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SELENIO NO DESEMPENHO FISIOLOGICO E BIOFORTIFICACAO
AGRONOMICA DA COUVE-FLOR

RESUMO - O selénio (Se) é um elemento essencial para os seres humanos, no
entanto, em plantas é considerado benéfico. O Se pode atuar como antioxidante de
células vegetais, melhorando o crescimento das plantas. A aplicagdo de Se em
culturas para fins de biofortificacdo tem sido uma estratégia eficaz para aumentar o
fornecimento do elemento na dieta da populacdo. Entretanto, para ter sucesso €
fundamental estudar a aplicacdo de Se, conhecendo a fonte e concentracéo
adequadas, de forma que nao prejudique o crescimento, 0s aspectos nutricionais,
bioquimicos e produtivos da planta. Assim, objetivou-se avaliar o efeito de fontes e
concentracbes de Se na biofortificacdo e aspectos nutricionais, fisiolégicos e
enzimaticos de plantas de couve-flor. O estudo foi realizado em ambiente protegido,
com plantas de couve-flor cultivadas em sistema hidropdnico, sob concentracdes de
Se (0, 5, 15, 30 e 60 uymol L1) nas fontes selenato e selenito de sédio. Os tratamentos
foram organizados em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5
X 2, com quatro repetices. Verificou-se que a aplicacdo de Se na concentracdo de 5
pumol L na solucdo nutritiva promoveu crescimento das plantas e teor do elemento
na inflorescéncia da couve-flor foi superior ao limite considerado adequado pelo
Codex Alimentarius. O fornecimento de Se, na fonte selenato, pode ter contribuido
para inibir a peroxidacao lipidica e a producdo de espécies reativas de oxigénio, uma
vez que com esse elemento houve melhora na taxa de fotossintese e na regulacédo da
atividade enzimatica das plantas. Em altas concentracdes, o Se fornecido
principalmente na fonte selenito, afeta negativamente o equilibrio nutricional das
plantas e, em consequéncia, o crescimento, 0os apectos fisioldgicos, enzimaticos e
produtivos da couve-flor, depreciando a qualidade do produto.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. botrytis, selenato, selenito, macronutrientes,
fotossintese, enzimas antioxidantes
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SELENIUM IN PHYSIOLOGICAL PERFORMANCE AND BIOFORTIFICATION
AGRONOMIC OF CAULIFLOWER

ABSTRACT - Selenium (Se) is an essential element for humans, however, in
plants is considered beneficial. The Se can act as an antioxidant of plant cells,
improving plant growth. The application of Se in crops for biofortification has been an
effective strategy to increase the supply of the element in the diet of the population.
However, to be successful, it is essential to study the application of Se, knowing the
proper source and concentration, so as not to harm the growth, nutritional, biochemical
and productive aspects of the plant. Thus, objective was evaluate the effect of sources
and concentrations of Se on biofortification and nutritional, physiological and enzymatic
aspects of cauliflower plants. The study was carried out in a protected environment,
with cauliflower plants cultivated in a hydroponic system, under concentrations of Se
(0, 5, 15, 30 and 60 pmol L) in sources selenate and selenite sodium. The treatments
were organized in a completely randomized design, in factorial scheme 5 x 2, with four
replications. It was verified that the application of Se at the concentration of 5 ymol L
in the nutritive solution promoted plant growth and element content in the cauliflower
inflorescence was higher than the limit considered adequate by the Codex
Alimentarius. The supply of exits at the selenate source may have contributed to inhibit
a lipid peroxidation and a production of reactive oxygen species, since this element is
an improvement in the rate of photosynthesis and the regulation of the enzymatic
activity of plants. At high concentrations, if supplied mainly in the selenite source, it
adversely affects the nutritional balance of plants and, consequently, the growth, the
physiological, enzymatic and productive aspects of the cauliflower, depreciating a
quality of the product.

Keywords: Brassica oleracea var. botrytis, selenate, selenite, macronutrients,
photosynthesis, antioxidant enzymes
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1.1 INTRODUCAO

O selénio (Se) é um elemento essencial ao metabolismo humano e animal,
principalmente por atuar como componente de diversas enzimas e proteinas (AVILA
et al., 2013; KAUR; SHARMA; NAYYAR, 2014). Sua funcéo no organismo € exercida,
especialmente por selenoproteinas, como glutationa peroxidases e tioredoxina
redutases, que possuem diversas fung¢des, incluindo protecédo contra danos oxidativos
e regulagéo do estado redox intracelular (FAIRWEATHER-TAIT; COLLINGS; HURST,
2010). Aingestédo de Se em niveis adequados além de prevenir o desenvolvimento de
doencas, como doenca de Keshan e Kashin-Beck, contribui para reducdo na
incidéncia de canceres no organismo humano (FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011,
JEZEK et al., 2012). Para o bem-estar das pessoas, recomenda-se a ingestéo de Se
entre 55 e 400 pg dia!, sendo esse intervalo considerado estreito entre deficiéncia e
toxicidade (FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011; MORA et al., 2015; WHITE, 2016).

A ingestdo de Se através da alimentacdo é a principal forma de atender a
demanda desse nutriente no corpo. No entanto, a concentracdo desse elemento
nos alimentos de origem vegetal € considerada baixa, 0 que esté relacionado, em
grande parte, com a baixa disponibilidade de Se no solo (FERREIRA et al., 2002;
WHITE; BROADLEY, 2009). Este fato € encontrado em diversos paises como Estados
Unidos, Reino Unido, China, Finlandia e Nova Zelandia, em que a deficiéncia de Se
na nutricdo humana tém sido relatada e associada com o baixo teor de Se nos
alimentos (WHITE; BROADLEY, 2009), tornando-se um problema de carater
nutricional que atinge cerca de 15% da populacdo mundial (HAWRYLAK-NOWAK,
2013; GUERRERO et al., 2014).

Uma das estratégias que tém sido promissora em combater a deficiéncia e
aumentar a ingestdo de Se pela populacdo envolve a técnica de biofortificacdo de
plantas com Se (WHITE; BROADLEY, 2009; MALAGOLI et al., 2015; BANUELOS et
al., 2016). Este método permite aumentar a transferéncia desse elemento do solo para
as plantas, enriquecendo os produtos com Se e incrementando-0s na cadeia alimentar
(BROADLEY et al., 2006; WHITE; BROADLEY, 2009; WINKEL et al., 2015). Esta



abordagem tem sido efetiva na Finlandia, em que o aumento da concentracao de Se
nos alimentos, por meio da adubacdo e/ou melhoramento genético das culturas,
proporcionou aumento da concentracdo de Se no plasma sanguineo da populacéo e
reduziu a incidéncia de canceres e doencas cardiovasculares (BROADLEY et al.,
2006; KAUR; SHARMA; NAYYAR, 2014).

Em plantas, a essencialidade do Se ainda ndo é um fato concreto. Entretanto,
estudos relatam efeitos benéficos do Se em baixas concentracdes, promovendo o
crescimento e auxiliando as plantas a se manterem por mais tempo fisiologicamente
ativas (RAMOS et al., 2011a; RIOS et al., 2013; HAWRYLAK-NOWAK; MATRASZEK,;
POGORZELEC, 2015), aumentando a atividade fotossintética e produtividade das
culturas (ZHANG et al., 2014; FENG et al., 2015), reducdo de danos oxidativos e
melhoria na atividade enzimatica (DJANAGUIRAMAN et al., 2005;
DJANAGUIRAMAN; PRASAD; SEPPANEN, 2010; RAMOS et al., 2010; CASTILLO-
GODINA; FOROUGHBAKHCH-POURNAVAB; BENAVIDES-MENDOZA, 2016).

A capacidade de absorcdo e acumulo de Se pelas plantas varia com a forma de
Se disponivel na solugcédo do solo, podendo ser encontrado nas formas inorganicas,
organicas e elementar (TERRY et al., 2000; HAWRYLAK-NOWAK, 2013; KAUR,;
SHARMA; NAYYAR, 2014). As raizes podem absorver Se, principalmente nas formas
de selenato, selenito ou compostos orgéanicos. O selenato € transportado através da
membrana plasmatica por transportadores de sulfato de alta afinidade, sendo
facilmente translocado para parte aérea das plantas, enquanto o selenito é
transportado por transportadores de fosfato (WHITE; BROADLEY, 2009). O Se
absorvido na forma de selenato pelas plantas apresenta propriedades quimicas
semelhantes as do enxofre (S), partihando de vias metabdlicas em comum e
competindo por processos metabdlicos responsaveis pelo desenvolvimento e
crescimento das plantas (SORS; ELLIS; SALT, 2005; MALAGOLI et al., 2015).

Em varias regides do Brasil sdo grandes as evidéncias de deficiéncia de Se na
populacdo (FERREIRA et al., 2002; REIS et al., 2014), fato que pode estar relacionado
com os teores desse elemento no solo, uma vez que ha fortes evidéncias indicando
deficiéncia de Se em solos brasileiros (GABOS et al., 2014; REIS et al., 2014). Em
solos do Estado de Séao Paulo tém-se registrado teores de Se em média de 0,19 mg
kg (GABOS et al., 2014), teor considerado abaixo do limite de deficiéncia (< 0,6 mg



kg?) (LYONS et al., 2003). Nesse contexto, a couve-flor, por ser uma brassica
amplamente cultivada e consumida no Brasil, principalmente no estado de Sao Paulo,
€ uma hortalica recomendavel a integrar programas de biofortificacdo de Se,
sobretudo, em vista dos baixos teores de Se encontrados nesta hortalica
comercializada no Brasil, de 0,002 a 0,013 mg kg*! Se (FERREIRA et al., 2002).
Assim, diante do exposto e considerada a escassez de informagdes no Brasil sobre
biofortificacdo de Se em hortalicas, objetivou-se avaliar o efeito de fontes e
concentracfes de Se na biofortificacdo e nos aspectos nutricionais, fisiolégicos e

enzimaticos de plantas de couve-flor.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1Selénio e suaimportancia na biofortificagao

Estudos relacionados a seguranca alimentar tém ganhado destaque na literatura
nacional e internacional, principalmente com relacéo a beneficios ligados a saude do
ser humano e as melhorias na sua nutricdo basica. O Se além de ser um elemento
traco, importante e essencial para o ser humano e os animais devido seu valor
nutricional, é fonte de estudos de interesse em varios paises por ser relevante na
nutricdo e alimentacdo, levando em consideracdo suas propriedades
anticancerigenas e antioxidantes, principalmente dentro dos programas de
biofortificagdo em diferentes tipos de alimentos e culturas (WHITE, 2016).

Nos organismos que consomem principalmente uma dieta baseada em
plantas, os problemas de saude relacionados a deficiéncia de Se podem surgir
devido a distribuicdo variante desse elemento no solo e sua absorcdo moderada
pelas culturas. Fato constatado em diversas partes do mundo e que torna-se um
problema de carater nutricional associado a uma dieta com ingestao de Se abaixo da
adequada, atingindo cerca de 15% da populacdo mundial (HAWRYLAK-NOWAK,
2013; GUERRERO et al., 2014).

Uma vez que as baixas concentracbes de Se no solo, em suas formas
disponiveis para as plantas, podem diminuir a ingestéo dietética de Se, é de grande

importancia melhorar a biodisponibilidade de Se e aumentar seu teor nas partes



comestiveis das plantas cultivadas em areas deficientes de Se. Portanto, as
estratégias de manejo destinadas a minimizar a deficiéncia de Se e os disturbios
relacionados a dieta devem se concentrar no estabelecimento de uma conexao
entre os produtos alimentares agricolas e o teor de Se e a disponibilidade no solo
(WINKEL et al., 2015). Nesse sentido, em diversos paises, como China, Finlandia e
Reino Unido, estratégias para a ingestdo de Se vém sendo estudadas e, entre elas,
destaca-se a biofortificacdo de plantas, que é definida como o processo de aumento
da concentracdo biodisponivel de elementos essenciais e benéficos aos seres
humanos e animais em partes comestiveis das plantas por meio da intervencdo
agricola ou selecao genética (WHITE; BROADLEY, 2009).

A biofortificacdo com Se permite inserir esse elemento na cadeia alimentar
humana e animal, uma vez que as plantas atuam de forma eficiente no controle da
ingestdo excessiva (HARTIKAINEN, 2005) e ndo acumula Se em teores toxicos nas
partes comestiveis das plantas. Ainda, a biofortificagdo em plantas por meio da
fertilizacdo com Se, seja via foliar ou aplicacéo direta no solo, apresenta potencial para
fornecer beneficios continuos, ano apos ano, a um custo menor e mais eficiente que
0 uso de suplementos alimentares e da fortificacdo de produtos pés-colheita nas
industrias (WHITE, 2016; PUCCINELLI; MALORGIO; PEZZAROSSA, 2017).

As plantas apresentam capacidades diferenciadas de absorcdo e acumulo de
Se, sendo possivel absorver esse elemento principalmente nas formas de selenato
(Se04?) e selenito (SeOsz*), embora possa também ser absorvido como selénio
elementar (SeY), seleneto (Se?) e formas organicas de Se (SORS; ELLIS; SALT, 2005;
WHITE; BROADLEY, 2009). O Se, ao ser absorvido pelas plantas na forma de
selenato, apresenta propriedades quimicas semelhantes as do enxofre (S), sendo
compartilhadas as mesmas vias metabdlicas. A presenca de compostos isélogos nas
plantas indica que o Se e S competem em processos biolégicos que afetam a
absorcdo, translocacdo e assimilagdo nos processos de crescimento das plantas
(SORS; ELLIS; SALT, 2005). O Se na forma de selenato é prontamente absorvido
pelas plantas através dos transportadores de sulfato e devido as suas semelhancas
guimicas, Se e 0 S, competem pelos mesmos transportadores, sendo a absor¢céao de
Se geralmente limitada por altos niveis de S (MALAGOLI et al., 2015).



Apesar de ainda nédo ser considerado um nutriente para as plantas, o Se tém
sido classificado como um elemento benéfico, contribuindo para o crescimento e
qualidade das plantas devido aos seus efeitos antioxidantes (WHITE, 2016). Os teores
de Se nas plantas, animais e seres humanos, numa determinada regido, estao
diretamente relacionados com o contetdo desse elemento no solo, que por sua vez
esta relacionado com a pedologia, génese e localizacdo das areas de cultivo, tendo
as plantas um papel essencial na transferéncia do Se do solo para a cadeia alimentar
(WHITE et al., 2004; SORS; ELLIS; SALT, 2005; WHITE; BROADLEY, 2009).

A adicdo de Se a mistura de fertilizantes, como maneira de suprir sua
necessidade em solos com baixos teores deste elemento e incrementar sua
concentracdo nas plantas, € relativamente recente. A primeira tentativa foi realizada
por Cary e Allaway (1973) ao aplicarem selenito de sédio nas doses de 2,24 e 4,48 kg
ha' em campos de milho, aveia e forragem, que apresentaram concentracdes de Se
no tecido vegetal acima de 0,1 mg kg, sendo o suficiente para proteger os animais
de doencas causadas pela deficiéncia de Se. Estes autores verificaram ainda que a
aplicacdo da dose de 4,48 kg hal ndo acarretou em teores de Se considerados
toxicos, concluindo que a adi¢do de Se na fonte de selenito de sédio, na dose de 2 kg
ha't, foi suficiente para o enriqguecimento das plantas com Se, protegendo 0s animais
da deficiéncia deste mineral.

Em decorréncia do aumento nos casos de cancer e problemas cardiacos na
populacdo, em 1984, o Ministério de Agricultura e Florestas da Finlandia iniciou a
suplementacao de plantas com fertilizantes minerais contendo Se na fonte de selenato
de sbdio. A principio, a suplementacgéo de Se foi constituida de 16 mg kg para cereais
e hortalicas e de 6 mg kg para pastagens. Apés diversas pesquisas, foi estipulado
em 10 mg kg o teor de Se em fertilizantes (JEZEK et al., 2012; KAUR; SHARMA;
NAYYAR, 2014). Essa suplementacdo aumentou os teores de Se no solo, e em
consequéncia incrementou o nivel desse elemento nos alimentos, ficando dentro dos
limites considerados seguros e adequados para o0 consumo humano, além de
incrementar a producédo das culturas (HARTIKAINEN, 2005). Com este programa, a
média de ingestdo de Se na Finlandia aumentou de 25 g dia* para 110 ug diate a
concentracdo do nutriente no plasma sanguineo quase duplicou (JEZEK et al., 2012),



0 que contribuiu para reducédo dos indices de doencas cardiovasculares, imunoldgicas
e inumeros tipos de cancer na populacdo (ARTHUR, 2003).

