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BIOFORTIFICACAO E TOXICIDADE DE SELENIO NA CULTURA DA ALFACE EM
SOLUCAO NUTRITIVA

RESUMO - As informacdes sobre fontes de selénio (Se) em alface sé&o
incipientes na literatura, sobretudo, com relagdo ao limite entre biofortificacdo e
toxicidade. Assim, o0 objetivo deste estudo foi determinar niveis criticos de Se na
solucéo nutritiva e foliar, e a melhor fonte que aumente a biofortificacdo da alface
hidropdnica sem causar toxicidade. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado representado por duas fontes de selénio, selenito de sédio
(NazSeO:s) e selenato de sodio (Na2SeQa), dez concentragbes de selénio (0; 2; 4; 6;
8; 16; 32; 64; 96; 128 uM) com quatro repeticbes por tratamento, totalizando 80
unidades experimentais. As concentracdes adequadas estéo entre 5,6 e 16 uM de
selénio na forma selenato em solucgéo nutritiva e teores foliares adequados de 10,2 a

41,8 mg kg* de selénio.

Palavras-chave: Lactuca sativa L , nivel critico, selenato, selenito



BIOFORTIFICATION AND SELENIUM TOXICITY IN CULTURE OF LETTUCE IN
NUTRIENT SOLUTION

ABSTRACT - Information on sources of selenium (Se) in lettuce are scarce in
the literature, especially with respect to the boundary between Biofortification and
toxicity. The objective of this study was to determine critical levels of Se in the
nutrient solution and leaf and the best source to increase biofortification of
hydroponic lettuce without causing toxicity. The experimental design was completely
randomized represented by two sources of selenium, sodium selenite (Na2SeO3s) and
sodium selenate (Na2SeOa) ten selenium concentrations (0. 2. 4. 6. 8. 16. 32. 64. 96.
128 uM) with four replicates per treatment, totaling 80 experimental units. The
concentrations are between 5.6 and 16 uM selenium selenate form the nutrient

solution and appropriate foliar 10.2 to 41.8 mg kg™ of selenium.

Keywords: Lactuca sativa L, critical level, selenate, selenite



1. INTRODUCAO

O selénio (Se) é listado entre os 22 elementos minerais necessarios a dieta
humana por entrar na constituicdo de um conjunto de proteinas que participam
ativamente do metabolismo humano. Dentre estas proteinas, destacam-se a
glutationa peroxidase com funcéo antioxidante e a iodotironina deiodinase com
importante funcdo no metabolismo do hormonio tireoidiano (DUNTAS; BENVENGA,
2015). Apesar da importancia deste elemento mineral na dieta humana, estima-se
que 15% da populacdo mundial apresenta deficiéncia de Se, e este fato pode ser
atribuido ao seu baixo teor nos solos (HAWRYLAK-NOWAK, 2013), o que reflete na
planta e no ser humano.

Para evitar a aparecimento de doencas inerentes a nutricdo insuficiente de Se
em humanos, é recomendada a ingestao diaria de 55 g deste elemento por adulto,
e acima deste valor pode haver o aparecimento de sintomas de toxicidade (BOYD,
2011). Portanto, é importante identificar a faixa de concentracdo de Se em plantas, a
fim de estabelecer indicacdes adequadas do elemento na solugéo nutritiva de cultivo
para suprir a dieta humana por Se. Este fato € oportuno, sobretudo, em espécies
folhosas amplamente consumidas no mundo como alface e com custo baixo em
relacdo a outros alimentos como castanha-do-Brasil e carne, que reconhecidamente
tém alto teor de Se.

Neste sentido, a utilizacdo de plantas comestiveis constitui uma forma de
minimizar a deficiéncia de Se a partir de uma estratégia que na nutricdo mineral de
plantas é reconhecida como biofortificagdo de plantas, a qual € implementada via
adubacdo ou melhoramento genético vegetal (GRAHAM et al., 2007; CAKMAK,
2008). Entretanto, conhecer o limite entre biofortificacdo e toxicidade de Se em
plantas de alface € importante, pois 0 excesso deste elemento mineral na solucao
nutritiva induz o comprometimento do crescimento vegetal desencadeado pela
toxicidade de Se, que é dependente da dose, fonte e cultivar utilizada.

Na literatura ha relatos segundo os quais as plantas de alface apresentam
maior tolerancia a toxicidade de Se na forma selenato em relacéo a selenito. Estes

estudos revelaram decréscimo na biomassa aérea da alface cv. Philipus com



concentracédo de Se na forma de selenato (>80uM) superior a fonte selenito (>5uM)
(RIOS et al.2013), e também na cv. Justyna com concentracdo de Se na forma
selenato (>20uM) superior ao selenito (>13uM) (Hawrylack-Nowak, 2013).

