das plantas em acumular grande quantidade de Se esta
relacionada com a atividade da enzima selenometiltransferase (SMT)
(FREEMAN et al., 2010). Esta enzima produz a metilselenocisteina (MeSeCys)

a partir da metilacdo da metilcisteina (SeCys), usando a S-metilmetionina como
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0 doador do grupo metil (NEUHIER et al., 1999). A metilacdo da SeCys impede
a incorporacdo da selenocisteina as proteinas ndo especificas, 0 que ajuda a
conferir tolerancia a Astragalus bisulcatus ao Se (WANG et al., 1999). Porém, o
gene que codifica a SMT foi superexpresso em Arabidopsis thaliana e Brassica
juncea levando a uma maior tolerancia e acimulo de Se quando as plantas foram
cultivadas na presenca de selenito, mas ndo quando cultivadas com selenato
(ELLIS et al., 2004; LEDUC et al., 2004). De acordo com Freeman et al. (2010),
a SMT é uma enzima importante na hiperacumulacdo e tolerancia, porém,
possiveis processos adicionais estdo atuando sinergicamente sobre a
hiperacumulagdo de Se.

Trabalhos recentes tém demonstrado que o fornecimento de Se as
plantas promove multiplos beneficios (NAWAZ et al., 20015; SIEPRAWSKA et
al., 2015). Esses trabalhos sinalizam para uma maior influéncia do Se sobre o
sistema antioxidante e os metabolismos do nitrogénio e de carboidratos
(HAJIBOLAND; SADEGHZADE, 2014, NAWAZ et al., 2014). A seguir, serdo

detalhados os possiveis mecanismos que confere tais beneficios.
2.2.1 Influéncia do Se sobre o metabolismo dos carboidratos

Os carboidratos sdo sintetizados pelas folhas através da fotossintese e
sdo translocados para os tecidos drenos, principalmente na forma de
dissacarideos, como a sacarose. Nos drenos, a sacarose & clivada em
monossacarideos, glicose e frutose. A sacarose é a molécula mais utilizada na
translocagdo do carboidrato, metabolismo energético e sinalizacdo das plantas
superiores. Além disso, o carboidrato pode ser armazenado nas formas de
sacarose e principalmente, amido (ROITSCH; GONZALEZ, 2004). O
carboidrato, além de ser o principal substrato para a respiracdo de crescimento e
manutencdo, faz parte de um complexo sistema de sinalizacdo (SAIRANEN et

al.,, 2012). A abundancia e a escassez de carboidratos podem aumentar ou
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diminuir a expressdao de determinados genes (KOCH, 1996), que levam a
expressdo da auxina (fitohérmonio relacionado ao crescimento em comprimento
vertical dos vegetais) (SAIRANEN et al., 2012), de frutanos (polissacarideo de
reserva) e antocianinas (pigmento fotoprotetor) (ENDE; ESAWE, 2014), além
de atuar no metabolismo antioxidante (KEUNEN et al., 2013). A invertase é a
enzima que realiza a clivagem hidrolitica da sacarose em mondmeros de
hexoses. As plantas possuem trés tipos de invertases, que sdo localizadas no
apoplasto (invertase acida da parede), no citoplasma (invertase neutral do
citosol) e no vactolo (invertase acida do vactolo) (ROITSCH; GONZALEZ,
2004). A invertase acida da parede esta relacionada com o descarregamento do
floema, enquanto que a invertase neutral do citosol é mais ativa na fase inicial da
glicdlise, e a invertase &cida do vacutolo é facilmente encontrada em 6rgédo ou
organelas que estocam carboidratos de reserva, como 0 amido (ROITSCH;
GONZALEZ, 2004).

O aumento no crescimento das plantas na presenca de Se,
frequentemente esta associado ao aumento na taxa fotossintética liquida (A) em
condicOes ideais (HAJIBOLAND; SADEGHZADE, 2014; OWUSU-SEKYERE
et al., 2013; ZHANG et al., 2014), e em condicdes de estresses abidticos (DIAO
et al., 2014; NAWAZ et al., 2014; SIEPRAWSKA et al., 2015), em funcdo do
aumento no fornecimento de energia e esqueletos carbono extras
(HAJIBOLAND; SADEGHZADE, 2014).

O aumento da A é controlado por mecanismos estomaticos (por
exemplo: abertura e fechamento) e mecanismos ndo estomaticos (por exemplo:
atividade enzimatica e funcionamento do PSII). Plantas sobre estresses
abidticos, como o déficit hidrico, provavelmente, tém menores taxas A, devido
ao fechamento estomatico e ao mau funcionamento do PSII. Plantas de tomate
submetidas ao estresse salino diminuiram o rendimento quantico maximo do
PSII (F./Fy), a eficiéncia fotoquimica aparente do PSII (® PSII) (capacidade de
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conversdao da energia da luz, primaria e real) e o coeficiente de quenching
fotoquimica (Py) (estado reduzido do aceptor primario de elétrons QA),
sugerindo que a salinidade induz a inibi¢do do transporte de elétrons no PSll e a
reducdo da atividade fotoquimica do PSII (DIAO et al., 2014). No entanto, 0s
valores de F,/Fy, ®PSII e P, foram maiores quando as plantas submetidas ao
estresse salino foram tratadas com Se, indicando que o Se pode amenizar, 0s
efeitos maléficos do estresse salino (DIAO et al., 2014). Além disso, neste
mesmo experimento, Diao et al. (2014) observaram que o Se aumentou o
contetdo de glutationa reduzida (GSH), ascorbato (AsA), e as razdes de GSH/
glutationa dissulfeto (GSSG), AsA/ dehidroascorbato (DHA) e NADPH/NADP*
nos cloroplastos das plantas de tomate, reduzindo o efeito do estresse salino e
mantendo a integridade das membranas celulares.

Em condicBGes ideais, os efeitos do Se sob as plantas sdo mais
significativos, uma vez que todo o processo fotossintético € otimizado. Em
estudos com plantas tratadas com Se, houve incrementos nos conteldo dos
carboidratos (amido, sacarose e agUcares redutores), nas atividades das enzimas
a-amilase, invertase, sintase da sacarose, sintase da sacarose fosfato e frutose-
1,6-bifosfatase, na A, nos pigmentos fotossintetizantes e na condutancia
estomatica. Além disso, observaram melhorias nos parametros de fluorescéncia
FJ/Fm ®PSII e taxa de transporte de elétrons (CHEN et al, 2008;
HAJIBOLAND; SADEGHZADE, 2014; MALIK et al., 2012; NAWAZ et al.,
2014; OWUSU-SEKYERE et al., 2013; SIEPRAWSKA et al., 2015; ZHANG et
al., 2014).

2.2.2 Influéncia do Se sobre o metabolismo do nitrogénio

O Se influencia varios processos no crescimento e desenvolvimento das
plantas. Neste sentido, torna-se de grande relevancia a realizacdo de pesquisas

para se avaliar o efeito do Se sobre a nutricio mineral dos vegetais,
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principalmente, na assimilacdo de nitrogénio (N), pois se trata do nutriente mais
requisitado pelas plantas, sendo necessario em concentragfes de 2% a 5% na
matéria seca, para o funcionamento metabdlico normal da planta (MILLER;
CRAMER, 2005). O N é um elemento essencial para as plantas, pois esta
presente na composicdo das proteinas e clorofilas. Dessa forma, o contetido
limitado de compostos nitrogenados pode ser o fator limitante para o
crescimento das plantas, ou seja, uma maior assimilacdo ou otimizacdo do
metabolismo de N, o qual possivelmente, reflete em um maior crescimento
(NUNES-NESI et al., 2010; HAJIBOLAND et al., 2014).

Estudos comprovaram que o uso de doses e fontes corretas de Se podem
aumentar o contetdo de aminoacidos e proteinas nas plantas (RIOS et al., 2010).
Isso é devido a uma maior taxa de assimilacdo de N, em funcdo de uma maior
atividade das enzimas da rota de assimilacdo do N: redutase do nitrato (RN),
glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT) (DJANAGUIRAMAN
et al., 2004; HAJIBOLAND et al., 2014; HAJIBOLAND; KEIVANFAR, 2011;
RIOS et al., 2010; XU et al., 2013). A maior atividade das enzimas da rota de
assimilagcdo do N, em concentragdes iguais de N, pode significar que as plantas
aumentaram a eficiéncia do uso do nitrogénio, quando o Se foi aplicado, ou seja,
elas produziram mais compostos nitrogenados com os mesmos teores de N.
Possivelmente, a eficiéncia esta ligado a maior intensificacdo do metabolismo de
enxofre (S), quando o Se é aplicado nestas plantas. O Se, em baixas doses,
aumenta a absor¢do do S por sinergismo (RAMOS et al., 2011a), e isto estimula
0 metabolismo do N, uma vez que, tem que se manter o equilibrio adequado
entre compostos organicos nitrogenados e os sulfatos (GERENDAS et al., 2008;
RIOS et al., 2008, 2010).

Os aminoacidos formados por plantas acumuladoras e ndo acumuladoras
de Se apresentam diferentes perfis. Plantas acumuladoras utilizam-se da

estratégia de acumular Se em aminoacidos ndo proteicos para evitar a toxicidade
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do Se, enquanto que plantas ndo acumuladora ndo possuem esta capacidade
(WHANGER, 2002). Avila et al. (2014) observaram, em plantas de Brassica
(acumuladoras de Se) biofortificadas com Se, um acimulo de cerca de 50% do
Se na forma de Se-metilselenocisteina (SeMeSeCys), enquanto que nos cereais,
0 Se € encontrado, principalmente na forma de SeMet (GALINHA et al., 2015).
Ja, Jezek et al. (2011) observaram que, com a aplica¢do foliar de Se em batata
(ndo acumuladora de Se), houve aumento nos teores relativos de aminoécidos
totais essenciais e ndo essenciais em relagdo ao tratamento controle (sem
aplicacdo de Se). Os aminoacidos que obtiveram aumentos mais significativos

foram: fenilalanina, acido aspartico, acido glutamico, treonina e tirosina.
2.2.3 Influéncia do selénio sobre o metabolismo antioxidativo

Normalmente as espécies reativas de oxigénio (EROs) funcionam como
sinalizadoras para resposta ao estresse. No entanto, com aumento na duracédo e
intensidade do estresse, ocorre um aumento nas EROs e, quando a defesa
antioxidante ndo é suficiente para neutraliza-las, ha o estresse oxidativo. Em
caso de estresse oxidativo, ha o rompimento da homeostase celular e o ataque a
componentes celulares como os lipideos, proteinas, carboidratos e acidos
nucleicos. As principais EROs incluem o anion superéxido (O;"), peréxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH?) e oxigénio singleto (‘O,).
Geralmente, dois grupos de antioxidantes sdo mais presentes nas plantas. O
primeiro compreende substancias de baixo peso molecular, tais como a
glutationa reduzida (GSH), ascorbato (AsA) e tocoferol, que sdo compostos ndo
enzimaticos. O segundo grupo de antioxidante sdo as enzimas como a dismutase
do ion superdxido (SOD), peroxidase (POD), catalase (CAT), peroxidase do
ascorbato (APX), peroxidase da glutationa (GSH-Px), peroxidase do guaiacol
(GPOX) e redutase da glutationa (GR) (SUZUKI et al., 2012).
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A primeira enzima a atuar no ciclo do sistema antioxidante, em muitos
casos, ¢ a SOD que, atua dismutando o superoxido (O,) em peroxido de
hidrogénio (H,0,), o qual pode ser convertido em agua e oxigénio pela CAT
(KIBINZA et al., 2011). No ciclo ascorbato (ASA) — glutationa (GR), a APX
converte 0 H,O, em &gua, com o AsA como doador de elétrons (ZHANG et al.,
2008). A dehidroascorbato redutase (DHAR) utiliza os elétrons fornecidos pela
glutationa reduzida (GSH) para reduzir o dehidroascorbato (DHA) em AsA,
enquanto que o DHA é previamente produzido a partir do
monodehidroascorbato (MDHA). Simultaneamente, GSH é oxidada em
glutationa dissulfeto (GSSG) pela DHAR, e a GSSG é entdo reduzida em GSH,
pela acdo da GR (GILL; TUTEJA, 2010).

O Se controla a producéo e a eliminacdo das EROs em plantas, atuando
diretamente como antioxidante através de moléculas que contém Se em suas
estruturas (compostos de Se) ou, indiretamente, através da regulacdo dos
antioxidantes, evitando os efeitos danosos das EROs sobre as plantas (Feng et
al.,, 2013). Diversos autores comprovaram os efeitos benéficos do Se na
manutencdo da homeostase celular, com destaque para os estudos de Kumar et
al. (2012), na presenca de Cd; Djanaguiraman et al. (2010) e Hasanuzzaman et
al. (2014), durante a exposicdo a altas temperaturas; Yao et al. (2011), em
radiacdo UV-B; Chu et al. (2010), em baixa temperatura, além de
Hasanuzzaman, Hossain e Fujita (2011) e Nawaz et al. (2014), em estresse
hidrico. Além disso, em outros estudos foram observados a diminuicdo do
estresse oxidativo, possivelmente, em virtude de, uma maior atividade
enzimatica, mesmo sob condic¢Ges ideais de cultivo (RAMOS et al., 2011a,
2011b).