No Brasil, trabalhos dessa natureza ainda sdo escassos, apesar de existir fortes
evidéncias de baixo consumo de Se pela populacéo brasileira, principalmente nos
grupos de baixo poder aquisitivo, 0s quais ndo consomem produtos de origem animal
com frequéncia, podendo ocorrer deficiéncia de Se no organismo (FERREIRA et al.,
2002; REIS et al., 2014). A necessidade de estudos mais especificos para introduzir
esse elemento na dieta humana, deve-se abordar algumas estratégias para definicdo
de doses, formas de aplicagéo e fontes de Se, 0 que podera proporcionar um consumo
adequado desse elemento pelos humanos e animais.

A legislacdo brasileira ndo permitia a adicdo de Se em fertilizantes para fins
comerciais. No entanto, recentemente, com 0 surgimento de pesquisas nacionais
sobre o0 Se na agricultura, essa préatica passou a ser liberada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) através da instru¢cdo normativa N° 46
de 22 de Novembro de 2016. Contudo, estudos séo necessarios a fim de determinar
concentracfes de Se nos fertilizantes e as possiveis doses dos fertilizantes a serem
utilizadas, além dos efeitos de interacdo que podem ocorrer no sistema solo-planta.

Recentemente, um grande numero de trabalhos tem demonstrado a eficacia da
biofortificacdo com Se no acumulo deste elemento em diferentes culturas alimentares.
E notavel que grande parte dos estudos sobre a biofortificacdo com Se envolvam
hortalicas, principalmente devido ao fato de muitas delas constituirem a base da
alimentacéo da populacéo de diversos paises. Avila et al. (2013) verificaram em brotos
de brécolis que a aplicagédo de Se na concentragdo de 100 pmol L na fonte selenato
e selenito de sddio proporcionou teores de Se de 263 e 185 mg kg de massa seca,
respectivamente. Em brotos de couve-flor, Avila et al. (2014) obtiveram teor de 230
mg kg! de massa seca com fornecimento de 50 umol L Se na fonte selenato,
guantidades significativas de Se e recomendadas para a dieta humana. Poggi et al.
(2000) verificaram que o fornecimento de Se via adubacéao foliar em batata, tanto na
forma de selenato quanto de selenito, aumentou a concentracdo do elemento nos
tubérculos com o fornecimento de Se na dose até 150 g ha. Turakainen, Hartikainen
e Seppanen (2004) verificaram que o maximo fornecimento de Se (0,9 mg kg solo)

na forma de selenato, promoveu incremento de Se em torno de 20 mg kg* de massa



seca de tubérculo de batata. Ao avaliar a variagdo genotipica em acessos de brdcolis
em resposta as concentracdes 0 e 20 umol Lt Se, Ramos et al. (2011c) constataram
gue todos os acessos acumularam altas concentracdes deste elemento, e que a
aplicacdo de Se na concentracdo adequada ndo exerce efeito negativo sobre o
crescimento das plantas e no teor de enxofre. Ramos et al. (2010) constataram que a
aplicacéo de selenato em baixas concentracdes € benéfica para o crescimento da
parte aérea, translocacdo e aumento dos teores de Se na biomassa da alface. Da
mesma forma, Ramos et al. (2011a) observaram que a aplicacdo de selenato na
concentragdo de 15 pumol Lt promoveu acimulo de Se na parte aérea de acessos de
alface, que foi superior aos resultados obtidos quando o selenito foi aplicado. Estes
autores relataram, ainda, uma relacao sinérgica entre a presenca de Se e acumulo de

S em quase todos 0s acessos tratados com selenato.

1.2.2 Aspectos bioquimicos, fisiolégicos e nutricionais do selénio nas plantas

Aparentemente, a nutricdo mineral de plantas e a salde humana sdo campos
bastante distintos, entretanto, quando avaliados na esséncia, nota-se que estao
fortemente conectados. A maior parte dos elementos comprovadamente essenciais
ao homem e aos animais também exercem fun¢des importantes no desenvolvimento
vegetal e, em muitos casos, seus mecanismos de acao sao similares. Nesse sentido,
cita-se, por exemplo, a funcdo antioxidante do Se na eliminacédo de espécies reativas
de oxigénio (ERO), que ocorre tanto na planta quanto no organismo humano.

O Se pode controlar a superproducédo de ERO, atuando na regulacdo da
atividade antioxidante, mecanismo fundamental para combater o estresse ambiental
nas plantas (FENG; WEI; TU, 2013). Em condi¢cfes normais, a producdo de ERO em
células de plantas é mantida em niveis baixos. No entanto, em condi¢cdes de estresse
os niveis de ERO s&o aumentados, afetando os processos metabolicos e, por fim, o
crescimento e producao das plantas. A aplicagdo de Se em baixas concentragdes em
plantas submetidas a diversos estresses ambientais pode reduzir o excesso de ERO
produzido na célula, especialmente das espécies superoxido (O2) e/ou peroxido de
hidrogénio (H202) (FENG; WEI; TU, 2013).



Vérios estudos tém demonstrado que, em baixas concentracdes, 0 Se exerce
efeito benéfico sobre o crescimento das plantas e a tolerancia a estresses ambientais
(PILON-SMITS et al., 2009; DIAO et al., 2014; MALAGOLI et al., 2015). Esses efeitos
positivos, provavelmente, estdo relacionados com o aumento da capacidade
antioxidante, tanto em diminuir a peroxidacdo de lipidios quanto em aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes como catalase (CAT), superdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPX) (DJANAGUIRAMAN et al., 2005; FENG; WEI,
TU, 2013). No entanto, em elevadas concentracdes, o Se tem desencadeado efeitos
negativos nas plantas, com reducdo no crescimento e intensificagdo dos processos
peroxidativos, ocasionando superproducdo de ERO (HAWRYLAK-NOWAK, 2013).

Nowak, Kaklewski e Ligocki (2004) encontraram interessantes resultados sobre
o efeito do Se na atividade de enzimas antioxidativas. Esses autores observaram que
0 Se na concentracdo de 5 umol L estimulou positivamente a defesa antioxidante em
plantas de trigo, porém, com elevadas concentracdes, o Se atuou como pré-oxidante.
No entanto, ressalta-se que as culturas agricolas sao sensiveis as altas
concentracfes de Se no tecido, e essa sensibilidade varia entre as espécies (LYONS;
STANGOULIS; GRAHAM, 2005; RANI; DHILLON; DHILLON, 2005). Assim, em
funcdo da concentracao de Se fornecido, esse exerce duplo efeito no crescimento das
plantas. Em baixas concentracdes, o Se atua como um antioxidante sendo benéfico
para o crescimento das mesmas, enquanto em altas concentracdes promove
fitotoxicidade (HAWRYLAK-NOWAK, 2013; GUERRERO et al., 2014; HAWRYLAK-
NOWAK; MATRASZEK; POGORZELEC, 2015).

Os efeitos positivos de baixas concentracdes de Se também contribuem na
eficiéncia do processo fotossintético, devido ao aprimoramento da atividade
antioxidante nas células, o que afeta positivamente a fotossintese, os pigmentos
fotossintéticos (DIAO et al., 2014; ZHANG et al., 2014; FENG et al.,, 2015), a
condutancia estomatica, concentracao de CO: intercelular e eficiéncia de transpiracao
(DJANAGUIRAMAN; PRASAD; SEPPANEN, 2010; ZHANG et al., 2014; JIANG et al.,
2015).

Além do selenato (SeQs%), que é altamente disponivel as raizes, as plantas
também absorvem o selenito (Se03%). O processo de absorcdo desses ions, SeO4*

e Se03?, difere quanto ao mecanismo de contato com a raiz e ao gasto de energia,



de modo que, o primeiro envolve o fluxo de massa e transporte ativo, e o segundo
difusdo e transporte passivo, porém, com indicios de transporte ativo (WHITE;
BROADLEY, 2009; MALAGOLI et al., 2015; WHITE, 2016). A aquisicdo de SeOs* é
inibida pela presenca de fosfato (PO4*) no meio, mas é reforcada pela deficiéncia de
P nas plantas (HOPPER; PARKER, 1999; LI; MCGRATH; ZHAO, 2008), sugerindo
possivel envolvimento dos transportadores de PO4* na aquisicdo e absorcdo do
SeOs3? pelas plantas. Os transportadores de sulfato (SO4%) de alta afinidade s&o
gerenciados pelo conteido de S da planta e estdo envolvidos na absorcdo do SeO4*
do solo para a raiz (TERRY et al., 2000; WHITE et al., 2004; PILON-SMITS et al.,
2009).

A translocacéo e o transporte do Se é dependente da forma que o mesmo é
fornecido para planta, pois 0 SeOQ4? é preferencialmente absorvido e mais facilmente
transportado via xilema, ao contrario do SeOsz* ou Se organico, como a
selenometionina (SeMet) (WHITE et al., 2004; WHITE, 2016). A razao pela qual o
SeOz3? é translocado em menores quantidades para parte aérea pode ser explicada
pelo fato de que o mesmo é rapidamente convertido em formas orgéanicas de Se nas
raizes, como a SeMet (LI; MCGRATH; ZHAO, 2008; KAUR; SHARMA; NAYYAR,
2014).

As caracteristicas bioquimicas entre Se e S sao similares, de modo que o Se
segue a mesma via de assimilacdo do S nas plantas (PILON-SMITS et al., 2009). Apos
a sua absorcao pelas raizes, o Se na forma de selenato permanece nessa forma até
que a ATP sulfurilase (APS) entre em acado transformando-o em adenosina
fosforoselenato (APSe). Em seguida a APSe é convertida em selenito pela acdo da
enzima adenosina fésforo selenatoredutase (APR). Na sequéncia, o SeOs* é
transformado em Se? pela intervencéo da enzima sulfito redutase e, finalmente, o Se?
é convertido em selenocisteina (SeCys) pela acdo da O-acetilserina (tiol)liase (OAS).
Por ser muito instavel, a SeCys é imediatamente convertida em outros compostos,
como metilselenocisteina (MeSeCys). Todas as etapas citadas anteriormente ocorrem
nos plastidios celulares. No citosol, ocorre a formacdo da selenometionina (SeMet),
gue é transformada a partir da selenohomocisteina (SehoCys) pela acdo da metionina

sintase. Ainda no citosol a SeMet pode se transformar em compostos volateis de Se,
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proteinas ou, entrar nos plastidios e se ligar a proteinas (TERRY et al., 2000; WHITE
et al., 2004; WHITE, 2016).

As plantas possuem capacidades diferentes em acumular e tolerar Se, podendo
ser classificadas como nao-acumuladoras, acumuladoras e hiperacumuladoras
(TERRY et al., 2000; WHITE et al., 2004). As plantas hiperacumuladoras de Se sao
nativas de solos seleniferos e acumulam Se em niveis 100 vezes maiores do que as
plantas ndo-acumuladoras, sendo capazes de acumular teores superiores a 2.000 mg
kg, como é o caso das plantas dos géneros Astragalus, Stanleya, Morinda, Neptunia,
Oonopsis, Xylorhiza e Cardamine (WHITE, 2016). As plantas acumuladoras crescem
em solos com teores de Se variando de baixo a médio e podem acumular até 1.000
mg kg de selénio na matéria seca. Exemplos de plantas desse grupo sdo a mostarda
indiana (Brassica juncea) e canola (B. napus). A maior parte das culturas agricolas
apresentam baixa tolerancia a altas concentracdes de Se, apresentando, geralmente,
menos de 25 mg kg! de Se na massa seca e sdo classificadas como néo
acumuladoras (TERRY et al., 2000).
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CAPITULO 2 - Biofortificagdo da couve-flor com selénio e seu efeito no

crescimento e acumulo de nutrientes

RESUMO - A biofortificacdo é uma estratégia eficaz para aumentar a
concentracdo de Se em partes comestiveis de plantas. Entretanto, o sucesso da
técnica depende do fornecimento de Se na fonte e concentracdo adequada, de forma
gue néo prejudique o crescimento e a producdo da planta. Para avaliar o efeito do Se
na nutricdo, no crescimento e biofortificacéo das plantas, realizou-se um experimento
com couve-flor em cultivo hidropénico, aplicando fontes (selenato e selenito de sodio)
e concentracdes de Se (0, 5, 15, 30 e 60 umol L1). Altas concentracdes de Se,
principalmente na fonte selenito, afetou negativamente o crescimento e o teor dos
nutrientes na inflorescéncia, depreciando a qualidade do produto. A aplicacédo de Se
na concentracdo de 5 ymol L?, na fonte selenato, ndo prejudicou a producdo e o
estado nutricional da planta, mas proporcionou teor de Se na inflorescencia da couve-
flor supeior ao limite estabelecido pelo Codex Alimentarius.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. botrytis, selenato, selenito, macronutrientes
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2.1 INTRODUCAO

O selénio (Se) € um elemento essencial para 0 metabolismo dos seres humanos
e animais (HAWRYLAK-NOWAK; MATRASZEK; POGORZELEC, 2015; WHITE,
2016), e devido seu papel antioxidante, torna-se fundamental na prevencao de
doencas e desordens no organismo. A ingestao recomendada de Se para o bem-estar
humano compreende uma dieta de 55 ug Se por dia (WHITE, 2016). Entretanto,
estima-se que 15% da populacdo mundial seja deficiente em Se (HAWRYLAK-
NOWAK, 2013), fato decorrente principalmente do consumo de alimentos com baixo
teor de Se e a producao de culturas em solos pobres desse elemento (HAWRYLAK-
NOWAK, 2013; GUERRERO et al., 2014).

Uma das estratégias para mitigar a deficiéncia e aumentar a ingestdo de Se pela
populacdo tem sido a técnica de biofortificagdo, que procura aumentar a concentracao
de Se em partes comestiveis de plantas (WHITE; BROADLEY, 2009; BANUELOS et
al., 2016). Entretanto, para o sucesso desse método é fundamental que o crescimento
e potencial produtivo da cultura ndo sejam afetados.

Estudos recentes tém confirmado o efeito biofortificante de Se em culturas
horticolas, principalmente Brassicas, como repolho (MECHORA et al., 2011), brécolis
(SINDELAROVA et al., 2015) e couve (LEFSRUD et al., 2006), com acdo benéfica
para o crescimento e producdo das plantas. O selenato e selenito sdo as principais
formas de fornecimento de Se as plantas e dependendo da quantidade aplicada
podem causar fitotoxicidade em raz&o dessas formas serem metabolizadas pela
mesma via de seus analogos de enxofre (S), tendo incorporacao de Se em todos 0s
metabdlitos sulfurados (WHITE et al., 2004; WHITE, 2016).

Possiveis interacfes e competicdes entre Se e outros nutrientes sao,
atualmente, questdes pouco esclarecidas e cujos resultados tém se indicado
contraditorios (KOPSELL; RANDLE; MILLS, 2000; LEFSRUD et al., 2006; FENG et
al., 2009; HAWRYLAK-NOWAK, 2013; DRAHONOVSKY et al., 2016; LONGCHAMP;
ANGELI; CASTREC-ROUELLE, 2016), com melhor compreensao entre Se, P e S
(HOPPER; PARKER, 1999; WHITE et al., 2004; LI; MCGRATH; ZHAO, 2008).
Pesquisas evidenciaram interferéncia do Se no acumulo de macronutrientes e

micronutrientes, com possiveis implicagdes nos processos metabdlicos da planta. A
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acdo do Se na absorcdo e translocacdo de alguns nutrientes, principalmente
cationicos, pode afetar indiretamente a atividade antioxidante de enzimas, a producao
de espécies reativas de oxigénio e tolerancia da planta aos estresses ambientais
(FENG; WEI; TU, 2013). Variacdes nas concentracdes de Fe, Zn, Mn e Cu nos tecidos
foliares de milho foram observados por Longchamp, Angeli e Castrec-Rouelle (2016),
ao fornecerem Se as plantas, refletindo na regulacédo das espécies de oxigénio pela
atividade das enzimas, que utilizam esses nutrientes como co-fatores.

