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RESUMO

No Brasil, 0s poucos estudos realizados com selénio (Se) tem alertado para uma
possivel deficiéncia deste elemento na populacdo brasileira, particularmente nos
grupos populacionais de baixo poder aquisitivo, que ndo consomem produtos de
origem animal com frequéncia. A adi¢do de elementos essenciais & saude humana
por meio de adubacdo no solo agricola é considerada uma estratégia promissora
para a biofortificacdo de plantas com selénio. Objetivou-se, neste trabalho, i)
aumentar a concentracdo de Se na parte comestivel das plantas de feijao e milho; ii)
avaliar a eficiéncia de absorcéo Se pela cultura do feijdo; iii) avaliar o efeito do Se
sobre a produtividade e caracteristicas agrondmicas das culturas; iv) avaliar a
translocacdo do Se presente na semente para os graos; v) verificar a concentracdo
de selénio na camada superficial do solo. Os experimentos foram conduzidos no
Instituto Agronémico de Campinas, em campo e em casa de vegetacdo, em
Latossolo Vermelho distrofico de textura argilosa. A concentracdo de Se nos grédos
do feijdo do tratamento que ndo recebeu aplicacdo desse elemento foi de 0,04 mg
kg™, considerada deficiente e a dose de 50 g ha™ promoveu a biofortificacdo e
aumento da producéo vegetal. A dose de 500 g ha™ de Se apresentou a melhor
produtividade e maior aumento de Se nos graos, mas a concentracdo ultrapassou o
limite méximo de tolerancia para Se em alimentos sélidos, que é de 0,3 mg kg™.
Para a cultura do milho houve efeito residual do selénio no solo, sendo que a dose
de 500 g ha™ apresentou a maior concentragdo de Se no grdo, em relagdo as doses
menores. Esses resultados revelaram que os teores de Se presentes nos graos de
feijdo e milho apresentam dependéncia entre o teor de Se encontrado no solo com a
composigdo final da planta. Na cultura do feijdo houve translocagéo do Se presente
na semente para os graos produzidos, mostrando que € possivel realizar a
biofortificacdo via semente, mas as altas quantidades aplicadas no solo sugerem

estudos para aplicacao via foliar.

Palavras-chave: fitotoxicidade, fortificacdo, saide humana, deficiéncia, selenato

de sodio.
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ABSTRACT

Selenium (Se) research in Brazil is scarce. The few studies available point to a
possible Se deficiency in Brazilian people, especially in low-income population
which does not consume animal products frequently. The addition of essential
elements to human health through soil fertilization is considered a promising
strategy to Se biofortification. This work aimed, i) to increase Se concentration on
the edible parts of beans and corn crops; ii) to evaluate the Se absorption efficiency
from soils by the bean plants; iii) to evaluate the soil Se fertilization on the crop
yield and its agronomic characteristics; iv) to evaluate if Se affected P, Ca, Mg, S,
B, Cu, Fe, Mn and Zn concentration in grains; v) to evaluate Se translocation from
the seeds to grains produced by the bean crop. The greenhouse and the field trials
were carried out at Instituto Agronémico, on a clayey eutroferric Red Latosol.
Selenium concentration in bean grains was low (0.04 mg kg™) at plots without Se
additions, while it promoted biofortification and yield increase at the application
rate of 50 g ha™. The best yield increase and the highest Se concentration in grains
were achieved with a rate of 500 g ha™, but the Se concentration in grains surpassed
the limit established by Brazilian food regulation (0.3 mg kg™). A residual effect of
Se fertilization was also obtained for the corn crop where rate 500 g ha™ presented
the highest grain Se concentration. These results pointed out that Se concentration
in both bean and corn crops is dependent on the amount of this element present in
the soil. Selenium present in seeds was translocated to grains showing that
biofortification is also possible through Se fortification of seeds. However, the high
amounts of Se needed for significant biofortification through soil suggest that

studies with foliar application may be promising.

Keywords: phytotoxicity, fortification, human health, disability, sodium selenate.

Xii



Xiii



1 INTRODUCAO

O selénio (Se) é um elemento, que, embora toxico em altas concentracdes, é
essencial para os seres humanos e animais e esta presente em quantidades e formas
variaveis, em quase todos os alimentos.

O selénio na dieta humana tem como fungéo agir como antioxidante, protegendo
o0 tecido celular dos danos causados pelos radicais livres, apresenta papel ativo no
sistema imunoldgico, reduzindo os riscos de infecgcdes virais e é capaz de tornar mais
lento 0 avango do cancer. Por outro lado, a deficiéncia deste mineral pode causar a
diminuigéo da taxa de crescimento, distrofia muscular, anemia e hemorragia. Portanto,
ha& necessidade de conhecimento da suplementacdo adequada deste mineral na dieta,
para proporcionar uma melhor utilizacdo desse elemento.

A concentracdo de Se em produtos agricolas consumidos no Brasil é considerada
baixa, em relages aos padrdes internacionais, sendo um dos possiveis determinantes o
baixo teor de selénio encontrado em solos agricolas. As culturas de feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) e milho (Zea mays L.) sdo alimentos tradicionais da dieta brasileira e um
dos principais componentes da dieta brasileira, principalmente, para a populacdo de
baixa renda. FERREIRA et al. (2002) observaram que esses alimentos contribuem
muito pouco para a ingestdo diaria recomendada de selénio, entre 50 a 200 ug.

No Brasil as pesquisas para aumentar os teores desse elemento nos solos e nas
plantas ainda sdo escassas. Alguns estados brasileiros demonstraram baixa ingestdo do
elemento, como em Sdo Paulo e Mato Grosso, por exemplo, e alta no Para
(BOAVENTURA e COZZOLINO, 1993). Este alto consumo se deve as grandes
guantidades de castanha-do-brasil ingerido pelos habitantes da regido.

Na natureza o Se é encontrado em varios componentes alimentares nas formas
de selenito e de selenato em compostos inorganicos. Na forma orgéanica o Se esta
presente nos compostos selenometionina, selenocistina e selenocisteina.

O selénio é raramente encontrado em seu estado natural, podendo combinar
tanto com metais como ndo metais formando compostos organicos e inorganicos. Ele
estd distribuido irregularmente pelo solo e é encontrado nas rochas sedimentares das
regibes mais secas no mundo.

Dentre os varios fatores que controlam a mobilidade do Se nos solos, pode-se
destacar o pH, o tipo de argila, o potencial de oxi-reducdo e o conteudo de matéria
organica no solo (GISSEL-NIELSEN, 2002; CARTES et al., 2005). De modo geral, a
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disponibilidade de Se aumenta com o aumento do pH, devido a forma do Se presente no
solo (Se04%) e do aumento de cargas negativas dependentes de pH. Entretanto, em solos
com teores elevados de argila e de matéria orgénica, a disponibilidade do Se para as
plantas pode diminuir devido a forte retencéo desse anion nessas fracoes.

Nas plantas o selénio é absorvido a partir do solo. Estudos tém mostrado efeito
benéfico de Se para plantas, pelo fato de aumentar a atividade antioxidante, elevando
sua producéo vegetal.

Diante do exposto, este trabalho teve os seguintes objetivos: i) aumentar a
concentracdo de Se na parte comestivel das plantas de feijdo e milho; ii) avaliar a
eficiéncia de absorcdo Se pela cultura do feijdo; iii) avaliar o efeito do Se sobre a
produtividade e caracteristicas agrondmicas das culturas; iv) avaliar a translocacdo do
Se presente na semente para 0s grao; V) verificar a concentracdo de selénio na camada
superficial do solo.

O estudo foi elaborado partindo das seguintes hipoteses: 1) o aumento da
concentracdo de Se no solo na forma de selenato de s6dio aumenta a concentragdo de Se
nos graos de feijao e de milho. 2) Ocorrera translocacdo do Se da semente biofortificada

para os graos produzidos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris L.)

O Brasil se destaca no cenario mundial como maior produtor de feijdo
(Phaseolus vulgaris L.). A producdo brasileira de feijdo, na safra 2013/2014, esta
estimada em torno de 196,67 milhdes de toneladas (CONAB, 2014). Essa leguminosa
tem grande importancia sdcia econémica e é a principal fonte de proteina na dieta
alimentar dos brasileiros, sendo um dos alimentos mais consumidos no pais (FURTINI
NETO et al., 2000).

Alem de fornecer quantidades elevadas de proteinas, possui também um bom
teor de fibras, minerais, vitaminas (SGARBIEIRI E WHITAKER, 1982). O teor de
ferro é semelhante ao encontrado em bovinos e também é uma boa fonte de célcio,
fosforo, potassio, magnésio, cobre e zinco (SAMMAN et al., 1999; BARAMPAMA e
SIMARD, 1993).



O consumo diario de feijdo esta entre 50 a 100 g por dia/pessoa, contribuindo
com 28% de proteina e 12% de calorias ingeridas (SGARBIERI,1980). Portanto, como
é um alimento bésico da dieta alimentar brasileira e importante fonte de proteina para a
populacéo de baixa renda, o feijdo pode funcionar como veiculo de Se para a populacao

brasileira.

2.2 A cultura do milho (Zea mays L.)

O milho é uma das espécies mais populares do mundo. Em fungdo de seu
potencial produtivo, composic¢do quimica e valor nutritivo (FANCELLI e DOURADO
NETO, 1996), principalmente as suas caracteristicas nutricionais como excelente fonte
energética, em funcdo do alto teor de amido, lipidios, proteinas e vitaminas encontradas
nos graos (PATERNIANI, 1978).

A produtividade da cultura do milho no Brasil é considerada baixa, quando
comparada a de outros paises, como Estados Unidos e Argentina. A producdo média
brasileira de milho, na safra 2013/2014, est4 estimada em torno de 195,9 milhGes de
toneladas de grdos (CONAB, 2014).

O milho € bastante apreciado na culinaria brasileira, sendo componente bésico
na dieta alimentar das camadas mais pobres da populagdo. Os derivados do milho como
farinha de milho, fuba, flocos de milho, canjiquinha, dentre outros, sdo constituintes
importantes de seu uso em regides de baixa renda. Além dos produtos derivados da
moagem, seu grdao podem ser utilizado para producdo de Oleos para a alimentagdo
humana e de animais (PALHARES, 2003). Portanto, como também é um alimento
basico da dieta alimentar brasileira, 0 milho pode funcionar como veiculo de Se para a

populacdo brasileira.

2.3 Ocorréncia geoquimica do selénio

O selénio foi descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jons Jokob Berzelius,
quando investigava a producdo de acido sulfurico, observou um deposito vermelho na
parede de camaras de chumbo que, ao ser aquecido com macarico, liberava um odor
fétido que se considerava até entdo caracteristico ao telurio. Mais tarde, com a ajuda de
técnicas analiticas foi possivel observar que ndo havia vestigios deste elemento, apesar

de apresentarem propriedades semelhantes, esse novo elemento foi dado o nome de
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selénio derivado do grego selene, que significa lua, devido a sua semelhanca com
teldrio, que significa terra (MELLOR, 1955).

No inicio o Se era considerado um agente cancerigeno e altamente tdxico a
salde humana e animal (KOHRLE, 1999). Em 1957, Schwartz e Foltz descobriram sua
essencialidade para animais (ALARCON-NAVARRO; MARTINEZ, 2000; REILLY,
1996) e em 1979, foi descoberto sua essencialidade na nutricio humana, com o
surgimento da doenca de Keshan, que é uma cardiomiopatia fatal, causada pela
deficiéncia de selénio, encontrada principalmente em areas da China (SHILS et al.,
1994).

O selénio é classificado como um metaloide ou semimetal, significando que ele
exibe propriedades dos metais e também dos elementos quimicos ndo metais. Possui o
simbolo Se, nimero atbmico 34 e massa atbmica 78,96, fazendo parte do grupo VI A da
tabela periddica. Possui grande similaridade com o enxofre, especialmente quanto as
suas formas e compostos (NEAL, 1995).