Deve-se ressaltar que as concentracdes de Se relatadas como toxicas e
relatadas por Rios et al. (2013) e Hawrylack-Nowak (2013) para alface foram
baseados apenas em teste de médias (comparacdo entre controle e os tratamentos
de selénio) e ndo a partir da determinacdo dos niveis criticos de selénio. Na
literatura atual, ainda ndo ha informacdes relativas ao nivel critico de toxicidade de
selénio em plantas de alface, impedindo a interpretacdo do estado nutricional da
cultura por toxicidade de Se. Portanto, sdo necessarias mais informacdes relativas a
concentracdo e fonte de selénio que promovam maior teor foliar sem risco de
toxicidade as planta.

Diante do exposto, este estudo foi conduzido com o intuito de testar a
hip6tese segundo a qual o limite entre biofortificacdo e toxicidade de selénio é
estreito e dependente da fonte e concentracdo de selénio. Assim, 0 objetivo deste
estudo foi determinar niveis criticos de Se na solucdo nutritiva e foliar, e a melhor

fonte que aumente a biofortificagéo da alface hidropdnica sem causar toxicidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura da alface

A familia das Asteraceas abrange as hortalicas mais consumidas do mundo
em forma de salada, com destaque para cultura da alface (Lactuca sativa L.), que &
uma planta herbacea silvestre com origem no sul da Europa e Asia Ocidental. Esta
espécie caracteriza-se por um sistema radicular do tipo ramificado e superficial,
chegando a explorar até 0,60 m de profundidade, quando cultivada em condi¢des
favoraveis (FILGUEIRA, 2008).

Embora sejam plantas de regides temperadas, a entrada de cultivares
melhoradas geneticamente proporcionou seu cultivo em climas tropicais, com
disponibilidade da cultura durante todo o ano (FILGUEIRA, 2008). Para este autor, o
uso de novas tecnologias de cultivo tem contribuido para o aumento da producéo
desta hortalica, sendo o cultivo hidroponico o mais utilizado atualmente.

Mudancas importantes na alfacicultura brasileira ocorreram na ultima década,
pois a preferéncia por alface tipo crespa teve um significativo aumento em
comparacao ao tipo lisa, representando atualmente 53% da alface consumida dentro
do Estado de S&o Paulo. Neste segmento de alface crespa, as cultivares Veronica e
Vera, langadas nos anos 90 tem liderado o mercado nacional (SALA; COSTA, 2012).

A cultivar de alface Vera foi selecionada pelo cruzamento das cultivares
Veronica e Slow Bolting em ensaios desenvolvidos em regiées produtoras do Estado
de Sao Paulo. As plantas desta cultivar sdo vigorosas e com folhas crespas,
resistentes ao florescimento prematuro induzido por altas temperaturas e ponto de
colheita variando entre 50 e 70 dias (DELLA VECCHIA et al., 1999).



2.2 Selénio

O selénio (Se) foi descoberto por Jons Jacob Berzelius em 1817, entre os
elementos na tabela periddica, o selénio (Se) é classificado como nao-metal
constituinte da familia 6A da tabela periddica. Suas propriedades quimicas
assemelham-se as do enxofre (S), quanto ao raio atdémico, energia de ligacao,
potencial de ionizagéo e afinidade eletronica (TINGGI, 2003).

O selénio é listado entre os 22 elementos minerais necessarios a dieta
humana, por entrar na constituicdo de um conjunto de proteinas que participam
ativamente do metabolismo humano. E recomendado a ingestdo diaria por adultos
de 55 pg de Se para evitar o surgimento de doencas referentes a sua deficiéncia.
Entretanto, acima desta quantidade pode ocorrer o aparecimento de sintomas de
toxicidade (BOYD, 2011).

Apesar da importancia deste elemento na dieta humana, estima-se que 15%
da populagdo mundial apresente deficiéncia em Se, e este fato pode ser atribuido ao
seu baixo teor nos solos (HAWRYLAK-NOWAK, 2013). O Se é fundamental ao
metabolismo humano, pelo fato de participar da estrutura de proteinas denominadas
selenoproteinas as quais tém varias funcdes como a de neutralizar espécies reativas
de oxigénio, além de auxiliar na prevencao de doencas (RAMOS et al., 2011b).

Como os demais elementos-traco, o Se é um constituinte da crosta terrestre,
sendo extraido do solo e incorporado a alimentacdo animal e de humanos através
das plantas. Ele é encontrado nos solos em baixas concentracfes, que variam de
0,01 - 2 mg kg?. Entretanto, sua distribuicdo é desuniforme, existindo regides do
mundo que apresentam solos com quantidades superiores, sendo estes
denominados como solos seleniferos. Estes solos estdo presentes em paises como
Estados Unidos, China e Irlanda que apresentam concentragbes acima de 28 mg kg~
! (PRAUCHNER, 2014).

Na nutricdo de plantas, o Se é considerado um elemento mineral benéfico,
pois as plantas podem crescer e se desenvolver na auséncia deste elemento
mineral. Apesar disso, sua adicdo promove um incremento nos parametros de
crescimento de culturas agricolas, além do seu efeito antioxidante na planta (RIOS
et al., 2008a; HAWRYLAK-NOWAK, 2013).



