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Variagdo genotipica e biofortificacdo agronémica com selénio em arroz de terras

altas e relagdes com a qualidade nutricional do gréo

RESUMO

O selénio (Se) € um importante elemento para humanos, animais e plantas, porém o Brasil,
em geral, contém solos pobres desse elemento. O arroz é um dos produtos principais da dieta
dos brasileiros, portanto a biofortificagdo agronémica com Se para essa cultura é uma
estratégia para aumentar os niveis de Se na populacdo. Pouco sabe-se sobre a variacdo
genotipica no acimulo de Se em plantas e da possibilidade de uso de plantas mais eficientes e
responsivas a aplicacdo de Se ao solo. Neste trabalho, objetivou-se avaliar diferentes
gendtipos quanto ao acimulo de Se e sua relagdo com a qualidade nutricional dos graos, além
de avaliar a influéncia do Se na fisiologia e bioquimica para um melhor entendimento da sua
distribuicdo nas partes da planta. Para avaliar gendétipos responsivos a adubagcdo com Se,
foram avaliados 3 gendtipos de arroz de terras altas em condi¢Bes de campo para avaliar o
efeito de doses de Se (0; 10; 25; 50 e 100 g ha™) na qualidade nutricional do gréo e fisiologia
da planta. Para avaliar a influéncia do nitrogénio na eficiéncia de acumulacdo de Se em gréos
de arroz de terras altas, foi realizado um estudo com 5 doses de nitrogénio (0, 20, 40, 80 e 120
kg hal), 2 doses de Se (0 e 25 g ha™). No experimento | as cultivares ANa 5015 e AN
Cambaréa se destacaram em relacdo a ANa 7007 nas variaveis biométricas. A biofortificacdo
com Se promoveu aumento na atividade da redutase do nitrato. Nas menores doses de Se
ativou o sistema antioxidativo pelo aumento da atividade da superéxido dismustase e catalase,
e reducdo de peroxidacgdo lipidica e perdxido de hidrogénio. Os teores de Se nas folhas e
grédos aumentaram linearmente em funcdo da aplicacdo do Se via solo. Houve correlagdo
altamente significativa entre teor de Se nas folhas ¢ graos (r = 0,99, p < 0,0001), indicando
alta translocagdo do nutriente da fonte para o dreno. A aplicagdo de 10 g ha™ proporcionou
aumentos nos teores de Se nos graos acima de 0,3 mg kg™, limite maximo permitido pelo
Codex Alimentarius. No entanto, a ingestdo diaria aumentou até 30 ug dia™, ou seja abaixo da
recomendacdo de ingestdo diaria de 55 pg dia™. No experimento 11, observou-se aumento
linear do indice SPAD (33 a 45), altura de plantas (66 a 82 cm), porcentagem de rendimento
de grdo (67 a 70%), porcentagem de gréos inteiros (58 a 64%) e produtividade (1280 a 2898
kg ha™®) em resposta as doses aplicadas de N. Os teores de Se variaram de 0,01 a 0,54 mg kg™
nas folhas e 0,03 a 0,36 mg kg™ nos gréos. A ingestao diria de Se calculada proveniente do
arroz biofortificado com Se variou de 2,05 a 24,7ug dia™, 0 que representa um aumento de
3,72% para 44,9% da necessidade diaria de Se por dia. Levando em consideracdo que a
recomendacdo de ingestdo diaria de Se para adultos é de 55 pg dia™, o presente estudo
apresenta informacdes relevantes sobre biofortificacdo agronémica para aumento do teor de
Se nas partes comestiveis, o que pode resultar em beneficios na saide humana.

Palavras chave: biofortificacdo agronémica, fertilizantes, saide humana, selenato de sodio



Genotypic variation and agronomic biofortification of upland rice with

seleniumand its relation to grain quality

ABSTRACT

Selenium (Se) is an important element for humans, animals and plants, however, there are
evidences of Se deficiency in Brazilian soils. Rice is one of the main edible crop in the
Brazilian diet, so the agronomic biofortification with Se can be a good strategy to increase Se
levels in Brazilian population. There is a lack of information about the genotypic variation on
Se accumulation in rice plants and the possibility to screen more efficient and responsive
plants to selenium supply. The aim of this study is to evaluate the genotypic differences on Se
accumulation and its relationship to nutritional quality of grains. Field experiments were
conducted to evaluate the effect of Se levels application (0, 10, 25, 50 and 100 g ha™) on tree
rice genotypes and its relations to grain nutritional quality. In addition, to evaluate the
possible interaction between nitrogen and Se metabolism, an experiment was conducted
containing five nitrogen levels (0, 20, 40, 80 and 120 kg ha™), and 2 levels of selenium (0 and
25 g ha™). There was a linear increase on SPAD index (33 to 45), plant height (66 to 82 cm),
percentage of grain yield (67 to 70 %), percentage of whole grains (58 to 64 %) and rice yield
(1.280 to 2.898 kg ha™) in response to levels of N application. The total Se content ranged
from 0.01 to 0.54 mg kg™ in the leaves and 0.03 to 0.36 mg kg™ in the grains. The calculated
daily intake of Se from the biofortified rice grains ranged from 2.05 to 24.7 pg day™, which
represent an increase from 3.72% to 44.9 % of the daily requirement of Se per day. Despite
that the recommendation for daily Se intake for adults is 55 pg day™, the present study show
relevant information on agronomic biofortification to increase Se content in edible parts,

which can benefits human health.

Keywords: agronomic biofortification, fertilizers, human health, sodium selenate.
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CAPITULO |

Importéncia da biofortificacdo agronémica e acumulo de selénio em plantas

1.1 INTRODUCAO

O selénio (Se) é um elemento essencial para a saude humana. Organismos que
apresentam deficiéncia desse nutriente ficam mais suscetiveis a varios tipos de doengas, como
o0 hipertireoidismo, doencas cardiovasculares e cancer (RAYMAN et al., 2012). Estima-se que

1 bilhdo de pessoas apresentam deficiéncia de selénio (WHITE, 2016).

Como grande parte do Se na dieta humana é derivado, direta ou indiretamente a partir
de plantas comestiveis, a deficiéncia de Se na dieta humana € geralmente atribuida a producéo
agricola em solos com baixo teor desse elemento (JOY et al., 2015). A biofortificacdo
agrondmica, que é baseada na aplicacdo de fertilizantes via solo ou foliar contendo Se, tem
sido um método efetivo para aumentar a concentracdo desse micronutriente em culturas
utilizadas para alimentacdo, aumentando o teor de Se na dieta e melhorando a salde de
animais e seres humanos (ALFTHAN et al.,2015).

Existem fortes evidéncias de deficiéncia de selénio (Se) em solos, forragens e produtos
agricolas do Brasil. A faixa de deficiéncia de Se em solos varia de 100 a 600 pg kg™, no
entanto, os valores maximos encontrados, na maioria dos casos, em solos agricultaveis foram
aproximadamente 210 pg kg™. A variacdo genotipica das culturas para acumular Se nas partes
comestiveis depende do seu teor no solo e a escolha da variedade ou cultivar com maior
capacidade de absorcdo e acumulo de Se pode contribuir para melhorar a qualidade dos
alimentos. O Brasil possui fortes evidéncias de deficiéncia de Se na populacdo, no entanto,
nenhuma pesquisa sobre o assunto esta disponivel (REIS et al., 2014).

Existem duas estratégias de biofortificacdo visando incrementar o Se ingerido por
humanos: a primeira estratégia é aumentar diretamente a ingestdo do nutriente, seja por
suplementacGes para animais, por fortificacdo de alimento direta ou por suplementacdo com
pilulas de Se. J& para a segunda ¢ a estratégia de atividades agrondmicas como melhoramento
de plantas e adubacgéo séo utilizadas para aumenta o teor de Se em culturas alimentares. Qual
estratégia € mais eficiente depende das propriedades naturais e socioecondmicas, dos sistemas
alimenticios e agroecologicos de cada local (MILLER e WELCH 2013).

A eficiéncia da adubagéo com Se depende da forma de Se utilizado, da dose do adubo,
da tecnologia de aplicacdo empregada e das propriedades do solo, sendo que a eficiéncia de
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absorcdo pode variar de 1% até 50% (LONGCHAMP et al., 2012; KIKKERT et al., 2013).No
entanto, estima-se que em média o aproveitamento do Se aplicado é de 5% (HAUG et al.,
2007).

Portanto existe a necessidade de se estabelecer doses de Se a serem aplicadas, pois 0
limite méximo permitido pelo Codex Alimentarius da concentracdo de Se em alimentos é de
0,3 mg kg™ (CHILIMBA et al., 2012), j& que a toxidez de Se em humanos resulta em um
sintoma conhecido como selenose, que é caracterizado pelo apodrecimento de unhas e queda
de cabelos (RAYMAN et al., 2012). Assim, o presente trabalho teve por objetivo estabelecer
uma recomendacdo de adubacdo com selénio para a cultura do arroz de terras altas, além de
estudar os efeitos da variacdo genotipica no acimulo deste nutriente e também identificar a

influéncia deste elemento no metabolismo do nitrogénio.

1.2 REVISAO DE LITERATURA
1.2.1 IMPORTANCIA DO SELENIO E DA BIOFORTIFICACAO AGRONOMICA

Segundo estimativa de Combs Junior (2001) acredita-se que haja de 0,5 a 1,0 bilhdo de
pessoas com provavel caréncia de Se. Também tem sido levantado que 2 bilhGes de pessoas
no mundo estdo ingerindo quantidade insuficiente de iodo (I), ao passo que mais de 800
milhGes de pessoas sdo consideradas deficientes desse nutriente (ZIMMERMANN, 2009;
LEAL et al., 2012). H& poucas informacdes sobre selénio no Brasil, todavia sdo grandes as
evidéncias de deficiéncia desse micronutriente em algumas regides do pais, conforme estudos

avaliando-se teores de Se em solos, produtos agricolas e dietas (MORAES et al., 2009).

Até o momento a adicdo de Se em areas agricolas juntamente com fertilizantes NPK
parece ser a forma efetiva e segura de contornar a problematica da deficiéncia desse
micronutriente na alimentacdo humana e animal, conforme resultados de decadas de
acompanhamento em programas realizados em paises do Norte da Europa, ex. Finlandia
(HARTIKAINEN, 2005; HAUG et al., 2007; ALFTHAN et al., 2015). Apds a adogdo dos
programas, houve grande reducdo dos indices de mortalidade, principalmente em relacdo a
doencas do coracdo, cancer e incidéncia de deficiéncia de vitamina E. Uma nutricdo adequada
em Se também ajuda a reduzir o hipertireoidismo (bécio), uma vez que Se faz parte de uma

enzima chave no metabolismo da tiredide.

A desnutricdo é consequéncia da alta ingestdo de alimentos basicos (arroz, milho e

trigo), pobres em minerais e vitaminas, especialmente ferro (Fe) e zinco (Zn), sendo que a

16



maior parte desses micronutrientes € removido por moagem. Isto é comum em paises de
regides em desenvolvimento, como Asia, Africa e América Latina, onde os cereais fazem
parte da dieta basica da populacéo (DIBB et al., 2005; BORRILL et al., 2014).

A suplementacédo da racdo de animais com Se é uma possivel estratégia para aumentar
0s niveis de Se na populagdo. Na Finlandia, foi observado um aumento do conteudo de Se na
alimentacdo apo6s a introducédo da suplementacdo em Se para animais, além disso, a adicao de
selénio em fertilizantes NPK para uso em culturas e pastagens também tem se mostrado um
método efetivo para aumentar o nivel de Se na populacdo (ALFTHAN et al., 2015). No
mundo existe uma variabilidade substancial em cereais quanto aos teores de Zn, Fe e outros
nutrientes (GRAHAM et al., 2007).

1.2.2 DISPONIBILIDADE DE SELENIO

O Se é um elemento considerado escasso, com distribuicdo bastante irregular na crosta
terrestre e, além do material de origem, seu teor no solo depende fortemente do regime hidrico
de cada regido (HAUG et al., 2007). Os teores de Se nos produtos agricolas alimentares sdo
fortemente dependentes da presenca deste elemento no solo e também da regulacdo em funcgéo
espécie/gendtipo vegetal, embora devido ao pouco nimero de trabalhos realizados haja
duvidas quanto a significancia agrondmica da variacdo/regulacdo genotipica em sua
acumulacdo nas plantas cultivadas (LYONS et al., 2005; KOPSELL e KOPSELL, 2006).

Aconcentragdo e as formas quimicas de Se em solos naturais sdo determinadas
principalmente pela geologia (PILBEAM et al., 2015). As concentragdes de selénio na
maioria dos solos encontram-se na faixa de 0,01-2,0 mg kg™ Se, mas solos associados com
determinadas caracteristicas geolégicas podem atingir concentracdes de 1.200 mg Se kg™
(PILBEAM et al., 2015). As concentracOes de Se em solos jovens sdo tdxicas para muitas
plantas e suportam uma flora particular (ROSENFIELD e BEATH, 1964; BROWN e
SHRIFT, 1982). Solos seleniferos estdo geralmente nas Grandes Planicies dos EUA, Canada,
América do Sul, Australia, india, China e Russia (PILBEAM et al., 2015).

Embora haja poucos trabalhos de pesquisa sobre selénio no Brasil, os relatos
anteriores e os resultados de analise de Se em alguns solos (Tabela 2) evidenciam possiveis
regides com deficiéncia desse importante micronutriente, sugerindo a necessidade de mais
pesquisas para confirmacdo e tomada de decisbes em relacdo a essa provavel deficiéncia.

Considera-se como deficientes teores de Se <100 pg kg™ em forragens e <50 pg kg™ para
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grdos de cereais. A ingestdo de alimentos com teores abaixo desta faixa podem gerar
problemas de deficiéncia, causando doencas em humanos e animais (GISSEL-NIELSEN et
al., 1984).

Tabela 1 - Teores totais de Se em alguns solos do Brasil.

Local amostrado Teores (ug kg™) Referéncia

Sé&o Paulo 0-800 PAIVA NETO& GARGANTINI (1956)
Goias 1-8 FICHTNER et al. (1990)

Séo Paulo 38 - 212* ANNO (2001)

Nova Odessa — SP 130* ZANETTI, M.A**

Séo Paulo 68 — 220 FARIA (2009)

Cerrado brasileiro 10-80 CARVALHO (2011)
‘Faixa de teores deficientes 100-600 LYONSetal. (2003)

*Teores em mg dm™; ** Comunicacdo pessoal - Prof. Marcus Antonio Zanetti (USP -

Pirassununga, SP).
Fonte: elaboracdo do préprio autor

Existem vérias barreiras que precisam ser melhores compreendidas para selecdo de
plantas visando a maiores acumulos de micronutrientes (Fe, Zn e Se) nas partes comestiveis
(WELCH, 2001). Essas barreiras sdo resultado do fino controle dos mecanismos
homeostaticos que regulam a absorcdo, translocacdo e redistribuicdo de metais em plantas,

permitindo acimulo de niveis adequados, mas nao-toxicos nos tecidos vegetais.

O Selenato (SeO4*) ¢ a principal forma de Se soltvel em 4gua em solos oxisolos, que
incluindo solos mais cultivadas, ao passo que o selenito (SeOs*) predomina, em solos
anaerobicos com um pH de neutro a 4cido, tais como solos de varzea (MIKKELSEN et al.,
1989; FORDYCE, 2013). Espécies de seleneto (Se®) sdo estaveis somente sob condicdes
redox baixas, e raramente estdo presentes em solos cultivados. O selenato é relativamente
movel na solucdo do solo, mas o selenito é fortemente adsorvido por Oxidose hidroxidos de
ferro e de aluminio, e em menor extensdo, por argilas e matéria organica (FORDYCE, 2013;
PILBEAM et al., 2015). Portanto a adi¢do de selenato no solo facilita o acimuloimediato
deSe pelas plantas, enquanto o selenito fornece um fertilizante com uma liberagdo mais lenta
de Se (BROADLEY etal., 2006;. FORDYCE, 2013; PILBEAM et al., 2015).
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1.2.3 CLASSIFICACAO DE PLANTAS EM FUNCAO DO ACUMULO DE SELENIO

A disponibilidade de Se no solo determina a ecologia das plantas. A maioria das
plantas ndo podem crescer em solos seleniferos. A maioria das plantas que crescem em solos
seleniferos acumulam menos de 100 mg Se kg™ de matéria seca e ndo toleram grandes
concentragfes de Se no seu tecido. No entanto, algumas espécies de plantas tém evoluido
guanto a tolerancia ao Se, e geralmente acumulam em seus tecidos concentracdes superiores a
100 mg de matéria seca Se kg™. Estas plantas sdo consideradas acumuladoras de Se. Algumas
espécies podem ainda acumular concentragdes de 1.000-15.000 mg Se kg™ de matéria seca, e
séo chamadas de hiperacumuladoras de Se(ex:Stanleya pinnata) (WHITE, 2016).

O selénio ndo é considerado um elemento essencial para plantas (angiospermas),
embora seja considerado um elemento benéfico, uma vez que pode estimular o crescimento,
conferir tolerancia a fatores ambientais que induzem o stress oxidativo, e proporciona
resisténcia a patdgenos e herbivoros (QUINN et al., 2007; PILON-SMITS et al., 2009;
WHITE & BROWN, 2010; EL MEHDAWI &PILON-SMITS, 2012; FENG et al., 2013). As
angiospermas foram divididas em trés tipos ecoldgicos de acordo com a sua capacidade de
acumular Se em seus tecidos,sendo ndo acumuladoras, acumuladoras ehiperacumuladoras
selénio(ROSENFELD & BEATH, 1964; BROWN & SHRIFT, 1982; WHITE et al., 2007;
WHITE, 2016).

Plantas hiperacumuladoras possuem algumas modificacbes que permitem acumulo
elevado de Se, como: expressao génica diferenciada para transportadores de alta afinidade ao
Se/Enxofre(S) na raiz (SCHIAVON et al., 2015).Alguns desses transportadores possuem
modificacfes em sua sequéncia de aminoacidos (CABANNES et al., 2011). E acredita-se que
esses transportadores modificados séo seletivos ao Se em plantas hiperacumuladoras de Se e
seletivos ao S nas demais plantas (WHITE, 2016).