O Se ocorre naturalmente no ambiente, podendo ser encontrado nos diferentes
reservatorios naturais (agua, ar e solo), na forma elementar (Se%), na forma menos
oxidada de selenito (Se Os?), na forma seleneto (Se?) e na forma de selenato (SeO4?).
Também pode ser encontrado nas formas organicas, como compostos metilados, seleno-
aminoacidos, selenoproteinas e seus derivados ou como dioxido de selénio nas cinzas
provenientes da calcinacdo de minérios sulfetados (FISHBEIN, 1991).

A ocorréncia de selénio nos solos estd associada ao intemperismo e com a
composi¢cdo quimica do material de origem. De acordo com a Agency for Toxic
Substances and Disease Registry (2003), o processo de intemperismo de rochas
contribui com a liberacdo de 100 a 200 toneladas de Se anualmente. Em muitas vezes o
Se esta associado com a fracdo argila e é encontrado em maiores concentracdes em
xistos (0,06 mg kg™), do que em calcérios e arenitos. Em rochas fosfatadas também
foram relatadas concentracdes muito elevadas de Se (até 300 mg kg™) e parece que ha
pouca correlagdo entre Se e P,Os (NEAL, 1995). Portanto, a deposi¢cdo de Se no
ambiente geoldgico é muito variavel, refletindo as propriedades de diferentes tipos de
rochas (FORDYCE et al., 2008).

Em condic¢des naturais, a concentracdo de Se na agua € bastante baixa, nao
passando de 2 ou 3 pg L™* (WHO, 1987). Na atmosfera, contribuicées oriundas de

fontes naturais por formas volateis do elemento sdo insignificantes (0,1 a 10 ng m™).



Na crosta terrestre o Se ocupa o 70° lugar em abundancia na natureza entre os 98
elementos existentes. Sua abundancia é relativamente baixa, sendo reportadas
concentracdes que variam de 0,05 a 0,09 mg kg™ (NEAL, 1995).

Os compostos de selénio entram no meio ambiente por intermédio de fontes
naturais, oriundo do material de origem com alto teor de Se e por fontes antropogénicas,
por meio da agricultura com a aplicacdo do Se nos solos e pela industria com a fundicao
de alguns minerais.

As fontes antropogénicas de selénio sdo responsaveis pela producdo anual de
1600 toneladas em todo o mundo (NEAL, 1995). Na industria, o Se é utilizado na
fabricacdo de equipamentos eletrénicos e fotograficos, artigos de impressdo, na
xerografia, na formulacéo de reagentes quimicos, na inddstria cosmética e farmacéutica
(DHILLON, DHILLON, 2003; GIRLING, 1984; LISK, 1972). Na agricultura o selénio
é liberado inadvertidamente para 0 meio ambiente a partir do uso de fertilizantes
fosfatados, da aplicacdo de lodo de esgoto e esterco ao solo e com a utilizacdo
fungicidas que contém selénio (NEAL, 1995).

A disposicdo inadequada de residuos urbanos e industriais (Dhillon & Dhillon
2003) e de defensivos agricolas e fertilizantes (Lisk, 1972), também tem contribuido na
quantidade de Se nos solos, o que facilita seu ingresso na cadeia alimentar. Sua
mobilidade e biodisponibilidade dependem do aumento da sua concentragdo na solucao
do solo, de onde o elemento pode ser absorvido e translocado pelas plantas ou pode ser

lixiviado até os aquiferos subterraneos.

2.4 Selénio em solos

O contetdo de Se nos solos reflete na decomposicdao do material de origem,
embora ag¢Oes antropogénicas possam influenciar na composi¢do do ambiente natural, as
concentracdes de Se estdo associadas principalmente com materiais vulcanicos, corpos
de minérios de sulfeto, queima de combustiveis, fertilizantes fosfatados e algumas
aguas. A intensidade da desagregacdo e o processo de lixiviagdo sobre o material de
origem definird a composicao de Se no solo (NEAL, 1995).

Conforme ANDERSON et al. (1961) o selénio pode ser encontrado em rochas
magmaticas e calcarias em concentracdes geralmente baixas e nas rochas sedimentares

as concentragdes sdo maiores, onde estd associado com a fragdo argila e, portanto,



maiores concentracbes de Se sdo encontradas em folhelhos do que em calcarios e
arenitos.

A concentracdo de Se na maioria dos solos encontra-se na faixa de 0,33 mg Se
kg (KABATA-PENDIAS e PENDIAS, 2001). No entanto, concentracdes elevadas de
até 1200 mg Se kg™ tem sido relatadas em éreas seleniferas do mundo (FLEMING,
1980; JACOBS, 1989; NEAL, 1995; FORDYCE et al., 2008). Presume-se que cerca de
45 a 77% do selénio existente na superficie terrestre resulta dos oceanos via deposicéo
atmosférica, devido a isso areas proximas a oceanos possui maior concentracdo de Se
(MARTENZ et al., 2012; HAYGARTH, 1994).

Na natureza encontra-se especialmente sob as formas anidnicas de selenito
(Se03?) e de selenato (SeO4%). No entanto, a forma elementar (Se°) e a forma organica
também ocorrem. A medida que seu estado de oxidacio é aumentado, o selénio se torna
mais movel e menos retido no solo (NEAL, 1995).

Dentre os vérios fatores que controlam a mobilidade do Se nos solos, pode-se
destacar o pH, o tipo de argila, o potencial de oxidacdo-reducdo, competicdo com
anions, oxidos de ferro e o contetdo de matéria organica no solo (CARTES et al., 2005;
COZZOLINO, 2005; GISSEL-NIELSEN, 2002).

Segundo NEAL (1995) em regides de alta umidade e em solos &cidos, o selenito
(SeO3) é a espécie quimica predominante (NEAL, 1995;: NAKAMARU et al., 2005) e
em solos alcalinos bem arejados, o selenito tende a oxidagdo, passando para forma de
selenato (SeO4?), a qual é facilmente absorvido pelas plantas (GIRLING, 1984;
GEERING et al., 1968).

Segundo MALAVOLTA (1980) o selenito pode estar fixado ao ferro e aluminio
na fracdo argila e dependendo do pH, grau de aeracdo e atividade microbiana, pode ser
encontrado em diversos estados de oxidacdo. De acordo com ROVIRA et al. (2008) o
Se na forma selenito pode sofrer adsorcdo especifica com hematita e goethita e formar
complexos de esfera interna, o que pode diminuir sua disponibilidade para as plantas. A
forma selenato € a mais encontrada em solos alcalinos (pe + pH> 15), muito mével na
solucéo do solo e esta facilmente disponivel para as plantas (WRITE e BROADLEY,
2008).

FERNANDES (2012), estudando a disponibilidade de Se na forma selenito de
sodio em solo arenoso e argiloso, observou que as plantas cultivadas no solo arenoso

apresentavam concentragdes maiores de selénio na parte aérea, quando comparadas com



o solo argiloso, com aumentos de 264 e 75% para as culturas de arroz e brdécolis

respectivamente.
2.5 Selénio em plantas

O selénio ainda n&o foi classificado como um elemento essencial para as plantas,
porem é considerado um elemento-traco essencial para a nutricdo humana (LISK, 1972;
BAR-YOSEF e MEEK, 1987; RAIJ, 1991). Varios, estudos tem mostrado efeito
benéfico de Se em plantas, pelo fato de aumentar a atividade antioxidante, elevando sua
producdo vegetal (DJANAGUIRAMAN et al., 2005; RAMOS et al., 2010; BOLDRIN,
2011; FERNANDES, 2012).

As plantas absorvem selénio a partir do solo, mas o assimilam em grau variado,
podendo ser divididas em trés grupos: acumuladoras, indicadoras e ndo acumuladoras.
As n3o acumuladoras geralmente n&o assimilam mais que 100 mg kg™ Se (massa seca),
enquanto as acumuladoras podem conter até 40.000 mg kg™ Se (massa seca), quando
cultivadas em solos seleniferos (JACOBS, 1989; NEAL 1995).

Em relacdo as plantas acumuladoras de Se, essas podem ser divididas em dois
grupos: acumuladoras primarias, que sdo capazes de acumular milhares de miligramas
de Se (> 2000 mg kg™) e secundérias de Se, que acumulam centenas de miligramas de
Se. Sdo exemplos de plantas acumuladoras primarias algumas espécies de bréassicas,
como brdécolis, repolho, mostarda indiana e canola e as espécies de alho, cebola, alho-
pord e poro-selvagens. Culturas de cereais tais como trigo, aveia, centeio e cevada sdo
exemplos de plantas ndo acumuladoras de Se (WHO, 1987; BROADLEY et al., 2006),

A absorcdo e o acumulo de Se pelas plantas podem ser influenciados por uma
série de fatores ambientais. Os mais significativos sdo a concentracdo de Se que ocorre
nos solos, o pH, a composi¢do dos minerais do solo e as espécies de plantas, que podem
melhorar a translocacdo do selénio do solo para as plantas (NEAL, 1995).

Estudos mostraram que a absorcéo e redistribuicdo Se nas plantas na forma de
selenato é mais rapida do que forma de selenito (CARTER; GIANFERA; MORA, 2005;
PILON-SMITS et al., 1999).

Devido ao selenato apresentar semelhangas ao ion sulfato, é ativamente
absorvido pelas raizes por meio de transportadores de sulfato (ASHER; BUTLER;
PETERSON, 1977; TERRY et al.,, 2000), enquanto que na forma selenito tende a

acumular nas raizes das plantas (ZHANG et al., 2003). Nas raizes das plantas o selenato

7



é absorvido pelos transportadores de S e permanece nesta forma até que a ATP
sulfurilase (APS) entre em acdo, transformando o selenato (SeO4?) em adenosina
fosforoselenato (ATSe). Em seguida a adenosina fosforoselenato (ATSe) é convertida em
(Se03?) (APR).

Posteriormente, 0 SeO3? é convertido em selenetos (Se?) pela acéo da sulfito redutase e

selenito pela enzima adenosina fosforoselenato redutase

0 Se? é convertido em selenocisteina (SeCys) pela O-acetilserina (tiol)liase (OAS). Por

ser estavel a selenocisteina é transformada em outros compostos, como
metilselenocisteina (MeSeCys), proteinas, entre outros (Figura 1). As etapas citadas
anteriormente ocorrem nos plastidios celulares. No citosol ocorre a formacdo da
selenometionina, que é transformada a partir da SehomoCys pela a¢do da metionina
sintase. Ainda no citosol a SeMet pode se transformar em compostos volateis, proteinas

ou, entrar nos plastidios e se ligar a proteinas (RAMOS, 2011).
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Figura 1 - Esquema do metabolismo do selénio nas plantas

APS

fosforohomoserina;

= adenosina fosfatoselenato; OAS

O-acetilserina (tiol)liase; OPH = O-

SeCys = selenocisteina; SeMet = selenometionina; DMSeP = di-metil



selenoproprionato; DMSE = di-metil seleneto; DMDSe = di-metil di-selenato. Os nlmeros
indicam enzimas conhecidas. (1) ATP sulfirulase ; (2) adenosina fosforoselenato redutase; (3)
sulfito redutase; (4) O- acetilserina (tiol)liase; (5) SeCys metil trasferase; (6) SeCys liase; (7)
cistationa-y-sintase; (8) cystationa-f-liase; (9) metionina sintase;(10)metionina metil
transferase; (11) DMSP liase; (12) y-glutamil-cisteina sintase

Fonte: Adaptado de Pilon-Smits e Quinn (2010).

A distribuicdo do selénio na planta depende da espécie, fase de desenvolvimento
e estado fisioldgico. Segundo CORREIA (1986) o Se tente a acumular-se de forma
decrescente nas partes: semente, folhas e caule, e o teor de Se diminui a partir que o
estado de maturacao avanca.