2.3 Biofortificacdo e toxicidade de plantas com selénio

Objetivando-se minimizar os efeitos inerentes a deficiéncia de Se na dieta
humana, o aumento da concentracdo de Se nos alimentos é uma alternativa
promissora, sobretudo, em plantas de interesse agricola. Neste sentido, o uso de
plantas comestiveis constitui uma forma de minimizar a deficiéncia na ingestao de
Se através de uma estratégia que na nutricdo de plantas é conhecida como
biofortificacdo a qual € implementada via adubacdo ou melhoramento genético
vegetal (GRAHAM et al., 2007; CAKMAK, 2008), ou ainda, pela associacdo de
ambas. Isto € possivel pelo fato do transportador de membrana utilizado pelo Se ser
o0 mesmo utilizado pelo enxofre, dada a similaridade quimica entre estes dois
nutrientes (WHITE, 2016).

Devido a capacidade das plantas de absorverem o Se, elas podem ser
classificadas quanto ao teor deste elemento mineral em seu tecido foliar, diferindo
entre si em hiperacumuladoras (1000-15000 mg Se kg! de massa seca),
acumuladoras (100-1000 mg Se kg* de massa seca) e ndo acumuladoras (<100 mg
Se kg! de massa seca) (WHITE, 2016). Entretanto, as plantas de interesse
agrondmico normalmente ndo sdo acumuladoras de Se, pois possuem teores
menores que 25 mg kg* (PRAUCHNER, 2014).

A toxicidade de Se é originada a partir da substituicdo do enxofre pelo Se no
aminoacido cisteina e metionina, e por induzir o estresse oxidativo. A assimilacdo do
Se ocorre via cisteina, que € incorporado em proteinas ndo especificas em plantas
nao acumuladoras de Se (VAN HOEWYK, 2013; DIMKOVIKJ; VAN HOEWYK,
2014). Sendo assim, a estrutura terciaria das proteina é alterada e isto interfere na
formacdo de pontes dissulfeto, originando proteinas ma formadas e sem
funcionalidade (VOET; JUDITH, 2013).

Para a cultura da alface, considerada principal hortalica folhosa do Brasil
(SALA; COSTA, 2012), um fator que deve ser considerado na toxicidade de Se é a
demanda transpiratoria das plantas que, em condi¢cdes tropicais de elevada
temperatura de cultivo, pode aumentar a absor¢cdo de Se dissolvido na solugéo

nutritiva e tornar as concentragfes consideradas biofortificantes em toxicas as



plantas, sobretudo em espécies cujo crescimento e desenvolvimento sdo acelerados
pela temperatura elevada do verao.

A caracterizacdo do Se como um elemento benéfico ou téxico € variavel, pois
o limite entre biofortificacdo e toxicidade em plantas de alface pode ser modificado
em funcéo da fonte e concentracdo de Se. Em estudos que avaliam a toxicidade de
Se em plantas de alface, duas fontes tém sido amplamente utilizadas nas pesquisas,
gue sao o selenito (Na2Se0s3) e selenato (Na2Se0a4).

Quando é utilizado o selenato, o maior teor de Se é registrado na biomassa
aérea da planta, pois esta fonte de Se é absorvida pelos transportadores de sulfato e
translocado em maior quantidade e incorporado em compostos organicos. Por outro
lado, o selenito é incorporado em compostos organicos ainda no sistema radicular,
ficando retido em maior quantidade neste 6rgdo devido a fonte selenito estar em
uma forma quimica mais reduzida (RIiOS et al., 2008a; MALAGOLI et al., 2015).

A adicdo de Se em altas concentracdes na solucao nutritiva pode promover
sintomas de toxicidade em plantas, que implicam reducéo de crescimento, alteracéo
nos pigmentos fotossintéticos e aparecimentos de clorose (HAWRYLAK-NOWAK,
2013; MALAVOLTA, 1980). Varios estudos reportam a acdo de fontes de Se
(selenato e selenito) em plantas. Rios et al. (2013) relatam que acima de 80 uM de
Se na forma selenato h& reducédo de 13% do crescimento da parte aérea de plantas
de alface. Ainda de acordo com estes autores, o selenito a partir da concentracdo de
5 uM promoveu reducédo de 25% no crescimento de plantas de alface.

Resultados reportados por Hawrylak-Nowak (2013) trabalhando com plantulas
de alface cultivar Justyna sob temperatura de 22/18 °C (dia/noite), mostram que a
fonte selenito diminuiu em 30% a massa seca da parte aérea na concentracao de 15
MM enquanto que para a fonte selenato houve reducao de 15,7% na massa seca da
parte aérea na concentracdo de 20 yM, o que evidencia o efeito téxico maior da
fonte selenito em comparagcdo ao selenato nas planta. Observou-se diminuicdo de
25% da massa seca da parte aérea de plantas de alface com uso do selenito a partir
de 10 uM em solugéo nutritiva, e reducgao de 12,5% com selenato em concentragdes
superiores a 40 pM (RIOS et al., 2008b). Portanto os estudos desenvolvidos com
alface em solucao nutritiva indicam que o selenato € menos toxico as plantas em

comparacdo ao selenito, como evidenciado por Rios et al. (2008b). Estes autores



observaram que o teor de Se até 15 mg kg para a fonte selenato e até 6 mg kg
para a fonte selenito promoveram efeitos benéficos. Porém, quando o teor foliar
ultrapassou estes valores, 0 Se desencadeou efeitos toxicos as plantas. Além disso,
0 aumento das concentracdes de selénio em solucdo nutritiva pode atingir valores
toxicos as plantas, alterando o teor de pigmentos fotossintéticos (clorofila a e b) e,
consequentemente, reduzir a producao de massa seca da cultura (SAFFARYAZDI et
al., 2012).