1.2.4 ABSORCAO DO SELENIO PELAS RAIZES

As raizes das plantas podem absorver Se na forma de selenato, selenito ou compostos
organicos, como selenometionina (SeMet) e selenocisteina (SeCys), porém sdo incapazes de
absorver Se na forma coloidal ou de metais selenidos. A absorcdo de Se pelas células das
raizes da rizosfera é catalisada por transportadores de sulfato de alta afinidade (HASTS),
homdlogos com os transportadores de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana [L.] Heynh.)
AtSULTR1;1 e AtSULTR1;2. Em Arabidopsis, o0 transportador AtSULTR1; 1 contribui

pouco para a absorcdo de selenatoem plantas com teores elevados de S, mas a sua
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contribuicdo é significativamente maior quando as plantas apresentam deficiéncia de
S.Transportadores de fosfato, como o de arroz OsPT2, catalisam a absorcdo de HSeOgs, e
homologos do canal de aquaporina de arroz OsNIP2;1 (ZHANG et al, 2014.) catalisam a
absorcdo de H,SeO; (POMMERRENIG et al., 2015). Transportadores que catalisam a
absorcdo e a movimentagdo de cisteina e metionina pelas plantas podem transportar
selenocisteina e selenometionina (TEGEDER, 2012).

1.2.5 TRANSPORTE E METABOLISMO DE SELENIO EM PLANTAS

Transportadores de sulfato de baixa afinidade homologos de arabidopsis
(AtSULTR2;1, AtSULTR2;2 e AtSULTR3;5) possuem relacdo com o transporte de Se na
forma de selenato pelo xilema das plantas (TAKAHASHI et al., 2000; GIGOLASHVILI &
KOPRIVA, 2014).

O selenito e rapidamente convertido em compostos organicos de selénio na raiz,
enquanto que o selenato é imediatamente transportado no xilema (WHITEet al., 2004;
XIMENEZ-EMBUN et al., 2004). Os transportadores de sulfato homoélogos & arabidopsis
AtSULTR2;1, AtSULTRZ2;2 and AtSULTR3;5 tém sido utilizados no transporte de selenato a
longa distancia no xilema (TAKAHASHIet al., 2000; GIGOLASHVILI & KOPRIVA, 2014).
O selénio também é transportado, de forma muito limitada, como SeMet e 6xido de Se de
selenometionina (SeOMet) no xilema (LI et al., 2008). Em arabidopsis, os transportadores de
sulfato de baixa afinidade AtSULTR2;1 e AtSULTR2;2 catalisam a captacgéo de selenato em
células, enquanto que AtSULTR3;5 aparentemente modula a atividade do AtSULTR2;1, mas
ndo catalisa o préprio transporte (KATAOKA et al., 2004). A expressdo de AtSULTR2;1,
AtSULTR2;2 e os seus homologos em outras plantas é induzida pela deficiéncia de S e pelo
aumento da disponibilidade de Se (TAKAHASHI et al., 2000, BUCHNER et al., 2004, VAN
HOEWYK et al., 2005, GIGOLASHVILI & KOPRIVA, 2014).

1.2.6 VARIACAO GENOTIPICA DO ACUMULO DE SELENIO EM PLANTAS

A biofortificacdo baseia-se no uso das variagbes genotipicas, intra e interespecificas,
no melhoramento de plantas visando a obtencao de produtos agricolas alimentares com maior
disponibilidade de nutrientes e vitaminas nas partes comestiveis (WELCH et al., 2008;
BORRILL et al., 2014). As poucas pesquisas com esse foco sdo recentes no meio cientifico

brasileiro e tem despertado interesse devido ao seu potencial de aplicacdo na melhoria da
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qualidade dos alimentos, além de avaliar a variagdo genotipica quanto & acumulacdo de
selénio em plantas cultivadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Variagdo genotipica na acumulacao de selénio por diversas culturas.

Tipo de planta N® variedades  Variagdo (ug kg™) Autor(es)
Festuca — pastagem 15 82 -147 MCcQUINN et al. (1991)
Pimentéo 24 133 -1.197 GOLUBKINA et al.(2000)
Soja (graos) 06 12 -45 YANLING et al. (2002)
Trigo (graos) 100 9-244 LYONS et al. (2005)
Trigo (graos) 40 37-120 LYONS et al. (2005)
Trigo (graos) 175 33-440 ZHAO et al. (2009)
Trigo (graos) 42 24-116 BONA et al. (2009)
Triticale (gréos) 96 22-140 BONA et al. (2009)
Arroz (gréos) 151 29 - 103 ZHANG et al. (2006)
Arroz (gréos) 35 15-122 MORAES et al. (2009)
Brocolis — hibridos 20 50 -95 FARNHAM et al. (2007)
Brocolis — linhagens 15 34 -89 FARNAHM et al. (2007)

Fonte: elaboragdo do proprio autor

Sabe-se que a biofortificagdo visa produzir variedades melhoradas que apresentam
maior conteldo de minerais e vitaminas, complementando as intervengdes em nutri¢do
existentes, com o objetivo de proporcionar uma maneira sustentavel e de baixo custo para
alcancar as populacbes com limitado acesso aos sistemas formais de mercado e de salde
(REIS et al., 2013; AVILA et al., 2014). Variedades biofortificadas apresentam o potencial de
fornecer beneficios continuos, ano apds ano, nos paises em desenvolvimento, a um custo
recorrente inferior ao da suplementacdo e da fortificacdo pods-colheita (WELCH, 2001;
HARVESTPLUS, 2004; GRAHAM et al., 2007).

O entendimento dos fatores envolvidos na variagdo genotipica quanto ao acimulo de
Se e sua interacdo com a resposta das culturas ao Se como fertilizante poderd fornecer
subsidios para posterior uso dessas informagdes no melhoramento vegetal, na nutricéo

mineral e adubacéo e na producédo de alimentos de melhor qualidade nutricional.

Além da grande variagdo que existe entre espécies quanto a sua capacidade de

acumular Se em seus tecidos, também ha uma frequentemente variagdo significativa entre os
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genodtipos de uma espécie. Observou-se, por exemplo, que o0s tipos das espécies
hiperacumuladoras de Se, Stanleya pinnata (FEIST e PARKER, 2001; CAPPA et al., 2014) e
Symphyotrichum ericoides (L.) GLNesom (EL MEHDAWI et al.,, 2015) diferem

significativamente na concentracdo de Se na folha quando cultivadas no mesmo ambiente.

O Se pode aumentar o crescimento e melhorar o estado nutricional de plantas
vasculares (TERRY et al., 2000; GRAHAM et al., 2007). Ainda é pouco conhecido o papel na
formacdo de grdos, mas Seregina et al. (2001) comprovaram a interacdo de Se com N no
aumento da produtividade de trigo. Os resultados, porém, foram variaveis conforme a cultivar
utilizada. Tal fato demonstra a importancia da variacdo genotipica para o acimulo de

nutrientes como o Se.

1.2.7 IMPORTANCIA DO ARROZ NA DIETA DA POPULACAO BRASILEIRA

Os alimentos sdo a fonte primaria de nutrientes, e sua demanda cresce com 0 aumento
da populagdo mundial. Em 1800, havia um bilhdo de habitantes no planeta Terra. Atualmente,
crescendo a uma taxa média de 1,37%, a populacdo mundial é de 7,2 bilhdes de habitantes
(GERLAND, 2014). Para 2100, estima-se que a populacdo mundial atinja 12,3 bilhdes de
pessoas (GERLAND, 2014). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
a populacdo brasileira aumentou em 10 vezes no periodo de 1900 a 2000, passando de 17,4
milhdes de pessoas para aproximadamente 170 milhdes. Atualmente, a populacéo brasileira é
de 203 milhdes e, em 2050, estima-se que havera 260 milhGes de brasileiros (IBGE, 2015).

A producédo de cereais tem mantido a mesma taxa do crescimento populacional. De
acordo com estimativas de Ray et al. (2013), até 2050 a producédo de alimentos devera crescer
de 60 a 110% para atender a crescente demanda global por alimentos, e ainda, de acordo com
a FAO (2013), durante os anos de 2012/2013, o consumo estimado de arroz foi de 67,7
Kg/pessoa. Por outro lado, a desnutricdo tem aumentado, atingindo quase metade da
populacdo mundial, especialmente mulheres gravidas, adolescentes e criangas (WELCH,
2001; GRAHAM et al., 2007). Isso se deve, em parte, a0 melhoramento genético vegetal
voltado para ganho em produtividade e, dessa forma, apresentando relagdo inversa ao
conteddo de minerais nos grdos (GARVIN et al., 2006; MURPHY et al., 2008).

O arroz esta entre os cereais mais consumidos do mundo. E capaz de suprir 20% da
energia, devido as altas concentracGes de carboidratos, e 15% da proteina da necessidade

diaria de um adulto, além de conter vitaminas e sais minerais, como o fésforo, céalcio e ferro,
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segundo a Organizacdo das Nacgdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO). Possui
baixo teor de lipideos, constituindo alimento importante para o equilibrio alimentar e
nutricional (WALTER et al, 2008).

Tabela 3 - Energia, macronutrientes e fibra na composicdo de alimentos por 100 gramas de
parte comestivel.

Descricdo do alimento Energia Proteina Lipidios Carboidrato Fibra
totais (g) alimentar
Arroz (polido, parboilizado, 135,62 2,50 1,20 27,78 1,55

agulha, agulinha, etc..)

Arroz integral 130,95 2,56 1,97 25,56 2,72

Fonte:Adaptado de IBGE, 2011a.

Entre os alimentos tradicionalmente presentes no cardapio das familias brasileiras, o
arroz polido encontra-se em 1° lugar (84%) na prevaléncia de consumo segundo os alimentos
(Tabela 4). O arroz integral € menos consumido, ficando em 44° lugar (3,7%) (IBGE, 2011b).

Tabela 4 - Prevaléncia de consumo alimentar segundo os brasileiros nos anos de 2008/2009.

Alimento Prevaléncia de consumo (%)
Arroz 84,0
Café 79,0
Feijao 72,8
Péo 63,0
Carne bovina 48,7
Sucos/refrescos/sucos em po reconstituidos 39,8
Oleos e gorduras 37,8
Aves 27,0
Refrigerantes 23,0
Macarrdo e preparacOes a base de macarrdo 18,8

Fonte: adaptado de IBGE, 2011b.

A busca pelo aumento do teor de Se na parte comestivel das plantas pode provocar
mudangas no metabolismo e estado nutricional das culturas, visto que o Se interfere no
metabolismo de enxofre e, provavelmente, indiretamente afete também todo o metabolismo

de nitrogénio (WHITE et al., 2004; RIOS et al., 2010) e produtividade de grdos (NAWAZ et
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al., 2015). A adicdo de Se, via fertilizantes, estd envolvida na melhoria da qualidade dos
produtos agricolas. A biofortificacdo agronémica com Se aumenta o teor de selenocisteina e
selenometionina, as quais sdo substancias essenciais para a saude humana e animal
(RAYMAN, 2012). Portanto, faz-se necessario conhecer melhor a influéncia do acimulo de
Se e sua influéncia no metabolismo de nitrogénio, na sintese de acUcares, teores de
amino&cidos essenciais, bem como na qualidade nutricional do arroz por ser o principal

alimento da dieta brasileira.
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CAPITULO I

Efeito da variagéo genotipica no acimulo de selénio em arroz de terras altas

2.1 INTRODUCAO

O selénio (Se) é um mineral essencial para animais e seres humanos, sendo adquirido
a partir da alimentagdo de plantas. A concentracdo de Se em plantas comestiveis é
determinada pela sua disponibilidade no solo. O selénio ndo € um elemento essencial para as
plantas, mas em excesso pode ser toxico (WHITE, 2016). Embora ndo obedeca aos critérios
de essencialidade o problema é analogo a caréncia de iodo, 0 que acarreta em problemas a
satide do homem.

O United States Departament of Agriculture (UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE, 2003) recomenda a ingestdo diaria de 50 a 70 ug de Se por pessoa. Porém,
estudos revelam que a dieta da maioria da populacdo mundial esta deficiente no elemento
(WHITE, 2016), o que implica na ocorréncia de diversas doencas associadas a falta do Se no
metabolismo humano. Visando contornar essa deficiéncia, a estratégia de biofortificar
alimentos com Se é uma proposta para aumentar 0s teores desse elementos nos alimentos, a
fim de proporcionar maior ingestdo de Se na dieta humana e animal, satisfazendo a exigéncia
desde ingestdo e reduzindo as consequéncias negativas da deficiéncia desse nutriente.

Apesar de 0 arroz nao ser considerado uma planta acumuladora de Se, estudos revelam
0 sucesso dessa cultura na biofortificacdo agron6mica com Se. Utilizar alimentos amplamente
consumidos pela populagdo mundial é uma excelente estratégia para a biofortificacéo
agrondmica (BOLDRIN, 2015). Portanto o arroz, sendo o alimento de maior prevaléncia na
alimentacdo da populacdo brasileira € uma cultura de extrema importancia para estudos de
biofortificacdo agronémica.

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da variacdo genotipica
no acumulo de Se em cultivares de arroz de terras altas, o efeito do Se no acimulo de macro e
micronutrientes nas folhas e nos gréos, na qualidade nutricional, além de avaliar o potencial
antioxidante desse nutriente no metabolismo vegetal, possibilitando determinar doses ideais

para a utilizagdo deste elemento no agricultura.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 CARACTERIZAC}AO DA AREA EXPERIMENTAL

O estudo foi desenvolvido de janeiro a maio de 2015 na Fazenda de Ensino e Pesquisa
da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira (FEIS/UNESP), localizada em Selviria, Mato
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Grosso do Sul, Brasil (20° 22° S e 51° 22° W, altitude de 335 m). A area experimental
pertence ao bioma Cerrado, sendo cultivada ha mais de 25 anos e nos dltimos 10 anos em
sistema de semeadura direta. Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima da regido é do tipo
Aw, tropical imido, com estacdo chuvosa no verdo e seca no inverno. A precipitagdo média
anual é 1.232 mm, e a temperatura média anual é 24,5°C(HERNANDEZ; LEMOS FILHO;
BUZETTI, 1995).Durante a conducao do experimento a temperatura diaria média variou entre
15,3°C e 27,2°C, a precipitacdo meédia foi de 3,0 mm e a umidade relativa média de 86%, e
estdo representados na Figura 1.

Figura 1 - Dados climaticos da area experimental durante a fase de semeadura até a colheita
do experimento na Fazenda de Ensino e Pesquisa da UNESP, Selviria-MS.
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O solo da é&rea foi classificado como Latossolo Vermelho Distrofico tipico (LVd)
muito argiloso, e corresponde a ordem Oxisol(SOIL SURVEY STAFF, 1999).A anélise de
solo foi realizada segundo metodologia de Raij et al. (2001) e apresentava as seguintes
caracteristicas quimicas: fosforo(resina) 29 mg dm™; matéria organica 21 g dm™; pH cloreto
de célcio (CaCl,) 5,3; potassio 3,5 mmol. dm™; calcio 38 mmol. dm™; magnésio 22 mmol,
dm?; H* + Al mmol, dm™; aluminio 0 mmol, dm™:Se 62 1 g kg™; capacidade de troca

catidnica 92,5 mmol, dm™ e saturacdo de bases (V%) 69%.
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2.2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS

O estudo foi desenvolvido em delineamento de blocos ao acaso, disposto em esquema
fatorial 3 x 5, ao qual corresponde a 3 cultivares de arroz de terras altas de ciclos precoce e
médio, mais cultivadas na regido dos Cerrados (Cultivar ANa 5015, ANa 7007 e AN
Cambard), e 5 doses de Se (equivalente a 0, 10, 25, 50 e 100 g ha™t)aplicadas na forma de
selenato de sodio, com 4 repeticdes, totalizando 60 parcelas. Foi preparada uma solugéo
estoque de Se que posteriormente foi diluida em garrafas de 500 mL de capacidade e foi

distribuida no sulco de plantio.

2.2.3 INSTALACAO E CONDUCAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido em sistema de semeadura direta. A correcdo da acidez
do solo ndo foi realizada visto que a saturacdo de bases encontrava-se adequada para as
exigéncias do arroz de terras altas. Foi efetuada dessecacdo da area, 20 dias antes da
semeadura, com Roundup Original (glifosato) (4,0 L ha™), Aurora 400 EC (carfentrazona-
etilica) (200 mL ha)e 0,5% de 6leo mineral.

O cultivares de arroz de terras altas foram semeados com densidade de
aproximadamente 70 kg ha™. As parcelas experimentais consistiram de quatro linhas de 6 m
espacadas 0,35 m, sendo a é&rea util as duas linhas centrais, excluindo-se 0,5 m das
extremidades.

Concomitantemente as sementes foram tratadas com o produto comercial Standak na
dose de 2 mL p.c. kg™ de sementes. Para adubagdo de semeadura com NPK foram aplicados
250 kg ha™ do formulado 08-28-16.

O experimento foi semeado no dia 05 de janeiro de 2015, e as plantulas emergiram 7
dias apds o plantio, no dia 12 de janeiro de 2015.

Quando necessério, a irrigacdo foi realizada por um sistema de asperséo do tipo pivo
central, com l&mina de agua média de 14 mm e turno de rega de 72 h. Durante o ciclo de
desenvolvimento das plantas o controle fitossanitario foi efetuado comAlly (metsulfurom-
metilico) (3,3 g ha*), Premio (clorantraniliprole) (50 mL ha™), Belt (flubendiamida) (60 mL

ha™) e Connect (imidacloprido + beta-ciflutrina) (0,8 L ha™).

