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Resumo

O arroz representa, a nivel mundial, um dos cereais com maior relevancia do ponto de
vista social e econdmico. O Selénio (Se) é um antioxidante considerado essencial na saude
humana. A deficiéncia em Se tem tido repercuss@es negativas na qualidade de vida das
populacées em varios paises. Como forma de minimizar este défice, tém sido propostas
estratégias de melhoramento de plantas e de biofortificacdo agronémica para aumentar a
ingestdo de Se no ser humano. O principal objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de
tecnologia para producdo de arroz biofortificado naturalmente em Se, com potencial utilizag&o
na producdo de farinha destinada a produtos alimentares. Foram implementados ensaios de
campo com delineamentos experimentais casualizados em dois anos consecutivos (2013 e
2014), no Ribatejo. Utilizaram-se duas variedades comerciais (Ariete e Albatros) e duas linhas
avancadas portuguesas (OP1105 e OP1109) obtidas pelo INIAV. Em 2013 procedeu-se a
aplicacéo foliar de Se sob a forma de selenato de sddio (Na2SeQa4) e selenito de sédio (Na2Se03),
em 5 concentracdes (0, 4, 20, 30 e 60 g Se hal), em blocos com e sem adubacéo de fundo com
selenato (92,69 g Se hal). Em 2014 foi aplicado Se sob a forma de selenito e selenato (0, 120,
180 e 300 g Se hal) sem adubacéo de fundo, para aferir os limites de acumulacgéo deste e outros
elementos nos gréos. Alguns parametros nutricionais e de qualidade (lipidos, agUcares solaveis,
proteina, cinzas e cor) foram avaliados na farinha obtida a partir dos gréos biofortificados. A
concentracdo de Se nos gréos aumentou com os teores foliares de selenito e selenato aplicados,
verificando-se variabilidade genética entre os gendétipos. Albatros biofortificada com selenito
destacou-se nos dois ensaios pelos maiores teores de Se acumulados no gréo, possibilitando
assim uma manipulagcdo tecnoldgica relevante. O genétipo OP1109 apresentou 0s maiores
valores de peso de mil grdos (PMG) nas biofortificacdes mais elevadas de cada ano. O Se
distribuiu-se uniformemente por todo o grao, tal como o Cu, ao contrario do Fe e do Zn (embrido
e regido apical do grao) e do K, do Ca e do P (embrido e camadas exteriores do grao). Nos
acidos gordos totais, a biofortificagdo mais elevada (2014) provocou aumento dos teores em
todos os gendtipos. Os teores de aglcares solUveis tenderam a aumentar com as concentracdes
mais elevadas de Se, tal como os teores de proteina. Em sintese, quaisquer dos tratamentos
(baixas ou elevadas concentrac¢des de Se, na forma de selenito ou selenato) parecem ser viaveis
tendo em vista a acumulacdo de Se no grao. Contudo, as concentracdes de Se a serem aplicadas
dependerao da finalidade industrial do arroz. O tratamento com baixas concentraces de Se (30
a 60 g Se ha) serd mais adequado para a biofortificacdo de arroz em areas de cultivo mais
extensas, sem comprometer a producdo de grdos e 0s pardmetros nutricionais. Por outro lado,
o tratamento com elevadas concentracdes (até o maximo de 180 g Se ha') serd mais adequado
em areas menores de cultivo, permitindo a obtencédo de grdos com maior concentragéo de Se,
que poderdo ser submetidos ao processamento industrial (i.e., para producdo de farinha) e

incorporar misturas com farinhas néo biofortificadas. Acresce ainda que a aplicacao foliar (sem



adubacao de fundo) foi suficiente para obtencao de resultados satisfatérios, e que esta podera

ser aplicada uma Unica vez.

Palavras-Chave: Arroz, Biofortificacdo, Selénio, Selenito e Selenato.



Abstract

Rice represents one of the most important social and economic crops in the world. Selenium (Se)
is an antioxidant considered essential in human health. Se deficiency has negative repercussions
on the quality of life of the populations in several countries. As a way of minimizing this deficit,
plant breeding and agronomic strategies for biofortification have been proposed to increase the
intake of Se by humans. The main objective of this study is the development of technology to
produce rice naturally biofortified in Se, with potential use for the development of food products.
Field trials with randomized experimental designs were implemented in two consecutive years
(2013 and 2014), in Ribatejo, using two commercial varieties (Ariete and Albatros) and two
Portuguese advanced lines (OP1105 and OP1109) obtained through INIAV Rice Breeding
Program. In 2013 foliar applications of Se in the form of sodium selenate (Na2SeO4) and sodium
selenite (Na2SeOs3) were carried out in 5 concentrations (0, 4, 20, 30 and 60 g Se ha) in blocks
with and without background fertilization with selenate (92.69 g Se ha™). In 2014 selenite and
selenate (0, 120, 180 and 300 g Se ha!) were applied without background fertilization, to evaluate
the accumulation limits of this and other elements in the grains. Some nutritional and quality
parameters (lipids, soluble sugars, protein, ashes and color) were evaluated in the flour obtained
from the biofortified grains. The concentration of Se in the grains increased with higher applied
levels of selenite and selenate, and genetic variability among the genotypes was observed as
regards Se accumulation. Albatros biofortified with selenite was highlighted in both tests by the
highest levels of accumulated Se in the grain, thus enabling a relevant technological manipulation.
The genotype OP1109 presented the highest values of 1000 grain weight in the strongest
biofortification of each year. Se was uniformly distributed throughout the grain, such as Cu, unlike
Fe and Zn (embryo and apical region of the grain) and K, Ca and P (embryo and outer layers of
the grain). As regards total fatty acids, the highest biofortification (2014) caused an increase of
the contents in all the genotypes. Soluble sugar and protein contents tended to increase with
higher concentrations of Se. In summary, any of the treatments (low or high concentrations of Se,
in the form of selenite or selenate) appear to be suitable in view of the accumulation of Se in the
grain. However, the concentrations of Se to be applied will depend on the industrial purpose of
the rice. Treatment with low concentrations of Se (30 to 60 g Se ha!) will be more appropriate for
the biofortification of rice in more extensive cultivation areas, without compromising grain
production and nutritional parameters. On the other hand, the treatment with high concentrations
(up to a maximum of 180 g Se ha-) will be more adequate in smaller areas, allowing to obtain
grains with higher concentration of Se, which can be submitted to industrial processing (i.e. for
flour production) and incorporate mixtures with non-biofortified flours. In addition, leaf application
(without background fertilization) was sufficient to obtain satisfactory results, even with a single

application.

Key words: Rice, Biofortification, Selenium, Selenite and Selenate.
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Introducdo Geral

Capitulo |

1. Introducédo
1.1.Introducédo Geral e Obijetivos

A Organizacéo para a Alimentacao e Agricultura (FAO) estima que até 2050 a populacao
mundial atingira 9,1 mil milhées (FAO, 2009). A maior parte deste crescimento populacional
ocorrera nos paises em desenvolvimento e sera marcado pelo crescente éxodo rural. Para
alimentar esse acréscimo populacional, estima-se que a producéo de alimentos devera aumentar
em 70% (FAO, 2009). No entanto, a quantidade de terra aravel esta diminuindo e grande parte
dos recursos naturais, atualmente em uso, ja revelam sinais de degradacdo. Além disso, os
teores em micronutrientes (com destaque para o ferro - Fe, zinco - Zn, selénio - Se e iodo - 1) nos
alimentos base, nomeadamente arroz, trigo, mandioca e milho, sdo baixos e, atualmente, ja
determinam a evolugédo de deficiéncias em mais de metade da populagdo mundial (Zhao e
McGrath, 2009). As caréncias em micronutrientes tendem a predominar em muitas das
populacdes mais vulnerdveis do Globo, reduzindo a produtividade laboral dos adultos e
incrementando as taxas de mortalidade prematura, particularmente entre mulheres e criangas.
As deficiéncias em elementos minerais, e em varias vitaminas, sdo muitas vezes consideradas
em conjunto, possuindo a designacéo de hidden hunger — “fome oculta” (Hirschi, 2009; White e
Broadley, 2009). Para reduzir a “fome oculta”, na década de 1960 e, de forma mais acentuada
nos anos 1970, a perspetiva indexada a produgédo agricola sofreu profundas altera¢gfes. Entdo
considerou-se que, a agricultura deveria ndo s6 produzir mais calorias para reduzir a fome, mas
também produzir alimentos nutricionalmente mais ricos. De fato, & escala Global, um em cada
trés individuos sofre de fome oculta, causada pela falta de minerais e vitaminas nas respetivas
dietas, o que se traduz na evolucéo de consequéncias negativas para a saude (Kennedy et al.,
2003; Stein, 2014). Neste enquadramento, foram identificadas &reas com baixa concentracéo de
Se na China e na Sibéria Oriental, onde a respetiva deficiéncia causa a “Keshan endémica”
(doenca na regido do Keshan, na China). Esta patologia € uma cardiomiopatia juvenil endémica,
com insuficiéncia miocéardica, que afeta principalmente criangas entre 2 e 10 anos de idade, e
ainda mulheres em idade fértil (Hartikainen, 2005). Acresce ainda que, neste contexto, a
biofortificacdo em Se fornece um meio vidvel para atingir popula¢des subnutridas, que podem ter
acesso limitado a vérias dietas, suplementos e alimentos fortificados comercialmente. De fato,
considera-se que a biofortificacdo em Se, nos 6rgdos comestiveis de plantas, podera ser uma
via segura para amenizar a deficiéncia desse elemento no ser humano, essencialmente devido
a consequente biodisponibilidade (Hartikainen, 2005). Acresce ainda que, o Se € um elemento
essencial para seres humanos e animais, com elevada importancia para a saide humana
(Chaudhary et al., 2010), em grande medida devido as respetivas propriedades antioxidantes
(Fairweather-Tait et al., 2011). De fato, a deficiéncia em Se tem sido associada a ocorréncia de

doencas cardiacas e varios tipos de cancros (Rayman, 2002). A selecdo de culturas alimentares
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com elevadas taxas de consumo pelas popula¢gées humanas, porque constituem alimentos base,
permite um maior sucesso / impacte dos Programas de Biofortificacdo.

Note-se ainda que, variedades adaptadas para um determinado pais, podem dentro de
um enquadramento geografico proprio, ser adaptadas a outras condi¢cdes geograficas,
multiplicando-se assim os beneficios do investimento inicial (Saltzman et al., 2013). A escassez
de alimentos, que muitas vezes é preponderante sobre as necessidades diarias, esta acoplada
a uma oferta insuficiente em macro e micronutrientes (Nubé e Voortman, 2006). Nos paises em
desenvolvimento, uma grande percentagem da populagdo ndo tem acesso a carne na dieta,
sendo a ingestdo diaria de alimentos largamente centrada nos cereais, que em muitos casos
também nao suprimem as necessidades da populacdo em microelementos e vitaminas (Mayer,
Pfeifer e Beyer, 2008). Neste contexto, verifica-se que a deficiéncia em Se, devido ao baixo
consumo de alimentos de origem vegetal com quantidades substanciais deste elemento, afeta
véarias partes do mundo, nomeadamente da Australia, Africa, Europa Oriental, Reino Unido e
China (Chen et al., 2002; Lyons et al., 2004). Aponte-se ainda que, devido aos baixos niveis de
Se nos solos, nalguns paises, como a Finlandia, este elemento é aplicado anualmente como
fertilizante (Eurola et al., 2003). Neste contexto, de acordo Chen et al. (2002), Hawkesford e Zhao
(2007), Lyons et al. (2004) e Ramos et al. (2010), o conteido em Se no arroz, trigo e alface
aumentou significativamente com o uso de adubacéo, situacdo que tem largamente suprimido a
respetiva caréncia nutricional (Nestel et al., 2006; Qaim et al., 2007; Meenakshi et al., 2010).
Note-se que ainda o arroz (Oryza sativa L.), embora com um teor de Se extremamente baixo (Hu
et al., 2002), é um alimento base (Lucca et al., 2006), sendo ainda a segunda maior colheita de
cereais no mundo, superado apenas pelo milho. A producéo anual mundial de arroz corresponde
aproximadamente a 740 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2013). O arroz é uma excelente fonte
de energia, devido a alta concentracdo de amido, fornecendo também minerais, vitaminas e
proteinas, e possui baixo teor de lipidos. Em Portugal, o consumo per capita estima-se em 16 Kg
(INE, 2015), sendo os portugueses 0s maiores consumidores de arroz da Europa. Considera-se
que a respetiva biofortificacdo em Se tem um enorme potencial para reduzir a deficiéncia em Se
a nivel global (Hu et al., 2002; Wang et al., 2013 a). De fato, atente-se que a deficiéncia de Se
afeta cerca de 15% da populagdo mundial (White e Broadley, 2009), sendo os bebés, os que
estdo em maior risco, devido aos baixos niveis deste nutriente no leite materno (Litov e Combs,
1991). O respetivo consumo prevalece em, pelo menos, 33 paises e fornece cerca de 80% da
ingestdo caldrica diaria a 3 mil milhdes de individuos (Lucca et al., 2006; Meng et al., 2005).
Finalmente aponte-se que esta espécie também tem um papel estratégico na promocao do
desenvolvimento econémico de muitos paises.

Os fatores relacionados ao ambiente e a adaptacdo das espécies vegetais podem
influenciar a capacidade das plantas em absorver e translocar minerais (Gregoério et al., 2000).
E possivel através da selecéo de cultivares, obter culturas com maiores teores de minerais nos
graos e também altos rendimentos.

Considerando que se pretende obter arroz biofortificado em Se com potencial para o

desenvolvimento de produtos alimentares a partir de uma farinha biofortificada, até ao momento
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inexistente em Portugal, a partir de genétipos de arroz adaptados as condi¢des edafoclimaticas
nacionais, selecionaram-se para biofortificacdo, duas variedades comerciais (Ariete e Albatros),
e duas linhas avancadas (OP1105 e OP1109) do Programa de Melhoramento de Arroz do
Instituto Nacional de Investigacao Agraria e Veterinaria (INIAV). Este trabalho contribuira, assim,
para a valorizacdo do germoplasma portugués e do setor orizicola nacional, aspetos que no seu
conjunto poderao constituir, para além de um desenvolvimento cientifico/tecnolégico, um fator
adicional para uma valorizagcdo econémica acrescida dos setores ligados a producédo e
transformacéo agroalimentar. Considerando que a qualidade do arroz é o resultado da interagao
entre o genétipo e as condic8es de cultivo (interferéncia do solo, clima, pragas, praticas culturais),
assim como das operacdes de colheita, conservacdo e processamento, salienta-se que a
selecdo dos gendtipos indicados tende a facilitar a implementacdo dos sistemas de
biofortificagéo por j& serem conhecidas as respetivas praticas culturais. A biofortificacdo do arroz
em Se poderé constituir uma vantagem competitiva para os produtores das lezirias ribatejanas,
com possibilidade de ser implementada noutras regiées produtoras de arroz em Portugal.

Face ao enquadramento referido, o, principal objetivo deste estudo consiste no
desenvolvimento de tecnologia para producdo de arroz biofortificado naturalmente em Se, com
potencial utilizagcdo na producdo de farinha destinada ao desenvolvimento de produtos
alimentares. Pretende-se assim: 1) implementar a cultura de 4 gendtipos em sistema de
biofortificagéo, com aplicacfes de selenito e selenato; 2) monitorizar as trocas gasosas das
plantas ao longo do ciclo e quantificar a producdo dos graos nos diversos tratamentos; 3)
caracterizar a cinética de mobilizacao e deposicdo do Se no gréo, a par da respetiva localizagédo
tecidular e relacdo com a mobilizacao de fotoassimilados; 4) avaliar pardmetros nutricionais e de
qualidade (lipidos, acUcares sollveis, proteina, cinzas e cor) nos grdos biofortificados; 5)
Identificar, no contexto experimental do estudo, 0s processos mais promissores para a obtencéo
de graos biofortificados em Se; 6) Apontar algumas implicagBes tecnoldgicas associadas a

distribuicdo do Se e outros elementos no gréo e sua concentracdo na farinha.

31



32



Revisdo de Literatura

1.2.Revisdo de Literatura
1.2.1. O Arroz
1.2.1.1. A Relevéancia no Mundo e em Portugal

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais de maior importancia social e econémica para
0 mundo. Estima-se que assegura a alimentacdo de dois ter¢os da populacdo mundial e fornece,
aproximadamente, 20% da energia e 15% da proteina indispensavel ao ser humano (Cordeiro et
al., 2010). Em termos gerais, 0 arroz é cultivado em mais de cem paises, com uma area colhida
total de cerca de 153 milhdes de hectares (Zeigler e Barclay, 2008) produzindo mais de 740
milhdes de toneladas por ano (FAOSTAT, 2015).

A maior producdo de arroz mundial, ou seja, 90% do total, é produzido na China,
ocorrendo nas Américas a segunda maior produgédo — cerca de 5,5% (Figura 1.1) e o restante
sendo produzido na Africa, Europa e Oceania (FAOSTAT, 2015).

0,
0,60% 0,10% 3,40%
5,30%

90,60%

Africa Américas Asia Europe = Oceania

Figura 1.1. Analise comparativa da producéo de arroz nos diferentes continentes. Fonte: (FAOSTAT, 2015).

Portugal é o pais europeu com maior consumo per capita de arroz (16 — 17 kg ano™?),
valor que ultrapassa largamente o consumo noutros paises europeus, como a ltalia (Pinto, 2015).

A producao de arroz em Portugal ronda as 162 000 toneladas ano, situando-se como o
quarto maior produtor de arroz europeu em 2014 (FAOSTAT, 2015). Cerca de 72% do arroz
produzido em Portugal provém de variedades do tipo carolino, 27% de variedades do tipo agulha
e 1% de outras variedades (Silva, 2014). Apesar de ser autosuficiente na producdo de arroz
carolino, Portugal importa ca. 80 000 toneladas de arroz, sendo que 90% desta importacao é de

arroz agulha, preferido por cerca de 45% dos consumidores (Almeida e Marques, 2013).
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Atualmente, tem-se procurado a promoc¢ao e valorizacdo do arroz carolino, proveniente
da variedade japdnica, com grande relevancia na culinaria portuguesa tradicional pelas suas
caracteristicas sensoriais.

De acordo com a FAOSTAT, nos ultimos 10 anos ocorreram algumas oscilacdes na
producéo de arroz em Portugal, tendo-se verificado uma forte queda da producdo em 2005,
seguindo-se de uma boa recuperagcdo em 2007, e um forte aumento em 2012, decorrendo entéo
um ligeiro decréscimo em 2013 (mas ainda assim com volume de produgao ultrapassando as
160 000 toneladas) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Producéo de arroz em Portugal de 2000 a 2013. Fonte: FAOSTAT, 2016.

Os principais locais de cultivo de arroz em Portugal situam-se em quatro regides agrarias,
abrangendo as zonas de aluvido junto aos rios Mondego, Tejo e Sado, designadamente regides
do Ribatejo e Oeste e do Alentejo, responsaveis por 80% da producdo nacional (Figueiredo,
2011).

1.2.1.2. Caracterizacdo do Grao

O gréo do arroz, ou cariopse, consiste no pericarpo, no endosperma e no embrido. O
pericarpo e outros tecidos subjacentes, como o tegumento e o tecido nucelar, sdo distintos
relativamente a sua natureza morfolégica e composi¢éo quimica, e originam o farelo (Figura 1.3).
O gréo sem casca é designado por arroz integral e contém cerca de 5% de farelo (Mohan et al.,
2010). Além do amido, principal constituinte da matéria seca do arroz branqueado (cerca de 90%)
que provém do tecido de reserva, o endosperma, este cereal também possui proteinas (6,3 —

7,1%), lipidos (0,3 — 0,5%) e fibras (0,2 — 0,5%), que estao concentrados nas camadas externas
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do endosperma e no embrido (Juliano, 1993; Juliano e Bechtel, 1985; Roy et al., 2011). Os gréos
de arroz antes de serem comercializados passam pelo processamento industrial, que tem por
objetivo a obtencéo do grdo branqueado. O processamento produz quatro fracbes: casca, arroz
integral, arroz branco e farelo. A composicao de cada uma destas fracdes pode variar de acordo
com a variedade de arroz e do tipo de processamento (moagem) realizado. O arroz néo
branqueado (integral) contém uma quantidade significativa de fibra alimentar e mais nutrientes
do que arroz branco polido, que perdeu a camada exterior (pericarpo, tegumento e camada de
aleurona) bem como o embrido. O maior consumo de arroz € na forma de arroz branqueado,

apesar do contetdo valioso do arroz integral (Oko et al., 2012).

Arista
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Camada da g :;_ Tegumento
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de amido

Embrido Pericarpo

Plumula
Escutelo
Radicula

Figura 1.3. Estrutura do Gréo de Arroz. Fonte: imagem adaptada de Ferreira, 2014.

1.2.1.3. Principais constituintes do arroz

a) Aculcares

O amido € o componente principal dos grdos e um ingrediente comum utilizado na
indastria alimentar. Amidos sdo utilizados principalmente em alimentos como um agente
espessante e de gelificacdo (Singh et al., 2006). O amido € um dos principais constituintes de
arroz moido, cerca de 90% da matéria seca (Zhou et al., 2002). As células do endosperma séo
de paredes finas e cheia com granulos de amiloplastos contendo o composto de amido os quais
sdo uniformemente distribuidos (Azhakanandam et al., 2000). Os granulos de amido sédo
acumulacdes de varias moléculas de amido que podem ser fracionadas em amilose de cadeia

essencialmente linear e a amilopectina altamente ramificada. A principal variagdo na composi¢ao
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de amido de arroz é causada pelas proporcdes relativas das duas fracdes de granulos de amido,
e isto, em conjunto com a distribuicdo do comprimento da cadeia, a frequéncia e o espacamento
dos pontos de ramificagcdo dentro da molécula de amilopectina (Lu et al., 1997), tem uma
profunda influéncia sobre as propriedades fisico-quimicas de amido. O arroz apresenta pequena
guantidade de agucares livres, localizados principalmente nas camadas externas do gréo, sendo
sua concentracdo afetada pela variedade, grau de polimento e processamento. Os principais
acucares no arroz sao sacarose (aproximadamente 90%), glucose e frutose (Matsuo et al., 1995)
b) Proteinas

O conteldo de proteina na farinha comercial de arroz é relativamente baixo (7 a 9%).
Entretanto, entre os componentes do arroz, as proteinas tém sido consideradas de grande valor,
pois sdo hipoalergénicas, particularmente saudaveis para o consumo humano e altamente
nutritivas em relagdo aos outros cereais. As proteinas sdo classificadas de acordo com a
respetiva solubilidade em: albuminas (sollveis em &agua), globulinas (sollveis em solucdes
salinas), prolaminas (sollveis em &lcool) e glutelinas (sollveis em alcalis). A fracdo das glutelinas
corresponde a maior parte das proteinas do arroz, o que representa cerca de 80% (Ju et al.,
2001). A qualidade da proteina depende de seu contelldo em aminoacidos. Similar a outros
cereais, 0 arroz apresenta a lisina como aminoacido limitante. Entretanto, entre os cereais, 0
arroz apresenta uma das maiores concentragbes de lisina, resultando em balanco de
aminoacidos mais completo (Juliano, 1993). O conteldo de lisina oscila entre 3 - 4%, portanto
aproximadamente 50% maior que o do trigo (Ju et al.,, 2001; Shih e Daigle, 2000). Sendo
comparavel ao perfil da caseina e da proteina da soja com requisitos para satisfazer as
necessidades nutricionais de criancas de 2 a 5 anos de idade (Wang et al., 1999). Por estas
razdes, as proteinas do arroz constituem um ingrediente que pode ajudar a aumentar o valor
nutricional de produtos alimentares com baixo custo, tanto na producéo como para o consumidor
final (Pinciroli et al., 2009). Assim, pode atuar como um ingrediente adequado para formula¢cdes
de alimentos infantis (Burks e Helm, 1994).
c) Minerais

O conteudo mineral é grandemente influenciado pelas condi¢des de cultivo, incluindo
fertilizacdo e condi¢Bes do solo, e pelo processamento do grdo. De forma geral, 0s minerais
apresentam-se em maior concentragdo nas camadas externas do grdo, com aproximadamente
72% no farelo e 28% no grao polido. Entretanto, alguns minerais apresentam distribuicdo mais
uniforme, como sodio e o calcio, permanecendo no arroz branco polido 63% do sédio e 74% do
célcio do arroz integral (Itani et al., 2002). Por outro lado, hd outros minerais que estdo
localizados maioritariamente nas camadas exteriores e no embrido, como é o caso do Fe, e 0
processo de polimento provoca a remogédo de boa parte do contetido de micronutrientes no grao
(Krishnan, et al., 2001).
d) Lipidos

A concentragdo de lipidos é maior no arroz integral, sendo reduzida com o
branqueamento, geralmente observando-se concentracBes inferiores a 1% no arroz polido

(Walter et al., 2008). Comercialmente o arroz branco (branqueado) é o preferido pela indUstria,
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e pelos agricultores, pois a camada da aleurona, rica em acidos gordos, torna o arroz integral
mais propenso a rancidez ao longo do armazenamento (Carol, 1990). Os lipidos do arroz
possuem uma elevada proporcéo (80%) de acidos gordos insaturados, sendo que os teores mais
elevados sédo de 4cido oleico (C18:1, acido gordo monoinsaturado) e acido linoleico (C18:2, acido
gordo poliinsaturado) (Oko et al., 2012). Os acidos gordos sdo nutrientes importantes em gréos
de cereais, e podem servir como transportadores de vitamina E e indicadores do indice de
gualidade. Portanto, ha necessidade de uma investigagdo mais aprofundada das suas
quantidades em cereais como o arroz (Yu et al., 2016).

1.2.1.4. Consumo: aplicacdes e beneficios

Relativamente a nutricdo, degustacdo e diversidade de alimentos & base de arroz, a
indUstria alimentar vem tentando desenvolver alimentos apeteciveis com alta qualidade
nutricional. O arroz integral pode ser utilizado numa ampla gama de alimentos, como arroz
crocante, arroz tufado, bolachas de arroz, barras de cereais, farinha de arroz, macarréo de arroz,
condimentos fermentados, malte de arroz, vinho de arroz (Shao e Bao, 2015) e uma saudavel
alternativa aos alimentos para bebés.

A farinha de arroz tem vantagens sensoriais e nutricionais Unicas por ter um sabor neutro,
niveis baixos de sédio, facil digestibilidade (Torres et al., 1999 ), proteinas antialérgicas e ndo
conter glaten (Polanco et al., 1995). Estas caracteristicas fazem desta farinha um ingrediente
adequado para produtos de panificacdo sem glaten (Marco e Rosell, 2008).

O principal componente do grdo de arroz é o amido, o que influencia grandemente as
propriedades fisico-quimicas e funcionais dos produtos do arroz. O amido € um dos biopolimeros
mais importantes para a humanidade e compreende a maior componente de nossa energia do
alimento (Chavez-Murillo et al., 2012). O alto teor de amilose do amido de arroz com elevado
grau de polimerizagéo pode ser o substituto do gliten em produtos de padaria, este componente
tem a capacidade para formar a matriz de gel, promovendo a gelatinizacdo, oferecendo cadeias
lineares de amilose. Além disso, uma vez que é uma fonte de amido resistente, a farinha de
arroz, fornece propriedades fisioldgicas semelhantes de fibra dietética, podendo ser utilizada
como uma farinha saudavel funcional na fabricagdo de produtos de padaria (Kim et al., 2010). E
por serem uma parte importante da dieta de muitas criancas e bebés, é muito importante que os
alimentos produzidos industrialmente contenham quantidades suficientes de minerais (Melo et
al., 2008). O nuamero limitado de alimentos na dieta das criancas pode corresponder a baixa
oferta de Se, que esta disponivel somente no leite humano e / ou formulas infantis comerciais
(Lockitch et al., 1989; Litov e Combs, 1991). Os alimentos complementares, preparados
comercialmente tém uma parte importante da dieta de muitos lactentes e criancas (Davies e
O’Hare, 2004; Melo et al., 2008), e que inclui quantidades suficientes de vitaminas e minerais
para satisfazer os requisitos de grupos alvos especificos. A alimentagdo complementar para

criangas refere-se a oportuna introducdo de alimentos seguros e nutricionalmente ricos, e
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normalmente fornecido de 6 a 23 meses de idade (WHO, 2002). A alimentacéo infantil desde o
nascimento até os primeiros anos de vida pode influenciar toda a vida futura de um individuo
(Monte e Giugliani, 2004). Uma ingestéo baixa, ou a reduzida biodisponibilidade, de elementos
minerais pode provocar deficiéncias, que tendem a inibir funcdes diversas do organismo humano
(Schlenker e Williams, 2003). Entre as pessoas subnutridas, as crian¢cas com menos de 5 anos
de idade estdo particularmente em risco. Globalmente, 30% de criancas estdo abaixo do peso,
ou hascem abaixo do peso, o que se torna um fator importante para a desnutricdo infantil e morte
prematura (Pinstrup-Andersen et al., 1999).

Os elementos minerais estdo envolvidos em muitas funcfes fisiolégicas do corpo
humano, nomeadamente, reacdes enzimaticas, mineralizacdo 6ssea e protecdo das células e
lipidos. Neste contexto, a farinha de arroz que pode constituir, ainda que em grau variavel, um
ingrediente auxiliar, pois é constituido essencialmente por amido e pequenas quantidades de
proteinas, lipidos, fibra e minerais, cujos niveis variam dependendo principalmente do tipo de
processamento (Champagne, 2004; Walter et al., 2008). Muitos estudos intervencionistas e
epidemiolégicos tém demonstrado que o consumo de graos integrais pode reduzir os riscos de
doengas crdnicas, como doengas cardiovasculares, diabetes tipo Il, obesidade e alguns tipos de
cancro (Shao e Bhao, 2015). O grao de arroz esta tornando-se popular nos paises ocidentais
devido aos seus beneficios para a salde, e € mais gradualmente aceite nos paises em
desenvolvimento com a melhoria dos padrées de vida (Shao et al., 2011). De acordo com
Deobald (1972), apesar do custo mais baixo, a produc¢éo de farinha de arroz ndo é significativa,
por ndo apresentar competitividade relativamente ao trigo. No entanto, as suas caracteristicas
podem ser mais exploradas. Além disso, relativamente a outros cereais, 0 arroz tem um maior
contelido de lisina, e as respetivas glutelinas tém um perfil aminoacidico mais equilibrado face a
prolamina do trigo, que é deficiente em lisina e triptofano (Gujral e Rosell, 2004). Além das
propriedades reol6gicas e sensoriais que a farinha de arroz pode proporcionar, também é
necesséario que a mesma ofereca garantias de seguran¢a, uma vez que as normas do Codex
Alimentarius estabelecem critérios de seguranca no comércio de comida internacional. Neste
contexto, sendo a farinha de arroz um ingrediente promissor, existe uma necessidade crescente

para desenvolvimento de produtos diferenciadores com valor acrescentado.

1.2.2. Selénio
1.2.2.1. No Solo

O Se encontra-se distribuido de forma desigual na superficie da terra e,
consequentemente, a concentracéo de Se em diferentes partes do mundo varia muito, formando
geo-ecossistemas seleniferos e Se-deficientes. Essa distribuicdo desigual é suscetivel de afetar
a saude dos seres humanos e animais através da cadeia alimentar (Tan et al., 2002). A maioria
dos solos de clima humido a zonas temperadas e derivados de rochas sedimentares contém

baixos niveis de Se que ndo sdo suficientes para produzir plantas alimentares e forrageiras com
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teores de Se adequados. Em geral, as concentracdes médias de Se nos solos sdo muito baixos,
e variam entre 0,1 — 0,7 mg Kg1. Para solos argilosos, oscilam entre 0,8 — 2 mg kg1, enquanto
gue em solos tropicais podem ocorrer valores entre, 2 — 4,5 mg kg*. Solos vulcanicos e granito
sdo pobres em Se (Bisson et al., 2011), e a sua disponibilidade ¢é influenciada pelas
caracteristicas edaficas, tais como: potencial oxirredugdo, pH, textura e mineralogia (Kabata-
Pendias, 2011). O Se possui basicamente 4 formas (selenato, selenito, seleneto, e Se
elementar), sendo o selenito de sodio o mais téxico para as plantas (Hartikainen, 2005). Isto pode
ser devido a conversdo mais rapida de selenito para selenoaminoacidos (Zayed et al., 1998) que
podem entdo ser incorporadas em proteinas vegetais em substituicdo de S e causar toxicidade
para a planta. Outros estudos tém mostrado que o selenato é mais téxico do que o selenito (Wu
et al., 1988) observaram que selenato causou uma maior inibicdo do crescimento do que o
selenito.