3. MATERIAL E METODOS

Para producdo das mudas de alface, foram utilizadas bandejas de poliestireno
preenchida com vermiculita e substrato organico Basaplant Hortalicas na proporcao
1:1. O substrato utilizado é composto por casca de pinus, turfa, carvdo e nutrientes.
Posteriormente, as mudas de alface foram selecionadas de acordo com o vigor e
uniformidade. Apos dez dias da emergéncia (DAE), as raizes das mudas foram
lavadas com agua deionizada e, a seguir, transplantadas para vasos definitivos de 2
L de capacidade (15 cm largura x 15 cm cumprimento x 11 cm altura) contendo
solucéo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950). A forca ionica inicial da solucao foi de
25%, sendo a mesma aumentada para 50, 75 e 100% a medida que a solugéo
nutritiva foi trocada em intervalos de trés dias. Durante o periodo experimental, a
temperatura e umidade relativa do ar foram registradas mediante uso de um
datalogger. Os dados de temperatura e umidade relativa do ar (minima, maxima e

meédia) estdo apresentados na figura 1.
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Figura 1. Temperatura e umidade relativa do ar registrados ao longo de 40 dias apos a
emergéncia (DAE) de plantas de alface cultivadas em solugédo nutritiva, com maxima (e),
minima (e), média (o) e desvio padrao (barra em coluna).



A cultivar de alface utlizada foi a Vera, devido sua resisténcia ao
florescimento prematuro induzido por altas temperaturas, com ponto de colheita de
50 a 70 dias (DELLA VECCHIA et al., 1999).

A aplicacdo dos tratamentos de selénio (Se) ocorreu 28 DAE e, durante 12
dias, as plantas ficaram expostas as formas de Se. O pH da solugéo nutritiva foi
monitorado diariamente e mantido em 5,6 £ 0,2 utilizando-se solu¢cdo de HCI ou
NaOH 0,1 M quando necessario.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial representado por duas fontes de selénio (selenito de sodio -
Na2SeOs; e selenato de sodio - Na2SeOa4) e dez concentragbes de Se (0, 2, 4, 6, 8,
16, 32, 64, 96 e 128 pM) com quatro repeticdes por tratamento, totalizando 80
unidades experimentais.

Ao final do experimento procedeu-se a colheita das plantas, lavando com
adgua deionizada e separando em parte aérea e raiz. Posteriormente, o material
vegetal foi seco em estufa de ventilagdo forcada de ar a 60 °C por 48 horas. A
massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR) foi determinada
utilizando balanca analitica, com unidade expressa em g por planta.

O teor de selénio foi determinado pelo método de emissdo de raio-x por
energia dispersiva (EDXRF), conforme metodologia descrita por Tezotto et al.
(2013). Um grama de massa seca foliar previamente triturado a po6 fino foi colocado
em porta amostra de polietileno de 20 mm de diametro interno coberto por filme de
polipropileno de 6 pum de espessura. As amostras foram irradiadas por 300 s sob
vacuo utilizando-se espectrdmetro de emissdo de raio-x por energia dispersiva
(Shimadzu EDX-720). As amostras foram irradiadas utilizando-se um tubo de raio-x
de Rh (rédio) operado a 15 e 50 Kv. A corrente foi automaticamente ajustada
(méximo de 1 mA). A deteccdo foi conduzida usando-se um detector de Si (Li)
resfriado com nitrogénio liquido. A intensidade do elemento de contagem ka por
segundo (cps/us) foi determinada a partir de uma amostra de espectro de
deconvolucéo de raio-x utilizando-se o software EDX Shimadzu

A area foliar (AF) foi determinada pelo método do disco foliar utilizando-se dez

discos retirados do limbo de folhas totalmente expandidas, evitando-se as nervuras
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(HUERTA, 1962; GOMIDE et al., 1977). O calculo da area foliar foi obtido de acordo
com a equacgao abaixo:

A ; - 10 x area disco x MSTF
Area foliar (cm? planta™) = STD

Onde:

AF = area foliar

MSTF = massa seca de todas as folhas da planta

MSD = massa seca de todos os discos foliares da planta

Area do disco = 1T x R?