2.2.4 VARIAVEIS ANALISADAS
2.2.4.1 AvaliagGes do crescimento e produtividade

Ao final do experimento, foram coletadas as paniculas das 2 linhas centrais e pesados
0s gréaos para a determinacdo dos componentes de producao.
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ApoGs a pesagem, foi determinado o rendimento industrial, coletando-se uma amostra
de 100 g de grdos de arroz em casca de cada parcela, a qual foi processada em engenho de
prova, por 1 minuto; em seguida, os grdos brunidos (polidos) foram pesados e o valor
encontrado foi considerado como rendimento de beneficio. Posteriormente, esses graos
brunidos (polidos) foram colocados no “Trieur” ¢ a separagdo dos graos foi processada por 30
segundos; 0s grdos que permaneceram no “Trieur” foram pesados, obtendo-se o rendimento

de inteiros e os demais, grdos quebrados.

2.2.4.2 Andlise nutricional

Quinze dias apos a aplicacdo dos tratamentos, foram coletadasas folhas bandeira de 20
plantas de cada parcela. O material, ap6s seco, foi utilizado para quantificar os teores foliares
dos macro e micronutrientes. Os graos coletados no final do ciclo também foram analisados.

Os teores de nitrogénio foram determinados pelo método semi-micro Kjeldahl, apos
digestdo sulfurica (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997). Para quantificacdo dos
demais nutrientes efetuou-se digestdo nitroperclorica (JOHNSON; ULRICH, 1959). A
determinacdo foi realizada em espectrofotometria de absor¢do atdmica, com excegdo do

fosforo e enxofre determinado em espectrofotometria e do potassio fotometria de chama.

2.2.4.3 Indice SPAD

Quatorze dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos, foram realizadas medi¢des indiretas
de clorofila com um medidor eletrénico portatil de intensidade da cor verde das plantas
(SPAD), modelo Digital SPAD 502 (MINOLTA). A leitura foi efetuada em trés plantas de

cada parcela, em cinco pontos da terceira folha da haste principal do tergo superior.

2.2.4.4 Analises enzimaticas
2.2.4.4.1 Coleta do material

Foi coletadaa folha bandeira das plantas para quantificacdo da atividade das enzimas
urease (EC 3.5.1.5.) e redutase do nitrato, quinze dias apos a aplicacdo dos tratamentos, que
foram condicionados em gelo até realizagdo da anélise.

Uma segunda coleta foi realizada aos 20 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos, sendo
coletada a folha bandeira de 15 plantas de cada parcela, que foram condicionadas em
nitrogénio liquido, e utilizadas para quantificacdo do conteudo de perdxido de hidrogénio,
peroxidacdo lipidica, teor de proteina soltvel, superdxido dismutase e catalase. Esse material
foi macerado em N liquido e armazenado em freezer -80°C até serem processadas as analises.
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2.2.4.4.2 Atividade da urease (EC 3.5.1.5)

A atividade da urease foi determinada em funcdo da produgdo de N-NH,4, segundo
metodologia de McCullough (1967) e o extrato foi obtido segundo metodologia descrita por
Hogan, Swift e Done (1983). Apos a coleta, 0,2 g da massa fresca foliar foi inserida em 8 mL
de tampéo fosfato de s6dio com ureia pH 7,4 e foram mantidos em banho-maria a 30°C com
agitacdo durante 3 horas para extracdo. A uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi adicionado
2,5 mL do reagente I: fenol (0,1 mol L™) e nitroprussiato de sodio (SNP) (170 pmol L™,
seguido de agitagdo, e em seguida 2,5 mL do reagente 1: hidréxido de sédio (0,125 mol L™),
fosfato dissédico (0,15 mol L™) e hipoclorito de sédio (3% Cl,). Efetuou-se nova incubacio
em banho-maria a 37°C por 35 minutos. A determinacdo foi realizada em espectrofotdémetro a

625 nm e os resultados expressos em pmol N-NH, g* MF h™.

2.2.4.4.3 Atividade da redutase do nitrato

A atividade da nitrato redutase foi determinada por meio da quantificacdo da produgéo
de NO; pela reducdo de NOj3, segundo a metodologia descrita por Reis et al. (2009). As
folhas coletadas foram cortadas retirando-se as pontas e a nervura central, em seguida, foram
pesados 0,5 g do material que depois foi cortado em pedacos menores de aproximadamente
0,5cmx0,5cm. O material foi transferido para tubos de ensaio onde foram adicionados 5mLde
tampdo fosfato de potassio com nitrato de potassio pH 7,5. As amostras foram infiltradas a
vacuo 3 vezes durante 2 minutos, e em seguida foram mantidas em banho-maria a 30°C com
agitacdo durante uma hora. Em outros tubos de ensaio foram adicionados 0,5mL de
sulfanilamida 1% em HCI 1,5N, 0,5 ml de N-naftil etileno diamino 0,02%, 1,9mL de agua
deionizada e 0,1 mL de extrato. Cada tubo foi agitado em vortex e em seguida foi
determinada a absorbancia em espectrofotdmetro a 540 nm e os resultados expressos emumol
N-NO, g* MF h%.

2.2.4.4.4 Conteudo de perdxido de hidrogénio

O conteddo de peroxido de hidrogénio (H,O;) foi determinado por meio da reacdo
com iodeto de potassio (KI), segundo Alexieva et al. (2001). Foram pesados 100 mg do
material vegetal congelado, ao qual foi adicionado 1mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1%
em eppendorf, esse material foi homogeneizado por meio de agitacdo em vortex e em seguida
foi centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos, a 4°C em centrifuga refrigerada. A 200 uL do
sobrenadante foram adicionados 200 uL de tampéo fosfato de potassio pH 7,5 (100 mM) e
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800 pL de solucdo de KI(1M). As amostras foram mantidas em gelo durante uma hora. Apés
o resfriamento a temperatura ambiente, foram realizadas leituras de absorbancia a 390nm. O
conteddo de peroxido de hidrogénio no tecido foliar foi calculado com base numa curva

padréo e os resultados expressos em nmol g* MF.

2.2.4.4.5 Peroxidacdo lipidica

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da producdo de
metabolitos reativos a &cido 2-tiobarbitdrico (TBA), principalmente o malondialdeido,
segundo metodologia de Heath e Packer (1968). A extracdo foi realizada pela
homogeneizacdo de 200 mg de material vegetal em 2mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1%
(p/v) + polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20%. O material homogeneizado foi centrifugado a
10.000 rpm, por 5 minutos, em centrifuga refrigerada a 4°C. A 250 uL do sobrenadante foi
adicionado 1mL de solucédo de acido tricloroacético 20% + 0,5% de acido tiobarbitdrico. As
amostras foram mantidas em banho-seco a 95°C durante 30 minutos, e em seguida transferida
para gelo onde permaneceu por mais 10 minutos. Em seguida, o material foi novamente
centrifugado a 10.000 rpm, durante 10 minutos. Foram realizadas leituras das amostras em
dois comprimentos de onda, uma a 535 nm e outra a 600 nm. Os resultados foram expressos
em nmol MDA g MF.

2.2.4.4.6 Extracdo de proteinas e enzimas antioxidantes

O material vegetal armazenado em freezer -80 °C, foi macerado em nitrogénio liquido
em um almofariz. Posteriormente, o extrato foi obtido aproximadamente 0,3 g de material
vegetal processado, o qual foi transferido para tubos falcon de 15 mL, onde foi adicionado 5
mL de tampdo fosfato de potassio 100mM, pH 6,8, contendo acido etileno diaminotetracético
(EDTA) 1mM, ditiotreitol (DTT) 3 mM, e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 4% (p/v),
utilizando metodologia adaptada de (GOMES JUNIOR et al.,, 2007). O material foi
homogeneizado em mixer e em seguida foi centrifugado em centrifuga refrigerada a 9.000
rpm por 20 minuto a 4°C. O sobrenadante foi transferido para eppendorfs, e posteriormente

utilizado para quantificacdo de proteinas e da atividade das enzimas antioxidativas.

2.2.4.4.7 Determinacao de proteinas
A concentracdo das proteinas sollveis totais foi determinada segundo o método de
Bradford (1976), utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin”) como padrdo. Foram

pipetados em tubos de ensaio 100 uL da aliquota e 5 mL do reagente Bradford, que havia sido
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preparado previamente. A leitura da absorbéncia foi realizada em espectrofotdmetro a595nm
e os resultados expressos em mg proteina g™ MF.

2.2.4.4.8 Superoxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com (GIANNOPOLITIS; RIES,1977).
A reacéo foi conduzida em camara de reagéo (caixa), sob iluminacdo de ldmpada fluorescente
de 15 W, a 25°C. Foi adicionado 50 puL da amostra a 5 mL da solugdo: tampdo fosfato de
sodio pH 7,8 (50 mmol L), metionina (13 mmol L™), nitroblue tetrazélio (NBT) (75 mmol L~
1), EDTA (0,1 mmol L™) e riboflavina (2 pmol L™). As amostras foram acondicionadas na
caixa, tampada e livre de qualquer luz exterior, e mantidas sob a iluminagéo da caixa por 15
minutos. Concomitantemente, a mesma solucdo foi mantida no escuro em tubos de ensaio
encapados com papel aluminio, consistindo no branco de cada amostra. Posteriormente as
amostras foram homogeneizadas por meio de agitacdo em vortex. A determinacdo foi

realizada em espectrofotdmetro a 560 nm e os resultados expressos em U SOD mg proteina™.

2.2.4.4.9 Catalase (CAT, 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada monitorando-se a degradacdo de H,0,
segundo metodologia de Azevedo et al. (1998). Em 25 uL do extrato proteico foi adicionado 1
mL da solugdo tampdo fosfato de potassio pH 7,5 (100 mM) e 2,5 uL H0; (30%).
Imediatamente apds as amostra foram agitadas em vortex. A determinacdo, da decomposicao
do H,O,,foi efetuada em intervalos de 2 min a 25 ‘C em espectrofotdmetro a 240nm e 0s

resultados expressos em nmol mg proteina™.

2.2.5 ANALISE ESTATISTICA

Em todos os conjuntos de dados considerados, foi analisada a normalidade dos dados,
utilizando-se o teste de Anderson-Darling e verificando-se a homocedasticidade dos dados
com o teste da equacdo da variancia (ou teste de Levenn’s). Os dados foram submetidos a
analise de variancia, com niveis de significancia de 0,05 de probabilidade, pelo teste F.
Quando significativas, as médias foram submetidas ao teste Tukey em nivel de 0,05 de

probabilidade utilizando-se o programa estatistico Minitab e Sigmaplot.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 PARAMETROS FITOTECNICOS

De acordo com os valores de indice SPAD apresentados na figura 2, a aplicacdo de
doses de Se nas cultivares utilizadas neste estudo néo foram significativas. Houve diferenca
significativa apenas na comparagdo entre cultivares, sendo que a cultivar ANa 5015
apresentou maior valor de indice SPAD se comparado com as cultivares ANa 7007 e AN

Cambara.

Esse indice estima a quantidade de clorofila presente nas folhas. Em estudo realizado
por Pocojeski (2007),utilizando diferentes doses de N e cultivares de arroz irrigado,
cultivados nos estados do RS e SC, o autordemonstrou que o clorofildmetro tem potencial
para ser utilizado independentemente do cultivar e que ha relagdo entre as leituras do
clorofildmetro e o teor de N da folha, ou seja, hd um aumento das leituras SPAD conforme
aumentam as concentracdes de N na planta, porém esta relacdo existe somente entre a folha
em que ¢é realizada a leitura e determinado o teor de N (POCOJESKI et al., 2015).

A cultivar ANa 5015 apresenta ciclo diferente das demais, sendo considerada de ciclo
precoce e as demais de ciclo médio. Portanto por ser uma cultivar que completa seu ciclo de
forma mais rdpida que as cultivares ANa 7007 e AN Cambard, apresenta o pico de
assimilagdo de nutrientes anterior ao das demais, sendo que provavelmente quando houve a
medicdo do indice SPAD as cultivares ANa 7007 e AN Cambara ndo haviam atingido seu
pico de absorcéo de N.

Figura 2 - indice SPAD das cultivares de arroz de terras altas Ana 7007, AN Cambara e ANa
5015em resposta a aplicacédo de Se.
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As médias seguidas de mesma letra, maiuscula comparando as cultivares, ndo diferem entre si
estatisticamente (p < 0.05) de acordo com o teste Tukey. As barras de erro indicam o desvio
padrdo da média de 4 repeticdes (n=4).

Fonte: elaboracdo do préprio autor

Assim como esperado, as doses de Se ndo influenciaram a altura de plantas, ja que o
Se é um elemento que ndo atua diretamente em nenhuma rota do crescimento de plantas. A
diferenca de altura entre as cultivares ja era esperada, visto que segundo a AGRONORTE
(comunicacdo pessoal) a cultivar ANa 7007 é de porte baixo e as cultivares AN Cambaré e
ANa 5015 sdo de porte médio.

A cultivar ANa 7007 apresentou altura média de 48 cm, sendo a menor cultivar
utilizada neste estudo, este valor se aproxima do valor encontrado por Konoboy (2015) em
estudos realizados em cultivares de arroz na Costa Rica. A cultivar AN Cambara apresentou
média de 90 cm, corroborando com os valores observados por Pigato et al (2010) avaliando o
uso de acido giberélico, e contrasta do valor médio encontrado por Pavéo et al (2013), que foi
de 117 cm, em estudo realizado comparando efeitos da calagem em diferentes cultivares de

arroz de terras altas.

Resultado semelhante foi encontrado por Martinez (2007), onde doses de Se aplicadas
via solo ou com tratamento via solo + via foliar ndo apresentaram diferencga significativa,
porém as doses de Se quando aplicadas apenas via foliar apresentaram diferenca significativa
sendo que a altura de plantas apresentou correlacdo negativa com as doses utilizadas no
estudo. Tal efeito foi observado devido a fitotoxidez do produto nas plantas, mostrando que a

aplicacdo via sementes pode ser uma alternativa eficaz.

A aplicagdo de doses de Se n&o interferiu significativamente no rendimento de
beneficio e na porcentagem de grdos quebrados das cultivares de arroz, sendo que esta
variavel apresentou diferenca estatistica apenas entre os genotipos, sendo que a cultivar AN
Cambaré se destacou em relacéo as demais no rendimento de beneficio e a cultivar ANa 7007
apresentou menor quantidade de grdos quebrados do que as cultivares AN Cambara e ANa

5015, que estatisticamente foram consideradas iguais.

O efeito da variacdo genotipica no rendimento de engenho de arroz de terras altas ja é
bem conhecido, e fica bastante evidente no estudo realizado por Arf et al (2002) estudando
efeitos de irrigacdo por aspersdo e diferentes preparos de solo em dois anos agricolas, sendo

que as cultivares IAC 201, Carajas e Guarani submetidas aos mesmos tratamentos, diferiram
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significativamente nos valores de rendimento de beneficio, rendimento de gréos inteiros e

rendimento de graos quebrados, e ainda os valores variaram de uma safra agricola para outra.

O rendimento de beneficio de todas as cultivares foi considerado bom, 70% em média,
este valor se aproxima dos valores encontrados por Crusciol (1999) estudando diferentes
espacamentos entre as fileiras e densidade de semeadura para o cultivar IAC 201.

A produtividade, assim como os demais componentes de produgdo, ndo apresentou
diferenca significativa para a aplicacdo de doses de Se, apenas entre cultivares, sendo que este
resultado pode ser atribuido as caracteristicas intrinsecas de cada genotipo. A maior
produtividade foi observada para a cultivar ANa 5015, seguida pela AN Cambara e por Gltimo
a cultivar ANa 7007.

As doses de Se ndo interferiram nos componentes de producdo da cultura do arroz.
Martinez (2007) estudando os efeitos de formas de aplicacdo e doses de Se na cultura da soja
também observou que as doses de Se ndo interferem na produtividade final da cultura. O
mesmo autor observou efeito para a variavel produtividade apenas quando o Se foi aplicado
via foliar, visto que 0 mesmo ocasionou efeito fitotoxico na cultura, logo diminui a area foliar
e a producao de fotoassimilados, que sdo necessarios para o enchimento de graos, reduzindo a

produtividade.

A cultivar ANa 7007 apresentou menor produtividade em relacdo as demais, devido a
ndo adaptacdo ao clima da regido onde o experimento foi desenvolvido, ja que esta cultivar
foi desenvolvida para a regido norte do pais, onde a temperatura e os indices pluviométricos
sdo distintos. A cultivar AN Cambaré apresentou produtividade média de 2.400 kg/ha, sendo
um valor a baixo do esperado, ja que Pigato et al (2010) obteve produtividade média de 4.500
kg/ha.

Em baixas concentracfes o Se tem efeito benéfico em plantas, devido ao aumento da
atividade antioxidante, além de retardar a senescéncia de plantas (LYONS et al., 2009;
RAMOS et al, 2011). Por outro lado, em contracbes elevadas compromete o
desenvolvimento vegetal, devido a oxidacdo das células (peroxidacdo lipidica) e a toxidez
(BOLDRIN, 2015).
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Figura 3 - Variaveis biométricas das cultivares de arroz de terras altas Ana 7007, AN
Cambara e ANa 5015em resposta a aplicagéo de Se.
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Legenda: Altura de plantas (a), porcentagem de grdos quebrados (b), rendimento de beneficio
(c) e produtividade (d).As médias seguidas de mesma letra, mailscula comparando as
cultivares, ndo diferem entre si estatisticamente (p < 0.05) de acordo com o teste Tukey. As

barras de erro indicam o desvio padrdo da média de 4 repeticdes (n= 4).
Fonte: elaboragdo do proprio autor

2.3.2 ENZIMAS DO CICLO DO NITROGENIO

A aplicacdo de Se via solo promoveu um aumento na atividade da redutase do nitrato
para as cultivares ANa 5015 e ANa 7007, sendo que, como demonstrado na Figura 2, para a
cultivar ANa 5015 a atividade desta enzima atingiu seu pico na dose de 25 g ha™ de Se (2,2
umol N-NO, g* MF h). J& para a cultivar ANa 7007, a atividade enzimética respondeu
linearmente com o aumento das doses de Se, atigindo seu maior valor (1,65 umol N-NO, g™
MF h™) na dose de 100 g ha™ de Se.