O estado de oxidagdo do Se depende do pH e do potencial redox dos solos, e 0s
parametros séo fortemente dependentes de fatores como: época, composi¢do do solo, teor de
agua, matéria organica e atividade bacteriana. Mesmo assim, tem sido observado que, em
condigdes acidas o selenito € a forma principal do Se, enquanto em condi¢des basicas, o
selenato é muito mais sollvel do que o selenito, e ainda é a forma mais abundante (Masscheleyn,
et al., 1990). Nos programas de biofortificacdo com Se, se deve levar em conta a forma de Se
aplicada, uma vez que os solos intemperizados, com elevadas concentragdes de oxidos de Fe e
Al na fracdo argilosa, podem adsorver selenito, o que reduz, consequentemente, sua
disponibilidade para as plantas (Zhang e Sparks, 1990). Acresce ainda, as diferencas de
disponibilidade das formas de Se no solo, a absor¢éo e a mobilidade do Se no interior das plantas
pode diferir, por exemplo: 0 Se do selenato € mais facilmente transportado para a parte aérea,
enquanto o Se do selenito tem tendéncia para acumular-se nas raizes das plantas (Zhang et al.,
2003). Segundo Gupta (1995) é importante que os experimentos de campo sejam conduzidos
sob diferentes sistemas de cultivo e condi¢des climaticas para obter informacdes fiaveis sobre a
taxa Gtima de fertilizacdo do Se. Os estudos de campo no Canada mostraram que a adigdo de
10 g Se ha'! era necesséria para assegurar a concentracédo de Se adequado (> 100 ug Kg?) no
gréo de cevada (Gupta, 1995).

Os teores de Se nas plantas, animais e seres humanos, huma determinada regido, estéo
diretamente relacionados com o contelddo desse elemento no solo, que por sua vez esta
relacionado com a pedologia, génese e localizacdo, nas areas de cultivo (Williams et al., 2009).
Assim as plantas possuem um papel essencial na transferéncia de Se do solo para dentro da
cadeia alimentar de acordo com Girling (1984) cf. Keskinen (2012).

Muitas estratégias para a biofortificacdo de culturas com elementos minerais essenciais
contam com o aumento da obtencéo desses elementos a partir do solo. No entanto, € ébvio que,
se 0 solo contém quantidades insuficientes destes elementos, em seguida, eles devem ser
adicionados ao sistema de agricultura como fertilizante. Se quantidades suficientes desses
elementos estdo presentes no solo, em seguida, o foco se volta para o aumento da oferta e

fitodisponibilidade desses elementos na rizosfera, e sua absorgdo pelas raizes das plantas e
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redistribuicdo para por¢cdes comestiveis, de tal forma que a biofortificacdo é eficaz (White e
Broadley, 2009. Lyons et al. (2004) indicam que a aplicacdo de Se seja, provavelmente, o
exemplo mais bem-sucedido de intervencdo agronémica pela adubacdo mineral, devido ao fato
de preencher os trés principais requisitos para trabalhar com a estratégia de biofortificacdo. O
primeiro é que o selenato é altamente mével em muitos tipos de solo. Além disso, o selenato é
absorvido facilmente pelas plantas, acumulando-se nos gréos. Por dltimo, o Se acumulado

encontra-se biodisponivel na forma de selenometionina (SeMet) e selenocisteina (SeCys).

1.2.2.2. Nas Plantas

As raizes das plantas podem mobilizar Se como selenato, selenito ou na forma de
compostos organicos, como a SeCys e SeMet (White et al., 2004, 2007). O selenato é
transportado através da membrana plasmatica das células das raizes devido a elevada afinidade
com os transportadores de sulfato (White et al., 2004, 2007; Sors et al., 2005; Broadley et al.,
2006; Hawkesford e Zhao, 2007). Paralelamente, julga-se que o selenito seja movimentado por
transportadores de fosfato (Li et al., 2008). O selenito é rapidamente convertido em compostos
de organo-selénio na raiz, enquanto o selenato é depositado no xilema e transportado na planta,
onde sédo assimilados os compostos de organo-selénio e redistribuido no interior da mesma de
um modo analogo ao sulfato (Hawkesford e Zhao, 2007; Li et al., 2008).

Por outro lado, embora o conhecimento molecular ndo comprove o papel essencial do
Se para as plantas vasculares (Terry et al., 2000), numerosos estudos mostraram que a baixa
concentracdo de Se pode exercer uma série de funcdes benéficas em plantas, tais como a
melhoria do crescimento (Hartikainen et al., 1997), o atraso da senescéncia (Xue et al., 2001) e
o reforco do sistema antioxidante sob irradiacdo UV (Hartikainen e Xue, 2000). Segundo
Hartikainen (2005), pequenas quantidades de Se, também estimularam o crescimento de uma
variedade de espécies nao-hiperacumuladoras incluindo azevém, alface, batata, e lentilha. Além
disso, tem sido mostrado que o Se pode regular o estado da agua de plantas sob condi¢fes de
deficiéncia de agua e, assim, exerce um papel de protecdo (Kuznetsov et al., 2003). A revisdo
feita por Hartikainen (2005) forneceu evidéncias de que o Se é um elemento vantajoso para
defender as plantas contra os efeitos oxidativos causados por stresse internos e externos.
Estudos com brdcolos (Brassica oleracea) (Pedrero et al., 2008) e trigo (Triticum aestivum) (Filek
et al., 2009) confirmam que o Se protege as plantas contra o stresse oxidativo induzido por Cd,

por meio da sua atividade antioxidante.

1.2.2.3. Biodisponibilidade e Integragédo Metabdlica

A biodisponibilidade pode definir-se como sendo a propor¢éo de um nutriente ingerido
gue é utilizado para as fungdes normais fisioldgicas e de armazenamento (Tapiero et al., 2003).
A absorcao na mucosa intestinal e retencdo do nutriente no corpo humano sao também tomadas

como medidas indiretas de biodisponibilidade (Sneddon, 2012). A Organizacdo Mundial da
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Saude recomenda uma dose diaria de Se 30 — 40 ug dia! para adultos (Bitterli et al., 2010; Pérez-
Corona et al., 2011) e também enfatiza que a dose diaria de Se de 400 pg € inofensiva. Além
disso, a Food and Nutrition Board of the National Academy afirma que a exigéncia de Se por dia
de acordo com a idade varia em homens (40 — 70 ug dial), em mulheres (45 — 55 pg dia?) e
criangas (15 — 20 pg diat) (EI-Bayoumy, 2001). No entanto, parece haver uma falta de consenso
geral sobre o que é o nivel suficiente de ingestdo de Se por seres humanos (Thomson, 2004). O
requisito minimo de Se dietético para a prevencao da doenca Keshan foi estimada em cerca de
17 pg diat (Yang e Xia, 1995). No entanto, para a atividade méaxima da peroxidase da glutationa
GPx, a exigéncia média é cerca de 45 ug dia! (Thomson, 2004). Neste enquadramento os
Estados Unidos e o Canada tém recomendado uma ingestédo diaria de 55 pg dia’ (Thomson,
2004). O consumo europeu de referéncia da populagédo (Populacion Reference Intake - PRI)
também é fixada em 55 pg dial. Na Austrdlia e na Nova Zelandia, as doses recomendadas
nutricionais para adultos do sexo masculino e sexo feminino correspondem a 70 e 60 g dia,
respetivamente (National Health and Medical Research Council, 2005). No Reino Unido, o
consumo de referéncia de Se (a um nivel que é considerado como sendo suficiente ou mais do
gue suficiente para cerca de 97% das pessoas de uma populagéo) é fixada em 75 e 60 pg dia?
para adultos masculinos e femininos, respetivamente (Department of Health, 1991). Roman
Vifias et al. (2011) analisaram a prevaléncia da inadequagdo da ingestdo de Se na Europa no
quadro da Rede EURRECA de Exceléncia. Este estudo, baseado na andlise de dados, com
grande representatividade ao nivel Europeu, indica um maior risco de baixa ingestéo para o Se,
o0 &cido félico, a vitamina C e o iodo.

Existem vérias classes e compostos de Se, mas a sua biodisponibilidade depende da
composicao dos alimentos e da sua ocorréncia (Kieliszek e Blazejak, 2013). O Se tem trés niveis
de atividade biolégica: i) a concentracao de rastreamento, que € necessaria para o crescimento
e desenvolvimento normal; ii) as concentracdes moderadas, que podem ser armazenadas e
manter as fungcdes homeostaticas; iii) as concentragdes elevadas, que podem induzir efeitos
téxicos (Guo et al., 2014).

Entre as varias formas de Se, podemos encontrar duas categorias: inorganico (Selenito
- Se0s, selenato - SeO4) e organico (aminoacidos, formas metiladas, Se-proteinas) (Pedrero et
al., 2006; Pedrero e Madrid, 2009). As formas organicas de Se possuem as melhores taxas de
assimilacdo para os seres humanos, pois podem ser absorvidas mais facilmente e com uma
menor taxa de excrecdo (Daniels, 1996). A propor¢cdo do nutriente absorvido a partir do trato
gastrointestinal € uma das principais determinantes da biodisponibilidade, mas ndo € o Unico
fator que influéncia a biodisponibilidade (King, 2001). A biodisponibilidade em micronutrientes
provenientes de alimentos vegetais destinados ao consumo humano esta associada a inimeras
complexidades, sendo influenciado por fatores enddgenos e exdgenos. A fragdo biodisponivel
de um elemento consiste na parte que é absorvida e que atinge a circulacdo sistémica, de modo

a ser distribuida nos 6rgéos e tecidos, podendo eventualmente tornar-se bioativo (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Vias de mobilizagdo do Se ingerido. Fonte: Thiry et al. (2012).

A absorcao de compostos de Se na mucosa intestinal varia de acordo com a respetiva
composigdo quimica (cerca de 90% em selenometionina e 80% para selenito). O Se, apés
absorcdo no duodeno por enterdcitos (através dos sistemas de transporte de aminoacidos), é
incorporado na GPx (Rayman, 2008; Fairweather-Tait et al.,, 2011). As correspondentes
selenoproteinas sdo transportadas para o figado, sendo fosforiladas e distribuidas pelos
diferentes 6rgdos (Fairweather-Tait et al., 2011), ou seja, no cérebro, rim, coragdo, bago,
musculos e génadas (Kumar e Priyadarsini, 2014). A nivel citolégico, o Se é um elemento
essencial, podendo ser téxico em funcdo da respetiva formulagdo quimica e concentragao,
possuindo ainda a banda de tolerancia mais estreita dentre todos os elementos (Chassaigne et
al., 2002). O interesse sobre o Se tem evoluido devido a sua integrac@o na estrutura da GPx. A
GPx é uma enzima antioxidante que remove o peréxido de hidrogénio, ou outros hidroperéxidos
organicos, oxidando a glutationa, que pode entéo ser reduzida pela glutationa redutase (Ji et al.,

1998), como ilustra a Figura 1.5.
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Figura 1.5. Reagdo enzimatica catalisada pela selenoenzima glutationa peroxidase. Fonte: imagem
adaptada de Linus Pauling Institute, 2015.
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Além de antioxidante e acdo anti carcinogénica, os efeitos benéficos do Se incluem a
prevencao de doencas cardiovasculares (Rayman, 2000), a desintoxicacdo de metais pesados
(Navarro-Alarcon e LoOpez-Martinez, 2000; Rayman, 2000), o envolvimento em funcfes
cerebrais, reproducao (Renko et al., 2008) e a resposta do sistema imunolégico (Kiremidjian-
Schumacher et al., 1992). Como ja referido anteriormente, duas doencas humanas importantes
tém sido associadas com deficiéncia grave de Se: as doencas de Keshan (cardiomiopatia) e de
Kashin-Beck (osteoartropatia) (Reilly, 1996). Além disso, a deficiéncia de Se também esta
associada a imunodeficiéncia, problemas de tiroide, doencas do coracéo (Arthur e Beckett, 1994)
e problemas de infertilidade no sexo masculino (Behne et al., 1997).

1.2.2.4. Biofortificacao de Alimentos em Selénio: Contextualizacdo e Estratégias

Em décadas passadas, o principal objetivo dos programas de melhoramento consistia
no aumento da produtividade e dos rendimentos. Isto foi conseguido em grande medida,
selecionando variedades resistentes a doencas, altura da planta, e aumento da biomassa e
indice de colheita, entre outras caracteristicas essenciais (Ortiz et al., 2007; Trethowan et al.,
2005). Novos aumentos de produtividade sdo essenciais para alimentar a crescente populagéo
mundial. No entanto, caracteristicas como a composi¢do nutricional dos alimentos basicos,
especialmente micronutrientes e qualidade da proteina, sao igualmente importantes, mas muitas
vezes esquecidas (Velu et al., 2013)

Uma pesquisa global com gréos de arroz (Oryza sativa L.) mostrou que 75% dos graos
tinham uma concentragdo de Se insuficiente para as necessidades humanas (Williams et al.,
2009). Estratégias de melhoramento de plantas (ou seja, biofortificacdo genética) e aplicacao de
fertilizantes de Se (biofortificagdo agronémica) tém sido propostas como uma forma eficaz de
aumentar a ingestédo de Se em seres humanos (Hawkesford e Zhao, 2007; Cakmak, 2008; Velu
et al., 2013). Em termos de biofortificacdo agronémica, as concentracdes de Se de todas as
fracOes de graos de cereal podem ser aumentadas facilmente, quando o Se € aplicado na forma
de selenato (Broadley et al., 2010; Hart et al., 2011) ou selenito (Boldrin, 2011; Longchamp et
al., 2015). Num contexto de saude publica, a fertilizagdo com Se foi aprovada em escala nacional
na Finlandia, em 1984. Isso levou a aumentos imediatos nas concentracdes de Se nos alimentos
finlandeses e na ingestdo de Se (Eurola et al., 1991; Broadley et al., 2006).

A ingestédo inadequada de Se pode ser solucionada através da diversificacdo da dieta,
utilizac&o de suplementos, fortificacéo de alimentos e biofortificacdo das culturas (Rayman, 2008;
Broadley et al., 2006; Broadley et al., 2010; Fairweather-Tait et al., 2011). A diversificacéo da
dieta € uma opcao atraente em termos de proteina geral, mineral e vitaminas. No entanto, o
acesso a diversas dietas nao é possivel em muitos contextos socioecondmicos. Para a maioria
das populacbes, a fonte de alimento dominante consiste nos cereais, nomeadamente arroz e
trigo (Duan et al., 2013). No entanto, tém sido relatados baixos niveis de Se nos principais paises
consumidores de arroz (Williams et al., 2009), e estima-se que cerca de 15% da populagéo

mundial sofre com a deficiéncia de Se (Zhu et al., 2009). Guo et al. (2014) destacam que na
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China, cerca de 700 milhdes de pessoas vivem em 22 provincias que pertencem a areas com
escassez em Se. Assim, € importante desenvolver produtos agricolas enriquecidos em Se para
aumentar a seguranca da salde humana. Ha um interesse consideravel na obtencéo de culturas
eficientes no aproveitamento de minerais, que produzam altos rendimentos e acumulem minerais
em solos inférteis. Esta estratégia tem o potencial para se tornar sustentavel, rentavel e atingir
populacdes rurais remotas (Bouis et al., 2003).

As trés principais estratégias de biofortificacdo (biofortificacdo agronomica,
melhoramento de plantas convencional e engenharia genética) podem ser adotadas com éxito.
A abordagem agrondmica foca-se principalmente na otimizacdo da aplicacdo de fertilizantes
minerais e / ou a melhoria da solubilizacdo e mobilizacdo de elementos minerais no solo (White
e Broadley, 2009). As outras duas abordagens tém como objetivo melhorar as variedades
visando incrementar a capacidade para acumulagcdo de micronutrientes nos tecidos de plantas
comestiveis e aumentar a sua biodisponibilidade para os seres humanos (Carvalho e
Vasconcelos, 2013).

Problemas como a deficiéncia de vitaminas e minerais sdo facilmente corrigidos em
paises ricos, onde a suplementacdo ou fortificacdo de alimentos é relativamente dispendiosa,
mas em paises pobres, onde as pessoas vivem em areas remotas e rurais, 0s programas de
suplementacdo podem ser caros e dificeis de sustentar. Neste contexto justifica-se a
biofortificagcdo de alimentos bésicos. Nas plantas, o aumento do conteddo de Se pode ser
alcancado por ambos, biofortificacdo agronémica ou genética, quer com a adi¢éo de fertilizantes,
ou reproducdo / sele¢do para as plantas com as absor¢cdes mais elevadas (Broadley et al., 2006;
Welch e Graham, 2005) ou reduzindo os niveis de anti-nutrientes e aumento dos niveis de
substancias que promovem a absorcao de nutrientes (Campos-Bowers e Wittenmyer, 2007).

A estratégia de biofortificagdo agrondmica procura colocar 0s micronutrientes em
variedades que ja tenham bons atributos agronémicos, tais como o alto rendimento. Segundo
Nestel et al. (2006) uma vez que as cultivares mais eficientes sejam cultivadas e aceites pelos
agricultores e consumidores, serdo uma mais-valia visto que os produtos obtidos por
biofortificacdo serdo potencialmente aceites pela populagdo, podendo ser uma solucdo
promissora a curto prazo para fazer face a escassez de micronutrientes.

Alimentos basicos biofortificados ndo podem fornecer um nivel tdo elevado de minerais
e vitaminas por dia, face aos suplementos ou alimentos fortificados industrialmente, mas podem
contribuir para 0 aumento da adequacéo diaria de ingestdo de micronutrientes na populacdo em
geral ao longo do ciclo de vida (Bouis et al., 2011). A biofortificacdo complementa as intervencdes
existentes para prover de forma sustentavel micronutrientes para as pessoas mais vulneraveis
de uma forma relativamente barata e eficaz em termos de custos (Nestel et al., 2006; Pfeiffer e
McClafferty, 2007; Meenakshi et al., 2010; Chugh e Dhaliwal, 2013). A maioria das analises
econOmicas sugere que as estratégias para a biofortificagdo sdo mais rentaveis do que os
programas de fortificacdo, de diversificacdo da dieta, de suplementacdo ou de alimentos
dietéticos (Bouis et al., 2000; Stein, et al., 2007; Ma et al., 2008). Além disso, a biofortificacdo é
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benéfica para as pessoas que tém dificuldade para mudar os seus habitos alimentares devido a

restricdes financeiras, culturais ou religiosas (Masuda et al., 2013).
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Capitulo Il

2. Materiais e Métodos
2.1. Material Biolégico

Utilizaram-se sementes de arroz (Oryza sativa L.) do tipo carolino, pertencentes a duas
variedades comerciais (Ariete e Albatros), e duas linhas avancadas do Programa de
Melhoramento do Arroz (OP115 e OP1109) do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e
Veterinaria — Elvas, Portugal (38°,88 N; -7,13 W).

A variedade Ariete constitui uma referéncia em Portugal, destacando-se ha varios anos
pelas suas caracteristicas agronémicas, nomeadamente emergéncia muito rapida, producéo
elevada e regular nas diferentes zonas orizicolas, ciclo bem adaptado as condi¢des de cultura e
resisténcia a doencgas. Esta variedade possui ainda um elevado rendimento industrial, e as boas
caracteristicas especificas para a forma do grdo (relagdo comprimento / largura = 2,5 mm).
Acresce também o elevado conteudo de amilose, que oscila em torno de 19%, e o peso de mil
graos, que corresponde a cerca de 29 g (Lusosem, 2014).

A variedade Albatros possui como caracteristicas mais marcantes, a emergéncia rapida,
o elevado afilhamento, uma produtividade muito elevada nas diferentes condi¢fes de cultura e a
resisténcia a doengas e a acama (Lusosem, 2014). A variedade Albatros também apresenta
caracteristicas biométricas normalmente bem adaptadas aos carolinos (relagdo comprimento /
largura = 2,5 mm). O teor de amilose corresponde a 17,9%, e o peso de mil grdos varia em média
em torno de 26,3 g (Lusosem, 2014).

O gendtipo OP1105 € uma nova linha avangada do tipo carolino, que se caracteriza pelas
suas qualidades agrondmicas. Destaca-se a emergéncia rapida e uma producéo elevada e
regular. As caracteristicas biométricas também sao relevantes, possuindo uma relagdo
comprimento / largura = 2,7 mm, teor de amilose oscilando em torno de 23,2% e um peso de mil
graos que corresponde a cerca de 31,5 g.

O gendtipo OP1109 é também uma nova linha avangcada, com caracteristicas
agronémicas semelhantes as da variedade Ariete. A forma do grdo possui uma relagéo
comprimento / largura de 2,5 mm e o teor de amilose é relativamente baixo (15,2%), mas, em

contrapartida, o peso de mil gréos é elevado (33 g).
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2.2.Implementacao da Cultura

O ensaio foi instalado num campo experimental em Salvaterra de Magos - Ribatejo -
Portugal (39.03°N; -8.74°W), (Figura 2.1).

Ensaio 2014

Gooaln® N 00" ; mmm
Figura 2.1. Campos de ensaio do Cotarroz, onde se destacam os dois ensaios (2013 e 2014). Imagem
adaptada de Google Earth.

O ensaio experimental do primeiro ano (2013) era composto por dois blocos, um sem
adubacéo de fundo (SLO1) e outro com adubacéo de fundo (SL02) utilizando selenato de sodio
(Figura 2.2). A biofortificagcao foi efetuada com solugfes de selenito de sddio (ITO) Na20sSe
(45% Se) (CAS n° 10102-18-8) e selenato de sddio (ATO) Na204Se (41% Se) (CAS n° 13410-
01-0). A sementeira ocorreu a 14 de junho de 2013, tendo as plantas completado o respetivo
ciclo em Outubro de 2013. A adubacéo de fundo foi calculada de acordo com a andlise de solos,
previamente efetuada no terreno onde o ensaio foi instalado, utilizando-se para o efeito 300 kg
ha™ de adubo "20-8-10" em fundo e 150 kg ha* Sulfamide (37% de N), acrescido ainda de 92,69
g Se ha™ (selenato de sodio). A inundagdo dos campos de ensaio ocorreu 15 dias apés a
emergéncia das plantas. Para aplicac@o dos tratamentos de herbicida retirou-se a dgua, voltando
a inundar o canteiro 24 h depois. Finalmente deixou-se a agua ir esgotando até a maturagdo
fisiologica. A lamina de 4gua manteve-se com cerca de 20 cm. Quanto ao tratamento de
biofortificacdo, procedeu-se a aplicacao foliar de selenito de sédio (CAS n° 10102-18-8) e
selenato de sddio (CAS n° 13410-01-0) considerando-se um delineamento experimental com

blocos casualizados e com arranjo fatorial (5 concentracdes x 2 formas Se x 4 variedades x 4
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replicados X 2 blocos = 320 parcelas) (Figura 2.2). Delinearam-se 320 talh&es, correspondentes
a dois blocos, cada um com 160 talhdes e area de 3 m2 (2,5 m x 1,2 m), correspondendo a
quadruplicados de 5 tratamentos diferentes. Nos talhdes SLO1 ndo se procedeu a adubacéo de
fundo, mas somente a aplicacéo foliar. Nos talhdes submetidos a biofortificacéo (foliar e solo)
procedeu-se a aplicacdo ao nivel das folhas com varias concentraces de Se: (0; 4; 20; 30 e 60
g Se ha™). O selenito (CAS n° 10102-18-8) e o selenato de sodio (CAS: 13410-01-0) foram
aplicados na fase do espigamento.

No decurso do primeiro ano do ensaio, em todos os tratamentos de biofortificacédo
analisaram-se os parametros fotossintéticos, assim como a producgao, o teor de proteinas e a cor
(farinha). A determinagéo da acumulacéo de elementos minerais nos graos e nas folhas, teor de
lipidos e aguUcares soluveis foram aferidos nas concentragdes 0 g Se ha! (controlo), 30 e 60 g
Se hal. A localizacéo tecidular dos elementos minerais nos grédos foi feita no controlo e no

tratamento com 60 g Se hal.
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SL02 - Aplicacho de selenabo em fundo e foliar.
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SL01 — Selénio aplicado apenas na parte adrea
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Figura 2.2. Desenho experimental do primeiro ensaio (2013)
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O itinerario técnico de condugao da cultura do segundo ano foi idéntico ao adotado no
primeiro ano de ensaio. O ensaio experimental do segundo ano (2014) foi composto por um Unico
bloco, sem adubacéo de fundo (SLO1). A bioforticacéo foi efetuada com solucdes de selenito de
sédio (ITO) (CAS n° 10102-18-8) e selenato de sédio (ATO) (CAS n° 13410-01-0). A sementeira
ocorreu a 8 de maio de 2014, o respetivo ciclo terminou em Setembro de 2014. Considerou-se
um delineamento experimental casualizado com arranjo fatorial (4 concentracdes X 2 formas de
Se X 4 variedades X 4 replicados = 128 parcelas) (Figura 2.3). Cada talhdo possuia 4 m? (2,68
x 1,5). A biofortificacdo foliar decorreu da aplicacdo de diversas concentracdes de Se (0; 120,
180; 300 g Se ha™) na forma de selenito de sodio (CAS n° 10102-18-8) e selenato de sédio (CAS
n® 13410-01-0). Com a utilizagdo de concentragdes mais elevadas de selenito e selenato, face
ao ano anterior, pretendeu-se aferir o comportamento das plantas (toxicidade ou n&o) e o teor
de Se que seria acumulado nos gréos (verificar a dose mais eficiente). Assim, realizaram-se
aplicacbes em trés estadios do desenvolvimento da cultura (emborrachamento, espigamento e
gréo leitoso) com intervalos de 15 — 20 dias entre as aplicagbes. As operacdes culturais
efetuadas durante o ensaio, assim como as respetivas datas de realizagcdo, encontram-se
sistematizadas na Tabela 2.1. Em todos os tratamentos analizaram-se 0s parametros
fotossintéticos, assim como a producdo, o teor de cinzas, de proteina e a cor (farinha) e a
acumulacéo de elementos minerais (folhas e graos). Para a caracterizagdo qualitativa e semi-
quantitativa de elementos minerais e localizag&o tecidular foram analisadas amostras do controlo
(0 g Se ha'l) e da maxima concentragdo aplicada (300 g Se ha?). O teor de lipidos e agucares

foi aferido para as concentrac¢des 0, 180 e 300 g Se hat.

] [@01 403 | [~406 | B |
[300] [180] [120]
8| [~ I CoT
303 306 B
— - I I [mm II I
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T Ariete Albatros OP1105 OP1109

Cada talh@o encontrava-se dividido em 3 partes:

. ATO Selenato
Controlo |! Zero
ITO Selenito

Figura 2.3. Desenho experimental do segundo ensaio (2014).
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Tabela 2.1. Operagdes culturais efetuadas no campo experimental do Cotarroz em Salvaterra de Magos

(39.03°N; -8.74°W).

Operacg0es culturais efetuadas

Data de realizagao

1° Ano de ensaio

Adubacéo de fundo

14 de Junho de 2013

Sementeira

14 de Junho de 2013

Aplicacéo foliar de selenito e
selenato (Ariete)

02 de Setembro de 2013

Aplicagéo foliar de selenito e
selenato (Albatros)

03 de Setembro de 2013

Aplicacéo foliar de selenito e
selenato (OP1109)

04 de Setembro de 2013

Aplicacéo foliar de selenito e
selenato (OP1105)

09 de Setembro de 2013

2° Ano de ensaio

Sementeira

08 de Maio de 2014

12 Aplicacao foliar de selenito e
selenato (Ariete)

18 de Agosto de 2014

12 Aplicacdo de selenito e selenato
(Albatros)

20 de Agosto de 2014

12 Aplicacdo de selenito e selenato
(OP1105 e OP1109)

21 de Agosto de 2014

22 Aplicacédo foliar de selenito e
selenato (Ariete e Albatros)

02 de Setembro de 2014

22 Aplicagéo foliar de selenito e
selenato (OP1105 e OP1109)

04 de Setembro de 2014

32 Aplicacdo foliar de selenito e
selenato (Ariete e Albatros)

23 de Setembro de 2014

32 Aplicagéo foliar de selenito e
selenato (OP1105 e OP1109)

23 de Setembro de 2014
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2.3.Desidratacédo e Moagem das Amostras Biologicas

As plantas colhidas no primeiro ano de ensaio foram desidratadas em estufa, a 45 °C,
durante 7 dias (até obten¢&o de um peso constante). Os grdos foram desidratados em estufa, a
45 °C durante 72 horas, e em seguida descascados manualmente num almofariz. As amostras
de folhas (ca. 10 g) e os graos (ca. 20 g) para obtencédo da farinha integral foram moidos num
moinho de pas (Polymix, Wk 1623704) (Figura 2.4) com um crivo de 1 mm, e armazenadas em
recipientes de plastico com tampa, num exsicador.

No segundo ano de ensaio as amostras foram preparadas como descrita acima,
utilizando-se um moinho de hélices (MRC — Modelo SM-450) (Figura 2.5).

Figura 2.4. Moagem de amostras (2013).

Figura 2.5. Moagem de amostras (2014).
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2.4.Elementos Minerais
2.4.1. Agua dos Canteiros
2.4.1.1. Titulacéo do l&do Bicarbonato — HCOs-

Este método teve como objetivo a analise da alcalinidade da agua de cultivo. Para o
efeito, fez-se a titulacdo de 100 mL de agua, numa capsula ou copo (Erlenmayer) sobre fundo
branco, a qual se juntaram-se 3 gotas de alaranjado de metilo (CAS n° 547-58-0), com acido
cloridrico 0,1 mol L™ (CAS n° 7647-01-0), até observar viragem do indicador de amarelo para
vermelho alaranjado. O volume adicionado de acido até a viragem correspondeu ao pH de
neutralizacdo do bicarbonato. Valores de pH proximos de 4,5 correspondem aproximadamente
ao ponto equivalente para a conversdo do ido bicarbonato em acido carbénico: HCOs+ H*>
H2COzs. O alaranjado de metilo (CAS n° 547-58-0) sé muda de cor quando todo o carbonato

estiver completamente neutralizado (Nollet, 2000).

2.4.1.2. Cromatografia l6nica — Ca, Mg, Na, K

Os catides da agua de cultivo foram quantificados através de cromatografia iénica. Esta
andlise foi realizada com recurso a um cromatégrafo ibnico da marca Metrohm, modelo 761
Compact IC equipado com coluna Metrosep Cation 1-2 (6.1010.000). O sistema é formado por
um eluente, uma bomba de alta presséo, um injetor de amostras, uma coluna analitica e um
detetor de condutividade com supressado quimica. Os eluentes utilizados podem ser solu¢fes de
carbonato e hidrocarbonato para separar anifes ou de acido tartarico e dipicolinico para catides.
No processo foi gerado automaticamente um cromatograma de dados formado por picos que
representam os ides presentes na amostra. O tempo de retenc¢éo foi usado para qualitativamente
identificar e analisar cada pico ou ido. A altura do pico, ou a sua area sdo proporcionais a
concentracdo do ido e sdo usados para os quantificar. Antes de correr a amostra o sistema foi
calibrado recorrendo a solu¢des padrdo. A comparagao entre 0s picos gerados por elas com os
da amostra permitiu a sua identificacdo e quantificagdo obedecendo a critérios de precisédo /
exatidao.