Segundo Feng e Wei (2012), possivelmente, sdo trés os mecanismos que
diminuem o nivel de O,” nos vegetais, quando na presenca de Se em

concentragdes corretas. Primeiro, a dismutagdo espontanea de O, em H,O, (sem



26

a catéalise da enzima SOD) (CARTES et al., 2010; HARTIKAINEN; XUE;
PIIRONE, 2000). Segundo, compostos de Se podem atuar diretamente na
extingdo de O,” e OH". Terceiro, através da regulacdo das enzimas antioxidantes
(por exemplo, SOD) (FENG; WEI; TU, 2013; XUE et al., 1993;). A eliminacéo
do H,0,, 0 Se atua ativando enzimas antioxidantes (por exemplo, GSH-Px),
principalmente, em condicBes de estresse (FILEK et al., 2008; KUMAR et al.,
2012).

O Se também pode atuar diretamente e de forma diferente nos
antioxidantes. Acredita-se que a GSH-Px seja uma enzima chave neste processo,
por ser ativada de forma robusta e amplamente pelo Se em varias plantas
expostas a diversos estresses (FENG; WEI; TU, 2013). A atividade da SOD
pode ser influenciada em plantas expostas ao Se, em funcdo do grau de estresse
oxidativo da planta, doses de Se e estdgio de desenvolvimento, ou seja, em
niveis maiores de estresse oxidativo, estagios de desenvolvimento avancado e
altas doses de Se a atividade da SOD, aparentemente, sera maior (CARTES et
al., 2010; HARTIKAINEN; XUE; PIIRONEN, 2000). As enzimas APX e CAT
aumentaram suas atividades na presenca do Se em condicBes de estresse
(HASANUZZAMAN et al., 2011; MALIK et al., 2012) e em condigbes ideais
(RAMOS et al., 2011a, 2011b).

O Se também aumenta a atividade do ciclo GSH-ASC através do
incremento nos niveis de GSH e AsA, além de aumentar a atividade das enzimas
APX, DHAR, MDAR, GR, GPX (FENG; WEI, 2012; HASANUZZAMAN;
FUJITA, 2011; WANG et al., 2011). Na presenca do Se, o conteido de GSH
pode aumentar, pois a GSH ¢é utilizada na via de assimilacdo do Se para formar
0s aminoacidos SeCys e SeMet. Dessa forma, com o aumento de um
componente do ciclo, todo o ciclo sofre influéncia (FENG; WEI; TU, 2013;
TERRY et al., 2000).
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O contetdo de EROs regula varios processos bioldgicos, entre eles a
senescéncia, etapa do biociclo vegetal e pode ser regulada por fatores ambientais
e auténomos. Este processo € caracterizado pelo aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio, que culmina com a deterioracdo das organelas e
termina com a morte do 6rgdo (KAUR et al., 2014).

A capacidade do Se em atrasar 0 estresse oxidativo decorrente da
senescéncia foi avaliado em alface por Djanaguiraman et al. (2005). Estes
autores observaram que, em baixa dose, o Se estimulou o crescimento de mudas
senescentes (aumentou 14% a matéria seca), possivelmente, devido ao maior
aumento na atividade das enzimas antioxidantes GSH-Px e SOD e dos

conteudos de clorofila a, b e total, comparando ao controle.
2.3 O trigo

O trigo (Triticum aestivum L.) é amplamente utilizado na alimentacao
humana para a producdo de pdes, farinhas, massas, bolos (LYONS;
STANGOULIS; GRAHAM, 2003), o que o torna uma espécie muito
requisitada. O trigo é originario de regiGes montanhosas do Sudoeste da Asia
(Ird, lrague e Turquia), tendo sido introduzido na Europa durante a pré-historia.
O trigo pertence a familia das Poaceae, € uma espécie autdgama e normalmente,
apresenta baixa frequéncia de polinizacdo cruzada. Atualmente, se cultivam
trigo de inverno e de primavera. O trigo de inverno, em seu estadio inicial de
desenvolvimento, necessita passar por um periodo de vernalizacdo, para
completar o ciclo reprodutivo. O trigo cultivado no Brasil é de habito primaveril
e a maioria das cultivares é insensivel ao fotoperiodo (ABITRIGO, [20167]).
Esse cereal é o segundo mais cultivado mundialmente (BRASIL, [201-]) a
producdo da safra de 2015/2016 foi, de 705 milhGes de toneladas (Conselho
Internacional de Gréaos). No Brasil, a area plantada de trigo para a safra de 2015
foi de 2.448,8 hectares e a producao foi de 5.534,9 toneladas, 11,4% maior do
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que a safra anterior, a média da producdo foi de 2.260 kg ha™. A regido Sul é a
principal produtora com 91,55%, seguida pela regido Sudeste com 7,15%, e a
regido Centro-Oeste com 1,3%, (CONAB, 2016).

A espécie Triticum aestivum L. € classificada como ndo acumuladora de
Se (Terry et al., 2000), porém as concentracfes de micronutrientes nos graos
podem variar de acordo com a disponibilidade do Se no solo onde a planta se
desenvolve (ZHU et al., 2009). Na Inglaterra, Adams et al. (2002) observaram
uma variacdo entre 6 e 858 pg kg* de Se nos grdo, e, Lyons et al. (2005)
observaram em plantas cultivadas em solugéo nutritiva, a concentracdo entre 600
e 11.950 pug kg* de Se. Além disso, a concentrago de Se no gréo pode variar de
acordo com o meio pelo qual o elemento foi fornecido. Lyons et al. (2004)
observaram que o fornecimento via solo aumentou a concentracdo do Se nos
grdos de trigo, entre 20 e 133 vezes, enquanto o fornecimento via foliar
aumentou a concentracdo, entre seis e 20 vezes, em ambos 0S casos, Se
comparado ao controle, a produtividade de grdos neste trabalho foi entre 1,4 e
1,8tha™.

O Se nos graos de trigo maduro se encontra principalmente na forma
organica de selenometionina (56 a 100%), porém, pode estar presente em outras
formas e em concentracGes menores, como: selenato (5 a 19%), selenocisteina
(4-12%), selenometil-selenocisteina (1-4%) e outros (4-26%) (Whanger, 2002;
Galinha et al., 2015). O acumulo de Se nos graos de trigo na forma organica de
selenometionina o torna altamente biodisponivel, acima de 90%, ao passo que,

formas inorganicas com selenato, ndo ultrapassam 50% (THOMSON, 2004).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de biofortificacdo estd sendo amplamente discutida no meio
académico, como uma estratégia eficiente no combate a desnutricdo mineral em
humanos. A utilizacdo dessa técnica, ndo envolve novas tecnologias, 0 que a
torna de facil acesso. Varias culturas estdo sendo estudadas, porém os cereais
sdo de especial interesse, destacando-se, dentre eles o trigo, que é uma espécie
estratégica, devido a sua ampla adaptacdo a diferentes tipos de solo e clima.
Além disso, os produtos comerciais provenientes do trigo sdo utilizados por
todas as classes sociais.

Embora a biofortificagdo com Se tenha sido muito estudada em anos
recentes, a maioria dos trabalhos foram realizados em ambientes protegidos, o
que minimiza a influéncia do ambiente e gera dados ndo extrapolados para o
campo. Com isso, estudos em campo sdo de fundamental importancia para
identificar a verdadeira eficiéncia da técnica de biofortificacdo com Se, ndo
somente visando o0 aumento dos niveis de Se em plantas e em animais que delas
se alimentam, mas também para se avaliar o real efeito benéfico do Se para a
producdo de grdos e de biomassa dos vegetais. Neste contexto, é de especial
interesse a avaliacgdo ndo somente de aspectos agronémicos, mas também
fisiol6gicos e bioquimicos relacionados a biofortificacdo agronémica com Se
(via suprimento solo ou foliar de selénio), visto que estes Ultimos sdo
fundamentais para se explicarem eventuais ganhos agronémicos e de valor
nutricional.

Observamos neste estudo que, a suplementagcdo com selénio, via solo e
folha, promoveu o enriquecimento adequado dos grdos de trigo, justificando o
uso dessa espécie para a biofortificagdo agronémica. Além disso, a
suplementacdo via folha é a mais indicada para a biofortificagdo agronémica do

trigo, pois proporcionou incrementos nos teores de Se e na produtividade de
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grdos, além de que, a adubacdo foliar com micronutrientes é uma técnica usada
rotineiramente pelos agricultores.

Dentre os tratamentos utilizados na suplementacdo foliar, aquele que
proporcionou os melhores resultados foi 21 g ha™ de Se, uma vez que elevou 0s
teores de Se nos gréos e promoveu 0s incrementos na produtividade de gréos, na
taxa fotossintética liquida, nos teores de carboidratos analisados, na atividade da

enzima peroxidacdo do ascorbato e no teor de nitrogénio total.
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RESUMO

A biofortificacdo do trigo com selénio (Se) é uma alternativa para
amenizar a deficiéncia humana, a este elemento, além de poder, trazer beneficios
para as plantas. Esse trabalho teve como objetivos: i) estudar a eficiéncia do
trigo como espécie indicada para a biofortificacdo agrondmica com Se em
campo, através da suplementacdo via folha; e, ii) estudar a influéncia do Se
suprido via folha no metabolismo dos carboidratos, nitrogénio e no sistema
antioxidante de plantas de trigo. As concentracGes utilizadas foram 12; 21; 38;
68 e 120 g ha™* de Se, que foram divididas em duas aplicacdes, via folha, sendo a
fonte utilizada, o selenato de sédio. O tratamento com 120 g ha® de Se
proporcionou as maiores concentracdes de Se nos grdos (2,86 mg kg™ de Se) e
na parte aérea (2,32 e 1,20 mg kg™ de Se na massa seca da primeira e segunda
coleta, respectivamente). O tratamento com 21 mg ha™ de Se proporcionou
incrementos de 48% na producdo final de trigo e 30% na producdo de biomassa,
além de aumentar a taxa fotossintética liquida, resultados esses comparados ao
tratamento controle. A atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) foi
influenciada positivamente pela presenca do Se. Os tratamentos com 21 e 38 g
ha™ de Se proporcionaram incremento no teor de N-total. Na segunda coleta, os
teores de carboidratos foram fortemente influenciados pelo Se. O trigo é uma
espécie indicada para realizar a biofortificagdo agrondmica com Se, pois
concentra Se nos graos, sem prejudicar o crescimento vegetativo. Enfim, de um
modo geral, o Se proporcionou incrementos nos teores de carboidratos, na
atividade da APX e no teor de N-total, o que favoreceu o aumento da producéo e
0 acumulo de biomassa.

Palavras-chave: Elemento benéfico. Selenato. Campo. Foliar. Producéo.
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Agronomic biofortification of wheat with selenium via leaf

ABSTRACT

Wheat biofortification with selenium (Se) is an alternative to relieve human
deficiency of this element, and to benefit plants. This work had the objectives of:
i) study the efficiency of wheat as a species indicated for agronomic
biofortification with Se, in the field; and, ii) study the influence of Se,
suppressed via leaf, over the metabolism of carbohydrates, nitrogen and the
antioxidant system of wheat plants. The concentrations used were of 12, 21, 38,
68 and 120 g ha™ of Se, divided into two applications, via leaf, using sodium
selenate as source. The treatment with 120 g ha™ of Se promoted higher
concentrations of Se in the grains (2.86 mg kg™ of Se) and in the aerial part
(2.32 and 1.20 mg kg™ of Se in the dry mass of the first and second sampling,
respectively). The treatment with 21 mg kg™ of Se promoted increments of 48%
in the final production of wheat, and 30% in the production of biomass, in
addition to increasing net photosynthetic rate. These results were compared to
the control treatment. The activity of enzyme ascorbate peroxidase (APX) was
positively influenced by the presence of Se. The treatments with 21 and 38 g ha™
of Se promoted increment in the content of total-N. In the second sampling, the
contents of carbohydrates were strongly influenced by the Se. Wheat is a species
indicated for agronomic biofortification with Se, given that Se concentrates in
the grains without damaging vegetative growth. Finally, in general, Se promoted
increments in the contents of carbohydrates, activity of APX and in the content
of total-N, which favored the increase in production and accumulation of
biomass.

Keywords: Beneficial element. Selenate. Field. Production.
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1 INTRODUCAO

O selénio (Se) € um elemento essencial para os mamiferos, sendo
componente de aproximadamente 30 selenoproteinas ou selenoenzimas
(RAYMAN, 2012). A taxa de Se no plasma sanguineo entre 130 e 150 ug L™ de
Se representa a taxa minima de mortalidade de adultos Norte Americanos com
problemas vasculares e com cancer (BLEYS et al., 2007). Para alcancar estes
niveis de Se no plasma é necessério uma ingest&o de no minimo 1,87 pg kg™ de
Se de peso corporal por dia, 0 que é equivalente a uma ingestdo de 112 e 150 pg
dia® de Se para pessoas com 60 e 80 kg, respectivamente (HAWKESFORD;
ZHAOQ, 2007). Estima-se, portanto, que aproximadamente um bilhdo de pessoas
estdo deficientes em Se (MORA et al., 2015).