Em plantas acumuladoras, o Se é concentrado em folhas jovens durante a fase
inicial do crescimento vegetativo, mas durante a fase reprodutiva, é encontrado em
concentracdes elevadas nas sementes. Nas culturas ndo acumuladoras, o grdo e as raizes
apresentam quantidades semelhantes de Se, enquanto as concentragdes nos caules e
folhas s&o mais baixas (JACOB, 1989; RAYMAN, 2008).

O excesso de selénio na planta pode causar atraso no crescimento, as folhas
ficam cloréticas, secam, apresentam decréscimo da sintese de proteina e morte
prematura da planta. A capacidade das plantas absorverem Se varia de espécie para
espécie, seguindo a ordem decrescente: cruciferas, gramineas, forrageiras, leguminosas
e cereais. Entretanto, ndo se sabe por que as plantas apresentam diferencas na
capacidade de acumular e tolerar Se (MALAVOLTA, 1980). MARTINEZ et al. (2009)
empregaram quantidades crescentes de Se, como selenito de sédio, em solo com pH 20
6,1 e constataram diminuicdo na produtividade de gréos de soja a partir da dose 0,5 kg
ha® de Se.

Por outro lado, estudos recentes tém mostrado que o selénio é capaz de
promover um refor¢co na capacidade das plantas de combater o estresse oxidativo
causados pelos radicais livres de oxigénio, mantendo-as fisiologicamente ativas por
mais tempo, aumentando producdo vegetal (TURAKAINEN et al., 2005; RAMOS et
al., 2011).

A eficiéncia de absorcdo de selénio pelas plantas varia de acordo com a
concentracdo de Se encontrada no solo, a forma do Se e o tipo de solo (DHILLON e
DHILLON, 2003). FERNANDES (2012) encontrou maiores porcentagens de eficiéncia

de absorcgdo de Se na forma selenito no solo arenoso com pH 6,5. Neste mesmo estudo



observou que mais de 95% do selenito de sddio aplicado permaneceu no solo, indicando
baixa eficiéncia de absorcdo de Se pelas culturas do arroz, brocolis e rabanete.

De modo geral, a disponibilidade de Se aumenta com o aumento do pH, devido a
forma do Se presente no solo (Se0,*) e do aumento de cargas negativas dependentes de
pH.

2.6 Selénio em seres humanos e animais

O selénio é considerado um elemento traco essencial para humanos e animais
devido as suas propriedades antioxidantes e anticancerigenas. Ha evidéncias que a
deficiéncia de Se pode afetar o sistema imunologico, a fertilidade (principalmente a do
sexo masculino), aumentar os riscos de infec¢des virais e a funcéo tireoide (RAYMAN,
2000).

A funcédo antioxidante do Se esta relacionada a selenoproteina P e a glutationa
peroxidase (GPx) dele dependente. (TADJIKI et al., 1995). A glutationa peroxidase é a
selenoproteinas mais conhecidas e sua funcdo é proteger as membranas celulares dos
danos causados pela oxidacdo, reduzindo os peroxidos de hidrogénio, convertendo-os
em agua e alcool. Os hidroperdxidos podem danificar as estruturas do DNA da célula
(MARTENS et al., 2011). Outras selenoproteinas importantes sdo as desiodinases tipos
I, 11 e HI envolvidas no metabolismo dos hormdnios da tireoide, responsaveis por
converter o hormonio tiroxina (T4) em triiodotironina (T3) (FERREIRA et al., 2002).

Inimeros estudos mostram que o selénio interage com elementos téxicos, como
arsénio, cadmio, mercurio, cobre, prata, chumbo e platina, podendo reduzir a toxidade
desses elementos e prevenir possiveis manifestacdes toxicoldgicas (MARTENS et al.,
2011). BJORKMAN et al., (1995) analisando amostras de tecido cerebral (4rea ocipital
e hipotalamo) de macacos expostos ao metilmercurio encontraram associagdo
significativa entre as concentracdes dos elementos mercurio e selénio, indicando que o
selénio desempenha importante papel na retengdo de mercurio no cérebro. Os estudos
realizados por YONEDA E SUZUKI (1997) caracterizaram a Selenoproteina P como a
proteina especifica responsavel pelo mecanismo de detoxicacdo. A presenca da
selenoproteina, do selénio e do mercurio pode viabilizar a formacéo o complexo {(Hg-
Se)n}m-Selenoproteina P, o qual diminui a biodisponibilidade do elemento tdxico no

organismo.
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Estudos epidemioldgicos mostram resultados positivos do selénio com a reducéo
de céncer de tireoide, pele, mama, ovario, prostata e trato gastrintestinal, principalmente
o colorretal (COMBS, 2005; WHANGER, 2004). O selénio age como antioxidante
mineral, junto com a vitamina E, protegendo as membranas das células dos danos
causados pelos radicais livres, diminuindo assim o risco de cancer e doencas do coragédo
e vasos sanguineos. (WATANABE et al., 1997). Para MCDOWELL (1999) o Se ¢
também importante para o crescimento, reproducdo e para assegurar um metabolismo
adequado. Estima-se que 0,5 a 1,0 bilhdo de pessoas estdo com provavel caréncia de Se
no mundo (COMBS JUNIOR, 2001).

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), a recomendac&o diaria de
Se por seres humanos deve ser de acordo com 0 peso, idade e género da pessoa. A
ingestdo de Se varia de 6 pg dia™ para recém-nascidos a 34 pg dia™” para homens de 19
— 65 anos (FAO, 2002). Entretanto, a ingestdo excessiva, acima de 400 pg dia™, deve
ser evitada (Yang and Xia, 1995). A Tabela 1 mostra a ingestdo diaria recomendada de
acordo com peso médio. ALMONDES et al. (2010) sugerem que 0 uso de uma

suplementacéo diaria contendo 200 pg/dia de Se pode diminuir o risco de cancer.

Tabela 1 - Recomendacéo de ingestdo de selénio em ug/dia para diferentes estagios de
vida, segundo o Institute Medicine/Food of and Nutrition Board (2000)

Recomendacao
de ingestéo de Selénio (ug/dia)
referéncia 1-3 4-8  9-13 14-18 >19
Gestantes Lactantes

(DRIs) anos  anos  anos  anos  anos
EAR? 17 23 35 45 45 49 59
RDA? 20 30 40 55 55 60 70
uL® 90 150 280 400 400 400 400

'EAR (estimated average requirement): necessidade media estimada.
’RDA (recommended dietary allowance): ingestéo dietética recomendada.
UL (tolerable upper intake level): limite méximo toleravel de ingest&o.

Por outro, a toxicidade por selénio esta associada com 0 seu cONsuMo excessivo,
causando consequéncias adversas a saude humana e animal. O envenenamento por
selénio pode ser agudo ou cronico. A toxicidade aguda, ocorre pela ingestdo de doses

acima de 1 g de selénio ou 22 mg kg™ de peso corpéreo. O envenenamento leva aos
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seguintes sintomas: distdrbios gastrointestinais, gosto metalico na boca, odor de alho
exalado nas vias respiratorias, infarto do miocérdio, faléncia renal e morte
(COZZOLINO, 2011). Alem de queda de cabelo, unhas quebradicas, os dentes
apresentam manchas brancas, aumento de incidéncia de carie dental, reacGes na pele
(lesbes com aparéncia inflamada e eruptiva) e alteragdes no sistema nervoso (COMBS,
2001).

Animais e humanos obtém selénio por meio da alimentacdo. O teor de selénio
nos alimentos reflete nas concentragdes encontradas nos solos, portanto, a concentracao
de selénio nos alimentos pode apresentar variacdes. Em funcdo de sua importancia se
faz necessario conhecer a composicdo nutritiva dos alimentos, para garantir um
consumo adequado do selénio pela populagéo.

No Canada e em algumas areas dos Estados Unidos, como Dakota, Nebraska,
Utak e Wyoming, o teor de selénio no solo é excessivamente alto, a ponto de causar
intoxicacdo (REILLY, 1993). Ja na China, o teor é tdo baixo que pode causar a doenca
de Keshan, miocardiopatia que afeta mulheres e criancas, e a doenga de Kashin Beck,
artrose que afeta adolescentes e pré-adolescente, ambas associadas a deficiéncia de
selénio nessas regides onde os solos sdo pobres neste elemento (LEVANDER e BURK,
1997).

A castanha do Brasil (Bertholletia excelsa, familia Lecythidaceae) é o alimento
mais rico deste mineral (SOUZA & MENEZEZ, 2004), apresentando concentracfes
entre 8 e 126 pg g de selénio. Alimentos como fruto do mar, carnes vermelhas,
cogumelos, alho, brécolis, figado e rins sdo considerados boa fonte de selénio, e como
fonte pobre em selénio pode-se considerar aves, ovos, leites, frutas e vegetais.

FERREIRA et al.,, (2002) observaram que os alimentos de origem animal
apresentam teores mais altos de selénio do que os de origem vegetal, cujo teores sdo
menores que 5 pg/100 g da parte comestivel do alimento. O Brasil € um dos maiores
produtores de arroz polido, feijao, farinha de mandioca e fuba de milho, porém esses
alimentos apresentam baixos teores de selénio.

O brasileiro em média consome de 18 a 139 pg de selénio por dia, 0 que pode

ser considerado de baixo a adequado (Tabela 2).
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Tabela 2 - Consumo médio de selénio na dieta de diferentes estados brasileiros

Concentracédo media

Estado Autor
de Se (pg/dia)
Amazonas 94,5 Favaro et al.(1997)
Mato Grosso 19 Boa ventura (1991)
Santa Catarina I e IlI* 52139 Favaro et al.(1997)
Sédo Paulo 18 Cintra (2004)

~ *Santa Catarina | = grupo de menor poder aquisitivo e 11 grupo de maior pode aquisitivo.

2.7 Adubacbes com selénio

A aplicacdo de selénio ao solo € uma alternativa para assegurar de que 0S
alimentos ou forragens contenham esse elemento em concentracdes adequadas para
consumo humano e animal. Em alguns paises é adicionado em fertilizantes comerciais,
mas apenas uma pequena proporcdo é absorvida pelas plantas e a maior parte do
restante é perdida no solo. Na Finlandia, desde 1984 se adiciona Se na forma de
selenato de sédio em fertilizantes na tentativa de melhorar a qualidade nutricional dos
alimentos locais, que possuem baixas concentracdes desse elemento (EICHHOLZER,
2003 e KANTOLA et al., 2004).

Apds a suplementacdo de Se em fertilizante na Finlandia, a ingestdo dietética de
Se triplicou e a concentracdo no plasma quase duplicou (ARO et al., 1995). Portanto,
essa pratica tem mostrado que os produtos de origem vegetal e animal responderam
rapidamente a aplicacdo de Se nos fertilizantes (EUROLA et al., 2003).

Estudos tém mostrado que a forma do selénio (selenito ou selenato) difere em
termos de absorcdo e mobilidade dentro das plantas (BOLDRIM, 2012), sendo que a
forma selenato é mais facilmente transportada para parte aérea, enquanto a forma
selenito tende a se acumular-se nas raizes das plantas (RAMOS et al., 2011).

Algumas préticas culturais nas propriedades rurais também podem afetar os
niveis e a disponibilidade de Se no solo. Um exemplo € o uso de gesso (CaSQ,), que
tende a agravar a incidéncia e a severidade da doenca do musculo branco em animais
criados a pastoreio em areas que ja sdo pobres em Se (SCHUBERT et al., 1961). Por
outro lado, algumas praticas, além da aplicagdo direta, podem aumentar os valores de Se
nas plantas e animais, como o uso do superfosfato, que, dependendo da rocha fosfatada
que foi retirado, € uma fonte de Se por si s6 (ROBBINS & CARTER, 1970).
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Além deste tipo de adi¢do, a aplicacdo de fosforo aumenta a disponibilidade de
Se adicionado ou natural na alfafa (CARTER et al., 1972). Aparentemente, a calagem,
também causa aumento na absorcdo de Se pelas plantas (CARY et al., 1967), enquanto
que a adubacdo com altos teores de calcio aumentou a retencdo de Se no solo (LOWRY
etal., 1985).