O selenato, o sulfato e o molibdato sdo as formas de oxidnions que as plantas

geralmente absorvem do solo, e todos podem utilizar os mesmos transportadores que o sulfato
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(SHINMACHI et al.,, 2010). Portanto a elevada afinidade do transportador de sulfato
SULTR1; 2 na membrana plasmatica de raizes de Arabidopsis thaliana pode mediar a
absorcéo de selenato (Shibagaki et al., 2002). Da mesma forma, o molibdato pode entrar na
planta através de Stylosanthes hamata que apresenta alta afinidade com o transportador de
sulfato SHST1 (FITZPATRICK et al, 2008; TEJADA-JIMENEZ et al, 2013). Um maior
fornecimento de Mo permite um aumento na atividade da enzima redutase do nitrato, ja que o

Mo é co-fator deste enzima.

A enzima nitrato redutase € essencial para a utilizacdo do nitrato como um nutriente
para as plantas, portanto um aumento na atividade da redutase do nitrato permite uma maior
assimilacdo de nitrato como fonte de N para as plantas, aléem de desempenhar um papel
importante na sinalizacdo de plantas (BOUGUYON et al., 2012; TEJADA-JIMENEZ et al,
2013).

A taxa de fotossintese liquida e as enzimas relacionadas ao metabolismo do N, como a
urease, apresentam diferenca significativa dependendo do gendtipo de arroz de terras altas e
da aplicacdo de Se (BARCELOS et al., 2015).

A urease € uma enzima que esta presente em todas as plantas analisadas até o
momento, sendo responsavel por catalisar a reacdo de hidrdlise da uréia a aménia e
carbamato, o qual se decomp®e para formar uma segunda molécula de amdnia e didxido de
carbono (SILVA, 2012).

Neste estudo ndo foi observado efeito da aplicacdo de doses de Se, apenas efeito da
variacdo genotipica, sendo que o cultivar AN Cambaré apresentou maior valor da enzima

urease, seguida pela cultivar ANa 7007 e pela ANa 5015.

De acordo com Barcelos et al (2015), a atividade da urease em estudo realizado com
doses de Se em diferentes cultivares de arroz de terras altas observaram que para os cultivares
Piaui, IAC 202 e CNA 10928 apresentaram um aumento moderado na atividade desta enzima
apos a aplicacdo dos tratamentos. Nowak et al (2002) observaram que baixas doses de Se

podem estimular a atividade da urease no solo.
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Figura 4 - Atividade das enzimas do ciclo do nitrogénio das cultivares de arroz de terras altas
Ana 7007, AN Cambara e ANa 5015em resposta a aplicacdo de Se.
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Legenda: Atividade nitrato redutase (a) e da urease (b). Médias seguidas pelas mesmas letras
minusculas nao sdo significativamente diferentes e acordo com teste t (p < 0,05) na sequéncia
de uma comparacdo horizontal de barras a partir de diferentes doses de Se. As barras de erro

representam o erro padrdo da média (n = 4).
Fonte: elaboragdo do proprio autor

2.3.3 TEOR PROTEICO E ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Para aliviar o dano oxidativo causado pela formacao de Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO:s), as plantas desenvolveram uma série de sistemas de defesa antioxidativas, incluindo
enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
redutase (GR). Esse ciclo de enzimas € responsavel pela remocéao do perdxido de hidrogénio
de diferentes compartimentos celulares. Além disso, cada uma destas enzimas antioxidantes
possui isoenzimas, que colaboram para proteger as organelas e minimizar lesdes dos tecidos
das plantas (XU et al., 2015).
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A aplicacéo de Se via solo promoveu um aumento na concentracdo foliar de MDA na
cultivar ANa 7007 até a dose de 25 g ha™ de Se, sendo que nas doses seguintes essa
concentracdo foi diminuindo. Para a cultivar AN Cambara foi observado maior concentracao
de MDA na dose de 100 g ha™ de Se. Por outro lado, a cultivar ANa 5015 apresentou maiores
concentracdes de MDA foliar no tratamento controle e na dose de 10 g hade Se, sugerindo
que para esta cultivar o aumento nas doses de Se provoca diminui¢cdo na concentragcdo de
MDA. Também foi observado efeito da variacdo genotipica na concentracdo foliar de MDA,
sendo que as cultivares AN Cambara e ANa 5015 apresentam maiores concentracfes do que a
cultivar ANa 7007.

O uso do Se como estratéegia de biofotificacdo agrondmica ndo interfere na
concentracdo de peroxido de hidrogénio, sendo observado apenas efeito da variacdo
genotipica. Para a cultivar AN Cambara, ao contrdrio do que foi observado para a
concentracdo de MDA, a concentracdo de peroxido de hidrogénio foi a menor em relagdo as
demais, sendo que as cultivares ANa 7007 e ANa 5015 nédo diferiram estatisticamente ao
nivel de 5% de probabilidade.

A aplicacdo de doses de Se influencia diretamente a peroxidacao lipidica das plantas.
Nos estudos realizados por Hartiken (2005) fica evidente que a aplicacdo de baixas doses de
Se diminuem a peroxidacao lipidica, e ainda é possivel inferir que em plantas mais velhas a

adicdo de Se previne a peroxidacdo lipidica.

Espécies reativas de oxigénio sdo comumente produzidos, porém essa producdo €
aumentada sob condicfes de estresse, dessa forma a ativacdo de mecanismos antioxidantes,
enzimaticos e ndo enzimaticos, é importante para a manutencdo do estado fisioldgico da
planta (THAKUR; SOHAL, 2013).

A SOD atua na primeira linha de defesa contra espécies reativas de oxigénio, sendo
responsavel por dismutar o superéxido (O, ) em formas menos tdxicas H,O, e O,. Em
seguida CAT e POD séo responsaveis por por transformar o H,O, em H,0 e O, (THAKUR,;
SOHAL, 2013).

Observa-se que a SOD foi influenciada pela aplicacdo de doses de Se (Figura 4). Para
a cultivar ANa 7007, a partir da dose de 25 g ha” de Se, houve um aumento linear da
atividade dessa enzima. Por outro lado, a cultivar ANa 5015 teve a atividade da SOD reduzida
quando aplicadas as doses de Se, sendo que o tratamento controle foi 0 que apresentou maior

valor de atividade (15,36 U mg™ proteina). A cultivar AN Cambara ndo foi afetada pela
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aplicacdo de doses de Se. Também foi observado efeito da variacéo genotipica na atividade da
SOD, sendo que a cultivar ANa 5015 apresentou maior média, seguida pela ANa 7007 e por
fim a AN Cambard. Portanto pode-se inferir que cada cultivar apresenta um limiar de

tolerancia a concenttracao de Se nos seus tecidos.

Hartikainen (2005) estudando os efeitos da aplicacdo de doses de Se no sistema
antioxidante das plantas observou que em um dos experimentos 0 aumento nas doses de Se

diminuiu a atividade da SOD, e em outro experimento a atividade aumentou na dose de 10 mg
1

kg™.

A atividade da catalase ndo foi influenciada pela aplicacdo de doses de Se. Houve
diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade apenas comparando os gendtipos. A
cultivar ANa 7007 apresentou maior atividade da catalase do que as cultivares ANa 5015 e

AN Cambard, que foram estatisticamente iguais.

A aplicacédo de doses de Se nas cultivares de arroz de terras altas promoveu alteragoes
no conteudo de proteina foliar total. A cultivar ANa 7007 apresentou maximo teor de proteina
nas folhas na dose de 10 g ha™ de Se. A cultivar ANa 5015 apresentou maiores valores de
protefna nas doses de 10 e 50 g Se ha™. A cultivar AN Cambara ndo apresentou diferenca

estatistica a 5% de probabilidade, assim como para todas as enzimas antioxidantes.

Portanto pode-se dizer que o Se exerce efeito duplo no sistema antioxidativo das
plantas, pois de uma maneira geral, quando aplicado em baixas doses atua com um

antioxidante, e quando aplicado em doses mais elevadas atua como um pro - oxidante.
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Figura 5 - Teor protéico e enzimas antioxidativas das cultivares de arroz de terras altas Ana
7007, AN Cambara e ANa 5015em resposta a aplicagdo de Se.
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Legenda: conteudo de malondialdeido (MDA) (a), H,O,(b) atividade da superdxido
dismutase (SOD) (c), atividade da catalase(CAT) (d) e proteina foliar total (e). Médias
seguidas pelas mesmas letras minusculas ndo séo significativamente diferentes e acordo com
teste t (p < 0,05) na sequéncia de uma comparacio horizontal de barras a partir de diferentes

doses de Se. As barras de erro representam o erro padrdo da média (n = 4).
Fonte: elaboracdo do préprio autor
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2.3.4 AVALIACAONUTRICIONAL DO TECIDO FOLIAR

Nesse estudo, observou-se variacdo genotipica para a concentracdo foliar de N, sendo
que a cultivar ANa 7007 apresentou a maior media. Credita-se este resultado ao efeito de
diluicdo, visto que esta cultivar apresentou menor porte que as demais. Ja as cultivares AN
Cambara e ANa 5015, como apresentaram padrfes semelhantes de crescimento, pode-se dizer
que a cultivar AN Cambara possui maior capacidade de acumular N em seus tecidos.
Comparando a aplicacdo de doses de Se dentro de cada cultivar, pode-se afirmar que as
cultivar ANa 7007 e AN Cambara apresentaram aumento nos teores foliares de N com o
acréscimo nas doses aplicadas de Se, sendo significativo a 5% apenas para a cultivar ANa
7007. Para a cultivar ANa 5015 ndo foi encontrado efeito significativo. Boldrin (2015)
estudando o efeito da variacdo genotipica na biofortificacdo agronémica com selénio em trigo
observou aumento nos teores de N para duas cultivares estudadas, sendo que as demais nao

apresentaram resposta a aplicacao de Se.

Portanto fica evidente que efeitos da aplicacdo da Se na concentracdo foliar de N varia
de genotipo para gendtipo e ainda mais entre espécies diferentes. Por isso mais estudos devem
ser realizados visam entender os efeitos do Se no metabolismo do N.

O teor foliar de P ndo foi influenciado pela aplicacdo de doses de Se nas cultivares
ANa 7007 e AN Cambara, no entanto a cultivar ANa 5015 apresentou decréscimo no teor de
P de acordo com o aumento das doses de Se aplicadas. Também observou-se efeito da
variacdo genotipica para os valores de P no tecido vegetal , sendo que a cultivar que mais
acumulou este nutriente nas folhas foi a ANa 7007 (1,89 mg/kg), seqguida pela AN Cambara
(1,51 mg/kg) e pela ANa 5015 (1,40 mg/kg). Boldrin (2015) estudando a biofortificagdo
agrondmica em trigo, observou que o teor foliar de P na cultivar de IAC 24 diminuiu com a

aplicacdo de doses de selenato de sddio.

De acordo com os teores foliares apresentados na Tabela 1, fica evidente que para a
cultivar ANa 7007 o aumento nas doses aplicadas de Se no solo, além de promover maior
absorcdo de Se causou uma reducgdo na absorcdo de S pelas plantas. Os teores foliares de S
variaram de 3,32 a 1,90 g kg™ na cultivar ANa 7007. N&o foi observado o mesmo efeito para
as cultivares ANa 5015 e AN Cambara.

Este resultado pode ser explicado ja que quando ha elevada disponibilidade de Se ele
substitui 0 S na constituicdo dos aminoacidos cisteina e metionina, que geram selenocisteina e

selenometionina, respectivamente (ZHU et al., 2009). Essa substituicdo ocorre devido a

48



semelhanca estrutural entre S e Se e a utilizacdo dos mesmos transportadores de membranas e
rotas de assimilagdo (SORS et al., 2005).

Alguns trabalhos consideram que o efeito do Se na nutricdo mineral de plantas iniba a
absorcdo de sulfato e promova diminuicdo do teor de S no tecido vegetal (FERRARI e
RENOSTO, 1972). Essa inibicdo foi observada por Barack e Goldman (1997), em que a alta
disponibilidade de selenato diminuiu o teor de S na cultura da cebola, o que pode estar

.....

solucéo de cultivo.

Os teores foliares de K, Ca e Mg ndo apresentaram resposta significativa para a
aplicacdo de doses de Se em nenhuma das cultivares utilizadas neste estudo. Foi verificado
apenas efeito significativo na comparacdo de médias entre as cultivares. Em estudos
realizados por Zembala et al (2010), Souza et al (2013) e Nasser (2015) a aplicacdo de

selenato de sddio ndo influencia nos teores foliares de Mg, K e Ca, respectivamente.

Com relagdo aos micronutrientes, as concentragdes foliares de B, Mn, Fe, Cu, Zn e Mo
sofreram efeito da variacdo genotipica, sendo que para algum desses nutrientes uma das
cultivares se destacou em relacdo as demais. A resposta as doses de Se apresentaram efeitos

diferentes para cada nutriente e para cada cultivar.

O B apresentou maior concentragdo foliar na cultivar ANa 5015, 24,88 mgkg™ MS,
sendo bastante superior a média das cultivares ANa 7007 e AN Cambara com médias de
10,19 e 10,32 mg kg™ MS, respectivamente. A cultivar AN Cambaré néo apresentou resposta
a aplicacdo de doses de Se. A cultivar ANa 7007 apresentou maior teor foliar de B na dose de
10 g ha de Se e a cultivar ANa 5015 apresentou aumento nos teores foliares de B até a dose

de 50 g ha™, sequida de uma queda na dose de 100 g ha™.

Para o Mn também foi observado efeito da variagdo genotipica, sendo que os trés
cultivares diferiram estatisticamente, apresentando médias de 635, 47 mg kg™ MS na cultivar
ANa 5015, 838,10 mg kg™ MS na cultivar ANa 7007 e 1040,11 mg kg™ MS para a cultivar
AN Cambara. Com relacdo a aplicacdo de doses de Se, apenas a cultivar AN Cambara
apresentou resultado significativo, sendo que nas doses de 50 e 100 g ha™ de Se os teores

foliares de Mn foram superiores aos valores encontrados nas doses 0, 10 e 25 g ha™.

Observando os teores foliares de Fe, fica evidenciado que a cultivar ANa 7007

apresentou maiores teores foliares desse nutriente em relacdo as demais, atingindo média de
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80, 85 mg kg, e as cultivares AN Cmbard e ANa 5015 77,72 mg kg™ e 77,57mg kg™,
respectivamente. A aplicacdo das doses de Se proporcionou efeitos distintos entre as
cultivares, sendo que para a ANa 5015 nenhum efeito significativo foi observado, para a ANa
7007 nao foi observado um ajuste linear ou quadratico nos teores foliares de Fe, apenas um
pico na dose de 25 g ha™’. Por fim, a cultivar AN Cambaré apresentou efeito linear negativo
para os teores foliares de Fe em relacdo a aplicagcdo de doses de Se, ou seja, conforme as

doses aplicadas foram crescendo, os teores de Fe foram diminuindo.

Houve variacdo genotipica na concentracdo foliar de cobre. As médias das cultivares
ANa 7007 AN Cambard e ANa 5015 foram 8,81mg kg* 5,48 mg kg'6,20mg kg™,
respectivamente. Pela analise estatistica do efeito da aplicacdo de doses de Se dentro de cada
cultivar é possivel afirmar que o teor foliar de Cu para a cultivar ANa 7007 apresentou

correlagdo positiva com o aumento das doses de Se.

Os teores foliares de Zn também apresentaram efeito da variacdo genotipica, podendo
se destacar a cultivar AN Cambara, que apresentou média de 11,74mg kg™ MS, seguida pela
cultivar ANa 5015 com média 8,74 mg kg™ de MS, e por Gltimo a cultivar ANa 7007 com
média de 7,67 mg kg™de MS. Ainda com relacio ao Zn, foi possivel observar que a cultivar
AN Cambara apresentou decréscimo nos teores foliares desse nutriente conforme as doses da
adubacdo com Se foram crescendo. O teor foliar de Zn na cultivar ANa 5015 respondeu

linearmente até a dose de 50 g ha™.

Os teores foliares de Mo aumentaram de forma significativa para as cultivares ANa
5015 e ANa 7007 em resposta a aplicagdo de Se no solo. A diminui¢do na absor¢éo de S pelas
plantas provavelmente facilitou a absorcdo e o transporte de Mo, pois ambos competem pelos
mesmos transportadores de sulfato. O Mo é co-fator da redutase do nitrato, enzima a qual é
responsavel pela assimilacdo de N pelas gramineas. Para a cultivar ANa 7007 observou-se um
correlacdo significativa entre os teores foliares de Mo e Se. Além disso, essa cultivar

apresentou maiores teores foliares de N em relacdo as demais cultivares.
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Tabela 1 - Teores nutricionais no tecido foliar das cultivares de arroz de terras altas Ana 7007, AN Cambara e ANa 5015em resposta a aplicagédo
de Se.