Em virtude disso, a biofortificacdo com Se esta sendo estudada como
alternativa para combater a desnutricdo. O trigo vem sendo utilizado nesse
processo (GALINHA et al., 2015), por se tratar do segundo cereal mais
cultivado mundialmente (BRASIL, 2011), sendo amplamente utilizado na
alimentacdo humana para a producdo de pdes, farinhas, massas e bolos
(LYONS; STANGOULIS; GRAHAM, 2003). Além disso, o Se nos grdos de
trigo encontra-se principalmente na forma organica de selenometionina (56 a
100%), e em menores proporcdes em outras formas como selenato (5 a 19%),
selenocisteina (4 a 12%), selenometil-selenocisteina (1 a 4%) e outros (4 a 26%)
(WHANGER, 2002; GALINHA et al., 2015). O aclmulo de Se na forma
organica de selenometionina o torna altamente biodisponivel (acima de 90%), ao
passo que, em formas inorganicas como, o selenato ndo ultrapassa 50%
(THOMSON, 2004).

A acdo do Se em plantas superiores € estudada ha quase 70 anos e sua
essencialidade ainda ndo foi confirmada (LYONS et al., 2008). Contudo as
investigagbes continuam, estudos tém demonstrado que, em concentragoes

adequadas, o Se pode ser benéfico as plantas aumentando a producdo em trigo
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(NAWAZ et al., 2014) e arroz (ZHANG et al., 2014), além de aumentar o
acumulo de biomassa da parte aérea em trigo (GUERRERO et al., 2014;
HAJIBOLAND; SADEGHZADE, 2014). Estas respostas podem estar
associadas a maior atividade de algumas enzimas do sistema antioxidante, aos
incrementos na taxa fotossintética liquida que pode elevar os teores de
carboidratos, e também, a uma influéncia positiva do Se no metabolismo dos
aminoacidos, o que pode levar a uma maior absorcdo e assimilacdo do
nitrogénio (GUERRERO et al., 2014; HAJIBOLAND; SADEGHZADE, 2014;
JEZEK et al., 2011; NAWAZ et al., 2014; OWUSU-SEKYERE et al., 2013;
ZHANG et al., 2014).

Apesar dos estudos recentes, até 0 momento sao poucos os trabalhos em
condigdes de campo que visam demonstrar a eficiéncia da biofortificagdo
agrondbmica com Se em trigo e a influéncia desse elemento no metabolismo
vegetal, de forma integrada. Neste sentido, objetivou-se, neste trabalho, avaliar a
eficiéncia do trigo como espécie indicada para a biofortificacdo agrondbmica com
Se em campo, através da suplementacdo via folha, bem como estudar a
influéncia do Se suprido via folha no metabolismo dos carboidratos, nitrogénio e

no sistema antioxidante das plantas de trigo.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Instalagé@o do experimento

O ensaio foi conduzido na fazenda experimental da Empresa de Pesquisa
Agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG) em Lambari. Aproximadamente, 30
dias antes do plantio foi realizada a calagem com 4 t ha™ e o indice de saturagéo
de base foi elevado a 50%. O plantio do trigo (Triticum aestivum L.) variedade
BRS 264 foi realizado dia 25/05/2015, com adubacio bésica de 300 kg ha™ de
fertilizante 8-28-16 (N-P,0s-K,0), sendo que a adubacao de cobertura ocorreu
no dia 22/06/2015, com 170 kg ha™ de 20-00-20. Os atributos quimicos e
granulométricos do solo onde o experimento foi instalado encontram-se nas
Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente. A precipitacdo total foi de 236 mm e as

temperaturas minimas e maximas foram de 3°C e 34°C, respectivamente.

Tabela 1 - Atributos quimicos do solo utilizado no cultivo do trigo.
K P Ca Mg Al H+AI SB t T \Y m

-mg dm®-  ---eee- cmol dm™-------  ------ cmolc dm™-------- ----%----

51 620 175 13 03 08 78 1,7 2,5 96 182 312

pH em agua, KCl e CaCl= Relagio 1:2:5; Ca, Mg e Al Extrator KCI (1 mol L™); H +
Al= Extrator: SMP; SB= Soma de bases trocaveis; CTC (t)= Capacidade de trocas
cationicas efetiva; CTC (T)= Capacidade de trocas catidnicas a pH= 7; V= indice de
saturacdo por base;; B- Extrator agua quente; m= indice de saturacdo de Aluminio.

pH

Tabela 2 - Atributos quimicos do solo utilizado no cultivo do trigo.

M.O. P-Rem Zn Fe Mn Cu B S
dagkg® = ------ee- e — T L L ——
3.8 4,8 2,3 28,2 8,4 1,2 0,10 22,4

M.O. = Matéria organica- Na2Cr207 4N+ HeSO4 10N; P-rem= Fosforo remanescente;
P, K, Fe, Zn, Mn e Cu Extrator Mehlich; B Extrator 4gua quente.
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Tabela 3 - Anélise granulométrica do solo utilizado no cultivo do trigo.

Classificacdo do solo Argila Silte Areia
dag kg™
42 19 39

As concentracfes de Se utilizadas para os tratamentos foram de 12; 21;
38; 68 e 120 g ha™ de Se. A fonte utilizada para disponibilizar o Se para as
plantas, via folha, foi o selenato de sodio (Na,SeQ,), sendo as doses divididas
em duas aplicacdes com concentraces iguais, a primeira no dia 30/06/2015
(fase de emborrachamento) e a segunda no dia 10/08/2015 (fase de enchimento
de gréo). O Na,SeO, foi diluido em 600 mL de agua deionizada, e a essa solugao
foi acrescentado surfactante (6leo vegetal) na concentracdo de 0,05%. As
aplicac@es foliares foram realizadas com uma bomba pressurizada com contéiner
de didxido de carbono acoplado. Foi conectada a bomba uma barra com 2
metros de comprimento, para que desse modo a aplicacdo fosse uniforme e
abrangesse toda a largura da parcela em uma Unica aplica¢do. As aplicacdes
ocorreram aos finais das tardes, dos respectivos dias de aplicacdo, para
proporcionar uma maior absorcao do Se.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com
quatro repeticdes. As parcelas deste experimento foram de 10 m? (5 metros de
comprimento por 2 metros de largura) e o espagamento entre linha foi de 0,17
cm, totalizando 12 linhas de plantio por parcela. O nimero de sementes por
metro linear foi de 50 sementes. A &rea Util foi de 5,5 m? ou seja, 4 m de
comprimento por 1,36 m de largura, o que representou oito linhas. O controle
recebeu apenas 600 mL de &gua deionizada contendo também o surfactante.

Assim, 0s cinco tratamentos mais o tratamento controle totalizaram 24 parcelas.
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2.2 Analises fisiolégicas e agronémicas

A seguir, estdo descritas as metodologias empregadas para analisar as
variaveis fisiol6gicas: quantificacdo dos teores de carboidratos, proteinas,
peréxido de hidrogénio, malonaldeido, das atividades de algumas enzimas do
sistema antioxidante, das invertases e da taxa fotossintética liquida, além de
quantificar os teores totais de aminoacidos, selénio, nitrogénio e enxofre. Para as
analises in vitro e da fotossintese utilizou-se apenas a folha bandeira, enquanto
que, para o restante das analises, o material foi oriundo da quantificacdo da
massa seca, ou seja, toda a parte aérea excluindo apenas as paniculas existentes.
As analises agrondmicas avaliadas foram: quantificacdo de biomassa da parte
aérea, produtividade de grdos, grau de umidade e peso de 1000 graos. As coletas
de material para as analises foram feitas, na area Util, aos 14 dias ap6s a primeira
adubacdo com Se. Além disso, também ocorreram coletas aos 16 dias apos a
segunda adubacdo com Se, para a quantificacdo dos teores de carboidratos,
proteinas, aminoacidos e Se. A analise de produtividade de grdos foi realizada

através da colheita e pesagem da area util.

2.2.1 Quantificacdo da biomassa da parte aérea e dos teores de

carboidratos, proteinas e aminoacidos totais

As coletas do material para a quantificacio da biomassa e
macromoléculas foram realizadas em duas épocas. Em cada época, foram
coletadas seis plantas por parcela, sendo estas divididas em duas repeticdes de
trés plantas. Os materiais coletados foram secos em estufa com circulagédo
forcada de ar a uma temperatura proxima a 60°C até peso constante.
Posteriormente, as repeticbes com trés plantas foram pesadas em balanga
analitica com precisdo de 0,01 g. Deste material, foram retiradas amostras de 0,2
g de cada repeticdo para determinar os teores de amido, sacarose e agucares

solaveis totais utilizando o método da Antrona (DISCHE, 1962), de agucares
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redutores através do método DNS (MILLER, 1959) e de aminoécidos livres
totais (COCKING; YEMM, 1954). O teor de proteinas foi determinado de
acordo com Bradford (1976).

2.2.2 Analises de selénio (Se) e enxofre (S) na parte aérea e nos gréos

O material para a quantificacdo de Se e S na parte aérea foi proveniente
do material utilizada para a quantificacdo da biomassa da parte aérea, em ambas
as épocas de coleta para o Se e na Gltima coleta para o S. Durante a moagem da
parte aérea foram retiradas as paniculas do trigo. O material para a quantificacdo
de Se e S nos graos foi coletado apds a pesagem da produtividade de grdos. Os
extratos para as quantificacdes de Se e S foram oriundos da digestdo 4cida de 0,5
g e 0,2 g de cada material, respectivamente, em blocos digestores. Para a
digestdo, foram adicionados 6 mL de uma mistura composta por acido nitrico e
perclérico na proporcdo 2:1 (v/v), sendo as amostras deixadas em repouso a
temperatura ambiente, overnight e apds, levadas a blocos digestores a 200°C
durante 2 horas. Apds a digestdo completa, foram adicionados 10 mL de agua
destilada aos extratos. As determinacdes de Se e S foram realizadas utilizando-se
um espectrofotdmetro de absorcdo atdbmica com forno de grafite (GFAAS).
Ressalta-se que, juntamente com as amostras, o procedimento foi também
realizado em padrdo de referéncia certificado (BCR®-414 Plankton) visando

demonstrar a confiabilidade nas determinacdes de Se.
2.2.3 Produtividade de gréos

A produtividade de grdos foi avaliada em cada parcela, onde foram
descartadas as bordaduras nas quatro extremidades, sendo a colheita realizada
manualmente. O peso de 1.000 grdos e a umidade dos gréos foi determinado de
acordo com a Regra de Analise de Sementes (BRASIL, 2009).
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2.2.4 Enzimas invertase neutra do citosol (INC) e invertase &cida do
vacuolo (1AV)

A extracdo e a incubacdo das invertases sollveis, invertase neutra do
citosol (INC) e invertase &cida do vacuolo (IAV) foram realizadas conforme
descrito por Zeng et al. (1999). O extrato enzimatico foi obtido pela maceracdo
em nitrogénio liquido de 0,5 g de folhas, homogenizadas em 2 mL do tampdo de
extracdo contendo HEPES 200 mM, pH 7,5, PMSF 1 mM, MgCI2 5 mM, DTT 1
mM e 4cido ascorbico 50 mM, seguida pela centrifugacdo a 18.000 g, por 20
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e acrescido ao meio de reagédo
contendo tampdo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5 para a INC e em tampao
citrato de s6dio 200 mM, pH 4,5 para a 1AV, além de MgCl, 5 mM e sacarose
200 mM em ambos os meios de reaces. A incubacdo foi realizada em banho-
maria, a 30 °C, por 40 minutos. Os aglcares redutores formados foram
quantificados pelo método do DNS (MILLER, 1959).

2.2.5 Enzima invertase 4cida da parede (1AP)

A extracdo e a incubacdo da invertase acida da parede foram realizadas
conforme descrito por Zeng et al. (1999). A extracao foi realizada por meio da
ressuspensdo do pellet resultante da centrifugacdo para a quantificagdo das
invertases solGveis. Utilizou-se 2 mL do tampdo de extragdo contendo tampao
citrato de sodio 200 mM, PMSF 1 mM, MgCI2 5 Mm, DTT 1 mM, é&cido
ascorbico 50 mM e NaCl 1M, seguida pela centrifugacdo a 18.000 g, por 20
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e acrescido ao meio de reacéo
contendo tampao citrato de sédio 200 mM, MgCI2 5 mM e sacarose 200 mM. A
incubacdo foi realizada em banho-maria, a 30 °C, por 40 minutos. Os agucares
redutores formados foram quantificados pelo método do DNS (MILLER, 1959).
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2.2.6 Trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas foram realizadas em duas folhas intactas,
completamente expandidas, e as leituras sempre realizadas na regido mediana da
folha e no periodo das 09h as 12h. A irradiagdo no interior da cAmera fixada em
1000 pmol m? s™. As leituras foram realizadas em duas plantas diferentes em
cada parcela. Utilizou-se o analisador de trocas gasosas por infravermelho
(IRGA modelo LCA-4 ADC instruments). As medidas foram realizadas 14 dias
ap6s a primeira adubacdo foliar. A caracteristica avaliada foi apenas a taxa

fotossintética liquida (A).
2.2.7 Leituras com o SPAD

As leituras de SPAD foram obtidas através da média de cinco leituras na
regido mediada das folhas intactas e completamente expandidas, utilizando o
medidor portéatil de clorofila SPAD-502. Através das leituras do SPAD, pode-se

inferir o contetdo de clorofila total presente nas folhas.
2.2.8 Analise do teor de nitrogénio total na parte aérea

O material para a quantificacdo de nitrogénio foliar foi proveniente da
massa seca obtida a partir da segunda época de coleta. O teor de N total foi
determinado pela digestdo sulfirica e destilacdo Kjeldhal (MALAVOLTA,;
VITTI; OLIVEIRA, 1997).