2.8 Biofortificagdo de alimentos

A biofortificacdo de alimentos teve inicio em 1993 pelo economista Howarth E.
Bouis do Instituto Internacional de Pesquisa sobre Politicas Alimentares (IFPRI)
quando apresentou a um grupo de melhoristas de plantas a idéia de genétipos visando
maiores teores de minerais e vitaminas na parte comestivel dos alimentos.

Os produtos agricolas (alimentos) sdo as fontes primarias de nutrientes para a
populagédo. A populagdo mundial cresce rapidamente e, consequentemente, a demanda
de produtos agricolas cresce com o esse aumento. Com isso a qualidade desses
produtos, assim como a fertilidade dos solos cultivados, pode ser prejudicada caso nao
receba manejo adequado.

Produtos agricolas biofortificados podem complementar as intervencdes em
andamento, proporcionando uma maneira sustentavel e de baixo custo para populagdes
carentes. Os alimentos biofortificados sdo obtidos basicamente, de duas formas: a)
genética: com o melhoramento genético de plantas para absorverem mais de um
determinado nutriente ou b) biofortificagdo agrondmica: por meio de adubacdo via solo,
aplicacdo foliar ou pelo tratamento de sementes (WELCH, 2008).

A biofortificacdo agronémica mostrou-se eficiente em trabalho realizado por
FERNANDES (2012) que comprovou a eficiéncia da aplicacdo de Se no solo, na forma
selenito, como estratégia para aumentar a concentracdo desse elemento na cultura do
arroz, brocolis e rabanete e, consequentemente, suprir as necessidades deste elemento na
alimentacdo humana. Neste trabalho pode-se concluir que para realizar a biofortificagéo
desses alimentos com Se, calcula-se que serdo necessarios as adi¢Ges de cerca de 162 a
712 g ha™ para a cultura do arroz, de 22 a 423 g ha™ para a cultura do brécolis e de 227
a 504 g ha™ de Se para a cultura do rabanete, com as maiores quantidades aplicadas
ocorrendo em solo argiloso.

RAMOS et al. (2011) observaram o efeito da aplicagdo de Se para a produgéo de

gréos nas plantas de arroz baseado na forma de aplicagéo, sendo que a dose de 0,75 mg
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dm™ de Se no solo causou incremento de 13% no rendimento do grdo, quando utilizou o
Se na forma de selenato e selenito. Este aumento na producéo de grdos deve-se ao efeito
protetor do Se, por aumentar a atividade antioxidante, causar a ativacdo da enzima
catalase e a reducdo da peroxidacdo lipidica (HARTIKAINEM et al., 2000; RAMOS et
al. 2011).

CHILIMBA et al. (2009) obtiveram resultados significativos quando aplicaram
Se no solo para a cultura do milho, na dose de 100 g Se ha™ de selenato de sédio no solo
obtiveram aumentos de até 1,6 mg kg™ de Se nos grdos. BOLDRIN. (2011) trabalhando
com arroz adubado (Oryza sativa L. cultivar BRSMG Relampago) com duas fontes de
Se (selenito e selenato) em doses variando de 0 a 6 mg kg™ em vasos preenchidos com
Latossolo Vermelho Amarelo distréfico, conseguiram aumentos de até 59 mg kg™ de
Se nos gréos.

Apesar de conhecer a essencialidade do selénio para os seres humanos e animais,
as pesquisas no Brasil para o aumento do teor desse elemento nos solos e a sua
fitodisponibilidade ainda s&o muito escassas, existindo ainda indicativo de baixo
consumo de Se pela populacdo (MAIHARA, 2004).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Areas experimentais

Foram realizados trés experimentos para a realizacao deste estudo, designados I,
Il e I1l, sendo o primeiro e o terceiro conduzidos em campo e 0 segundo em casa de

vegetacdo no Instituto Agrondmico de Campinas.

3.1.1 Caracterizacao da area dos estudos | biofortificacdo da cultura do feijao via

solo com selenato de sddio e 111 efeito residual do selénio para a cultura do milho

O experimento foi conduzido no Centro Experimental Central do Instituto
Agronémico de Campinas no estado de S&o Paulo, localizado a 22°89° Latitude Sul ¢
47°06” Longitude Oeste, com altitude de aproximadamente 650 m (Figura 3). O clima
na cidade de Campinas é do tipo Cwa (classificacdo de Koppen), tropical imido, com
verdo quente e umido e inverno seco. A temperatura média anual é de 23°C com
precipitacdo média anual de 1060 mm.
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Figura 2 - Imagem aérea da area experimental.

3.1.2 Caracterizacdo da area experimental do estudo Il biofortificacdo da cultura

do feijdo via semente

O experimento para a producdo de sementes biofortificada com selénio foi
conduzido em campo no Centro Experimental Central do Instituto Agronémico de
Campinas no estado de S&o Paulo, localizado a 22°89’ Latitude Sul e 47°06’ Longitude
Oeste, com altitude de aproximadamente 650 m E o experimento para avaliar a
translocacdo do Se da semente biofortificada para os gréos produzidos foi realizado em
casa de vegetacdo no Centro Experimental Central do Instituto Agrondmico, no
municipio de Campinas, SP, coordenadas 22° 54' latitude S e 47° 03' longitude W, com

altitude de aproximadamente 640 metros.

3.2 Solo

O solo utilizado foi classificado como sendo Latossolo Vermelho Escuro
Distrofico, de acordo com EMBRAPA (2006), de textura argilosa e alguns dos seus
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atributos quimicos e fisicos analisados em amostras de profundidades de 0-20 cm

podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3 - Alguns atributos quimicos® e fisicos? do solo.

H
Prof. P Se® P Ca Mg K SB  H+Al CTC V
CacCl,

cm mgkg! mgdm® e mmol, dm - %

0-20 5,9 0,4 63 72 34 10 107 20 127 84
) ) Areia Areia Classificacéo
Prof. Argila Silte i
Grossa Fina textural

cm g kg™

0-20 494 84 287 135 Argilosa

DRALJ et al. (2001); ¥ CAMARGO et al. (1986). 2 mm > Areia grossa > 0,5 mm > Areia fina > 0,05 >
Silte > 0,002 mm > Argila; PUSEPA (1995).

3.3 ESTUDO I: Biofortificagdo da cultura do feijéo via solo com selenato de sddio.

Teve como objetivo aumentar o teor de Se na cultura do feijdo, cultivadas em
solo que foram submetidos a aplicacdo de doses de Se como fonte selenato de sodio.

Esta etapa foi conduzida em campo.

3.3.1 Instalacéo, delineamento e tratamentos

A planta teste utilizada foi a do feijao, cultivar “Alvorada IAC - Carioca”. A
adubacdo de base do feijao foi realizada de acordo com o Boletim 100 do IAC (RAN et
al.,1996) para uma producdo de 1,5 a 2,5 t/ha. Dessa forma aplicou-se 35 g/linha da
formula 10-10-10, sendo o potassio completado em cobertura na forma de KCI. Essa
adubacdo forneceu em kg ha®: N:10; P,Os: 10 e K,0: 30.

A adubacdo com nitrogénio em cobertura foi realizada aos 22 dias apos a
germinacdo, aplicando-se 70 g de sulfato de aménio por linha, o que equivale uma
adicdo de 40 kg ha™ de nitrogénio. O controle de pragas, doencas e plantas daninhas foi
efetuado segundo as recomendacdes técnicas para a cultura.

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, com trés doses de Se e
cinco repeticOes, totalizando 15 parcelas. As parcelas foram constituidas de quatro
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linhas com 7 metros comprimento, 2 metros de largura, espacadas de 0,5 m entre linhas,
totalizando érea total de 14 m?, sendo as duas linhas centrais menos a bordadura de 0,5
m considerada como area util.

Os tratamentos foram constituidos de trés doses de selénio, fornecidos na forma

de selenato de sédio (Na,SeO,) equivalentes a: 0; 50 e 500g ha™.

3.3.2. Caracteristicas avaliadas

Ap0s a maturacao fisioldgica dos grdos, foram coletadas 10 plantas em pontos
ao acaso na area Util da parcela para determinacdo dos componentes de produgdo: massa
seca da parte aérea, nimero de plantas e nimero de gréos por planta. Em seguida, fez-se
a colheita das plantas da area util de cada parcela para quantificacdo da produtividade de
feijao. Partes das amostras foram avaliadas para determinacao da massa de 100 gréos.

Posteriormente, o material vegetal colhido foi seco em estufa de ventilacdo
forcada a 60 °C (+5°C) até massa constante, moidas em moinho tipo Willey e
armazenadas em potes plasticos para determinacdo do teor de Se, proteina, coloragédo

dos grdos e macro e micronutrientes nos graos do feijao.

3.3.3. Eficiéncia de absorcédo de selénio pelas plantas

A eficiéncia de absorcéo de Se pelas plantas de feijdo foi avaliada pela seguindo
a formula:

ASe(mg.kg™) — AO(mg.kg™)
SeAp(mg.kg™)

EA(%) = x100

Em que:
Ase = concentracdo de Se na parte aérea (mg kg™), nos tratamentos com Se;
A = concentragdo de Se na parte aérea (mg kg™*), nos tratamentos sem Se;

Seap = quantidade de Se aplicada (mg kg™).
3.4. ESTUDO II: Biofortificacdo da cultura do feijdo via semente

O experimento constou de duas fases conduzidas no Intituto Agronomico em

Campinas. A primeira fase teve como objetivo aumentar o teor de Se na cultura do
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feijdo, cultivadas em solo que foi submetido & aplicacdo de 5000 g ha™ de Se como
fonte selenato de sddio. Esta etapa foi conduzida em campo. A segunda fase teve como
objetivo avaliar a translocacdo do Se presente na semente biofortificada para os gréos

das plantas produzidas. Esta etapa foi conduzida em casa de vegetacao.
3.4.1 Producéo da semente biofortificada com selénio

A planta teste utilizada foi a do feijdo, cultivar “Alvorada IAC - Carioca”. A
adubacdo de base do feijao foi realizada de acordo com o Boletim 100 do IAC (RANJ et
al.,1996) para uma producdo de 1,5 a 2,5 t/ha. Dessa forma aplicou-se 35 g/linha da
férmula 10-10-10, sendo o potéassio completado em cobertura na forma de KCI. Essa
adubacdo forneceu em kg ha™: N:10; P,Os: 10 e K,0: 30.

A adubacdo com nitrogénio em cobertura foi realizada aos 22 dias apos a
germinacdo, aplicando-se 70 g de sulfato de amonio por linha, o que equivale uma
adicdo de 40 kg ha™* de nitrogénio. O controle de pragas, doencas e plantas daninhas foi
efetuado segundo as recomendacdes técnicas para a cultura.

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, com duas doses de Se e
cinco repeticBes, totalizando 10 parcelas. As parcelas foram constituidas de quatro
linhas com 7 metros comprimento, 2 metros de largura, espacadas de 0,5 m entre linhas,
totalizando area total de 14 m?, sendo as duas linhas centrais menos a bordadura de 0,5
m considerada como area util.

Os tratamentos foram dois, constituidos de uma dose de 5000 g ha™ de Se, na

forma de selenato de sodio (Na,SeO,) e tratamento controle, sem aplicagdo de selénio.

3.4.2. Ensaio em vasos para estudo da translocacao do selénio presente na semente

para 0s graos.