Os teores de clorofilas a (Clor a) e b (Clor b) foram extraidos a partir de quatro
disco foliares de 1 cm de diametro os quais foram pesados em balanca analitica e, a
seguir, incubados em acetona a 80% (ARNON, 1949) por 48 horas sob agitacéo
constante e a temperatura de 15 °C. A seguir, as amostras foram lidas em
espectrofotometro a 646 e 663 nm. Os teores de pigmentos foram expressos em mg
de pigmento por centimetro quadrado (mg cm), de acordo com Lichtenthaler

(1987). Os calculos dos teores de clorofilas foram feitos de acordo com as equacgfes

abaixo:
Clorofila a = 12,25ABSg63—2,79ABSg46
Area do disco
Clorofila p = 212%4BS646=5104BSs63
Area do disco
Onde:

ABS: absorbancia

A determinacdo dos niveis criticos de toxicidade de Se foi realizada
relacionando-se as concentracdes das fontes de Se presentes na solugao nutritiva e

a variavel resposta crescimento expressa em crescimento relativo. Nas figuras
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relativas ao crescimento, optou-se por expressar a unidade em grama por planta.
Considerou-se como toxica a concentragdo de Se na solugcdo nutritiva
correspondente a uma reducdo de 10% da maxima producdo de massa seca das
plantas (DAVIS et al., 1978; FAGERIA, 2000). O acumulo de Se na alface foi obtido
pelo produto da massa seca pelo teor de selénio na parte aérea, na mesma

concentracdo em solucao nutritiva, conforme a equacao abaixo:

__ Teor de Se total (mg kg~!) x MSPA (g planta™?1)

Acumulo de Se (mg planta™1) 1000

Os dados foram submetidos a analise de variancia a 1% de probabilidade
pelo teste de Fisher (F). Para as variaveis significativas foi realizada a andlise de
regressao polinomial do fator quantitativo concentracdo de selénio da solucao
nutritiva e o teste de Tukey para o fator qualitativo fonte de selénio. A escolha dos
modelos de regressdo polinomial foi realizada com base na significancia dos
tratamentos atestada pelo teste F e no melhor ajuste a variavel resposta (R?). Para

as andlises estatisticas foram utilizados os pacotes estatisticos Sigmaplot e Sisvar.
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4. RESULTADOS

O aumento das concentracdes de selénio na solucdo nutritiva promoveu
incremento no teor de Se foliar para as fontes selenito e selenato (Figura 2a,b).
Para a fonte selenato, o teor maximo de 440 mg kg de Se foliar ocorreu na maior
concentracédo de selénio na solucdo nutritiva. Entretanto, para selenito o teor foliar
maximo de 20,4 mg kg? de Se ocorreu na concentracdo de 125 uM de selénio na
solucéo nutritiva.

O fornecimento de selénio em concentragbes crescentes na solugéo nutritiva
promoveu aumento do Se foliar acumulado nas plantas de alface na fonte selenato e
selenito (Figura 2c,d). Para as duas fontes de selénio foi observado ajuste
quadratico, sendo o selenato a fonte que promoveu maior acumulo foliar, com ponto
de maximo de 2100,6 pg de Se por planta na concentracdo 83 UM de selénio na
solucdo nutritiva. Por outro lado, a fonte selenito promoveu acimulo de Se com
ponto de maximo de 157 ug de Se por planta na concentracdo 87 uM de selénio na
solucéo nutritiva.

A adicdo de Se alterou o teor dos pigmentos fotossintéticos,
independentemente das fontes utilizadas (Figura 3). No entanto, na fonte selenito
mostrou-se mais danosa que o selenato. Para as concentracdes de selénio, os
teores de clorofila a e b diferiram significativamente nas duas formas de selénio

utilizadas.



13

500 - 25 -
L ]
2 400 1 2 20
j=2]
g € *
3 3
$ 300 1 15 1
Q jo)
& 200 S 10
& &
3 3 .
5 100 Z 5
o ® s
y = 0,0042%% + 2,9529x - 6,4543; R? = 0,99** A y =-0,0013x2 + 0,324x + 0,2187 ; R? = 0,89** B
0 o ; . . . . ; s 0 . . . . . . .
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
Se-Selenato (uM) Se-Selenito (uM)
__ 2500 - 200 4
[}
£ * 2 o
< 8
o Q.
§ 2000 - 5
< 2 150
= =
3 3
2 1500 4 3
3 ° ®
2 £ 100
© @
o (=%
@ 1000 - ° o
Jo Jo)
2] w
® ® 504
o 500 4 °
=} =}
£ . E
2 . y =-0,3241x° + 54,077x - 149,31 ; R? = 0,89** c § y = -0,0189%° + 3,3068x + 12,758 ; R® = 0,84** D
0 : : : : : : : 0 ; ; ; ; ; ; :
0 20 40 60 80 100 120 140 20 40 60 80 100 120 140

Se-Selenato (uM)

Se-Selenito (uM)

Figura 2. Efeito das concentragfes de selénio (Se) no teor (A) e acumulo (C) na fonte
selenato, e teor (B) e acumulo (D) na fonte selenito, em folhas de alface em solucéo

nutritiva.

Clorofila a (mg cm?)