2.2.9 Enzimas antioxidantes

O extrato enzimético foi obtido pela macera¢do em nitrogénio liquido de
0,2 g de folhas de massa fresca. Foram adicionados ao extrato enzimatico 1,5
mL do tamp&o de extragdo contendo: tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,8),
EDTA 0,1 M (pH 7,0), DTT 0,5 M, PMSF 0,1 M, 4cido ascorbico 0,001 M e 22
mg de PVPP. O extrato foi centrifugado a 14.000 g por 10 minutos a 4°C e 0

sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C durante o periodo das analises.
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Os sobrenadantes coletados foram utilizados nas analises enziméticas da
dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato
(APX), redutase da glutationa (GR) e redutase do dehidroascorbato (BIEMELT;
KEETMAN; ALBRECHT, 1998), conforme relatado a seguir. Para as analises
foram utilizadas triplicatas e as leitura realizadas em espectrometria com placa
de Elisa.

2.2.9.1 Dismutase do superoxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977)
em um meio de incubacdo composto por fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8,
metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. Os tubos,
com o meio de reacdo e a amostra, foram iluminados por 7 minutos com uma
lampada fluorescente de 20W. Para o controle, 0 mesmo meio de reacdo sem a
amostra foi iluminado. O branco foi mantido no escuro. As leituras foram
realizadas a 560 nm e o calculo da enzima foi feito com a seguinte equacdo: %
de inibicdo = (A560 amostra com extrato enzimatico — A560 controle sem
enzima)/(A560 controle sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde a
quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas

condicdes do ensaio.
2.2.9.2 Catalase (CAT)

A CAT foi avaliada segundo Havir e McHale (1987). A aliquota do
extrato enzimatico foi adicionada ao meio de incubacdo contendo fosfato de
potéassio 100 mM (pH 7,0) e perdxido de hidrogénio 12,5 mM, incubado a 28°C.
A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240
nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peréxido

de hidrogénio. O coeficiente de extin¢do molar utilizado foi de 36 mM cm™.
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2.2.9.3 Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. O tampéo
de incubacdo foi composto por fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), acido
ascorbico 0,5 mM e perdxido de hidrogénio 0,1 mM (NAKANO; ASADA,
1981). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi de 2,8 mM cm™

2.2.9.4 Redutase do dehidroascorbato (DHAR)

A atividade da DHAR foi realizada segundo Nakano e Asada (1981), em
que o tampdo de incubacdo composto por fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0,
glutationa reduzida 2,5 mM, dehidroascorbato (DHA) 0,8 mM e EDTA 0,1 mM
foi colocado em banho-maria, a 35°C, e a leitura realizada a 265 nm,
observando-se 0 aumento na absorbancia, que indica a formacdo de ascorbato
(NAKANO; ASADA, 1981).

2.2.9.5 Redutase da glutationa (GR)

A atividade da GR foi determinado segundo Cakmak, Strbac e
Marschner (1993), monitorando-se a taxa de oxidacdo do NADPH por meio do
decréscimo na absorbéncia a 340 nm por 3 minutos. O meio de incubacédo foi
composto de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, glutationa oxidada 1
mM e NADPH 75 pM.

2.2.10 Peréxido de hidrogénio (H,O,)

O extrato enzimético foi obtido pela maceracdo em nitrogénio liquido de
0,2 g de folhas. Estas foram homogeneizados em 5 mL de acido tricloroacético
(TCA) e centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos, a 4°C. O H,O, foi
determinado medindo-se a absorbéncia a 390 nm em um meio de reacdo
contendo tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, 500 uL do extrato e 1 mL
de iodeto de potassio (VELIKOVA; YORDANOV; EDREVA, 2000).
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2.2.11 Peroxidacdo lipidica (MDA)

A peroxidagdo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico, conforme descrito por Buege e Aust
(1978). Assim, 0,2 g de folhas foram macerados em N, liquido acrescido de 20%
de PVPP (m/v) e homogeneizados em &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v).
O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, por 10 minutos. Aliquotas do
sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacdo (0,5% (m/v) de acido
tiobarbitdrico (TBA) e 10% (m/v) de TCA, incubando-se, em seguida, a 95°C,
por 30 minutos. A reacdo foi paralisada por resfriamento rapido em gelo e as
leituras foram determinadas em espectrofotémetro, a 535 nm e 600 nm. O TBA
forma complexos de cor avermelhada, com aldeidos de baixa massa molecular,
como o malondialdeido (MDA), produto secundario do processo de
peroxidacdo. A concentracdo do complexo MDA/TBA foi calculada pela
seguinte equacdo: [MDA] = (A535 — A600)/(€.b), em que: € (coeficiente de
extingdo = 1,56 x 10-5 cm™); b (comprimento 6tico = 1). A peroxidacdo foi

expressa em nmol de MDA mg™ de matéria fresca.
2.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade e & analise
de variancia, sendo as médias submetidas ao teste de Skot-Knot (p<0,05). Os
graficos foram feitos usando o Programa Sigma Plot (versdo 12.5, Systat
Software Chicago, IL, USA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Teores de selénio (Se) e enxofre (S) nas folhas e nos graos

A média da concentracdo de Se no material padrdo de referencial
Plankton (BCR®-414 Plankton) foi de 1,75 mg kg* de Se, enquanto o valor
certificado de Se no material é de 1,332 mg kg™ de Se. Assim, a recuperagdo nas
amostras certificadas (média de 76%) tem uma precisdo de dados analiticos
confidveis para andlise de Se. Os teores de Se nos grédos e nas folhas do controle
foi abaixo do limite de deteccdo, por outro lado, em todos os tratamentos que
tiveram suplementagdo das plantas de trigo com Se observaram teores
significativos. O tratamento com 120 g ha™ de Se proporcionou as maiores
concentracdes de Se nos gréos (2,86 mg kg™ de Se) e nas folhas (2,32 e 1,20 mg
kg™ de Se na massa seca (MS) da primeira e segunda coleta, respectivamente)
(Figura 1).

Nawaz et al. (2015) relataram teores de 1,7 mg kg™ de Se nas folhas de
trigo, ap6s a adubacéo foliar do trigo com 40 mg L™ de Se utilizando o selenato
como fonte. J&, Ducsay e Lozek (2006) verificaram nas folhas, também em trigo,
porém utilizando o selenito como fonte, teores de 0,088 e 0,145 mg kg™ de Se,
ap6s o tratamento via foliar com 10 e 20 g ha™ de Se, respectivamente. Esses
teores sdo inferiores aos observados neste trabalho, uma vez que, apés 0s
tratamentos com 12 e 21 g ha™ de Se, foram identificados teores de 0,30 e 0,40
mg kg de Se, respectivamente. A maior concentracdo de Se proveniente da
utilizacdo do selenato como fonte é devido ao selenato ser mais movel nos vasos
condutores dos vegetais do gque o selenito (RENKEMA et al., 2012). Além disso,
verificaram-se neste trabalho reducdes dos teores de Se nas folhas da segunda
coleta (fase de enchimento de grdo), quando comparada com as folhas da
primeira coleta (estadio de emborrachamento). Esse comportamento foi

observado por Sharma et al. (2010) em Brassica napus, o que foi atribuido a
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translocacdo do Se das folhas para outros 6rgdos, incluindo as flores. Além
disso, esta ocorrendo diluicdo, pois na segunda coleta as plantas de trigo estavam

maiores do que na primeira coleta.

Figura 1 - Efeito da aplicagdo foliar de concentragfes crescentes de Se, nos
teores de Se na parte aérea das plantas de trigo coletada 14 dias apés
a primeira aplicacdo de Se (1° coleta) e 16 dias apds a segunda
aplicacdo de Se (2° coleta) e nos gréos.
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=4). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.

O tratamento com 120 g ha™ de Se proporcionou uma concentragio
semelhantes aos 2,09 mg kg™ de Se nos grdos observado por Galinha et al.
(2015), apds a adubagéo foliar com 100 g ha™* de Se . Além disso, os teores de
Se observados neste trabalho em decorréncia dos tratamentos com 21 e 38 g de
Se ha™ sdo semelhantes aos relatados por Poblaciones et al. (2014) em trigo,
ap6s adubacao via foliar com 20 e 40 g ha™ de Se, os quais ficaram em torno de

0,71 e 1,15 mg kg™* de Se nos gréos (Fig. 1). Esses resultados comprovam a
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eficiéncia do trigo em concentrar Se nos graos, apesar de o trigo ser considera
uma espécie ndo acumuladora de Se (TERRY et al., 2000).

O trigo é utilizado como matéria prima de varios produtos como o péo,
massas, biscoitos e bolos. Desta forma, sua biofortificagdo o torna um dos
produtos estratégicos no combate a deficiéncia nutricional (LYONS;
STANGOULIS; GRAHAM, 2003). Atualmente, no Brasil, a média de consumo
diaria do trigo é 60 kg ano™ ou 164 g dia™', média considerada ideal pela OMS
(Organizacdo Mundial da Salde). Os biscoitos preparados com trigo
biofortificados apresentam Se preferencialmente na forma de Se-metionina,
cerca de 76 a 85% (Fenech et al., 2013), e, cerca de 96% do Se presente nos
grdos se acumula da regido do endosperma, o que diminui a perda de Se durante
0 processamento industrial do trigo (LYONS et al., 2005). Dessa forma, a
utilizacdo do trigo biofortificado é ideal para diminuir a deficiéncia nutricional
pelo Se. De acordo com Bleys et al. (2007) a taxa de Se no plasma sanguineo
entre 130 e 150 pg L™ de Se representa a taxa minima de mortalidade de adultos
Norte Americanos com problemas vasculares e com cancer. Para se chegar a
esses niveis é necessaria uma ingestido de pelo menos 1,87 pg kg™* de Se por
peso corporal por dia, 0 que equivale & ingestdo de 112 e 150 pg dia™ de Se para
pessoas com 60 e 80 kg, respectivamente (HAWKESFORD; ZHAO, 2007).
Considerando os dados deste trabalho e as informacGes acima citadas, o
tratamento com 21 g ha™ de Se seria o mais indicado para a técnica de
biofortificagdo, uma vez que proporcionou grdos com teores de 0,71 mg kg™ de
Se. Porém, neste trabalho, os gréos de trigo foram apenas secos e descascados,
ndo tendo passado por henhum processo industrial.

As crescentes doses de Se ndo influenciou os teores de S nos graos e na
parte aérea (Fig. 2). Porém, Boldrin et al. (2013) em arroz, Ramos et al. (2011)
em alface e Boldrin et al. (2016) em trigo observaram incrementos nos teores de

S nas folhas. No entanto, Boldrin et al. (2016) observaram diminui¢éo nos teores
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de S nos gréos de trigo, o que nao foi observado no presente estudo. O aumento
nos teores de S nas folhas, possivelmente esta ligado a uma maior expressdo dos
genes relacionados as proteinas transportadoras de sulfatos, presentes nas raizes
(BOLDRIN et al., 2016).

Figura 2 - Efeito da aplicacdo foliar de concentracGes crescentes de Se, nos
teores de S na parte aérea das plantas de trigo coletada 16 dias ap6s a
segunda aplicacdo de Se (2° coleta) e nos gréos.
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=4). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.

3.2 Produtividade Agrondmica

A Os tratamentos com 12 e 21 g ha™ de Se na primeira coleta
proporcionaram incrementos de 30 a 40% na biomassa da parte aérea,
comparados com o controle (Fig. 3). Na segunda coleta, todos os tratamentos
promoveram incrementos na biomassa da parte aérea, em média 20%,
comparados ao tratamento controle, com excegio do tratamento 68 g ha™ de Se

qgue ndo diferiu do tratamento controle (Fig. 3). Hajiboland e Sadeghzade
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(2014) e Guerrero et al. (2014) também observaram incrementos na biomassa da
parte aérea, quando o trigo foi suplementado com Se. O aumento na produgdo do
trigo e incrementos na biomassa podem ser atribuidos a diminuicdo do estresse
oxidativo (AHMAD et al., 2016), ao incremento nos teores de carboidratos
(NAWAZ et al., 2014) e & maior eficiéncia no metabolismo de nitrogénio (RIOS
et al.,, 2010). Neste trabalho, foram observados resultados semelhantes aos
citados acima pelos autores, o que confirma a influéncia positiva do Se sobre o
metabolismo antioxidante, do nitrogénio e dos carboidratos, além, ainda, de

aumentar na taxa fotossintética liquida.