O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso, tendo como tratamento as
sementes produzidas no ensaio em campo, sendo os tratamentos as doses de Se presente
nas sementes, apds aplicacdo de 0 e 5000 g ha™ de Se no solo, repetidos 5 vezes,
totalizando 10 vasos.

Os vasos foram preenchidos com solo oriundo da camada aravel (0 a 20 cm) do
Latossolo Vermelho Escuro Distréfico de textura argilosa utilizado para produgédo de

semente, destorroados e passados em peneira de 2 mm de diametro. Em seguida, foram

19



adicionados 200 mg de Ca e 100 mg de Mg na forma de CaSQO4.5H,0.e MgS0,.7H,0,
respectivamente.

Para o fornecimento de macronutrientes, cada vaso recebeu 150 mg de N na
forma de (NH,4),SO,4 e 900 mg na forma de NH4;NO3; 500 mg de P como KH,POy; 700
mg de K como KCI e adubacdo de micronutrientes consistiu-se na aplicacdo de 3 mg de
B; 2 mg de Cu; 1,5 mg de Mn, 6 mg de zinco e 0,6 mg de Mo, nas respectivas formas de
H3;BO3; CuS0O,4.5H,0; MnSO4.H,0; ZnS0O,4.7H,0 e Na;Mo4.2H,0.

Em seguida, cada unidade experimental, constituida por vasos de 10 dm™ de
solo, foi semeada com 10 sementes de feijao enriquecido ou ndo com Se, de acordo com
o tratamento. Vinte dias apds a semeadura, fez-se o desbaste deixando cinco plantas por
vaso. Durante o experimento os vasos foram mantidos a 60% de capacidade de campo,
mediante a pesagem dos vasos e irrigacao diaria com agua deionizada. O nitrogénio foi
adicionado semanalmente, 100 mg kg de N por aplicacdo, usando NH4NO; e
(NH4)2SO,.

3.4.3. Avaliagbes agrondémicas

Ap06s 90 dias de plantio, a parte aérea do feijdo foi coletada e separada em haste,
folhas e sementes. Em seguida, o material vegetal foi seco em estufa de ventilagdo
forcada a 60°C até alcancar a massa constante. Posteriormente, foram moidas em
moinho Willey para determinacdo dos componentes de producdo: massa seca da parte
aérea, numero de plantas, nimero de graos por planta, nimero de vagens, nimero de
gréos por vagem e produtividade.

Posteriormente, o material vegetal colhido foi seco em estufa de ventilacéo
forcada a 60 °C (£5°C) até massa constante, moidas em moinho tipo Willey e
armazenadas em potes plasticos para determinacdo do teor de Se, proteina, coloracdo

dos grdos e macro e micronutrientes nos gréos do feijao.
3.5. ESTUDO I11: Efeito residual do selénio para a cultura do milho

Teve como objetivo avaliar o efeito residual e a fitotoxicidade do selénio a

cultura do milho plantada em sucesséo ao feijéo.
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3.5.1. Instalacdo, delineamento experimental e tratamento

A planta teste utilizada foi a do milho, cultivar “IAC 8390”. A adubacdo de base
do milho foi realizada de acordo com o Boletim 100 do IAC (RAWJ et al.,1996) para
uma producéo de 8 a 10 t/ha. Dessa forma aplicou-se 120 g/linha da férmula 10-10-10.
Essa adubac#o forneceu em kg ha™: N:30; P,0s: 30 e K,0: 30.

A adubagdo com nitrogénio em cobertura foi realizada aos 25 dias e aos 45 dias
ap6s a germinacdo, aplicando-se 35 kg de N ha™ na forma de ureia por linha, o que
equivale uma adicdo de 70 kg ha™ de nitrogénio. O controle de pragas, doencas e
plantas daninhas foi efetuado segundo as recomendagdes técnicas para a cultura.

O delineamento foi em blocos casualizados, com trés doses de Se e cinco
repeticdes, totalizando 15 parcelas. As parcelas foram constituidas de quatro linhas com
7 metros comprimento, 4 metros de largura, espacadas de 0,9 m entre linhas, totalizando
érea total de 25 m? sendo a area (til de cada parcela representada pelas duas linhas
centrais menos 0,5m de cada extremidade da linha.

Os tratamentos foram constituidos de trés doses de Se 0; 50 e 500g ha™,
fornecidos na forma de selenato de sddio (Na,SeO3). As doses foram aplicadas no

experimento anterior.

3.5.2. Caracteristicas avaliadas

Apobs a maturacdo fisioldgica dos grdos, foram coletadas as plantas da area util
de cada parcela para determinacdo dos componentes de producdo: massa seca e
comprimento das espigas, numero de espigas, numero de plantas. Em seguida as
espigas foram debulhadas para a obtencdo da produtividade do milho. Partes das
amostras foram avaliadas para determinacdo da massa de 100 graos.

Posteriormente, o material vegetal colhido foi seco em estufa de ventilacdo
forcada a 60 °C (+5°C) até massa constante, moidas em moinho tipo Willey e
armazenadas em potes plasticos para determinacdo do teor de Se, proteina e macro e

micronutrientes nos graos de milho.
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3.6 Determinacdes

3.6.1. Teor de selénio na planta

Para a digestdo do material vegetal, foram pesados 0,5 g de cada amostra e
colocado em tubo de micro-ondas. Foram adicionados 10 mL de HNO3 concentrado em
cada tubo e, ap6s 30 minutos, este material foi submetido & aquecimento em aparelho de
micro-ondas (CEM/ modelo MARS 5 XPRESS) e digerido pelo método EPA3051 (US-
EPA, 1995), em que, a uma poténcia de 1200 W, sdo emitidas ondas por 15 minutos
para elevar a temperatura a 200 °C em uma presséo de 120 psi. A temperatura e pressao
foram mantidas por 5 minutos. Apds a completa digestdo, os tubos foram retirados do
aparelho e mantidos na capela para esfriarem e foram abertos apos 30 minutos. Apés 15
minutos de descanso, estes foram submetidos a recuperacdo na chapa aquecedora,
mantida em 100 a 150 °C, até atingirem o volume aproximado de 5 mL. Apds esfriarem,
foram adicionados 5 mL de HCI concentrado em cada amostra e estas foram filtradas
em papel de filtro, filtragem média e avolumados para 25 mL.

Uma amostra padrdo cerificada de folhas de espinafre (NIST 1570a,
Gaithersburg, MD, EUA) foi submetida aos mesmos processos das amostras para
assegurar os resultados obtidos.

O método utilizado para a determinacdo do Se nos extratos foi o da
espectrometria de emissdo atbmica com forno de grafite — GFAAS. Na técnica do forno
de grafite, um pequeno volume de amostra (5-100 uL) é introduzido por uma
micropipeta no interior de um tubo de grafite, colocado a caminho 6tico do aparelho. O
tubo é aquecido eletricamente, esse aquecimento se da por 3 etapas: Na primeira
(secagem), o tubo é levado a uma temperatura capaz de evaporar o solvente. Na segunda
etapa (pirolise), o tubo é levado a uma temperatura, mais alta possivel, mas sem que
haja volatilizagdo do analito, para minimizar as chances de interferéncias. Na terceira
etapa (atomizacdo), o forno é levado a uma temperatura na qual o analito atomiza-se,

formando uma nuvem atdmica no interior do tubo de grafite.

3.6.2 Quantificacdo de proteinas

As determinagdes de proteina bruta total em gréos de feijdo foram realizadas

pelo método kjeldahl (Kjeldahl, 1883). Onde o N organico é convertido em NH," por
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digestdo em &cido sulfurico concentrado (H,SO,4) em mistura com sulfato de cobre que
age como catalisador. O NH;" é determinado apds a destilagdo por arraste de vapor,
adicionando-se solucdo concentrada de NaOH ao extrato de digestdo (RAIJ et al.,
2001). O Os valores obtidos foram convertidos para teores de proteinas utilizando o

fator de correcao de 6,25.

3.6.3 Coloracéo dos gréos

A avaliacdo da coloracdo dos grdos de feijdo € um fator importante na
determinacédo de qualidade do feijdo considerada pelos melhoristas. A preferéncia pelos
consumidores brasileiros é por um produto de rapida hidratacdo, baixo tempo de
cozimento, producdo de caldo espesso, bom sabor e textura, grdos moderadamente
rachados, cascas delgadas e boa estabilidade de cor. O consumidor associa o fenbmeno
escurecimento, ao seu envelhecimento. Entretanto, foi determinada a coloracdo dos
grdos de feijdo com colorimetro manual, marca Minolta, modelo CR-10.

As sementes foram colocadas em recipientes de plasticos de 6 cm de altura e 5
cm de diametro, de maneira que os grdos preenchessem quase todo o volume dos
recipientes. O sensor do aparelho foi posicionado sobre a amostra de forma que o feixe
de luz incidisse de maneira direta sobre o0s graos, repetindo cinco vezes cada amostra. O

valor L* representa a escala de luminosidade de zero (preto) a 100 (branco).

3.6.4 Macro e micronutrientes no grao

Para a digestdo do material vegetal, foram pesados 0,5 g de cada amostra e
colocado em tubo de micro-ondas. Foram adicionados 2 mL de perdxido de hidrogénio
(H202) 30 % (v/v) em cada tubo e mantido coberto de um dia para o outro. Depois
foram adicionados 3 mL de HNOj3 concentrado em cada tubo e, ap6s 2 horas este
material foi submetido a aquecimento em aparelho de micro-ondas (CEM/ modelo
MARS 5 XPRESS) e digerido pelo método EPA3051 (US-EPA, 1995), em que, a uma
poténcia de 1200 W, sdo emitidas ondas por 15 minutos para elevar a temperatura a 200
°C em uma pressdo de 120 psi. A temperatura e pressao sdo mantidas por 5 minutos.
Apbs a completa digestdo, os tubos foram retirados do aparelho e mantidos na capela
para esfriarem e foram abertos ap6s 30 minutos. Ap6s 15 minutos de descanso, estes

foram filtrados em papel de filtro, filtragem lenta e avolumados para 25 mL.
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A determinacdo dos teores de macro e micronutrientes foi feita por
espectrometria de emisséo atomica (ICP-OES), marca Varian, modelo Vista MPX. Em
cada rodada analitica foram utilizadas as amostras certificadas NIST 1570a da National

Institute of Stardards and Technology.

3.6.5 Amostragem do solo

Para a quantificacdo de selénio foram coletas amostras de solo da area de estudo,
nas profundidades de 0 a 20 cm. Dentro da area util da parcela experimental obteve-se
uma amostra composta formada por mistura e homogeneizagdo de seis sub-amostras
simples.

Apds a coleta, as amostras compostas de terra foram secas ao ar, destorroadas,
passada em peneira de 2 mm de malha e reservada para determinacGes de macro e

micronutrientes e teor de Se no solo

3.7 Teor de selénio no solo

Para a extracdo do Se no solo, foram pesados 0,5 g de cada amostra e colocado
em tubo de micro-ondas. Foram adicionados 10 mL de HNOj3 concentrado em cada tubo
e, apés 30 minutos este material foi submetido a aquecimento em aparelho de micro-
ondas (CEM/ modelo MARS 5 XPRESS) e digerido pelo método EPA3051 (US-EPA,
1995), em que, a uma poténcia de 1200 W, sdo emitidas ondas por 15 minutos para
elevar a temperatura a 200 °C em uma pressao de 120 psi. A temperatura e pressdo sao
mantidas por 5 minutos. Apds a completa digestdo, os tubos foram retirados do aparelho
e mantidos na capela para esfriarem e foram abertos ap6s 30 minutos. Ap6s 15 minutos
de descanso, estes foram submetidos a recuperacdo na chapa aquecedora, mantida em
100 a 150 °C, até atingirem o volume aproximado de 5 mL. Apds esfriarem, foram
adicionados 5 mL de HCI concentrado em cada amostra e estas foram filtradas em papel
de filtro, filtragem média e avolumados para 25 mL.