T bms =0,60

y =0,99exp+(-0,05x)+1,55exp(-0,006); R2=0,69*
y =1,28exp+(-0,08x)+1,36exp(-4,57E-012x); R2=0,90**

g
Sert
F x Se"

T

02468 16

T T T T

32 64

Selénio (uM)

1,1 4
® v =0,17exp(-0,08)+0,78exp(-0,0048x); R2=O 82**
1,0 1g O y=0,49exp(-5,97E-013x)+0,41exp(-0,04); R<=0,93**
0,9 @@ F™
_O9RS -
NE N F x Se™
S 0,8 4 N
=)
£
= 0,7
Z
S 0,6 1
o
@)
0,5 1
0,4 4
Toms =0,32 B
0,3 T T T T T ]
02468 16 32 64 96 128
Selénio (uM)

Figura 3. Efeito das concentracdes de selénio (Se) em duas fontes (F) (—o— selenito; --e--
selenato) em solucdo nutritiva no teor de clorofila a (A) e clorofila b (B) em folhas de alface.
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concentragdes de Se nas fontes selenito ou selenato.
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As plantas de alface apresentaram area foliar com ponto de méaximo de
891,01 e 910,16 cm? por planta, correspondentes as concentracdes de 13,6 e 8,30
UM selenato e selenito, respectivamente (Figura 4a). Houve interacdo entre os
fatores fontes e concentracbes de selénio, com significancia ao nivel de 1% de
probabilidade para a variavel area foliar.

O aumento das concentragdes de selénio da solugdo nutritiva promoveu um
incremento na massa seca da parte aérea (MSPA) em baixas concentracoes,
seguida de uma reducdo no crescimento em altas concentracdes de selénio na
solucédo nutritiva. Estas diferencas foram significativas para as fontes e doses de Se
(Figura 4b).

A MSPA ajustou-se as concentracoes de selénio com base em funcdes
logisticas exponenciais. Na fonte selenito a MSPA apresentou ponto maximo de 16 g
de MSPA por planta na concentracéo de 8,4 uM de selénio. Por outro lado, na fonte
selenato a MSPA atingiu ponto maximo de 15 g por planta na concentracéo 5,6 uM
de selénio. Observou-se que o nivel critico de toxicidade foi de 14 e 16 uM de
selénio para as fontes selenito e selenato respectivamente. Relacionando estas
concentracbes de selénio (14 e 16 uM da solucdo nutritiva), referentes ao nivel
critico de toxicidade, aos seus respectivos teores foliares das plantas de alface, foi
observado que estes foram de 4,5 e 41,8 mg kg de Se respectivamente (Figura
2a,b).

A aplicacdo de concentracdes de selénio em solug¢do nutritiva promoveu um
aumento na massa seca da raiz (MSR) (Figura 4c) atingindo ponto de maximo de
2,15 e 2,32 g por planta na concentracdo de selénio de 6,32 e 17,3 uM de selenito e
selenato, respectivamente, com diferencas significativas para fontes e doses de
selénio. O nivel critico de toxicidade observado para a MSR foi de 30 e 9,7 uM de
selenato e selenito, respectivamente (Figura 4c).

A toxicidade de Se induziu sintomas visuais na folha de alface. Foram
observados que os sintomas iniciais de toxicidade de Se sdo semelhantes entre as
fontes. Estes sintomas se caracterizaram pela clorose uniforme e diminuigcdo do
tamanho da folha, sendo evidentes na concentracdo de 32 e 16 pM nas fontes
selenato e selenito, respectivamente, (Figura 5b,d) em relacéo as plantas controle

(Figura 5a). Com o tempo, houve reducao do tamanho das folhas, clorose intensa e
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Figura 4. Efeito das concentracdes de selénio (Se) em duas fontes (F) (—o— selenito; --e--
selenato) em solucao nutritiva na area foliar (A), massa seca da parte aérea (B) e raiz (C)
em plantas de alface. **p < 0,01 e *p < 0,05. Diferenca minima significativa (DMS) para
comparagdo das concentracdes de Se nas fontes selenito ou selenato.

uniforme em ambas as fontes na maior concentracdo de selénio (Figura 5c,e).

Similarmente as folhas, a toxicidade causada pelo selénio provocou modificacbes no

sistema radicular da planta. Os sintomas iniciais caracterizaram-se pela reducéo no

tamanho da raiz, maior sensibilidade a quebra e engrossamento do sistema

radicular. Estes sintomas visuais foram intensos na concentracdo de 32 e 16 pM nas

fontes selenato e selenito (Figura 6b,d), respectivamente, em comparacdo as

plantas controle (Figura 6a). Foi observado, também, escurecimento das raizes na

fonte selenito, sendo estes sintomas intensificados nas duas fontes utilizadas na

maior concentracéo de Se (Figura 6¢,e)
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Figura 5. Sintomas de toxicidade de Se em folhas de alface. Controle (A) comparado a
aplicacdo de selénio. Sintomas iniciais (B) e severo (C) na fonte selenato, e sintomas iniciais
(D) e severo (E) na fonte selenito.
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Figura 6. Sintomas de toxicidade de Se no sistema radicular de alface. Controle (A)
comparado a aplicacdo de selénio. Sintomas iniciais (B) e severo (C) na fonte selenato, e
sintomas iniciais (D) e severo (E) na fonte selenito.
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5. DISCUSSAO

O maior teor e acumulo de Se na biomassa aérea (Figura 2) ocorreu na fonte
selenato, devida esta fonte ser rapidamente absorvida pelos transportadores de
sulfato, ser pouco acumulado na raiz e translocado para a parte aérea e, nesta
estrutura, incorporado em compostos organicos, contrariamente ao que € observado
para a fonte selenito. Esta fonte de selénio € incorporado em compostos organicos
ainda no sistema radicular, ficando o Se retido em maior quantidade neste 6érgao
(RIOS et al., 2008a; RAMOS et al., 2010; RAMOS et al., 2011a,b; MALAGOLI et al.,
2015).