Figura 3 - Efeito da aplicacdo foliar de concentracBes crescentes de Se, na
biomassa da parte aérea das plantas de trigo coletada 14 dias apds a
primeira aplicacdo de Se (1% coleta) e 16 dias apdés a segunda
aplicacdo de Se (2° coleta).
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=8). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.
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A produtividade do trigo foi influenciada positivamente em funcdo da
suplementagdo com Se. Os tratamentos com 21 e 120 g ha’ de Se
proporcionaram um incremento de 48% e 31% na producdo do trigo,
comparados com o controle (Fig. 4A). O peso de 1.000 gréos (Fig. 4B) e a
umidade dos grdos (dados ndo mostrados, entre 9,2 e 11,2%) ndo foi
influenciado pelos tratamentos com Se. Os incrementos na producdo de graos
corroboram com os encontrados por Nawaz et al. (2014), que observaram um
incremento de 24% na producdo de gréos de trigo, e por Zhang et al. (2014), que
verificaram aumento da producdo de grdos em arroz ap6s a suplementacédo via
foliar com Se. No entanto, Lyons et al. (2004) ndo observaram incremento na
producdo do trigo, independentemente do tratamento (via folha ou solo) e das
concentracdes de Se utilizadas. Mas, Lyons et al. (2004) relataram baixo indice
pluviométrico ocorrido durante o desenvolvimento do trabalho, o que poderia ter

prejudicado a producao.

Figura 4 - Efeito da aplicacdo foliar de concentracBes crescentes de Se, na
produtividade de grdos (A) e peso de 1000 gréos (B).
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=4). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.
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3.3 Metabolismo antioxidativo

De forma geral, a atividade da peroxidase do ascorbato (APX) foi

influenciada positivamente pela presenca do Se (Fig. 5A), porém as atividades

da catalase (CAT), dismutase do ion superéxido (SOD), redutase da glutationa

(GR) e redutase do dehidroascorbato (DHAR) ndo apresentou sensibilidade ao

Se (Fig. B, C, D e 5E). Além disso, ndo foi observado incremento nos teores de
peroxido de hidrogénio (H,0O,) e malonaldeido (MDA) (Fig. F e 5G).

Figura 5 - Efeito da aplicacdo foliar de concentracBes crescentes de Se nas
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nos teores de peroxido de hidrogénio (H,O,) (F) e malonaldeido
(MDA) (G) nas folhas de trigo coletada 14 dias apds a primeira
aplicacdo de Se (1° coleta).
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=8). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.

Em arroz, o fornecimento de Se levou ao aumento na atividade da APX
e CAT (FENG et al., 2016; KUMAR et al., 2014), em nosso estudo observamos
apenas aumento na atividade da APX. Diversos autores tém observado aumento
na atividade da SOD em plantas suplementadas com Se, quando essas Sao
submetidas aos estresses por luz (SEPPANEN; TURAKAINEN;
HARTIKAINEN, 2003), por UV-B (YAO et al., 2011) e por déficit hidrico
(WANG; XU; LIU, 2011). As enzimas APX e CAT atuam diretamente sobre o
peréxido de hidrogénio (H,O,) (SHARMA et al., 2012). Assim, 0 aumento da
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atividade dessas enzimas foi associado diretamente com o aumento no teor de
H,O, (FENG, WEI; TU, 2013). Porém, no presente trabalho, ndo foram
observados incrementos nos teores de H,O, (Fig. 5F). Assim, o aumento na
atividade da APX foi decorrente da presenca do Se e ndo pelo aumento no teor
de H,0,. Os teores de malonaldeido (MDA) ndo aumentaram na presenca do Se
(Fig. 5G), ou seja, ndo houve peroxidagdo lipidica. A maior atividade da enzima
APX e a manutencdo estavel dos teores de MDA e H,0; nas plantas tratadas
com Se podem ser favoraveis ao crescimento (Fig. 3) e a produtividade de grédos
(Fig. 4A), pois reduzem os danos causados pelo estresse oxidativo e mantém a
homeostase celular, o que é de fundamental importancia para conservar a
permeabilidade da membrana celular (AHMAD et al., 2016).

3.4 Metabolismo do nitrogénio

A suplementacdo das plantas de trigo com 21 e 38 g ha™ de Se
proporcionaram incrementos nos teores de nitrogénio total (N-total), cerca de
20%, em ambos os tratamentos, em relacdo ao controle (Fig. 6C). Estes
aumentos, ndo promoveram incrementos nos teores de aminoacidos totais (AA)
e proteinas (Fig. A e 6B). Possivelmente o nitrogénio (N) absorvido, ainda ndo
havia sido assimilado, desta forma, ele se encontra nas formas inorgénicas, como

nitrato, nitrito e amonio.
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Figura 6 - Efeito da aplicacdo foliar de concentracdes crescentes de Se, nos
teores aminoacidos totais (A) e proteinas (B) na parte aérea das
plantas de trigo coletada 14 dias ap6s a primeira aplicacdo de Se (1°
coleta) e 16 dias apds a segunda aplicagdo de Se (2° coleta), os teores
de nitrogénio total (N-total) (C) foram analisados apenas na 2° coleta.
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (para aminoacidos totais e
proteinas n=8 e para N-total n=4). Letras diferentes acima das colunas indicam diferen¢a
significativamente entre os tratamentos ao nivel de 5% (p < 0,05) de probabilidade pelo
teste Skott-Knott.

Desta forma, acredita-se que o Se possa regular de uma forma positiva o
metabolismo de N, o que pode levar a uma maior absor¢do e assimilagdo de N
(HAJIBOLAND; SADEGHZADE, 2014; JEZEK et al., 2011). Isto é de
fundamental importancia, pois se trata do nutriente mais requisitado pelas

plantas, sendo necessario em concentragdes de 2% a 5% na matéria seca, para o
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funcionamento metabdlico normal da planta (MILLER; CRAMER, 2005). Além
disso, a maior disponibilidade de N para as reacbes metabdlicas pode propiciar
grdos de trigo com teores mais elevados de aminoacidos e proteinas. A
regulacdo do metabolismo do N foi associada ao aumento na atividade da
enzima redutase do nitrato (RN) em trigo (HAJIBOLAND; SADEGHZADE,
2014) e em tabaco (XU et al., 2013). A RN é a enzima responsavel por reduzir o
nitrato em nitrito, ou seja, uma enzima chave no metabolismo do N
(HAWKESFORD et al.,, 2012). Além disso, em alface observaram-se
incrementos nas atividades da sintetase da glutamina, sintase do glutamato e RN
apos o tratamento com Se, principalmente quando a fonte era selenito (RIOS et
al., 2010). Como no presente estudo, Nawaz et al. (2013) ndo observaram

incremento no teor de proteinas totais.
3.5 Metabolismo de carboidratos e taxa fotossintética liquida

A suplementagdo com 21 g ha™ de Se proporcionou significativos
incrementos da taxa fotossintética liquida, cerca de 120%, comparados com o
controle (Fig. 7A). Por outro lado, ndo houve incrementos nas leituras com
SPAD (Fig. 7B).
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Figura 7 - Efeito da aplicacdo foliar de concentracdes crescentes de Se, na taxa
fotossintética liquida (A) e nas leituras com o SPAD (B) em plantas
de trigo 14 dias ap6s a primeira aplicacéo de Se (1° coleta).
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=4 para fotossintese
liquida e n= 5 para leituras com SPAD). Letras diferentes acima das colunas indicam
diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de 5% (p < 0,05) de
probabilidade pelo teste Skott-Knott.

Os teores de carboidratos na primeira coleta sofreram uma leve
influéncia do Se, uma vez que apenas o tratamento com 12 mg ha™ de Se
promoveu incrementos nos teores de aclcares sollveis totais (AST) e de
sacarose (Fig. 8A e B). No entanto, na segunda coleta, a influéncia do Se sobre
os teores de carboidratos foi mais perceptivel. Todos os tratamentos
proporcionaram incrementos no teor de AST, sendo gque o menor foi de 37% e 0
maior de 115%, proporcionados pelos tratamentos 38 e 21 g ha™ de Se,
respectivamente, comparados com o controle (Fig. 8A). O teor de sacarose foi
influenciado pelos tratamentos 21 e 120 g ha™ de Se, que promoveram
incrementos de 38% e 47%, respectivamente, comparados com o controle (Fig.
8B). Com relacdo aos teores de amido e agucares redutores (AR), apenas o
tratamento 68 g ha™ de Se ndo influenciou positivamente estes teores (Fig. 8C e

D). O Se, ndo influenciou a atividade das invertases (Fig. 9).
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Figura 8 - Efeito da aplicacdo foliar de concentracbes crescentes de Se, nos
teores de aglcares sollveis totais (A), sacarose (B), agUcares
redutores (C) e amido (D) na parte aérea das plantas de trigo coletada
14 dias ap6s a primeira aplicacdo de Se (1° coleta) e 16 dias apés a
segunda aplicacéo de Se (2° coleta).
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=8). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.
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Figura 9 - Efeito da aplicacdo foliar de concentracdes crescentes de Se, nas
atividades da invertase neutra do citosol (INC), invertase &cida da
parede (IAP) e invertase 4cida do vacuolo (IAV) nas folhas de trigo
coletada 14 dias apds a primeira aplicacdo de Se (1° coleta).
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=4). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.

Neste estudo observou-se o efeito benéfico do Se sobre o metabolismo
dos carboidratos: amido, AST, acucares redutores AR e sacarose (Fig. 8). O
efeito foi mais significativo na segunda coleta, possivelmente em funcdo das
maiores atividade metabdlica (fase de enchimento de gréos) e disponibilidade de
Se. O efeito benéfico do Se estd de acordo com prévios estudos em trigo
(NAWAZ et al., 2014), alfafa (OWUSU-SEKYERE et al., 2013) e em feijdo
(MALIK et al., 2010). O fornecimento de 68 g ha™ de Se proporcionou os teores
de carboidratos mais semelhantes ao controle (Fig. 8), e isto refletiu em um
acimulo de biomassa semelhante ao controle (Fig. 3). O contrario também é
observado, os tratamentos 12, 21 e 120 g ha™ de Se proporcionaram 0s maiores

teores de carboidratos, comparados com o controle (Fig. 8), logo, esses
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tratamentos apresentaram os maiores acumulos de biomassa (Fig. 8). O
incremento de carboidratos nas plantas tratadas com Se, possivelmente é pelo
incremento na fotossintese liquida (Fig. 7A), aumento no contetdo de clorofila
‘a’ (OWUSU-SEKYERE et al., 2013). Além disso, é interessante analisar que,
os teores de carboidratos na segunda coleta sdo superiores a primeira coleta
dentro dos tratamentos, com excecdo dos tratamentos controle e 68 g ha™ de Se,
justificando, ainda mais que, as doses adequadas de Se promovem incrementos
nos teores de carboidratos podendo levar a um maior crescimento e
produtividade. Os incrementos nos teores de amido, sacarose e AR, de acordo
com Malik et al. (2010), provavelmente, ocorram em virtude da maior atividade
das enzimas do metabolismo dos carboidratos. Enfim, os aumentos nos teores de
carboidratos podem refletir em maior acumulo de biomassa (Fig. 3) e maior
produtividade de grdo (Fig. 4A), através da maior disponibilidade de substratos
para a energia e para a formacdo de compostos organicos (MALIK et al., 2010;
NAWAZ et al., 2014).
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4 CONCLUSAO

O trigo (Triticum aestivum L.) é uma espécie indicada para realizar a
biofortificagdo com Se, via folha, pois concentra teores adequados de Se nos
grdos e ndo tem seu crescimento ou produtividade de grdos prejudicados. A
suplementacdo com 21 g ha™ de Se promoveu aumento na taxa fotossintética, o
que influenciou positivamente o metabolismo dos carboidratos, através do
aumento nos teores de amido, agUcares sollveis totais, acucares redutores e
sacarose. Além disso, promoveu beneficio ao metabolismo do nitrogénio,
principalmente pelo incremento no teor de N-total, e ao metabolismo

antioxidativo pelo incremento nas atividades da peroxidase do ascorbato.
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RESUMO

A ingestdo diaria de Se pelos humanos é fundamental para o bom funcionamento
fisioldgico do corpo. Além disso, um suprimento adequado de Se pode também
acarretar em beneficios para as plantas. A biofortificacdo agronémica é uma
técnica que busca aumentar os teores de Se em partes comestiveis dos vegetais e,
por consequéncia, nos animais que delas se alimentam. Objetivou-se com este
estudo: i) verificar a eficiéncia do trigo, como uma espécie indicada para ser
utilizada na técnica de biofortificagdo com Se suprido via solo; e ii) estudar a
influéncia do Se aplicado via solo no metabolismo dos carboidratos, de
aminoacidos e na atividade do sistema antioxidante em plantas de trigo. A
disponibilizagdo do Se foi feita via solo, através da aplicacdo ao solo, de
diferentes doses de selénio (12, 21, 38, 68 e 120 g ha™ de Se), como selenato de
sédio (Na,SeO,). O tratamento com 120 g ha' de Se proporcionou
concentragdes de 7,98 mg kg™ de Se nas folhas e 2,27 mg kg™ de Se nos gréos.
O tratamento com 38 g ha™ de Se promoveu incrementos de cerca de 50% nos
teores de agUcares solUveis totais, de 17% nos agucares redutores e de 53% na
sacarose, quando comparados, com o tratamento controle. Os tratamentos com
12, 68 e 120 g ha™ de Se aumentaram significativamente a atividades da
catalase. Além disso, 0 Se aumentou os teores de carboidratos e de aminoacidos
totais livres. Estes resultados indicam que o trigo € uma planta indicada para a
técnica de biofortificacdo agronémica com Se via solo e este elemento €
benéfico as plantas de trigo.