Uma amostra padrédo cerificada de lodo industrial NIST 2782, produzidas pela
National Institute of Stardards and Technology foi submetida aos mesmos processos das
amostras para assegurar os resultados obtidos.

Os teores de Se dos extratos foram obtidos através da leitura pelo espectrometria

de absorcao atbmica em formo de grafite GFAAS, conforme descrito anteriormente.
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3.8 Analises dos dados

Os resultados do experimento | - biofortificacdo da cultura do feijdo via solo
com selenato de sodio e Il - efeito residual do selénio para a cultura do milho,
referentes aos teores de Se nas plantas de feijdo e milho, produtividade, componentes de
producdo, cor, proteina, concentracdo de macro e micronutrientes nos gréos de feijao e
milho, foram submetidos a ANOVA e teste de Tukey a 5% de probabilidade. Quando
significativo foram feitas analises de regressdo, visando analisar o efeito de doses sobre
as diversas caracteristicas avaliadas, optando-se pelo modelo que proporciona melhor
ajuste.

Também foram feitos teste F a 5 % de probabilidade no experimento Il —
biofortificacdo da cultura via semente para avaliar a significancia do efeito da dose O e
5000 g ha™! de Se na forma de selenato de sédio e o efeito da dose presente na semente
biofortificada sobre os teores de Se nas plantas, componentes de producdo, cor,
proteina, concentracdo de macro e micronutrientes na planta. Todas estas analises foram

feitas com auxilio do programa SISVAR.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESTUDO I - Biofortica¢do da cultura do feijédo via solo com selenato de sédio

4.1.1 Concentracao de selénio nos graos do feijao

As concentragdes de Se na parte comestivel do feijdo revelaram que houve efeito
de dose, indicando que quantidades crescentes de Se aplicadas na forma de selenato de
sodio aumentaram significativamente (p<0,05) os teores desse elemento na cultura
estudada, como mostrado na F igura 3.

A concentracdo de Se no gréo do tratamento que ndo recebeu aplicacdo desse
elemento foi de 0,04 mg kg™, considerado baixo segundo MORAES (2008) por ser
menor que 0,05 mg de Se kg’ para grdos, indicando assim a possibilidade de
biofortificacdo para essa cultura, principalmente por ser um alimento basico da dieta

brasileira.
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R2? =0,9998

0 100 200 300 400 500
Dose de Se (g ha'l)

Figura 3 - Teor de selénio nos grdos de feijdo em funcédo das quantidades de selénio
aplicadas no solo.

A aplicacdo do Se via solo apresentou comportamento linear crescente no que se
refere a concentragdo de Se nos grdos, chegando a um total de 0,69 mg kg™ de Se na
dose de 500 g ha™. Esse comportamento pode ser explicado pela menor conversdo
do selenato em formas organicas de Se nas raizes, permitindo sua mobilidade no xilema
e, a maior translocacdo do Se para a parte aérea, facilitando a chegada desse elemento
aos gréos. Esses resultados corroboram com os observados por BOLDRIN (2011), que
ao estudar o comportamento das formas de Se na absor¢do pelas plantas, verificou que
sempre foi maior a translocacdo do Se na forma de selenato do que na forma de selenito.
Esse fato esta relacionado ao selenito ser adsorvido pelos 6xidos de Fe e Al presentes no
solo, diminuindo sua disponibilidade para as plantas (ZHANG e SPARKS, 1990).
Aparentemente ndo foi observado efeito fitotdxico para Se durante o ciclo reprodutivo
da cultura do feijdo.

De acordo com esse trabalho e o de BOLDRIN (2011), esses comprovam a
eficiéncia da aplicacéo de Se no solo, na forma selenato de sodio, comprova a estratégia
de aumentar a concentracdo desse elemento na planta e, desta forma, auxiliar no
suprimento das necessidades diérias desse elemento na alimentagdo humana.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2012), o
consumo alimentar médio de feijao por pessoa no Brasil é 41 g dia™ e, segundo a FAO
(Food and Agriculture Organization), a recomendacéo diéria de selénio para adultos é

de 55 pg dia™. Dessa forma, relacionando-se esses valores com os resultados obtidos no
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presente estudo, estima-se que o feijdo biofortificado com a dose de 50 g ha™ ira
contribuir para 0 aumento de 8,2% na ingestdo diria recomendada (IDR) para esse
elemento. Na dose de 500 g ha® o aumento serd de 51% da IDR, mas segundo 0
Ministério da Saude (2004), o limite maximo de tolerancia (LMT) em alimentos solidos
para Se é de 0,3 mg kg, bem menor que a concentracéo de 0,69 mg kg™ obtida para
essa dose. De acordo com a equacédo linear apresentada na Figura 3, calcula-se que a
dose maxima de Se que podera ser aplicada ao solo para ndo ultrapassar a concentragdo
de 0,3 mg kg™ é de 196 g ha™* como selenato de sédio para o Latossolo Vermelho

Escuro Distrofico de textura argilosa.
4.1.2 Produtividade da cultura do feijao

O programa de biofortificacdo consiste em enriquecer a parte comestivel da
cultura sem afetar a produtividade. Levando isso em consideracdo, verificamos que o
aumento das doses de Se aumentou significativamente (p<0,05) a produtividade dessa
cultura, apresentando comportamento linear crescente, como mostrado na Figura 4.

A maior produtividade foi observada na dose de 500 g ha™, equivalendo ao

aumento de aproximadamente 40%, quando comparado a testemunha.
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Figura 4 - Efeito das doses de selénio sobre a produtividade de grdos da cultura do

feijéo.
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Possivelmente o aumento da produtividade pode ser explicado pela capacidade
das plantas em combater o estresse oxidativo, causado pelos radicais livres de oxigénio
na presenca do selénio, mas ainda pode existir outros fatores que ndo foram estudos
estarem influenciando no aumento da produtividade dessa cultura. Esses resultados
corroboram com os obtidos por BOLDRIN (2011) para arroz, RAMOS et al. (2011)
para alface e REZENDE et al. (2011) para soja, 0s quais relataram aumento da producéo
de grdos com o aumento de Se na forma selenato de sodio. Segundo TURAKAINEN et
al. (2005) a utilizacdo de selénio em baixas concentracbes aumenta a atividade
antioxidante das plantas, levando assim a uma maior producao vegetal.

Como nédo houve diminuigéo da produtividade para a cultura do feijdo nas duas
doses de Se estudadas pode-se admitir que adices de até 500 g ha™ de Se ndo irdo
causar efeito fitotoxico para essa espécie, nas condicdes em que o experimento foi
realizado. MARTINEZ et al (2011) detectaram reducdo da produtividade de grédos de
soja com a aplicacdo de Se na forma selenito de sodio, independentemente da
concentracdo aplicada, mostrando que a forma de aplicacdo de Se ao solo, pode
interferir na produtividade das plantas. Isso se deve a maior conversdo do selenito em
formas organicas de Se, 0s quais sdo incorporados em proteinas pela substituicdo do S,
causando toxidez rapidamente, quando comparada ao selenato de sddio (HOPPER e
PARKER, 1999).

4.1.3 Eficiéncia de absorcao de selénio

Os indicadores de eficiéncia de absorcdo em relacdo a dose 0 de Se, em funcéo
das quantidades aplicadas ao solo via selenato de sddio encontram-se na Tabela 4.
Verifica-se que as maiores porcentagens de eficiéncia de absorcdo e acimulo de Se na
cultura do feijio ocorreu na dose de 500 g ha™* de Se. Provavelmente, esse fato deve-se
ao aumento da producéo de gréos que o selenato proporcionou nessa dose. RIOS et al.
(2008); RAMOS et al. (2010) BOLDRIN et al. (2012) também observaram que o
selenato proporcionou maior eficiéncia de absorcao e elevou o acimulo de Se na aérea
das plantas. Li et al. (2008) relataram que o selenato nas raizes ndo é facilmente

convertido em formas orgénicas, sendo altamente mével no xilema.
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Tabela 4 - Eficiéncia de absorcao de selénio pela cultura do feijao (%).

Acumulo de Se na Eficiéncia de
Dose de Se ] Solo
parte aérea absorcéo de Se
---g ha™’--- ——-mg hal-—- e %p-----------
0 55b - -
50 58b 0,23 99,77
500 738 a 0,29 99,71

W' Médias de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A baixa eficiéncia na absorcdo de Se mostrada pela cultura indica que mais de
99% do selénio aplicado permaneceu no solo e, desta forma, pode ser utilizado para as
proximas culturas a serem cultivadas nessa mesma area. Esses resultados corroboram
com FERNANDES (2011), o qual observou baixa eficiéncia de absor¢do de Se nas
culturas de arroz, rabanete e brocolis e, que mais de 95% do Se na forma de selenito

permanecendo no solo.

4.1.4 Distribuicao de selénio nas diferentes partes da planta
A distribuicdo de Se nas partes da planta diferem de acordo com as espécies,

fase de desenvolvimento e condicdes fisiologicas. Na Figura 5 verifica-se que a

acumulacdo de Se foi sempre maior nas folhas, seguida do caule e semente.
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Figura 5 - Efeito das doses de selénio sobre a concentracdo de selénio na parte aérea do

feijao.

Os niveis de Se aplicados no solo apresentaram efeito significativos (p<0,05)
nos teores encontrados nas diferentes partes da planta proporcionando comportamento
linear crescente. Esses resultados corroboram com VAarios outros autores, 0s quais
relataram que doses crescentes de Se podem causar aumento significativo do teor de Se
em culturas agricolas (DUCSAY et al ., 2009; BROADLEY et al., 2010).

De acordo com esses dados, pode-se observar que o selénio concentra-se
principalmente nas folhas das plantas tratadas com este elemento, quando comparada
aos caules, ja o tratamento que ndo recebeu doses de selénio apresenta uma distribuicdo
homogénea desse elemento em todas as partes da planta.

Em plantas ndo acumuladoras de Se, quando amadurecem, frequentemente elas
mostram 0 mesmo conteludo de Se em grdos e raizes, com quantidades menores nos
caules e folhas. A distribuicdo de Se em plantas também depende da forma e
concentracdo e disponibilidade as raizes, natureza e concentracdo de outras substancias,
especialmente sulfatos acompanhando o elemento (SOUZA et al., 1998; ZAYED et al.,
1998).
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4.1.5 Macronutrientes, micronutrientes no grao do feijao

Os resultados referentes as analises de macro e micronutrientes presentes na

parte comestivel do feijdo encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 - Teores de elementos na parte comestivel do feijao.

Tratamentos® P Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn

----- e U ) 2, U UV . ) 77 S U—
0 3,83 0,74 122 188 114a 425 69,1 11,0 265
50 3,67 0,70 1,17 184 993b 424 68,1 10,1 29,1
500 353 0,72 122 185 973b 398 682 98 241

CV% 704 1891 545 539 6,81 11,13 11,15 6,41 19,39
Media 3,67 0,72 1,19 186 10,11 4,16 68,48 10,26 26,56

W' Médias de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os teores de fosforo (P) ndo foram afetados significativamente pelas doses de
selenato. Esses resultados corroboram com os de BOLDRIN (2011); RAMOS (2011)
que ndo observaram diferenca significativa nos teores de P em arroz com a aplicacdo de
selenato de sodio. Segundo HOOPPER e PARKER (1999) a absorcdo de fésforo €
diminuida somente na presenca de selenito na solucdo, devido a competicdo que o
selenito promove no P no processo de absor¢édo, consequentemente, afetando o teor de P
nas plantas.