Os resultados encontrados no presente estudo séo similares aos observados
com cinco cultivares de alface em solucdo nutritiva, no qual o selenato promoveu
maior teor de Se na parte aérea em comparacdo a fonte selenito, em todas as
cultivares estudadas (RAMOS et al., 2011a).

O Se é essencial para humanos por entrar na constituicdo bioquimica de um
conjunto de proteinas que sédo fundamentais no funcionamento do metabolismo, e
sua deficiéncia implica o aparecimento de varias doencas como céancer, diabetes
tipo Il, cardiopatias, disfun¢gdes pulmonares, entre outras (SEVEN et al., 2013; PITTS
et al., 2014; PIECZYNSKA; GRAJETA, 2015).

No Estado de Séo Paulo - Brasil, 0 consumo per capita de alface € de 8,5 g
por dia (PAULUS, 2008) e, considerando que a percentagem média de matéria seca
de plantas de alface crespa é 4,5% (RYDER, 1999) e que a recomendacdo de
ingestao diaria de Se por adultos € 55 ug por dia (BOYD, 2011). Neste sentido, o
teor foliar de Se respectivo a concentracdo de 5,6 UM de selenato, a qual néo
contribui para redugcéo do crescimento das plantas de alface, proporciona 5% da
recomendacao de ingestao diaria de Se em humanos adultos. No entanto, a fonte
selenito proporcionou apenas 1,4% da recomendacéo.

A diminuicédo dos teores de Clor a e b (Figura 3) nas plantas de alface ocorreu
em funcdo do aumento das concentracbes de selénio nas formas fornecidas,
afetando diretamente o crescimento das plantas. As reducdes nos teores de Clor a e
b é devido o processo de absorcdo da energia luminosa pelos pigmentos

clorofilianos e conversao desta em energia quimica pelo aparato fotoquimico da
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fotossintese ter sido afetada, impactando negativamente na fixacdo de CO:2 e
producdo de matéria seca, como observado por Saffaryazdi et al. (2012). Segundo
estes autores, a suplementacéo de selénio na forma de selenato de sodio acima de
1 pM promoveu reducéo dos teores de Clor a e Clor b.

No presente estudo, as concentracdes de Se que produziram um efeito
benéfico as plantas de alface ao incrementar a biomassa aérea foram de 5,6 e 8,4
MM para selenato e selenito respectivamente. Acima destas concentracdes houve
reducdo do crescimento. Estas concentragdes encontradas no presente estudo séo
menores que aquelas encontradas por Hawrylak-Nowak. (2013) que verificou
aumento no crescimento nas concentracdes de selénio até 15 e 20 pyM para as
fontes selenito e selenato respectivamente.

Para as variaveis area foliar (AF), massa seca da parte aérea (MSPA) e
massa seca da raiz (MSR) (Figura 4), observou-se incremento na produgcdo em
baixas concentracbes de Se na solugcdo nutritiva, seguida de reducbes no
crescimento nas maiores concentracfes de Se, sendo a fonte selenato menos
danosa as plantas em comparacdo ao selenito. Estes resultados estdo de acordo
com os encontrados por Hawrylak-Nowak (2013) trabalhando com alface
hidroponico.

A diminuicdo nas variaveis de crescimento estdo relacionadas com a
similaridade quimica entre selénio e enxofre, ambos o0s elementos minerais
apresentam a mesma rota de absorcdo e assimilacdo, pois o Se pode ser absorvido
e assimilado via aminoacido cisteina e este, agora denominado selenocisteina, pode
ser incorporado em selenoproteinas ndo especificas em plantas ndo acumuladoras
de Se (ZHU et al., 2009; VAN HOEWYK, 2013; DIMKOVIKJ; VAN HOEWYK, 2014).

Este fato altera a estrutura conformacional de varias proteinas, pois o
aminoacido cisteina tem funcdo crucial na formacdo de pontes dissulfeto que
estabilizam a estrutura terciaria de proteinas (VOET; JUDITH, 2013), o que resulta
em maior dano no metabolismo das plantas e, consequentemente, no crescimento
vegetal.

Os niveis criticos de toxicidade (NCtox) de selénio foram superiores na fonte
selenato (MSPA = 16 uM; MSR = 30 uM) em comparacéo ao selenito (MSPA = 14

uM; MSR = 9,7 uM). Estas diferencas estéo relacionadas com a rapida incorporacao
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do selenito em compostos organicos ainda nas raizes, em comparacao ao selenato
que nado é acumulado na raiz e translocado a parte aérea para depois promover sua
toxicidade (VAN HOEWYK, 2013).