Dessa forma, conhecer como o fornecimento de Se interage com a absorcao de
macronutrientes e micronutrientes e com o crescimento da planta é fundamental para
um programa de biofortificagdo (GUERRERO et al., 2014). Ressalta-se que mesmo
ocorrendo aumento de Se na parte comestivel das plantas, a biofortificacdo apenas
sera viavel se o teor de Se no tecido vegetal ndo ultrapassar o limite maximo de 0,3
mg kg admitido pelo Codex Alimentarius, 6rgdo das Nacdes Unidas, Organizacéo
para Alimentos e Agricultura e Organizacdo Mundial da Saude (ONU/FAO/OMS),
gue visa promover a seguranca e qualidade na alimentacdo da populacédo. Ainda,
para efeito de biofortificacdo, o fornecimento de Se também n&o deve causar
desequilibrio nos demais nutrientes absorvidos pela planta e nao reduzir a
produtividade (LONGCHAMP; ANGELI; CASTREC-ROUELLE, 2016).

A couve-flor, por ser uma brassica amplamente consumida no Brasil e no mundo,
€ uma hortalica recomendavel a integrar programas de biofortificacdo de Se,
sobretudo, em vista dos baixos teores de Se encontrados nesta hortalica
comercializada no Brasil, que varia entre 0,002 a 0,013 mg kg* Se na massa fresca
(FERREIRA et al., 2002).

Assim, diante do exposto e considerada a importancia de se estudar a resposta
de culturas ao fornecimento de Se, associada a escassez de informacgdes sobre 0s
efeitos da biofortificacdo desse elemento na absorc¢éo e aciumulo de outros nutrientes,
realizou-se este estudo com o objetivo de avaliar o efeito de fontes e concentracdes

de Se na nutrigdo, no crescimento e biofortificagao de couve-flor.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Localizacao e caracterizacao da area experimental

O experimento foi realizado em ambiente protegido, em cultivo hidroponico, entre
23 de janeiro a 30 de abril de 2015, na Universidade Estadual Paulista, campus de
Jaboticabal, Sao Paulo (21° 15’ 22" S, 48° 15’ 58” W e 615 m de altitude). Durante o
experimento foi registrado temperaturas maxima média de 31 °C, minima média de

19,7 °C e umidade relativa média do ar de 77%.

2.2.2 Instalacdo e conducao do experimento

Utilizou-se o hibrido de couve-flor ‘Sharon’ que foi semeado em espuma fendlica
(Green Up®) contendo 216 células de 2,5; 2,5 e 3,8 cm de largura, comprimento e
altura, respectivamente. Aos 10 dias apds a semeadura (DAS), as plantulas com os
cotilédones totalmente desenvolvidos foram transferidas para sistema hidropénico
NFT (nutrient film technique), permanecendo neles até apresentarem quatro folhas
totalmente desenvolvidas. Em seguida, procedeu-se o transplante para canais
hidroponicos de policloreto de polivinila (PVC), com 0,20 de diametro e 2,0 m de
comprimento, cobertos com papel Tetra Pak® para evitar a incidéncia de luz na
solucéo nutritiva. O espacamento utilizado foi de 0,50 m entre plantas e 1,0 m entre
canais de cultivo, os quais foram instalados com 5% de declividade e ligados a um
reservatério com capacidade para 40 L de solucdo nutritiva, sendo essa bombeada
para os canais por meio de bombas submersas.

Utilizou-se a solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (HOAGLAND; ARNON,
1950), com modificacdes nas concentracdes de N (189 mg L), K (211 mg L?) e Ca
(150 mg L™1), preparada com agua deionizada. O pH foi monitorado e mantido durante
todo o periodo experimental entre 5,8 e 6,5. A solucdo foi renovada sempre que a

condutividade elétrica atingiu 1,5 dS m1, correspondente a 70% da inicial.
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2.2.3 Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos utilizados foram fontes quimicas de selénio (selenato de sodio —
Na2SeO4 e selenito de sodio — Na2SeOs-5H20, Sigma-Aldrich) e concentragdes de Se
(0, 5, 15, 30 e 60 ymol LY). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 2 x 5, com quatro repeticdes e unidade experimental
constituida de quatro plantas por canal.

O fornecimento de Se foi realizado a partir dos 15 dias apos a transferéncia das
plantas para os canais de PVC até o final do ciclo de cultivo. A aplicacdo de Se foi
realizada diretamente na solugéo nutritiva e sempre na ocasiao de sua renovagao, o

gue correspondeu a 9 aplicacdes durante o ciclo de cultivo.

2.2.4 Caracteristicas avaliadas

Producdo e massa seca da couve-flor

Determinou-se a massa fresca da inflorescéncia (MFI - g) e massa seca da raiz
(MSR - g), caule (MSC - g), folhas (MSF - g) e inflorescéncia (MSI - g) da couve-flor.
Aos 100 DAS, as plantas foram colhidas e a inflorescéncia pesada em balanca
analitica para determinacdo da massa fresca. Em seguida, as partes da planta foram
separadas e secas em estufa (65 °C) por 72 horas para posterior determinacao da

massa Seca.

Teor e acUmulo de nutrientes

Os teores de macronutrientes e micronutrientes foram determinados em folhas
recém-desenvolvidas (folha diagnostica) coletadas no inicio da formacdo da
inflorescéncia (TRANI; RAIJ, 1997) e no momento da colheita da inflorescéncia. Os
materiais vegetais coletados foram separados, lavados em &gua corrente,
mergulhados em solucdo de acido cloridrico (1%) e depois em agua deionizada.
Posteriormente, as amostras foram secas em estufa de circulacéo forcada de ar (65

°C) até obter massa constante, e logo depois foram moidas em moinho de facas. Em
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seguida, obteve-se o extrato para determinar os teores dos nutrientes utilizando-se
métodos propostos por Miyazawa et al. (2009). De posse da massa seca e teor dos
nutrientes foram calculados os acumulos de macronutrientes e os micronutrientes Cu,

Fe, Mn e Zn na inflorescéncia.
Teor de Se

O teor de Se foi determinado nas folhas coletadas para avaliacdo do estado
nutricional (inicio do florescimento) e na raiz, caule, folha e inflorescéncia no momento
da colheita. A analise foi realizada pela técnica de espectrometria de fluorescéncia de
raios X por dispersdo de energia (EDXRF - energy dispersive X-ray fluorescence

spectrometry) descrita por Tezotto et al. (2013).
Eficiéncias de absorcéao, translocacéo e utilizacéo de Se

Obtido os dados de teor de Se e massa seca, foram calculados os indices de
eficiéncia de absorcdo de Se — EAse (HAMMOND et al., 2009), eficiéncia de
translocacdo de Se — ETse (LI; MCKEAND; ALLEN, 1991) e eficiéncia de utilizagao de
Se — EUse (HAMMOND et al., 2009), utilizando as seguintes equagoes:

h (TSer x MSIy) — (TSec x MSI¢)
Se — AQSe

(1)

em que: EAse = eficiéncia de absorcédo de Se (mg g* Se aplicado); TSer = teor
de Se na inflorescéncia da couve-flor no tratamento com aplicacdo de Se (mg kg);
MSIr = massa seca da inflorescéncia da couve-flor no tratamento com aplicacao de
Se (g planta!); TSec = teor de Se na inflorescéncia da couve-flor no controle (mg kg
1); MSlIc = massa seca da inflorescéncia da couve-flor no controle (g planta?l); e AQSe

= diferenca na quantidade de Se aplicado entre o tratamento com Se e o controle.

ETse = —oo— X 100 2)
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sendo: ETse = eficiéncia de translocacdo de Se (%); ASePA = acumulo de Se na
parte aérea da planta de couve-flor (mg plantal); e ASe = acumulo total de Se na

planta de couve-flor (mg planta?).

(MSIy — MSI¢)
(TSGT X MSIT) - (Tsec X MSIc)

EUg, = (3)

onde: EUse = €ficiéncia de utilizacdo de Se na inflorescéncia (g mg* Se); MSIt =
massa seca da inflorescéncia da couve-flor no tratamento com aplicacdo de Se (g
plantal); MSlc = massa seca da inflorescéncia da couve-flor no controle (g planta™);
TSer = teor de Se na inflorescéncia da couve-flor no tratamento com aplicacao de Se

(mg kg?); TSec = teor de Se na inflorescéncia da couve-flor no controle (mg kg).

2.2.5 Andlise estatistica

Os dados das variaveis foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (a
< 5%). As fontes de Se foram comparadas pelo teste de F e para as concentracdes
realizaram-se estudos de regresséo, optando-se pela equacédo significativa e com
maior coeficiente de determinacdo. Em todas as andlises utilizou-se o programa
estatistico AgroEstat (BARBOSA; MALDONATO JUNIOR, 2015).

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Teor e acumulo de Se
As fontes e concentragdes de Se influenciaram significativamente o teor de Se
na folha diagnostica (FD) e o teor de Se na raiz, no caule, na folha e na inflorescéncia

da couve-flor (Tabela 1). A interacdo entre os fatores também apresentou efeito

significativo para estas variaveis.
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia para teor de Se na folha diagnostica (FD),
na raiz, folha, caule e inflorescéncia da couve-flor no final do ciclo em
funcao de fontes e concentracbes de Se.

Causa da Variagao Teor de Se

FD Raiz Caule Folha Inflorescéncia
Fontes Se (F) 689,8**1  1159,3**  665,8**  1299,3** 1269,3**
Concentragao Se (C) 289,1** 327,2** 507,4** 489,9** 1334,9**
FxC 190,8** 184,8** 228,3** 346,1** 554, 7**
CV (%) 19,6 14,7 14,3 14,4 8,9
Fontes de Se Média dos Teores (mg kg™)
Selenato 268,2 a 63,7b 142,4 a 283,8 a 330,3 a
Selenito 275b 551,2a 37,3b 27,4 b 108,7 b
DMS 18,7 29,2 8,3 14,5 12,7
Concentragbes de Se Média dos Teores (mg kg™)
0 pymol L* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 pmol L? 214 108,5 141 26,0 37,7
15 uymol L 90,2 259,7 62,2 98,7 138,5
30 ymol L* 201,6 434,1 120,21 223,8 296,6
60 umol L 426,1 735,1 2529 429,6 624,7

1 Teste F, **: p £ 0,01. CV: coeficiente de variacao; DMS: diferenga minima significativa

O aumento da concentracédo de Se na solucao nutritiva, seja na fonte selenato

ou selenito, incrementou linearmente o teor deste elemento na folha diagnéstica

(Figura 1). Maiores teores de Se foram obtidos com selenato, alcan¢ando teor maximo

de 775 mg kg* de massa seca com aplicacdo de 60 umol L Se. Contudo, com

selenito e em folhas de plantas submetidas & mesma concentracdo de Se, o teor

maximo de Se (77 mg kg?) foi dez vezes menor que o observado com selenato.
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Figura 1. Teor de Se na folha diagndstica de couve-flor em fungéo de fontes (e

selenato; o selenito) e concentragdes de Se.

A aplicacéo de selenato promoveu maiores teores de Se na inflorescéncia e, em
seguida, na folha, no caule e na raiz, com teores maximos de 1.017, 792, 421 e 179
mg kgt, respectivamente, na concentragédo de 60 umol L Se (Figura 2A). Assim como
observado para selenato, 0 aumento da concentracdo de Se na solucado nutritiva, via
selenito, incrementou os teores de Se nas partes da couve-flor. Entretanto, com
selenito, os maiores teores de Se foram observados na raiz, com maximo de 1.291
mg kg (Figura 2B). Nesta fonte, independente da concentracéo utilizada, os teores
de Se na inflorescéncia foram cerca de cinco vezes inferiores aos encontrados na raiz,
sendo observado maximo teor de 232 mg kg*. Na folha e caule foram encontrados
teores semelhantes, com maximos de 67 e 85 mg kg, respectivamente.

O acumulo de Se nas partes da planta de couve-flor foram influenciadas pelo
fornecimento de Se nas fontes e concentracfes (Tabela 2). A interacédo desses fatores

também afetou significativamente o acumulo de Se na planta de couve-flor.
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia para acumulo de Se na raiz, folha, caule
e inflorescéncia da couve-flor no final do ciclo em funcao de fontes e
concentragfes de Se.

o Acumulo de Se
Causa da Variacao

Raiz Caule Folha Inflorescéncia

Fontes Se (F) 440,1**1 234,3** 1551,2** 91,5**
Concentracéo Se (C) 119,5** 149,8** 490,1** 84,4**
FxC 65,6** 72,0%* 380,2** 30,8**
CV (%) 23,6 25,3 13,8 31,6
Fontes de Se Média dos acimulos (mg planta?)

Selenato 1,1b 3,85a 63,2 a 18,6 a
Selenito 93a 092b 47Db 6,6 b
DMS 0,79 0,39 3,0 2,6
Concentragdes de Se Média dos acimulos (mg planta™)

0 ymol L* 0,0 0,0 0,0 0,0
5 umol L* 1,7 0,4 5,6 2,3
15 ymol L? 4,5 1,7 24,2 9,5
30 pymol L1 8,1 3,4 50,7 20,5
60 uymol L* 11,7 6,4 89,3 30,9

1 Teste F, **: p £ 0,01. CV: coeficiente de variacao; DMS: diferenga minima significativa

Os acumulos de Se nas plantas de couve-flor obtidos com selenato foram
maiores que com selenito (Figura 2C e D). Com selenato, independente da
concentracdo de Se, a folha foi a parte da planta com maior acimulo de Se, 168 mg,
seguida pela inflorescéncia (50 mg plantat). As quantidades de Se no caule (11 mg)
e raiz (3 mg) foram pequenas quando tratadas com selenato (Figura 2C). Por outro
lado, plantas tratadas com selenito acumularam elevadas quantidades de Se na raiz,
sendo a concentracédo de Se de 60 pmol Lt a que resultou em maior aciimulo (20 mg
planta!) (Figura 2D). Na inflorescéncia e folhas da couve-flor, os acimulos foram
semelhantes, com resultados maximos de 13 e 10 mg de Se com 40 e 55 ymol L7,
respectivamente. No caule, o acumulo maximo foi de 2 mg quando tratou-se as plantas

com 60 umol L* de Se na solugéo nutritiva.
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Figura 2. Efeito das concentracGes de Se no teor (A) e acumulo de Se (C) na fonte
selenato, e teor (B) e acumulo de Se (D) na fonte selenito, em raiz (A), caule

(V¥), folha (o) e inflorescéncia (e) de couve-flor em solucao nutritiva.

2.3.2 Teor de nutrientes na folha diagnéstica

Os teores foliares de P, S, Ca e Mg foram afetados pelas fontes e concentracdes

de Se. N e K néo sofreram alteragdes em seus teores em funcao dos fatores avaliados,

porém, os teores médios foram 38 e 27 g kg, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Resumo da anadlise de variancia para teor de macronutrientes na folha
diagndstica da couve-flor em funcdo de fontes e concentragcfes de Se.

Causa da Variacao

Teor macronutrientes

N P S K Ca Mg
Fontes Se (F) 3,24mt 82,33  1153* 0,53 8,89** 14,05**
Concentracéao Se (C) 1,38 42 ,31* 2,29 0,51" 12,8** 5,63**
FxC 0,73" 25,33** 7,54** 0,12" 1,02m 0,91"
CV (%) 6,1 9,1 15,6 13,9 13,1 16,9
Fontes de Se Média dos Teores (g kg?)
Selenato 38,44 a 259 a 15,81a 27,53a 12,80a 5,56 a
Selenito 37,12a  1,99b 9,17b 26,67a 11,31b 4,54 b
DMS 1,49 0,13 1,26 2,43 1,02 0,55
Concentragdes de Se Média dos Teores (g kg?)
0 umol L? 37,35 3,04 13,96 27,33 15,00 5,95
5 ymol L 38,93 2,24 13,01 28,30 13,15 5,34
15 ymol L* 38,26 2,32 11,90 27,53 10,80 5,03
30 pmol L 38,12 2,09 12,35 26,50 11,20 4,96
60 umol L 36,43 1,74 11,24 25,84 10,13 3,97

! Teste F, **: p < 0,01; ns: ndo significativo; CV: coeficiente de variagcdo; DMS: diferenca minima

significativa

Sob baixas concentragdes de Se (< 5 ymol L1), os teores de P, Ca, Mg e S foram

semelhantes aos encontrados no controle (0 umol L?). A aplicacdo crescente de Se,

em ambas as fontes, reduziram o teor de P na folha diagnostica. Entretanto, com

selenato, os teores de P foram de 3,1 a 1,6 g kg™ nas concentragdes de 0 a 60 umol

L1, respectivamente, sendo superiores aos observados com selenito (Figura 3A).
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Figura 3. Efeito das concentracdes e fontes de Se (e selenato; o selenito) no teor de

macronutrientes na folha diagndstica de couve-flor cultivada em solucéo

nutritiva.