Para o calcio (Ca) e 0 magnésio (Mg) ndo houve variagdo estatistica significativa
das médias avaliadas segundo o teste Tukey 5% para 0s teores nas partes comestivel do
feijdo. Em alface cultivada na presenca de selenato, RAMOS et al. (2011) nédo
observaram efeito nos teores desse elemento para essa cultura. KOPSELL et al. (2000)
também nédo observaram efeito do selenato em Brassica oleracea sobre os teores de
calcio.

O enxofre também néo sofreu interferéncia significativa pelas doses crescentes
de selenato. Estudos mostram que o selenato utiliza os mesmos transportadores do
sulfato dentro das plantas (TERRY et al., 2000; SORS et al., 2005). Dentro dos tecidos
das plantas, o selénio substitui o sulfato nas proteinas aumentando assim sua
concentragdo nas plantas (RAMOS et al., 2011). BOLDRIN (2011), ao avaliar o efeitos
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do selenato nos gréos de arroz, observou que o selenato promoveu aumento no teor de
S. Resultados semelhantes também foram verificados por RAMOS (2011).

Devido as propriedades nutricionais que o feijdo fornece aos seres humanos,
torna-se relevante avaliar ndo somente o teor de Se nos graos, mas também os efeitos de
outros minerais como ferro, zinco, cobre e manganés na presenca de Se. Assim,
verifica-se que os teores desses minerais ndo foram afetados significativamente pelas
doses de Se. Na cultura de arroz BOLDRIN (2011) observou que o aumento das doses
de selénio na forma de selenato de sodio ndo influenciaram os teores de Fe e
diminuiram os teores de Zn. Da mesma forma, RAMOS et al. (2011), ao aplicarem
selenato e selenito em alface, observaram que a adi¢cdo do Se diminuiu os teores de Mn
e Cu em ambas as formas de selénio. O boro (B) apresentou diminui¢cdo com o aumento

das doses de selénio, provavelmente pelo efeito antagdnico do Se com esse elemento.
4.1.6 Producéao agronémica e qualidade do gréo
Os resultados da analise de variancia demonstraram que 0 nimero de plantas,

grdos por planta, peso de cem grdos, cor e teor de proteina ndo mostraram efeito

significativo com 0 aumento das doses selénio (Tabela 6).

Tabela 6 — Médias de numero de plantas (NPI), numero de grdos por planta (GrPl),
peso de 100 grédos (P100), cor e proteina de feijao.

Tratamentos™” NP GrPI P100 Cor Teo,r
Proteina
----- g ha'-—-- S - L ¥ ---O---
0 84 3,6 24,0 58,3 24,0
50 99 3,4 23,6 58,3 23,8
500 102 3,8 24,4 57,7 23,4
CV% 22,0 9,96 7,53 3,25 3,91
Média 95,3 3,65 23,8 58,0 23,5

W A auséncia de letras indica que ndo houve diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Na alimentacdo humana, o feijdo comum (Phaseolus vulgaris, L.) é a
leguminosa mais consumida no Brasil e contribui significativamente como fonte de
proteina, contribuindo com 70% da ingest&o proteica (MACHADO et al., 2008). Devido
a importancia do feijdo na alimentacdo humana, torna-se relevante avaliar o efeito do
selénio nos teores de proteina. Assim, verifica-se que a proteina presente no gréo de
feijdo cru ndo foi influenciada significativamente pelo aumento do selénio, variando de
23,3 a 24%. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura, onde o

valor médio de proteina é de 22% para o feijdo cru (TACO, 2006).

4.2 ESTUDO I1. Biofortificacdo da cultura do feijao via semente com selénio
4.2.1 Biofortificacdo da semente
4.2.1.1 Distribuicao de selénio nas diferentes partes da planta
O teor de selénio no caule, folha e grdos de feijao foram influenciados
significativamente pelos tratamentos de acordo com o teste F a 5% de probabilidade,

demostrando que o teor de selénio aumentou com a aplicacdo de 5000 g ha™ de Se

forma de selenato de sédio.

Tabela 7 - Teor de selénio nas diferentes partes da planta.

Tratamento® Grao Caule Folha
----- g ha'-—-- B V2
0 0,05 0,09 0,09
5000 1,94 1,53 2,74
CV % 36,2 32,8 18,1
Média 0,99 1,41 0,81
F(1,9)* 0,00 0,00 0,00

W Médias de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

* Valor de F (graus de liberdade do tratamento/graus de liberdade do residuo).

4.2.1.2 Producdo agronémica e qualidade dos graos de feijao

O numero de plantas e produtividade apresentaram efeito negativo com a

aplicacdo do selénio. Entretanto, o nimero de gréos por planta, peso de cem graos, cor e
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0s teores de proteina no gréo de feijdo ndo apresentaram diferencas significativas com o

aumento do Se no solo (Tabela 8).

Tabela 8 - Valores médios para nimero de plantas (NPI), graos por vagem (GrPl), peso
de 100 gréos (P100), cor, teor de proteina e produtividade de gréos do feijdo, variedade
IAC-Carioca.

Teor

Tratamentos® NP GrPl  P100  Cor ~ Produtividade
Proteina
----- L R 7 kg ha--

0 84 3,6 24,0 58,3 24,0 503,9
5000 32 4,7 23,4 57,7 23,4 368,9
CV% 9,16 499 2,67 2,20 3,03 14,2
Média 58,3 4,17 23,7 58,0 23,7 436,4
F(1,9)" 000 039 021 053 027 0,02

W Médias de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

* Valor de F (graus de liberdade do tratamento/graus de liberdade do residuo).

Essa reducdo na producao pode estar relacionada pela exposicdo das plantas a
altas concentracdes de Se, a qual o selénio substitui erroneamente o enxofre nas
proteinas (LEMLY, 1997). A substituicdo do S pelo Se pode resultaR na inativacdo da
proteina ou enzima causando sintomas de toxidez como: reducdo do crescimento,
clorose das folhas e decréscimo da sintese proteica e a morte prematura da planta. Outro
ponto a considerar é que as plantas ndo acumuladoras de Se, ndo apresentam capacidade
de sintetizar o Se em aminoacidos solUveis (menos fitotdxicos), provocando assim
toxidez e ativacao das reagdes oxidativas (MACEDO e MORRIL, 2008).

Levando-se em conta que ocorreu efeito fitotdxico na aplicacdo do selénio via
solo na semeadura causando a ndo germinacdo e morte prematura das plantulas, e
afetando assim o desenvolvimento da cultura. Essa baixa produtividade e crescimento
das plantas podem ser devido a da dose aplicada ou a forma de aplicacdo no sulco de

plantio, uma vez que as plantas que conseguiram germinar tiveram seu ciclo completo.

34



4.2.1.3 Eficiéncia de absorcao de selénio

A baixa eficiéncia de absorcdo pela cultura do feijdo na dose de 5000 g ha™
indica que mais de 99,99% do Se aplicado permaneceu no solo (Tabela 9). Segundo
TURAKAINEN et al.,, (2005), altas concentracdes de selénio nas plantas causam

toxidez foliar e ativam reacdes oxidativas, além de aumentar a peroxidacgéo lipidica.

Tabela 9 - Eficiéncia de absorcao de selénio pela cultura do feijao (%) .

Teor de Se na Eficiéncia de
Dose de Se ) 3 Solo
parte aerea absorcéo de Se
---g ha™--- ---mg ha™--- e % -
0 55 - -
5000 571 0,0023 99,99

~ @ Médias de letras distintas na coluna diferenciam entre si pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade._

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos em outros trabalhos, os quais
relatam melhor translocacdo do selenato de sodio para a parte aérea das plantas de arroz
e alface (BOLDRIN, 2011; RAMOS et al., 2011).

Apos adubacgdes continuas de Se pode ocorrer acimulo desse elemento no solo.
Entdo, a forma de aplicacdo de Se via foliar pode ser uma alternativa promissora no
sentido de enriquecer os grdos, sem se correr o risco de alcancar concentracdes toxicas

para as plantas e animais.
4.2.1.4 Macro e micronutrientes nos gréos do feijao biofortificado

Os resultados referentes as analises da parte comestivel do feijdo encontram-se
na Tabela 10. Os teores de P nos grdos diminuiram significativamente com a dose de
5000 g ha™ de Se na forma de selenato de sédio. Resultados similares também foram
encontrados por BOLDRIN (2011) e RAMOS et al. (2011) estudando doses e formas de
Se para teores de P nos grdos de arroz e soja que verificaram diminuigdo desse elemento
com aplicacdo de Se na forma selenito de sddio, respectivamente, uma vez que estudos
tém indicado que o selenito compete com o0 P no processo de absorcdo, afetando,
consequentemente, o teor de P nas plantas (LI; MCGRATH; ZHAO, 2008).
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Tabela 10 - Teores de elementos na parte comestivel do feijao.

Tratamentos¥) P Ca Mg S B Cu Fe Mn  Zn
g ha' P R U UUUUUUEE U — L0 R ——

0 3,83 074 122 188 114 425 69,1 11,0 26,5

5000 3,53 082 119 185 11,2 394 724 10,0 25,8

CV% 3,86 235 507 421 119 85 531 4,51 11,3

Média 3,68 078 120 187 11,3 4.1 70,8 10,5 26,1

F(1,9)* 0.03 053 050 063 083 024 0.23 0.03 0.71

W Médias de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

* Valor de F (graus de liberdade do tratamento/graus de liberdade do residuo).

O aumento na concentracdo de Se ndo alterou significativamente os teores de
Mg e de Ca no graos de feijao. Em soja, RAMOS et al. (2011) com selenato, nao
observaram efeito das formas de Se nos teores de Mg e Ca na cultura estudada. Para o
teor de S nos graos também ndo foi observado efeito significativo para as doses de Se
aplicada, corroborando com BOLDRIN (2011) que ndo observou efeito significativo
para os teores de S na cultura de arroz.

De maneira geral, verificou-se que o aumento da concentracdo de Se néo alterou
significativamente os teores de micronutrientes nos gréos de feijdo, com excecdo aos
teores de Mn que diminuiram com o aumento das doses de Se. Segundo
PAZURKIEWICZ-KOCOT et al. (2008) a presenca de Se no interior vegetal pode
alterar o coeficiente da permeabilidade de ifons na membrana plasmaética e,

consequentemente, o teor de micronutrientes nas células vegetais.
4.2.2 Plantio da semente biofortificada em casa de vegetacao
4.2.2.1 Concentracéo de selénio no graos de feijao
As sementes do feijdo biofortificadas em campo replantadas em casa de
vegetacdo apresentaram aumento significativo do teor de selénio no gréo em relagéo a

testemunha. Esses resultados mostram que o selénio presente na semente, pode ser

transportado para a proxima geracao.
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Tabela 11 - Teor de selénio nas diferentes partes da planta em funcdo da concentracdo

de selénio na semente.

Teor na semente Gréo Caule Folha
----- g ha™----- e
0 0,04 0,08 0,08
1,94 0,08 0,32 0,35
CV % 18,5 39,7 48,7
Média 0,06 0,20 0,22
F (1,9)* 0,00 0,00 0,01

' Médias de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

* Valor de F (graus de liberdade do tratamento/graus de liberdade do residuo).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2012), o
consumo alimentar médio de feijéo por pessoa no Brasil é 41 g dia™ e, segundo a FAO
(Food and Agriculture Organization), a recomendacéo diaria de Se para adultos € de 55
ug dia™. Dessa forma, relacionando-se esses valores com os resultados obtidos no
presente estudo, estima-se que a semente biofortificada aumentou em 50% o teor de Se
e contribuiu para o aumento de 1,7 ug dia™ para 3,4 pg dia™, ou seja um incremento de

3% na ingestdo diaria recomendada (IDR) para esse elemento.
4.2.2.2 Producéo agronémica e qualidade dos graos de feijao
Né&o foram verificados diferencas significativas no nimero de vagens, nimero de

plantas, vagens por planta, grdos por vagem, cor e producdo para a cultura do feijao

bioforficado via semente em relacdo a testemunha.
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Tabela 12 - Valores médios para numero de vagens por vaso (NV), plantas por vaso
(NPI), vagens por planta (VPI), grdos por vagem (GrVg), cor e produgdo de grdos do
feijdo, variedade IAC-Carioca.

feorna NV NPI VPI Grvg Cor  Produtividade
semente
---g ha™--- N C— —-L*-  --gl/vaso--

0 22 5 5 4 57,5 81,4
1,94 22 4 5 4 55,5 82,0
CV % 14,4 23,8 19,6 14,2 4,59 8,12
Média 21,9 4,42 5,04 3,7 56,5 81,7
F (1,9)* 0,95 0,87 0,66 0,94 0,57 0,99

WA auséncia de letras indica que ndo houve diferenca pelo teste de F ao nivel de 5% de probabilidade.