2.4.2. Amostras Biolégicas
2.4.2.1. Espectrofluorimetria Acoplada com Raio X

Para a determinacdo dos elementos minerais (macro e micronutrientes) presentes nas
amostras (folhas e gréos), utilizou-se um analisador portatil de raio-X (Niton Thermal Scientific,
modelo XIt). No primeiro ano de ensaio, as amostras foram analisadas no grdo maduro, seco e
submetido a moagem até a obtenc¢é&o de farinha integral. No segundo ano de ensaio, as analises

foram realizadas em duas fases. Na primeira fase (128 dias apds a sementeira), apés duas
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aplicac@es foliares de Se, foi moida e analisada a panicula inteira devido ao seu estadio precoce
de desenvolvimento (inicio da maturacdo). Na segunda fase (145 dias apés a sementeira —
maturacdo completa), apds a 32 aplicacao foliar de Se, a analise foi realizada nos gréos integrais
apos a moagem.

A avaliacédo foi realizada através da detecdo energética de eletrdes, segundo o espectro
eletromagnético na gama dos raios-X emitidos pelos elementos que constituem a amostra
(Figura 2.6).

X-Ray Radiation

8 T -~
R =
Backscattered
X-Ray

TEST SAMPLE

A ®0 ®

Figura 2.6. Esquema que ilustra o funcionamento de um analisador portétil de raio-X

As amostras sdo colocadas em cuvetes préoprias, cobertas por uma pelicula

transparente. A leitura ocorre durante 360 s para cada amostra.

2.4.2.2. Analise Ciclica por Ativagao Neutronica

Os teores de Se presentes nas amostras de arroz (farinha integral) no primeiro ano
(2013) foram quantificados recorrendo a analise ciclica por ativacdo neutrdnica. A preparacao
das amostras foi de acordo com Galinha et al. (2013). Estas foram irradiadas com um fluxo de
neutrdes de 1.7 x 1012 cm? s1. Antes de se proceder a aquisicdo dos espectros de radiacdo
gama, as amostras tiveram um determinado tempo de decaimento. Os espectros de radiacdo
gama foram obtidos utilizando um espectrometro digital de radiacdo gama e um detetor coaxial
com eficiéncia relativa de 25%.

Este trabalho experimental foi efetuado no Instituto Tecnoldgico e Nuclear onde foi
utilizado, para a irradiacdo das amostras, 0 sistema pneumatico rapido existente no reator

portugués de investigacao.
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2.5. Condutividade e pH

As propriedades fisicas, tais como a condutividade e o pH da agua de cultivo do primeiro
e segundo ano de ensaio, foram medidas com recurso ao aparelho multifuncdes da Consort,

Multi-parameter analyser modelo C833.

2.6.Localizacdo Tecidular do Selénio
2.6.1. Microscopia Eletronica de Varrimento Acoplada a Raio X

Através da microscopia eletronica de varrimento foi possivel aferir semi-
quantitativamente os teores dos elementos minerais em 3 pontos do gréo (regido apical, zona
equatorial e embrido). Amostras de grdos dos 4 genotipos foram desidratadas utilizando um
sistema Balzers Union CPD 020 e, posteriormente, metalizadas com ouro-paladio, e analisadas
utilizando um microscépio eletrénico de varrimento JEOL JSMT330A, acoplado a um micro
analisador de raio-X Tracor Northern Series Il. Os graos foram cortados transversalmente e
longitudinalmente e analisados a 20 Kv, usando um “static beam spot”, durante 60 segundos.
Neste processo, as amostras sdo bombardeadas com eletrées numa cadmara de vacuo, como

descrito em Galhano et al. (1999).

2.6.2. Fluorescéncia de Raio X

As andlises qualitativas referentes a localizagao dos elementos minerais nos graos foram
realizadas utilizando o sistema de y-EDXRF M4 Tornado ™. Este espectrémetro é constituido
por um tudo de raios-X, que é alimentado por um gerador HV de baixa poténcia, e por um
policapilar que permite o tamanho do ponto de foco de 25 pm, o que se traduz numa elevada
intensidade de radiagdo de excitacdo. O gerador de raios-X foi operado com uma tensdo de 50
kV e uma corrente de 100 pA, sem a utilizacdo de filtros, a fim de melhorar a ionizagéo de
elementos de baixo Z. Para uma melhor quantificacdo dos elementos pesados, foi utilizado um
conjunto de filtros entre o tubo de raios-X e a amostra, composta por trés folhas de Al / Ti/ Cu
com uma espessura de 100 / 50 / 25 ym, respetivamente. Todas as medi¢des foram realizadas
com filtros com 600 pA de corrente.

A detecdo de radiacé@o de fluorescéncia é realizada por um detetor de silicio de energia
dispersiva, XFlash ™, com 30 mm? area sensivel e uma resolucdo de energia de 142 eV para as
riscas Ka do Mn. A fim de avaliar melhor o mapeamento e distribuigdo dos elementos, o grao de
arroz foi cortado longitudinalmente com uma lamina de acgo inoxidavel cirdrgico. As medidas
foram realizadas em condi¢des de vacuo (20 mbar), diretamente sobre os dois lados dos gréos,
em modo de mapeamento seguido de analise de regides de interesse. Estes espectros foram

adquiridos durante 200 s.
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2.7.Parametros Fotossintéticos — Trocas Gasosas Foliares

Das andlises efetuadas, selecionaram-se os principais parametros fisioldgicos, a saber:
taxa de assimilacdo liquida (Pn), taxa de condutancia estomatica para a agua (gs), taxa de
transpiracdo (Tr) e eficiéncia instantdnea do uso de agua (iIWUE). As determinacgdes foram
efetuadas em condi¢cées de campo em dias de céu limpo, na altura do dia de maior atividade
metabolica/fotossintética (10:00 — 15:00h), controlando unicamente o nivel de COz2 (380 uL L+)
fornecido a planta, sendo as restantes condigcbes ambientais (humidade atmosférica,
temperatura do ar, irradiancia) as prevalecentes no local nas datas das avaliacdes.

Os parametros foram obtidos em condi¢6es de equilibrio dindmico apés pelo menos 2 h
de iluminagédo das plantas. A eficiéncia instantanea do uso de agua (iWUE), calculada pela razéo
Pn/gs, representa as unidades de CO: assimilado por unidade de agua transpirada. Para tal
usou-se um IRGA portatil, funcionando em sistema aberto (CIRAS 1, PP Systems) fornecendo
as folhas 380 yL CO2 L%, como descrito em Ramalho et al., (2013). As condi¢des de irradiancia
(ca. 1500 — 2000 pmol m-2 s1), temperatura do ar (ca. 22,5°C) e humidade relativa do ar (ca. 46

— 47%) foram as condi¢cdes ambientais existentes no local em cada dia de avaliagao

2.8.Parametros da Producao
2.8.1. Peso dos Gréos por Panicula

Foi aferido o peso dos graos por panicula, para cada planta e cada tratamento em
quadruplicado. Inicialmente os grédos foram submetidos a secagem até atingirem 13% de
humidade. Posteriormente fez-se a pesagem da panicula inteira, procedendo-se depois ao

descasque e a pesagem dos graos.
2.8.2. Peso de Mil Gréaos

Para cada genotipo e tratamento realizou-se a pesagem de mil graos em triplicado. Nas
variedades com menor producdo de gréos, o peso de uma amostra menor foi extrapolado para
mil graos.

2.8.3. Producéo Final

Os talhdes foram colhidos manualmente, em fungéo do ciclo de cada gendtipo. Os gréos
de cada talhdo foram secos até atingirem 13% de humidade e, em seguida, descascados e
pesados. O peso final foi definido a partir da area Gtil de cada talhdo.

Neste enquadramento, efetuou-se ainda uma extrapolacdo relativa a indices de

producéo por unidade de area, considerando a seguinte equacao:

Peso do grio do talhdo (Ton)x 10 000 m?
3m?2

Producio de Grao (Ton ha) =
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2.9. Quantificacdo de Elementos Nutricionais
2.9.1. Lipidos
2.9.1.1. Extracéo dos Acidos Gordos Totais

Procedeu-se a extracéo dos lipidos totais da farinha, segundo o método de Bligh e Dyer
(1959), adaptado por Bahrami et al. (2013)., a temperatura ambiente. As amostras (ca. 500 mg)
foram pesadas para tubos de centrifuga, adicionando-se agua (1 mL) e um pequeno agitador
magnético. Apos agitacdo (10 minutos, placa de agitagdo Selecta, Agimatc 5) a 700 rpm,
adicionou-se 3,75 mL de mistura de cloroféormio:metanol (1:2, v/v) (CAS n° 67-66-3 e CAS n° 67-
56-1, respetivamente). Apés agitacao (15 minutos), adicionaram-se 1,25 mL de cloroférmio (CAS
n° 67-66-3), e 1,25 mL de agua, agitando a mistura no vortex (1 minuto). As amostras foram
centrifugadas (Centrifuga Heraeus, Biofuge 28RS) a 4500 g (10 minutos, 5°C) e a fase inferior
do sobrenadante (cloroférmio, fracdo lipidica) recolhido com uma pipeta de Pasteur.
Adicionaram-se aos tubos 2,5 mL de cloroférmio (CAS n° 67-66-3) e procedeu-se a nova
extracdo nas condi¢Bes acima descritas. Repetiu-se uma 32 vez o processo. As fracdes lipidicas
(cloroférmio) das trés extracdes foram combinadas e secas sob fluxo de azoto em banho-maria
(40°C). O residuo seco foi ressuspendido em 500 pL de etanol:tolueno (1:4) (CAS n° 64-17-5 e

CAS n° 108-88-3). Para cada variedade e tratamento foram processadas 3 amostras.

2.9.1.2. Metilagéo de Acidos Gordos

Procedeu-se a saponificacdo dos lipidos com NaOH, a quente, seguida de metilagdo
com base no método de Metcalfe et al. (1966), utilizando metanol — BFs (CAS n°® 7637-07-2) e
acido heptadecandico (C17:0) como padréo interno).

Os acidos gordos metilados foram analisados num cromatografo gas-liquido (Varian CP-
3380) acoplado a um detetor de ionizagdo de chama. Para a separagdo dos acidos gordos
utilizou-se uma coluna capilar DB-Wax (J&W Scientific; 30 m, 0.25 mm de didametro interno e
0.25 pm de espessura do filme).

O injetor e o detetor foram mantidos a 200°C e 250°C, respetivamente. Utilizou-se
hidrogénio como gas de arraste (1 mL min-1), e uma particdo de fluxo de 1/50, como descrito em
Scotti-Campos et al. (2014). A identificagdo dos &cidos gordos foi feita utilizando misturas de
padrdes (Sigma, Supelco e Restek). O grau de insaturacao foi obtido através de um indice de
dupla ligacdo (DBI), calculado de acordo com a férmula: DBI = [(% de monoenes + 2 X% de

dienes + 3 x% de trienes) / % de acidos gordos saturados] (Mazliak, 1983).
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2.9.2. Acucares Soluveis

Os acgucares soluveis foram extraidos segundo o método de Medlicott e Thompson
(1985). As amostras (ca. 400 mg) foram pesadas para um tubo de centrifuga, ao qual se
adicionou 10 mL de agua fria ultrapura e um agitador magnético. Os tubos foram colocados num
copo com gelo sobre uma placa de agitacéo (30 minutos). Em seguida, os tubos foram colocados
num aparelho de ultrassons (5 minutos). Procedeu-se a uma centrifugacdo (Centrifuga Heraeus,
Biofuge 28RS) a 15 000 g (20 minutos, 4°C). O sobrenadante foi recolhido para um frasco de
vidro. Repetiu-se o processo nas mesmas condicfes, para uma lavagem do precipitado.
Juntaram-se os sobrenadantes das duas extra¢des e procedeu-se a filtragem dos mesmos (filtros
Whatman n° 4) a frio. ApGs esta etapa, submeteu-se parte do extrato aquoso a nova filtragem
(Filtros Millex 0.45 pm) para um tubo eppendorf de 2 mL.

Os acgucares foram analisados num HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(Waters), acoplado a um detector refratométrico (Waters, 2414), equipado com uma coluna
SugarPak 1 (Waters 6,5 X 300 mm) e pré-colunas (Waters 088141). A fase mdvel foi agua
ultrapura contendo 50 ppm de EDTA de célcio, com um fluxo de 0,5 mL min-1, e um volume de
injecéo de 40 pl.

Foram feitos 3 extratos para cada genotipo e para cada tratamento, e procedeu-se a
duas injecdes de cada extrato. A quantificagcdo foi efetuada com base nas curvas padrdo dos

acucares em analise (Sigma).

2.9.3. Proteinas

A proteina bruta foi determinada mediante quantificacdo do azoto total, pelo método de
Kjeldhal (NP 1996, 2000) e convertendo este valor em proteina bruta considerando que a
totalidade do azoto esta na forma proteica. A estimativa do teor em proteina bruta é obtida
através da multiplicacdo da percentagem de azoto total por um fator de conversdo baseado na
percentagem de azoto na proteina. Neste caso, o valor de conversao foi de 5,95.

Numa balanga analitica (Mettler, PC 180), pesou-se cerca de 1 g de amostra, num tubo
de digestdo. Adicionou-se 12,5 mL de acido sulfurico (95 — 97%) (CAS n° 7664-93-9) e o
catalisador (sulfato de potassio — CAS n°® 7778-80-5 + selénio). A digestdo foi realizada numa
placa de aquecimento (Bicasa Milano, Mod — BE 97) a 420°C+10°C durante 2 horas (no minimo)
para permitir a mineralizagdo completa da amostra (até que a solucdo se apresente limpida,
incolor ou verde palida). Deixou-se arrefecer durante varias horas. Em seguida procedeu-se, a
destilacdo por arrastamento de vapor numa unidade destiladora (Kjeltec 2200 — Auto Destillation)
até que todo o amoniaco tivesse sido destilado, obtendo-se cerca de 150 mL do destilado. No
recipiente de recolha, foram previamente introduzidos 50 mL de &cido bérico (4% p / v) (CAS n°
10043-35-3) e algumas gotas do indicador (vermelho de metilo — CAS n° 63451-28-5). Apés a

destilacdo, efetuou-se uma titulacdo (Titulador Automético Tim 850 — Titration Maneger) com
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uma solucao 0,1N de &cido cloridrico (CAS n° 7647-01-0) até atingir o ponto de viragem, seguida

de leitura. As analises foram realizadas em triplicado para cada genotipo.

2.10. Cinzas

A percentagem de cinzas foi aferida segundo método descrito por Anjum et al. (2007).
As amostras de farinha foram pesadas (5 g) numa balanga analitica (Mettler, PC 180), em
cadinhos previamente calcinados e tarados, e depois incinerados em mufla a 550°C durante 5
horas.

Decorrido este tempo, os cadinhos foram colocados em exsicador até atingir peso
constante de acordo com método utilizado. Os resultados foram expressos em percentagem de
cinzas sobre a base seca, através de calculos gravimétricos (medidos pela diferenca entre os

pesos inicial e final).

2.11. Analise Colorimétrica

A cor dos graos moidos (farinha integral) foi medida usando um colorimetro (Minolta
Chromameter CR-400), com base na refletancia da luz, utilizando o iluminante D65. (Shewfelt et
al., 1998). Os valores foram expressos segundo o sistema CIELAB (Comission Internationale de
Eclairage, espaco de cor L* a* b*) em que L* representa a luminosidade, enquanto que a*
(vermelho quando positivo e verde quando negativo) e b* (amarelo quando positivo e azul quando
negativo) representam as coordenadas de cromaticidade. O equipamento foi previamente
calibrado [branco n°15233011, L* 93.5, a* 0.3164 e b* 0.3325] (Voss, 1992; Camelo e Gomez,
2004; Spésito et al., 2004).

2.12. Tratamento Estatistico

Para avaliacdo dos resultados experimentais, foi utilizada a andlise de variancia
(ANOVA) e determinada a significancia pelo teste F tendo-se usado o teste de Tukey (p < 0.05)

para estudo comparativo das médias.
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Resultados e Discussao — Primeiro Ano de Ensaio

Capitulo Il

3. Resultados e Discussao
3.1.Primeiro Ano de Ensaio
3.1.1. Solo e Agua de Cultivo

As duas variedades de arroz comercial e as duas linhas avancadas do Programa de
Melhoramento Genético do INIAV foram cultivadas sob condi¢des de terrenos alagados. O solo
e a agua de cultivo do 1° ano do ensaio possuiam as composi¢oes indicadas nas Tabelas 3.1 e
3.2.

Tabela 3.1. Caracteristicas quimicas e fisicas do solo. Valores médios (n = 3).

Amostras  pH P K Mg Ma‘Eérlia Textura
Organica
P20s mg Kg? K20 mg Kg™ mg Kg* %
o 56 (Baixo a

BL-SLO1 5,3 61 (Médio) <24 o 0,85 .

médio) Grosseira
2013

BL-SL0O2 5,6 144 (Muito alto) 31 - 1,36 _

Grosseira

O solo, classificado como “grosseiro”, foi analisado a profundidade de 0 - 0,2 m sendo
as amostras de solo colhidas antes da adubacao de fundo.

Verificou-se (Tabela 3.1) que os valores de pH se encontravam na faixa do pH &cido. O
pH do solo exerce grande influéncia sobre a disponibilidade do Se (Nakamaru e Altansuvd, 2014).
Neste enquadramento, constatou-se que o selenato é a espécie de Se mais disponivel para o
cultivo de plantas. Por oposicéo, o selenito traduz uma menor disponibilidade devido ao seu alto
grau de adsorcdo nas particulas do solo (Lauchli, 1993; Zayed et al., 1998; Terry et al., 2000).
Aponte-se, contudo, que em solos &cidos, o selenato € instavel e facilmente lixiviado (Neal et al.,
1987). Portanto, neste contexto, assumiu-se que o selenito foi a forma mais abundante de Se em
solos acidos (Asagawa et al., 1977 cf. Nakamaru e Altansuvd, 2014).

O potencial redox (pE + pH) dos solos controla a especiagdo de Se em solucdo. Alguns
autores (Elrashidi et al., 1987 cf. Zhu et al., 2009) descreveram as faixas de pH do solo e a
predominancia de cada forma de Se. O selenato é a forma predominante de Se em solos
alcalinos bem oxidados (pE + pH > 15); em solos com pH de acido para neutro (7,5 < pH + pE
<15), o Se existe predominantemente como selenito; em condi¢des fortemente reduzidas (pE +
pH < 7,5), o seleneto torna-se a forma dominante.

Equacionando os atributos do solo, aponte-se que o pH, indicador do grau de acidez
ativa do solo, talvez seja, isoladamente, o mais relevante, no que se refere a utilizacdo de

fertilizantes. Acresce ainda que a disponibilidade de nutrientes contidos no solo, ou a ele

61



adicionados por meio das adubac®es, é bastante variavel em funcdo do pH do solo (Malavolta
etal., 1997).

O conhecimento da concentracdo de nutrientes existentes no solo e da exigéncia
nutricional de determinada cultura da uma indicacdo das quantidades de fertilizantes minerais
que devem ser adicionados ao solo e que, portanto, sejam suficientes para suprir as
necessidades da planta (Veloso et al., 2009). Assim, além do pH, foram analisados os teores de
P, K, e matéria organica. A analise destes parametros (Tabela 3.1) permitiu detetar a ocorréncia
de valores mais elevados no bloco SL02. Segundo Fageria et al. (1995), o valor de P no solo 3,1
— 6,0 g Kg! e valores de K entre 31 — 60 g Kg! sdo considerados de “nivel médio”. Este
incremento nutricional podera promover eventuais benéficios para o desenvolvimento da planta.
No entanto, para além de manter a fertilidade de um determinado solo no nivel adequado, é
ainda fundamental conhecer, a exigéncia nutricional de cada cultura.

Equacionando as exigéncias do arroz irrigado, em geral, a dose requerida de P varia
entre 60 — 90 P20s kg ha! (Fageria e Souza, 1995). O P parece favorecer a protecao das plantas
contra doengas, seja pela correcdo de deficiéncia desse nutriente no solo, consequentemente
induzindo um melhor crescimento das plantas, ou por acelerar o processo de maturacdo, nédo
favorecendo alguns agentes patogénicos (IFA , 2000). Segundo Prochnow et al. (2004), de forma
geral, a disponibilidade de P é maior em solos com pH na faixa 5,5 — 7,0.

A dose de K20 recomendada varia entre 40 — 80 kg ha? para o arroz irrigado (Fageria e
Souza, 1995). O K pode aumentar a eficiéncia de uso de outros nutrientes pelas plantas,
particularmente de N. O K tem um efeito benéfico na qualidade de uma gama extensiva de
culturas, especialmente em termos de melhoria na quantidade e qualidade proteica. O K pode
diminuir a incidéncia de doengas nas plantas e reduzir os stresses abidticos, particularmente
quando causados pelo frio (IFA, 2000). Contudo, as doses recomendadas levam em conta a
analise de solo, os aspetos econdmicos e outras variaveis, nomeadamente o teor de matéria
organica, o porte da cultivar e a textura do solo.

A matéria organica é o atributo que revela a qualidade fisica, quimica e biolégica do solo
(Bayer e Mielniczuk, 1999) e por esse motivo tem sido utilizada como indicador da qualidade de
sistemas de manejo de solo (Vezzani, 2001). Este pardmetro dara indicacdo do teor de N a ser
aplicado na adubacédo. Segundo Fageria e Souza (1995), em teores de matéria orgénica < 2,5%
devera aplicar-se 40 Kg N hal. No entanto, na decisdo do total de N a aplicar, devem também
ser considerados 0s seguintes aspetos: a) histérico da area no que diz respeito a resposta da
cultura ao azoto em anos anteriores; b) incidéncia de doencas e c) desenvolvimento vegetativo
e caracterizagdo de sintomas de deficiéncia em azoto. Assim, tal como observado (Tabela 3.1),
os teores de matéria organica estao compreendidos em 0,85 % e 1,36 % no bloco SL01 e SL02,
respetivamente. Com base nesses resultados, foram adicionados na adubac¢éo do solo 60 Kg N

ha, de modo que, contribuisse para o melhor rendimento econémico dos gréos de arroz.
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Tabela 3.2. Caracteristicas fisicas e quimicas nas laminas de agua, a superficie dos solos de cultivo do
arroz no decurso do primeiro ano de ensaio. Valores médios (n = 3).

Amostras Condutividade pH HCOs Na K Ca Mg
Ano dS m? Concentragdo (mg L)

BL — SLO1 0,327 6,53 73,2 65,78 3,82 16,72 6,40
2013

BL —SL 02 0,623 6,55 136,64 125,43 4,42 43,13 18,12

Aimportancia da qualidade da dgua para irrigagdo do arroz esta diretamente relacionada
com a salinidade e toxicidade. A salinidade é avaliada pela condutividade elétrica (CE), sendo a
agua classificada em: sem restricdo ao uso (CE <0,7 dS m1), com restricdo ligeira ou moderada
(CE variando de 0,7 — 3,0 dS m) e com restricdo severa (CE> 3,0 dS m't) (EMBRAPA, 2005).
Neste enquadramento verificou-se que os valores de condutividade da agua dos canteiros
(Tabela 3.2) apresentaram niveis aceitaveis para o cultivo do arroz.

Tal como foi observado no solo, também a agua do bloco SL02 apresentou teores
minerais mais elevados comparativamente ao bloco SL01, aspeto que foi confirmado pela
condutividade elétrica, que fornece boa indicacdo da composi¢éo total da &gua em sais minerais.
Segundo Simdes (2008), nas areas de cultivo intensivo, com adicdo de fertilizantes e pesticidas,
ricas em compostos azotados sdo cada vez mais mineralizadas as aguas de irrigacéo,
destacando-se nestes casos 0 aumento da concentracdo de nitratos, sulfatos e metais pesados.
Conforme estudo realizado por Simdes (1998), que descreve as caracteristicas hidrogeolégicas
da Bacia do Baixo Tejo, é possivel enquadrar as amostras das aguas analisadas no sistema
aquifero do Tejo-Sado, margem esquerda. As aguas deste sistema sdo caracterizadas por
possuirem intermédia mineralizacdo e dureza, médias a baixas concentracdes de bicarbonato,

sédio, calcio e magnésio.
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3.1.2. Parametros Meteoroldgicos

Ao longo de todo o ciclo cultural do arroz, entre Maio e Outubro de 2013 a temperatura
méxima da estacao meteoroldgica em Paul de Magos variou entre 15,6 — 41 °C, e a temperatura

minima oscilou entre 3,3 — 21,2 °C (Figura 3.1). Relativamente a precipitacdo, 0s maiores

volumes foram observados no més de outubro, ou seja, no final do ciclo.

45 r9
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Temperatura °C
Precipitagdo (mm)

NP\ I\ \ U s A T o AR\ PR PR\ SRR\ SR\
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Dias

—@— Temperatura Minima (°C) —@— Temperatura Maxima (°C)
= = = Temperatura Otima Maxima (°C) —@® — Precipitagdo Maxima (mm)

Figura 3.1. Condi¢Oes climaticas no campo experimental, no decurso do 1° ano do ensaio (2013). Fonte:
Salvaterra de Magos, Estagdo / Posto Meteorolégico Paul de Magos, Associacdo dos Regantes e
Beneficiarios do Vale do Sorraia.

A temperatura € um dos fatores de grande influéncia no bom desempenho do ciclo
produtivo do arroz. A temperatura ideal para o cultivo do arroz situa-se entre 25 — 35 °C, e em
regides temperadas, o crescimento do arroz esta condicionado a um periodo limitado, que
favorega o seu crescimento (Ali et al., 2006). Para a floragdo é necessaria uma temperatura de
22 °C; a polinizagédo ocorre a temperaturas variaveis, de acordo com a humidade atmosférica,
mas usualmente, nunca abaixo dos 22 °C. Relativamente a maturacdo, a temperatura minima
exigida é cerca de 19 °C (Silva, 2014). No decurso do 1° ano do ensaio verificou-se que as
temperaturas aferidas no respetivo ciclo se mantiveram dentro dos parametros 6timos para o
crescimento considerado normal das plantas, embora se tenha verificado um ligeiro aumento da
temperatura no inicio do més de Julho (que n&do provocaram alteracdes aprecidveis no
desenvolvimento da cultura).

Segundo Matsui et al.,, (1997), a antese corresponde a fase mais sensivel as

temperaturas elevadas, situando-se a temperatura critica entre 33 e 34 °C. Quando essa
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temperatura critica € ultrapassada, mesmo por poucas horas, ocorre um aumento da esterilidade
de espiguetas, devido a menor deposicdo de graos de pdlen, ocorrendo, em temperaturas

extremas (> 40 °C), a esterilidade dos 6rgéos femininos da flor.

3.1.3. Desenvolvimento Fenolégico das Variedades e Gendtipos.

As fases fenolégicas do arroz e o respetivo ponto de desenvolvimento (maturagao

completa e colheita) de cada genétipo sdo apresentados na Figura 3.2.

o 100/120

Sementeira Afilhamento Diferenciagéo Floral Floragao Colheita
& >N L ~
ke Fase Vegetativa Sl Fase Reprodutiva 2

Ariete | |
T T
Albatros 93 dlias I136 dias
Primeiro ano de ensaio OP1105 9|4 dias : 136 dias
T I
OP1109 , 95 dias | 136 dias

I I
93 dias 136 dias

Figura 3.2. Diagrama do ciclo de vida do arroz (2013).

A duragdo das principais fases fenoldgicas foi semelhante para todas as variedades /
genotipos nos 2 anos de ensaio. Em média, as plantulas emergiram entre 7 — 13 dias apés a
sementeira. O tempo da emergéncia das plantulas foi associado principalmente com o genétipo
do arroz. Dentro de cada variedade / genétipo, as diferengas de tempo para surgimento oscilaram
entre 1 — 2 dias. Ntanos e Koutroubas (2002), que também estudaram diferentes variedades de
arroz, indicam que e a sequéncia da emergéncia de plantulas seguiu a do respetivo peso de
gréos, provavelmente correlacionando-se com o teor dos materiais armazenados no respetivo
endosperma, determinando assim o contexto base para a nutricdo de plantas em crescimento
inicial. Yoshida e Ahn (1968) cf. Ntanos e Koutroubas (2002) relataram ainda que as cultivares

tardias obtém uma maior percentagem de grdos e assimilam mais glicidos a partir de
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fotoassimilados armazenados anteriormente, comparativamente as variedades com maturacao

precoce.

3.1.4. Parametros Fotossintéticos — Trocas Gasosas Foliares

A determinacdo das taxas de mobilizacdo de fotoassimilados foi efetuada na fase
vegetativa (final de Julho, inicio do alongamento dos caules, antes da aplicagdo de Se), assim
como na fase reprodutiva (inicio de Setembro, enchimento do grao/emborrachamento, apés a

pulverizacéo foliar com diferentes concentra¢des de Se).

Figura 3.3. Perspectiva geral dos campos experimentais, no decurso do 1° ano de ensaio (Julho de 2013)
em Salvaterra de Magos — (39.03° N; - 8.74° W). (1 — Bloco SL01; 2 — Bloco SL02).

Os resultados séo apresentados nas tabelas que se seguem e discutidos seguidamente,
por variedade e/ou gendtipo, tendo por objetivo avaliar o impacte do Se na cinética de
fotoassimilagdo das plantas. Neste enquadramento procedeu-se & analise da taxa de
assimilacao liquida (Pn), condutancia estomatica para a agua (gs), taxa de transpiracao (Tr) e
eficiéncia instantanea do uso de agua (i\WUE).
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Na tabela 3.3 sdo apresentados os dados dos parametros fotossintéticos analisados nas plantas de arroz (controlo sem aplicacéo foliar de Se), em
dois periodos distintos do desenvolvimento fenolégico, acima indicados, sem e com adubacao de fundo.

Tabela 3.3. Pardmetros fotossintéticos em 4 genétipos de arroz, em condigdes controlo em 2 fases do desenvolvimento das plantas. Taxa de assimilagdo liquida (Pn), taxa de
condutancia estomatica para a agua (gs), taxa de transpiracgéo (Tr) e eficiéncia instantanea do uso de agua (iIWUE, calculada pela relagdo Pn/gs). Valores médios (n = 3) com
letras (a — e) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, indicam auséncia de diferencas significativas entre si, de acordo o teste de Tukey (a = 0,05).