Resposta diferente do teor de S as fontes foi observada ao aumentar a
concentracdo de Se na solucdo nutritiva (Figura 3B). Constatou-se aumento no teor
de S com aplicacéo de selenato até a concentragéo de 45 umol L1 Se. Por outro lado,
com selenito, observou-se reducao de 60% nos teores desse macronutriente a medida
que se aumentou o fornecimento de Se as plantas até 48 umol L. Os teores de S
variaram de 14 a 16,5 g kg* em plantas tratadas com selenato e de 6 a 14 g kg* com
selenito.

O incremento de Se na solug&o nutritiva, em ambas as fontes, reduziram o teor
de Ca, sendo as concentragdes de 41,4 e 50,2 uymol L, as responsaveis pelos
menores valores de Ca em plantas tratadas com selenato e selenito, respectivamente

(Figura 3C). O selenato proporcionou teores de Ca (11,6 a 15,0 g kg') superiores aos
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observados em plantas tratadas com selenito que obtiveram teores de 8,65 a 15,0 g
kgt ao variar as concentracdes de Se de 0 a 60 ymol L.

Para Mg, a aplicacdo de Se reduziu gradativamente 0s seus teores,
independente da fonte de Se utilizada (Figura 3D). O fornecimento de selenito na
concentragdo de 60 pmol L' reduziu em 46% o teor de Mg comparado aos
encontrados em plantas sem aplicacao de Se. No selenato essa reducéo foi de 21%.

As fontes e concentracfes de Se influenciaram os teores dos micronutrientes na
folha diagndstica, exceto os teores de Cu que diferiram apenas no fator concentracdes
de Se (Tabela 4). O teor de Cu reduziu linearmente com aumento da concentracao de
Se na solugdo nutritiva, sendo constatado decréscimo de 25% no teor deste
micronutriente em plantas tratadas com 60 umol L! quando comparadas com

tratamento controle (0 pumol L1) (Figura 4B).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia para teor de micronutrientes na folha
diagnéstica da couve-flor em funcdo de fontes e concentracfes de Se.
Teor micronutrientes

Causa da Variacdo

B Cu Fe Mn Zn

Fontes Se (F) 8,24**1 25,37** 42,61** 10,13** 29,45%*
Concentracéo Se (C) 1,99 2,26M™ 8,78** 14,00** 9,50**
FxC 2,12™ 1,72m 3,77 0,88 9,76**
CV (%) 11,2 22,1 16,8 15,9 12,3
Fontes de Se Média dos Teores (mg kg™?)

Selenato 52,82 a 15,57 a 49,22 a 72,11 a 27,78 a
Selenito 47,68 b 10,90 b 34,64 b 61,42 b 22,40 b
DMS 3,62 1,89 4,56 6,86 1,98
Concentracgtes de Se Média dos Teores (mg kg?)

0 umol L* 50,10 14,95 52,10 88,97 28,86
5 pmol L1 52,16 13,98 46,34 71,32 28,17
15 ymol L? 49,67 13,98 40,62 61,45 24,46
30 ymol L 53,27 12,14 37,22 58,79 22,19
60 umol L1 45,96 11,12 33,42 53,17 21,56

1 Teste F, **: p < 0,01; ns: ndo significativo; CV: coeficiente de variacdo; DMS: diferenga minima
significativa



30

O teor de B na folha diagndstica foi incrementado com a aplicagdo do selenato
até concentracdo estimada de 31 ymol L Se, ocorrendo reducédo em concentragées
superiores a esta (Figura 4A). O incremento de Se, na fonte selenito, reduziu o teor
de B na folha diagnoéstica das plantas de couve-flor, verificando-se teores de 50 e 42,3
mg kg ao variar as concentracdes de 0 a 60 pmol L Se.

Com relacdo ao Fe, pequeno aumento no teor foi observado com baixas
concentracbes de Se na fonte selenato (Figura 4C). Nesta fonte, concentracdes
superiores a 4 ymol Lt Se ocasionaram decréscimo linear nos teores de Fe, com
menor teor (38 mg kg*) obtido na concentragédo de 60 umol Lt Se. Em plantas tratadas
com selenito, a reducao nos teores de Fe foi mais acentuada, observando-se maximo
decréscimo de 60% com 39 umol L Se. Os teores de Fe obtidos com esta fonte (52
a 28,5 mg kg?) foram inferiores aos observados com selenato (52 a 38 mg kg™).

Os teores de Mn e Zn diminuiram com fornecimento de selenato (Figura 4D e E).
A concentracédo de 60 umol L Se promoveu reducdes de 33% e 29% nos teores de
Mn e Zn, respectivamente. Em plantas que receberam selenito na solucéo nutritiva,
0s teores desses micronutrientes foram inferiores aos constatados com selenato,
verificando-se menores valores para Mn e Zn nas concentracdes de Se estimadas de
43 e 32 ymol L.
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2.3.3 Teor e acumulo de nutrientes na inflorescéncia

O teor de P e Cu na inflorescéncia diferiram quanto as fontes de Se utilizadas e
apenas os teores de Mg, B e Cu foram influenciados pelas concentracées de Se
(Tabela 5). Efeito da interacao entre fontes e concentracdes de Se foi constatado nos
teores de N, S, Fe e Mn. Os nutrientes K, Ca, e Zn ndo foram influenciados pelos
fatores. Maior teor de P (3,0 g kg!) foi obtido em plantas tratadas com selenito,
apresentando diferenca de 19% em relacéo ao teor obtido com selenato (2,5 g kg™)
(Tabela 5).

O teor de N na inflorescéncia aumentou com a aplicacdo de Se na solucdo
nutritiva, seja na fonte selenato ou selenito, com maximos teores encontrados nas
concentracGes de 60 e 31 ymol L* Se para selenato e selenito, respectivamente
(Figura 5A). Verificou-se efeito inverso do aumento de Se no teor de S em relacéo as
fontes de Se (Figura 5B), sendo que o aumento na concentragdo até 15 uymol L Se
proporcionou 0 mMaximo e 0 minimo teor de S com selenito e selenato,
respectivamente. Contudo, na concentracdo de 60 uymol L! Se, os teores de S em
plantas cultivadas com selenito (7,4 g kg?) e selenato (7,0 g kg') foram praticamente
iguais entre si e também semelhantes as plantas nao tratadas com Se (6,9 g kg™?).
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Tabela 5. Resumo da andlise de variancia para teor de nutrientes na inflorescéncia da couve-flor em funcdo de fontes e

concentracdes de Se.

Causa da Variacao

Teor nutrientes

N P S K Ca Mg B Cu Fe Mn Zn

Fontes Se (F) 0,95"s1 7,93** 65,8** 3,14 2,55 0,97 1,177 5,48* 67,8** 56,0** 1,09
Concentracao Se (C) 4,55 0,77" 1,27 2,08 0,87" 1,92* 2,18* 7,6%* 11,5%* 1,6 0,68
FxC 3,30 0,76" 13,7 1,09 0,54" 0,19  0,21" 0,6 6,6** 9,5** 0,17"s
CV (%) 6,4 20,9 14,1 15,1 16,5 12,8 6,2 10,1 11,8 11,4 13,5
Fontes de Se Média dos macronutrientes (g kg?) Média dos micronutrientes (mg kg™)
Selenato 42 .4 a 25b 59Db 26,1 a 4.4 a 21la 35,8a 8,3a 316a 17,8 b 29,7 a
Selenito 43,3 a 30a 85a 24,0 a 4.8 a 22a 35,1a 77Db 23,2b 234a 284a
DMS 1,78 0,37 0,65 2,44 0,49 0,18 1,42 0,52 2,08 1,52 2,54
Concentracdes Se Média dos macronutrientes (g kg?) Média dos micronutrientes (mg kg™)

0 pmol L? 39,60 2,89 6,94 22,10 4,82 2,31 34,17 9,34 21,75 19,3 28,6
5 umol L? 42,45 2,76 6,97 26,76 4,70 2,23 36,15 7,98 25,17 19,8 30,8
15 ymol L? 43,27 2,81 6,96 26,78 4,33 2,12 36,56 7,63 28,71 20,6 29,6
30 umol L? 45,24 2,43 7,88 25,01 4,32 2,07 36,09 7,53 30,72 21,5 28,5
60 umol L 43,73 2,77 7,14 24,59 4,81 1,97 34,21 7,43 30,67 21,7 27,9

1 Teste F, **: p<0,01; *: p < 0,05; ns: ndo significativo; CV: coeficiente de variacdo; DMS: diferenca minima significativa
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As crescentes concentracdes de Se na solucéo nutritiva afetaram os teores de
Mg e B na inflorescéncia, com ajustes linear e quadratico, respectivamente. Altas
concentracbes de Se reduziu levemente os teores de Mg na inflorescéncia, que
variaram de 2,3 a 2,0 g kg™ nas concentragées de 0 a 60 uymol L* Se (Figura 5C).
Apesar do maximo teor de B ter sido encontrado com concentragdo de 27 ymol L Se,
a variacdo foi pequena entre os teores observados (34,2 a 36,6 mg kg?!) com as
concentragdes de Se de 0 a 60 umol L (Figura 5D).

Maior teor de Cu na inflorescéncia (8,3 mg kg) foi obtido com aplicacédo de
selenato, constatando-se diferenca de 8% em relagéo ao teor de plantas tratadas com
selenito (7,7 mg kg?). O aumento na concentragédo de Se até 40 ymol L reduziu em
23% o teor desse micronutriente, com valor de 7,2 mg kg (Figura 5E). O selenato
promoveu incremento de 84% no teor de Fe na inflorescéncia das plantas tratadas
com 39 ymol L* Se. No entanto, em concentracdes superiores a esta houve reducao
nos teores de Fe (Figura 5F). Os teores de Fe obtidos na inflorescéncia das plantas
tratadas com selenito foram inferiores aos encontrados com selenato, apesar de
aumentarem com as aplicacdes crescentes de Se na solugao nutritiva.

O aumento da concentracdo de 0 para 60 umol Lt Se, na fonte selenito,
promoveu incremento no teor de Mn na inflorescéncia, com valores entre 19,3 a 28,3
mg kg* (Figura 5G). Resultado inverso foi observado ao se aplicar selenato, que
reduziu o teor de Mn ao aumentar as concentracdes de Se. Na concentracdo de 60

pumol Lt Se, o teor de Mn com selenito foi 88% maior que com selenato.
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36

O acumulo de N na inflorescéncia foi afetado apenas pelas concentragfes de Se
(Tabela 6). No entanto, em ambas as fontes de Se, o acimulo desse macronutriente
teve ajuste quadratico ao aumentar as concentracdes de Se. Os maiores acumulos
encontrados foram obtidos com o fornecimento de selenito (Figura 6A). Os pontos de
maximo acumulo de N foi obtido nas concentracdes de 28 e 29 umol L Se para
selenato (3.046,0 mg plantal) e selenito (3.249,0 mg plantal), respectivamente.
Essas quantidades corresponderam a acréscimos de 42%, com selenato, e de 52%,
com selenito, em relacdo as quantidades acumuladas em plantas néo tratadas com
Se. Notou-se ainda, que independente da fonte de Se aplicada, concentragbes acima
de 30 ymol L't Se causaram reducdo no aciimulo de N nas plantas de couve-flor.

O acumulo de P na inflorescéncia foi afetado apenas pelas fontes de Se (Tabela
6). Maior acimulo de P (183,4 mg planta) foi encontrado com selenito, que diferiu
em 26% em relagdo ao acimulo encontrado com selenato (145,1 mg planta‘®).

As fontes e concentracdes de Se e a interacdo desses fatores influenciaram no
acumulo de S na inflorescéncia (Tabela 6). Maximo acumulo de S na inflorescéncia
também foi constatado quando tratou-se as plantas com selenito, atingindo, na
concentragdo de 15 ymol L*! Se, acréscimo de 68% (Figura 6B). A partir desta
concentracéo, verificou-se perda na quantidade de S acumulado na inflorescéncia,
chegando a reduzir 40% com aplicagdo de 60 umol L* Se. Na fonte selenato, a
concentragdo de 11 uymol Lt Se proporcionou menor acimulo de S (301,0 mg planta-
1) na inflorescéncia. Porém houve aumento no acumulo desse nutriente quando as
concentragdes de Se disponivel na solugdo nutritiva foram superiores a 11 ymol L.

Os nutrientes catiénicos K e Mg foram afetados significativamente apenas pelas
concentracbes de Se, enquanto que para o acumulo de Ca ndo houve efeito
significativo com aplicacdo das fontes e concentracdes de Se (Tabela 6). Os nutrientes
K e Mg acumularam-se na inflorescéncia da couve-flor com aplicacdo de Se nas
concentracdes de 15 e 22 ymol L1, respectivamente, sendo encontrados os aciimulos
maximos de 1.826,0 e 147,0 mg planta de K e Mg (Figura 6C e D). Decréscimos de

38% no acumulo de K e Mg foram constatados com 60 pmol L Se.
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Tabela 6. Resumo da andlise de variancia para acumulo de nutrientes na inflorescéncia da couve-flor em funcdo de fontes e

concentracdes de Se.

Causa da Variacdo

AcUmulo nutrientes

N P S K Ca Mg B Cu Fe Mn Zn
Fontes Se (F) 2,42t 6,65*  44,12** 0,54" 3,02" 1,64" 0,33™ 0,15™ 12,22** 25,67** 0,01
Concentragdo Se (C)  9,92* 1,90  6,50* 5,52** 1,51  559**  10,13**  4,60** 7,63** 5,46** 6,79**
FxC 0,92" 0,67" 5,75 1,32m 0,06™  0,49" 0,40" 0,54" 3,41 2,83* 0,52"
CV (%) 16,7 28,5 20,9 25,7 26,0 21,1 16,3 20,4 24,7 194 19,9
Fontes de Se Média acimulo (mg planta?)
Selenato 2679,6a 1451b 3375b 1561,3a 2554a 1233a 20999a 4844a 18756a 10486b 1737,6a
Selenito 24679a 1834a 5274a 1471,1a 294, 7a 1342a 2163,4a 472,4a 14253b 14354a 1750,3a
DMS 277,7 30,3 58,4 251,8 46,2 17,6 2240 63,1 263,1 155,9 2249
Concentracdes Se Média acumulo (mg planta?)
0 pmol L? 2140,8 156,4 376,4 1194,7 261,5 125,5 1838,2 507,4 1172,3 1044,1 1545,1
5 pymol L 2659,8 175,5 4437 1688,8 2954 140,7 2262,5 500,5 1569,7 1245,8 1931,9
15 ymol L? 2927.,8 190,8 463,6 1826,2 289,5 1442 2453,8 514.,8 1952,7 1384,3 2000,8
30 ymol L 2927,1 168,6 544.,7 1733,6 301,9 143,3 2493,2 522,4 2148,6 1489,7 1967,6
60 umol L1 2024,2 129,9 333,9 1137.,6 226,7 90,4 1610,7 346,6 1408,9 1046,3 1274,2

1 Teste F, **: p<0,01; *: p < 0,05; ns: ndo significativo; CV: coeficiente de variagdo; DMS: diferenga minima significativa
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Figura 6. Acamulo de macronutrientes na inflorescéncia de couve-flor em funcédo de
fontes (e selenato; o selenito) e concentracbes de Se. ¢ Média entre as

fontes de Se.

As concentracdes de Se influenciaram o acumulo de B, Cu e Zn na inflorescéncia
da couve-flor (Tabela 6). Para Fe e Mn o acumulo foi afetado pela interacdo entre as
fontes e concentragfes de Se (Tabela 6).

O B foi acumulado na inflorescéncia até concentragdo de 26 pmol Lt Se,
ocorrendo reducgédo na quantidade acumulada com aplicacéo de 60 uymol L' Se (Figura
7A). Constata-se que baixas concentracdes de Se refletiu-se timidamente no acamulo
de Cu (Figura 7B). Contudo, concentracdes de Se superiores a 18 umol L** Se foram
responsaveis pela diminuicdo do acumulo desse micronutriente, reduzindo em 34%
seu acumulo na inflorescéncia.