* Valor de F (graus de liberdade do tratamento/graus de liberdade do residuo).

4.3 ESTUDO I11: Efeito residual do selénio para a cultura do milho
4.3.1 Concentragéo de selénio nos gréaos de milho

A andlise de variancia revelou efeito significativo (p<0,05) para dose de Se,
indicando que houve efeito residual do selénio no solo, sendo a dose de 500 g ha™ com
concentracdo de Se superior as duas doses menores (Tabela 13).

A concentracdo de Se no gréo do tratamento que ndo recebeu aplicacdo desse
elemento foi de 0,04 mg kg™, considerada deficiente segundo MORAES (2008) por ser
menor que 0,05 mg kg™ para gréos. Esse fato indica a possibilidade de biofortificagéo

para essa cultura, uma vez que esse alimento ¢é essencial na dieta do brasileiro.
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Figura 6 - Concentracdo de selénio nos grédos de milho em funcdo das quantidades de
selénio aplicadas no solo.

A aplicacdo de Se via solo apresentou efeito linear crescente no que se refere ao
acimulo de Se nos gréos, chegando a um total de 0,10 mg kg™ de Se na dose de 500 g
ha". Esse fato deve-se, possivelmente, & maior absor¢do das raizes e aproveitamento pela
planta, translocando o Se para parte aérea.

O fuba de milho é um dos principais alimentos consumidos pela populacao
brasileira de baixo poder aquisitivo. De acordo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE (2011), o consumo alimentar médio de milho por pessoa no Brasil é
de 50 g dia™ e, segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), a recomendacéo
diaria de Se para adultos é de 55 pg dia™. Dessa forma, relacionando-se esses valores
com os resultados obtidos no presente estudo, estima-se que o milho biofortificado com
a dose de 500 g ha' ira contribuir para o aumento de 18% na ingestdo diaria
recomendada (IDR) para esse elemento. A dose 500 g ha™, com concentracdo de 0,10
mg kg™ de Se no gréo de milho, est& abaixo do limite méximo de tolerancia (LMT) de
Se para alimentos sélidos que é de 0,3 mg kg ™ permitido pelo Ministério da Satde
(2004).

4.3.2 Producéo agronémica e qualidade do gréo

Os resultados das analises estatisticas para producdo agronémica e qualidade do

grdo de milho encontram-se na Tabela 13. Observa-se que ndo houve efeito
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significativo (p<0,05) para o numero de plantas, nimero de espigas, peso das espigas,
comprimento das espigas, o teor de proteina e para a produtividade com o aumento das
doses de selénio.

Tabela 13 - Valores médios numero de plantas (NPI), nimero de espigas (NEsp), peso
espigas (PEsp), peso 100 gréos (P100), comprimento da espiga (CE), produtividade
(Prod) e proteina do milho, variedade hibrido 1AC-8390, em func¢do do efeito residual
do Se.

Tratamento® NPl  NEsp PEsp P100 CEsp  Prod Teo,r
Proteina

~--ghat- - [N g------- --cm--  kgha --%%--

0 39 40 191,8 33,5 15,6 3.802 8,35

50 44 43 183,5 32,3 15,3 3.699 7,82

500 43 37 1924 34,4 154 3.498 8,84

CV% 12,9 13,6 3,23 6,50 2,00 11.9 9,03

Média 42 40 189,3 33,4 15,5 3.666 8,34

WA auséncia de letras indica que ndo houve diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Como ndo houve reducdo das caracteristicas agrondmicas do milho em funcgéo
do aumento de doses de Se, pode-se admitir que adicBes de até 500 g ha™ de Se nio irdo
causar efeito fitotoxico para essa espécie, nas condices em que o experimento foi
realizado.

Esses resultados mostram, de maneira geral, que as cultivares de milho
apresentaram maior tolerancia para o Se na forma de selenato, provavelmente foi devido

ao efeito antioxidante ja mencionado.
4.3.2 Macro e micronutrientes nos gréaos de milho

Os resultados referentes as analises da parte comestivel do milho encontram-se
na Tabela 14. De maneira geral, verificou-se que o aumento da concentragéo de Se ndo

influenciaram nos teores de macro e micronutrientes nas plantas, ndo alterando o

equilibrio nutricional delas.
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Tabela 14 - Teores de nutrientes na parte comestivel do milho.

Tratamentos™” P Ca Mg S B Fe Mn Zn
----- g hat-—-- S /77 S B e R —

0 228 004 087 087 1,77 169 435 16,9

50 198 004 074 08 1,19 20,2 3,45 14,6

500 201 003 0,74 1088 126 133 3,78 157

CV% 268 410 285 656 359 613 294 30,7

Média 209 004 078 087 141 168 3,86 15,8

WA auséncia de letras indica que ndo houve diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Devido a semelhanca quimica do selénio e do enxofre, as plantas absorvem e
metabolizam o Se via rota de absor¢éo e assimilagédo do S (PILON-SMITS e QUINN,
2010) e, trabalho tem indicado efeito sinérgico do Se no aumento do teor de S em
plantas (BARACK; GOLDMAN, 1997; MIKKELSEN; WAN, 2010). Esses resultados
foram encontrados por MIKKELSEN e WAN (1990) em cevada e arroz que observaram
maiores teores de S nos grdos quando se utilizou o selénio na forma selenato de sodio.
Entretanto essa diferenca néo foi observada neste trabalho até a dose de 500 g ha™ de
Se. Os teores de fosforo (P) ndo apresentaram efeitos significativos com o aumento da
concentracdo de selénio na forma de selenato de sdédio. PAZURKIEWICZ - KOCOT et
al. (2003) observaram diminuicao dos teores de P com a aplicacdo de selenito.

O célcio (Ca) e magnésio (Mg) também nédo apresentaram diferenca significativa
com o aumento da concentracdo de Se. Segundo KOPSELL et al. (2000), o selénio ndo
tem qualquer efeito sobre o acimulo de célcio. Em milho, Hawrylak-Nowak (2008),
com selenato, também ndo observaram efeito das formas de Se nos teores de Mg na
cultura.

Devido as propriedades nutricionais que o milho fornece aos seres humanos,
também ¢€ relevante avaliar ndo somente o teor de Se nos grdos, mas também os efeitos
desses minerais como boro, ferro, manganés e zinco na presenca de Se. Assim, verifica-
se que os teores desses minerais ndo foram afetados significativamente pelas doses de
Se.
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4.3.3 Concentracao de selénio na camada superficial do solo

As concentracdes de Se variaram de 0,35 mg kg™ a 0,64 mg kg™ obtida na dose
méxima de Se empregada (500 g ha™). O teor de Se no tratamento testemunha (sem
adicdo de selenato de s6dio) é considerado baixo por estar menor que 0,5 mg kg™, de
acordo com o critério de deficiéncia no solo por MILAR (1983), uma vez que o teor de
selénio encontrado no solo, reflete nas quantidades encontradas nas plantas
(ROBBERECHTA et al.,1981).

Tabela 15- Concentragdo de Se no solo na camada de 0 a 20 cm de profundidade em

relacdo as doses aplicadas

Tratamentos @ Teor de Se
------ g hat----- ------mg kg*------
0 0,40
50 0,35
500 0,64
CV% 47,9
Média 0,46

WA auséncia de letras indica que ndo houve diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

A concentracdo de 0,64 mg kg™ foi acima da esperada uma vez que a adicio de
500 g ha™ de Se deveria aumentar a concentragdo em cerca de 0, 21 mg kg™ na camada
superficial do solo, considerando-se este com densidade de 1,2 g cm® Essa maior
concentragdo provavelmente foi devido ao selenato ter sido aplicado no sulco do
plantio, deixando uma maior concentracdo nessa regido, a qual foi aumentada nas

analises.

4.4 Consideragdes Finais

As relagdes entre o teor de Se nos graos de feijao e milho com os teores
encontrados no solo (Figura 7) corroboram como os descritos por ROBBERECHTA et
al (1981), que mostraram a dependéncia entre o teor de Se encontrado no solo com a

composicao final na planta.
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Médias de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 7 — Teores médios de selénio no solo e nos graos de feijdo e milho submetidos a
tratamento com aplicagdo de niveis de Se no solo.

Na Figura 7 também se pode observar que a aplicacdo de Se no solo apresentou
comportamento linear crescente no que se refere ao acimulo de selénio nos gréos,
chegando a um total de 0,7 mg kg™ para o feijédo e 0,10 mg kg™ para o milho. J& os
teores de Se no solo ndo diferiram estatisticamente com o aumento do Se.

Provavelmente, a diferenca no teor de Se nos grdos entre a leguminosa e
graminea pode ser explicada pelo maior teor de proteina encontrado nas leguminosas,
pelo fato do selénio se ligar as proteinas. Outra provavel explicacdo é mencionada por
STROUD et al. (2010) em que muito pouco do selénio aplicado no solo apresenta efeito
residual, podendo haver perdas por lixiviacdo de Se ao longo do perfil dos solos, devido
ao selenato ser menos retido pelas superficies coloidais do solo (GOH e LIM, 2004).

A forma de aplicagdo de Se via solo mostrou-se muito promissora no sentido de
biofortificar os graos de feijao e de milho, usando-se o selenato de sédio como fonte
desse elemento. Os teores encontrados nos grdos de feijdo submetidos as doses
crescentes de Se foram capazes de biofortificar os graos dessa cultura ja na dose de 50 g
de Se ha™.

Os valores referentes ao custo operacional total do tratamento para biofortificar

o0s grdos de feijdo é de (R$ 277,50) correspondente a (50 g ha) de selenato de sodio, e
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para a dose maxima calculada de selénio para biofortificar os grdos de feijao para
consumo humano, permitido pelo Ministério da Saude é de (R$ 1087,80)
correspondente ao uso de (196 g ha) de selenato de sodio sigma-aldrich. Podendo ser

aplicado tanto no solo quanto na adubacéo foliar da cultura.

5. CONCLUSOES

1) A adicdo de Se na forma de selenato de sddio aumentou os teores desse
elemento nas partes comestiveis do feijdo e milho, podendo assim ser usado para a

biofortificagdo com Se para estas culturas.

2) A biofortificacdo agronémica com Se em feijdo foi alcancada a partir da dose de
50 g ha™* ao se utilizar o Se na forma de selenato de sdio, contribuindo para o aumento

de 8,2% da ingestdo diaria recomendada (IDR) para esse elemento.
3) Para a cultura do feijdo, a quantidade maxima de Se para ser aplicada ao solo foi
calculada em 196 g de Se ha, a fim de ndo ultrapassar a concentracdo de 0,30 mg Se

kg™ no gréo, permitida pelo ministério da satide.

4) A biofortificacdo com Se (V1) aplicado no solo foi mais eficiente para a cultura

do feijdo em comparacdo com a cultura do milho.

5) E possivel realizar a biofortificacio do Se via semente, mas a alta quantidade

aplicada via solo sugere estudos para aplicacdo via foliar.
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