Em estudo com a cultivar Philipus cultivada sob niveis toxicos de selénio e
temperaturas media diurna de 25°C, Rios et al. (2013) observaram que o selenato e
selenito manifestaram toxicidade nas plantas em concentracdes acima de 80 e 5 uM
na parte aérea, sendo este valor acima do nivel critico de toxicidade encontrados no
presente estudo, induzindo diminuicbes de 13 e 25% da biomassa aérea,
respectivamente.

Em outro estudo com a mesma cultivar e condicbes de temperatura
semelhantes, observou-se diminuicdo de 25% da massa seca da parte aérea com
uso do selenito a partir de 10 uM, e reducdo de 12,5% com selenato em doses
superiores a 40 pM em relacéo as plantas controle (RIOS et al., 2008b).

A concentracdo de Se na solugao nutritiva adequada ao cultivo de alface,
considerando o maximo acumulo de biomassa das folhas até o Nctox varia com a
fonte, sendo para selenito de 8,4 a 14 uM e selenato de 5,6 a 16 uM, havendo maior
amplitude do valor na ultima fonte.

O teor foliar critico de toxicidade de Se nas plantas de alface encontrado nas
fontes selenato (41,8 mg kg*) e selenito (4,5 mg kg?), indicam também que o teor
de Se na biomassa aérea depende da fonte utilizada. Em alface cv. Philipus
cultivadas em meio hidropbnico sob condicbes de temperatura de 25/15 °C
(dia/noite), Rios et al. (2008a) observaram efeitos toxicos na planta quando a
concentragdo de Se na folha foi 37 mg kg para selenato e 6 mg kg para selenito.

Resultados reportados por Hawrylak-Nowak (2013) trabalhando com plantulas
de alface cultivar Justyna sob temperatura de 22/18 °C (dia/noite), foram superiores
aos encontrado no presente estudo, com teor foliar de 30,6 mg kg para selenito, e
43,3 mg kg* na fonte selenato, evidenciando efeitos téxicos na planta.

A faixa de suficiéncia obtida a partir do nivel critico de deficiéncia (Ncdef) e
Nctox de Se, demonstra que a amplitude da faixa na fonte selenato (Ncdef= 2,5 mg
kg?; Nctox=41,8 mg kg') € maior comparado a fonte selenito (Ncdef=1,5 mg kg¥;
Nctox=4,5 mg kg?), o que confere a planta maior risco de toxicidade quando a fonte

utilizada é o selenito.



20

Neste estudo, os efeitos inerentes a toxicidade de Se nas plantas de alface
demostraram redugdo no crescimento e sintomas iniciais de clorose nas folhas de
plantas cultivadas em solucéo nutritiva (Figura 5) e estas respostas estdo de acordo
com Malavolta (1980) e Hawrylak-Nowak et al. (2015). O sistema radicular das
plantas de alface (Figura 6) foi severamente afetado pela toxicidade de Se,
verificado visualmente pelo volume reduzido e quebradicas ao toque. Entretanto, a
severidade foi maior nas plantas cultivadas na presenca da fonte selenito em
comparacao ao selenato, sendo os sintomas visuais de toxicidade de Se no sistema
radicular mais intenso quando utilizada a fonte selenito.

No presente estudo, deve-se ressaltar que o0s niveis criticos de selénio
encontrados sdo diferentes das concentracdes toxicas reportadas na literatura em
estudos com plantas de alface (RIOS et al., 2008 a), pois a temperatura e umidade
relativa do ar (minima, méaxima e média) registradas ao longo do periodo
experimental e que foram de 19,1; 39 e 24 °C; e 29, 97 e 76,84%, respectivamente,
(Figura 1) podem ter contribuido para intensificar a perda de agua por transpiracéo e
aumentar a absorcdo radicular de selénio e, consequentemente, incrementar a
toxicidade promovida por este elemento mineral. Este fato mostra linhas de
evidéncias que revelam a interacdo entre fatores ecofisiolégicos (e.g. temperatura e
umidade relativa) e a nutricdo de plantas, de modo que a ac&o deste binbmio pode
ter intensificado a toxicidade de selénio sob menores concentracdes deste elemento
mineral (14 e 16 uM de selenito e selenato, respectivamente, de acordo com 0s
niveis criticos de toxicidade para a MSPA) em comparacdo a outros estudos com
plantas de alface. Por exemplo, Rios et al. (2008a) consideram que a partir de 40 e
10 mM de selénio (selenato e selenito, respectivamente) ocorre redugcdo da MSPA
em plantas de alface sob condicbes de camara de crescimento e temperatura

constante diurna de 25°C e umidade relativa do ar variando entre 60 e 80%.
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6. CONCLUSAO

O selenato é a fonte de selénio mais indicada ao cultivo hidroponico de alface
em relacdo ao selenito, pois promove maior biofortificacdo e menor risco de
toxicidade na planta. As concentragbes adequadas estdo entre 5,6 e 16 pM de
selénio na forma selenato em solucgéo nutritiva e teores foliares adequados de 10,2 a
41,8 mg kg* de selénio.
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