Parametros fotossintéticos
Pn gs Tr IWUE

2013 Genético (umol CO, m?2s?) (mmol H,O m2s?) (mmol H,O m?s?) (umol COz)/(mmol H,0)

SLO1 SL02 SLO1 SL02 SLO1 SLO02 SLO1 SL02
Ariete 18,77 (ab; s) 25,97 (arn) 154,33 (arn) 89,67 (ab; s) 3,56 (a;r) | 2,64 (abcd;s) 0,12 (b; s) 0,29 (b; 1)
30 de Julho Albatros 16,97 (ab; 1) 17,27 (b;r) 148,33 (& 87,33 (@b;s) | 345 (a;r) | 2,41  (bcd;s) 0,11 (b;r) | 0,20 (c;n
<4§;:,;1;fg;’5 37 0P1105 | 16,47 (ab;s) | 21,73 (ab;r) | 14533  (ar) | 12367 (@n | 331 (ar | 330 (an 012 (®n | 018 (@©n
OP1109 15,47 (ab;r) 15,60 (b; 1) 126,67 (ab; 1) 116,33 (& 3,26 (&;r) | 3,01 (abc; 1) 0,12 (b; 1) 0,14 (c;n
11 de Ariete 13,60 (b; r) 15,83 (b; 1) 87,67 (bc; ) 107,67 (ar) 2,28 (b;s) | 3,19 (ab; r) 0,16 (b; r) 0,15 (c;n)
Setembro Albatros 14,93 (ab; 1) 19,13 (ab;r) 78,33 (cd;r) 37,67 (c;s) 2,06 (bc;r) | 1,51 (e;s) 0,20 (b; s) 0,52 (&
(89 dias apds OP1105 18,60 (ab; r) 22,50 (ab;r) 44,33 (d;r) 51,33 (bc; 1) 1,43  (c;r) | 1,97 (de; r) 0,43 (&r | 044 (ab;r)
a sementeira) OP1109 21,73 @ n 16,97 (b; 1) 114,00 (abc; 1) 58,00 (bc; s) 3,34 (ar | 2,33 (cd; s) 0,19 (b; ) 0,30 (bc; )
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Entre 30 de Julho e 11 de Setembro, a variedade Ariete apresentou um decréscimo da Pn,
tanto no bloco SL01, como no bloco SL02, sendo este significativo apenas no segundo caso. Verificou-
se que a adubacéo de fundo (SL02) induziu um aumento da Pn no dia 30 de Julho e no dia 11 de
Setembro, sendo significativa apenas no primeiro caso. Tal como a Pn, a gs também apresentou um
decréscimo significativo, mas apenas no bloco SLO1, ou seja, sem adubacao de fundo, entre 30 de
Julho e 11 de Setembro. A Tr também apresentou uma tendéncia similar a gs, entre 30 de Julho e 11
de Setembro, revelou um decréscimo significativo, mas apenas no bloco SLO1. A iWUE, entre 30 de
Julho e 11 de Setembro, mostrou um aumento significativo apenas no bloco SLO1, e verificou-se
também que a adubacédo de fundo induziu um incremento significativo de iWUE no dia 30 de Julho.
Por oposicdo ao detetado em Ariete, a variedade Albatros ndo apresentou diferencas significativas
relativamente a Pn. A condutancia estomatica apresentou um decréscimo bastante significativo entre
30 de Julho e 11 de Setembro. Relativamente a transpiracédo, o padréo de variagdo é semelhante a
gs, ou seja, significativo. A IWUE entre 30 de Julho e 11 de Setembro sobe em Albatros. O genétipo
OP1105, relativamente a Pn, entre Julho e Setembro, ndo apresentou diferencgas significativas quando
comparados no mesmo bloco. Porém, quando realizada a comparagdo no mesmo dia, mas para
blocos diferentes, constatou-se um aumento significativo no bloco SL02 (face ao bloco SL0O1) no dia
30 de Julho. Acresce ainda que em Setembro houve também um acréscimo, mas este nédo foi
significativo. J& para gs, de Julho para Setembro, se verificou um decréscimo significativo nos dois
blocos. Relativamente aos efeitos da adubacéo de fundo, ndo se constataram alteragBes apreciaveis
no parametro gs. A Tr apresentou um decréscimo significativo, entre Julho e Setembro, nos dois
blocos, e em Setembro este gendtipo apresentou uma diminui¢do significativa da Tr no bloco SL02.
Por acréscimo evoluiu uma maior iIWUE, constatando-se que o OP1105, entre Julho e Setembro,
apresentou um aumento significativo no bloco SL02. O genétipo OP1109, também considerado uma
linha avangada, apresentou um ligeiro aumento de Pn entre 30 de Julho e 11 de Setembro, porém
ndo se verificaram diferencgas significativas. Comparando os blocos sem e com adubacao, também
ndo se observaram diferengas. Quanto a gs, apenas 0 bloco SL02 apresentou um decréscimo
significativo entre Julho e Setembro. A comparacédo dos blocos, revelou uma diminui¢do significativa
de gs no dia 11 de Setembro. Tal como em gs, também a Tr apresentou uma variagdo similar. A
eficiéncia instantdnea do uso da agua (i\WUE) manteve-se sem alteragfes, tanto nas datas de

realizacdo da analise, como entre os tratamentos no solo.



Na tabela 3.4 sao apresentados os resultados de Pn em 4 gendtipos, submetidos a 5 tratamentos com Se (selenito e selenato, em blocos
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sem e com adubacao de fundo (SLO1 e SLO2, respetivamente). As plantas encontravam-se na fase de enchimento do grao.

Tabela 3.4. Taxa fotossintética liquida (Pn) em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificacéo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 5 tratamentos,
cultivados em 2 blocos (SLO1 e SL02) sem e com adubacéo de fundo, respetivamente. Valores médios (n = 3) com letras (a, b) iguais na coluna e letras (r, s) iguais
na linha, indicam auséncia de diferencas significativas entre si, de acordo com a aplicacéo do teste de Tukey (a = 0,05).

Pn (umol CO, m2s™?)

Bloco Genodtipo 0g Se ha' 4 g Se hat 20 g Se hat 30 g Se ha! 60 g Se ha*
Ariete 13,60 (a;s) | 24,27 (a;r) 19,13  (ab;rs) 17,30 (ab;rs) | 21,93 (&

SLOLITO Albatros 1493 (a;1) 19,00 (ab; 1) 21,63 (ab; ) 18,40 (ab; 1) 19,67 (a;r)
OP1105 18,60 (a;1) 19,87 (ab; 1) 22,90 (ab; 1) 17,73 (ab; 1) 17,73 (&

OP1109 21,73  (a;r) | 19,07 (ab; r) 23,97 (&) 20,47 (ab; r) 16,60 (a; 1)

Ariete 13,60 (a;s) | 20,70 (ab;rs) | 20,13 (ab;rs) 18,07 (ab;rs) | 22,63 (&

SLOL ATO Albatros 14,93 (ar) 20,97 (ab; r) 18,87 (ab; r) 23,80 (ar) 20,57 (ar)
OP1105 18,60 (a;1) 21,00 (ab; 1) 19,27 (ab; 1) 14,07 (b; 1) 19,90 (&

OP1109 21,73 (a;1) 20,83 (ab; 1) 17,83 (ab; 1) 22,03 (ab; 1) 24,37 (ar)

Ariete 15,83 (&r) 12,40 (b; 1) 13,70 (b; 1) 16,97 (ab; r) 18,67 (&

SLO2 ITO Albatros 19,13  (a;1) 16,63 (ab; 1) 19,63 (ab; 1) 17,50 (ab; 1) 16,43 (a;r)
OP1105 22,50 (a;n) 19,23 (ab; r) 24,40 & 19,63 (ab; r) 24,77 (&

OP1109 16,97 (ar) 20,17 (ab; r) 19,83 (ab; r) 20,07 (ab; r) 16,90 (ar)

Ariete 15,83 (ar) 12,00 (b; 1) 13,73 (b; 1) 18,20 (ab; r) 16,57 (&

SL02 ATO Albatros 19,13 (a;r) 19,40 (ab; r) 22,30 (ab; r) 21,60 (ab; r) 21,40 (ar)
OP1105 22,50 (ar) 19,03 (ab; r) 17,80 (ab; r) 23,23 (ab; r) 22,80 (&

OP1109 16,97 (a,1) 17,53 (ab; 1) 18,90 (ab; 1) 20,47 (ab; 1) 19,63 (a;r)
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A Pn, na variedade Ariete sem a adubac¢é&o de fundo, ndo revelou diferengas significativas
entre as diferentes concentracées (4, 20, 30 e 60 g Se hal). Nas plantas com Se de fundo (bloco
SL02), as aplicacdes de Se foliar ndo apresentaram uma resposta positiva, apesar das duas
concentragdes mais altas mostrarem uma Pn superior as concentragcdes mais baixas (ainda que
sem diferenga significativa). As fontes de Se (selenito ou selenato) induziram respostas
semelhantes em todos os casos; apenas na dose 4 g Se ha?! se verificaram diferengas
significativas entre o bloco SLO1 ITO e os blocos SL02 ATO e ITO (Tabela 3.4). Em Albatros,
independentemente da ocorréncia de adubacé&o de fundo com Se, constatou-se que ndo existem
diferencas significativas entre as plantas em todas as concentracdes de Se aplicadas ao nivel
foliar. Nas plantas sem Se de fundo (SL0O1), a aplicag&o foliar de Se induziu 0 aumento da Pn,
tanto com aplicacdo de selenito, como com selenato (ainda que as diferencas nao sejam
significativas). Ja nas plantas com adubacéo de fundo (SL02), ndo ocorreu uma resposta positiva
a aplicagéao foliar, porém, a aplicacao foliar de selenato pareceu estimular a Pn. Nas plantas
OP1105 sem adubacao de Se de fundo, em geral a aplicacéo foliar aumentou a Pn até 20 g Se
ha. No bloco com adubacao de fundo, observou-se uma oscilagao da Pn entre os tratamentos,
sendo decrescente nalguns casos, contudo estes nao foram significativos. As aplicagdes foliares
de selenito parecem nao provocar efeitos positivos no genétipo OP1109, tanto no bloco SLO1,
como no bloco SLO2. Note-se, contudo, que as aplicacdes de selenato promoveram o aumento
crescente de Pn (i.e., com 30 e 60 g Se hal).

As taxas de respiracdo correlacionam-se diretamente com as fases de desenvolvimento
da planta, temperatura do ar, a concentracao foliar de azoto, e a disponibilidade de &gua no solo
(Lee et al., 2005; Souza et al., 2008; Habermann et al., 2011). O equilibrio entre as taxas de
respiracdo e da fotossintese tém uma influéncia direta sobre a producao vegetal (Souza et al.,
2008; Fagan, et al., 2010). Prevaleceu uma variacdo diminuta entre os 4 gendétipos relativamente
ao comportamento fotossintético, com e sem adubacgdo de fundo. Verificou-se ainda que, os
tratamentos com Se nao afetaram, de um modo geral, as taxas da fotossintese. O limite entre os
niveis benéfico e fitotdxico de Se € muito estreito, e ambos induzem alteragdo no crescimento
da planta e sua fisiologia (Hawrylak-Nowak et al., 2015), porém subsistem evidéncias de que o
Se em concentragBes relativamente baixas pode ser um elemento benéfico para plantas,
atuando eventualmente como antioxidante e / ou um agente de promoc¢do do crescimento
(Garcia-Bafiuelos et al., 2011). O Se é incorporado na cadeia alimentar, principalmente, através
de plantas de cultivo e assim a quantidade de Se na cadeia alimentar é estritamente dependente
dos respetivos teores no solo, bem como, nas partes comestiveis de plantas (Hartikainen, 2005).
Contudo, a fotossintese, um processo metabdlico fundamental e critico no desenvolvimento da
planta, é muito sensivel em condi¢6es edafoclimaticas desfavoraveis (Laspina et al., 2005; Gill
etal., 2013). Tem sido bem documentado que a fitotoxicidade de Se varia entre culturas agricolas
(Lyons et al., 2005 b). De fato, concentragdes nao toxicas de Se tém efeitos positivos também
sobre a acumulacao de glicidos e, eventualmente, sobre a formacgéo de rendimento (Turakainen
et al. 2004). Outros estudos também revelaram que o Se promove o crescimento de arroz (Liu

et al., 2004), e do sorgo (Djanaguiraman et al., 2010). No entanto, o0 excesso de Se é geralmente
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toxico para as plantas, exceto para plantas Se-hiperacumuladoras (Van Hoewyk, 2013). Plantas
submetidas a stresse com Se exibem alteracdes fisiolégicas, nomeadamente, o crescimento
atrofiado raiz, biomassa reduzida, clorose, reducéo da eficiéncia fotossintética e, ainda necrose
(Van Hoewyk, 2013). Outros estudos relataram que o Se melhora a capacidade antioxidante das
plantas (Hartikainen et al., 2000). Ainda, Feng et al. (2013) descobriram recentemente que o Se
provoca efeitos protetores sobre plantas contra stresses abioticos. Quando as plantas sao
sujeitas a stresse ambiental, os cloroplastos sdo danificados, levando a alteracdes nas taxas da
fotossintese. Contudo, a adicdo de niveis adequados de Se pode atenuar eventuais danos nos
cloroplastos e incrementar o teor de clorofila (Hartikainen et al., 2000; Malik et al., 2012). Aponte-
se que neste estudo as variedades / genétipos cultivados em bloco sem adubacéao de fundo, que
apresentaram taxa fotossintética liquida mais elevada, também apresentaram maior peso de mil
grédos (PMG). Zhang et al. (2014) sugeriram que as mudancas, tanto no sistema fotossintético,
como no contelido de Se grado, estariam intimamente associados com a aplicacéo de Se e que
um aumento da respetiva concentracdo no arroz poderd estimular a fotossintese e
concomitantemente aumentar assim a produtividade em gréos de arroz. Percival e Fraser (2001)
confirmaram que a fotossintese desempenha um papel central na biossintese da planta,
proporcionando uma ligagdo interativa entre o metabolismo interno da planta e do seu ambiente
externo, e 0s sintomas iniciais de stresse ambiental s@o claramente detetaveis devido a
alterag8es na fotossintese. Neste ensaio os valores de Pn variaram entre 12 — 25 (umol COz m-
2 s1), sendo semelhantes aos descritos por Centritto (2009), que avaliou as caracteristicas
agrondmicas e fisiolégicas de 8 gendtipos de arroz. Por outro lado, Lorengoni (2013), que avaliou
9 gendtipos de arroz sob condi¢cdes normais de cultivo, encontrou valores abaixo dos descritos
neste ensaio (entre 9,83 — 16,88 umol CO2 m2 s1), sugerindo que correlacdes genéticas e fatores

ambientais terdo sido determinantes na evolugéo de taxas de assimilagéo inferiores.
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Na tabela 3.5 sdo apresentados os valores de gs em 4 gendétipos, submetidos a 5 tratamentos com Se (selenito e selenato)
em blocos sem e com adubacédo de fundo (SLO1 e SL0O2, respetivamente). As plantas encontravam-se na fase de enchimento do

grao.

Tabela 3.5. Condutancia estomética (gs) em 4 genotipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 5
tratamentos, cultivados em 2 blocos sem e com adubacéo de fundo, (SLO1 e SLO2, respetivamente). Valores médios (n = 3) com letras (a — h) iguais
na coluna e letras (r, s, t) iguais na linha, indicam auséncia de diferencas significativas entre si, de acordo o teste de Tukey (a = 0,05).

gs (mmol H,O m2s?)
Bloco Genotipo 0g Se hat 4 g Se hat 20 g Se ha' 30 g Se ha' 60 g Se ha'
Ariete 87,67 (ab; 1) 33,33 (cd; st) 46,33 (bed; s) 101,67 (b; 1) 16,00 (f; ©)
SLO1 ITO Albatros 78,33 (bc; ) | 10,00 (d; t) 42,00 (cd; s) 46,33 (defg; s) 48,00 (abcdef; s)
OP1105 44,33 (cd;s) | 35,00 (cd; s) 41,33 (cd; s) 192,33 (&) 17,67 (ef; s)
OP1109 | 114,00 (a;n) 59,00 (abc;st) | 32,00 (de; 1) 36,00 (efgh; st) 63,00 (ab; s)
Ariete 87,67 (& 14,00 (d; s) 35,67 (de; s) 95,67 (b; 1) 22,33 (cdef; s)
SLOL ATO Albatros 78,33 (bc;r) | 20,67 (d; s) 31,00 (de; s) 47,67 (defg; s) 36,00 (bcdef; s)
OP1105 44,33 (cd; s) 38,33 (bcd; s) 48,33 (abcd; s) 121,33 (b; ) 25,67 (cdef; s)
OP1109 | 114,00 (&) 36,33 (cd; t) 81,00 (ab; s) 26,00 (fgh; t) 53,33 (abcd; st)
Ariete 107,67 (&) 38,00 (bcd; s) 4,00 (e; 1) 11,00 (h; st) 19,33 (def; st)
SLO02 ITO Albatros 37,67 (d; s) 40,67 (bcd; s) 82,33 (CHD) 68,33 (bcde; 1) 52,33 (abcde; s)
OP1105 51,33 (cd;s) | 79,33 (a; rs) 54,33 (abcd; s) 83,33 (bc; 1) 56,67 (abc; rs)
OP1109 58,00 (bcd;r) | 56,33 (abc; 1) 73,00 (abc; 1) 57,00 (cdef; r) 66,33 (ab; r)
Ariete 107,67 (&) 9,33 (d; s) 4,00 (e;s) 15,33 (gh; s) 18,00 (ef; s)
SLO2 ATO Albatros 37,67 (d; r) 59,33 (abc; 1) 65,00 (abcd; 1) 51,33 (cdef; r) 61,33 (ab; r)
OP1105 51,33 (cd; 1) 72,33 (ab; r) 59,33 (abcd; 1) 79,33 (bcd; 1) 73,00 (a;r)
OP1109 58,00 (bcd; r) | 61,00 (abc; 1) 72,00 (abc; 1) 51,33 (cdef; r) 72,33 (ar)
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Na variedade Ariete, em quase todos os tratamentos de biofortificacdo, verificou-se uma
reducao de gs em relacéo ao controlo. A gs face a aplicacgao foliar diminuiu (exceto na dose 30
g Se hal), independentemente de ser selenito ou selenato. No entanto, sem Se de fundo, a gs
foi consistentemente mais elevada. Ao contrario de Ariete, em Albatros a adubacéo de fundo
promoveu a reducdo da gs em condi¢cbes controlo. Paralelamente, observou-se um aumento
progressivo de gs com crescentes teores de Se (20 e 30 g Se hal) na forma de selenito no bloco
SL02. Nas plantas sem adubacao de fundo, com a aplicacdo foliar, a gs decresceu de forma
similar para o selenito e selenato, de modo significativo nos tratamentos com 4, 20, 30 e 60 g Se
hal. Constatou-se que no genétipo OP1105, sem e com adubacdo de fundo, a gs nao foi
significativamente afetada pela aplicacdo foliar no genétipo OP1105, exceto a 30 g Se ha'l, em
que os valores ficaram muito acima da média. No bloco SL02, a gs apresentou valores mais
elevados, para qualquer das concentracdes foliares aplicadas. No gendtipo OP1109, sem
adubacao de fundo, a aplicacéo foliar (selenito e selenato) inibiu significativamente a gs em todos
os tratamentos face ao controlo. Com adubagéo de fundo, a gs néo foi alterada apds a aplicacéo
das concentrag@es foliares utilizadas. Os gendtipos com valores mais elevados de condutancia
estomética parecem evidenciar uma maior toleréncia ao stresse hidrico (Lorengoni, 2013). A gs
é proporcional ao nimero e tamanho dos estomas e ainda a area do ostiolo, caracteristicas que
dependem de outros fatores endégenos e ambientais (Brodribb e Holbrook, 2003), e séo
fundamentais para a transpiracdo e a fotossintese. A gs e a transpiragdo estdo estreitamente
relacionadas com a fotossintese na folha do arroz (Kanemura, 2005). De acordo com Taylaran
et al. (2011), o elevado rendimento da variedade de arroz Takanari foi causada pela maior
condutancia estomatica, que tera sido responsavel por uma elevada taxa de fotossintese na
folha. Aponte-se ainda que Habataki, outra variedade de arroz de alto rendimento, tende a exibir
uma maior capacidade fotossintética da folha, a par da sua maior condutancia estomética (Adachi
etal., 2011). Neste estudo observaram-se valores bastante elevados de gs no gen6tipo OP1109,
na maioria das concentragdes, incluindo o controlo, tanto nas formas de selenito ou selenato.
Paralelamente, verificou-se que a Pn também possuia valores que se destacaram entre os mais
elevados, face aos restantes genétipos, ainda que mais fortemente no bloco sem adubagéo de
fundo (SLO1). Estes fatores parecem ter influenciado o PMG deste genétipo, que apresentou
valores acrescidos face aos outros genétipos. Note-se ainda que o controlo estomatico regula os
fluxos de CO: e de 4gua em resposta a estimulos ambientais e bioquimicos. Em principio, os
aumentos na gs podem permitir as plantas em condi¢des de regadio, aumentar a captacédo de
CO: e, assim as taxas da fotossintese (Willmer e Fricker, 1996).

Em plantas que crescem com elevadas intensidades de luz, o Se parece neutralizar a
senescéncia relacionada com o stresse oxidativo e mantém a cor verde da folha (Xue et al.,
2001). Assume-se que a estimulacdo do sistema antioxidante, decorrente do acréscimo de Se,
podera aumentar a tolerdncia das plantas ao ambiente de tensbes e, assim, melhorar o
crescimento e produtividade. De fato, tem sido referenciado que uma alternativa para melhorar
a tolerdncia de culturas a stresses ambientais consiste no aumento a sua capacidade
antioxidante (Bowler et al., 1992). O Se também foi apontando com um elemento benéfico em
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situacdes de stresse oxidativo causado por metais pesados, pois este stresse pode ser
provocado por um desequilibrio grave de células entre a producdo de espécies reativas de
oxigénio e a cinética das enzimas antioxidantes, evoluindo assim para desordens fisiolégicas que
podem induzir a senescéncia e morte celular. Saidi et al. (2014) demonstraram ainda que o Se
alivia o stresse oxidativo induzido por Cd, atuando na diminuicdo da peroxidacéao lipidica e na

melhoria da capacidade de eliminacao de espécies reativas de oxigénio.
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Na tabela 3.6 sdo apresentados os valores de Tr em 4 genétipos, submetidos a 5 tratamentos com Se (selenito e selenato)

em blocos sem e com adubacédo de fundo (SLO1 e SLO2, respetivamente). As plantas encontravam-se na fase de enchimento do

grao.

Tabela 3.6. Transpiracéo (Tr) em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 5 tratamentos,
cultivados em 2 blocos sem e com adubacao de fundo, (SLO1 e SL02, respetivamente). Valores médios (n = 3) com letras (a — i) iguais na coluna
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e letras (r — u) iguais na linha, indicam auséncia de diferencas significativas entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Tr (mmol H,O m?s?)

Bloco Genotipo 0g Se ha' 4 g Se hat 20 g Se ha't 30 g Se ha't 60 g Se hat
Ariete 2,28 (bc; rs) 1,21 (bcd; tu) 1,63  (bcd; st) 2,66 (abcd; 1) 0,62 (g;v)
SLO1ITO Albatros 2,06 (bc; 1) 0,39 (de; 1) 1,29 (d; s) 1,65 (fgh; rs) 1,68 (def; rs)
OP1105 1,43 (c; s) 1,13 (bcd; st) 1,35 (cd; s) 3,41 (&) 0,63 (g; 1)
OP1109 3,34 (a;n) 2,03 (a; s) 1,27 (d; t) 1,32 (ghi; t) 2,20 (abcd; s)
Ariete 2,28 (bc; r) 0,55 (cde; t) 1,31 (d; s) 2,51 (bcde; 1) 0,82 (g; st)
SLOL ATO Albatros 2,06 (bc; 1) 0,79 (bcde; t) 1,05 (d; st) 1,67 (efg; s) 1,33 (efg; st)
OP1105 1,43 (c; st) 1,25 (bc; st) 1,67 (bcd; s) 2,67 (abcd; r) 0,89 (fg; t)
OP1109 3,34 (a;r) 1,29 (bc; tu) 2,56 (a; s) 0,99 (hi; u) 1,92 (cde; st)
Ariete 3,19 (a;r) 1,30 (bc; s) 0,03 (e; 1) 0,48 @i; ©) 0,82 (9;9)
SL02 ITO Albatros 1,51 (bc; s) 1,54 (b; s) 2,87 (a;r) 2,51 (bcde; 1) 2,05 (bcde; s)
OP1105 1,97 (bc; s) 2,83 (a;rn) 2,15 (abc; s) 3,09 (ab; 1) 2,26 (abcd; s)
OP1109 2,33 (b; r) 2,29 (EH) 2,92 (arn) 2,39 (bcdef; r) 2,71 (bcd; 1)
Ariete 3,19 (&) 0,23 (e; st) 0,00 (e;t) 0,68 (i; s) 0,78 (g;s)
SLO2 ATO Albatros 1,51 (bc; s) 2,23 (EH) 2,47 (ab; r) 2,03 (defg; rs) 2,27 (abcd; r)
OP1105 1,97 (bc; t) 2,73 (a; rs) 2,22 (ab; st) 2,93 (abc; 1) 2,80 (ab; rs)
OP1109 2,33 (b; rs) 2,40 (a; rs) 2,90 (a; rs) 2,19 (cdef; s) 2,98 (ar)
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Para a variedade Ariete, verificou-se que em condi¢des controlo, a Tr apresentou valores
mais elevados no bloco com adubacao de fundo (SL02). No entanto, quando esta foi conjugada
com adubacéo foliar, constatou-se um decréscimo significativo na Tr. Sem adubacao de fundo a
Tr respondeu a aplicacdo foliar de forma decrescente (exceto na dose 30 g Se hal),
independentemente da aplicagdo de selenito ou selenato. Acresce que, sem aplicacdo de fundo,
a Tr foi mais elevada para a maioria dos tratamentos. Na variedade Albatros, sem adubacéo de
fundo, verificou-se que a aplicacéo foliar provocou um decréscimo da Tr, relativamente as plantas
controlo, mas com diferencas significativas apenas nas concentragdes (4 e 20 g Se ha). Por
oposicao a Ariete, a aplicacao de fundo nédo decresceu a Tr, pois na maioria das concentragoes
apresentou aumentos significativos, similares para selenito ou selenato. Nas plantas do genétipo
OP1105, nos blocos com ou sem adubacédo de fundo, foi possivel observar algumas variacdes
nas respetivas aplicacdes das concentracdes de Se. No bloco SLO1, sem adubacéo de fundo,
para o selenito ou selenato, observou-se um aumento bastante significativo da Tr com a
aplicacéo de 30 g Se hal. Comportamento semelhante ocorreu com as plantas do bloco SL02,
com adubacéo de fundo, nas duas formas de Se (selenito e selenato). No bloco sem adubagéo
de fundo (SLO1), a aplicacgéo foliar inibiu significativamente a Tr, em todas as concentragfes do
gendtipo OP1109. No bloco SL02, com adubacgéo de fundo, as aplicagdes das concentracdes de
Se ndo implicaram em quaisquer altera¢gdes neste gendtipo (exceto entre as dose 30 e 60 g Se
ha' selenato), que apresentaram diferencas significativas entre si. A maior intensidade
transpiratéria pode néo indicar, necessariamente, menor eficiéncia no uso da agua pela planta.
A maior perda de agua por transpiracdo pode decorrer da maior necessidade da planta para
incorporar CO2, em funcéo da alta atividade fotossintética que ela pode apresentar (Concenco et
al., 2009).

A &gua é perdida por transpiracdo através dos estomas. O controlo da abertura
estoméatica depende de uma série de fatores, destacando-se a radiagédo solar, o nivel de CO2 no
mesofilo, a humidade relativa, o potencial hidrico, a par de outros de menor magnitude,
nomeadamente, 0 vento, as substancias de crescimento e ritmos endégenos proprios de cada
espécie (Concenco et al., 2009). A variedade Ariete (na concentragcdo mais elevada 60 g Se ha-
1) apresentou os valores mais baixo de Tr (Tabela 3.10) nos dois blocos de cultivo (SLO1 e SL02),
0 que se traduziu numa maior eficiéncia do uso da agua (Tabela 3.21). Segundo Kuznetsov et
al. (2003), apesar de ainda ndo subsistirem provas definitivas sobre a importancia do Se para as
plantas, ndo ha divida de que a protecéo conferida por este nutriente ndo é limitada apenas ao
seu efeito antioxidante. De fato, este efeito podera ser polifuncional, podendo ser alargado a
varios processos fisioldgicos, destacando-se, o estado hidrico das plantas. Foi demonstrado por
esses autores, que no trigo, em condicfes de seca, 0 Se assegurou a retencdo de agua.
Portanto, parece poder concluir-se a partir desse estudo que o efeito protetor de Se nas
condicdes de deficiéncia de dgua é dirigido para uma maior de absor¢cdo de 4gua a partir do solo
(como resultado da estimulacao de captacao agua pela raiz). O declinio da transpiracdo esta
associado ao fecho dos estomas, e variagdes na abertura estomética causam alteragdes no

potencial hidrico, por atuarem sobre a transpiragéo (Brodribb e Hill, 2000). A planta tende a fechar
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os estomas quando os niveis de luz estao abaixo da radiacao fotossinteticamente ativa, ou para
evitar o stresse hidrico (Cochard et al., 2002). Segundo Concenco et al. (2009), todos esses
parametros estdo ligados a relacdo de custo / beneficio, pois a transpiracdo também é um
mecanismo que possibilita a diminuicdo da temperatura. A selecao de cultivares estaveis e
adaptadas as condi¢bes edafoclimaticas proporcionam incrementos no rendimento da cultura.
As cultivares de arroz apresentam diferencas na eficiéncia e requisitos hidricos, sendo distintos
na resposta fisiolégica a stresses abioticos (Machado, 1996). Observou-se neste estudo uma

grande variacéo genotipica principalmente nas concentragfes de Se mais elevadas.
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Na tabela 3.7 sdo apresentados os valores de iIWUE em 4 gendtipos, submetidos a 5 tratamentos com Se (selenito e
selenato) em blocos sem e com adubacdo de fundo (SLO1 e SLO2, respetivamente). As plantas encontravam-se na fase de

enchimento do gréo.

Tabela 3.7. Eficiéncia instantanea do uso da agua (i\WUE) em 4 gendétipos de arroz submetidos a biofortificacéo de Se (selenito — ITO e selenato
— ATO) com 5 tratamentos, cultivados em 2 blocos sem e com adubacao de fundo, (SLO1 e SLO2, respetivamente). Valores médios (n = 3) com
letras (a — d) iguais na coluna e letras (r, s, t) iguais na linha, indicam auséncia de diferencas significativas entre si, de acordo com o teste de Tukey
(o =0,05).

iIWUE (umol CO,)/(mmol H,0)
Bloco Genotipo 0g Se ha' 4 g Se ha't 20 g Se ha't 30g Se hat 60 g Se ha'
Ariete 0,156 (a; s) 0,749 (bc; s) 0,412 (c;s) 0,173 (bc; s) 1,435 (a;r)
SLO1 ITO Albatros 0,197 (a;s) 1,647 (& 0,605 (c; s) 0,397 (bc; s) 0,412 (bcd; s)
OP1105 0,431 (a; s) 0,616 (bc; rs) 0,558 (c; rs) 0,092 (c; rs) 1,024 (abc; 1)
OP1109 0,192 (&rn 0,329 (bc; ) 0,753 (c;n) 0,575 (b; r) 0,262 (d; r)
Ariete 0,156 (a; s) 1,582 (&) 0,568 (c; s) 0,189 (bc; s) 1,018 (abc; )
SLO1 ATO Albatros 0,197 (a; s) 1,047 (ab; r) 0,666 (c; rs) 0,503 (bc; rs) 0,576  (bcd; rs)
OP1105 0,431 (a;rs) | 0,554 (bc; rs) 0,409 (c; rs) 0,128 (bc; s) 0,805 (abcd;r)
OP1109 0,192 (a; s) 0,664 (bc; rs) 0,284 (c; rs) 0,846 (ab; r) 0,456  (bcd; rs)
Ariete 0,149 (a; 1) 0,400 (bc; st) 2,52 (b; r) 1,426 (a; s) 1,079 (ab; s)
SL02 ITO Albatros 0,519 (&) 0,479 (bc; 1) 0,238 (c;n) 0,258 (bc; 1) 0,318 (cd; r)
OP1105 0,443 (& n 0,246 (c;n 0,451 (c;n) 0,236 (bc; r) 0,444 (bcd; r)
OP1109 0,296 (& 0,371 (bc; ) 0,282 (c;n) 0,352 (bc; r) 0,255 (d; r)
Ariete 0,149 (a; u) 1,793 (a; s) 3,473 (& n 1,355 (a; st) 0,925 (abcd; t)
SLO2 ATO Albatros 0,519 (a; 1 0,328 (bc; 1) 0,346 (c; 1) 0,435 (bc; 1) 0,359 (bcd; r)
OP1105 0,443 (& n 0,261 (c;n 0,301 (c;1) 0,296 (bc; 1) 0,317 (cd;r)
OP1109 0,296 (&) 0,287 (c;n 0,264 (c;n 0,401 (bc; 1) 0,271 (d; r)
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Os valores de iIWUE subiram em Ariete, com a aplicacdo de Se mais elevada, sendo os
mais elevados observados nas plantas cultivadas com adubacédo de fundo, principalmente com
20 e 30 g Se ha! (aplicagOes de selenito). Na variedade Albatros, os valores de iWUE subiram
na generalidade, em todas as concentracdes do bloco SLO1, embora sem diferencas
significativas (exceto com 4 g Se ha selenito). O bloco com adubacédo de fundo, apesar das
oscilagdes, nao revelou alteragdes significativas. No genétipo OP1105, apenas no bloco SLO1,
com aplicacfes de selenito, foram observadas diferencgas significativas, mais acentuada entre o
controlo e 60 g Se hal. Sem a adubagéo de fundo (SLO1), o gendtipo OP1109, revelou um ligeiro
aumento da IWUE com as aplicacdes foliares de Se, tendo sido significativo na aplicacdo de
selenato com 30 g Se hal. Com adubacéao de fundo (SL02), verificaram-se pequenas flutuacées
que, no entanto, nao foram significativas.