A quantidade de Fe acumulada na inflorescéncia das plantas foi maior com

aplicacao de selenato. Entretanto, independente da fonte de Se, a concentracdo de
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30 ymol Lt Se promoveu maximo acumulo de Fe, com incremento de 132%, no
selenato, e 45%, com selenito, em relacdo aos acumulos obtidos no tratamento
controle (Figura 7C). A concentragdo de 60 umol L* Se, em ambas as fontes, reduziu
a quantidade de Fe na inflorescéncia, com valores préximos aos encontrados no
tratamento controle.

O selenito aumentou o acimulo de Mn com valor maximo de 1,8 mg planta*
quando forneceu 37 ymol L Se as plantas de couve-flor (Figura 7D). Com selenato o
Mn acumulado na inflorescéncia teve pouca variacdo com concentracbes de Se
inferiores a 21 ymol L Se, mas com elevadas concentracdes de Se houve drastica
reducdo no acumulo de Mn.

Para o acumulo de Zn na inflorescéncia, o0 aumento na concentracdo de Se na
solucdo nutritiva promoveu actimulo do elemento até a concentracdo de 26 ymol L?
Se (Figura 7E). Entretanto, em concentracfes superiores a esta se evidenciou

decréscimos no acumulo de Zn.
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Figura 7. Acumulo de micronutrientes na inflorescéncia de couve-flor em fungéo de

fontes (e selenato; o selenito) e concentracbes de Se. ¢ Média entre as

fontes de Se.

2.3.4 Particdo de massa seca e massa da inflorescéncia

A massa fresca da inflorescéncia e a matéria seca das partes da couve-flor foram

influenciadas pelo fornecimento de Se na solucdo nutritiva. A massa seca de raiz

(MSR) né&o diferiu entre as fontes de Se (Tabela 7), mas aumentou quando a
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concentracédo de Se foi incrementada até 35 ymol L (Figura 8A). A massa seca de
caule (MSC) nao foi influenciada pelos tratamentos fontes e concentracoes de Se
(Tabela 7).

Tabela 7. Resumo da analise de variancia para massa seca de raiz, folha, caule e
inflorescéncia e massa fresca da inflorescéncia de plantas de couve-flor em
funcao de fontes e concentracdes de Se.

Causa da Variacao MSR MSC MSF MSI MFI
Fontes Se (F) 0,21t 1,23 24,88** 0,96" 0,74"
Concentracéo Se (C) 7,25%* 1,66" 5,94** 6,69** 14,04**
FxC 0,44 1,26" 3,81** 0,53" 2,02"
CV (%) 12,3 10,9 9,16 16,9 11,2
Fontes de Se Média das massas (g planta™)

Selenato 16,5a 276 a 222,3 a 58,5a 8954 a
Selenito 16,3 a 26,5 a 192,4 b 61,6 a 923,0 a
DMS 1,28 1,90 12,3 6,57 65,3
Concentragdes de Se Média das massas (g planta™)

0 umol L 13,8 27,64 207,1 54,0 952,6
5 umol L* 15,4 27,82 213,5 62,6 1034,8
15 ymol L* 17,7 27,55 228,3 67,5 995,5
30 pmol L*? 18,8 27,64 204,7 69,1 865,9
60 uymol L* 16,4 24,67 183,1 47,1 697,3

! Teste F, **: p < 0,01; ns: ndo significativo; CV: coeficiente de variacdo; DMS: diferenga minima
significativa; MSR: massa seca de raiz; MSC: massa seca de caule; MSF: massa seca de folhas; MSI:
massa seca da inflorescéncia; MFI: massa fresca da inflorescéncia

Na massa seca de folhas (MSF) houve efeito dos tratamentos e interacao entre
fontes e concentracdes de Se (Tabela 7). A MSF aumentou com o fornecimento de
Se na fonte selenato, com resposta quadratica ao aumentar as concentracdes de Se
(Figura 8B). A maior MSF (246 g planta!) foi obtida na concentracéo de 30,5 ymol L
1 Se, a qual foi préxima das concentracdes que maximizaram a MSR e massa seca
de inflorescéncia (MSI). Por outro lado, 0 aumento das concentracdes de Se, na fonte

selenito, reduziu linearmente a MSF, com maior decréscimo com 60 uymol L Se.
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Entre as fontes de Se, a MSI néo foi diferiu (Tabela 7), mesmo com o incremento
das concentracdes de Se (Figura 8C). Entretanto, a aplicacdo das concentracdes de
Se influenciaram a MSI (Tabela 7), com maximo valor encontrado na concentracéo de
26 ymol L't Se com selenato, e 28 umol L* Se na fonte selenito. As plantas tratadas
nas concentragbes superiores a estas apresentaram redugdo na MSI, sendo 0s
menores resultados constatados com 60 umol L Se.

A massa fresca da inflorescéncia (MFI) da couve-flor ndo diferiu entre as fontes
de Se, porém as concentracdes de Se afetaram a MFI (Tabela 7). Verificou-se que
baixas concentracdes de Se, em ambas as fontes, até 5 ymol L1, aumentou a massa
da inflorescéncia (Figura 8D), enquanto concentracbes superiores promoveram
reducdo. Na maior concentragdo de Se (60 umol L Se), a fonte selenito promoveu

maior massa fresca da inflorescéncia em relacdo ao selenato.
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Figura 8. Efeito das concentragdes e fontes de Se (e selenato; o selenito) na massa
seca das partes da planta e massa fresca da inflorescéncia de couve-flor

cultivada em solugao nutritiva. ¢ Média entre as fontes de Se.
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2.3.5 indices de eficiéncia

As plantas de couve-flor foram mais eficientes em absorver Se (EAse) quando
disponivel na fonte de selenato (Figura 9A). Entretanto, em ambas as fontes, as
concentracdes crescentes de Se promoveram aumento na EAse pela planta de couve-
flor. Com selenato, a maxima eficiéncia estimada foi de 128 mg g* Se aplicado quando
aplicou-se a concentragdo de 30 ymol L Se, e com selenito registrou-se EAse de 62
mg g na concentracéo de 20 ymol L Se.

A eficiéncia de translocacao de Se (ETse) na fonte selenato foi superior que a
de selenito, ndo diferindo entre as concentracdes de 5 a 60 umol L Se na solugéo
nutritiva (Figura 9B). Na aplicacdo de selenito, as plantas de couve-flor transferiram
para a parte aérea, em média, 55% do Se absorvido. Quando se utilizou selenato, a

eficiéncia de translocacéo de Se foi em torno de 99%.
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Figura 9. Eficiéncia de absorcdo de Se — EAse (A) e translocagéo de Se — ETse (B) na
planta e eficiéncia de utilizacdo de Se na inflorescéncia — EUse (C) de couve-

flor em fungao de fontes (e selenato; o selenito) e concentragdes de Se.
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A eficiéncia de utilizacao de Se na inflorescéncia (EUse) expressa a capacidade
da planta em empregar o nutriente absorvido na sintese de biomassa. Nesse sentido,
a conversao de Se em inflorescéncia pela planta foi maior com selenito, evidenciando-
se indices de utilizacdo superiores aos encontrados com selenato (Figura 9C).
Percebe-se, em ambas as fontes, melhores indices de eficiéncia de utilizagdo com 5
umol L Se, ocorrendo reducdo ao aumentar a concentracdo de Se na solucéo
nutritiva. Na maior concentracdo de Se (60 umol L't Se) ndo houve EUse, sendo que

os valores obtidos foram negativos para as fontes selenato e selenito.

2.4 DISCUSSAO

O objetivo da biofortificagdo é aumentar o teor de determinado elemento na
planta, principalmente em sua parte comestivel, sem provocar desequilibrios
nutricionais e/ou reducao na producéo. No presente estudo, o teor de Se na planta foi
incrementado quando se aplicaram concentracfes crescentes de Se nas fontes
selenato e selenito (Figura 2A e 2B), concordando com resultados obtidos em outros
trabalhos (RAMOS et al., 2011; HAWRYLAK-NOWAK, 2013; BANUELOS et al., 2016;
BOLDRIN et al., 2016).

Para efeito de biofortificacdo da inflorescéncia da couve-flor, a aplicacdo de
selenato na solucao nutritiva promoveu maiores teores do elemento na inflorescéncia
e também elevado acumulo de Se na parte aérea das plantas. O teor de Se na
inflorescéncia das plantas biofortificadas variou de 42 a 1.017 mg kg* Se na massa
seca (MS) em plantas tratadas com selenato e 33 a 232 mg kg* MS com selenito.
Estes teores obtidos na inflorescéncia foram muito acima do limite permitido em
alimentos pelo Codex Alimentarius. Fato que esta relacionado com as elevadas
concentracdes de Se fornecidas na solucao nutritiva e o longo periodo de exposi¢cao
(50 dias) desse elemento as plantas de couve-flor, o que permitiu maior absorcéo e
acumulo do elemento pelas plantas.

Nesse contexto, estudos devem ser realizados a fim de avaliar concentracdes
menores de Se na solugdo nutritiva, assim como o inicio do fornecimento desse

elemento as plantas. Uma vez que, neste trabalho, o Se foi fornecido a partir de 15
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dias apods transplante das plantas para os canais hidropdnicos (PVC), quando a
planta apresentava 12 folhas e estava a 35 dias da emissédo da inflorescéncia. Desse
periodo até a colheita da inflorescéncia, a solucéo nutritiva foi renovada oito vezes
e, portanto, também renovado o fornecimento de Se as plantas. Assim, para 0s
tratamentos com as concentracdes de 5, 15, 30 e 60 ymol L** Se na solugéo nutritiva,
foram aplicadas 36, 107, 213 e 426 mg de Se por planta durante o ciclo de cultivo,
respectivamente. Dessa maneira, talvez o fornecimento de Se somente apés a
visualizacdo ou emissédo da inflorescéncia determinard menor periodo de absorcéo
e translocacéo do Se para a inflorescéncia, o que proporcionara teores de Se dentro
do padrao aceitavel pelo Codex Alimentarius, tornando a couve-flor biofortificada com
Se uma possivel alternativa para aumentar a ingestdo de Se na populacao brasileira,
a qual apresenta indicativo de baixo consumo desse elemento (FERREIRA et al.,
2002; REIS et al., 2014).

Estudos tém confirmado a eficicia do selenato no enrriguecimento de Se em
plantas, principalmente, da familia Brassicaceae como repolho (MECHORA et al.,
2011), brocolis (SINDELAROVA et al., 2015) e couve (LEFSRUD et al., 2006). O
selenato por competir prontamente com sulfato é ativamente absorvido pelas plantas
através de transportadores de sulfato, enquanto o selenito acredita-se ser absorvido
de forma passiva e por transportadores de fosfato (WHITE et al., 2004, LI; MCGRATH,;
ZHAO, 2008). Geralmente, a absorcdo de selenato é bem maior que a de selenito
(WHITE et al., 2004), fato que foi evidenciado no presente estudo (Figura 9A), em que
as plantas de couve-flor absorveram 2 vezes mais Se quando fornecido na fonte
selenato e em concentracdes superiores a 5 ymol L' Se, constatando-se maior
eficiéncia.

O selenato por ser facilmente translocado na planta contribuiu para os elevados
teores e acumulos encontrados na parte aérea da couve-flor (Figura 2A e 2C). Cerca
de 99% do Se absorvido, nesta fonte, independente da concentragdo aplicada na
solucdo nutritiva, foi transferido para a parte aérea das plantas. Com selenito, a
translocacdo de Se foi menor, uma vez que grande parte do selenito é retido nos
tecidos radiculares devido encontrar-se em uma forma quimica mais reduzida, sendo
rapidamente incorporado em compostos organoselénicos (WHITE et al.,, 2004;

WHITE, 2016). Este fato explica os maiores teores e acumulos de Se encontrados
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nas raizes de couve-flor quando tratadas com selenito (Figura 2B e 2D), forma
quimica rapidamente assimilada em selenoaminocidos nos tecidos da raiz,
conferindo baixa quantidade no transporte xilematico, o0 que resulta em taxas
inferiores de translocacéo (LI; MCGRATH; ZHAO, 2008; GUERRERO et al., 2014).

A biofortificacdo de plantas com Se pode, indiretamente, ocasionar possiveis
alteracées no balanco nutricional, afetando o crescimento e a producgéo. Neste
trabalho, ficou evidente que as plantas biofortificadas com elevadas concentracfes de
Se, principalmente na fonte selenito, diminuiram o teor de P, S, Ca, Mg, B, Cu, Fe, Mn
e Zn na folha diagnéstica (Figuras 3 e 4), afetando processos metabdlicos, que reflete
na reducao do crescimento e produtividade da couve-flor. Fato que foi constatado com
o decréscimo da MSF, MSI e MFI quando aplicou-se concentracdes superiores a 30
umol Lt de Se na fonte selenito (Figura 8).

A reducdo de P verificada na folha diagnéstica com o aumento de Se pode
prejudicar diversos processos celulares, jA que este elemento esta envolvido no
transporte de energia e liga-se a muitas moléculas essenciais, como acidos nucléicos
e fosfolipideos (DRAHONOVSKY et al., 2016). Devido & semelhanca quimica entre
fosfato e selenito, ha uma competicdo de ions (HOPPER; PARKER, 1999; LI;
MCGRATH; ZHAO, 2008), que se elevada e associada a outras interacdes
metabdlicas, podem diminuir a absorcdo de P e seu teor no tecido foliar.

O metabolismo de Se e S estdo intimamente relacionados devido a semelhanca
guimica existente, permitindo competirem pelos mesmos sitios metabdlicos na planta
(WHITE et al., 2004; WHITE, 2016). No presente estudo, o teor de S aumentou nas
plantas de couve-flor tratadas com selenato e diminiu com selenito (Figura 3B),
sugerindo relacdo sinérgica entre selenato e S, também relatada por Rios et al. (2013),
Ribeiro et al. (2016) e Boldrin et al. (2016). O sulfato inibe a absorcéo de selenato na
rizosfera; porém, o selenato nessa regiao promove a absorc¢do de sulfato, ocorrendo
acumulo de S em orgéos da parte aérea, o0 que evita, provavelmente, a reducao na
abundancia e/ou atividade dos transportadores de sulfato por meio de sulfato e seus
derivados (WHITE et al., 2004). Entretanto, a absorcao de S estimulada pela inducéo
do selenato pode ser uma toxicidade incipiente de Se, que reduziu o crescimento das

plantas, evento observado quando aplicou concentragdo de 60 uymol L Se.
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As reducdes nos teores Ca e Mg, observadas nas Figuras 3C e 3D, indicam
provavel toxicidade de Se com danos a membrana celular. Estes macronutrientes por
atuarem diretamente na constituicdo da parede celular e da clorofila, respectivamente,
afetam o crescimento da planta. Esse fato esta associado a pequena producéo de
matéria seca da couve-flor encontrada com a aplicacdo de elevadas concentracdes
de Se na solugéo nutritiva.

Os decréscimos nos teores de Cu, Mn, Fe e Zn promovidos por concentracoes
superiores a 30 ymol L Se (Figura 4), principalmente com selenito, podem ser
atribuidos ao efeito antagbnico do Se com esses micronutrientes, fato também
evidenciado por Feng et al. (2009). Esta reducdo afeta o0 mecanismo de defesa da
planta, devido a esses nutrientes estarem diretamente relacionados com a atividade
da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD). A explicacdo para o selenito
promover menores teores de macronutrientes e micronutrientes na folha diagnostica,
guando comparado ao selenato (Figuras 3 e 4), seria devido esta forma de Se, quando
presente no interior vegetal, alterar o coeficiente de permeabilidade de ions na
membrana plasmatica e, consequentemente, afetar a absorcdo, o transporte e o
acumulo de nutrientes nas células vegetais (PAZURKIEWICZ-KOCOT; KITA,;
PIETRUSZKA, 2008). Neste sentido, a mudanca na capacidade de transporte de ions
€, provavelmente, um dos primeiros sintomas observados dos efeitos de Se nas
plantas.

O Se estimulou o crescimento das plantas e incrementou a massa seca e massa
fresca da inflorescéncia da couve-flor com aplicacéo de baixas concentracdes (Figura
8). Contudo, estas variaveis foram inibidas em altas concentracdes, evidenciando que,
dependendo da fonte e concentracdo de Se, hd um duplo efeito do Se. Com o
fornecimento de selenato, o nivel critico de toxicidade foi de 5,1 ymol L%, enquanto
para selenito foi de 2,6 umol L1, o que confere ao selenito maior efeito fitotoxico com
reducdo na massa fresca da inflorescéncia da couve-flor. O efeito toxido do Se deriva,
principalmente, da interferéncia de Se no metabolismo do S e a substituicdo néo
especifica de aminiacidos sulfurados pelos seus analogos de Se e sua posterior
incorporacdo em proteinas (WHITE et al., 2004; WHITE, 2016). O selenito por ser

convertido rapidamente em formas organicas de Se, e assim incorporado nas
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moléculas de proteinas em substituicdo ao S, causa toxicidade mais rapidamente
quando comparado ao selenato (HOPPER; PARKER, 1999; WHITE et al., 2004).