Palavras-chave: Selenato. Biofortificacdo agrondmica. Campo. Trigo.
Crescimento.
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Metabolism of carbohydrates and antioxidant system in wheat plants
biofortified with selenium applied via soil

ABSTRACT

Daily ingestion of Se by humans is fundamental for the proper functioning of the
body. An adequate supply of Se can also benefit plants. Agronomic
biofortification is a technique that seeks to increase the contents of Se in edible
parts of vegetables and, consequently, in animals that feed off them. With this
study, we aimed at: i) verifying the efficiency of wheat as species indicated for
use in the biofortification technique with Se supplied via soil; and, ii) study the
influence of Se applied via soil over the metabolism of carbohydrates and amino
acids, as well as over the activity of the antioxidant system in wheat plants. The
availability of Se was done via soil, by means of soil application of different
doses of selenium (12, 21, 38, 68 and 120 g ha™ of Se), in the form of sodium
selenate (Na,SeO,). The treatment with 120 g ha™ of Se promoted
concentrations of 7.98 mg kg™ of Se in the leaves and of 2.27 mg kg™ of Se in
the grains. The treatment with 38 g ha™ of Se promoted increments of close to
50% in the contents of total soluble sugars, of 17% in reducing sugars and of
53% in sucrose, when compared with the control treatment. The treatments with
12, 68 and 120 g ha™ of Se significantly increased catalase activity. Selenium
also increased the contents of carbohydrates and total free amino acids. These
results indicate that wheat is a plant indicated for the agronomic biofortification
technique with Se via soil, and that this element is beneficial to wheat plants.

Keywords: Selenate. Agronomic biofortification. Field. Wheat. Growth.
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1 INTRODUCAO

O selénio é um elemento essencial para humanos e animais (RAYMAN,
2012), além de ser um elemento benéfico para as plantas (PILON-SMITS;
QUINN, 2010). Esse elemento em animais e humanos é componente de 30
selenoproteinas, como a peroxidase da glutationa, redutase da tioredoxina,
iodotironina deiodinase, entre outras (RAYMAN, 2012; THOMSON, 2004).
Essas enzimas estdo relacionadas a protecdo contra o estresse oxidativo,
manutencdo do estado redox e imunolégico, além de influenciar a producdo do
hormonio tireoidiano e fungbes anti-inflamatérias (REEVES; HOFFMANN,
2009).

Devido a essencialidade do Se aos humanos, existem recomendacdes
diarias de ingestdo de Se, que sdo de 60 e 70 g dia™ para mulheres e homens,
respectivamente (KIPP et al., 2015). No entanto, estima-se que um bilhdo de
pessoas ao redor do mundo estdo deficientes em Se (MORA et al., 2015). Desta
forma, técnicas como a biofortificacdo de plantas (genética e/ou agronémica)
constituem-se de uma solucdo para suplementar a alimentagdo humana com Se
(HAWKESFORD; ZHAO, 2007). Na biofortificacdo agrondmica, o elemento é
disponibilizado para ser absorvido e assimilado pela planta, sendo,
posteriormente, incluido na dieta de humanos e animais.

A técnica de biofortificacdo tem sido aplicada para o trigo, que é o
segundo cereal mais cultivado mundialmente (BRASIL, 2011), sendo utilizado
como matéria-prima para a producdo de pdes, massas, farinhas e bolos (LYONS
et al.,, 2003). O trigo é uma planta ndo acumuladora de Se, porém, pode
apresentar aumento nas concentracfes desse elemento nos graos e nas folhas em
decorréncia do fornecimento solo ¢, ou, foliar (LYONS et al., 2004).

A suplementacdo com Se tem sido descrita como benéfica as plantas,
podendo aumentar o crescimento e a producdo de algumas espécies (NAWAZ et

al., 2015). No entanto, os mecanismos de estimulo do Se sobre o crescimento e a
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producdo proveniente dos vegetais, ainda ndo estdo totalmente compreendidos
(MALIK et al., 2011). A complementacdo da adubacdo basica com Se pode
atenuar os efeitos causados por estresses abidticos pela presenca de Cd (Kumar
et al., 2012), altas temperaturas (DJANAGUIRAMAN; PRASAD; SEPPANEN,
2010; HASANUZZAMAN et al., 2014), radiacdo UV-B (Yao et al., 2011),
baixas temperaturas (CHU; YAO; ZHANG, 2010) e estresse hidrico
(HASANUZZAMAN; HOSSAIN; FUJITA, 2011). Os beneficios do Se tém
sido atribuidos a sua atuacdo na manutencdo da homeostase celular pela maior
eficiéncia do sistema antioxidante e diminuicdo do estresse oxidativo (FENG;
WEI, 2012; HASANUZZAMAN; HOSSAIN; FUJITA, 2010). Além disso, o Se
tem papel na regulagdo das atividades das enzimas do metabolismo dos
carboidratos e do nitrogénio, aumentando a taxa fotossintética e a eficiéncia da
etapa fotoquimica do fotossistema II, proporcionando maior crescimento das
plantas (DIAO et al., 2014; MALIK et al., 2011; RIOS et al., 2010).

Apesar dos estudos recentes, até 0 momento sdo escassos trabalhos em
campo demonstrando a eficiéncia da biofortificacdo com Se em trigo e a
influéncia desse elemento no metabolismo vegetal de forma integrada. Neste
sentido, objetivou-se, com este trabalho: i) verificar a eficiéncia do trigo, como
uma espécie indicada para ser utilizada na técnica de biofortificacdo com Se
suprido via solo; e ii) estudar a influéncia do Se aplicado via solo no
metabolismo dos carboidratos, de aminoacidos e na atividade do sistema

antioxidante em plantas de trigo.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Instalagé@o do experimento

O ensaio foi conduzido na fazenda experimental da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), em Lambari, MG.
Aproximadamente, 30 dias antes do plantio foi realizada a calagem com 4 t ha-1
e o indice de saturacdo de base foi elevado a 50%. O plantio do trigo (Triticum
aestivum L), variedade BRS 264, foi realizado dia 25/05/2015 com adubacéo
basica de 300 kg ha® de fertilizante 8-28-16 (N-P,0s-K,0), sendo que a
adubac#o de cobertura ocorreu no dia 22/06/2015, com 170 kg ha™ de 20-00-20.
Os atributos quimicos e granulométricos do solo onde o experimento foi
instalado encontram-se nas Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente. A precipitacdo
total foi de 236 mm e as temperaturas minimas e maximas foram de 3°C e 34°C,

respectivamente.

Tabela 1 - Atributos quimicos do solo utilizado no cultivo do trigo.
K P Ca Mg Al H+AI SB t T \Y m

-mg dm®-  ---eeee- cmol dm™-------  ------ cmolc dm™-------- ----%----

51 620 175 13 03 08 78 1,7 2,5 96 182 312

pH em &gua, KCI e CaCl= Relacdo 1:2:5; Ca, Mg e Al Extrator KCI (1 mol L%); H + Al=
Extrator: SMP; SB= Soma de bases trocaveis; CTC (t)= Capacidade de trocas catidnicas efetiva;
CTC (T)= Capacidade de trocas catidnicas a pH= 7; V= Indice de saturagio por base;; B- Extrator
agua quente; m= indice de saturagdo de Aluminio.

pH

Tabela 2 - Atributos quimicos do solo utilizado no cultivo do trigo.

M.O. P-Rem Zn Fe Mn Cu B S
dagkg® - e — T L L ——
3.8 4.8 2,3 28,2 8,4 1,2 0,10 22,4

M.O. = Matéria organica- Na2Cr207 4N+ HeSO4 10N; P-rem= Fosforo remanescente; P, K, Fe,
Zn, Mn e Cu Extrator Mehlich; B Extrator 4gua quente.
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Tabela 3 - Anélise granulométrica do solo utilizado no cultivo do trigo.

Classificacdo do solo Argila Silte Areia
dag kg™
42 19 39

A adubacdo com Se via solo (solo) ocorreu no dia 30/06/2015, em
diferentes concentracdes de Se: 12; 21; 38; 68 e 120 g ha™ de Se. A fonte
utilizada para incorporar o Se foi o selenato de sédio (Na,SeO,), o qual foi
diluido em 2 litros de agua deionizada. A aplicacdo das diferentes doses de Se
foi sobre a linha de cultivo, a cerca de 5 cm da linha de plantio. As solucGes
foram aplicadas em todas as linhas das parcelas, através de uma bomba
pressurizada com contéiner de diéxido de carbono acoplado, o que permitiu uma
aplicacdo uniforme dos tratamentos.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro
repeticBes. As parcelas deste experimento foram de 10 m? ou seja, cinco metros
de comprimento por dois metros de largura, o espacamento entre linha foi de
0,17 cm totalizando doze linhas de plantio por parcela. A area util foi de 5,5 m2,
ou seja, 4 m de comprimento por 1,36 m de largura que representa oito linhas. O
controle recebeu apenas 2 litros de agua deionizada. Assim, cinco tratamentos

mais o tratamento controle, totalizaram vinte e quatro parcelas.
2.2 Analises agrondmicas e fisiolgicas

A seguir, estdo descritas as metodologias empregadas para analisar as
variaveis fisiologicas: quantificacdo dos teores de carboidratos, proteinas,
peréxido de hidrogénio, malonaldeido, das atividades de algumas enzimas do
sistema antioxidante e das invertases, além de quantificar os teores totais de
aminoacidos, selénio, nitrogénio e enxofre. Para as analises in vitro e da
fotossintese utilizou-se apenas a folha bandeira, enquanto que, para o restante

das analises, o material foi oriundo da quantificacdo da massa seca da parte
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aérea, excluindo apenas as paniculas existentes. As analises agrondmicas
avaliadas foram: quantificacdo de biomassa da parte aérea, produtividade de
grdos, grau de umidade e peso de 1000 grdos. Todas as coletas de folhas para as
analises foram retiradas da area Gtil aos 14 dias ap6s a adubacdo com Se.

2.2.1 Quantificacdo da biomassa da parte aérea e dos teores de

carboidratos, proteinas e aminoacidos totais

Para a quantificacdo de biomassa da parte aérea foram coletadas seis
plantas por parcela, sendo estas divididas em duas repeti¢des de trés plantas. Os
materiais coletados foram secos em estufa com circulacdo forcada de ar a uma
temperatura proxima a 60 °C, até peso constante. Posteriormente, as repeticdes
com trés plantas foram pesadas em balanga analitica com precisdo de 0,01 g.
Deste material, foram retiradas amostras de 0,2 g de cada tratamento para
determinar os teores de amido, sacarose e acUcares solUveis totais (AST)
utilizando o método da Antrona (DISCHE, 1962) e, para 0s acucares redutores
(AR) o protocolo descrito por Miller (1959) através do método DNS e
aminoacidos livres totais (COCKING; YEMM, 1954). O teor de proteina foi
determinado de acordo com Bradford (1976).

2.2.2 Leituras com o SPAD

As leituras de SPAD foram obtidas através da média de cinco leituras,
realizadas na regido mediada das folhas completamente expandidas e intactas,
utilizando o medidor portatil de clorofila SPAD-502 (Komica Minolta, Japdo).
Através das leituras do SPAD, pode-se inferir o conteido de clorofila total

presente nas folhas.
2.2.3 Analises de selénio (Se) e enxofre (S) na parte aérea e nos gréos

O material para a quantificacdo de Se e S na parte aérea foi proveniente

do material utilizado para a quantificagdo da biomassa da parte aérea, durante a
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moagem foi retirados as paniculas do trigo. O material para a quantificagdo de
Se e S nos gréos foi coletado apds a pesagem da produtividade de grdos. Os
extratos para as quantificacfes de Se e S foram oriundos da digestdo acida de 0,5
g e 0,2 g de cada material, respectivamente, em blocos digestores. Para a
digestdo, foram adicionados 6 mL de uma mistura composta por acido nitrico e
perclérico na proporgdo 2:1 (v/v), sendo as amostras deixadas em repouso a
temperatura ambiente, overnight e apds, levadas a blocos digestores a 200°C
durante 2 horas. Apoés a digestdo completa, foram adicionados 10 mL de agua
destilada aos extratos. As determinacgdes de Se e S foram realizadas utilizando-se
um espectrofotdmetro de absor¢do atomica com forno de grafite (GFAAS).
Ressalta-se que, juntamente com as amostras, 0 procedimento foi também
realizado em padrdo de referéncia certificado (BCR®-414 Plankton) visando

demonstrar a confiabilidade nas determinacdes de Se.
2.2.4 Andlise do teor de nitrogénio total na parte aérea

O material para a quantificacdo de nitrogénio foliar foi proveniente da
massa seca obtida a partir da segunda época de coleta. O teor de N total foi
determinado pela digestdo sulfurica e destilacdo Kjeldhal (MALAVOLTA et al.,
1997).

2.2.5 Produtividade de gaos

A andlise de produtividade de grdos foi feita através da colheita e
pesagem da area (til em cada parcela, sendo a colheita realizada manualmente.
O peso de 1.000 graos e o grau de umidade foi determinado de acordo com a
Regra de Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).