N P S K Ca Mg Se
Cultivar ANa 7007 22.00a 1.89a 2.56 7.90c 9.05a 2.49b 0.89c
AN Cambara 19.83b 1.51b 2.59 9.56b 8.37b 1.32c 1.32a
ANa 5015 18.65c¢ 1.40c 2.59 10.73a 8.28b 2.80a 1.01b
Doses Selénio Linear 2.76"™ 1.51™ 11.32** 0.21"™ 1.52™ 0.08™ 552**
Quadratica 0.02" 0.00™ 0.52" 2.74" 0.05™ 0.40™ 0.67™
ANa 7007 0 20.75b 1.80bc 3.32Aa 7.33 9.18 2.48 0.02d
10 20.74b 2.02Aab 2.85Aab 8.35 9.16 2.53 0.26¢cd
25 21.70Ab 1.59¢c 2.56bc 8.35 8.61 2.21 0.45Bc
50 22.81Aab 2.21Aa 2.19Bcd 7.88 8.87 2.52 1.21Bb
100 23.99Aa 1.83Abc 1.90Bd 7.58 9.43 2.73 2.49Ba
AN Cambara 0 18.97 1.53Ba 2.62B 9.22 8.17 1.35 0.15d
10 19.55 1.36Ba 2.34B 9.47 8.30 1.42 0.30d
25 19.42B 1.60a 2.66 10.20 8.47 1.20 0.92Ac
50 20.58B 1.55Ba 2.60AB 9.75 8.57 1.26 2.39Ab
100 20.65B 1.50Ba 2.72A 9.14 8.32 1.37 2.87Aa
ANa 5015 0 19.50 1.83Aa 2.70B 10.60 8.16 2.84 0.02e
10 19.02 1.36Bbc 2.44AB 10.48 8.35 2.88 0.30d
25 18.67B 1.42b 2.75 11.00 7.85 2.72 0.65Bc
50 18.05C 1.23Chc 2.70A 11.23 8.66 2.77 1.10Bb
100 18.00C 1.16Cc 2.37TA 10.35 8.39 2.77 2.97Aa
D.M.S. 1.812 0.263 0.503 NS NS NS 0.28
C.v. 5.23 8.16 9.67 5.11 4.51 6.07 12.99
Cultivar p<0.05 p<0.05 NS p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
Doses p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 NS p<0.05 p<0.05

Legenda: ™°: No significativo, ** significativo a 5%; * significativo a 1%;Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas ndo sao significativamente diferentes dentro de
cada cultivar e letras maiusculas iguais ndo diferentes para cada dose de selénio, de acordo com teste t (p < 0,05); D.M.S.: Diferenga minima significativa; C.V.: Coeficiente
de variacéo.
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Tabela 2 - Teores nutricionais no tecido foliar das cultivares de arroz de terras altas Ana 7007, AN Cambara e ANa 5015em resposta a aplicagédo
de Se.

Mn Fe Cu Zn Mo B
Cultivar ANa 7007 838.10b 80.85a 8.81a 7.67c 45.49h 10.19b
AN Cambara 1040.11a 77.72ab 5.48c 11.74a 67.23a 10.32b
ANa 5015 635.47¢ 77.57b 6.20b 8.74b 39.42b 24.88a
Doses Selénio Linear 0.34™ 3.098™ 0.26"™ 0.14™ 1.26™ 0.11™
Quadratico 0.23™ 1.11™ 0.05™ 0.59™ 2.08™ 0.56™
ANa 7007 0 903.33A 82.41Bab 8.25Ab 7.26C 30.72 9.08Bb
10 736.96B 73.49Bc 8.27Ab 7.42C 40.06 11.82Ba
25 901.89A 89.80aA 9.06Aab 7.72C 45,28 10.29Bab
50 861.08B 76.65ABbc 9.02Aab 8.00C 50.62 9.81Bb
100 787.23B 81.88Aabc 9.44Aa 7.96B 60.76 9.94Bb
AN Cambara 0 995.15Aab 90.28Aa 5.28C 12.01Aab 60.54 10.22Ba
10 987.16Aab 85.21Aa 5.08C 12.17Aa 62.78 10.32Ba
25 888.54Ab 76.71Bb 6.04A 12.24Aa 63.29 10.74Ba
50 1183.44Aa 71.52Bbc 5.53A 11.33Abc 65.08 9.80Ba
100 1146.26Aa 64.90Bc 5.47A 10.95Ac 54.46 10.50Ba
ANa 5015 0 590.90B 76.17B 6.74B 8.44Bb 29.59 21.53Ac
10 681.41B 75.18B 6.28B 8.64Bab 33.00 24.07Ab
25 669.77B 74.54B 5.81B 8.93Bab 42.91 24.89Ab
50 619.89B 79.93A 6.15B 9.38Ba 46.08 29.15Aa
100 615.36C 82.02A 6.02B 8.29Bb 4554 24.75Ab
D.M.S. 218.30 8.45 1.03 0.79 NS 1.87
C.V. 12.92 5.32 7.54 4.20 21.99 6.14
Cultivar p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
Doses NS p<0.05 NS p<0.05 NS p<0.05

Legenda: ™°: Néo significativo, ** significativo a 5%; * significativo a 1%; Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas ndo s&o significativamente diferentes dentro de
cada cultivar e letras maiusculas iguais ndo diferentes para cada dose de selénio, de acordo com teste t (p < 0,05); D.M.S.: Diferenga minima significativa; C.V.: Coeficiente
de variacéo.
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2.3.5 AVALIACAONUTRICIONAL DOS GRAOS

De acordo com os dados nutricionais de gréos presente na Tabela 3 é possivel verificar
que os teores de N, S, Ca e Zn ndo apresentaram resposta a aplicacdo de doses de Se visando
a biofortificagcdo agrondmica de arroz de terras altas. Esses nutrientes apresentaram diferenca
significativa apenas quando a comparacao foi feita entre genotipos.

O teor de P nos grdos de arroz foram afetados pela aplicacéo de doses de Se. Também
foi observado efeito da variacdo genotipica nos teores de P nos grdos. Para a cultivar AN
Cambara foi possivel notar que quando aplicada a dose de 100 g ha™ de Se o teor de P
diminui em relacio a testemunha (3,3 mg kg™ de MS para 2,93 mg kg™ de MS). A cultivar
ANa 5015 apresentou variacdo quando adicionadas as doses de Se, variando de 3,7 mg kg™
até 1,2 mg kg™.

Sabe-se que a adubacdo com Se pode interferir na absorcédo de P pelas plantas, porém
este fato ocorre com maior freqiiéncia quando a fonte de Se utilizada é o selenito, ja que o
mesmo compete com o P no processo de absor¢do (HOPPER e PARKER, 1999). Nos estudos
realizados por Boldrin 2012 fica evidenciado o efeito do selenito na diminui¢do da absor¢édo
de P, ja o selenato, diferentemente dos resultados obtidos neste estudo ndo influenciou no teor

de P nos graos.

Em estudos realizados com trigo Boldrin et al (2012) relataram que a adubacdo com
selenato de sodio proporcionou maior acumulo de S nos grdos. Milkkelsen e Wan (1990)
obtiveram resultados semelhantes estudando cevada e arroz, e estes mesmos autores atribuem
esse resultado ao fato de que o selenato e o sulfato podem apresentar uma interacao sinérgica

em diversas espécies vegetais.

Os teores de K e Mg nos graos foram influenciados pela aplicacdo de doses de Se
apenas na cultivar ANa 5015. Foi observado um ponto de minimo na dose de 25 g ha™, sendo
que estatisticamente as doses 0, 10, 50 e 100 g ha™ apresentaram valores iguais para ambos

nutrientes.

O teor de Mn nos grdos apresentou efeito da variacdo genotipica, sendo que as
cultivares ANa 7007 e AN Cambard se destacaram em relacdo a cultivar ANa 5015, com
médias de 26,09 mg kg™ e 25,11 mg kg™, enquanto a ultima apresentou média de 17,66 mg

kg™. A aplicacéo de doses de Se interferiu no teor de Mn nos grdos, sendo que a dose de 10 g
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ha* proporcionou o maior valor de Mn, 29, 85 mg kg™, ap6s essa dose os valores comecaram

a reduzir linearmente.

O teor de Fe nos gréos de arroz de terras altas responderam a aplicacdo de doses de Se.
A cultivar ANa 7007 apresentou grande aumento no teor de Fe, visto que no tratamento com
dose 0 de Se o teor nos gréos foi de 8,80 mg kg™, e quando adicionado o Se, o teor variou
entre 11,17 e 11,54 mg kg™. Esse grande aumento no teor de Fe nos graos de arroz da cultivar
ANa 7007 com a adicdo de Se foi 0 que proporcionou que essa cultivar apresentasse média
superior a das demais cultivares utilizadas nesse estudo. A cultivar ANa 5015 apresentou
maior teor de Fe na dose de 50 g ha™. Por outro lado, a cultivar AN Cambar4 apresentou
decréscimo nos teores de Fe conforme as doses de Se foram crescendo, variado de 9,00 mg

kg *(tratamento controle) para 5,56 mg kg™ na dose maxima de Se (100 g ha™).

O comportamento apresentado pela cultivar AN Cambard foi semelhante ao
apresentado pela cultivar BRSMG Relampago em estudo realizado por Boldrin et al (2012)
avaliando o status nutricional dos gréos ap6s a biofortificacdo agrondmica testando diferentes

fontes de selénio, e também ao estudo de Zembala et al (2010) avaliando colza e trigo.

Analisando o teor de Cu nos graos de arroz de terras altas é possivel afirmar que as
doses de Se influenciaram o teor deste nutriente. Para a cultivar AN Cambard as doses de 10 e
25 g ha' de Se proporcionaram maiores valores de Cu, sendo que o aumento nas doses
diminuiu o teor de Cu. Por outro lado, a cultivar ANa 5015 apresentou maior valor de Cu nos

gréos no tratamento controle.

Os teores de Zn nos graos foram influenciados apenas pela variagdo genotipica, sendo
que a Cultivar ANa 7007 se destacou com teor médio de 30,64 mg kg™ de MS, ja as cultivares
AN Cambara e ANa 5015 apresentaram médias de 21,68 mg kg™ de MS e 22,30 mg kg™ de
MS, respectivamente. A aplicacdo de doses de Se nédo influenciaram nos teores de Zn no gréo.
Zembala et al (2010) notou que os teores de Zn aumentam com 0 acréscimo nas doses de Se,
ja Boldrin et al (2012) obteve resultados diferentes, sendo que quando as doses de Se

aumentaram, o teor de Zn nos graos diminuiu.

Observa-se na que o teor de Mo nos gréos de arroz sofreram grande efeito da variacéo
genotipica, ja que a cultivar ANa 7007 apresentou média de 54,33 mg kg™, enquanto que as
cultivares AN Cambara e ANa 5015 apresentaram médias de 25,62 e 24, 85 mg kg™. A
aplicacdo de Se também influenciou no teor de Mo no gréo. Para a cultivar ANa 7007 o maior

teor de Mo foi obtido na dose de 50 g ha™. Para a cultivar AN Cambaré os valores de Mn
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variaram consideravelmente. As doses de Se diminuiram o teor desse nutriente, visto que o
tratamento com dose 0 de Se apresentou média de 33,26 mg kg™ e a maior dose de Se (100 g
ha™) apresentou média de 16,78 mg kg™. Os tratamentos que se destacaram avaliando a
cultivar ANa 5015 foram as doses de 10, 50 e 100 g ha™.

A aplicacdo de doses de Se na cultura do arroz de terras altas proporcionou aumento
nos teores foliares de Se variando de 0,14 a 2,17 na cultivar ANa 5015, de 0,22 a 1,30 na
cultivar AN Cambara e de 0,11 a 2,06 mg kg™t Se. Nesse estudo observou-se variacio
genotipica para a concentracdo foliar de Se. A cultivar AN Cambard apresentou maiores
concentracdes de Se nas doses de 25 a 100 g ha™. No tratamento controle a cultivar Cambara

apresentou maior concentracdo de Se em condic¢des naturais.

Os teores de Se nas folhas e nos gréos de todas as cultivares aumentaram linearmente
em resposta a aplicacdo de Se no sulco de plantio. Portanto a biofortificacdo agronémica é
uma boa estratégia para aumentar os teores de Se nas folhas e nos grdos em arroz de terras

altas.

De acordo com as normas do Codex Alimentarius os alimentos biofortificados com Se
ndo devem apresentar teores superiores a 0,3 mg kgde Se. A aplicacdo de 10 g ha™ de Se
apresentou concentracdo média de 0,373 mg kg™de Se nos gréos, levando em consideracéo as

trés cultivares.

A populacdo brasileira ingere em média 25 kg de arroz ano™ ou 68,5 g dia™ de arroz
(MAPA, 2016). Dessa forma, com base nos célculos de ingestdo diaria de Se, pode-se
concluir para a dose de 10 g ha', que mesmo a quantidade de Se ultrapassando a
concentracdo maxima permitida pelo Codex, os valores de ingestdo diaria sdo considerados

adequados, pois o Instituto de Medicina recomenda uma ingestdo de 55 ug dia™.

Este trabalho é um dos primeiros estudos realizados em condi¢des de campo visando a
biofortificacdo agrondmica com Se em arroz de terras altas no cerrado brasileiro, portanto

novos estudos devem ser realizados para se determinar a melhor dose a ser utilizada.
Quantidade média de arroz ingerida por ano por habitante:

25 kg ano~! = 0,0685 kg ou 68,5 g dia™!
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Célculo da quantidade de Se ingerida em ug dia™! para as cultivares ANa 5015, AN
Cambara e ANa 7007, respectivamente, com base na quantidade de Se nos grdos de arroz

biofortificados com Se na dose de 10 g ha™.
68,5 g dia™! x 0,437 mgkg~! = 29,93 pg dia™!
68,5 g dia™! x 0,329 mgkg™! = 22,53 pgdia™!

68,5 g dia™! x 0,355 mg kg™! = 24,32 pgdia™!

Figura 6 - Ingestdo diria de Se (ug/dia), de acordo com o consumo médio de arroz pela
populacdo brasileira, das cultivares de arroz de terras altas Ana 7007, AN Cambara e ANa
5015em resposta a aplicacdo de Se.
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Fonte: elaboracdo do proprio autor
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Tabela 3 - Teores nutricionais nos graos das cultivares de arroz de terras altas Ana 7007, AN Cambara e ANa 5015em resposta a aplicacéo de Se.

N P S K Ca Mg Se
Cultivar ANa 7007 18.91c 3.90a 1.28b 2.89a 0.13a 1.68a 0.87b
AN Cambara 17.96b 3.34b 1.34a 2.56b 0.10b 1.46b 0.69¢
ANa 5015 19.15a 2.64c 1.31ab 2.42b 0.07c 1.43b 0.97a
Doses Selénio Linear 0.94" 1.55™ 4.56* 0.01™ 0.40™ 1.10™ 409.81**
Quadratica 1.96™ 2.99™ 6.18* 1.02"™ 0.03"™ 2.23"™ 2.54™
ANa 7007 0 19.02 4.03A 1.32 2.95A 0.13 1.78A 0.12Ae
10 19.01 3.77A 1.33 2.94A 0.14 1.71A 0.36Ad
25 18.25 3.71A 1.22 2.85A 0.12 1.54A 0.65Bc
50 18.26 4.00A 1.31 2.93A 0.13 1.71A 1.15Ab
100 20.00 4.00A 1.25 2.76A 0.13 1.65A 2.06Aa
AN Cambara 0 18.87 3.38Bab 1.36 2.55B 0.10 1.47A 0.23Ad
10 17.05 3.58Aa 1.35 2.70AB 0.11 1.57A 0.33Ad
25 17.69 3.33Aab 1.37 2.64A 0.10 1.45A 0.65Bc
50 18.24 3.50Ba 1.27 2.47B 0.10 147A 0.93Bb
100 17.94 2.93Bab 1.34 2.46A 0.09 1.32B 1.30Ba
ANa 5015 0 18.57 3.78Aa 1.40 2.75ABa 0.07 1.72Aa 0.14Ad
10 19.28 3.06Bb 1.32 2.43Ba 0.08 1.45Aa 0.44Ac
25 19.83 1.26Bd 1.25 1.46Bb 0.06 0.96Bb 0.98Ab
50 18.39 2.50Cc 1.27 2.79ABa 0.08 1.51Ba 1.13Ab
100 19.69 2.63Bbc 1.30 2.68Aa 0.06 1.49ABa 2.17Aa
D.M.S. NS 0.47 NS 0.38 NS 0.37 0.21
C.V. 5.23 7.08 4.75 7.20 10.06 12.18 12.86
Cultivar p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
Doses NS p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

Legenda: ™°: N4o significativo, ** significativo a 5%:; * significativo a 1%; Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas néo s&o significativamente diferentes dentro de
cada cultivar e letras maiusculas iguais ndo diferentes para cada dose de selénio, de acordo com teste t (p < 0,05); D.M.S.: Diferenca minima significativa; C.V.: Coeficiente
de variacéo.
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Tabela 4 - Teores nutricionais nos graos das cultivares de arroz de terras altas Ana 7007, AN Cambara e ANa 5015em resposta a aplicacéo de Se.

Mn Fe Cu Zn Mo B
Cultivar ANa 7007 26.09a 10.81a 4.57b 30.64a 54.43a 2.72a
AN Cambara 25.11a 7.35b 5.10a 21.68b 25.62b 1.23b
ANa 5015 17.66b 7.97b 5.17a 22.30b 24.85b 1.32b
Doses Selénio Linear 0.36™ 0.53"™ 1.67™ 0.04™ 0.34™ 2.15™
Quadratico 0.07™ 0.14™ 0.34™ 1.22™ 0.28™ 7.54*
ANa 7007 0 25.29A 8.80Ab 4.44B 32.33 54.11Abc 1.82Ac
10 25.77B 11.17Aa 4.86A 30.88 50.48Ac 2.43Aab
25 25.89A 11.54Aa 4.13B 28.90 56.32Aab 4.44Aa
50 27.21A 11.39Aa 4.81A 31.25 59.53Aa 3.65Aab
100 26.31A 11.17Aa 4.61AB 29.84 51.71Abc 1.26Ac
AN Cambara 0 23.59Ab 9.00Aa 4.92ABab 20.70 33.26a 0.76A
10 29.85Aa 8.72Ba 5.67Aa 23.92 25.57Bb 1.64A
25 24.81Aa 6.66Bb 5.50Aa 20.00 24.06Bb 1.36B
50 24.43Aa 6.81Chb 4.95Aab 21.34 28.44Bab 1.32B
100 22.86Ba 5.56Cb 4.47Bb 22.45 16.78Cc 1.06A
ANa 5015 0 18.55B 8.09Ab 5.69Aa 25.20 23.54Cab 1.71A
10 18.78C 8.92aBb 5.24Aab 21.64 26.68Ba 1.49A
25 15.08B 5.36Cc 4.71ABb 19.78 19.79Bb 1.26B
50 18.65B 9.63Ba 4.90Aab 21.71 27.87Ba 1.30B
100 17.26C 7.87Bb 5.34Aab 23.14 26.37Ba 0.86A
D.M.S. 4.04 1.38 0.95 NS 5.12 1.44
C.V. 8.73 7.88 9.58 9.42 7.26 40.82
Cultivar p<0.05 p<0.05 NS p<0.05 p<0.05 p<0.05
Doses p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

Legenda: ™°: N4o significativo, ** significativo a 5%; * significativo a 1%; Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas ndo s&o significativamente diferentes dentro de
cada cultivar e letras maiusculas iguais ndo diferentes para cada dose de selénio, de acordo com teste t (p < 0,05); D.M.S.: Diferenca minima significativa; C.V.: Coeficiente
de variago.
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2.3.6 QUALIDADE NUTRICIONAL DO GRAO

A aplicacdo de selenato de sddio por ocasido do florescimento promove um aumento
nos teores totais de proteina nos grdos (Figura 7). Para a cultivar ANa 5015 os valores de
proteina total foram crescentes até a dose de 25 g ha™ (375,18 mg g MS) seguida de uma
queda. J4 para as cultivares Cambara e ANa 7007 foi observado que a dose de 50 g ha™
apresentou o maior teor de proteinas em relacdo aos demais tratamentos, com valores de
375,16mg g MS e 404,11mg g™ MS, respectivamente.