As plantas de couve-flor converteram eficientemente Se em inflorescéncia
quando selenito foi aplicado na solucéo nutritiva (Figura 9C). Esse fato pode ser
explicado por esta fonte ser facilmente assimilada em formas organicas nas raizes,
sendo prontamente incorporada como selenoaminoacidos nas proteinas em
substituicdo aos aminoacidos sulfurados (LI; MCGRATH; ZHAO, 2008; GUERRERO
et al., 2014). Com selenito, o processo de assimilacdo de Se exige menos energia
da planta comparado ao selenato, que apds absorvido pelas raizes precisa ser
transferido a parte aérea, onde sera convertido em formas orgéanicas de Se antes de
metabolizado. Assim, devido a rapida incorporacdo em formas organicas, o selenito
consegue ser mais toxico do que o selenato, afetando intensamente a eficiéncia de
utilizacdo de Se pelas plantas. A couve-flor tratada com selenato, apesar de
apresentar maior biomassa, foi pouco eficiente na utilizacdo de Se, possivelmente

devido a maior absorcéo, translocacdo e acumulo de Se na parte aérea das plantas.

2.5 CONCLUSOES

5 pumol L?! Se na solugdo nutritiva proporcionou teor do elemento na
inflorescéncia da couve-flor superior ao limite estabelecido pelo Codex Alimentarius.

Altas concentracbes de Se, principalmente na fonte selenito, afeta
negativamente o crescimento e o teor dos nutrientes na inflorescéncia, depreciando a
qualidade do produto.

O selenato é a fonte que promove maior eficiéncia de absorcédo e translocacao
do elemento na planta, proporcionando elevadas concentracbes de Se no tecido

vegetal, sendo este um aspecto positivo para programas de biofortificacao.
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CAPITULO 3 — Aumento da capacidade antioxidante em plantas de couve-flor

biofortificadas com selénio

RESUMO - Embora néo seja essencial as plantas, o Se possui papel importante
no metabolismo delas, atuando como antioxidante na protecdo contra 0 estresse
oxidativo. Neste estudo, analisou-se 0 acumulo de massa seca, parametros
fisiologicos e atividade de enzimas antioxidantes em plantas de couve-flor cultivadas
em hidroponia e suplementadas com fontes (selenato e selenito) e concentracdes de
Se (0, 5, 15, 30 e 60 ymol L*1). Verificou-se que a aplicacdo de Se, em baixas
concentragdes (< 5 ymol L), promoveu o crescimento das plantas de couve-flor e
atuou como antioxidante, exercendo efeito inibitério na formacéo de espécies reativas
de oxigénio (ERO). Esse efeito benéfico foi associado a uma melhora na taxa de
fotossintese e regulacdo da atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e ascorbato peroxidase (APX). A inibicdo da
peroxidacao lipidica, através da ativacao das enzimas, foi mais eficiente com selenato,
permitindo manter em alta o poder de reducéo e elimina¢do de ERO, aliviando o dano
oxidativo nas células.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. botrytis, selenato, selenito, fotossintese,
peroxidacao lipidica
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3.1 INTRODUCAO

O selénio (Se) € um elemento essencial ao metabolismo humano e animal,
atuando como componente de diversas enzimas e proteinas envolvidas na protecao
antioxidante (FENG et al., 2015; WHITE, 2016). Sua deficiéncia na nutricdo humana
pode acarretar desordens nas fun¢Bes biolégicas do organismo, sendo crucial para
incidéncia de doencas. Nas plantas, o Se ndo € considerado um elemento essencial,
embora possa ser acumulado em grande quantidade nos tecidos vegetais. No
entanto, o consumo de plantas enriquecidas em Se constitui uma boa maneira de
aumentar a ingestdo desse elemento em humanos, com efeitos benéficos para a
saude em longo prazo (PUCCINELLI; MALORGIO; PEZZAROSSA, 2017).

Efeitos benéficos do Se nas plantas tém sido associado a aplicacdo de baixas
concentracdes desse elemento, que estimula o crescimento, aumenta a capacidade
antioxidante e a tolerancia das plantas contra efeitos prejudiciais de estressores,
resultando em melhora na producdo das plantas (DIAO et al., 2014; ZHANG et al.,
2014). Entretanto, em concentracfes elevadas o Se pode ser toxico as plantas,
estimulando a oxidac&o descontrolada e o extravasamento de eletrolitos celular, o que
favorece o aumento na formagéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), como anion
superoxido (O27), radical hidroxila (OH-) e peréxido de hidrogénio (H202), e induz o
estresse oxidativo (SHARMA et al., 2012; FENG; WEI; TU, 2013).

O Se, em concentracBes adequadas, pode desempenhar um papel importante
na diminuicdo da peroxidacdo lipidica e no aprimoramento de mecanismos
enzimaticos e ndo enzimaticos, que tentam minimizar os danos por estresse
oxidativo e manter o estado redox da célula (FENG; WEI; TU, 2013; GRATAO et al.,
2015). O sistema de defesa enzimatico compreende a atividade de enzimas
antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1), que converte Oz~
em H202 (GRATAO et al., 2015; NOCTOR; FOYER, 2016). O H202 produzido em
excesso pode ser convertido em H20 pela acdo das enzimas ascorbato peroxidase
(APX, E.C. 1.11.1.11), catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) e glutationa perdxidase (GPX,
E.C. 1.11.1.9) (SHARMA et al., 2012). Além disso, mecanismos nao enzimaticos
capazes de eliminar ERO envolvem compostos como prolina, flavonoides,
carotenoides, ascorbato e glutationa (GSH) (SHARMA et al., 2012; GRATAO et al.,
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2015; NOGUEIROL etal., 2015). A regeneracao de GSH formada a partir de glutationa
oxidada (GSSG) é catalisada pela glutationa redutase (GR, E.C. 1.6.4.2) usando
NADPH como agente redutor (GRATAO et al., 2015; ALVES et al., 2017).

Os cloroplastos sdo as primeiras organelas a sofrerem danos oxidativos,
levando a reducdo da fotossintese quando as plantas lidam com o estresse
ambiental (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011; SHARMA et al., 2012). No entanto,
o fornecimento de niveis adequados de Se pode diminuir os danos aos cloroplastos e
aumentar os teores de pigmentos fotossintéticos e carotendides, contribuindo para
protecdo do sistema fotossintético (FILEK et al., 2010; WANG; WANG; WONG, 2012;
ZHANG et al., 2014; FENG et al., 2015). A taxa fotossintética das plantas é reforcada
com aplicacdo de Se em baixas concentracfes, estando intimamente relacionada
com a diminuicdo dos niveis de ERO, reativacdo da atividade antioxidante e
restauracdo da estrutura danificada dos cloroplastos (FENG; WEI; TU, 2013).
Contudo, a aplicacdo de Se em concentracdes elevadas pode danificar o aparelho
fotossintético e inibir a fotossintese (WANG; WANG; WONG, 2012), levando ao
acumulo de ERO nas células vegetais.

Nas plantas, o Se é metabolizado pela mesma via de assimilagdo de enxofre,
sendo que sua distribuicdo e acumulacédo dependem da fonte quimica e concentracéo
de Se (WHITE et al., 2004; WHITE, 2016). O Se é absorvido principalmente nas
formas de selenato (Se04?), altamente disponivel as raizes, selenito (SeO3?) e alguns
compostos organicos em menor proporcdo (SORS; ELLIS; SALT, 2005). O selenato
compete diretamente com o sulfato, uma vez que seu transporte ocorre através do
plasmalema por transportadores de sulfato de alta afinidade e permanecem em forma
inorganica (WHITE et al., 2004; WHITE; BROADLEY, 2009). Em contraste, a absor¢cao
de selenito envolve transportadores de fosfato, permanecendo em forma organica
(HOPPER; PARKER, 1999; LI; MCGRATH; ZHAO, 2008).

A couve-flor, por ser uma Brassica considerada acumuladora de Se, converte
esse elemento em compostos quimioprotetores capazes de proteger o organismo
humano de diversos tipos de doencas (FAIRWEATHER-TAIT et al.,, 2011). Assim,
devido seu consumo amplo no Brasil e no mundo, a inflorescéncia dessa planta
enriquecida em Se pode beneficiar a nutricdo e a saude humana. No entanto, para a

eficacia do enriquecimento de Se nas culturas alimentares, com intuito de
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biofortificacdo, a adocéo de fontes e concentracdes de Se adequadas é fundamental
para o sucesso da técnica, evitando efeitos fitotoxicos e reducao de produtividade
das plantas, fatores que podem ter relacdo com maquinaria fotossintética e a
regulacdo de sistemas antioxidante de defesa (RAMOS et al., 2010; WANG; WANG;
WONG, 2012).

Nesse sentido, considerando que a couve-flor € uma cultura propensa a integrar
programas de biofortificacéo e diante a necessidade de se obter mais informacdes
sobre o efeito do fornecimento de Se em processos fisiologicos e bioquimicos das
plantas, realizou-se este estudo com o objetivo de analisar a capacidade fotossintética
e de enzimas antioxidantes em plantas de couve-flor biofortificadas com Se.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Localizacéao, instalagcédo e conducao do experimento

O experimento em sistema hidropénico foi conduzido em ambiente protegido na
Universidade Estadual Paulista, campus de Jaboticabal, Sdo Paulo (21° 15’ 22" S, 48°
15’ 58” W e 615 m de altitude), entre 23 de janeiro a 30 de abril de 2015. Durante o
periodo de cultivo, registrou-se temperaturas maxima meédia de 31 °C, minima média
de 19,7 °C e umidade relativa média do ar de 77%.

As mudas de couve-flor, hibrido ‘Sharon’, foram formadas em espuma fendlica e
mantidas em ambiente protegido. Aos 10 dias apés a semeadura (DAS), as plantulas
foram transferidas para sistema hidropdénico NFT (nutrient film technique),
permanecendo neles até apresentarem quatro folhas totalmente desenvolvidas.
Posteriormente, procedeu-se o transplante para canais hidropdnicos de policloreto de
polivinila (PVC), com 0,20 e 2,0 m de diametro e comprimento, respectivamente,
cobertos com papel Tetra Pak® para evitar a incidéncia de luz na solugdo nutritiva. O
espacamento utilizado foi de 0,50 m entre plantas e 1,0 m entre canais de cultivo, os
quais foram instalados com 5% de declividade e ligados a um reservatdrio com
capacidade para 40 L de solucao nutritiva, sendo essa bombeada para os canais por

meio de bombas submersas.
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A solucao nutritiva utilizada foi de Hoagland e Arnon (1950) com modificagbes
nas concentracdes de N (189 mg L), K (211 mg L) e Ca (150 mg L?), sendo
preparada com agua deionizada. O pH foi monitorado e mantido durante todo o
periodo experimental entre 5,8 e 6,5. A solucdo foi renovada sempre que a
condutividade elétrica atingiu 1,5 dS m, correspondente a 70% da inicial.

Os tratamentos utilizados foram fontes quimicas de selénio (selenato de sédio —
Na2SeOq e selenito de sodio — Na2SeOs-5H20, Sigma-Aldrich) e concentragdes de Se
(0, 5, 15, 30 e 60 umol L), organizados em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 2 x 5, com quatro repeticdes e unidade experimental
constituida de quatro plantas por canal. As aplicacdes de Se foram realizadas 15 dias
apos a transferéncia das plantas para os canais de PVC e reaplicada por ocasido das
renovacdes da solucao nutritiva.

No periodo de 75 e 90 DAS, correspondente a 35 e 50 dias de exposicdo ao
selénio, respectivamente, amostras de tecido foliar da parte central da primeira folha
recém-desenvolvida da couve-flor foram coletadas e imediatamente imersas em
nitrogénio liquido e, em seguida, armazenadas em freezer -80 °C para posterior
extracdo e quantificacdo de proteinas sollveis totais para analises das enzimas
antioxidantes, determinacdo da peroxidacao lipidica e contetdo de H202. No final do
experimento, aos 100 DAS, as plantas foram colhidas, acondicionadas em sacos de
papel e, posteriormente, secas em estufa de circulacdo forcada de ar (65 °C) até obter

massa constante para a determinacdo da massa seca total e teor de Se.

3.2.2 Caracteristicas avaliadas

Massa seca total e teor de Se

As plantas de couve-flor, apos colhidas, foram lavados em &agua corrente,
mergulhadas em solucdo de &cido cloridrico (1%) e depois em agua deionizada.
Posteriormente, as amostras foram secas em estufa (65 °C) por 72 horas e pesadas
em balanca analitica para determinar a massa seca total (em gramas). Em seguida, 0
material da raiz, caule, folhas e inflorescéncia foram moidos em moinho de facas e, o

po6 fino obtido, digerido em HNO3 em bloco de digestdo aquecido gradualmente para
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203 °C. Apds esse processo, o teor de Se foi determinado, em cada material vegetal,
pela técnica de espectrometria de fluorescéncia de raios X por dispersao de energia
(EDXRF — energy dispersive X-ray fluorescence spectrometry) descrita por Tezotto et
al. (2013).

Trocas gasosas

Em cada unidade experimental, na primeira folha recém-desenvolvida em uma
das plantas Uteis, aos 75 e 90 DAS, no horéario entre as 08:00 e 12:00, foram
mensurados a concentracdo interna de CO2 (Ci) (umol m? s' CO2), taxa de
transpiracdo (E) (mmol m2 s* H20), condutancia estomatica (gs) (mmol m=2 s H20)
e taxa de fotossintese (A) (umol m? st COg2), utilizando um analisador de gas
infravermelho portétil (LC-PRO+, ADC Bioscientific Ltda Herts England) com radiacao

artificial de 1200 pmol m? s,

Peroxidacdo lipidica e teor de peréxido de hidrogénio

A peroxidacao lipidica foi estimada pelo teor de substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS), de acordo com métodos descritos por Heath e Packer (1968).
A concentracdo de malondialdeido (MDA) foi determinada pela leitura em
espectrofotometro entre 535 e 600 nm, sendo os dados calculados com base no
coeficiente de extin¢do de 1,55 x 105 molt cm™? (GRATAO et al., 2012).

O teor de peroxido de hidrogénio (H202) foi estimado conforme os métodos de
Alexieva et al. (2001). O tecido foliar das plantas foram homogeneizados em &cido
tiobarbittrico (0,1%) e centrifugados a 10.000 g durante 10 min. O sobrenadante
obtido foi adicionado a 100 mmol L* de Tampéo fosfato de potassio (pH 7,5) e solucédo
de iodeto de potassio (1 mol L), e em seguida incubado em gelo durante uma hora.
A leitura foi realizada na absorbancia a 390 nm e o teor de H202 determinado com

base em curva padrdo de concentracdo de H20x2.
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Teor de clorofila e carotendides

Amostras de tecido foliar da parte central da primeira folha recém-desenvolvida
da couve-flor foram coletadas, aos 75 e 90 DAS, e adicionadas em eppendorfs com
acetona (80%). Apds periodo de 48 horas sob agitacdo a 4 °C, as amostras contendo
a solugcéo com os pigmentos foram lidas em espectrofotdmetro, nos comprimentos de
onda de 470 nm para carotendides e 662 nm e 645 nm para a clorofila a e b,
respectivamente. O teor de cada pigmento foi calculado seguindo a metodologia de
Lichtenthaler (1987).

Extracdo enziméatica e determinacao de proteinas

Amostras de tecido de folha fresca foram homogeneizadas, usando um pilédo em
processo refrigerado, em tampédo de extracdo contendo tampao fosfato de potassio
100 mmol L (pH 7,5), 1 mmol L &cido etilenodiamina tetraacetico (EDTA), 3 mmol
L1 DL-ditiotreitol e 5% (p/v) polivinil-polipirrolidona (BOARETTO et al., 2014). O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g durante 30 min a 4 °C e o sobrenadante
armazenado a -80 °C para determinar as atividade enziméticas de superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e ascorbato peroxidase
(APX). A concentracdo de proteina foi determinada seguindo o método de Bradford
(1976) utilizando albumina de soro bovino como padrdo, sendo expresso em mg ml -2

proteina.