Culturas mais eficientes no uso da agua podem proporcionalmente produzir uma maior
quantidade de matéria seca por grama de agua transpirada. O uso mais eficiente da agua esta
diretamente relacionado com o controlo estomatico, pois, com o influxo de CO: para a
fotossintese, a dgua € perdida por transpiracdo com intensidade variavel, dependendo do
gradiente de potencial hidrico entre a superficie foliar e a atmosfera (Concenco et al., 2007). Para
Jaimez et al. (2005), a relacdo entre a fotossintese e a transpiracdo indica a eficiéncia
instantanea no uso de agua (IWUE), em que os valores observados relacionam a quantidade de
carbono que a planta fixa, por cada unidade de agua que perde. As redugdes significativas em
gs nas aplicagGes com 60 g Se hal provocaram um incremento na eficiéncia intrinseca no uso
da agua. As variedades e genétipos que apresentaram reducdes significativas na Tr com a
méaxima aplicacao de Se (60 g Se hal) também foram as que apresentaram maior iIWUE. Aponte-
se que este resultado prevaleceu em plantas do bloco SLO1. O efeito contrario também se
confirmou, tendo as plantas que apresentaram maior transpiracdo, revelado um menor iWUE,
sobretudo no bloco SLO1 com aplicacdes de 30 g Se ha? (em ambas as formas de Se). Portanto,
a manutencdo de elevadas taxas fotossintéticas associadas a menores valores de gs e Tr sdo
caracteristicas de plantas tolerantes a menor disponibilidade de agua no solo, aspeto que se
reflete numa maior iIWUE (Ma et al., 2004).

O potencial de 4gua decresce induzido pela exposicdo a condiges ambientais extremas,
induzindo distarbios nas rea¢Bes quimicas do metabolismo celular, e também insuficiéncia de
processos fisiolégicos integrais que determinam a capacidade das plantas para sobreviverem
quando expostas a fatores de stresse prejudiciais, tais como stresse hidrico ou toxicidade por
metais (Kuznetsov et al., 2003). Neste estudo, por se tratar de um ensaio realizado sob condicdes
de alagamento, ndo se verificou stresse hidrico nas plantas. Acresce ainda que, as
concentracdes de Se aplicadas ao nivel foliar também n&o provocaram alteragcdes no

desenvolvimento da planta.
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3.1.5. Parametros da Producéo

Na cultura do arroz os principais componentes da producéo séo o n° de plantas por area
(que nao foi objeto de estudo), o nimero de graos por panicula e o peso de 1000 gréaos (Castelo,
2009). Aponte-se que o0 peso de gréos é dependente da quantidade de fotoassimilados que é
translocada para o enchimento de gréos, estando, portanto, relacionado com a taxa fotossintética
(CO2) e com a duracéo desta fase (em correlac@o estreita com a temperatura) (Walter et al.,
2010).

3.1.5.1. Panicula e Graos Integrais

Nas figuras 3.4 — 3.9 apresentam-se os dados referentes aos parametros da producédo

no ensaio de campo (SL01) do primeiro ano (2013).
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Figura 3.4. Peso da panicula (g) em 4 genotipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se (selenito) em
5 tratamentos, cultivados no bloco sem adubacao de fundo (SLO1). Valores médios + SE (n = 12) com
letras (a) iguais para o mesmo gendtipo indicam auséncia de diferencas significativas entre
concentracgdes, e as letras (r, s) iguais entre os gendétipos apontam auséncia de diferencas significativas
para a mesma concentracao de selenito, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).
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Figura 3.5. Produgdo do numero de grdos por panicula em 4 genétipos de arroz submetidos a
biofortificacdo de Se (selenito) em 5 tratamentos, cultivados no bloco sem adubacéo de fundo (SLO1).
Valores médios + SE (n = 12) com letras (a) iguais para o mesmo genotipo indicam auséncia de diferencas
significativas entre concentragfes, e as letras (r, s) iguais entre 0s gendtipos apontam auséncia de
diferencas significativas para a mesma concentracdo de selenito, de acordo com o teste de Tukey (a =
0,05).
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Figura 3.6. Peso dos gréos por panicula (g) em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificacdo de
selénio (selenito) em 5 tratamentos, cultivados no bloco sem adubacé&o de fundo (SLO1). Valores médios
+ SE (n = 12) com letras (a) iguais para 0 mesmo gendtipo indicam auséncia de diferencas significativas
entre concentracdes, e as letras (r, s) iguais entre 0s genétipos apontam auséncia de diferencas
significativas para a mesma concentracéo de selenito, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Verificou-se que, para a mesma variedade ou genoétipo, nas diferentes concentracdes de
Se (SLO1 — Selenito) nao hé diferencgas significativas no peso médio das paniculas (Figura 3.4).
No entanto, observaram-se diferengas entre as variedades / genétipos submetidos a diferentes
concentracdes de selenito aplicado na parte area das plantas. O gendétipo OP1109 destacou-se
com os valores mais elevados, constatando-se ainda que nas concentragfes de 4 g Se hal este
gendtipo apresentou diferencas significativas face aos outros genoétipos submetidos a esta
mesma concentracao (Figura 3.4).

Considerando a producdo do numero de graos por panicula (Figura 3.5) constatou-se
ndo ocorreram diferencas significativas nas diferentes concentragfes para a mesma variedade
ou genotipo, entretanto, observaram-se diferengas significativas entre os mesmos nalgumas das
concentracdes. Assim como no peso médio das paniculas, o genétipo OP1109 revelou valores
mais elevados, com diferencas significativas no controlo face a Albatros e OP1105 e,
adicionalmente, nas concentracGes 4 e 20 g Se hal, o OP1109 diferiu significativamente do
genotipo OP1105.

Constatou-se ainda que (Figura 3.6) a biofortificacdo com selenito sem adubacé&o de
fundo, néo influenciou no peso médio dos graos, porém detetaram-se diferencas significativas
entre as variedades / genétipos, sendo que, OP1109, tal como observado nos parametros
anteriores, se manteve com os melhores indices (e para a maioria dos tratamentos apresentou

diferencas significativas em rela¢éo ao genotipo OP1105).
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Figura 3.7. Peso da panicula (g) em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se (selenato)
em 5 tratamentos, cultivados no bloco sem adubacao de fundo (SLO1). Valores médios + SE (n = 12) com
letras (a, b) iguais para o mesmo gendtipo indicam auséncia de diferencas significativas entre
concentrages, e as letras (r, s) iguais entre os gendtipos apontam auséncia de diferengas significativas
para a mesma concentracao de selenato, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).
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Figura 3.8. Produgdo do nimero de grdos por panicula em 4 gendtipos de arroz submetidos a
biofortificacéo de selénio (selenato) em 5 tratamentos, cultivados no bloco sem adubacao de fundo (SLO1).
Valores médios + SE (n = 12) com letras (a, b) iguais para o0 mesmo genétipo indicam auséncia de
diferencas significativas entre concentracdes, e as letras (r, s) iguais entre os genétipos apontam auséncia
de diferencas significativas para a mesma concentracéo de selenato, de acordo com o teste de Tukey (a
=0,05).
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Figura 3.9. Peso dos grdos por panicula (g) em 4 genotipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se
(selenato) em 5 tratamentos, cultivados no bloco sem adubacéo de fundo (SLO1). Valores médios + SE
(n = 12) com letras (a, b) iguais para o0 mesmo genotipo indicam auséncia de diferengas significativas
entre concentragles, e as letras (r, s, t) iguais entre os gendtipos apontam auséncia de diferencas
significativas para a mesma concentragéo de selenato, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).
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Considerando o peso da panicula nas aplicagdes com selenato (Figura 3.7), observaram-
se diferencas significativas entre as concentracdes, apenas para o genétipo OP1109, onde a
maxima concentracdo 60 g Se ha difere de forma significativa das restantes aplicacdes de
selenato, apresentando o maior valor do peso da panicula.

Equacionando o nimero de grdos por panicula (Figura 3.8), observou-se que em
condi¢bes controlo a variedade Albatros apresentou o maior de numero de grdos. Quando
comparadas as concentracfes na mesma variedade / genétipo, Albatros apresentou uma
reducdo significativa nas concentracdes 4, 30 e 60 g Se hal. Por oposicao ao Albatros, o
gendtipo OP1109 apresentou os valores mais elevados quando foi aplicada a méaxima
concentracao de Se.

Relativamente ao peso dos grdos (Figura 3.9), ndo se verificaram diferencas
significativas entre as concentracdes do mesmo genotipo, exceto para o gendtipo OP1109 (neste
caso a concentracao 60 g Se ha' apresentou os melhores resultados para o peso dos graos).
Ao compararmos 0s genétipos entre si nas diferentes concentracdes, observou-se que apenas

para as aplicacdes 30 e 60 g Se hal se encontraram diferencgas significativas.

A seguir sdo apresentados os resultados da producéo de gréos nas variedades /
gendtipos de arroz submetidos a biofortificacdo natural em Se com aplicacéo foliar de selenito
ou selenato nas concentracdes Controlo, 4, 20, 30 e 60 g Se ha' e com adubacdo de fundo

(Bloco SL02). Os resultados expressam a média de 12 paniculas por genétipo e por

concentracao.

T a,r ars . a,r
& 3 arsars A 4% ar arsars 7 ar  ars as
— a,s a,s a,s ! a,s
o a,s
g2t
o
31 |
o

0

controlo 4 20 30 60
g Se ha™

[ Ariete @ Albatros EOP1105 M@E@OP1109

Figura 3.10. Peso da panicula (g) em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificacéo de Se (selenito) em
5 tratamentos, cultivados no bloco com adubacéo de fundo (SL02). Valores médios + SE (n = 12) com letras
(a) iguais para 0 mesmo gendtipo indicam auséncia de diferencas significativas entre concentragdes, e as
letras (r, s) iguais entre os genétipos apontam auséncia de diferencas significativas para a mesma
concentragdo de selenito, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).
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Figura 3.11. Produgdo do nimero de grdos por panicula em 4 gendtipos de arroz submetidos a
biofortifica¢éo de Se (selenito) em 5 tratamentos, cultivados no bloco com adubacédo de fundo (SL02).
Valores médios + SE (n = 12) com letras (a, b) iguais para 0 mesmo genotipo indicam auséncia de
diferencas significativas entre concentracdes, e as letras (r, s, t) iguais entre os gendtipos apontam
auséncia de diferencas significativas para a mesma concentracéo de selenito, de acordo com o teste de
Tukey (a = 0,05).
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Figura 3.12. Peso dos gréos por panicula (g) em 4 genotipos de arroz submetidos a biofortificagdo de
selénio (selenito) em 5 tratamentos, cultivados no bloco com adubacéo de fundo (SL02). Valores médios
+ SE (n = 12) com letras (a) iguais para 0 mesmo gendtipo indicam auséncia de diferencas significativas
entre concentragdes, e as letras (r, s, t) iguais entre os gendtipos apontam auséncia de diferencas
significativas para a mesma concentragéo de selenito, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Relativamente ao peso da panicula, as plantas submetidas a aplicacdo de selenito com
adubacdo de fundo (Figura 3.10), ndo se observaram diferencas significativas entre as 4
concentracdes aplicadas e o controlo, para a mesma variedade / gendtipo. Por outro lado, ao
compararmos os 4 entre si, observou-se que a variedade Ariete diferiu significativamente do
Albatros em todas as aplicacGes, exceto com 60 g Se hal.

A Ariete apresentou o nimero mais elevado de graos por panicula em condi¢des controlo
(Figura 3.11), contudo nd@o se detetaram diferencas significativas entre as diversas
concentracdes de selenito aplicada. A Albatros manteve-se inalterado nas diversas
concentracdes, ja o OP1105 e o OP1109 apresentaram redugfes, face ao controlo, nos

tratamentos 30 g Se hale 60 g Se ha'?, respetivamente (Figura 3.11).
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A Ariete, que apresentou o maior nimero de grdos, também foi a variedade que
apresentou o valor mais elevado no peso dos gréaos (Figura 3.12), mas as diferengas ndo foram
significativas face aos genétipos OP1105 e OP1109, exceto nos tratamentos com 30 g Se hal e
60 g Se hal, respetivamente. Nao se observaram diferengas significativas entre as

concentracdes de selenito para 0 mesmo gendétipo.
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Figura 3.13. Peso da panicula (g) em 4 genétipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se (selenato)
em 5 tratamentos, cultivados no bloco com adubagéo de fundo (SL02). Valores médios + SE (n = 12) com
letras (a, b) iguais para o0 mesmo gendtipo indicam auséncia de diferencas significativas entre
concentrages, e as letras (r, s) iguais entre os gendtipos apontam auséncia de diferengas significativas
para a mesma concentracao de selenato, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).
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Figura 3.14. Produgdo do nimero de grdos por panicula em 4 genotipos de arroz submetidos a
biofortificacdo de Se (selenato) em 5 tratamentos, cultivados no bloco com adubac&o de fundo (SL02).
Valores médios + SE (n = 12) com letras (a, b) iguais para 0 mesmo genotipo indicam auséncia de
diferencas significativas entre concentracdes, e as letras (r, s) iguais entre os genétipos apontam auséncia
de diferencas significativas para a mesma concentracédo de selenato, de acordo com o teste de Tukey (a
=0,05).
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Figura 3.15. Peso dos gréos por panicula (g) em 4 genétipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se
(selenato) em 5 tratamentos, cultivados no bloco com adubacéo de fundo (SL02). Valores médios + SE
(n = 12) com letras (a, b) iguais para 0 mesmo genotipo indicam auséncia de diferengas significativas
entre concentragbes, e as letras (r, s) iguais entre os gendtipos apontam auséncia de diferencas
significativas para a mesma concentragdo de selenito, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Relativamente ao efeito da bioforticacdo no peso médio da panicula em plantas
submetidas a aplicacdo foliar de selenato com adubacdo de fundo (Figura 3.13), ndo se
observaram diferencas significativas entre as diferentes concentracdes de Albatros e OP1105,
contudo, observam-se diferencas significativas em Ariete, onde se constatou que as
concentragcdes mais elevadas induziram uma reducéo significativa no peso da panicula. Em
contrapartida, o aumento das concentracdes de selenato favoreceu o genétipo OP1105, que
apresentou pesos médios da panicula mais elevados no tratamento com 30 g Se ha. Tendéncia

similar foi ainda observada relativamente ao nimero de grédos e ao peso médio dos graos.
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3.1.5.2. Peso de Mil Graos

Na tabela 3.8 apresentam-se os dados relativos ao peso de mil graos (PMG) no ensaio

de campo do 1° ano.

Tabela 3.8. Peso de Mil Grédos (PMG) em 4 gendétipos de arroz submetidos a biofortificacéo de Se (selenito
—ITO e selenato — ATO) em 5 tratamentos, cultivados em 2 blocos sem e com adubacéo de fundo (SLO1 e
SL02, respetivamente). Valores médios (n = 4) com letras (a - €) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na
linha, indicam auséncia de diferencas significativas entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Peso de Mil Graos (g)

Bloco | Genétipo 0gsehat 4 g Se hat 20 g Se hat 30 g Se hat 60 g Se ha!
Ariete 24,39 (ab; r) 24,25 (abc; ) 23,97 (abcd; r) 23,06 (bed; 1) 24,1 (abc; 1)
SLO1 Albatros 22,31 (abcd; r) | 21,76 (bcde; 1) 23,18 (abcd; r) 21,74 (cde;r) | 22,29 (bc; 1)
ITO OP1105 22,80 (abcd;r) | 24,84 (abc; ) 25,78 (ab; r) 26,14 (ab;r) 24,41  (abc;r)
OP1109 | 25,69 (ar) 26,13 @ar 26,55 (ar) 27,54 (ar) 27,09  (ar)
Ariete 25,76 (a, 24,22 (abc; r) 24,89 (ab; 1) 24,34 (abc;r) | 24,59 (ab;r)
SLO1 Albatros 21,17 (bcd, s) | 21,01 (cde; s) 21,85 (bcd; rs) 25,12 (abc;r) | 22,50  (bc;rs)
ATO OP1105 24,45 (ab; 1) 25,47 (ab, 1) 25,16 (ab; r) 24,31 (abc;r) | 25,26  (ab;r)
OP1109 25,52 (& 23,79 (abcd; ) 26,41 (& 25,27 (abc;r) | 24,86 (ab; r)
Ariete 22,33 (abcd, r) | 23,13 (abcd; r) 22,47 (abcd; r) 22,86 (bed; 1) 22,87 (abc;r)
SLO2 Albatros 19,89 (cd; rs) 18,76 (e; s) 19,92 (d; rs) 17,82 (e; s) 22,91 (abc;r)
ITO OP1105 23,19 (abc;r) | 22,32  (abcde;r) 23,62 (abcd; r) 23,82 (abcd;r) | 23,40 (abc;r)
OP1109 23,54 (abc; r) 23,16 (abcd; r) 23,18 (abcd; r) 24,04 (abcd; r) | 25,84 (ab; )
Ariete 22,03 (abc;r) | 22,51  (abcde;r) 22,54 (abcd, r) 22,47 (bcd;r) | 22,29 (bc; 1)
SL02 Albatros 18,77 (d; r) 19,84 (de; r) 20,34 (cd; r) 19,78 (de; 1) 20,23 (c;n)
ATO OP1105 25,70 (a;n 22,78  (abcde;r) 23,12  (abcd;r) 23,34 (abcd;r) | 24,21  (abc;r)
OP1109 24,48 (ab; 1) 23,56 (abcd; r) 24,35 (abcd; r) 23,60 (abcd; r) | 25,07 (ab; r)

Relativamente ao efeito das aplicacdes das diferentes concentracfes de selenito (ITO)
ou selenato (ATO) no resultado do PMG, observou-se que a biofortificagdo n&o influenciou o
PMG na maioria dos genétipos, tendo-se verificado que apenas em Albatros (SLO1 ATO) que as
concentracdes mais elevadas induziram um aumento de PMG.

Nas pulverizagBes com selenito (ITO) e com adubacéo de fundo (SL02), este mesmo
genotipo apresentou valores crescentes quando foram aplicadas 60 g Se ha. Por outro lado, a
Albatros, face as outras variedades / genétipos estudados, apresentou os indices do PMG mais
baixos, aspeto que tera decorrido das caracteristicas biométricas do gréo (i.e., grdo mais fino).
Assim como nos pardmetros anteriormente apresentados, o OP1109 destacou-se com valores
mais elevados de producdo, e nalgumas concentracdes diferiu apenas de Albatros que revelou

valores relativamente mais baixos.
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3.1.5.3. Producao Final dos Graos

Equacionando as aplicacfes foliares, para 0 mesmo genoétipo, ndo se verificaram
diferencas significativas relativamente a producédo final de graos entre as concentracbes de
selenito (ITO) ou selenato (ATO). De acordo com a figura 3.16 foi possivel observar que a
adubacao de fundo (SLO2) ndo afetou positivamente o rendimento da producéo final. De fato,
este tratamento induziu uma reducéo da producéo da Albatros face ao bloco sem adubacgéo de
fundo (SLO1). Entre as variedades / gendtipos, a Albatros destacou-se com os rendimentos mais
elevados, e aponte-se ainda que este gendtipo também produziu um maior nimero de graos,
destacando-se, portanto, dos restantes. Acresce ainda que o tratamento estatistico revelou

diferencas significativas, para a Albatros, entre os resultados do bloco SLO1 e SLO2.
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Figura 3.16. Producdo final dos gréos (ton ha') em 4 variedades de arroz submetidos a biofortificagdo de
Se (selenito — ITO e selenato — ATO) em 5 tratamentos, cultivados em 2 blocos sem e com adubagéo de
fundo (SLO1 e SL02, respetivamente). Valores médios (m + SE; n = 4).

O efeito da aplicagdo do selenito (ITO) sem adubacdo de fundo (SLO1) apresentou os
valores mais expressivos, contudo, na maioria dos genétipos essas diferencas ndo foram
significativas relativamente a producao final dos gréos. Neste contexto, os resultados de Ariete,
OP1105 e OP1109 sugerem que, as formas de Se aplicadas e a adubac¢é&o de fundo ndo induzem
alteracdes na producdo. Aponte-se, contudo, que Zhang et al. (2014) reportaram que o
rendimento em grdos aumentou significativamente com a aplicacdo de Se. O maior rendimento
de graos 8,164 ton ha! ocorreu na area tratada com 50 g Se ha! e foi 0,953 ton ha! maiores do
gue a area tratada com 0 g Se hal. No entanto, a medida que foram aplicadas concentracdes
mais altas de Se, os rendimentos de graos diminuiram. Ainda segundo estes autores, 0s

rendimentos de grdos aumentaram significativamente devido ao prolongamento da fase de
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enchimento, e os rendimentos individuais de graos também aumentaram devido a aplicagdo de
Se durante a fase de enchimento. Diferencas significativas nos rendimentos de graos também
foram observadas por Ekanayake et al. (2015), que realizaram um estudo com genétipos de
lentilha (Lens culinaris). Com aplicacdo de baixas concentracbes de Se, estes autores
verificaram que o rendimento dos graos de lentilha e a atividade antioxidante aumentaram em
comparacao com o controlo ndo tratado. Uma possivel explicagdo para o aumento da produgao
de grdos de lentilha, segundo estes autores, pode ser atribuida ao aumento da atividade
antioxidante que poderd proteger o metabolismo da fotossintese. Neste enquadramento
concluiram que a fertilizagdo com selenito sera mais benéfica no aumento da producao de grédo
do que com selenato, no entanto o selenato seria mais benéfico no aumento da concentracao de
Se nas sementes e na atividade antioxidante. Da mesma forma, outros autores também
apontaram um efeito positivo para a aplicacdo de Se em diversas culturas, incluindo batata,
azevém (Lolium perenne L.), alface e mostarda (Brassica rapa L.) (Hartikainen et al., 2000; Lyons
et al., 2009 e Turakainen et al., 2004). Adicionalmente, Poblaciones et al. (2014), ao estudarem
0 comportamento do trigo duro biofortificado com Se, em condi¢cdes mediterranicas, com quatro
concentracdes (0,10, 20 e 40 g ha'), observaram que nenhuma das aplicac6es de Se teve um
efeito significativo depreciativo no rendimento de grdos ou qualidade. Note-se que, para 0s
autores, este aspeto foi considerado relevante, porque seria muito dificil de implementar com
sucesso um programa de biofortificag8o junto dos agricultores, se a produtividade da cultura
fosse menor em consequéncia da aplicacdo de Se.

As respostas das plantas de arroz a aplicagdo de Se tém sido relatadas, destacando-se
diferencas substanciais na produtividade de graos e no teor de Se de diferentes cultivares de
arroz expostas aos mesmos niveis de Se (Geng et al., 2010; Zhang, 2011). Tal fato também foi
observado no nosso estudo, onde se verificou variacao entre as diferentes cultivares expostas

as mesmas condi¢6es de biofortificacéo.
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3.1.6. Mobilizacdo e Acumulacao de Elementos Minerais

3.1.6.1. Concentracéo Total nas Folhas

As plantas retiram o C, o H, e 0 O do ar e da agua, enquanto os demais nutrientes séo
absorvidos, na forma de ides inorganicos, da solucdo do solo, pelas raizes. Em virtude da
quantidade absorvida pelas plantas, os nutrientes essenciais sdo divididos em macronutrientes
(N, P, K, Ca, Mg e S) e em micronutrientes (Zn, Fe, Cu, Mn, B, Mo e Cl) e, para serem absorvidos,
€ necessario que se encontrem na forma disponivel e nas concentracfes e proporgées
adequadas para atender a necessidade da planta (Veloso et al., 2009).

No quadro 3.1 apresentam-se os teores dos elementos minerais na parte aérea no 136°
dia ap6s a sementeira. Foram abordados no nosso estudo o Fe, Zn, K e Ca, devido a respetiva
interacdo (positiva e negativa) com as formas de Se, de acordo com alguns autores (aponte-se
a titulo de exemplo: Guerrero et al., 2014; Molnarova e Fargasova, 2009 e Zembala et al., 2010).

Relativamente a deposi¢cédo de Ca nas folhas observou-se que o tratamento 30 g Se ha
1 provocou ligeiras reducdes na Ariete e Albatros, no bloco SLO1 ITO, sendo que a concentragao
mais elevada da biofortificacdo n&o diferiu do controlo para estas mesmas variedades. Guerrero
etal. (2014), num estudo com plantas de trigo biofortificadas com selenito e selenato, observaram
que a absorcéo de Ca foi mais afetada por baixas exposi¢ées de Se do que pelas concentracdes
mais elevadas (i.e., niveis considerados téxicos), especialmente quando aplicado na forma de
selenato. No bloco SL02 ndo se verificaram diferencas significativas. Guerrero et al. (2014),
também ndo observaram nenhuma alteracdo na parte aérea.

As exigéncias em Ca na planta de arroz séo baixas quando comparadas as de N, P e K
(Veloso et al., 2009). Segundo Fageria e Souza (1995), os teores de Ca adequados em toda a
parte superior da planta, com 100 dias de idade, situam-se entre 0,25 — 0,4% e os valores toxicos
atingem-se acima de 0,65%. Com base nesses dados, pode afirmar-se que, no nosso estudo, a
maioria das plantas (dos respetivos tratamentos) possuia niveis adequados de Ca. O Ca é
integrante da parede celular e exerce um importante papel na manutencédo da integridade da
membrana plasmatica (Marschner, 1995). As plantas raramente possuem uma fonte de Ca no
solo suficiente para o crescimento, e as concentragdes de Ca?" na solugédo rizosfera geralmente
encontram-se na gama milimolar (White e Broadley, 2003). O fornecimento de Ca? para as
colheitas de campo € determinado pela geodisponibilidade dos solos, apontando-se a
capacidade de permuta de catides, a representacdo de Ca no conjunto base de catides, a taxa
na qual a mineralizacdo da matéria organica do solo liberta Ca%, e o pH da solugdo do solo
(McLaughlin e Wimmer, 1999).

A resposta do arroz irrigado ao K ndo é tdo expressiva como no caso do azoto e de
fésforo, devido ao seu alto teor no solo e a possibilidade de libertacdo da fracdo de K néo-
permutavel para a solugcdo do solo. Contudo, o K acumula-se no arroz, especialmente nas
cultivares modernas, em maior quantidade que qualquer outro nutriente essencial (Fageria e
Santos, 2003). Adicionalmente, este nutriente aumenta a producgdo, melhora a qualidade do
produto e confere a planta maior resisténcia as pragas e doencas (Fageria et al., 1997; Fageria
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e Santos, 2003). Quanto a andlise foliar do nosso estudo, observaram-se decréscimos
significativos nos teores de K apenas em Ariete (SLO1 ATO e ITO) (Quadro 3.1), embora nao se
tenham observado deficiéncias, considerando-se que todos 0s gendtipos possuiam niveis
adequados de K. Segundo Fageria e Souza (1995), os teores adequados em toda a parte aérea
situam-se entre 1,5 a 4%. Estes resultados corroboram com a indicagdo de Sanes et al. (2013)
gue encontraram valores semelhantes para o K na parte aérea de plantas de arroz de 11
genotipos (2,9 — 4,3%). Guerrero et al. (2014) mostraram que o processo de bioforticacdo com
selenito ou selenato ndo provocaram alteragdes significativas na acumulacéo de K na parte aérea
de plantas de trigo. Guerrero et al. (2014) apontaram que nas concentracdes mais baixas de Se
o0 selenito teve maior efeito sobre a absorcdo de K do que selenato. Por oposicao, nos niveis
mais elevados ndo foram observadas diferencas significativas entre as duas formas de Se.
Diferengas na distribuicdo de K entre os gendtipos podem ainda condicionar um rendimento
elevado. Por exemplo, Yang et al. (2004) relataram que gendtipos de arroz cultivados com niveis
adequados de K, na fase do emborrachamento, tinham uma maior concentrac¢éo, ou seja, duas
vezes mais de K nas folhas inferiores e uma concentracdo de 30% mais elevada nas folhas
superiores. Estas concentracdes mais elevadas K nas folhas (especialmente as folhas mais
baixas) dos genétipos K-eficientes foram associados com maiores taxas fotossintéticas,
permitindo as folhas manter uma capacidade fotossintética maior durante o enchimento de graos.
Tal observagédo também foi constatada no nosso estudo, onde o genétipo OP1105 (SLO2 ITO)
apresentou valores mais elevados de K, em termos gerais, também apresentou valores mais

elevados na taxa fotossintética liquida (conforme apresentado anteriormente na tabela 3.4).
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Quadro 3.1. Macronutrientes e micronutrientes nas folhas de 4 gendtipos de arroz submetidos a
biofortificacéo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 3 tratamentos, cultivados em 2 blocos (SLO1 e
SL02) sem e com adubacédo de fundo, respetivamente. Valores médios (m = SE; n = 4).
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Segundo Marschner (1995), a planta de arroz detem uma elevada tendéncia para
absorver Fe, pois o0 ido ferroso é abundante em solos alagados e o ferro reduzido € absorvido
facilmente. ApGs a absorcao no coértex da raiz, o ferro reduzido (Fe?*) pode alcancar o xilema
apos sua passagem simplastica através da faixa de Caspary. Paralelamente, uma grande parte
de Fe?* pode entrar no xilema diretamente através da passagem apoplastica (Asch, 1997). No
nosso estudo constatou-se (Quadro 3.1) que nas folhas das plantas o Fe dos diferentes
tratamentos se situou na faixa de 70 — 300 ppm, o que de acordo com Fageria e Souza (1995)
corresponde ao nivel 6timo para acumulagdo nesse 0rgdo. Acresce ainda que nao se detetaram
diferengas significativas nos valores de Fe entre as concentragfes de Se (0, 30 e 60 g Se ha?)
em cada variedade / gendtipo e em todos os blocos de cultivo. Identica tendéncia se constatou

entre 0 mesmo genotipo nos diferentes blocos e nas duas formas de Se.
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A raiz pode atuar como uma barreira para a translocacao de metais na planta (Silva et al., 2007).
Guerrero et al. (2014) relataram que nas raizes e parte aérea, o selenato causou uma reducao
da absorcéo de Fe em plantas de trigo. Molnarova e Fargasova (2009) tambem encontraram um
forte decréscimo na concentracdo dos pigmentos fotossintéticos no trigo submetido a teores
elevados de Se, que poderdo estar relacionados com baixos niveis de Fe na parte aérea. De
fato, aponte-se que a estrutura e fungcdo dos cloroplastos sdo altamente dependentes de Fe
localizado principalmente nas membranas fotossintéticas (Ladygin, 2004). Esta ainda bem
estabelecido que o aumento da absorcdo de Fe no arroz induz um acréscimo na taxa de
crescimento e no rendimento em sementes, mas ndo necessariamente a um aumento da
deposicdo de Fe nas sementes (Guerinot, 2007). Por oposicao, teores excessivos de Fe, em
condicdes de alagamento, conduzem a toxicidade de Fe, com reducdes de rendimento que
poderdo atingir um valor minimo de 12%, dependendo do genétipo, intensidade de tenséo e as
caracteristicas do solo (Sahrawat, 2004).