Fazendo a comparacdo entre as fracGes protéicas foi possivel observar que a fracéo
glutelina teve aumento significativo quando acrescentado o Se com relacdo ao tratamento
controle, sendo que para a cultivar ANa 5015 o aumento foi de 205,78 mg g™* MS (controle)
até 269,57 mg g MS (25 g ha™ Se) e para a cultivar AN Cambara o incremento foi de 235,79
mg g™ MS (testemunha) para 265,34 mg g™ MS (50 g ha™Se). Para a cultivar ANa 7007 no
houve diferenga entra o tratamento controle e a maior dose de Se. Para a fragdo albumina as
cultivares apresentaram comportamento distinto, sendo que para a ANa 5015 houve
incremento nos teores de proteina até a dose de 25 g ha™'Se e tais valores se estabilizaram.
Para as cultivares AN Cambara e ANa 7007 foi possivel observar um efeito quadratico das
doses de Se, sendo que para a Cambara a adubagdo com 10 g ha™ Se se destacou com relacéo
as demais e para ANa 7007 as doses de 25 e 50 g ha™* Se se destacaram.

A dose de 50 g ha™* Se proporcionou maiores valores de prolamina para as cultivares
AN Cambara e ANa 7007, e a dose de 10 g ha™* Se para a cultivar ANa 5015. Analisando os
valores de globulina é pode-se inferir que a aplicacdo de doses crescentes de Se nao
apresentou um padrdo de resposta nas trés cultivares utilizadas nesse estudo.

Tais resultados podem ser explicados pois 0 Se pode aumentar a eficiéncia do N pela
planta, pois devido ao aumento nos teores de Mo houve um aumento na atividade da redutase
do nitrato e conseqlientemente um aumento na assimilacéo de N pela planta. Alem disso, o Se
ele se liga mais especificamente a fragcdo glutelina, como demonstram os resultados de Fang
et al (2010) e Zhang et al (2008).

No endosperma, a glutelina forma a principal fracdo, correspondendo a
aproximadamente 80% das proteinas, com menor concentracdo de albumina e globulina
(15%) e prolamina (5-8%). Ja o farelo apresenta aproximadamente 60% de albumina, seguido
por prolamina e glutelina (27%) e globulina (7%). Portanto, a composi¢do em proteinas do

endosperma difere do farelo (Walter et al 2008).Para a obtencdo do arroz branco polido é
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realizada a brunicdo para remoc¢édo do farelo (pericarpo, tegumento, camada de aleurona e
gérmen), que representa 8,5- 14,8% do arroz integral (JULIANO e BECHTEL, 1985).
Portanto sabendo-se que o farelo possui 60% de albumina e 27% de prolamina e
glutelina, e sabendo que o Se liga-se em sua maior parte as fracdes glutelina e albumina, seria
recomendado n&o polir o arroz biofortificado com Se, ou seja, consumir o gréo integral para

ndo ocorrerem perdas de proteinas e de Se.
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Figura 7 - Qualidade nutricional dos gréos das cultivares de arroz de terras altas Ana 7007,

AN Cambaré e ANa 5015em resposta a aplicacao de Se.
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Legenda: teores de albumina (a), globulina (b), glutelina (c), prolamina (d) e proteina total (e).
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas ndo sdo significativamente diferentes de
acordo com teste t (p < 0,05) na sequéncia de uma comparagao horizontal de barras a partir de

diferentes doses de Se. As barras de erro representam o erro padrdo da média (n = 4).
Fonte: elaboragdo do proprio autor
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2.4 CONCLUSAO

A aplicacdo de doses de Se via solo aumenta linearmente os teores de Se nas folhas e
gréos, indicando alta correlacéo entre fonte e dreno.

A dose de 10 g ha™'de Se proporcinou teor de Se nos grdos ligeiramente superior ao
limite maximo permitido pelo Codex Alimentarius, que é de 0,3 mg kg™. Entratanto de
acordo com o consumo médio de arroz no Brasil pode-se afirmar que essa dose serial ideal

para suprir a necessidade diaria de Se da populacéo brasileira.
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CAPITULO I
Influéncia do nitrogénio na eficiéncia de acumulacéao de Se em gréaos de arroz de terras

altas

3.1 INTRODUCAO

Os alimentos sdo a fonte primaria de nutrientes, e sua demanda cresce com 0
aumento da populacdo mundial. Atualmente, a populacdo mundial é de 7,2 bilhes de
habitantes e em 2100, estima-se que a populacdo mundial atinja 12,3 bilhGes de pessoas
(GERLAND, 2014). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
populacdo brasileira aumentou em 10 vezes no periodo de 1900 a 2000, passando de 17,4
milhGes de pessoas para aproximadamente 170 milhdes. Atualmente, a populacao brasileira é
de 203 milhdes e, em 2050, estima-se que havera 260 milhGes de brasileiros (IBGE, 2015).

A produgéo de cereais tem mantido a mesma taxa do crescimento populacional. De
acordo com estimativas de Ray et al. (2013), até 2050 a producéo de alimentos devera crescer
de 60 a 110% para atender a crescente demanda global por alimentos. Por outro lado, a
desnutricdo tem aumentado, atingindo quase metade da populacdo mundial, especialmente
mulheres gravidas, adolescentes e criangas (GRAHAM et al., 2007). Isso se deve, em parte,
ao melhoramento genético vegetal voltado para ganho em produtividade e, dessa forma,
apresentando relacdo inversa ao contetdo de minerais nos grdos (GARVIN et al., 2006;
MURPHY et al., 2008).

Combs Junior (2001) estima que haja aproximadamente 1,0 bilhdo de pessoas com
provavel caréncia de Se. Em humanos, a deficiéncia de Se esta associada a hipotioridismo,
doencas cardiovasculares, sistema imunologico fragil, infertilidade masculina e incidéncia de
varios tipos de cancer (FORDYCE, 2013). A recomendacéo da ingestao diaria de Se € de 55
pgpor dia para adultos (WHITE, 2016). Levando-se em consideragdo que a dieta em Se é
basicamente derivada de alimentos, a deficiéncia de Se em humanos esta relacionada com o
consumo de alimentos contendo baixo teor nas partes comestiveis (STOFFANELLER e
MORSE, 2015). Isso ocorre devido ao baixo teor de Se no solo disponivel para absorcao pelas
plantas (WHITE, 2016). Ha poucas informagfes sobre Se no Brasil, todavia sdo grandes as
evidéncias de deficiéncia desse micronutriente em algumas regides do pais, conforme estudos
avaliando-se teores de Se em solos, produtos agricolas e dietas (FERREIRA et al., 2002;
REIS et al., 2014).

68



O Se apresenta distribuicdo bastante irregular na crosta terrestre e, além do material
de origem, seu teor no solo depende fortemente do regime hidrico de cada regido (HAUG et
al., 2007). Os teores de Se nos produtos agricolas alimentares sdo fortemente dependentes da
presenca deste elemento no solo e também da regulacdo em funcgéo espécie/gendtipo vegetal,
embora devido ao pouco nimero de trabalhos realizados haja davidas quanto a significancia
agronémica da variacdo/regulacdo genotipica em sua acumulagdo nas plantas cultivadas
(LYONS et al., 2005; KOPSELL e KOPSELL, 2006).

O Se pode aumentar o crescimento e melhorar o estado nutricional de plantas
vasculares (GRAHAM et al., 2007). Ainda é pouco conhecido o papel na formacédo de graos,
mas Seregina et al. (2001) comprovaram a interacdo de Se com N no aumento da
produtividade de trigo. Seregina et al. (2001) e Seregina et al. (2002) verificaram maior
eficiéncia do Se na formacdo do gréo de trigo quando associado a maiores doses de N,
apresentam significativo efeito na altura de plantas e estas apresentaram maior tolerancia a

Seca.

Além da funcdo nutricional, o Se apresenta importante protecdo antioxidante em
plantas (DJANAGUIRAMAN et al., 2005). Dependendo da dosagem utilizada, o Se pode
ativar algumas enzimas como a dismutase de superoxido (SOD), catalase (CAT), redutase da
glutationa (GR), peroxidase de guaiacol (GOPX) e peroxidase de ascorbato (GPX) (SAIDI et
al., 2014). Essas enzimas s@o ativadas na presenca de Se reduzindo a taxa de peroxidacao
lipidica e formacéo de perdxido de hidrogénio nas células de tecido vegetal, o que resulta na
reducdo da senescéncia (DJANAGUIRAMAN et al., 2005).

Até 0 momento a adicdo de Se juntamente com fertilizantes NPKem areas agricolas
parece ser a forma efetiva e segura de contornar a problematica da deficiéncia desse
micronutriente na alimentacdo humana e animal, conforme resultados de décadas de
acompanhamento em programas realizados em paises do Norte da Europa, ex. Finlandia
(HARTIKAINEN, 2005; HAUG et al., 2007). Apos a adocao dos programas, houve grande
reducdo dos indices de mortalidade, principalmente em relag&o a doencas do coracao, cancer e
incidéncia de deficiéncia de vitamina E. Uma nutricdo adequada em Se também ajuda a
reduzir o hipertireoidismo (bdcio), uma vez que Se faz parte de uma enzima chave no
metabolismo da tiredide (RAYMAN, 2012).

A busca pelo aumento do teor de Se na parte comestivel das plantas pode provocar

mudangas no metabolismo e estado nutricional das culturas, visto que o Se interfere no
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metabolismo de enxofre e, provavelmente, indiretamente afete também todo o metabolismo
de nitrogénio (RIOS et al., 2010; WHITE, 2016) e produtividade de grios (NAWAZ et al.,
2015). A adicdo de Se, via fertilizantes, esta envolvida na melhoria da qualidade dos produtos
agricolas. A biofortificacdo agrondmica com Se aumenta o teor de selenocisteina e
selenometionina, as quais sdo substancias essenciais para a salde humana e animal
(RAYMAN, 2012).

Portanto, sdo necessariosestudos da interacdo de doses de N e Se visando o melhor
entendimento do acimulo de Se nos graos de arroz, ja que este é o principal alimento da dieta
do brasileiro. O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial de biofortificacdo
agrondmica com Se em associa¢do com a adubacdo nitrogenada do arroz de terras altas, em

condic¢des de campo, visando o0 aumento da ingestdo diaria de Se pela populacdo brasileira.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 CARACTERIZACAO DA AREA EXPERIMENTAL

O estudo foi desenvolvido de janeiro a maio de 2015 na Fazenda de Ensino e Pesquisa
da Faculdade de Engenharia de llha Solteira (FEIS/UNESP), localizada em Selviria, Mato
Grosso do Sul, Brasil (20° 22> S e 51° 22> W, altitude de 335 m). A &rea experimental
pertence ao bioma Cerrado, sendo cultivada h4 mais de 25 anos e nos ultimos 10 anos em
sistema de plantio direto. Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima da regido é do tipo Aw,
tropical umido, com estacdo chuvosa no verdo e seca no inverno. A precipitacdo média anual
¢ 1.232 mm, e a temperatura média anual é 24,5°C(HERNANDEZ; LEMOS FILHO;
BUZETT]I, 1995).Durante a conducdo do experimento a temperatura diaria média variou entre
15,3°C e 27,2°C, a precipitacdo média foi de 3,0 mm e a umidade relativa méedia de 86%, e

estdo representados na Figura 1.
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Figura 1 - Dados climaticos da area experimental durante a fase de semeadura e colheita do
experimento na Fazenda de Ensino e Pesquisa da UNESP, Selviria-MS.
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O solo da é&rea foi classificado como Latossolo Vermelho Distréfico tipico (LVd)
muito argiloso, e corresponde a ordem Oxisol(SOIL SURVEY STAFF, 1999).A anélise de
solo foi realizada segundo metodologia de Raij et al. (2001) e apresentava as seguintes
caracteristicas quimicas: fosforo(resina) 29 mg dm™; matéria organica 21 g dm™; pH cloreto
de célcio (CaCl,) 5,3; potassio 3,5 mmol. dm™; calcio 38 mmol. dm™; magnésio 22 mmol,
dm?; H* + Al mmol, dm™; aluminio 0 mmol, dm™:Se 62 1 g kg™*; capacidade de troca

catidnica 92,5 mmol. dm™ e saturacdo de bases (V%) - 69%.

3.2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS

O estudo foi desenvolvido em delineamento de blocos ao acaso, disposto em esquema
fatorial 5 x 2, ao qual corresponde a 5 doses de N ( equivalente a 0, 20, 40, 80 e 120 kg ha™)
utilizando como fonte a ureia, na auséncia e presenca de Se (equivalente a 0 e 25g ha
Yaplicadas na forma de selenato de sédio, com 4 repeticdes, totalizando 60 parcelas. Foi
preparada uma solucéo estoque de Se que posteriormente foi diluida em garrafas de 500 mL
de capacidade e foi distribuida no sulco de plantio. A dose de 25g ha*foi estabelecida de

acordo com resultados obtidos em experimentos anteriores.
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3.2.3 INSTALAC}AO E DESENVOLVIMENTO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado em sistema de plantio direto. A correcdo da acidez do
solo ndo foi realizada visto que a saturacdo de bases encontrava-se adequada para as
exigéncias do arroz de terras altas. Foi efetuada dessecacdo da area, 20 dias antes da
semeadura, com Roundup Original (glifosato) (4,0 L ha™), Aurora 400 EC (carfentrazona-
etilica) (200 mL ha)e 0,5% de 6leo mineral.

O cultivar de arroz de terras altas utilizado foi o0 ANa 5015, semeado com densidade
de aproximadamente 70 kg ha™. As parcelas experimentais consistiram de quatro linhas de 6
m espacadas 0,35 m, sendo a &rea (til as duas linhas centrais, excluindo-se 0,5 m das
extremidades.

Concomitantemente as sementes foram tratadas com o produto comercial Standak na
dose de 2 mL p.c. kg™ de sementes. Para adubacdo de semeadura com NPK foram aplicados
250 kg ha™ do formulado 08-28-16.

O experimento foi semeado no dia 05 de janeiro de 2015, e as plantulas emergiram 7
dias apds o plantio, no dia 12 de janeiro de 2015.

Quando necessario, a irrigacdo foi realizada por um sistema de aspersao do tipo pivo
central, com ldmina de agua média de 14 mm e turno de rega de 72 h. Durante o ciclo de
desenvolvimento das plantas o controle fitossanitario foi efetuado com Ally (metsulfurom-
metilico) (3,3 g ha*), Premio (clorantraniliprole) (50 mL ha™), Belt (flubendiamida) (60 mL

ha™) e Connect (imidacloprido + beta-ciflutrina) (0,8 L ha™).

3.2.4 VARIAVEIS ANALISADAS

3.2.4.1 Avaliacdes do crescimento e produtividade

Ao final do experimento, foram coletadas as paniculas de 2 metros lineares das 2
linhas centrais da parcela. Ap6s a pesagem, foi determinado o rendimento industrial,
coletando-se uma amostra de 100 g de gréos de arroz em casca de cada parcela, a qual foi
processada em engenho de prova, por 1 minuto; em seguida, os gréos brunidos (polidos)
foram pesados e o valor encontrado foi considerado como rendimento de beneficio.
Posteriormente, esses graos brunidos (polidos) foram colocados no “Trieur” e a separagao dos
gréos foi processada por 30 segundos; 0s grdos que permaneceram no “Trieur” foram

pesados, obtendo-se o rendimento de inteiros e os demais, grdos quebrados.
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3.2.4.2 Anélise nutricional

Quinze dias apos a aplicagdo dos tratamentos, foram coletadasas folhas bandeira de 20
plantas de cada parcela. O material, apos seco, foi utilizado para quantificar os teores foliares
dos macro e micronutrientes. Os gréos coletados no final do ciclo também foram analisados.

Os teores de N foram determinados pelo método semi-micro Kjeldahl, apo6s digestdo
sulfarica (MALAVOLTA et al., 1997). Para quantificacdo dos demais nutrientes efetuou-se
digestdo com &cido nitrico e perdxido de hidrogénio como descrito em Chilimba et al. (2011).
Os grdos moidos foram digeridos em forno micro-ondas por 45 minutos com pressao
controlada de 20 bar em 3,0 mL de &cido nitrico 70% (Merk), 2 mL peroxido de hidrogénio
(Merk) e 3 mL de agua milli-Q. As amostras foram diluidas para 20 mL com agua milli-Q
(18,2 M Q cm) e armazenadas em temperatura ambiente até 0 momento da analise.