Superoxido Dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1)

A atividade de superoxido dismutase (SOD) foi determinada em
espectrofotometro, conforme descrito em Cembrowska-Lech, Koprowski e Kepczynski
(2015), sendo a reacao conduzida em uma camara de reacao (caixa) sob iluminagéo
de lampada fluorescente de 15 W, a 25 °C. O meio de reagdo consistiu de tampé&o
fosfato de potassio 50 mmol L (pH 7,8), metionina 50 mmol L2, NBT 1 mmol L (azul
de nitrotetrazélio), EDTA 10 mmol L e riboflavina 0,1 mmol L1, A leitura foi realizada

a 560 nm e a atividade de SOD expressa em U mg proteina.
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Catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6)

A atividade de catalase (CAT) foi determinada pela mistura de reacéo de 1 mL
de 100 mmol L* de tampéao fosfato de potéssio (pH 7,5) e 2,5 puL H202 (solugéo a
30%). A atividade enziméatica foi quantificada pelo monitoramento da decomposicao
do H202em espectrofotdbmetro a 240 nm por 1 minuto conforme descrito por Nogueirol

et al. (2015). A atividade de CAT foi expressa em pmol mint mg? proteina.

Glutationa Redutase (GR, E.C. 1.6.4.2)

A determinacédo da glutationa redutase (GR) foi realizada em espectrofotometro,
a 30 °C, a partir da mistura de tampao fosfato de potassio 100 mmol L (pH 7,5)
contendo acido 5,5 ditiobis 1 mmol L (acido 2-nitrobenzéico), GSSG 1 mmol L' e
NADPH 0,1 mmol L. A atividade da GR foi estimada pela redugéo da GSSG seguida
por monitoramento do aumento da absorbancia a 412 nm durante 1 minuto de acordo
com Carvalho et al. (2013). A atividade de GR foi expressa em pmol min?t mg?
proteina.

Ascorbato Peroxidase (APX, E.C. 1.11.1.11)

A atividade de ascorbato peroxidase (APX) foi mensurada em reacao contendo
0 extrato vegetal, tampao fosfato de potassio 80 mmol L (pH 7,0), ascorbato 5 mmol
L1, EDTA 1 mmol L e H202 1 mmol Lt (GRATAO et al., 2012). A leitura foi realizada
em espectrofotbmetro monitorando, ao longo de 1 minuto, a taxa de oxidag¢do do
ascorbato a 290 nm a 30 °C. A atividade de APX foi expressa em pumol mint mg?
proteina.
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3.2.3 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (a < 5%). As
concentracfes de Se foram analisadas em estudos de regressdo, em que optou-se
pela equagéo significativa e com maior coeficiente de determinagéo. Para realizagao
das analises foi utilizado o software estatistico AgroEstat (BARBOSA; MALDONATO
JUNIOR, 2015).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Massa seca total e teor de Se

O Se fornecido nas fontes selenato e selenito, ao longo dos 50 dias de aplicacéo,
reduziu a massa seca total das plantas de couve-flor a partir da concentragéo de 30
umol Lt Se (Figura 1A e 1B). A concentracdo de 15 ymol L Se, na fonte selenato,
promoveu maiores incrementos na massa seca das plantas, o que refletiu em aumento
de 22% na massa seca total das plantas (Figura 1A). Os resultados de massa seca
encontrados com selenito foram inferiores aos obtidos com selenato (Figura 1B).
Contudo, maiores massas secas foram obtidas em concentracdes até 15 umol L Se.
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Figura 1. Efeito das concentragfes de Se na massa seca total da couve-flor na fonte

selenato (A) e selenito (B) e teor de selénio nas partes da couve-flor na

fonte selenato (C) e selenito (D).

O aumento na concentragao de Se, em ambas as fontes, incrementou o teor de

Se nas partes da couve-flor. Quando se aplicou selenato, independente da

concentracdo, os maiores teores de Se foram encontrados nos tecidos da

inflorescéncia, em seguida na folha, no caule e na raiz das plantas (Figura 1C). Com

aplicacao de selenito, a raiz concentrou-se os maiores teores de Se, 0os quais foram

cinco vezes maior que os encontrados na inflorescéncia (Figura 1D). JA os menores

teores foram observados na folha das plantas.
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3.3.2 Andlise de trocas gasosas

A concentracao interna de CO:2 (Ci), analisada aos 75 DAS, diferiu entre as
concentracdes e fontes de Se (Tabela 1). O aumento da concentracdo de Se até 30
umol L1, na fonte selenato, reduziu a Ci (Figura 2A). Entretanto, em concentracées
superiores a esta houve aumento de Ci, verificando-se na maior concentragédo de Se
(60 umol L) resultados similares aos obtidos no tratamento controle (0 umol L1). Com
selenito, a variacdo da concentracado de Se resultou em Ci proximo aos obtidos no
controle, porém, superiores aos encontrados com selenato (Figura 2A). Aos 90 DAS,
nao houve efeito das fontes e concentragdes de Se na Ci (Tabela 1).

As fontes e concentracfes de Se nao influenciaram a taxa de transpiracdo (E)
das plantas de couve-flor, quando avaliadas aos 75 e 90 DAS (Tabela 1). Todavia, as
maiores taxas de transpiracéo foram encontradas aos 90 DAS, sendo cerca do dobro
da observada aos 75 DAS.
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia para concentracdo interna de CO2 (Ci), taxa de transpiracéo (E), condutancia estomatica
(gs) e taxa de fotossintese (A) em folhas de couve-flor aos 75 e 90 dias apds semeadura (DAS) em funcao de fontes (e
selenato; o selenito) e concentracdes de Se.

Causa da Variacao Ci-75DAS Ci-90DAS E-75DAS E-90DAS (gs-75DAS (s-90DAS A - 75 DAS A - 90 DAS
Fontes Se (F) 8,51*+1 0,91 2,53™ 0,32™ 5,12* 0,00™ 2,29™ 4,22*
Concentracéo Se (C) 7,20%* 1,50™ 1,41 0,21 3,83* 1,67 4,32** 6,94**
FxC 0,73™ 0,14"s 0,72" 0,06"s 0,35" 0,02" 3,45* 0,69"
CV (%) 10,6 8,7 9,7 5,8 15,3 22,6 7,0 9,1
Fontes de Se Média

Selenato 208,85 b 2239 a 5,72 a 11,93 a 0,417 b 0,420 a 19,22 a 19,43 a
Selenito 230,45 a 2298 a 6,01 a 11,80 a 0,465 a 0,421 a 19,87 a 18,31 b
DMS 151 12,7 0,38 0,44 0,043 0,06 0,88 11
Concentragdes Se Média

0 ymol L* 237,0 238,9 5,90 11,69 0,480 0,482 18,63 16,31
5 pmol L? 2125 231,3 5,75 11,86 0,424 0,436 20,72 18,42
15 ymol L* 199,0 224,8 5,65 11,99 0,407 0,385 20,34 19,33
30 ymol L 201,0 216,7 5,76 11,94 0,394 0,374 19,61 19,97
60 umol L 248,7 223,0 6,25 11,85 0,501 0,425 18,44 20,33

1 Teste F, **: p<0,01; *: p < 0,05; ns: ndo significativo; CV: coeficiente de variagdo; DMS: diferenga minima significativa
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Os fatores fontes e concentracdes de Se influenciaram a condutancia estomatica
(gs) apenas aos 75 DAS (Tabela 1). O aumento da concentracao de Se, em selenato
e selenito, diminuiu a gs nas folhas de couve-flor na primeira época (75 DAS) (Figura
2B). Os menores valores de gs foram constatadas com 31 e 25 ymol L* Se na fonte
selenato e selenito, respectivamente, embora com selenato os resultados foram
inferiores aos constatados com selenito.

A taxa de fotossintese (A) analisada aos 75 DAS foi influenciada pela interacéo
entre fontes e concentracdes de Se (Tabela 1). Nessa época, o Se fornecido em
baixas concentragdes, na fonte selenato, aumentou a taxa de A nas plantas, sendo 5
pumol Lt Se a concentracdo que proporcionou maior incremento de A (Figura 2C). Nas
plantas tratadas com elevadas concentracbfes de Se, a taxa de A foi reduzida,
verificando-se maxima redugéo em 60 umol L Se. A taxa de fotossintese das plantas
expostas a selenito ndo diferiu com o aumento das concentracdes de Se na solucéo
nutritiva (Figura 2C). Aos 90 DAS, a fonte e concentragdo de Se afetou a taxa de A
(Tabela 1). Os resultados obtidos, aos 90 DAS, com selenato e selenito, apresentaram
tendéncias diferentes das observadas aos 75 DAS. Em ambas as fontes, houve
incremento de A ao variar a concentracdo de 0 a 60 umol Lt Se (Figura 2D). No
entanto, com selenito, independente da concentracdo de Se, os valores de A foram

menores que oS constatados com selenato.
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Figura 2. Quantificacdo da concentracdo interna de CO:2 (Ci) e condutancia

estomatica (gs) aos 75 DAS e taxa de fotossintese (A) aos 75 e 90 DAS em

folnas de couve-flor em funcdo de fontes (e selenato; o selenito) e

concentracdes de Se.

3.3.3 Peroxidacéo lipidica e teor de H202

A fonte e concentracdo de Se influenciou o teor de malondialdeido (MDA)

analisado aos 75 DAS (Tabela 2). Nessa época, o fornecimento de selenito promoveu

teores de MDA em folhas de couve-flor maiores que os resultados obtidos com

selenato (Figura 3A). As concentragbes crescentes de Se, em ambas as fontes,

incrementaram linearmente o teor de MDA, sendo obtido, com 60 umol L2, teores

maximos de 3 nmol g, na fonte selenato, e 4 nmol g, com selenito. Na segunda

época (90 DAS), houve interacdo entre os fatores de estudo, mas néo foi evidenciado

diferenca significativa entre as fontes de Se (Tabela 2). As plantas tratadas com

selenato, até concentracdo de 30 umol L Se, apresentaram maior teor de MDA em
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relacdo as que receberam selenito (Figura 3B). Maiores resultados foram encontrados
na aplicacdo de 30 e 60 umol L Se, na fonte selenato e selenito, respectivamente.

O teor de peroxido de hidrogénio (H202) no tecido foliar ndo variou com a
aplicacdo das concentracbes de Se nas duas épocas de avaliacdo (Tabela 1).
Entretanto, observou-se teores de H202 mais pronunciados em plantas que receberam
selenito, sendo os resultados encontrados aos 75 DAS maiores que 0s obtidos na
segunda época (90 DAS).

No tecido da inflorescéncia, os teores de MDA e H202foram influenciados pelas
concentracbes de Se, sendo efeito das fontes observado apenas na variavel H202
(Tabela 2). Maiores valores de MDA e H202 foram obtidos com aplicacao de selenato,
incrementando-se na medida em que houve aumento da concentracdo de Se na
solucéo nutritiva (Figura 3C e 3D). Nesta fonte, os teores maximos de MDA e H20:2
foram encontrados com 44 e 31 umol L Se, respectivamente. Com selenito, o H202

foi reduzido com aumento das concentracdes de Se (Figura 3D).
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Tabela 2. Resumo da anadlise de variancia para teor de malondialdeido (MDA) e de peréxido de hidrogénio (H202) em folhas aos 75
e 90 DAS e na inflorescéncia da couve-flor (INF), teor de clorofila total (CloT) e carotenoides (Car) em folhas de couve-flor
aos 75 e 90 DAS em funcdo de fontes (e selenato; o selenito) e concentracdes de Se.

Causada Variaggo % MDA vbaane P2 0 oene GOT cloT car car
75 DAS 90 DAS 75 DAS 90 DAS 75 DAS 90 DAS 75 DAS 90 DAS
Fontes Se (F) 16,55**1 2,52 2,13™ 7,25* 0,22 11,38* 10,28** 0,83™ 0,23™ 2,78"™
Concentracéo Se (C) 13,87** 13,87* 2,84* 1,127 0,27 3,21* 18,42** 22,32** 6,62** 10,59**
FxC 0,71 13,64** 1,03 1,127 1,11™ 1,12m 6,90** 1,10™ 2,82* 0,77m
CV (%) 15,8 11,0 14,5 15,7 22,8 19,7 4.4 6,4 7,0 35,7
Fontes de Se Média
Selenato 2,59b 244 a 3,96 a 342,05 b 301,85a 134,51a 59,44a 69,21 a 8,03 a 1,71 a
Selenito 3,19a 23la 3,70 a 391,15 a 312,32a 108,84b 56,84b 70,94 a 7,94 a 141 a
DMS 0,29 0,17 0,36 37,2 45,2 15,5 1,6 2,90 0,36 0,36
Concentracdes Se Média
0 pmol L? 2,52 1,98 3,47 377,25 323,14 119,87 53,05 63,84 7,28 1,05
5 umol L 2,49 2,13 3,49 329,13 292,55 130,12 58,74 64,93 7,91 1,27
15 ymol L 2,80 2,34 3,95 380,10 317,62 133,88 60,98 66,26 8,30 1,40
30 ymol L 3,11 2,59 4,16 367,12 298,02 128,51 62,51 72,31 8,62 1,86
60 umol L1 3,54 2,84 4,09 379,43 304,12 95,98 55,44 81,95 7,83 2,53

1 Teste F, **: p<0,01; *: p < 0,05; ns: ndo significativo; CV: coeficiente de variagdo; DMS: diferenga minima significativa



68

5, 75 DAS A. 90 DAS B.

ol
)

S
.

w
L

N

11 * y=236+0012x R*=0,82**
°  y=263+0024x R*=0,97**

-
L
°

y =2,04 +0,05x - 0,0008x*  R?=0,97*
°© y=181+0,024x R®=093**

Teor de MDA (nmol g™ massa fresca)
Teor de MDA (nmol g‘1 massa fresca)

o
o

6 - ' 180 - D.

D
o

[ S
NS
S O
. M
]
Ji
P
o

e y=11869 +2,398x-0,038x°  R®=0,99**

40 4 2
° y=121,06 - 0,505x R®=0,92**

20 1

e y=335+0,053x-0,0006x* R*=0,95%
11 o y=346+0,025x-0,0004x R?=0,93*

Teor de MDA (nmol g™ massa fresca)
w
Teor de H,0, (umol ¢ massa fresca)
[ec]
o

o

°® é(s)ncentrag:éo 32 Se (umol L™ % °° (l:incemragao ig Se (umol L) %

Figura 3. Peroxidacao lipidica pela quantificacdo do teor de malondialdeido (MDA)
nas folhas aos 75 DAS (A) e 90 DAS (B) e na inflorescéncia da couve-flor
(C) e teor de peréxido de hidrogénio (H202) mensurado na inflorescéncia
de plantas de couve-flor (D) em fungao de fontes (e selenato; o selenito) e

concentracdes de Se.

3.3.4 Teor de clorofila e carotendides

O teor de clorofila total (CloT) e carotenoides (Car), analisados aos 75 DAS, foi
afetado pela interacéo entre fontes e concentracdes de Se (Tabela 2), apresentando
diferenca entre as fontes de Se, sendo os maiores resultados encontrados com
aplicagcéo de selenato. Aumento no teor de clorofila ocorreu com o incremento da
concentracédo de Se até 37 umol L2, na fonte selenato, e 25 ymol L, em selenito
(Figura 4A). A partir dessas concentragdes, houve reducéo no teor de clorofila, sendo
mais expressiva em plantas tratadas com selenito. Na avaliagdo aos 90 DAS, o teor

de clorofila e carotenoides ndo diferiram entre as fontes de Se, mas diferiu com o
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fornecimento das concentragcbes de Se (Tabela 2), ocorrendo aumento com a
aplicagéo crescente de Se na solugao nutritiva, com maiores teores na concentragéao
de 60 umol L Se (Figura 4B).