O teor de Zn nas plantas esta diretamente correlacionado com a taxa de crescimento
das plantas, o rendimento das culturas e a qualidade nutricional do produto (Cakmak, 2008).
Segundo Prado et al. (2008), a maior acumulagdo de Zn nas raizes, comparativamente a parte
aérea, decorre desse 6rgdo por atuar como “barreira” do elemento, para diminuir a possibilidade
de toxicidade nas plantas, constituindo um mecanismo de tolerancia. Considera-se que o nivel
adequado de Zn na parte aérea de arroz pode oscilar entre 20 — 150 ppm (Fageria e Souza,
1995), situando-se os niveis toxicos acima de 500 ppm de matéria seca (Fageria, 1992). No
ambito do nosso estudo verificou-se que os niveis de Zn na parte aérea se encontravam dentro
da faixa considerada adequada, portanto ndo se verificando deficiéncias ou toxicidade. Contudo,
verificou-se que nalgumas plantas biofortificadas ocorreram diferencas significativas nos teores
foliares de Zn. O gendétipo OP1109 (SLO1 ATO) apresentou variagdes nos teores de Zn, com
reducdo significativa na concentracdo de 60 g Se hal; verificou-se ainda um comportamento
oposto no gendtipo OP1105, mas com aplicagbes de selenito no bloco SL02 (com adubacao de
fundo), no qual a maxima concentracdo de Se induziu a um valor mais elevado de Zn. A
comparacao entre os blocos, mostrou que, sob condi¢des controlo e nas aplicagbes de 30 g Se
ha, ndo ocorreram diferencas entre os genétipos cultivados nos diferentes blocos, porém com
a concentracdo méxima de Se subsistiu alguma variacdo, e evidenciaram-se teores mais
elevados de Zn no bloco sem adubacéo de fundo, no genétipo OP1105 (SLO1 ITO), que diferiu
de OP1105 cultivado sob condi¢des biofortificadas com selenato no bloco SL02 (Quadro 3.1).
Guerrero et al. (2014) observou que em plantas de trigo biofortificadas com diferentes
concentracdes de selenito e selenato, o Zn apresentou redugdes significativas nas raizes quando
foram aplicadas as concentracdes mais elevadas nas plantas. Estes autores relataram que os
micronutrientes foram mais afetados pela presenca de Se do que os macronutrientes, e aqueles
elementos que se acumulam mais nas raizes, principalmente (Ca, Fe, Mn e Zn) foram mais
sensiveis a presenca de Se. Estudos realizados por Zembala et al. (2010) com a planta de colza

(Brassica napus) e trigo (Triticum spp.) também mostraram que a aplicacdo de Se incrementou
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as concentracfes de Zn, embora tenham diminuido as concentracdes de Fe na planta (raizes e

parte aérea), e reportaram ainda que o impacte do Se é menor aos macronutrientes.

3.1.6.2. Concentracao Total de Elementos Minerais no Grao

No arroz os teores em micronutrientes ndo sdo suficientes para atender as necessidades
alimentares diarias recomendadas para manter a boa saude. Acresce que o0 arroz moido é
deficiente em muitos micronutrientes essenciais, hnomeadamente Fe, Zn, vitamina E e vitamina
A (Tan et al., 2005; Vasconcelos et al., 2003). Embora o arroz nao seja considerado rico em
elementos minerais, pode ser uma fonte nutricional relevante para aqueles que o consomem
como alimento de base, pois fornece calorias e minerais (Zhang et al.,, 2014). Assim, um
incremento nas concentragfes de elementos minerais nos grédos de arroz, em especial nos

paises em vias de desenvolvimento, podera ser extremamente benéfico.

Na tabela 3.9 apresentam-se os teores de Se em amostras de arroz moido (farinha

integral).

Tabela 3.9. Teores de Se (mg Kgl) em grios de arroz (farinha integral) de 4 gendtipos submetidos a
biofortifica¢@o de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 3 tratamentos, cultivados em 2 blocos (SLO1 e
SL02) sem e com adubacao de fundo, respetivamente. Valores médios (n = 3) com letras (a — h) iguais na
coluna e letras (r, s, t) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey
(o =0,05).

Se (mg Kg?)

Bloco Genoétipo 0g Se ha't 30 g Se ha' 60 g Se hat
Ariete 0,067 (ab;t) | 1,169) (a; s) 1,426 (c;n

SLO1 Albatros 0,034 (b; 1) 1,148 (&;s) | 2,285 (CH)
ITO OP1105 0,050 (ab;t) | 1,104 (ab;s) | 2,042 (b;¥)
OP1109 | 0,049 (ab;t) | 0,818  (c;s) | 1,207  (d:r)

Ariete 0,064 (ab;t) | 0,349 (fg;s) | 0,839  (ef;r)

SLO1 Albatros 0,029 (b; 1) 0,528 (de;s) | 0,757 ()
ATO OP1105 0,039  (b;t) | 0272 (g;s) | 0428 (gh;r)
OP1109 | 0,084 (ab;t) | 0,254 (g;s) | 0817 (efir)

Ariete 0,111 (ab; t) | 0,555 (d; s) 0,909 (e;n)

SL02 Albatros 0,128 (ab;t) | 0,849 (c;s) | 1,431 (c; 1)
ITO OP1105 0,135 (ab;t) [ 0,998  (b;s) | 1,323 (cd;r)
OP1109 0,184 (a; t) 0,539 (de;s) | 0,887  (ef;r)

Ariete 0,107 (ab;t) | 0,285 (fg;s) | 0512 (g;r)
SL02 Albatros 0,118 (ab;s) | 0,413 (ef;r) | 0,453 (gh;r)
ATO OP1105 0,054 (ab;s) | 0,336  (fg;r) | 0,35 (h; r)
OP1109 | 0,133 (ab;t) | 0,272  (g;s) | 0,373  (h: 1)

Verificou-se um incremento progressivo de Se nos grdos, a medida que as
concentracdes foliares de Se foram aumentadas (Tabela 3.9). Os maiores teores de Se foram

observados nas plantas cultivadas no bloco SLO1 ITO, ou seja, sem adubacédo de fundo, com
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aplicacédo foliar de selenito, destacando-se os gendtipos Albatros e OP1105. Os teores de Se
nos graos de arroz foram ainda afetados significativamente pela interacdo entre concentracées
e formas de Se. Os maiores teores desse elemento foram observados quando se utilizou o Se
na forma de selenito (ITO). Segundo Boldrin et al. (2012), o efeito observado no nosso estudo
podera ter decorrido dos seguintes fatores: maior taxa de absorcéo foliar e translocacéo do Se;
maior eficiéncia na redistribuicdo desse elemento para os gréos. Estes resultados parecem
apoiar ainda as observacdes de Hu et al. (2002), que relataram um aumento superior a 10 vezes
no teor de Se no gréo de arroz, apés uma Unica aplicagdo por pulverizacao foliar de 14 — 18 g
ha na fase de espigamento. Aponta-se, neste contexto, ainda o estudo de Wang et al. (2013 b)
gue indicou que o arroz pulverizado com selenito de sédio (10,5 g de Se ha) promoveu um
aumento do teor de Se até 51 vezes, a partir de 0,03 ug g no controle de 1,54 ug g*. Fang et
al. (2009) mostraram ainda que as aplicacdes foliares de 100 g ha'! de selenito conduziram a um
aumento de 55 vezes no teor de Se de graos de arroz (de 0,032 para 1,79 mg kg™).

A nivel nutricional, os teores recomendados de Se no grdo devem oscilar entre 0,1 — 0,2
mg kg de matéria seca. Em diversas partes do mundo, a disponibilidade de Se no solo é tao
baixa que o conteddo de Se nas culturas produzidas estd muito abaixo dos valores
recomendados (Eich-Greatorex, 2007). A ingestdo de Se diaria recomendada em seres humanos
é de 55 pg dial, e estudos mostraram que numa dieta adequada para adultos deve ter pelo
menos 40 ug Se dial, para suportar a expressdo maxima das selenoenzimas, e eventualmente
cerca de 300 ug Se dia! para reduzir o risco de cancro (Navarro-Alarcon e Cabrera-Vique, 2008).
Assim, se cerca de 100 — 200 g de arroz enriquecido em Se forem consumidos como alimento
de base por um adulto, ira suprir os requisitos de Se por dia (150 — 300 ug), e podera reduzir o
risco de cancro naqueles que consumirem o arroz biofortificado regularmente (Yu-Dong et al.,
2013). Num estudo realizado por Chen et al. (2002), o conteudo de Se no arroz sofreu aumento
significativo de 0,071 para 0,471 ug g* com aplicagédo foliar de fertilizante enriquecida com Se a
uma taxa de 20 g de Se ha, sob a forma de selenito de sédio. No entanto, contrariamente ao
observado no nosso estudo, estes mesmos autores reportaram que o conteddo de Se no arroz
por aplicacdo de selenato foi 35,9% mais elevado do que pelo selenito (apontando-se assim que
o fertilizante selenato exibiu maior eficacia no aumenta do teor de Se no arroz). Lyons et al. (2005
b) estudaram a biofortificacdo de plantas de trigo com Se aplicado como selenato de s6dio a
taxas de 4 — 120 g Se ha, e verificaram um aumento na concentragdo de Se até 133 vezes
quando aplicado no solo ou superior a 20 vezes, quando aplicado como uma pulverizacédo foliar
depois da florac@o. Estes mesmos autores indicaram que a técnica de biofortificacdo agronémica
pode ser usada por empresas de alimentos como um método de baixo custo para produzir altas
concentracdes de Se em produtos que contenham mais Se na sua forma mais desejada, ou seja,
selenometionina.

A eficacia do selenato, face ao selenito, também foi constatada por Hart et al. (2011) num
estudo com trigo biofortificado em Se (como selenato), pois a concentracdo de Se na farinha

oscilou entre 30 ng g (na farinha branca) e 35 ng g (na farinha integral) nas parcelas nao
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tratadas, atingindo-se até > 1.800 ng g (na farinha branca) e > 2.200 ng g (na farinha integral)
processada a partir de graos tratados com Se com a maior taxa de aplicacdo de 100 g ha™.

Contrariamente aos resultados obtidos no nosso estudo (Figura 3.17), Boldrin et al.
(2013) verificaram que a aplicacao de selenato no solo proporcionou um maior teor Se nos graos,
sendo 450% mais elevada do que a aplicacéo foliar desta fonte de Se. Por outro lado, Curtin et
al. (2006) observaram que o Se aplicado ao solo no decurso da sementeira foi menos eficaz do
que o fertilizante aplicado ao nivel foliar no decurso do ciclo de vida das plantas. Além disso, os
tecidos em crescimento ativo contém grandes quantidades de Se (Kahakachchi et al., 2004) e a
acumulacéo é mais elevada na parte aérea do que em tecidos da raiz (Zayed et al., 1998). Assim,
para melhorar o contetido do Se em plantas, a pulverizacédo foliar com Se parece ser mais viavel
e eficaz do que a aplicacdo no solo (Kapolna et al., 2009). De fato, a aplicacdo foliar facilita o
transporte de Se através do xilema e floema (Boldrin et al., 2013). Acresce ainda que Poggi et
al. (2000) observaram uma grande mobilidade de Se no floema de plantas de batata por
pulverizacéo foliar de Se. A pulverizacgao foliar de Se foi relatado também como um promotor de
crescimento em vegetais, como bolbos de cebola e folhas (Kapolna et al., 2012), raizes de
cenoura e folhas (Kapolna et al., 2009), flores de rabanete e folhas (Hladun et al., 2013), bem
como bolbos de alho (P6ldma et al., 2011) e cereais, nomeadamente o arroz (Boldrin et al., 2013)
e o trigo (Yao et al., 2013).
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Figura 3.17. Teor de Se (mg Kg?) em grdos de arroz (farinha integral) de 4 genétipos submetidos a
biofortificacdo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 3 tratamentos, cultivados em 2 blocos (SLO1 e
SL02) sem e com adubacédo de fundo, respetivamente. Valores médios (n = 3).

As analises quantitativas dos elementos minerais foram analisadas recorrendo-se a
técnica de Espectrofluorimetria Acoplada com Raio X. Os resultados (Tabela 3.10) mostram uma

pequena variagdo entre os tratamentos aplicados nas variedades / gendtipos em estudo,
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nomeadamente na variedade Albatros, que apresentou um aumento significativo nas
concentracfes de Zn, quando se aplicou a concentracdo maxima de selenito no bloco sem
adubacao de fundo (SLO1 ITO). Por oposicdo, observou-se que para esta mesma variedade a
aplicacdo de selenato (60 g Se hal) com adubacéo de fundo (SL 02 ATO), induziu uma reducao
significativa nos teores de Zn, face ao controlo. Relativamente as restantes variedades /
gendétipos, o tratamento de biofortificagdo com selenito ou selenato, ndo provocou alteragdes nos
teores totais de Zn no grdo. Fang et al. (2008) também verificaram que ndo houve efeitos
proeminentes de Zn sobre o conteddo de 15 g Se ha! aplicado ao nivel foliar. Estes resultados
sugerem gue esses elementos serdo metabolizados e assimilados por vias diferentes, e assim

ndo competem entre si (Sors et al., 2005).

Tabela 3.10. Teores de Zn (ppm) em graos de arroz (farinha integral) de 4 gendtipos submetidos a
biofortifica¢@o de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 3 tratamentos, cultivados em 2 blocos (SLO1 e
SL02) sem e com adubacao de fundo, respetivamente. Valores médios (n = 3) com letras (a, b, c) iguais na
coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey
(o =0,05).

Zn (ppm)
Bloco | Genétipo 0g Se hat 30g Se hat 60 g Se ha'
Ariete 28,82 (a;r) 23,21 (abc;r) 2526 (b;1)
SLO1 Albatros 29,15 (a;s) 22,85 (abc; s) 44,81 (a;r)
ITO OP1105 | 20,84 (a;r) 19,94 (abc;r) 25,85 (ab;r)
OP1109 26,73 (a;r) 28,97 (abc;r) 22,42 (b;r)
Ariete 25,08 (a;r) 34,06 (ab;r) 28,05 (ab;r)
SLO1 Albatros 39,25 (&) 34,98 (ab;r) 30,00 (ab;r)
ATO OP1105 | 34,69 (a;r) 28,63 (abc;r) 24,68 (b;r)
OP1109 30,34 (a;r) 38,07 (a;1) 34,92 (ab;r)
Ariete 2545 (a;r) 16,28 (bc;r) 21,34 (b;r)
SL02 Albatros 29,34 (&) 17,37 (bc;r) 29,57 (ab;r)
ITO OP1105 | 21,60 (a;r) 13,63 (c;r 25,72 (ab;r)
OP1109 23,13 (a;r) 26,05 (abc;r) 22,73 (b;r)
Ariete 21,81 (a;r) 24,16 (abc;r) 16,09 (b;r)
SL02 Albatros 32,73 (&) 28,19 (abc; rs) 18,18 (b;s)
ATO OP1105 | 20,54 (a;r) 26,58 (abc;r) 20,02 (b;r)
OP1109 31,87 (a;r) 38,45 ’ (a;r) 29,65 (ab;r)

O Zn é um micronutriente essencial necesséario para o crescimento normal e saudavel
das plantas, animais e seres humanos (Alloway, 2008). A deficiéncia de Zn ocorre em cerca de
metade da populacdo do mundo, e causa problemas gerais associados com o crescimento e
desenvolvimento, incluindo ma formacdes em fetos, atraso no crescimento das criancas e
aumento da suscetibilidade a doencas infeciosas (Cakmak, 2008; Graham et al., 2012 e Prasad,
2012). Equacionando a concentracdo de Zn nas sementes de arroz em situagbes controlo,
usualmente esta oscila entre 8,9 — 95 ppm de peso seco (Yang et al., 1998) ou 0,47 — 0,79 ppm
por semente (Wissuwa et al., 2006), dependendo estes teores da geodisponibilidade do solo
(Wissuwa et al., 2008; Wissuwa et al., 2006).
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A interface raiz-solo é a primeira e mais importante barreira que afeta a absorcéo de Zn
(Welch e Graham, 2002). O transporte de Zn nas plantas ocorre simultaneamente através do
xilema e do floema. Apés a absorcéo pelaraiz, o Zn é rapidamente transportado pelo xilema para
a parte aérea (Wu et al., 2011). Na planta de arroz, o adequado suprimento de Zn conduz a uma
elevada proporcdo de Zn localizado na parte aérea (especialmente nos caules). Nawaz et al.
(2015 a), num estudo para avaliar o efeito de diferentes métodos de aplicagéo de Se no contelddo
de Se em gréos de trigo e nha acumulacéo, bem como, o teor de outros elementos incluindo o Zn
em grédos sob condi¢cdes normais e de stresse hidrico, verificaram que a aplicagao foliar de Se
incrementou os teores de Zn em plantas sob stresse, enquanto que em plantas sob condicfes
normais as alteracdes nao foram significativas.

O Zn possui uma elevada taxa de translocacdo, estando a sua remobilizacdo
estreitamente relacionada com a senescéncia foliar. Wissuwa et al. (2008) sugeriram que a
retranslocacdo de Zn na planta, especialmente na fase de desenvolvimento final, pode ser
também importante para a acumulacéo de Zn no arroz. Aponte-se, contudo, que o processo de
mobilizacdo do Zn na planta de arroz, e respetivo mecanismo de acumula¢do no gréo, ainda ndo

estdo claros (Bashir et al., 2012).

Tabela 3.11. Percentagem de Ca em graos de arroz (farinha integral) de 4 gendétipos submetidos a
biofortifica¢@o de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 3 tratamentos, cultivados em 2 blocos (SLO1 e
SL02) sem e com adubagéo de fundo, respetivamente. Valores médios (n = 3) com letras (a, b) iguais na
coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey
(a=0,05).

Ca (%)
Bloco Genotipo 0g Se hat 30g Se ha' 60 g Se ha'!
Ariete 0,181 (a;n 0,150 (a;n 0,150 (b;1n)
SLO1 Albatros 0,218 (a;rn) 0,171 (&;n) 0,221 (ab;r)
ITO OP1105 0,179 (a;n) 0,153 (a;n) 0,191 (ab;rn)
OP1109 0,201 (&;n) 0,138 (a;s) 0,152 (b; rs)
Ariete 0,154 (a;n) 0,147 (a;n) 0,183 (b; 1)
SLO1 Albatros 0,138 (a;s) 0,176 (a;s) 0,275 (a;n)
ATO OP1105 | 0,158 (a;r) 0,162 (a.r 0,159 (b;r)
OP1109 0,144 (&;n) 0,171 (&;n) 0,159 (b;n)
Ariete 0,189 (a;n) 0,111 (a;s) 0,166 (b;rs)
SLO02 Albatros 0,173 (a;n) 0,126 (a;n) 0,173 (b; 1)
ITO OP1105 0,180 (a;n 0,118 (a;n 0,170 (b;n
OP1109 0,189 (&;n 0,186 (a;n) 0,162 (b;n)
Ariete 0,154 (a;n) 0,138 (a;n) 0,121 (b; 1)
SLO2 Albatros 0,208 (&;n) 0,153 (&;n) 0,147 (b;r)
ATO OP1105 0,169 (a;rn) 0,132 (a;rn) 0,124 (b;r)
OP1109 0,179 (a;rn) 0,151 (a;rn) 0,157 (b;r)

Reconhece-se atualmente que uma alimentacdo rica em Ca pode ajudar a prevenir a
osteoporose (Wax, 2015). Nesta perspectiva, Kennedy e Burlingame (2003), num estudo sobre
a composicgdo nutricional do arroz, reportaram que o conteddo médio de Ca oscila em torno de
0,026 g 100 g prs. Neste enquadramento aponte-se que os valores encontrados no nosso estudo
estdo acima da média descrita por Kenneddy e Burlingame (2003).

Na tabela 3.11, é possivel observar que o processo de biofortificacdo foliar promoveu

ligeiras alteracdes significativas, constatando-se que a concentracdo de 30 g Se ha! afetou
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negativamente os teores de Ca no genétipo OP1109 (SLO1 ITO). A maxima concentragao
também nao apresentou diferenca significativa face aos graos das plantas ndo biofortificadas
deste mesmo genétipo. A variedade Albatros (SL01 ATO) apresentou um incremento significativo
nas percentagens de Ca quando se aplicou a concentracdo maxima de Se. No bloco SL02
(aplicacéo foliar e solo), observaram-se apenas alteracdes na aplicacdo com selenito (ITO), onde
a concentragdo 30 g Se halinduziu o decréscimo de Ca em Ariete, e esta ndo diferiu da maxima
concentracdo 60 g Se hal. Adicionalmente, a andlise estatistica revelou ndo haver diferengas
significativas entre as variedades / genétipos cultivados nos diferentes blocos, exceto na
concentracdo de 60 g Se ha, onde foi possivel constatar varia¢cdes do bloco SLO1 face ao bloco
SL02, nomeadamente na variedade Albatros (SLO1 ATO).

O K é um elemento essencial para animais e seres humanos, sendo responsavel pela
manutencé@o do aporte eletrolitico, em particular das células musculares (Rémheld e Kirkby,
2010). Segundo Welch e Graham (2004), o requisito minimo de ingestdo de K em homens e
mulheres é 2 g. Segundo a Plataforma Portuguesa de Informacdo Alimentar (PortFIR, 2016), os
teores médios de K encontrados em arroz integral cru oscilam em torno de 0,25%. A ingestao
dietética humana de K, no entanto, é muitas vezes demasiado baixa, cerca de um terco da
ingestédo necessaria (He e MacGregor, 2008). E € ainda muito mais baixa, em populac¢des rurais
dos paises em desenvolvimento, em que a dieta basica € dominada por produtos de cereais com
baixos teores de K. Nas sociedades modernas, o forte declinio de K na dieta esta relacionado
com o grande aumento no consumo de alimentos processados e a diminuicdo em frutas, situacéo
que tende a incrementar a prevaléncia de problemas de saude.

Quanto ao efeito da biofortificacdo com Se sobre os niveis de K, tal como observado nas
folhas, a acumulacéo de K nos grdos também apresentou redug¢des significativas na variedade
Ariete (SLO1 ITO) biofortificada com 30 g Se hal, no entanto, nos restantes gendétipos ou
variedades estudadas no bloco SLO1 ITO néo se verificaram alteracdes (Tabela 3.12). Por outro
lado, a maxima aplicacéo de selenato (ATO) efetuada no bloco SLO1 ATO promoveu um aumento

significativo na variedade Albatros e no genétipo OP11009.
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Tabela 3.12. Percentagem de K em grdos de arroz (farinha integral) de 4 gendétipos submetidos a
biofortificac@o de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 3 tratamentos, cultivados em 2 blocos (SLO1 e
SL02) sem e com adubacéo de fundo, respetivamente. Valores médios (n = 3) com letras (a - ) iguais na
coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey
(a=0,05).

K (%)
Bloco Genotipo 0 g Se ha' 30 g Se ha't 60 g Se ha'!
Ariete 1,39 (abcd;rn) 0,83 (c; ) 1,19 (ab;rn)
SLO1ITO Albatros 1,21 (bcde; 1) 1,03 (bc; ) 1,29 (ab;rn)
OP1105 1,40 (abcd;r) 1,29 (abc; 1) 1,22 (ab;r)
OP1109 1,26 (abcde;r) 1,14 (abc; ) 1,26 (ab;rn)
Ariete 1,20 (bcde; 1) 1,01 (bc; ) 1,19 (ab;n
Albatros 0,88 (e; s) 1,11 (abc; s) 148 (a;rn)
SLOLATO ™5p1105 | 1.07  (cde:n) 125  (abc:n) | 111  (ab:n)
OP1109 0,94 (de; s) 1,31 (ab; n) 1,16 (ab;rs)
Ariete 1,32 (abcde; ) 0,97 (bc; s) 1,33 (ab;n)
SL02 ITO Albatros 1,23 (abcde;r) 0,88 (bc; s) 1,14 (ab;r)
OP1105 169 (a;9) 1,26 (abc; s) 155 (a;rn
OP1109 1,47 (abc; 1) 1,51 (a;n) 1,33 (ab;rn)
Ariete 1,34  (abcde;r) 1,09 (abc; rs) 0,96 (b;s)
Albatros 1,49 (abc;r) 1,15 (abc; s) 1,08 (ab;s)
SL02 ATO OP1105 1,62 (ab;n 1,26 (abc; s) 1,25 (ab;s)
OP1109 1,29 (abcde; 1) 1,17 (abc; ) 1,26 (ab;r)

Nos graos resultantes do cultivo no bloco SL02, verificou que a aplicacdo de 30 g Se ha
Linterferiu negativamente nas percentagens de K nos graos de Ariete e Albatros (SL02 ITO) e
em Ariete; Albatros e OP1105 (SL02 ATO). Apesar de algumas oscila¢des no contetddo de K nos
gréos de arroz (moido), os nossos dados parecem indicar que a biofortificacdo com Se podera
incrementar a percentagem de K nos gréos. Neste enquadramento aponte-se que os beneficios
do aumento da ingestdo de K na dieta humana (Demingé et al., 2004; He e MacGregor, 2008)
pode ser conseguido por elevacao da concentracdo de K nas culturas alimentares. Isto pode ser
considerado como um importante desafio para a industria de alimentos, no entanto, devem ter-
se também em conta os efeitos da deficiéncia de Mg induzida por K em animais e seres humanos.
Aumentando do teor de K na dieta, restringe-se a reabsor¢do Mg no trato gastrointestinal e,
assim, eventualmente também a funcao metabdlica de Mg nas células. O verdadeiro desafio para
a industria de alimentos e para a pesquisa consiste na redugdo da ingestdo de sodio e
simultaneamente no incremento da ingestao de um fornecimento equilibrado de Mg e K (Rémheld
e Kirkby 2010).
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3.1.6.3. Localizacao Tecidular dos Minerais

O conhecimento da localizagdo mineral dentro dos gréos de arroz € importante para a
compreensdo do papel dos diferentes elementos no desenvolvimento da semente (Lu et al.,
2013). Neste enquadramento, nas figuras 3.19 — 3.34 apresentam-se 0s espectros das duas
variedades e dos dois gendétipos de arroz (Ariete e Albatros; OP1105 e OP1109), relativas ao
controlo / selenito (Figuras 3.19 — 3.22), controlo / selenato (Figuras 3.23 — 3.26), aplicagcéo de
selenito (60 g Se ha) (Figuras 3.27 — 3.30) e aplicacado de selenato (60 g Se ha?) (Figuras 3.31
— 3.34). Para cada gendtipo foram analisados 3 pontos do grdo, nomeadamente, o embrido, a
regido equatorial e o apice do grao (Figura 3.18). Esta informacédo tornou-se necessaria para
determinar o tipo de deposicdo no grdo (que pode variar de forma significativa - Zhang et al.,
2014 a; Hansen et al.,, 2012; Liang et al., 2008), e se a moagem poderia interferir nas
concentracdes dos elementos na farinha.

Figura 3.18. Grao de Arroz. A) Embrido; B) Centro do Grao; C) Regido apical do gréo.
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Figura 3.19. Espectro do grao de arroz da variedade Ariete (controlo/selenito) no primeiro ano de ensaio. A
— Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regido apical do gréo.
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Figura 3.20. Espectro do gréo de arroz da variedade Albatros (controlo/selenito) no primeiro ano de ensaio.
A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regido apical do grao.
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Figura 3.21. Espectro do grdo de arroz do genétipo OP1105 (controlo/selenito) no primeiro ano de ensaio.
A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regido apical do grao.
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Figura 3.22. Espectro do grdo de arroz do genotipo OP1109 (controlo/selenito) no primeiro ano de ensaio.
A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regi&o apical do gréo.
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Figura 3.23. Espectro do gréo de arroz da variedade Ariete (controlo/selenato) no primeiro ano de ensaio.
A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regido apical do grao.
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Figura 3.24. Espectro do grao de arroz da variedade Albatros (controlo/selenato) no primeiro ano de ensaio.
A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regido apical do grao.
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Figura 3.25. Espectro do gréo de arroz do gendtipo OP1105 (controlo/selenato) no primeiro ano de ensaio.
A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regido apical do grao.
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Figura 3.26. Espectro do gréo de arroz do gendtipo OP1109 (controlo/selenato) no primeiro ano de ensaio.
A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regi&o apical do gréo.
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Figura 3.27. Espetro do grao de arroz do genétipo da variedade Ariete com aplicacéo de selenito (60 g Se
ha) no primeiro ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regido apical do gréo.
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Figura 3.28. Espectro do grdo de arroz da variedade Albatros com aplicagdo de selenito (60 g Se ha') no

primeiro ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do grao; C — Regido apical do grao.
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Figura 3.29. Espectro do grdo de arroz do gendtipo OP1105 com aplicacdo de selenito (60 g Se ha)
primeiro ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do grao; C — Regido apical do grao.
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Figura 3.30. Espectro do grdo de arroz do gen6tipo OP1109 com aplicagéo de selenito (60 g Se ha?t) no
primeiro ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do grdo; C — Regido apical do gréo.
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Figura 3.31. Espectro do gréo de arroz da variedade Ariete com aplicagcdo de selenato (60 g Se ha?) no
primeiro ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do grdo; C — Regiédo apical do gréo.
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Figura 3.32. Espectro do gréo de arroz da variedade Albatros com aplicagdo de selenato (60 g Se ha') no
primeiro ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do grao; C — Regido apical do grao.
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Figura 3.33. Espectro do grédo de arroz do gendtipo OP1105 com aplicacdo de selenato (60 g Se ha') no
primeiro ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do grdo; C — Regido apical do gréo.
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Figura 3.34. Espectro do grdo de arroz do genétipo OP1109 com aplicacdo de selenato (60 g Se ha') no
primeiro ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do grao; C — Regido apical do gréo.
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3.1.6.3.1. K, Ca, P, Mg

As concentracdes teciduais de Ca e Mg estéo frequentemente correlacionadas, embora
os teores de Mg nos tecidos, normalmente se apresentem em menor quantidade, mas ainda
assim com significativa variacao entre genétipos (White e Broadley, 2003). Tal fato, também foi
observado no nosso estudo, onde a propor¢édo de Mg foi menor de entre os macroelementos
identificados. Contudo, ndo subsistiram variag6es pronunciadas entre as variedades / genétipos.
Face a biofortificagdo com Se, verificou-se que em Ariete (ITO), Albatros (ATO) e OP1109 (ITO
e ATO) ocorreram maiores propor¢cdes de Ca em todas as partes do grdo. Albatros, quando
submetida a um itinerario de biofortificacdo com selenato, e OP1105 com selenito, apresentaram
um ligeiro aumento na regido equatorial (Albatros), embrido e apice (OP1105). Para a maioria
das amostras, o P sofreu um ligeiro declinio sob condic6es biofortificadas, sendo a variedade

Albatros menos afetada com selenito e selenato.

Tabela 3.13. Analise semi-quantitativa de elementos minerais (%)* e localizacéo tecidular de K, Ca, P e Mg,
por microscopia eletronica de varrimento com sonda de raios X, em 4 gendtipos de arroz submetidos a
biofortificacéo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) em 2 tratamentos.

Elementos Minerais (%)*

K Ca P Mg
Genétipo | Se Pagfgodo 0gSe |60gSe | OgSe | 60gSe | OgSe | 60gSe | OgSe | 609 Se
hat ha? ha' ha' ha? hat ha? hat
Embrido 2696 | 22,89 | 4,09 942 | 5924 | 2013 | 4,99 | 2013
ITO | Z.equatorial | 7,14 14,28 | 6,37 | 12,46 | 6151 | 32,99 | 802 6,30
Ariete R. Apical 4,63 17,15 | 6,92 | 12,79 | 40,73 | 28,98 | 8,19 2,38
Embrido 2696 | 2554 | 6,92 9,38 | 40,73 | 30,44 | 4,99 3,03
ATO [ Z.equatorial | 5,49 915 | 562 559 | 4539 | 4574 | 9,04 | 10,64
R. Apical 13,76 | 12,83 | 563 | 3,966 | 57,09 | 1247 | 888 6,89
Embrigo 21,07 | 21,83 | 10,72 | 2,24 | 37,76 | 39,66 | 5,07 3,98
ITO | Z.equatorial | 21,97 801 | 10,72 | 550 | 36,76 | 36,47 | 507 3,29
Albatros R. Apical 22,90 762 | 10,79 | 585 | 3576 | 3251 | 507 6,31
Embrido 22,94 | 2197 | 10,79 | 10,72 | 3506 | 37,76 | 5,77 5,08
ATO | Z.equatorial 17,67 21,97 6,16 10,72 48,48 36,76 7,70 5,07
R. Apical 22,87 | 22,87 | 10,70 | 10,70 | 36,86 | 36,86 | 5,08 5,07
Embrigo 18,87 7,47 5,52 579 | 50,12 | 57,40 | 7,86 2,27
ITO | Z.equatorial | 7,68 16,42 | 6,88 645 | 4569 | 41,48 | 10,92 | 3,36
OP1105 R. Apical 16,66 | 11,23 | 5,70 704 | 52,74 | 4432 | 614 | 450
Embrido 9,16 6,98 7,72 6,26 | 5563 | 29,25 | 5,80 9,72
ATO [ Z.equatorial | 7,83 8,81 734 | 458 | 48,98 | 28,05 | 9,67 9,03
R. Apical 10,68 | 10,59 | 5,54 437 | 5580 | 23,82 | 7,33 | 10,49
Embrigo 21,04 | 2585 | 7,63 | 18,02 | 33,81 | 18,12 | 513 161
ITO | Zequatorial | 14,28 | 11,51 | 7,80 957 | 44,28 | 3157 | 748 3,94
OP1100 R. Apical 1450 | 18,82 | 6,34 | 10,95 | 52,14 | 27,10 | 7,44 3,31
Embrido 2021 | 27,36 | 441 | 10,51 | 44,20 | 38,72 | 9,81 1,87
ATO [ Zequatorial | 16,67 | 11,49 | 6,16 757 | 4948 | 50,77 | 7,64 9,00
R. Apical 14,58 | 12,50 | 7,74 | 10,40 | 5539 | 43,76 | 6,46 9,49

*Num total de 10 elementos analisados, sendo o somatério de 100%

A maior parte da variagcao nas concentracdes tecidulares de alguns elementos minerais,
tais como K, Ca, Mg, Si, Ni e Zn, parece ocorrer ao nivel taxa (ainda que limitado as ordens de
angiospérmicas) ou acima (Broadley et al., 2001; Broadley et al., 2004). Isto implica que as
concentracdes destes elementos em tecidos vegetais estdo restringidas por uma herancga
evolutiva antiga (White e Broadley, 2005). Neste contexto verificou-se que o K, Ca, P e Mg estéo

maioritariamente localizados na regido do embrido e na regido apical. No entanto, nalguns casos
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nota-se uma distribuicdo uniforme ao longo das partes analisadas, como € caso do Ca e do Mg.
Itani et al. (2002) também verificaram que alguns minerais apresentam uma distribuicdo mais
uniforme, nomeadamente o Na e o Ca, permanecendo no arroz branco polido 63% do Na e 74%
do Ca no arroz integral. Segundo White e Broadley (2005), parece subsistir uma consideravel
variacao genética nas concentracdes de minerais presentes nas por¢des comestiveis da maioria

das espécies com interesse alimentar.