A anélise do Se e dos nutrientes foi realizada pela utilizacdo do ICP-MS (X-Series",
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) acoplado a uma célula reatora de
hidrogénio. Para garantir a qualidade da analise quimica das amostras foi utilizado padrdes
internos Sc (50 ng mL™), Rh (10 ng mL™), e Ir (5 ng mL™). Amostras de referéncia “wheat
flour standard” (NIST 1567a: National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg,
MD, USA) foram utilizadas em todas as baterias de andlise. Em cada bateria de analise
(n=48) foram incluidos duas amostras de prova em branco. A concentracdo final de Se e

micronutrientes foram convertidos em mg kg™ matéria seca.

3.2.4.3 Indice SPAD

Quatorze dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos, foram realizadas medi¢des indiretas
de clorofila com um medidor eletrénico portatil de intensidade da cor verde das plantas
(SPAD), modelo Digital SPAD 502 (MINOLTA). A leitura foi efetuada em trés plantas de

cada parcela, em cinco pontos da terceira folha da haste principal do tergo superior.

3.2.4.4 Analises enzimaticas
3.2.4.4.1 Coleta do material

Foi coletadaa folha bandeira das plantas para quantificacdo da atividade das enzimas
urease (EC 3.5.1.5.) e redutase do nitrato, quinze dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos, que
foram condicionados em gelo até realizacdo da anélise.

Uma segunda coleta foi realizada aos 20 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos, sendo
coletada a folha bandeira de 15 plantas de cada parcela, que foram condicionadas
emnitrogénio liquido, e utilizadas para quantificacdo do conteudo de perdxido de hidrogénio,
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peroxidacao lipidica, teor de proteina solGvel, superdxido dismutase e catalase. Esse material
foi macerado em N liquido e armazenado em freezer -80°C até serem processadas as anlises.

3.2.4.4.2 Atividade da urease (EC 3.5.1.5)

A atividade da urease foi determinada em funcdo da produgdo de N-NH,4, segundo
metodologia de McCullough (1967) e o extrato foi obtido segundo metodologia descrita por
Hogan, Swift e Done (1983). Apos a coleta, 0,2 g da massa fresca foliar foi inserida em 8 mL
de tampao fosfato de sédio com ureia pH 7,4 e foram mantidos em banho-maria a 30°C com
agitacdo durante 3 horas para extracdo. A uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi adicionado
2,5 mL do reagente I: fenol (0,1 mol L™) e nitroprussiato de sodio (SNP) (170 pmol L),
seguido de agitagdo, e em seguida 2,5 mL do reagente I1: hidréxido de sédio (0,125 mol L),
fosfato dissédico (0,15 mol L™) e hipoclorito de sédio (3% Cl.). Efetuou-se nova incubagéo
em banho-maria a 37°C por 35 minutos. A determinacgéo foi realizada em espectrofotdmetro a
625 nm e os resultados expressos em pmol N-NH, g* MF h,

3.2.4.4.3 Atividade da redutase do nitrato

A atividade da nitrato redutase foi determinada por meio da quantificagdo da producao
de NO, pela reducdo de NOj3, segundo a metodologia descrita por Reis et al. (2009). As
folhas coletadas foram cortadas retirando-se as pontas e a nervura central, em seguida, foram
pesados 0,5 g do material que depois foi cortado em pedacos menores de aproximadamente
0,5cmx0,5cm. O material foi transferido para tubos de ensaio onde foram adicionados 5mL de
tampédo fosfato de potassio com nitrato de potéssio pH 7,5. As amostras foram infiltradas a
vacuo 3 vezes durante 2 minutos, e em seguida foram mantidas em banho-maria a 30°C com
agitacdo durante uma hora. Em outros tubos de ensaio foram adicionados 0,5mL de
sulfanilamida 1% em HCI 1,5N, 0,5 ml de N-naftil etileno diamino 0,02%, 1,9mL de agua
deionizada e 0,1 mL de extrato. Cada tubo foi agitado em vortex e em seguida foi
determinada a absorbancia em espectrofotdmetro a 540 nm e os resultados expressos emumol
N-NO, g* MF h%.

3.2.4.4.4 Conteudo de perédxido de hidrogénio
O contetdo de perdxido de hidrogénio (H.O,) foi determinado por meio da reagéo
com iodeto de potassio (KI), segundo Alexieva et al. (2001). Foram pesados 100 mg do

material vegetal congelado, ao qual foi adicionado 1mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1%
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em eppendorf, esse material foi homogeneizado por meio de agitacdo em vortex e em seguida
foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos, a 4°C em centrifuga refrigerada. A 200 uL do
sobrenadante foram adicionados 200 uL de tampéo fosfato de potassio pH 7,5 (100 mM) e
800 uL de solucdo de KI(1M). As amostras foram mantidas em gelo durante uma hora. Apos
o resfriamento a temperatura ambiente, foram realizadas leituras de absorbancia a 390nm. O
contetdo de perdéxido de hidrogénio no tecido foliar foi calculado com base numa curva

padréo e os resultados expressos em nmol g* MF.

3.2.4.4.5 Peroxidacdo lipidica

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da producdo de
metabolitos reativos a &cido 2-tiobarbitdrico (TBA), principalmente o malondialdeido,
segundo metodologia de Heath e Packer (1968). A extracdo foi realizada pela
homogeneizacdo de 200 mg de material vegetal em 2mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1%
(p/v) + polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20%. O material homogeneizado foi centrifugado a
10.000 rpm, por 5 minutos, em centrifuga refrigerada a 4°C. A 250 uL do sobrenadante foi
adicionado 1mL de solucdo de &cido tricloroacético 20% + 0,5% de acido tiobarbiturico. As
amostras foram mantidas em banho-seco a 95°C durante 30 minutos, e em seguida transferida
para gelo onde permaneceu por mais 10 minutos. Em seguida, o material foi novamente
centrifugado a 10.000 rpm, durante 10 minutos. Foram realizadas leituras das amostras em
dois comprimentos de onda, uma a 535 nm e outra a 600 nm. Os resultados foram expressos
em nmol MDA g MF.

3.2.4.4.6 Extracao de proteinas e enzimas antioxidantes

O material vegetal armazenado em freezer -80 °C, foi macerado em nitrogénio liquido
em um almofariz. Posteriormente, o extrato foi obtido aproximadamente 0,3 g de material
vegetal processado, o qual foi transferido para tubos falcon de 15 mL, onde foi adicionado 5
mL de tampdo fosfato de potassio 100mM, pH 6,8, contendo &cido etileno diaminotetracético
(EDTA) 1mM, ditiotreitol (DTT) 3 mM, e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 4% (p/v),
utilizando metodologia adaptada de (GOMES JUNIOR et al., 2007). O material foi
homogeneizado em mixer e em seguida foi centrifugado em centrifuga refrigerada a 9.000
rpm por 20 minuto a 4°C. O sobrenadante foi transferido para eppendorfs, e posteriormente

utilizado para quantificacdo de proteinas e da atividade das enzimas antioxidativas.
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3.2.4.4.7 Determinacdo de proteinas

A concentracdo das proteinas sollveis totais foi determinada segundo o método de
Bradford (1976), utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin”) como padrdo. Foram
pipetados em tubos de ensaio 100 uL da aliquota e 5 mL do reagente Bradford, que havia sido
preparado previamente. A leitura da absorbéncia foi realizada em espectrofotdmetro a595nm
e os resultados expressos em mg proteina g™ MF.

3.2.4.4.8 Superdxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com (GIANNOPOLITIS; RIES,1977).
A reacéo foi conduzida em camara de reagéo (caixa), sob iluminacéo de ldmpada fluorescente
de 15 W, a 25°C. Foi adicionado 50 uL da amostra a 5 mL da solugdo: tampdo fosfato de
s6dio pH 7,8 (50 mmol L™), metionina (13 mmol L), nitroblue tetrazélio (NBT) (75 mmol L~
1, EDTA (0,1 mmol L™) e riboflavina (2 pmol L™). As amostras foram acondicionadas na
caixa, tampada e livre de qualquer luz exterior, e mantidas sob a iluminagdo da caixa por 15
minutos. Concomitantemente, a mesma solucdo foi mantida no escuro em tubos de ensaio
encapados com papel aluminio, consistindo no branco de cada amostra. Posteriormente as
amostras foram homogeneizadas por meio de agitacdo em vortex. A determinacdo foi

realizada em espectrofotdmetro a 560 nm e os resultados expressos em U SOD mg proteina™.

3.2.4.4.9 Catalase (CAT, 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada monitorando-se a degradacdo de H,0,
segundo metodologia de Azevedo et al. (1998). Em 25 uL do extrato proteico foi adicionado 1
mL da solugdo tampdo fosfato de potassio pH 7,5 (100 mM) e 2,5 uL H,0; (30%).
Imediatamente ap06s as amostra foram agitadas em vortex. A determinagdo, da decomposicéao
do H,0,,foi efetuada em intervalos de 2 min a 25 'C em espectrofotdbmetro a 240nm e o0s

resultados expressos em nmol mg proteina™.

3.2.5 ANALISE ESTATISTICA

Em todos os conjuntos de dados considerados, foi analisada a normalidade dos dados,
utilizando-se o teste de Anderson-Darling e verificando-se a homocedasticidade dos dados
com o teste da equacdo da variancia (ou teste de Levenn’s). Os dados foram submetidos a
andlise de variancia, com niveis de significancia de 0,05 de probabilidade, pelo teste F.
Quando significativas, as médias foram submetidas ao teste Tukey em nivel de 0,05 de

probabilidade utilizando-se o programa estatistico Minitab e Sigmaplot.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 PARAMETROS FITOTECNICOS

A associacdo de Se junto a aplicacdo de N na adubacdo de cobertura ndo influenciou
os valores de indice SPAD, altura de plantas, rendimento de beneficio, porcentagem de gréos
inteiros, porcentagem de grdos quebrados e produtividade final da cultura.

O N é um dos principais constituintes da molécula de clorofila e pigmentos que
absorvem energia solar e desencadeiam o processo fotossintético (REIS et al., 2009).
Portanto sugere-se que uma maior quantidade acumulada de N resulta em maior producdo de
fotoassimilados. Como o indice SPAD é uma medida indireta da concentracdo de clorofila nas
folhas, é esperado que maiores de N proporcionem maiores valores desse indice. Estudos
recentes tém demonstrado que o medidor portatil de clorofila SPAD-502 € excelente
estratégia para avaliar a resposta das culturas a aplicagdo e ao manejo de nitrogénio
(FERREIRA et al., 2006; REIS et al., 2015). Além disso, essa tecnologia tem sido bastante
efetiva na determinacdo do estado nutricional do N em plantas de arroz (CHEN et al., 2015;
YUAN et al., 2016).

Neste estudo fica evidente que o acréscimo nas doses de N proporcionam maiores
valores de indice SPAD variando de 33 a 45 (Figura 2). Em estudo realizados por Ferreira et
al. (2006), Chen et al. (2015) e Yuan et al. (2016), os autores observaram que os valores das
leituras feitas no medidor portatil de clorofila SPAD também aumentaram em funcdo das

doses de N aplicada na cultura do arroz.

Observa-se que o aumento nas doses de N na adubacdo de cobertura proporciona
aumento linear na altura de plantas, reiterando que adubagdes de cobertura com dose menor
do que 40 kg ha™* n&o proporcionam crescimento adequado a cultura do arroz de terras altas.
Por outro lado, doses elevadas de N estimulam o perfilhamento e a formacéo de novas folhas,
causando um auto- sombreamento, condi¢do esta favordvel a competicdo e queda na
produtividade (STONE et al., 1999).

A influéncia do N sobre o rendimento de gréos tem sido uma variavel estudada por
diversos autores (FREITAS et al., 2001; FREITAS et al., 2007) e sugerem que o efeito da
aplicacdo de N sobre o rendimento de grdos inteiros ndo é constante e, provavelmente,

depende da cultivar e de fatores ambientais.
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O rendimento de gréos beneficiados também foi influenciado pelas doses de N, sendo
que nos tratamentos sem adubacdo de cobertura foi observado o menor rendimento de
beneficio (Figura 2). Os tratamentos que receberam adubacdo de cobertura com N tiveram
melhor desempenho nessa avaliacdo, sendo que o maior valor de rendimento foi observado
para a dose de 80 kg ha™. Esses resultados corroboram com os encontrados por Cardoso et al.
(2015), onde o rendimento de grdos beneficiados aumento em funcéo das doses de N, sendo
que na média geral os dados se ajustaram ao modelo linear simples (r = 0,92). Freitas et al.
(2001) estudando trés cultivares de arroz verificaram que o rendimento de grdos beneficiados

foi afetado pela aplicacdo de doses de N.

O efeito da aplicacdo de N sobre o rendimento de grdos inteiros ndo é constante e,
provavelmente, depende da cultivar e dos fatores ambientais (FREITAS et al., 2001). A
porcentagem de gréos inteiros e quebrados também foram diretamente influenciadas pelas
doses de N. A porcentagem de gréos inteiros apresenta resposta linear positiva e a
porcentagem de grdos quebrados em uma regressdo linear negativa em resposta ao aumento

das doses de N aplicadas na adubacéo de cobertura.

Cardoso et al. (2015) observou que o rendimento de gréos inteiros foi influenciado
pela adubacdo nitrogenada sendo que, para a dose maxima econdmica (DME) encontrou-se
65% de rendimento de grdos inteiros. Dados semelhantes foram descritos por Jandrey (2008)
que verificou que rendimento de gréos inteiros aumentou linearmente com o incremento da
dose de adubacdo nitrogenada aplicada e encontrou valores em torno de 65% de gréos

inteiros, corroborando com os valores médios de graos inteiros encontrados neste estudo.

O acréscimo nas doses de adubacdo de cobertura com N proporcionaram maiores
valores de produtividade para a cultivar ANa 5015, sendo que a partir da dose de 80 kg ha™o
aumento na produtividade foi discreto, possibilitando afirmar que a dose de kg ha™ seria mais
viavel economicamente. Lopes et al. (1996) também verificaram resposta ao N para a
produtividade com doses de até 120 kg ha™ de N. Para Bordin et al. (2003) e Buzetti et al.
(2006), a dose que proporcionou produtividade méxima foi a de 80 kg ha™ de N e 100 kg ha™

de N, respectivamente.

78



Figura 2 - indice SPAD e parametros fitotécnicos em resposta a aplicacdo de doses de N na
presenca ou ndo de Se na cultivar de arroz de terras altas ANa 5015.
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Legenda: indice SPAD (a), altura de plantas (b), rendimento de beneficio (c), porcentagem de
gréos inteiros (d), porcentagem de gréos quebrados (e) e produtividade (e). Médias seguidas
pelas mesmas letras minusculas ndo sdo significativamente diferentes e acordo com teste t (p
< 0,05) na sequéncia de uma comparagao horizontal de barras a partir de diferentes doses de

Se. As barras de erro representam o erro padrao da média (n = 4).
Fonte: elaboragdo do proprio autor
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3.3.2 TEOR PROTEICO E ENZIMAS ANTIOXIDATIVAS

Nas plantas, o estresse afeta negativamente o crescimento e desenvolvimento, além de
gerar espécies reativas de oxigénio (EROS) que danificam varias macromoléculas e estruturas
celulares. Consequientemente, em condicdes adversas, alguns dos indicadores mais confiaveis
e amplamente utilizados de estresse sdo a biomassa vegetal, a peroxidacao lipidica, e o estado
de oxidacé&o das proteinas (RIOS et al., 2008).

Observa-se que nas doses de 0, 20 e 40 kg ha™, houve diferenca significativa
comparando a auséncia e presenca de Se, sendo que na presenca de Se houve menor
peroxidacdo lipidica (Figura 3). Nos tratamentos com auséncia de adubacdo de Se as doses de
80 e 120 kg ha™ proporcionaram maiores valores de malondialdeido (MDA), o que representa
alta taxa de peroxidacdo da bicamada lipidica das membranas celulares das folhas de arroz.
Rios et al. (2008) aplicando Se em alface observaram que os valores de MDA tendem a
aumentar na presenca de Se, resultado semelhante ao encontrado por Hartikainen et al. (2000)
e Xue et al. (2001). Neste estudo, as doses de N e Se ndo apresentaram nenhum efeito
significativo no contetudo de H,0, bem como enzimas do ciclo do N como redutase do nitrato

€ urease.

A aplicacdo de baixas concentracdes de selenato de sddio pode prevenir a indugdo do
sistema antioxidante em plantas, melhorando assim a resisténcia ao estresse oxidativo (RIOS
et al., 2010). Ainda segundo Rios et al. (2010) as plantas tratadas com selenato de
sodioinduzem aumentos significativos nas enzimas que desintoxicam H,0,, especialmente a
ascorbato peroxidase e a glutationaperoxidase (GSH), bem como um aumento na
concentracéo foliar de compostos antioxidantes como ascorbato e GSH.

Nos tratamentos onde as doses de N foram associadas a aplicacdo de Se os valores de
proteina foliar total apresentaram resposta linear até a dose de 80 kg ha™de N, seguida de uma
queda na dose de 120 kg ha™. Na auséncia de Se, a dose de 120 kg ha™apresentou maior teor

de proteina foliar total (Figura 3).

Durante o estresse oxidativo, a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROS) causa danos a membrana, que eventualmente, leva a morte celular. Para protecéo
contra asERQS, as plantas contém enzimas antioxidantes como a SOD e CAT, bem como

uma ampla gama de antioxidantes ndo-enzimaticos (WHITE, 2016).
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A CAT ¢ encontrada principalmente nos peroxissomos, transformando H,O, em agua,
embora a sua afinidade para o substrato seja mais fraca do que a de outras enzimas
antioxidantes (FENG et al., 2013). Neste estudo aCAT apresentou maior atividade na dose de
120 kg ha de N associado a 25 g ha™ de Se (Figura 3). Apenas nas doses 0 e 120 kg ha™ de
N houve diferenca estatistica para a presenca ou nao de Se, sendo que na dose O a atividade
enzimética foi maior na auséncia de Se, porém na dose de 120 kg ha™ a atividade dessa
enzima foi maior na presenca de Se. Rios et al. (2010) estudando o efeito da aplicacdo de Se
no sistema antioxidante de alface ndo observaram efeito da aplicacdo de Se na atividade da
CAT e concluiram que essa enzima nao esté entre as principais enzimas para a desintoxicacdo
de H,0..