As fontes de Se apresentaram diferenca no teor de carotendides, apenas quando
se aplicou 60 ymol Lt Se, com maiores resultados constatados em selenato (Figura
4C e 4D). O aumento das concentracdes de Se incrementaram o teor desse pigmento
nas plantas analisadas aos 75 e 90 DAS. No entanto, verificou-se que os teores

encontrados aos 90 DAS foram menores que os obtidos na primeira época (75 DAS).
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Figura 4. Teor de clorofila total e carotendides em folhas de couve-flor aos 75 e 90

DAS em fungao de fontes (e selenato; o selenito) e concentragbes de Se.
3.3.5 Atividade de enzimas antioxidantes
Na primeira época, 75 DAS, a atividade de SOD em folhas de couve-flor foi

influenciada apenas pelas fontes de Se (Tabela 3), embota tenha sido reduzida com

0 aumento da concentracdo de Se em ambas as fontes, selenato e selenito (Figura



70

5A). No entanto, maiores reducdes da SOD foram encontradas com fornecimento de
selenito as plantas. Estes resultados foram diferentes dos observados aos 90 DAS,
em que o selenito induziu aumento na atividade de SOD comparado ao selenato
(Figura 5B). As plantas tratadas com selenito, na concentracdo de 30 umol L Se,
tiveram incremento na atuacdo da SOD em 40% quando comparada a atividade dessa
enzima nas plantas controle (0 umol L Se).

As enzimas CAT e GR atuam fundamentalmente na desintoxicacdo de qualquer
excesso de H20:2 produzido pela atividade da SOD e/ou outros processos metabalitos.
A atividade dessas enzimas foram afetadas pela interacdo dos fatores fontes e
concentracdes de Se em ambas as épocas de avaliacdo, 75 e 90 DAS (Tabela 3). Nas
folhas de couve-flor, aos 75 DAS, a atividade de CAT (Figura 5C) e GR (Figura 5E)
foram intensificadas apds aplicacao de selenato e aumento das concentracdes de Se
na solugcdo nutritiva. Enquanto com selenito, a atividade da CAT permaneceu
inalterada e a atuacao da GR reduziu com o aumento das concentracdes de Se. Na
segunda época, 90 DAS, as plantas tratadas com selenito, até a concentracdo de 35
umol L Se, exibiram aumento na atividade de CAT (Figura 5D) e GR (Figura 5F),
com resultados superiores aos observados com a fonte selenato.

A APX também atua na eliminacéo de H202 em excesso na célula. Sua atividade,
nas duas épocas de avaliacdo, 75 e 90 DAS, foi afetada apenas pelas concentracdes
de Se (Tabela 3). As plantas quando receberam Se em concentracdes crescentes até
26 umol L Se (Figura 5G) e 60 umol Lt Se (Figura 5H) exibiram aumento na atividade
de APX. Os resultados encontrados aos 90 DAS entre as concentracdes de 0 a 15
pumol L't Se foram menores que os obtidos nas mesmas concentracdes aos 75 DAS.
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Tabela 3. Resumo da analise de variancia para as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR)
e ascorbato peroxidase (APX) em folhas de couve-flor aos 75 e 90 DAS e na inflorescéncia (INF) de couve-flor em fungéo
de fontes (e selenato; o selenito) e concentragdes de Se.

Causa da Variacao SOD SOb SOD-INF CAT CAT R R GR-INF APX APX APX-INF
75 DAS 90 DAS 75 DAS 90 DAS 75 DAS 90 DAS 75 DAS 90 DAS

Fontes Se (F) 4,85*1 13,52* 5,15* 4,49* 8,16** 11,75**  3,70™ 1,51 0,95 0,02 0,69™
Concentracdo Se (C) 2,59 2,67™ 15,15** 2,87 3,13* 0,56 0,99 2,69 2,77* 11,26** 1,93
FxC 0,35™ 1,56" 0,49 3,32* 1,75 3,21* 6,06** 2,52" 0,47 0,90 1,09
CV (%) 15,9 15,3 10,3 12,4 18,1 14,2 18,5 13,0 12,9 244 11,4
Fontes de Se Média
Selenato 824b 727b 11,36a 24,88a 22,23 b 1,37a 098a 155a 519,1a 3819a 1821,7a
Selenito 7,38a 8,69a 10,54 b 22,89 b 26,20 a 1,18 b 1,09 a 147a 4988a 3859a 17676a
DMS 0,80 0,79 0,73 191 2,84 0,12 0,12 0,12 42,5 60,6 132,83
Concentragdes Se Média
0 umol L 8,63 7,08 12,62 21,54 21,04 1,22 1,09 1,55 479,5 305,9 1731,3
5 umol L? 8,29 7,70 12,10 24,57 21,67 1,24 1,04 1,33 527,0 266,4 1878,3
15 pmol L? 7,73 8,75 11,40 25,10 24,98 1,26 1,11 1,64 535,5 359,2 1826,0
30 pmol L 7,60 8,64 9,35 25,70 27,39 1,33 0,94 1,49 546,1 4448 1651,7
60 umol L 6,80 7,71 9,27 22,53 26,97 1,32 1,01 1,56 456,8 543,1 1886,2

1 Teste F, **: p<0,01; *: p < 0,05; ns: ndo significativo; CV: coeficiente de variagdo; DMS: diferenga minima significativa
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No tecido da inflorescéncia da couve-flor, apenas a atividade enzimatica de SOD
foi influenciada significativamente pela aplicacdo das fontes e concentracfes de Se
(Tabela 3). O aumento da concentracdo de Se reduziu a atividade de SOD, tanto com
selenato como no selenito, embora as menores atividades dessa enzima tenham sido

encontradas nas plantas tratadas com selenito (Figura 6).
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Figura 6. Atividade da superéxido dismutase (SOD) na inflorescéncia de plantas de

couve-flor em fungéo de fontes (e selenato; o selenito) e concentragdes de
Se.

3.4 DISCUSSAO

O Se tém estimulado o crescimento de diferentes espécies de plantas, o que
frequentemente estad associado ao aumento da eficiéncia fotossintética (WANG;
WANG; WONG, 2012; FENG et al., 2015). A aplicacdo de Se em baixas
concentracdes, na fonte selenato e selenito, promoveu o0 acumulo de biomassa em
plantas de couve-flor. Em contraste, concentracdes elevadas (= 30 umol L Se)
inibiram o crescimento e, consequentemente, reduziu a massa seca das plantas
(Figura 1). Estes resultados indicaram duplo efeito do Se nas plantas de couve-flor,
com efeito estimulante no crescimento em baixas concentra¢cdes, mas em altas
concentragbes pode ser toxico para o crescimento e desenvolvimento das plantas
(HAWRYLAK-NOWAK, 2013; GUERRERO et al., 2014; JIANG et al., 2015).
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Entre as fontes de Se, o selenito pode ter causado maior fitotoxicidade as
plantas, uma vez que o acumulo de biomassa nas plantas de couve-flor tratadas com
esta fonte foi menor que o constatado com selenato. O efeito téxico do Se ocorre pela
interferéncia desse elemento no metabolismo do enxofre e a substituicdo de
aminoacidos sulfurados pelos seus analogos de Se (WHITE et al., 2004). Assim, o
selenito por ser rapidamente incorporado em compostos organicos ainda nas raizes,
causa toxicidade mais rapidamente comparado ao selenato que € incorporado em
moléculas organicas apenas depois de translocado para as folhas (WHITE et al.,
2004; LI; MCGRATH; ZHAO, 2008). O selenato € facilmente translocado para a parte
aérea das plantas, o que justifica os elevados teores de Se observados na folha e
inflorescéncia da couve-flor (Figura 1C). Por outro lado, com selenito os maiores
teores de Se foram observados na raiz (Figura 1D). Esta fonte por estar em uma forma
quimica mais reduzida é retida nos tecidos da raiz, onde € rapidamente assimilada em
compostos organicos e translocada para parte aérea das plantas via floema (SORS;
ELLIS; SALT, 2005; LI; MCGRATH; ZHAO, 2008). Fato que justifica os baixos teores
de Se no caule, folha e inflorescéncia da couve-flor (Figura 1D).

No presente estudo, a aplicagdo de Se em baixas concentragdes (< 5 pmol L?)
induziu aumento na taxa de fotossintese (A) das plantas de couve-flor, apesar de ter
reduzido a concentracao interna de CO:2 (Ci) e condutancia estoméatica (gs), sendo as
alteracbes mais perceptiveis com selenato (Figura 2). Isso ocorreu devido
provavelmente a menor peroxidacéo lipidica e menor acumulo de H202 observados
nas plantas (Figura 3A), sugerindo que o Se, na forma de selenato, contribui para
regularidade do transporte de elétrons durante o processo fotossintético, evitando o
acumulo de ERO e, assim, protegendo a funcionalidade e integridade dos
cloroplastos, podendo influenciar no aumento da fotossintese e, consequentemente,
no crescimento da planta (DIAO et al., 2014; ZHANG et al., 2014; JIANG et al., 2017).

A inibicdo de A, com aplicacdo de elevadas concentracdes de Se, na fonte
selenato (Figura 2C), pode ter relagdo com o aumento dos niveis de MDA (Figura 3A),
indicando dano oxidativo (JIANG et al., 2015). Além disso, estes resultados podem,
ainda, ser explicados pela limitacdo na abertura estomatica, uma vez que as folhas de

couve-flor apresentaram valores de gs inferiores aos encontrados no controle, o que
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contribuiu para reducédo no acumulo de biomassa. Assim, verificou-se que Ci e gs
estdo intimamente associadas com a taxa de fotossintese (ZHANG et al., 2014).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo produtos do metabolismo celular
das plantas e quando acumuladas em excesso podem induzir a peroxidacéo lipidica
da membrana, aumentando, assim, o teor de MDA (HAWRYLAK-NOWAK, 2013;
JIANG et al., 2017). Neste estudo, os niveis mais elevados de MDA e H20: foram
observados, aos 75 DAS, em folhas de couve-flor tratadas com selenito, o que sugere
maior dano oxidativo na membrana celular (Tabela 2), estando associado,
provavelmente, com o menor acumulo de biomassa nas plantas. Entretanto, no
periodo proximo a colheita da inflorescéncia, aos 90 DAS, o dano causado por
excesso de ERO foi minimizado com aplicacdo de selenito, sendo obtido menores
teores de MDA e H202 com baixas concentracdes de Se (Figuras 3B). Fato associado
com o aumento na atividade antioxidante das enzimas SOD, CAT e APX, as quais
atuam na eliminagdo dos radicais livres superéxido e H202 (Figuras 5B, 5D e 5H).

O selenato reduziu os danos causados por estresse oxidativo nas plantas,
promovendo menores teores de MDA em relacdo ao controle (Figuras 3A). Nesta
fonte, baixas concentragdes de Se (< 15 ymol L) evitaram o acumulo de ERO, com
reducdo na peroxidacao lipidica, o que contribuiu, provavelmente, para o aumento da
fotossintese e, consequentemente, maior acimulo de biomassa nas plantas de couve-
flor. Embora o teor de MDA tenha aumentado em concentracdes elevadas de Se, os
danos por peroxidacao lipidica foram leves quando comparado ao selenito que
promoveu maiores teores de MDA e H20:2 e reducéo no crescimento das plantas.
Estes resultados confirmam o papel do Se na manutencao da estrutura e integridade
da membrana celular quando fornecido em baixas concentracdes as plantas (DIAO et
al., 2014; JIANG et al., 2015, 2017).

No tecido da inflorescéncia, a peroxidacéo lipidica e o teor de H202 foi maior com
selenato (Figuras 3C e 3D). Resultado que pode ter relagdo com os elevados teores
de Se na inflorescéncia, obtidos com essa fonte, e a baixa atividade da enzima SOD
(Figura 6), em que o incremento da concentragéo de Se, em ambas as fontes, reduziu
sua atividade.

Os teores de clorofila e carotendides nao foram alterados pelas fontes de Se,

exceto em altas concentragbes de Se que causou diminuicdo nos teores desses
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pigmentos com selenito (Figura 4). Geralmente, em altas concentracfes de Se o teor
de clorofila e carotendides séo afetados negativamente (SUN et al., 2014; JIANG et
al., 2015, 2017), o que pode ser, parcialmente, devido a peroxidacéo lipidica das
membranas do cloroplasto, revelado pelo maior teor de MDA (Figura 3A e 3B). No
presente estudo, 0 aumento no teor de clorofila com baixas concentracdes de Se pode
ser atribuido a eliminacdo de ERO por enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e APX,
ou do contrario os danos causados por ERO destruiria os pigmentos de clorofila (SUN
et al., 2014). Os carotenoides, antioxidantes ndo enzimaticos, desempenham papel
importante na célula, sendo a primeira linha de defesa contra o dano oxidativo durante
a fotossintese (MAGER; DE KRUIJFF, 1995), e, por isso, sdo capazes de proteger a
membrana fotossintética da foto-oxidacéo, eliminando ERO, como o oxigénio singlete,
e extinguindo o estado triplete da clorofila (DEMMIG-ADAMS, 1990). Nesse sentido,
0 aumento no teor de carotendides no tecido foliar das plantas pode estar relacionado
com 0 mecanismo antioxidante.

O estresse oxidativo, producdo excessiva de ERO, é prevenido pela acédo de
enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e APX (DIAO et al., 2014; JIANG et al., 2017).
Neste estudo, a atividade dessas enzimas aumentou e o nivel de peroxidacao lipidica
e H20:2 diminuiu nas folhas de couve-flor tratadas com baixas concentracdes de Se (<
15 umol L1) (Figura 3 e 5), 0 que contribuiu para maior taxa de fotossintese e acimulo
de biomassa. Esse efeito positivo do Se em baixas concentracdes na atividade de
enzimas antioxidantes também foi relatado por Ramos et al. (2010) e Sun et al. (2014).

A atividade de SOD diminuiu com a aplicacéo de Se, principalmente com a fonte
selenito, 0 que pode estar associado a um possivel efeito toxico do Se (Figura 5A). E
possivel que este resultado tenha relagdo com a atividade da enzima glutationa
peroxidase (GPX, E.C. 1.11.1.9), que é ativada e estimulada pelo Se (FENG; WEI,
TU, 2013), podendo eliminar H202 e hidroperoxidos lipidicos, o que pode resultar em
reducdo na formacdo do anion-radical superoxido por meio da inter-transformacao
dindmica entre espécies de oxigénio (SUN et al., 2014). Ou seja, 0 Se aumenta a
atividade da GPX na eliminacdo de H202, enquanto ocorre rea¢des de desproporgao
espontanea de radicais de superoxido, produzindo H202 e oxigénio singlete, o que,
consequentemente, reduz a necessidade de atuagdo da enzima SOD (Figura 5A) e

aumenta de CAT e APX para converter H202 em H20 (Figuras 5C e 5G).
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As enzimas antioxidantes foram afetadas pelas fontes de Se, apresentando
distincdo quanto a época de avaliacdo. No periodo inicial de formacdo da
inflorescéncia, 75 DAS, o selenato estimulou a atividade de SOD, CAT e GR (Figura
5), indicando que esta fonte de Se é mais efetiva em aliviar o estresse oxidativo pela
atividade das enzimas. Evidéncia sustentada pelos baixos teores de MDA e H20:2
obtidos com selenato (Figuras 3A e 3C), que contribuiram para o aumento no
crescimento das plantas. Ressalta-se que, com fornecimento de selenato, grande
parte do Se absorvido foi acumulado na parte aérea das plantas, regido em que esta
presente a maior proporgédo das organelas de atuacdo das enzimas antioxidantes.

O selenito induziu a atividade de SOD e CAT mais tardiamente comparado ao
selenato. No periodo de 90 DAS, a atividade dessas enzimas foram incrementadas
com aplicacdo de selenito (Figuras 5B e 5D), porém nao ocorreu reducdo na
peroxidacgédo lipidica (Figura 3B). Embora a atividade enzimética tenha aumentado
com selenito, ela néo refletiu de forma efetiva para o crescimento das plantas, haja
vista que a melhora na atua¢do das enzimas se incidiu no periodo de diminuicdo do

metabolismo celular da planta, que corresponde ao final de ciclo da cultura.

3.5 CONCLUSOES

A suplementacdo de Se, em baixas concentragdes (< 5 umol L) e na fonte
selenato, incrementa o teor de Se na inflorescéncia da couve-flor, aumenta o acimulo
de biomassa nas plantas e melhora a regulacdo dos processos fisiol6gicos e
enzimaticos.

O Se contribuiu para extingdo do excesso de ERO produzido no metabolismo
celular, aperfeicoando o sistema enzimatico e mantendo equilibrado o estado redox
na célula, tornando mais efetiva a protecao contra danos oxidativos.

O fornecimento de Se as plantas em elevadas concentracdes prejudica o

mecanismo de protecdo antioxidante e intensifica o dano causado por ERO.
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