3.1.6.3.2. Fe, Mn, Zn, Cu

Os teores de Fe, Zn, Mn e Cu, num total de 10 elementos analisados (Na, Mg, P, K, Ca,
Mn, Fe, Cu, Zn, Se), sendo o somatdrio de 100% apresentam-se na tabela 3.14.

Relativamente ao Zn, verificou-se que na maioria das amostras a distribuicdo néo é
equitativa. Corroborando os nossos resultados (Tabela 3.14), Takahashi et al. (2009) reportaram
que em sementes de arroz maduro, 0 Zn é desigualmente distribuido pelos diferentes tecidos da
semente, com um valor significativamente mais elevado para o embri&o e a camada de aleurona.
Verificou-se ainda que, nos graos biofortificado com selenito a 60 g ha'! a percentagem de Zn foi
maior em relacdo ao controlo, exceto em Ariete, ainda que com alguma variacdo entre 0s
gendtipos, destacando-se a variedade Albatros. A variacdo da concentracdo de Zn entre
diferentes tecidos do grao afeta a concentra¢@o em todo o nicleo do arroz (Hansen et al., 2009

e Saenchai et al., 2012) de um modo semelhante ao trigo (Cakmak et al., 2010).

Tabela 3.14. Andlise semi-quantitativa de elementos minerais (%)* e localizacao tecidular de Fe, Mn, Zn e
Cu, por microscopia eletrénica de varrimento com sonda de raios X, em 4 genétipos de arroz submetidos a
biofortificacé@o de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) em 2 tratamentos.

Elementos Minerais (%)*

Fe Mn Zn Cu
Genétipo | Se Pagreésodo 0gSe | 60gSe | 0gSe | 60g | 0gSe | 60gSe | 0gSe | 60g Se
ha? hat hat Se ha' hat hat hat hat
Embrido 4,07 8,59 2,75 6,89 7,21 13,11 5,16 10,66
ITO Z.equatorial 2,20 5,07 2,44 5,91 6,80 5,50 3,70 6,24
Ariete R. Api.c~:al 1,53 9,38 2,74 5,66 9,48 6,64 8,66 9,86
Embrido 2,63 4,32 4,06 4,28 9,39 6,82 8,97 10,90
ATO Z.equatorial 3,28 0,26 2,69 0,73 13,78 5,75 13,15 6,82
R. Apical 2,46 5,44 1,70 3,81 5,24 16,38 4,17 25,67
Embrido 3,70 2,45 3,64 2,35 9,09 13,29 7,64 16,50
ITO | Z.equatorial | 3,74 2,95 3,64 3,16 9,08 16,44 7,60 18,21
Albatros R. Api(jal 3,74 3,16 3,64 2,94 9,09 10,19 7,60 9,73
Embrido 3,84 2,10 3,50 2,49 9.09 5,02 7,63 10,17
ATO Z.equatorial 2,43 3,81 3,48 3,51 8,00 2,54 3,43 4,41
R. Apical 3,72 1,32 3,64 1,33 9,09 2,94 7,68 2,77
Embrido 3,74 5,08 3,12 5,08 4,82 5,83 3,94 9,33
ITO Z.equatorial 3,92 3,48 5,29 3,48 12,56 13,12 5,25 5,71
OP1105 R. Apical 6,16 2,82 1,83 3,50 5,77 5,83 4,74 4,29
Embrido 5,31 5,62 3,48 5,16 4,58 10,68 6,95 9,08
ATO | Z.equatorial 6,16 5,70 3,26 5,24 10,05 10,31 4,85 8,77
R. Apical 1,99 5,90 2,44 5,43 9,30 10,15 5,49 8,64
Embrido 5,09 5,80 5,17 6,35 10,84 12,34 10,69 9,75
ITO Z.equatorial 4,77 5,74 4,82 6,20 6,06 9,76 12,76 15,05
OP1109 R. Apical 2,69 4,67 2,83 3,64 4,76 7,46 8,81 14,50
Embrido 2,13 3,08 2,13 3,08 7,49 3,57 5,88 4,34
ATO | Z.equatorial 2,43 0,68 2,48 0,92 3,40 3,08 9,00 4,81
R. Apical 1,36 2,33 1,70 3,76 4,80 4,11 6,64 4,76

*Num total de 10 elementos analisados, sendo o somatoério de 100%.
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A localizacdo adequada das intensidades de Zn em diferentes partes de uma semente é
um fator chave para a concentracéo de Zn em todo o gréo de arroz (Duarte et al., 2016). Estes
mesmos autores verificaram que o Zn se localiza maioritariamente no embrido e partes da
camada da aleurona. Alguma variacdo em diferentes genétipos de arroz relativamente ao Zn no
grao tem sido relatada (Yang et al.,1998; Graham et al., 1999; Wissuwa et al., 2006). Para
controlar as concentragdes de Zn nos gréos, o estado de Zn no solo nativo € o fator dominante,
seguido pelo gendtipo e fertilizantes, enquanto para o Fe, o pH do solo e a concentracdo de
carbonato, assim como as condicdes de campo com alagamento ou sequeiro Sdo mais
relevantes. As concentracGes de Zn no grdo de arroz podem variar entre 15,9 — 58,4 mg kg
dependendo do genétipo (Graham et al., 1999), e dentro de uma Unica variedade, a concentragéo
de Zn nos gréos pode oscilar entre 8 — 47 mg kg* (Wissuwa et al., 2006; 2008).

Durante a germinagéo, o fluxo de Zn é mais din&mico face ao do Fe e Mn (Takahashi et
al., 2009). As maiores concentracdes de Fe e Zn estéo ligadas a proteinas e amino&cidos livres
no embrido e no farelo, com concentracdes mais baixas no endosperma (Cakmak et al., 2010;
Ozturk et al., 2006). Isto é problemético do ponto de vista da nutricdo humana, uma vez que o
processamento de arroz, do trigo e de outros cereais, eliminam estas partes, o que resulta num
baixo valor nutricional (Waters e Sankaran, 2011).

No grdo de arroz, o Fe localiza-se na camada de aleurona, endosperma e no escutelo
dos embrides (Bashir et al., 2013). De acordo com Bashir (2013), neste trabalho, observou-se
gue a distribuicdo de Fe ocorre de modo similar em todos os tecidos do gréo (Tabela 3.14).
Takahashi et al. (2009), ao estudarem a distribuicdo de alguns elementos minerais no gréo de
arroz maduro, determinaram que a maior parte do Fe esta associado com o embrido e a camada
de aleurona. No nosso estudo também a distribuicdo de Mn no grédo foi semelhante a do Fe, e a
acumulacéo de Cu foi similar a do Zn. Estes resultados estdo de acordo com Takahashi et al.
(2009).

3.1.6.3.3. Se

Na variedade Ariete, com aplicacdo de selenito 60 g Se ha, observou-se uma maior
concentracdo do teor de Se na regido equatorial do grdo (Tabela 3.15). Relativamente a
aplicacdo de selenato, em Ariete também se detetou a maior acumulacao de Se na parte central
do gréo, sendo este resultado superior aos resultados encontrados neste mesmo gendtipo com
aplicacdo de selenito. Na variedade Albatros, constatou-se que a aplicacdo com selenato
proporcionou uma maior acumulacdo de Se na regido equatorial do grdo, sendo que quando esta
mesma variedade foi submetida & aplicacdo de selenito, a parte equatorial acumulou a menor
proporcao de Se. Com aplicacdes de selenito, o genotipo OP1105 apresentou maior acumulacgao
de Se na regiao central do grao. Para as aplicagcbes de selenato, neste mesmo genotipo,
observou-se que as maiores concentracdes de Se se encontravam na regido apical do gréo. O
gendtipo OP1109, com aplicacBes de selenito, apresentou os maiores teores de Se no centro do
grao. Nas aplicacBes com selenato, apresentou a maior proporcao de Se em relagao aos outros

gendtipos, sendo os indices mais elevados observados na regido central do gréo.
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Tabela 3.15. Analise semi-quantitativa e localizagdo tecidular de Se (%)*, por microscopia eletronica de
varrimento com sonda de raios X, em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificacdo de Se (selenito —
ITO e selenato — ATO) em 2 tratamentos.

Se (%)*
- Parte do 0g Se hat 60 g Se ha!
Genotipo Se Gréo %Se SD | %Se SD
Embrido 0,03 0,000 5,16 0,28
ITO R. equatorial 0,05 0,000 8,54 0,24
Ariete Apic_g 0,03 0,000 6,32 0,31
Embrido 0,02 0,000 5,08 0,28
ATO R. equatorial 0,03 0,000 9,39 0,24
Apice 0,03 0,000 | 3,35 0,31
Embrido 0,02 0,000 2,2 0,36
ITO R. equatorial 0,01 0,000 1,86 0,05
Albatros Apic_(i 0,03 0,000 3,48 0,03
Embrido 0,03 0,000 1,44 0,15
ATO R. equatorial 0,08 0,000 6,86 0,26
Apice 0,05 0,000 4,63 0,27
Embrido 0,02 0,000 1,93 0,06
ITO R. equatorial 0,04 0,000 3,37 0,06
Apice 0,03 0,000 2,74 0,05
OP1105 Embrido 0,03 | 0,000 | 5,56 0,05
ATO R. equatorial 0,04 0,000 5,69 0,06
Apice 0,03 0,000 6,01 0,06
Embrido 0,01 0,000 5,93 0,29
ITO R. equatorial 0,02 0,000 6,35 0,34
Apice 0,01 0,000 5,22 0,50
OP1109 Embrido 0,05 0,000 6,37 0,08
ATO R. equatorial 0,07 0,000 9,69 0,16
Apice 0,06 0,000 8,8 0,13

*Num total de 10 elementos analisados, sendo o somatério de 100%.

No gréo das diferentes variedades de arroz os teores de Se sdo geralmente demasiado
baixas para atender as necessidades nutricionais das populagdes (Williams et al., 2009). Assim,
visando objetivos dietéticos, subsiste um grande interesse em aumentar o teor deste elemento
quimico no grao deste cereal (Carey et al., 2012). Adicionalmente, considerando o
processamento tecnoldgico do arroz, deve determinar-se ainda a localizacdo tecidular
preferencial para acumulagdo do Se no gréo.

Neste contexto, aponte-se que Lyons et al. (2005 a) mostraram que o Se foi concentrado
nos embrides dos gréos de trigo, mas também distribuido uniformemente por todo o gréo inteiro,
em comparacdo com outros nutrientes minerais, por exemplo, Zn, Fe e K, que foram
concentrados na aleurona. Williams et al. (2009), com recurso a S-XRF (Synchrotron X-ray
fluorescence), também mostraram um padrdo semelhante na acumulagdo de Se em gréos de
arroz com enriquecimento no embrido e um gradiente de concentracéo decrescente a partir dos
tecidos periféricos do gréo para o centro. Adicionalmente, Moore et al. (2010) demonstraram que
a distribuicdo de Se era coincidente com o do enxofre (S), sendo uniformemente dispersas por
toda a camada de aleurona que rodeia o endosperma, e particularmente concentrado na area
proteica em torno dos granulos de amido das células do endosperma amilaceo. Paralelamente,
Sun et al. (2010) analisaram a especiagéo e a distribuicdo de Se em plantas de arroz cultivadas
num ambiente rico em Se e relataram que concentracdes de Se no arroz diminuiram de acordo
com a sequéncia “palha arroz> farelo> gréos inteiros> arroz polido> casca” e que, o Se foi

concentrado na camada de farelo, com concentracdes que quase atingiram o dobro das do gréo
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polido. Hawkesford e Zhao, (2007) verificaram que em trigo, o0 Se que se forma
predominantemente como selenometionina é uniformemente distribuidos nos diferentes tecidos
dos graos. Assim, o processamento dos grdos (polimento) tem pouco efeito sobre as
concentracdes de Se, enquanto ha uma grande reducéo no contetdo de Zn e de Fe. Aponte-se
ainda que, de acordo com Hawkesford e Zhao (2007), no grdo maduro o Se predomina em
formas orgéanicas, principalmente como SeMet, com menores concentragfes de SeMeSeCys e

SeCys.

3.1.7. Lipidos

Para caracterizar as alterac@es induzidas pelo itinerario de biofortificacdo do arroz em
Se sobre a acumulagéo de acidos gordos, visando portanto definir a qualidade nutricional relativa
a este parametro, na tabela 3.16 apresentam-se os teores de acidos gordos totais das farinhas
resultantes dos gréos dos diversos tratamentos.

Os teores totais dos lipidos foram analisados em 3 tratamentos de biofortificagéo (0, 30
e 60 g Se ha'l), constatando-se que o teor total aumentava para a variedade Albatros (SLO1 ITO
e ATO), sendo 0 aumento mais expressivo com a aplicacdo de selenito (com aumento de mais
de 40% em relacdo ao controlo). Observou-se ainda que Albatros atingiu o teor mais elevado em
comparacao com as restantes variedades / genétipos analisados. Por outro lado, a variedade
Ariete e a OP1109 (SL02 ITO) apresentaram reduc¢des significativas quando foram submetidos
ao tratamento de 60 g Se hal, atingindo assim, o indice mais baixo, que contudo néo diferiu de
Ariete (SLO2 ATO). Nas amostras do bloco SL02 ATO, ndo se verificaram diferencas

significativas entre os tratamentos.

Tabela 3.16. Teores de &cidos gordos totais (mg g? ps) em 4 gendtipos de arroz submetidos a
biofortificacdo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) em 3 tratamentos, cultivados em 2 blocos sem e
com adubacao de fundo (SLO1 e SLO2, respetivamente). Valores médios (n = 3) com letras (a - g) iguais
na coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de
Tukey (a = 0,05).

Acidos Gordos Totais (mg g ps)

Bloco Gendtipo 0g Se ha' 30 g Se ha' 60 g Se ha't

Ariete 13,85 (bcd; ) 13,54  (bcde;r) 12,84 (cdef; r)

SLOLITO Albatros 13,74  (bcd; s) 19,93 (&;n 20,02 (ar)
OP1105 10,57 (e; s) 12,32 (e;n) 13,34 (bcde; 1)

OP1109 14,25 (abc;r) 13,83 (bcde; rs) 12,25 (def; s)
Ariete 11,54 (de;n) 12,45 (de; 1) 12,06 (defg; 1)

SLOL ATO Albatros 13,54 (cd;s) 14,31  (bcde; rs) 15,72 (b; r)
OP1105 12,98 (cde;r) 13,08 (cde; 1) 12,38 (def; )

OP1109 13,38 (cd; 1) 12,51 (de; r) 12,58 (def; r)

Ariete 14,16  (abc;r) 13,92  (bcde;r) 9,57 (g; )

SLO2 ITO Albatros 16,47 (&n 15,85 (b; 15,40 (bc; n
OP1105 11,72  (cde;r) 12,57 (cde; 1) 12,69 (def; 1)

OP1109 13,28 (cd; ) 13,60 (bcde; ) 10,57 (fg; s)

Ariete 12,89 (cde;r) 12,66 (cde; 1) 11,74 (efg; r)

Albatros 16,14 (ab; ) 15,17 (bc; ) 15,62 (b; r)

SLOZATO ™ 05p1105 | 1424 (abc: 1) 14,97 (bcd: 1) 14,48 (bcd: 1)
OP1109 12,77  (cde;n) 12,38 (e;n) 12,05 (defg; r)
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O arroz branqueado contém uma pequena quantidade de lipidos (inferior a 5% do peso
seco). Quase todos os lipidos séo acidos gordos de cadeia longa, tais como os acidos linoleico
(C18:2) e linolénico (C18:3). Em contraste com o arroz branqueado, o farelo de arroz é mais rico
nesses acidos gordos (cerca de 15% do peso seco). Portanto, os lipidos com qualidade nutritiva
acentuada predominam no arroz integral. Acresce ainda que alguns estudos (Wilson et al., 2000)
sugerem que o consumo destes 6leos tende a reduzir o colesterol total e as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL). No entanto, estes lipidos insaturados sé@o suscetiveis a degradacao
durante o armazenamento, podendo conduzir a alteracéo de sabor e deterioracdo da qualidade
alimentar (Zhou et al., 2003).

A qualidade quimica e nutricional do gréo de arroz pode variar consideravelmente, em
funcéo de fatores genéticos e ambientais, tratamentos de fertilizantes, grau de condicdes de
branqueamento e armazenamento (Abdul-Hamid et al., 2007; Monks et al., 2013). Destaque-se
ainda que o branqueamento de graos de arroz (processo de retirado do farelo) é realizado por
todos os fabricantes de arroz e agricultores comerciais, o farelo é rico em gorduras que, de certa
forma, podem provocar rancidificacdo no grdo de arroz durante longos periodos de
armazenamento (Sellapan et al., 2009).

A maior concentragdo de lipidos ocorre no gérmen (1/3 do contetdo total) e na camada
de aleurona. Dessa forma, a concentragéo de lipidos é maior no arroz integral, sendo reduzida
com o polimento, geralmente observando-se concentracdes inferiores a 1% no arroz polido
(Walter et al., 2008). Portanto, moendo o arroz pode resultar numa redugéo destes nutrientes.
De fato, alguns estudos mostraram uma diminui¢@o no contetido de Se (Liu et al., 2009), de &cido
fitico e da distribuicdo de Zn (Liang et al., 2008) no arroz, como uma funcao do grau de moagem.
Para resolver este problema, varios métodos tém sido propostos, destacando-se a adi¢do de
antioxidantes, que é normalmente realizada para inibir a oxidagdo de lipidos e preservar a
qualidade do arroz, a cor, o0 aroma e componentes nutritivos durante o armazenamento
(Asnaashari et al., 2014; Hu et al., 2014). Liu e Gu (2008), reportaram ainda que o arroz integral
pode acumular Se durante a germinacéo e distribuir-se principalmente em seleno-proteinas.
Também revelaram que seleno-proteinas purificadas a partir de arroz integral germinado e
selenizado exibiram excelentes atividades antioxidantes e podem ser utilizados como potenciais
antioxidantes.

Dada a importancia do arroz nas necessidades alimentares de muitas populacées em
todo o mundo, bem como as necessidades financeiras do seu armazenamento a longo prazo,
recentemente Li et al. (2016) verificaram até que ponto a estabilidade de armazenamento, a
qualidade nutricional e a atividade antioxidante de gréos de arroz sdo afetados pelo aumento dos
niveis de Se no arroz integral. Estes autores verificaram que o Se exerce um efeito ativo na
manutencéo da qualidade e retarda a rancidez oxidativa do arroz durante o armazenamento a
longo prazo, conforme evidenciado por alguns resultados que revelaram que o arroz enriquecido
com Se apresentou um menor indice de peréxidacao.

Na tabela 3.17 encontram-se 0s acidos gordos mais abundantes identificados nas

amostras de arroz integral (farinha). Dentre os acidos gordos analisados, os mais abundantes
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foram o &cido oleico (C18:1) e o linoleico (C18:2), que em condi¢des controlo variaram entre 4,04
—6,20 mg g ps (OP105 e Albatros — SL02 ITO, respetivamente) e 3,58 — 5,99 mg g ps (OP1105
— SLO1 ITO e Albatros — SLO2 ITO, respetivamente). Estes resultados estao de acordo com os
estudos de Yoshida et al. (2011), que indicaram os acidos oleico, linoleico e palmitico como
predominantes no gréo de arroz. Observou-se ainda que o processo de biofortificacdo provocou
variagbes significativas nos teores dos acidos gordos, salientando-se, portanto, a variagao
genotipica entre as amostras estudadas. Quanto ao acido oleico e linoleico, verificou-se que o
segundo foi mais afetado pela biofortificacdo, ou seja, a biofortificacéo mais elevada (60 g Se ha-
1) induziu reducgGes nalgumas das variedades, nomeadamente no OP1109 (SLO1 ITO), Ariete,
Albatros e OP1109 (SL02 ITO). Por outro lado, verificou-se um incremento dos teores de oleico
nas OP1105 (SLO1 e 02 ITO) e Albatros (SLO1 ATO). Relativamente ao linoleico, a biofortificacédo
de 60 g Se hal induziu aumentos significativos em Albatros (SLO1 ITO e ATO) e OP1105 (SL 01
ITO). Aponte-se que os &cidos oleico e linoleico sdo desejaveis em sementes de arroz por causa
de seus efeitos benéficos para a saude (Kris-Etherton et al.,, 2004), sendo também menos
suscetiveis a oxidagao (face ao acido linolénico). As redug¢des ocorridas no acido gordo (C18:2)
podem ainda ter influenciado o indice de insaturacéo (DBI) na maioria das amostras do bloco
SLO2. Yoshida et al. (2011) reportaram que os &cidos gordos monoinsaturados, incluindo os
acidos oleico (C18:1), eicosendico (C20:1) e erucico (C22:1) foram responsaveis por 35 — 44%
do total, enquanto que os acidos gordos polinsaturados, incluindo os acidos linoleico (C18:2) e
linolénico (C18:3), foram responséveis por 33 — 45% do total dos acidos gordos. Em conjunto,
estas fragBes insaturadas constituiram 74 — 81% do total de acidos gordos no arroz. Resultados
semelhantes foram apresentados por Monks et al., (2013), que relataram que os acidos gordos
insaturados representavam 74% do total dos &cidos gordos, e os &cidos gordos saturados
(acidos palmitico e esteéarico) foram responsaveis por 24,1%. Em conjunto, estas fracdes
constituiram 98,0% dos acidos gordos totais em arroz. Valor semelhante foi encontrado também
neste estudo, onde a média dos resultados dos acidos gordos insaturados foi de 75,18% e dos

acidos gordos saturados foi de 24,80%.
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Tabela 3.17. Teores dos acidos gordos (mg g ps) e indice de insaturagédo (DBI) em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) em 3 tratamentos,
cultivados em 2 blocos sem e com adubacado de fundo (SLO1 e SL02, respetivamente). Valores médios com letras (a — i) iguais na coluna e letras (r, s, t) iguais na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Acidos Gordos (mg g ps)

C16:0 C18:0 c18:1
Acido Palmitico Acido Estearico Acido Oleico
Bloco | Genétipo 0g Se ha' 30 g Se hat 60 g Se ha' 0g Se ha' 30 g Se ha! 60 g Se ha! 0g Se hat 30 g Se hat 60 g Se ha'
SL Ariete 3,08 (abcd; ) 3,11 (bcde; 1) 3,11 (bcd, 1) 0,32 (ab; ) 0,21 (ab; s) 0,29 (bcde; 1) 4,84 (def; ) 4,78 (cde; n) 4,30 (ghi; n)
o1 Albatros | 2,80 (cde; s) 4,06 (&rn) 4,22 (arn 0,23 (abc; t) 0,30 (a; s) 0,41 (&n 5,12 (bcde; s) 7,84 (& rn 8,04 (arn)
ITo OP1105 | 2,14 (e; s) 2,61 (cde; rs) 2,75 (cd; 1) 0,22 (c;n 0,19 (b; 1) 0,22 (cde; r) 4,30 (ef; s) 5,03 (cde; r) 5,39 (cdef; r)
OP1109 | 3,74 (&n 3,39 (ab; 1) 2,76 (cd; s) 0,25 (abc;r) | 0,19 (b; 1) 0,23 (ab; 1) 4,28 (ef; ) 4,87 (cde; 1) 4,53 (fgh; r)
SL Ariete 2,43 (de; r) 2,60 (de; n) 2,43 (d; ) 0,25 (abc; r) 0,21 (ab; r) 0,23 (de; r) 4,25 (ef; r) 4,60 (de; r) 4,47 (fgh; n)
o1 Albatros | 2,80 (cde; r) 2,82 (bcde; 1) 3,02 (bcd; r) 0,33 (ab; r) 0,23 (ab; s) 0,31 (bcde; 1) 5,34 (abcd; s) | 5,63 (bc; rs) 6,13 (bcd; )
ATO OP1105 | 2,60 (cde; ) 2,56 (e;n 2,39 (d; n) 0,25 (abc; r) 0,19 (b; 1) 0,25 (e;n 5,43 (abcd; 1) 5,51 (bcde; 1) 517 (defg; 1)
OP1109 | 2,72 (cde; r) 2,67 (bcde; 1) 2,80 (bcd; r) 0,27 (abc; r) 0,18 (b; s) 0,23 (bcde; rs) 5,04 (bcde; 1) 4,57 (e;n) 4,68 (efgh; )
SL Ariete 2,94 (bcd; r) 3,14 (bcde; 1) 2,43 (d; s) 0,28 (abc;r) | 0,22 (ab; 1) 0,21 (bcde; 1) 4,92 (cdef; r) 4,89 (cde; 1) 3,37 (i; s)
02 Albatros | 3,56 (ab; r) 3,34 (abc; r) 3,43 (bc; 1) 0,33 (& n 0,22 (ab; s) 0,34 (abc; r) 6,20 (& n 6,33 (b; r) 6,33 (bc; 1)
ITO OP1105 | 2,89 (bcd; r) 2,96 (bcde; 1) 2,95 (bcd; r) 0,21 (c;n 0,22 (ab; 1) 0,25 (bcde; 1) 4,04 (f; 1) 4,83 (cde; s) 5,66 (bcde; 1)
OP1109 | 2,67 (cde; ) 2,86 (bcde; 1) 2,69 (d; r) 0,22 (bc; ) 0,17 (b; 1) 0,20 (bcde; 1) 4,54 (def; rs) 4,83 (cde; ) 4,00 (hi; s)
SL Ariete 2,75 (abc; r) 2,72 (bcde; 1) 2,73 (cd; ) 0,24 (abc;r) | 0,22 (ab; 1) 0,19 (bcde; 1) 4,60 (def; ) 4,56 (e; 1 4,10 (hi; )
02 Albatros | 3,27 (abc; ) 3,32 (bcd; r) 3,53 (ab; 1) 0,33 (ab; 1) 0,25 (ab; s) 0,33 (bcd; 1) 6,04 (ab; 1) 5,64 (bc; 1) 6,05 (bcd; 1)
ATO OP1105 | 2,82 (cde; r) 2,98 (bcde; 1) 2,71 (cd; 1) 0,25 (abc; r) 0,22 (ab; r) 0,25 (bcde; 1) 5,94 (abc; r) 6,29 (b; 1 6,45 (b; 1)
OP1109 | 2,68 (cde; ) 2,83 (bcde; 1) 2,89 (bcd; r) 0,22 (c;n 0,18 (b; ) 0,21 (bcde; 1) 513 (bcde; 1) 4,60 (e; rs) 4,35 (ghi; s)
C18:2 C18:3 DBI
Acido Linoleico Acido Linolénico indice de Insaturacéo
Bloco | Genétipo 0g Se hat 30 g Se hat 60 g Se ha* 0g Se hat 30 g Se ha! 60 g Se ha! 0g Se ha' 30 g Se ha! 60 g Se ha!
SL Ariete 5,21 (abcde; 1) 5,05 (bc; 1) 4,75 (b; 0,17 (c;n 0,22 (ab; r) 0,17 (abc; r) 4,49 (abc; r) 4,51 (ab; r) 4,07 (cde; r)
o1 Albatros | 5,24  (abcde; s) 7,26 (& n 6,91 (& n 0,16 (c; 1) 0,27 (& 0,19 (abc; ) 5,14 (&;n 5,19 (& 4,72 (abcd; r)
ITo OP1105 | 3,58 (f; s) 4,19 (c; rs) 4,52 (bc; 1) 0,15 (c; rs) 0,18 (b; rs) 0,20 (ab; rs) 4,81 (ab; r) 5,08 (ab; r) 4,74 (abcd; r)
OP1109 | 5,51 (abc; r) 5,01 (bc; rs) 4,36 (bcd; s) 0,21 (b; rs) 0,21 (ab;rs) | 0,16 (abc; rs) 3,84 (c;n 4,20 (b; n 4,34 (bcde; 1)
SL Ariete 4,27 (ef, r) 4,71 (bc; 1) 4,59 (b; 0,16 (bc; 1) 0,20 (b; 1) 0,14 (bc; 1) 4,73 (abc; r) 5,05 (ab; r) 5,00 (abc; 1)
o1 Albatros | 4,77 (def; s) 5,30 (bc; rs) 5,98 (& n 0,14 (c; rs) 0,21 (ab;rs) | 0,12 (c; rs) 4,73 (abc; ) 5,36 (&n 5,36 (&n
ATO OP1105 | 4,33 (bcde; 1) 4,49 (bc; 1) 4,23 (bcd; 1) 0,19 (bc; 1) 0,20 (b; 1) 0,17 (bc; 1) 4,94 (ab; r) 5,31 [CHD) 5,07 (ab; )
OP1109 | 4,98 (abc; r) 4,77 (bc; n) 4,51 (bc; n 0,19 (bc; n 0,19 (b; n 0,17 (abc; ) 5,00 (&n 4,98 (ab; 1) 4,47 (abcde; r)
SL Ariete 5,65 (abc; ) 5,32 (bc; 1) 3,22 (d; s) 0,18 (bc; 1) 0,20 (b; 1) 0,12 (c;n 4,98 (& n 4,65 (ab; ) 3,63 (e; s)
02 Albatros | 5,99 (ab; 1) 5,61 (b; rs) 4,95 (b; s) 0,19 (bc; rs) 0,22 (ab;rs) | 0,15 (bc; rs) 4,65 (abc; rs) 5,01 (ab; 1) 4,25 (bcde; s)
ITo OP1105 | 4,17 (ef; r) 4,22 (c;n 3,48 (cd; 1) 0,21 (bc; 1) 0,20 (b; r) 0,14 (bc; 1) 4,01 (bc; 1) 4,24 (b; r) 3,89 (de; r)
OP1109 | 5,48 (abcd; r) 5,42 (b; 1) 3,36 (cd; s) 0,20 (bc; 1) 0,20 (b; 1) 0,14 (bc; 1) 5,32 (&;n 5,25 (a;rn 3,70 (e; s)
SL Ariete 4,96 (bcde; 1) 4,83 (bc; 1) 4,40 (bc; 1) 0,18 (c;n 0,19 (b; r) 0,15 (bc; 1) 4,83 (ab; r) 4,85 (ab; r) 4,45 (abcde; 1)
02 Albatros | 6,17 (&;n 5,62 (b; 1) 5,37 (b; 1) 0,20 (bc; 1) 0,21 (ab; 1) 0,16 (bc; 1) 5,14 (&;n 4,78 (ab; rs) 4,35 (bcde; s)
ATO OP1105 | 4,71 (cdef; s) 5,09 (bc; 1) 4,67 (b; rs) 0,30 (a;n 0,24 (ab; r) 0,23 (arn 5,03 (a;n 5,20 (arn 5,33 (a;rn
OP1109 | 4,32 (def; r) 4,47 (bc; ) 4,24 (bcd; 1) 0,25 (ab; ) 0,18 (b; n 0,18 (abc; r) 4,83 (ab; 1) 4,56 (ab; 1) 4,14 (bcde r)

DBI = [(% de monoenes + 2 x% de dienes + 3 x% de trienes) / % de acidos gordos saturados] (Mazliak, 1983).
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3.1.8. Acucares Soluveis

O arroz apresenta pequenas quantidades de acucares livres, localizados principalmente nas
camadas externas do grdo, sendo a sua concentracdo afetada pela variedade, grau de moagem e
processamento (Matsuo, 1995). Na tabela 3.18, encontram-se os teores dos acUcares sollveis totais
de gréos integrais moidos das 4 variedades / genétipos em estudo. Verificou-se que, em comparacao
com o controlo, a biofortificacdo com 60 g Se ha! induziu o aumento significativo no teor total de
acucares, nomeadamente, em Albatros e OP1109 (exceto no bloco SL02 ITO). Por oposigéo, Ariete foi
afetada negativamente, com redugdes significativas em SLO1 ITO, SLO2 ITO e SLO2 ATO. No entanto,
apesar das redugfes, a variedade Ariete revelou elevados niveis de agUcares face aos restantes
genotipos. O gendtipo OP1105, cultivado no bloco SL02 ITO e ATO, apresentou aumentos significativos
nos teores totais de agucares solUveis quando submetido a aplicagdo de 60 g Se hal. Contudo, no

bloco SLO1 ITO e ATO, néo se verificaram alteragbes para este gendtipo.