2.2.6 Enzimas antioxidantes

O extrato enzimético foi obtido pela macera¢do em nitrogénio liquido de

0,2 g de folhas de massa fresca. Foram adicionados ao extrato enzimatico 1,5
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mL do tamp&o de extracdo contendo: tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,8),
EDTA 0,1 M (pH 7,0), DTT 0,5 M, PMSF 0,1 M, &cido ascorbico 0,001 M e 22
mg de PVPP. O extrato foi centrifugado a 14.000 g por 10 minutos a 4°C e 0
sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C durante o periodo das analises.
Os sobrenadantes coletados foram utilizados nas analises enzimaticas da
dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato
(APX), redutase da glutationa (GR) e redutase do dehidroascorbato (BIEMELT
et al., 1998), conforme relatado a seguir. Para as analises foram utilizadas

triplicatas e as leitura realizadas em espectrometria com placa de Elisa.
2.2.6.1 Dismutase do superoxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977)
em um meio de incubacdo composto por fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8,
metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. Os tubos,
com o meio de reacdo e a amostra, foram iluminados por 7 minutos com uma
lampada fluorescente de 20W. Para o controle, 0 mesmo meio de reacdo sem a
amostra foi iluminado. O branco foi mantido no escuro. As leituras foram
realizadas a 560 nm e o calculo da enzima foi feito com a seguinte equacéo: %
de inibicdo = (A560 amostra com extrato enzimatico — A560 controle sem
enzima)/(A560 controle sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde a
quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas

condigdes do ensaio.
2.2.6.2 Catalase (CAT)

A CAT foi avaliada segundo Havir e McHale (1987). A aliquota do
extrato enzimatico foi adicionada ao meio de incubacdo contendo fosfato de
potéassio 100 mM (pH 7,0) e peréxido de hidrogénio 12,5 mM, incubado a 28°C.

A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240
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nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peréxido

de hidrogénio. O coeficiente de extin¢do molar utilizado foi de 36 mM cm™.
2.2.6.3 Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. O tampéo
de incubacdo foi composto por fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), acido
ascorbico 0,5 mM e perdxido de hidrogénio 0,1 mM (NAKANO; ASADA,

1981). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi de 2,8 mM cm™
2.2.6.4 Redutase do dehidroascorbato (DHAR)

A atividade da DHAR foi realizada segundo Nakano e Asada (1981), em
que o tampdo de incubacdo composto por fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0,
glutationa reduzida 2,5 mM, dehidroascorbato (DHA) 0,8 mM e EDTA 0,1 mM
foi colocado em banho-maria, a 35°C, e a leitura realizada a 265 nm,
observando-se 0 aumento na absorbancia, que indica a formacdo de ascorbato
(NAKANO; ASADA, 1981).

2.2.6.5 Redutase da glutationa (GR)

A atividade da GR foi determinado segundo Cakmak, Strbac e
Marschner (1993), monitorando-se a taxa de oxidacdo do NADPH por meio do
decréscimo na absorbancia a 340 nm por 3 minutos. O meio de incubagdo foi
composto de tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, glutationa oxidada 1
mM e NADPH 75 pM.

2.2.7 Perdxido de hidrogénio (H,O,)

O extrato enzimético foi obtido pela macera¢do em nitrogénio liquido de
0,2 g de folhas, estas foram homogeneizadas em 5 mL de acido tricloroacético
(TCA) e centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos, a 4°C. O H,0O, foi

determinado medindo-se a absorbéncia a 390 nm em um meio de reacdo
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contendo tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, 500 uL do extrato e 1 mL
de iodeto de potéssio (VELIKOVA; YORDANOV; EDREVA, 2000).

2.2.8 Peroxidacdo lipidica (MDA)

A peroxidagdo lipidica foi determinada por meio da quantificagdo de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico, conforme descrito por Buege e Aust
(1978). Assim, 0,2 g de folhas que foram macerados em N, liquido acrescido de
20% de polivinilpolipirrolidona (m/v) e homogeneizados em 4cido
tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000
g, por 10 minutos. Aliquotas do sobrenadante foram adicionadas ao meio de
reacdo (0,5% (m/v) de éacido tiobarbitirico (TBA) e 10% (m/v) de TCA,
incubando-se, em seguida, a 95 °C, por 30 minutos. A reacgdo foi paralisada por
resfriamento répido em gelo e as leituras foram determinadas em
espectrofotdbmetro, a 535 nm e 600 nm. O TBA forma complexos de cor
avermelhada, com aldeidos de baixa massa molecular, como o malondialdeido
(MDA), produto secundario do processo de peroxidacdo. A concentracdo do
complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equacdo: [MDA] = (A535 —
A600)/(€.b), em que: € (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10-5 cm™); b
(comprimento dtico = 1). A peroxidacio foi expressa em nmol de MDA mg™ de

matéria fresca.

2.2.9 Enzimas invertase neutra do citosol (INC) e invertase acida do
vacuUolo (IAV)

A extracdo e a incubacdo das invertases solUveis, invertase neutra do
citosol (INC) e invertase acida do vactolo (IAV) foram realizadas conforme
descrito por Zeng et al. (1999). O extrato enzimatico foi obtido pela maceracgao
em nitrogénio liquido de 0,5 g de folhas, homogenizadas em 2 mL do tampéo de
extragdo contendo HEPES 200 mM, pH 7,5, PMSF 1 mM, MgCI2 5 mM, DTT 1

mM e &cido ascorbico 50 mM, seguida pela centrifugacdo a 18.000 g, por 20
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minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e acrescido ao meio de reacédo
contendo tampdo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5 para a INC e em tampédo
citrato de sddio 200 mM, pH 4,5 para a IAV, além de MgCl, 5 mM e sacarose
200 mM em ambos os meios de reacdes. A incubacdo foi realizada em banho-
maria, a 30 °C, por 40 minutos. Os agUcares redutores formados foram
quantificados pelo método do DNS (MILLER, 1959).

2.2.10 Enzima invertase acida da parede (IAP)

A extracdo e a incubacdo da invertase acida da parede foram realizadas
conforme descrito por Zeng et al. (1999). A extracao foi realizada por meio da
ressuspensdo do pellet resultante da centrifugacdo para a quantificagdo das
invertases sollveis. Utilizou-se 2 mL do tampdo de extragdo contendo tampéao
citrato de sodio 200 mM, PMSF 1 mM, MgCI2 5 Mm, DTT 1 mM, é&cido
ascorbico 50 mM e NaCl 1M, seguida pela centrifugacdo a 18.000 g, por 20
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e acrescido ao meio de reacdo
contendo tampao citrato de sédio 200 mM, MgCI2 5 mM e sacarose 200 mM. A
incubacdo foi realizada em banho-maria, a 30 °C, por 40 minutos. Os agUcares
redutores formados foram quantificados pelo método do DNS (MILLER, 1959).

2.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade e & analise
de variancia, sendo as médias submetidas ao teste de Skot-Knot (p<0,05). Os
graficos foram feitos usando o Programa Sigma Plot (versdo 12.5, Systat
Software Chicago, IL, USA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Teor de selénio (Se) e enxofre (S) nas folhas e nos gréos de trigo

A média da concentracdo de Se no material padrdo de referéncia Plankton
(BCR®-414 Plankton) foi de 1,75 mg kg™ de Se, enquanto o valor certificado de
Se no material é de 1,332 mg kg™ de Se. Assim, a recuperagdo nas amostras
certificadas (média de recuperacdo 76%) teve uma precisdo de dados analiticos
confiaveis para analise de Se. Os teores de Se nas folhas e nos grdos de trigo
aumentaram significativamente quando as plantas foram submetidas as
crescentes doses de Se no solo. As maiores concentragdes foram de 7,98 mg kg™
de Se na parte aérea e 2,27 mg Se kg™ nos gréos, proveniente do tratamento com
120 g ha™ de Se (Fig. 1 A e B).

Figura 1 - Efeito da aplicacdo via solo de concentragdes crescentes de Se, nos
teores de Se na parte aérea das plantas (A) e nos graos (B) de trigo.

3,0 B

2,5 a
20 4\5
15 b

T 1,0 ] c g

0,5 d

2 b b W
I"{bj Sl 0,0 : m N ‘ .

12 21 38 68

0 12 21 38 68 120 0

me ke'! de Se na massa seca da parte aérea
o
mg kg 1 ge Senos gréos

120
Aplicagio de Se (g hal de Se) Aplicacfio de Se (g ha'1 de Se)

Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=4). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.

Neste estudo, o fornecimento da maior dose de Se proporcionou teores
quase o dobro daqueles apresentados por Keskinen, Turakainen e Hartikainen

(2010) e Lyons et al. (2005), que foram de 4 mg e 3,1 mg kg™ de Se na parte
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aérea, respectivamente. Em ambos os trabalhos, os autores utilizaram 100 g ha™
de Se, porém o primeiro utilizou solo com textura arenosa e o segundo, solo com
textura argilosa, a mesma textura do solo utilizado em nosso estudo. Nos graos,
observa-se o teor de 2,27 mg Se kg™, ap6s o tratamento com 120 g ha™ de Se .
Esse teor é inferior ao relatado por Lyons et al. (2005), que foi de 8,32 mg kg™
utilizando solo com textura argilosa e concentracdo de 120 g ha™ de Se , todavia
é superior ao observado por Galinha et al. (2015), que foi de 1,06 mg kg™, em
ambos os casos, apds o tratamento das plantas com 100 g ha™ de Se .

Os teores de Se nos grdos do Triticum aestivum L, variedade BRS 264
confirmam a sua eficiéncia como variedade indicada para a técnica de
biofortificacdo. Por outro lado, o tratamento do arroz com 2.000 g ha™ de Se
resultou em teores de 0,4 e 0,9 mg kg™ de Se na parte aérea, quando cultivado
em solo argiloso e arenoso, respectivamente (FERNANDES; BERTON;
COSCIONE, 2014), teores esses muito inferiores aos relatados em trigo. A
maior eficiéncia do trigo em concentrar Se, comparado ao arroz, pode estar
relacionada a maior eficiéncia na absorcédo e translocagédo do trigo (AHMED et
al.,, 2015; DHILLON; DHILLON 2000). As plantas de trigo absorvem
aproximadamente 12% do Se disponivel na solucdo do solo arenoso, durante
todo o periodo de crescimento, além disso, mais de 50% do Se acumula nos
graos (KESKINEN; TURAKAINEN; HARTIKAINEN, 2010).

As doses crescentes de Se impostas pelos tratamentos refletiram em
aumento nos teores de Se nas folhas e nos grdos. No entanto, somente foi
observada uma relag@o proporcional, entre os teores de Se dos tratamentos com
os teores de Se nos grdos. A proporcionalidade permitiu a elabora¢do de uma
reta, onde no eixo ‘y’ foram plotados as concentracdes de Se, enquanto no eixo

‘x” foram plotados os teores de Se observados dos grdos (Fig. 2).
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Figura 2 - Relacdo da aplicacdo via solo de concentracdes crescentes de Se com
os teores de Se nos gréos de trigo.
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Esta curva pode ser Util para se estimar o teor de Se no grdo antes do
plantio, programando melhor as doses com Se. No entanto, é necessario
considerar o tipo de solo, a idade da planta, a forma da adubacdo e a fonte
utilizada de Se. Com base na equacdo da reta, y=53,482x-1,49 (Fig. 2) e
utilizando os dados de Lyons et al. (2004) que, observaram 2,13 mg kg™ de Se
nos gréos apo6s o tratamento com 100 g ha™* de Se, assim temos: 100 = 53,482x -
1,49; x= 1,84. Através da equacio obtivemos o valor de 1,84 mg kg™ de Se,
valor que representa 86% do valor observado no experimento de Lyons et al.
(2004).

As crescentes doses de Se ndo influenciou os teores de S nas folhas e
nos graos (Fig. 3). No entanto, Boldrin et al. (2013) em arroz, Ramos et al.
(2011) em alface e Boldrin et al. (2016) em trigo observaram incrementos nos
teores de S nas folhas, mas em todos estes trabalhos citados as doses de Se
utilizadas foram superiores aos doses do presente estudo. O aumento nos teores

de S nas folhas, possivelmente esta ligado a uma maior expressdo dos genes
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relacionados os transportadores de sulfatos, presentes nas raizes (BOLDRIN et
al., 2016). Além disso, os teores de S nos grdos sao superiores aos observados
nas folhas, isto pode implicar em uma demanda maior de S na fase de
enchimento dos grdos, via fornecimento externo, visto que o S é um elemento
pouco redistribuido. Em virtude disso, possivelmente, se a aplicacdo do Se em
doses adequadas, ocorrer proximo a fase de enximento dos grdos ou se houver o
fornecimento constante deste elemento, os teores de S podem ser incrementados

nos graos.

Figura 3 - Efeito da aplicacdo via solo de concentragdes crescentes de Se, nos
teores de enxofre (S) na parte aérea das plantas (A) e nos grdos (B) de
trigo.
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=4). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.
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3.2 Produtividade Agronémica

Os tratamentos com Se ndo influenciaram o peso total dos gréos, o peso
de 1.000 grdos e a umidade dos grdos (Tabela 4). Porém, o acimulo de
biomassa da parte aérea das plantas de trigo foi influenciado positivamente pelo
Se, independentemente dos tratamentos via solo. As plantas que foram tratadas
com 38 g ha' de Se apresentaram 0 maior incremento de biomassa, 53%,
enquanto que o tratamento com 120 g ha™ de Se proporcionou 0 menor

incremento, 23%, em ambos 0s casos comparando-se com o controle (Tabela 4).