A SOD ¢ a enzima encarregada de eliminar os radicais superoxido e transforma-los em
H.O, (SAIDI et al., 2014). O aumento nas doses de N na adubagéo de cobertura do arroz de
terras altas ndo proporcionou diferenca estatistica significativa para a atividade da SOD.
Houve diferenca estatistica apenas quando comparada a presenca ou nao de Se, sendo a
presenca de Se proporcionou aumento na atividade da SOD. Esse resultado é semelhante ao
encontrado por Rios et al. (2010) que observaram que plantas tratadas com Se tiveram maior
atividade da SOD.
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Figura 3 - Teor protéico e enzimas antioxidativas em resposta a aplicacdo de doses de N na
presenca ou ndo de Se na cultivar de arroz de terras altas ANa 5015.
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Legenda: conteddo de MDA (a), contetido deproteina foliar total (b), atividade da CAT (c) e
SOD (d). Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas ndo sdo significativamente
diferentes e acordo com teste t (p < 0,05) na sequéncia de uma comparacdo horizontal de
barras a partir de diferentes doses de Se. As barras de erro representam o0 erro padrdo da
média (n = 4).

Fonte: elaboragdo do proprio autor

3.3.3 AVALIACAO NUTRICIONAL DO TECIDO FOLIAR

Os teores de nutrientes nas folhas em resposta a aplicacdo de N e Se estdo sumarizados
na Tabela 1. Na presenca de Se, observou-se maiores teores foliares de N, Cu e Se. A adicéo
de Se na adubacdo nitrogenada de cobertura apresentou diferentes efeitos no teor de P nas

folhas.

O teor foliar de S nédo foi influenciado pelas doses de N. Houve influéncia apenas da
presenca de Se na dose 0 kg ha™ de N, onde observou-se que a adicéo de Se proporciona uma
queda no teor foliar de S. Isso ocorre porque tanto o Se quanto o S utilizam transportadores de
sulfato (SULTR), ou seja, proteinas transportadoras de S na planta (WHITE, 2016). Portanto,

quanto maior a concentracdo de Se no solo menor sera a absorcao e transporte de S na planta.
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Por outro lado, as doses de 20, 80 e 120 kg ha™* de N a presenca de Se proporcionou
aumento nos teores foliares de K. As maiores doses de N (80 e 120 kg ha™ de N) associados
ao Se proporcionaram os maiores valores de K no tecido foliar de arroz de terras altas. Os
teores foliares de Ca foram reduzidos com a adicdo de Se junto a adubacdo de cobertura do
arroz. Os maiores teores de Ca foram obtidos nas maiores doses de N (80 e 120kg ha™ de N),
quando néo associadas ao Se, com valores de 8,20 e 8,14 mg kg™, respectivamente.

Os teores foliares de Se foram diretamente influenciados pela presenca desse mesmo
nutriente na adubacgédo de cobertura. Em todos os tratamentos, independente da dose de N o
teor de Se no tecido foliar foi maior quando aplicada a dose de 25 g ha™ de Se (Tabela 1). O
Se ndo é um nutriente essencial para as plantas, entretanto, € considerado um elemento
benéfico por estimular o crescimento, conferir tolerancia a inducdo de estresse oxidativo, e
proporcionar resisténcia a patdgenos e herbivoros. (EL MEHDAWI e PILON-SMITS, 2012;
FENG et al., 2013). O Se tem acdo nas plantas como ativador de diversas enzimas que
contribuem para a diminuicdo da peroxidacdo lipidica e da formacdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,) no tecido vegetal, retardando a senescéncia e diminuindo o estresse
oxidativo (DJANAGUIRAMAN et al., 2005; SAIDI et al., 2014). Foi observado efeito da
interacdo entre as doses de N e a presenca ou auséncia de Se, onde houve uma curva de
resposta de modelo quadratico, sendo que o maior teor de Se foi observado na dose de 40 kg
ha' de N (0,54 mg kg™). A interacdo do N e Se ainda ndo é compreendida, mas Rios et al.
(2013) também observou maiores concentragdes foliares de Se em folhas de alface cultivado
em altas concentracdes de N.

Os teores de Se variaram de 0,01 a 0,54 mg kg™nas folhas (Tabela 1). Nesse estudo,
observou-se a translocacdo do Se das folhas para os graos, o qual a concentracdo de Se variou
de 0,0320,36 mg kg™ (Tabela 2).
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Tabela 1 - Teores de nutrientes no tecido foliar em resposta a aplicacdo de doses de N na presenca ou ndo de Se na cultivar de arroz de terras

altas ANa 5015.
N P S K Ca Mg Se Cu Zn
Doses Se 0 17,470 1,97 2,89a 10,61a 7,82a 2,73 0,02b 6,32b 9,18a
25 18,44a 1,98 2,72b 11,43b 7,21b 2,74 0,38a 6,73a 8,46b
Doses N Linear p<0,05 p<0,05 p<0,05 ns ns p<0,05 ns p<0,05 p<0,05
Quadratico Ns p<0,05  p<0,05 ns p<0,05 Ns p<0,05 ns p<0,05
Dose 0 0 16,14 2,90Aa 341Aa 1157Ba 7,25BC 2,58Db  0,02b 5,67Bb 10,61Aa
25 17,87 2,51Ab 2,76b  10,33ABb 7,54AB 2,75ABa 0,23Ea  6,75Aa 8,64Ab
Dose 20 0 16,08 2,19Bb 2,82B  10,61Bb 7,67ABa 2,71BC 0,02b  6,13ABb 9,13B
25 18,87 2,41ABa 2,92 11,50Ca 6,98Ab 2,69B 0,37Ca  7,04Aa 8,79A
Dose 40 0 17,76 1,76Ca  2,75B 11,37C  7,83Aa 2,64CDb 0,01b 6,46A 9,17Ba
25 17,71 1,39Cb 2,81 11,31BC 7,33ABb 2,76ABa 0,54Aa 6,04B 7,46Bb
Dose 80 0 18,74 1,69Ca  2,65B 9,75Bb 8,20C 3,0lAa 0,01b 6,72A 8,40C
25 18,81 1,32Cb 2,47 12,69Aa 7,76B 2,72ABb 0,44Ba 7,04A 8,67A
Dose 120 0 18,62 1,33Db  2,82C  9,74Ab 8,14ABa 2,73A 0,01b 6,60A 8,61BC
25 18,94 2,28Ba 2,63 11,33Aa 6,43Cb  2,78B  0,32Da 6,76A 8,72A
Ccv 7,94 5,42 4,06 3,53 4,33 1,34 8,19 4,64 8,81
Se p<0,05 Ns p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
N ns p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 Ns p<0,05  p<0,05 p<0,05
Sex N ns p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<005 p<005  p<0,05 p<0,05

Legenda: ™: N&o significativo, ** significativo a 5%; * significativo a 1%; Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas ndo séo significativamente
diferentes dentro de cada cultivar e letras maiusculas iguais ndo diferentes para cada dose de selénio, de acordo com teste t (p < 0,05); D.M.S.: Diferenga minima
significativa; C.V.: Coeficiente de variacdo
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3.3.4 AVALIACAO NUTRICIONAL DO GRAO

De acordo com os teores de nutrientes no grao (Tabela 2),0bserva-se que a presenca de
Se junto a adubacdo nitrogenada proporciona maiores valores nos teores de N, P, K, Ca, Se,
B, Cu, Zn e Mo nos gréos. Os teores de S, Mg, Mn e Fe n&o sofreram influéncia da aplicacdo
de Se.

Os teores de N nos grdos, com excessdo do tratamento sem adubacdo nitrogenada,
onde ndo foi verificada diferenca estatistica, foram maiores quando o Se foi adicionado no
sulco de plantio.

Os teores de P, apresentaram diferenca significativa quando comparada a presenca ou
ndo de Se no sulco de plantio a partir da doses de 40 kg ha™ de N. Nas doses 0 e 20 kg ha™ de
N ndo houve diferenca estatistica nos teores de P independente se houve ou ndo adicdo de Se
(Tabela 2). Esse resultado corrobora com os resultados obtidos no estudo realizado por Wu e
Huang (1992) que relataram um aumento no teor de P quando aplicadas baixas doses de Se na
forma de selenato.

Para o S, foram observados maiores teores nos tratamentos com dose de pelo menos
40 kg ha™* de N. A aplicacio de Se proporcionou maior teor de S no tratamento com 20 kg ha’
! de N, enquanto que na dose de 40 kg ha™ de N a adicéo de Se provocou diminuicdo nos
teores de S (Tabela 2). Nas demais doses de Se, a aplicacdo de Se ndo interferiu nos teores de
S. Comparando a presenca ou nao de Se, ndo houve diferenca significativa para o teor de S,
demonstrando que ndo héa relacdo de antagonismo, quando esses elementos estdo presentes em
baixas concentracdes na solucdo do solo. White et al. (2004) sugere que a presenca de S na
concentracdo de 4 mM na zona radicular, na presenca de selenato estimula a absor¢do de S.
Por outro lado, Kopsell e Randle (1997) estudando os efeitos do Se na cebola como Rios et al.
(2013) estudando a cultura do alface afirmam que doses elevadas de Se prejudicam a absorcéo
de S, com consequente dimuicgéo dos teores de S na planta.

Os teores de K apresentaram efeito da interacdo entre as doses de N associadas ou néo
a adubacdo com Se apenas a partir da dose de 40 kg ha™ de N, sendo que nas doses de 40 e
120 kg ha™ de N a presenca de Se proporcionou maiores valores de K no gréo (Tabela 2). Nos
estudos realizados por Wu e Huang (1992) e Rios et al (2013) a presenca de Se na adubacao
ndo interferiu nos teores de K, sugerindo que esses nutrientes ndo apresentam relagcdo no
balango nutricional das plantas.

Os teores de Se no grdo foram diretamente influenciados pela adubacdo com selenato

de sddio, sendo que independente da doses de N aplicada, a adicdo de Se via adubacéo
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proporciona aumento desse elemento no grdo. Também é possivel afirmar que a adubagdo N
auxilia a absorcdo de Se pelas plantas, visto que na dose 0 kg ha™ de N o teor no gréo de Se
foi de 0,22 mg kg™, quando houve adicdo de N o teor foliar de Se alcancou o valor médio de
0,34 mg kg™ (Tabela 2).

O teor de Fe graos foi influenciado pelas doses de Se quando interagiram quando as
doses de 0, 20 e 40 kg ha™ de N. Nas doses 0 e 40 kg ha™ de N a presenca de Se proporcionou
maiores teores de Fe no grdo, passando de 11,22 mg kg™ para 15,31mg kg™ e 12,03 mg kg™
para 14,98mg kg, respectivamente. J& na dose de 20 kg ha™ de Nhouve um decréscimo nos
teores de Fe na presenca de Se, diminuindo de 16, 41 mg kg™ para 10,16 mg kg™. Rios et al.,
(2013) observaram um aumento nos teores de Fe quando adicionado Se via adubagdo na
cultura da alface.

Observa-se gque o teor de Zn foi influenciado pela aplicacdo de Se apenas na dose de
40 kg ha de N, sendo que nas demais doses de N néo houve diferenca estatistica para a
presenca ou ndo de Se. O maior teor de Zn nos gréos foi observado na dose de 40 kg ha™ de N
na presenca de Se.

Os teores de Mo no grdo nao sofreram interferéncia da adubacdo nitrogenada, apenas
da presenca ou ndo de Se em alguns tratamentos. Na dose de 120kg ha” de N ndo houve
diferenca estatistica para a presenca de Se. Nas doses 0, 20 e 80 kg ha™ de N a presenca de Se
aumentou consideravelmente a o teor de Mo. O maior teor de Mo no grao foi observado na

dose de 80 kg ha™* de N associado a adubagdo com 25 g ha™* de Se.
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Tabela 2 - Teores de nutrientes nos gradsem resposta a aplicacao de doses de N na presenca ou nao de Se na cultivar de arroz de terras altas ANa

5015.
N P S K Ca Mg Se B Mn Fe Cu Zn Mo
Doses Se 0 18,48b 3,87b 1,32 2,84b 0,07 1,69 0,03b 0,40b 22,35 13,28 5,59b 27,25b  0,04b
25 19,18a 4,04a 1,32 2,91a 0,08 1,74 0,32a 0,71a 23,15 13,45 5,75a 29,09a 0,09
Doses N Linear Ns p<0,05 p<0,05 ns Ns Ns p<0,05 Ns p<0,05 ns p<0,05 ns ns

Quadratico  Ns p<0,05 p<0,05 p<0,05 Ns Ns p<0,05 p<0,05 p<0,05 ns p<0,05 ns p<0,05

Dose 0 0 1839 431A 122B 299A 0,07 1,56Bb 0,03b 0,35Bb 23,39Bb 11,22Cb 519B  29,17A 0,037b
25 18,69 4,16A 1,18C  3,01A 0,08 1,77a 0,22Ca 0,95Aa 26,47Aa 1531Aa 5,26C 29,16AB 0,101Ba

Dose 20 0 17,96 4,24A 122Bb 284AB 0,07 1,80A 0,03b 0,37Bb 26,21Aa 16,41Aa 5,03Bb 27,66AB 0,055a
25 18,80 4,18A 1,33ABa 2,97A 0,07 1,76  0,34ABa 0,61Ca 23,74Bb 10,16Cb 5,52BCa 28,49B 0,029Db

Dose 40 0 18,78 345Bb 1,39Aa 2,81ABb 0,07 1,68AB  0,04b 0,33Bb 21,60BC 12,03BCb 6,22Aa 24,43Cb 0,042b
25 19,27 4,11Aa 1,30Bb 3,06Aa 0,08 1,79 0,31Ba 0,70Ba 21,54B 14,98Aa 5,66Bb 31,74Aa 0,105Ba

Dose 80 0 18,74 3,69B 141A 284ABa 0,07 1,75A 0,02b 0,47Ab 20,76BC 12,72BC  6,19Ab  29,01A 0,041b
25 19,16 3,81AB 1,38A 2,58Bb 0,07 1,63 0,36Ab 0,66BCa 21,82B 14,23AB 6,48Aa 27,38B 0,173Aa

Dose 120 0 1855 3,66Bb 1,35A 2,75Bb 0,07 1,63AB  0,02b 0,48Ab 19,81Cb 14,00B 5,32Bb  25,95BC 0,045
25 1999 394Ba 1,39A 291Aa 0,08 1,75 0,35Aa 0,64BCa 22,18Ba 12,55B 581Ba 28,68B 0,060C

Ccv 5,28 3,74 2,83 3,42 3,95 5,54 9,23 5,81 5,70 8,31 2,52 4,69 20,42

Se p<0,05 p<0,05 Ns p<0,05 p<0,05 ns p<0,05 p<0,05 p<0,05 ns p<0,05 ns p<0,05

N Ns p<0,05 p<0,05 p<0,05 Ns ns p<0,05  p<0,05 Ns ns p<0,05 p<0,05 p<0,05

Sex N Ns p<0,05 p<0,05 p<0,05 Ns p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

Legenda: “°: N&o significativo, ** significativo a 5%; * significativo a 1%; Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas ndo sio significativamente diferentes dentro de cada cultivar e
letras maiusculas iguais ndo diferentes para cada dose de selénio, de acordo com teste t (p < 0,05); D.M.S.: Diferenga minima significativa; C.V.: Coeficiente de variacao.
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De acordo com as normas do Codex Alimentarius os alimentos biofortificados com Se
ndo devem apresentar teores superiores a 0,3 mg kg™de Se. A aplicacdo de 25 g ha™ de Se
apresentou concentracdo média maxima de 0,36 mg kgde Se nos grdos (Quadro 1), no
entanto, a ingestdo diaria de Se requerida do arroz biofortificado (24,7 pg dia™) ainda esta

abaixo da recomendaco que é de 55 pg dia™.

A populacdo brasileira ingere em média 25 kg de arroz ano™ ou 68,5 g dia™ de arroz
(MAPA, 2016). Portanto, para calcular a ingestdo diaria do arroz biofortificado é necessario
multiplicar a ingestdo diéria do alimento pela concentracdo do Se na amostra como descrito

na equacao a seguir:
68,5 g dia™' x 0,36 mg kg™! = 24,7 pg dia™?

A ingestdo diaria de Se calculada proveniente do arroz ndo biofortificado e do arroz
biofortificado com Se variou de 2,05 a 24,7ug dia™ (Figura 4), 0 que representa um aumento
de 3,72% para 44,9% da necessidade diaria de Se por dia.Levando em consideragdo que a
recomendacdo de ingestdo diaria de Se para adultos é de 55 pg dia™, o presente estudo
apresenta informacoes relevantes sobre biofortificacdo agronémica para aumento do teor de

Se nas partes comestiveis, o que pode resultar em beneficios na saide humana.

Figura 4 - Ingestdo diaria de Se proveniente do arroz biofortificado com Se em resposta a
adubag&o nitrogenada.
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/2 Sem Se

Tkl

0 20 40
Doses de N (kg ha™)
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o ~ ©
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- =
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0

Fonte: elaboracdo do proprio autor
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3.4 CONCLUSOES

A interagéo entre Se e N ndo aumentou a produtividade do arroz de terras altas, mas o
teor de Se no gréo do arroz biofortificado aumentou de0,03 a 0,36 mg kg™ nos gréos. A
ingestdo diaria de Se calculada proveniente do arroz biofortificado com Se variou de 2,05 a
24,7ug dia™, o que representa um aumento de 3,72% para 44,9% da necessidade diaria de Se
por dia.

Levando em consideracdo que a recomendacédo de ingestdo diaria de Se para adultos é
de 55 pg dia®, o presente estudo apresenta informagdes relevantes sobre biofortificacéo
agronémica para aumento do teor de Se nas partes comestiveis, 0 que pode resultar em

beneficios na salide humana.
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