Tabela 4 - Efeito da aplicacdo via solo de concentracBes crescentes de Se na
produtividade agrondmica.

o . Biomassa da
Tratamentos  Produtividade Peso de % umidade .
L 3 5 N parte aérea (g) de
(g ha™ de Se) de grdos (g)  1.000 gréos (g) do grédo

3 plantas
0 420,00a 32,50a 9,72a 1,40b
12 390,00 a 32,00a 9,72a 1,86a
21 381,25a 30,75 a 7,75a 194 a
38 390,00 a 31,00a 8,35a 2,15a
68 380,00 a 32,25a 9,90a 1,82a
120 433,75a 31,75 a 9,22 a 1,74 a

As mesmas letras significam que ndo houve diferenga estatistica (p <0.05) de acordo
com o teste Scott—Knott's.

Os tratamentos com Se ndo aumentaram a produtividade de grdos. No
entanto, proporcionaram incrementos na biomassa da parte aérea (PA) em todos
o0s tratamentos. Esses resultados corroboram com aqueles encontrados em trigo
(HAJIBOLAND; SADEGHZADE, 2014; GUERRERO et al., 2014) e em arroz
(BOLDRIN et al., 2013). No presente trabalho, os incrementos na biomassa

podem ser resultado dos efeitos benéficos proveniente do Se, tais como o
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aumento nos teores de carboidratos e aminoacidos totais livres, aléem da maior
atividade de algumas enzimas antioxidantes e maior contetido de clorofila, esses
resultados serdo apresentados nos topicos a frente. O tratamento com 38 g ha™
de Se promoveu o maior incremento da biomassa da parte aérea, possivelmente
em decorréncia do maior teor de agucares solUveis totais (AST) e sacarose
(dados demonstrados a frente). Segundo Nayyar e Walia (2003), as moléculas de
AST e sacarose sdo utilizadas como fonte de energia e esqueleto de carbono

pelas plantas e, dessa forma, o acimulo delas pode impulsionar o crescimento.
3.3 Metabolismo dos Carboidratos

Os tratamentos com Se fornecido via solo influenciaram positivamente o
acimulo de carboidratos (Fig. 4). O tratamento com 12 g ha’ de Se
proporcionou o maior teor de amido, 21 pmol glicose g™ na parte aérea, um
incremento de 47% em relacdo ao controle (Fig. 4A), enquanto que, 0
tratamento com 38 g ha™ de Se promoveu os maiores incrementos nos teores de
acUcares redutores (AR) e sacarose, cerca de, 17% e 53%, respectivamente,
guando comparados com o controle (Fig. 4B e D). Além disso, ndo foi
observada diferenca estatistica nos teores de agucares sol(veis totais (AST) (Fig.
4C) e nas atividades das invertases (Fig. 5). Porém, Malik et al. (2011) em feijdo
tratado com Se observaram aumento atividade da invertase, neste trabalho ndo

foi citado qual a invertase analisada.
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Figura 4 - Efeito da aplicacdo via solo de concentracdes crescentes de Se, nos
teores de amido (A), acucares redutores (B), agUcares sollveis totais
(C) e sacarose (D) na parte aérea das plantas de trigo.
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=8). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.

De modo geral, os tratamentos com Se promoveram incrementos nos
teores de carboidratos. Em plantas de cevada cultivadas na presenca de Se, foi
observado um incremento de 46% de AST nas folhas (OWUSU-SEKYERE et
al., 2013), valores semelhantes aos 50% que encontramos no tratamento com 38
g ha' de Se . O tratamento com 12 g ha™ de Se promoveu um incremento de
47% no teor de amido com relagdo ao controle. Em cevada, Owusu-Sekyere et

al. (2013) constataram um aumento menor no teor de amido, 34%. Turakainen,
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Hartikainen e Seppanen (2004) também relataram aumentos nos teores de AST e

amido em plantas de tomate tratadas com Se.

Figura 5 - Efeito da aplicacdo via solo de concentracBes crescentes de Se, nas
atividades da invertase neutra do citosol (INC), invertase acida da
parede (IAP) e invertase &cida do vactolo (IAV) nas folhas de trigo.
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=4). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de

5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.

Em suma, a maior concentragdo de carboidratos proporciona mais

substratos e elementos estruturais para o crescimento, culminando em um maior

acimulo de biomassa da parte aérea. Aliado a isso, 0 acimulo de carboidratos de

cadeias menores pode diminuir a perda de agua por transpiracdo, uma vez que
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estas moléculas podem funcionar como agentes osmoticos e sinalizadores
(HASEGAWA et al., 2000; ZHU, 2010). Malik et al. (2011) também atribuem o
maior crescimento da parte aérea ao maior teor de carboidratos em feijdo tratado
com Se. Os incrementos observados nos teores de carboidratos, possivelmente,
podem ocorrer em virtude de uma maior taxa fotossintética liquida (DIAO et al.,
2014), e uma regulagdo das atividades das enzimas do metabolismo dos
carboidratos (MALIK et al., 2011).

3.4 Metabolismo antioxidante

Os tratamentos com 12, 68 e 120 g ha’ de Se fornecido via solo
promoveram incrementos nas atividades das enzimas catalase (CAT) (Fig. 5A).
O Se, estatisticamente, ndo promoveu incrementos nas atividades da peroxidase
do ascorbato (APX), redutase do dehidroascorbato, redutase da glutationa e da
dismutase do ion superdxido (Fig. B, C, D e 6E). Os teores de peroxido de
hidrogénio e malonaldeido (MDA) das plantas tratadas com Se permaneceram
semelhantes aos teores apresentados pelo controle (Fig. 5F e G), apesar disso, 0s
tratamentos com 12, 68 e 120 g ha de Se induziram maiores atividades da
CAT. Ramos et al. (2009, 2011), em trabalhos com alface, observaram aumentos
significativos na atividade da CAT, quando as plantas foram submetidas a
solucdo nutritiva na presenca de Se. A potencializacdo da atividade de APX e
CAT foi observada em Pteris vittata cultivada em solu¢do com Se (Feng e Wei,
2012). Além disso, como nesse estudo, Ramos et al. (2010) ndo observaram
incrementos na atividade da SOD. Em muitos casos, as enzimas CAT e APX sdo
as primeiras enzimas a atuarem sob o estresse oxidativo, pois elas atuam

dismutando o perédxido de hidrogénio em agua e oxigénio.
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Figura 6 - Efeito da aplicacdo via solo de concentragdes crescentes de Se nas
atividades enzimaticas da catalase (CAT) (A), peroxidase do
ascorbato (APX) (B), redutase do dehidroascorbato (DHAR) (C),
redutase da glutationa (GR) (D); dismutase do ion superdxido (SOD)
(E), nos teores de peroxido de hidrogénio (H,O,) (F) e malonaldeido
(MDA) (G) nas folhas de trigo.
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=8). Letras diferentes

acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.
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O A CAT atua em concentracdes altas de perdxido de hidrogénio,
enquanto a APX atua em concentracdes baixas (YOU et al., 2015). A maior
atividade destas enzimas possibilita que as plantas aumentem sua tolerancia ao
estresse, proporcionando assim um maior acumulo de biomassa
(DJANAGUIRAMAN et al., 2005).

Outro ponto importante neste trabalho é que houve incrementos na
atividade da CAT, porém, os teores de peréxido de hidrogénio permaneceram
semelhantes ao do controle. Como descrito anteriormente, a APX e CAT atuam
dismutando o H,0O,, e, dessa forma, o aumento na concentracdo de H,0, induz a
atividade da APX e CAT (FENG; WEI, 2012). Porém, neste trabalho, foi
observado o aumento na atividade da CAT sem que houvesse incremento nos
teores de H,0,, ou seja, a maior atividade das enzimas ndo é em resposta ao
aumento de H,O,, e sim em func¢do da presenca do Se.

Apesar de aparentemente neste trabalho, o Se ndo diminuir o teor de
MD, em trigo, Igbal et al. (2015), ap6s a adubacdo foliar com Se, relataram uma
reducdo significativa nos teores de MDA. No entanto, a diminuicdo nos teores
de MDA em plantas de trigo depende da época de aplicacdo do Se, uma vez que,
os melhores resultados sdo observados quando as aplicacdes ocorrem em
estagios de desenvolvimento mais avangados das plantas, quando o estresse
oxidativo é maior devido uma menor eficiéncia do fotossistema Il podendo gerar
superoxido de oxigénio em altas concentragdes (CHU et al., 2013). Neste
estudo, as coletas foram realizadas em um estagio inicial de desenvolvimento
(emborrachamento). O MDA é um produto comum da peroxidacdo lipidica,
sendo utilizado para identificar injurias causadas pelo estresse oxidativo (WU et
al., 2006). A diminuicdo da peroxidacgdo lipidica pelo Se éser um efeito positivo
sob o metabolismo antioxidante das plantas (FENG; WEI; TU, 2013).
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3.5 Metabolismo do nitrogénio

O tratamento com 68 g ha™ de Se proporcionou aumento no teor de
aminoacidos totais livres, um incremento de 40%, em relagdo ao controle (Fig.
6A), enquanto que o teor de N-total foi 40% maior nas plantas de trigo tratadas
via solo com 12 g ha™ de Se (Fig. 6B). Neste estudo, com relacdo as proteinas
totais, ndo foi observada nenhuma influéncia aparente (Fig. 6C),

O aumento na concentracdo de aminoacidos totais livres ndo refletiu em
um maior teor de proteinas totais. Em trigo, Nawaz et al. (2013) observaram
aumento no teor de aminoacidos totais livres, porém, como no presente estudo,
os teores de proteinas ndo foram sensiveis a influéncia do Se. Rios et al. (2010)
relataram que, ambas as formas de selénio - selenato e selenito - , potencializam
0 metabolismo de nitrogénio, porém o selenito induz mais fortemente o
metabolismo, uma vez que induz de uma forma mais acentuada a atividade da
redutase do nitrato, redutase da glutationa e a sintase do glutamato. O aumento
na atividade, principalmente da RN, pode ser em funcdo da inducdo na
expressdo de genes responsivos aos horménios vegetais, sendo essa inducdo
estimulada pelo Se (TAMAOKI et al., 2008).
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Figura 7 - Efeito da aplicacdo via solo de concentracdes crescentes de Se, nos
teores aminoacidos totais (A), nitrogénio total (N-total) (B) e
proteinas (C) na parte aérea das plantas de trigo.

8

a
A B
| a %b
b N 1 b

§<§

2
3
g

2
8
8

o

Aminofcidos totais (umol g MS)
v w & u
8 8 8 8
o
o
N-total (mg ke MS)
N N

8

°
=

0 12 21 38 68 120 12 21 38

Aplicagdo de Se (g ha”! de Se) Agplicagéo de Se (g ha™ de Se)
10000

a

N

C

8000

2
2
S
g

Protefna totais (mg kg™ M)
N
8
B
g

2000

a
a a a
0 12 21 38 120

Aplicagdo de Se (g ha™! de Se)

Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (para aminoacidos totais e
proteinas n=8 e para N-total n=4). Letras diferentes acima das colunas indicam diferenga
significativamente entre os tratamentos ao nivel de 5% (p < 0,05) de probabilidade pelo
teste Skott-Knott.

3.6 Leitura SPAD

As plantas tratadas com Se apresentaram maiores leituras do SPAD do
que as plantas ndo tratadas (Fig. 7), estas leitura sdo uma forma indireta de
quantificar a conteido de clorofila presente nas folhas. O tratamento com 12 g
ha™ de Se promoveu um incremento de cerca de 5% nas leituras, enquanto no
tratamento com 68 g ha™ de Se o aumento foi ainda maior, de 12%, em ambos

0s casos, as comparagdes foram realizadas com o tratamento controle (Fig. 7).
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A presenga do Se nas plantas de trigo disponibilizado via solo estimulou
o incremento no contetdo de clorofila total neste experimento. Malik et al.
(2011) observaram que o incremento no contetdo de clorofila foi diretamente
proporcional as concentragbes de Se. O aumento no contetdo de clorofila total
também foi observado por Igbal et al. (2015) em trigo e por Sharma et al. (2010)
em Brassica napus, ap6s a adubacdo com Se. O maior contetdo de clorofilas
totais pode promover um maior fluxo de transporte de elétrons, o que é muito
importante no caso do trigo de inverno, uma vez que, em baixas temperaturas o
fluxo de transporte de elétrons é afetado negativamente. A diminuicdo do fluxo
de transporte de elétrons pode levar a uma diminuicdo na taxa fotossintética
liquida, devido a limitacdo na producdo de ATP e do poder redutor
(FARQUHAR; CAEMMERER; BERRY, 1980).

Figura 8 - Efeito da aplicacdo via solo de concentracfes crescentes de Se nas
leituras realizadas com o SPAD.
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Legenda: A barra de erro representa o erro padrdo das médias (n=5). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca significativamente entre os tratamentos ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade pelo teste Skott-Knott.
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4 CONCLUSAO

A biofortificacdo do trigo com Se, via suprimento radicular (adubagéo
via solo) foi eficiente, pois ocorreu o enriquecimento do gréo de trigo com Se.
Além disso, o tratamento das plantas de trigo com Se proporcionou efeito
benéfico aos metabolismos dos carboidratos, antioxidante e de nitrogénio, uma
Vez que ocorreram aumentos nos teores de amido, agUcares redutores e sacarose,
na atividade da catalase e nos teores de aminoécidos totais e nitrogénio total,

além de haver incremento nas leituras como o SPAD.
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