Tabela 3.18. Teor de aglcares sollveis totais (mg g ps) em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificagdo
de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) em 3 tratamentos, cultivados em 2 blocos sem e com adubacdo de
fundo (SLO1 e SLO2, respetivamente). Valores médios (n = 3) com letras (a - g) iguais na coluna e letras (r, S)
iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Aclcares sollveis totais (mg g ps)

Bloco Genoétipo 0g Se ha' 30 g Se ha' 60 g Se ha!
Ariete 14,23 (an 11,74 (ab; ) 10,96 (bcd; s)
SLO1 ITO Albatros | 10,75 (bc; s) 12,13 (a;n 12,03 (bc; )
OP1105 9,82 (bcde; 1) 10,12 (bcd; ) 8,97 (efg; 1)
OP1109 7,57 (f; s) 9,44 (cd; n) 10,09 (cdef; r)
Ariete 8,35 (def; s) 10,25 (abc; 1) 10,91 (bcde; 1)
Albatros 8,18 (def; s) 9,93 (bcd;n) 10,89 (bcde; 1)
SLOLATO OP1105 8,03 (ef;n 8,23 (d;n 8,64 (fg; n
OP1109 | 10,15 (bcd; 1) 11,03  (abc;r) 10,93 (bcde; 1)
Ariete 10,48  (bc; 1) 9,26 (cd;n 7,48 (CHDS)
SLo2 ITo | Albatros | 1044 (bcir) 10,94  (abc;n) 7,14 (@:5)
OP1105 7,97 (ef; s) 9,94  (bcd;s) 11,16 (bed; 1)
OP1109 | 15,99 (an 11,48 (ab; s) 9,62 (def; s)
Ariete 11,57 (b; 10,78 (abc; rs) 9,53 (def; s)
Albatros | 10,68 (bc; s) 11,83 (ab; s) 14,19 (&;n
SLO2 ATO OP1105 9,14 (cdef; s) 11,07 (abc; 1) 12,10 (b;r)
OP1109 9,22 (cdef; s) 11,11 (abc;r) 10,54 (bcdef; r)

Os acucares sollveis, especialmente a sacarose, sdo um produto primario da fotossintese e
desempenham um papel fundamental para o crescimento e desenvolvimento das plantas (Smeekens,
2000). O contetido em acucares sollveis nos grdos de arroz € reduzido; mas pode afetar o sabor e a
cor que evoluem durante a cozedura ou outro processo de transformacdo (Smyth e Henry, 1989 cf.
Yang et al., 2014), destacando-se as reac6es de Maillard, que ocorrem entre os grupos amina livre da
lisina e/ou outros acidos aminados e os grupos carbonilo dos agUcares redutores (tais como a glucose
e a maltose) (Camire et al., 1990).

No ambito deste estudo verificou-se que a sacarose se destacou com o teor mais elevado, (ca.

74% do total de aguUcares sollveis), seguida da glucose (ca. 9,6%), rafinose (8,6%) e frutose (6,9%).
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Aponte-se que Sugiyama et al. (1995), num estudo para determinar os componentes quimicos e a
respectiva distribuicdo no arroz moido, relataram que a sacarose foi responsavel por 90% do agucar
livre e a proporcao na camada externa ultrapassava 60%. A proporcédo de frutose ou o teor de glucose
na camada externa era baixa, correspondendo aproximadamente a 23%. Tran et al. (2004) também
realizaram um estudo de comparacdo entre o0 arroz integral e o arroz branqueado, com diferentes
rendimentos de moagem, e quantificaram teores de sacarose de ca. 7 mg g rs e de 0,4 mg g ps de
glucose, observando também que estes teores reduziam a medida que aumentava o polimento do
arroz.

Na tabela 3.19 encontra-se detalhado o perfil dos acglcares sollveis (rafinose, sacarose,
glucose e frutose) e os teores individuais de cada variedade / genétipo. Em condi¢cBes controlo os
valores mais elevados para a rafinose ocorreram na variedade Ariete (SLO1 ITO) (1,29 mg g ps), porem
0 teor mais baixo também foi verificado em Ariete cultivado no bloco SL02 ITO (0,68 mg g* ps),
enquanto que no processo de bioforticagdo com 60 g Se ha* ocorreu o decréscimo do teor de rafinose
no primeiro caso e se manteve estavel no segundo. Na Albatros os teores de rafinose ndo sofreram
alteracdes com a bioforticacdo em Se, exceto no SL02 ITO, onde prevaleceu uma reducao significativa
(50% face ao controlo). O gendtipo OP1105 nas aplicagdes com selenito nos blocos SLO1 e SL02, ndo
apresentaram altera¢des, mas nas aplicagdes com selenato, verificou-se uma reducao significativa no
bloco SLO1 e um aumento significativo no bloco SLO2.

Relativamente a sacarose, em condi¢cdes controlo, na variedade Ariete os teores foram
similares aos da rafinose, com valores elevados no bloco SLO1 ITO e mais baixos no bloco SL02 ITO.
Aponte-se, contudo, que neste caso se verificou que a implementagédo de um sistema de biofortificagédo
apoiado em teores crescentes de Se reduziu progressivamente os niveis de sacarose, podendo estes
decréscimos ter-se refletido no teor total dos agUcares (Tabela 3.18). Tal como verificado na rafinose,
a Albatros também apresentou reduc¢des significativas quando cultivada no bloco SL0O2 ITO, ainda que
nos outros blocos a crescente biofortificagdo com Se tenha aumentado significativamente os teores
deste acucar. O gendtipo OP1105, cultivado no bloco SLO1, relativamente & sacarose, apresentou uma
reducdo significativa com aplicacdes de selenito, mas néo revelou alteracbes com a aplicacdo de
selenato. Ainda sobre o OP1105, no bloco SL02, com aplicacdo das duas formas de Se houve
incremento progressivo da sacarose com o aumento das concentrag@es de Se. J& o gendtipo OP1109
apresentou algumas oscilagdes nos teores de sacarose, tendo-se verificado que o0 mesmo possuia o
valor mais elevado sob condi¢des controlo no bloco SL02, enquanto que em condigbes de
biofortificacdo, neste mesmo bloco, apresentou redugdes significativas. Constatou-se ainda que este
gendtipo apresentou os valores mais baixos de sacarose com a aplicacdo de 60 g Se ha! na forma
selenito. Tal como quantificado para a rafinose, no bloco SL0O1, a aplicacdo da biofortificacdo com
selenito incrementou os teores de aglcar na OP1109, tendo-se verificado o valor mais elevado com a
aplicagdo de 30 g Se hal. Paralelamente, com as aplicagfes de selenato ndo se verificaram alteracdes
significativas. Relativamente aos teores de Glucose, verificou-se uma grande variagdo entre 0s
genatipos (controlo) nos diferentes blocos de cultivo e nas 2 formas de Se aplicadas no itinerario de

biofortificacdo. O teor mais elevado (controlo) foi observado no genétipo OP1109 (2,13 mg gres), que
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diferiu estatisticamente dos restantes, e o valor mais baixo foi encontrado em Albatros (0,23 mg g ps).
Quanto ao efeito da biofortificacdo em Se sobre os teores deste acglcar, a semelhanca da sacarose, a
variedade Ariete apresentou reducdes significativas com o aumento da biofortificacdo com selenito, e
por outro lado aumentou significativamente com aplicacfes de selenato. No bloco SL0O2 ndo se
verificaram alterac8es significativas. A variedade Albatros apresentou os teores mais baixos em todos
os blocos e tratamentos, no entanto foi detetado um aumento significativo nos tratamentos com
selenato. O gendtipo OP1105 respondeu positivamente ao tratamento de biofortificagcdo e apresentou
aumentos significativos, porém este efeito s6 ndo foi observado nos grdos do bloco SL02 ITO. O
genotipo OP1109, sob condicdes de biofortificagéo, apresentou aumentos significativos em SLO1 ITO
e SL02 ATO, por outro lado, os teores de glucose diminuiram significativamente em SLO1 ATO e SL02
ITO.

Relativamente ao conteddo em Frutose nas amostras de farinha de arroz das diferentes
amostras analisadas, verificou-se uma grande, oscila¢éo sob condi¢6es controlo (0,30 — 1,49 mg g
ps), ha Albatros (SLO1 ITO) e OP1105 (SLO1 ATO), respetivamente. Quantificando o efeito da
bioforticagdo com Se sobre o teor de frutose, em Ariete cultivada no bloco SLO1, constataram-se
decréscimos na aplicacdo de selenito e acréscimos com a aplicacdo de selenato. Por outro lado, no
bloco SL02, a aplicacdo com selenato (60 g ha') reduziu em 77% o teor de frutose. Na Albatros, tal
como observado na glucose, a frutose revelou os teores mais baixos em relagdo as restantes
variedades / genétipos, contudo, obervou-se um incremento bastante acentuado em SLO1 ATO e SL02
ITO com o aumento da concentracdo de Se aplicada. O gendtipo OP1105 apresentou aumentos
progressivos em todos os blocos e formas de Se aplicado. No ambito processo de bioforticagdo com
teores crescentes de Se aplicado, 0 OP1109 apresentou aumentos significativos nos teores de frutose,
guando aplicado selenito tanto no bloco SL0O1 como no bloco SL02.

Verificou-se que o processo de bioforticagdo induziu aumentos significativos nos teores totais
de acuUcares na maioria das amostras de graos (farinha integral). Segundo Yao et al. (2009), os
incrementos na acumulagédo de amido e agUcares sol(veis em gréos de arroz provenientes de plantas
pré-tratadas com Se podem ser atribuidos aos teores mais elevados de pigmentos fotossintéticos e,
consequentemente ao anabolismo fotossintético. Reconhece-se que a utilizagdo industrial de farinha
de arroz € mais adequada para o desenvolvimento de produtos isentos de gliten, e devido a grande
influéncia dos teores de aguUcares sobre os produtos finais. Aponte-se ainda a relevancia destes
acucares, pois: uma interacdo com as moléculas de proteina ou amido durante o processo de cozedura;
propicia uma massa mais suave, e capaz de originar um produto final de textura macia e volume
adequada; a gelatinizacdo do amido é retardada; facilita a incorporacao de ar na gordura durante o
processo de método cremoso; propicia a caramelizagdo quando expostos a altas temperaturas,

oferecendo coloragéo e aroma agradaveis na cozedura (FIB, 2009).
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Tabela 3.19. Teores de agucares solUveis (mg g ps) em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) em
3 tratamentos, cultivados em 2 blocos sem e com adubacéo de fundo (SLO1 e SL02, respetivamente). Valores médios (n = 3) com letras (a — i) iguais
na coluna e letras (r, s, t) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

AcUcares Solluveis (mg g ps)

Rafinose Sacarose
Bloco Genotipo 0g Se ha 30 g Se ha? 60 g Se ha? 0g Se ha' 30 g Se ha' 60 g Se ha!
Ariete 1,29 (CHD) 1,16 (&n 0,95 (bcde; s) 10,53 (ab; ) 8,59 (bcd; s) 8,47 (bc; s)
SLO11TO Albatros 0,88 (cdef; r) 1,00 (abc; r) 0,96 (bcde; 1) 9,17 (bc; s) 10,45 (& n 10,52 (&;n
OP1105 0,97 (bcde; 1) 0,95 (abcd; 1) 0,82 (cdef; r) 7,54 (cdef; r) 7,90 (bcd; 1) 6,03 (efg; s)
OP1109 0,73 (ef; s) 0,95 (abcd; r) 0,92 (bcde; 1) 6,06 (fg; s) 7,25 (cde; r) 7,13 (cdef; rs)
Ariete 0,84 (cdef; r) 0,86 (bcd; r) 0,82 (cdef; r) 6,25 (defg; 1) 7,80 (cd; ) 7,68 (bcd; 1)
SLO1 ATO Albatros 0,70 (ef; r) 0,81 (cd; 1) 0,81 (cdef; r) 7,05 (9; s) 8,26 (bed; r) 8,46 (bc; 1)
OP1105 0,85 (cdef; r) 0,87 (bcd; r) 0,57 (fg; s) 5,68 (efg; r) 5,79 (e;n 5,90 (fg; n)
OP1109 0,76 (def; ) 0,85 (cd; 1) 0,76 (def; ) 6,95 (cd; 1) 8,71 (bc; 1) 8,79 (b; n
Ariete 0,68 fn 0,68 (d; n 0,55 (fg; n) 8,60 ((HD) 7,46 (cd; s) 5,87 (fg; t)
SL02 ITO Albatros | 0,80  (cdef;r) 0,89 (abcd; 1) 0,40 (9; s) 8,41 (cde; 1) 8,50 (bcd; 1) 4,94 (CHD)
OP1105 0,69 (ef; s) 0,99 (abc; r) 1,04 (bcd; r) 5,68 (9; 1) 6,97 (de; s) 8,55 (bc; 1)
OP1109 1,04 (abc; 1) 1,03 (abc; 1) 0,73 (ef; s) 11,94 (a;n 7,89 (cd; s) 5,61 (fg; t)
Ariete 1,25 (ab; 1) 1,14 (ab; ) 1,09 (bc; n 8,70 (cd; n 8,44 (bcd; ) 7,62 (bcde; )
SLO2 ATO Albatros 1,06 (abc; ) 1,15 (&;n 1,15 (b; ) 9,05 (bc; s) 9,85 (ab; s) 11,36 (&; 1
OP1105 0,71 (ef; t) 1,16 (a; s) 1,51 (& 5,91 (fg; s) 8,10 (cd; r) 8,84 (b; 1)
OP1109 1,03  (abcd;r) 1,07 (abc; 1) 0,92 (b; 1) 6,32 (fg; ) 7,21 (cde; 1) 6,74 (def; 1)
Acucares Sollveis (mg g ps)
Glucose Frutose
Bloco Genotipo 0g Se hat 30 g Se ha'! 60 g Se ha'! 0g Se ha' 30 g Se ha! 60 g Se ha!
Ariete 1,49 (b; 1) 1,18 (b; s) 1,12 (cde; s) 0,92 (bc; 1) 0,81 (bc; 1) 0,42 (def; s)
SLOLITO Albatros 0,40 (fg; ) 0,32 (f; n 0,31 (@i; 1) 0,30 (fgh; ) 0,37 (def; 1) 0,25 (ef; 1)
OP1105 0,98 (cd; s) 0,96 (bc; s) 1,22 (cd; ) 0,33 (fgh; s) 0,32 (ef; s) 0,90 (bc; 1)
OP1109 0,42 (fg; t) 0,81 (cd; s) 1,53 (ab; r) 0,36 (fgh; n) 0,42 (def; ) 0,50 (de; r)
Ariete 1,00 (cd; s) 1,17 (b; s) 1,55 (ab; 1) 0,26 (gh; s) 0,42 (def; s) 0,87 (bc; 1)
SLOL ATO Albatros 0,23 (9;9) 0,52 (ef; 1) 0,63 (h; n 0,20 (h; s) 0,34 (def; s) 1,00 (b; 1)
OP1105 0,96 (cd; s) 0,96 (bc; s) 1,36 (bc; ) 0,54  (defg; s) 0,62 (cd; rs) 0,81 (bc; )
OP1109 1,59 (b; n 0,88 (c; s) 0,87 (efgh; s) 0,85 (bc; 1) 0,59 (cde; s) 0,51 (de; s)
Ariete 0,74 (de; n) 0,79 (cde; r) 0,70 (gh; ) 0,46 (efgh; n) 0,34 (def; ) 0,36 (ef, n
SLO2 ITO Albatros 0,66 (ef; 1) 0,77 (cde; ) 0,78 (fgh; n 0,56 (def; t) 0,77 (bc; s) 1,01 (b; N
OP1105 0,95 (cd; 1,04 (bc; n) 0,65 (gh; s) 0,65 (cde; s) 0,94 (ab; 1) 0,92 (bc; n
OP1109 2,13 (a;n) 1,62 (a; s) 1,69 (a; s) 0,87 (bc; s) 0,94 (ab; s) 1,59 (a;r)
Ariete 0,81 (cde; 1) 0,80 (cde; r) 0,64 (gh; 1) 0,81 (bcd; r) 0,41 (def; s) 0,18 (f; 1)
SLO2 ATO Albatros 0,32 (9; 1) 0,56 (def; s) 1,02 (def; 1) 0,26 (gh; s) 0,27 (f; s) 0,66 (cd; 1)
OP1105 1,03 (c;n 0,98 (bc; 1) 0,92 (efg; ) 1,49 (&n 0,83 (bc; s) 0,84 (bc; s)
OP1109 0,82 (cde; s) 1,63 (a;n 1,57 (ab; r) 1,05 (b; s) 1,21 (a; rs) 1,31 (&
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3.1.9. Proteinas

Na tabela 3.20 encontram-se os valores das percentagens de proteina total nas
variedades / gen6tipos dos graos de arroz (farinha integral). Em condi¢des controlo, verificou-se
um teor ligeiramente mais elevado na OP1109 (8,08%) cultivada no bloco sem adubacé&o de
fundo (SLO1 ITO), que por sua vez ndo diferiu de Ariete (SLO2 ITO). O valor mais baixo (controlo)
foi observado na Ariete (SLO1 ITO) (5,93%). Contudo, verificou-se que as aplicagdes de Se no
ambito da biofortificacéo incrementaram a percentagem proteica desta variedade até 30 g Se ha-
1, Em Albatros verificaram-se bastantes oscilagdes nas aplicagfes com selenito, tanto no bloco
SL0O1 como no bloco SL02, sendo que no bloco SLO1 o valor maximo foi encontrado na aplicacao
de 4 g Se ha'l e no SL02 o valor maximo foi observado na aplicacdo de 30 g Se hal, e estas nao
diferiram do controlo. No gendtipo OP1105 néo se visualizaram quaisquer alteragdes, ou seja, 0
processo de biofortificagdo nédo interferiu nos teores de proteina. J& em OP1109, assim como em
Albatros, registaram-se algumas oscilacdes nos teores da proteina, nomeadamente em gréaos
provenientes das aplicagbes com selenito sem adubacdo de fundo (SLO1 ITO), que
apresentaram reducdes significativas com o aumento da concentracdo de Se.Com adubacao de
fundo (SLO2 ITO) também ocorreram redugfes nos tratamentos com 4, 20 e 60 g Se ha?,

contudo, nao diferiram do controlo.

Tabela 3.20. Percentagem de proteina total em 4 genétipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se
(selenito — ITO e selenato — ATO) em 5 tratamentos, cultivados em 2 blocos sem e com adubacéo de fundo
(SLO1 e SLO2, respetivamente). Valores médios (n = 2) com letras (a — h) iguais na coluna e letras (r, s, t)
iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Proteina Total (%)

Bloco | Genotipo 0g Se ha' 4 g Se hat 20 g Se hat 30 g Se hat 60 g Se ha'
Ariete 5,93 (h; 1) 6,69 (bcdef; rs 7,00 (abcd; 1) 6,98 (bcde; r) 6,34 (c; st)
SLO01 | Albatros | 6,39 (gh; rs) 6,80 (abcdef;r) | 6,18 (f; s) 6,19 (e; s) 6,35 (c; rs)
ITO OP1105 | 6,30 (gh; ) 6,54 (cdef; r) 6,53 (cdef; r) 6,36 (ef; 1) 6,43 (be; 1)
OP1109 | 8,08 (&r) 7,07 (abcd; s) 6,74 (bcdef; s) 6,90 (bcde; s) 7,00 (ab; s)
Ariete 6,37 (gh; 1) 6,17 fn 6,56 (cdef; r) 6,62 (cdef; r) 6,42 (bc; 1)
SLO1 Albatros | 6,47 (gh; r) 6,28 (ef; 1) 6,31 (ef; r) 6,40 (ef; ) 6,47 (bc; )
ATO | oP1105 | 6,67 (efg; 1) 6,83 (abcde;r) | 6,65  (bcdef;r) 6,40 (ef; ) 6,89 (abc;r)
OP1109 | 6,72 (defg; 1) 6,74 (abcdef;r) | 6,45 (def; r) 7,10 (abcd; r) 7,03 (ab; 1)
Ariete 7,90 (ab; r) 6,89 (abcde;s) | 7,41 (a; rs) 6,96 (bcde; s) 7,32 (a;s)
SL02 | Albatros | 7,14 (cdef; r) 6,44 (def; s) 6,85 (abcde; rs) 6,94 (bcde; rs) | 6,75  (abc; rs)
ITO OP1105 | 7,41 (bc; 1) 7,22 (ab; r) 7,21 (ab; r) 7,29 (ab; r) 7,27 (&)
OP1109 | 7,32 (bcd; rs) 7,11 (abc; s) 7,20 (ab; s) 7,72 (&) 6,95 (abc; s)
Ariete 7,35 (bcd; r) 7,39 (&n 7,16 (abc; rs) 7,18 (abc; rs) 6,69 (abc; s)
SL02 | Albatros | 6,49 (fgh; rs) 6,38 (ef; s) 6,86 (abcde; rs) 6,51 (def; rs) 6,91 (abc; 1)
ATO OP1105 | 6,93 (cdefg; r) 7,10 (abc; r) 6,89 (abcde;r) 7,35 (ab; r) 6,86 (abc; r)
OP1109 | 7,15 (cde; 1) 7,31 (abc; 1) 7,44 (&1 7,26 (abc; 1) 7,21 (ar)

Por ser um dos cereais mais consumidos nho mundo, o arroz tem um elevado potencial

como fonte de proteina de baixo custo, embora seja 0 que contem a menor quantidade de
proteinas (7 a 9%) entre os cereais com um indice de consumo mundial mais relevante (Shih e

Daigle, 2000). A proteina de arroz € incolor, com sabor agradavel, e pode ser adequada (como

118



Resultados e Discussao — Primeiro Ano de Ensaio

fonte de proteina hipoalergénica) para substituir parcialmente o leite e os alimentos formulados
para criangas (Fiocchi et al., 2003).

Souza et al. (2016), ao estudarem um método rapido de extragdo das proteinas da
farinha de arroz, quantificaram valores totais de 7%. Friedman (1996) também relatou valores
oscilando entre 5 - 7%. Neste estudo, as percentagens de proteina encontram-se préximas dos
valores indicados pela literatura, ainda que com algumas variagdes (Tabela 3.20).

Aponte-se que a qualidade proteica do arroz é ligeiramente inferior & de aveia, embora
supere a do trigo e do milho. Além disso, a proteina do arroz integral tem um perfil de aminoacidos
essenciais semelhante aos requisitados para criancas de 2 a 5 anos de idade, encontrados na
proteina da caseina e da soja (Wang et al., 1999). Reconhece-se ainda que é uma fonte de
proteina altamente nutritiva, hipoalergénica, e particularmente saudavel para o consumo humano
(Shih e Daigle, 2000).

O arroz, e em especial a farinha de arroz, devido as suas propriedades funcionais Gnicas,
tem sido usado num numero crescente de novos alimentos, nomeadamente tortilhas, bebidas,
carnes processadas, pudins, molho de salada e paes sem glaten (Mccue, 1997; Kadan et al.,
2001). Estes alimentos geralmente exigem farinhas de arroz que possuam teores de amilose e
proteinas conhecidas (Kadan et al., 1997). No entanto, as condicbes ambientais durante o
enchimento do gréo, especialmente a fertilidade do solo e a precipitagdo (Graham et al., 1999),
podem influenciar a acumulagdo de proteina no grdo de arroz em desenvolvimento e,
consequentemente, afetar as propriedades funcionais da farinha resultante. Note-se que as
variagdes no teor da proteina modificam significativamente a qualidade do gréo (Futakuchi et al.,

2008), podendo influenciar de forma negativa o sabor da farinha.
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3.1.10. Parametros Colorimétricos

Os parametros de cor do arroz constituem um fator relevante para o consumidor e para
a industria alimentar (Wadsworth, 1994). O arroz com coloracdo mais branca tem maior valor de
mercado e parece deter uma maior preferéncia por parte dos consumidores (Yadav e Jindal,
2001). Nas tabelas que se seguem sao apresentados os valores dos pardmetros de cor do arroz
moido (farinha integral).

Tabela 3.21. Determinagao da cor dos gréos (farinha integral) pelo sistema CIELAB, através dos parametros
de luminosidade (L*) e coordenadas de cromaticidade (a* e b) em 4 gendétipos de arroz submetidos a
biofortificacé@o de Se (selenito - ITO) em 5 tratamentos, cultivados no bloco sem adubagéo de fundo (SLO1).
Valores médios (n = 4) com letras (a) iguais na coluna e letras (r) iguais na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Cor das Farinhas

Bloco Gendtipo 0g Se ha 4 g Se ha' 20 g Se ha' 30 g Se ha 60 g Se ha*
Ariete 71,21 (a;r) | 69,61 (a;r) | 69,49 (a;r) | 67,56 (a;n 72,64  (a;rn)

L* Albatros | 70,66 (a;r) | 69,34 (a;r) | 72,12 (a;r) | 70,30 (a1 71,71 (a;n
OP1105 69,88 (a;r) | 67,94 (a;r) | 70,36 (a;r) | 70,10 (a;1) 69,17 (a;n)

OP1109 | 69,95 (a;r) | 68,10 (a; 1) | 70,64 (a;r) | 71,86 (a1 | 7290 (a0

Ariete 349 (| 384 (an | 361 (a;n | 3,82 (& 3,76 (a;n

SLO1 a* Albatros 453 (a;n | 414 (an | 403 (a;n | 3,84 [(CHD) 4,41 (a;n
ITO OP1105 360 (a;n | 405 (&n | 322 (a;n | 3,73 (&n 3,56 (&; n
OP1109 3,17  (a;n) 373 (&n | 391 (an | 251 (&rn 2,93 (a;rn

Ariete 19,92 (a;r) | 21,45 (a;r) | 20,72 (a;r) | 22,97 (a;1) 21,03 (a;n

b Albatros | 22,58 (a;r) | 23,08 (a;r) | 2250 (a;r) | 23,97 (&0 21,50 (&;n
OP1105 20,26 (a;r) | 21,18 (a;n) | 21,76 (a;r) | 20,92 (a;n 2151 (& n

OP1109 | 21,64 (a;r) | 21,08 (a1 | 21,85 (a1 | 2126 (a1 | 2220 (a0

Nos grdos provenientes de plantas sem adubacdo de fundo (Bloco SLO1) ndo se
detetaram diferengas significativas nas coordenadas de cor (Tabela 3.21). No entanto, em
condicdes controlo, Ariete apresentou uma tendéncia para a cor mais clara (valores de L* mais
elevado), e na aplicacdo de selenito mais elevada (60 g Se hal) observou-se que OP1109
apresentou o valor de L mais alto. Considerando que a coordenada b* de cromaticidade indica
que as amostras tendem para a cor amarela, este resultado ja era esperado por se tratar de
farinha de arroz integral. Segundo Lamberts et al. (2008), a camada de farelo, assim como a
camada da casca, também contém acidos fendlicos e, além disso, contém diversos carotenoides
(B-caroteno, luteina, licopeno e zeaxantina) que também conferem coloracdo amarela ou
vermelha. Albatros apresentou os valores mais elevados de a* e b* (tendéncia para cores mais
escuras), embora, ndo se tenham verificado diferencas significativas relativamente aos restantes
gendtipos. Através dos resultados do bloco SLO1 com aplicacéo foliar de selenito, € possivel
afirmar que as diferentes concentracdes de selenito em plantas cultivadas sem adubacédo de
fundo, ndo provocaram alteracdes na cor das farinhas analisadas. Note-se, contudo, que, para
além dos fatores inerentes a cada variedade (Lanning e Siebenmorgen, 2013), é preciso ter em
consideracgédo fatores externos que podem influenciar a cor das farinhas de arroz. Processos de
pds-colheita comuns, tais como armazenagem e secagem podem causar 0 amarelecimento ou

vermelhid@o do gréo de arroz (Dillahunty, 2001).
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Tabela 3.22. Determinagdo da cor dos grdos (farinha integral) pelo sistema CIELAB, através dos
parametros de luminosidade (L*) e coordenadas de cromaticidade (a* e b) em 4 gendtipos de arroz
submetidos a biofortificagcdo de Se (selenato - ATO) em 5 tratamentos, cultivados no bloco sem adubacao
de fundo (SLO1). Valores médios (n = 4) com letras (a, b) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha,
ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Cor das Farinhas

Bloco Gendtipo 0g Se ha' 4 g Se ha' 20 g Se ha' 30 g Se ha' 60 g Se ha*
Ariete 68,59 (a;s) | 83,13 (a;r) | 70,90 (a;s) | 70,10 (a;s) | 70,38 (a;s)

L* Albatros | 72,86 (a;r) | 71,28 (b;r) | 70,38 (a;r) | 6891 (a;r) | 6923 (a;r)
OP1105 69,52 (a;s) | 77,60 (a;r) | 68,57 (a;s) | 69,84 (a;s) | 68,73 (a;s)

OP1109 | 6943 (a1 | 70,25 (b;r) | 70,18 (a1 | 70,63 (a1 | 7219 (&1

Ariete 4,16 (&n | -271  (b;s) | 3,28 (&) 345 (a1 | 393 (an

SLO1 a* Albatros 3,89 (a;r) 4,21 (a;r) 4,72 (a;r) 4,17 (a;r) 4,39 (a;r)
ATO OP1105 3,30 (& n 330 (a;n | 3,56 (CHD) 349 (a;n | 368 (&N
OP1109 3,58 (a;rn 4,16 (&;rn 3,11 (a;n) 3,82 (&rn | 352 (an

Ariete 20,26 (a;s) | 25,74 (a;r) | 19,22 (a; s) 19,35 (a;s) | 20,55 (a;s)

b Albatros | 20,52 (a;r) | 20,75 (a;r) | 2221 (a;r) | 20,70 (a;r) | 22,45 (a;n)
OP1105 | 19,92 (a;r) | 20,22 (a;r) | 20,27 (a;r) | 20,02 (a;r) | 1993 (arn)

OP1109 | 20,46 (a;r) | 2126 (ar) | 2058 (1 | 21,12 (a;r) | 21,00 (&1

Relativamente aos parametros de cor das farinhas de gréos biofortificados com selenato
e sem adubacdo de fundo (Tabela 3.22), verificaram-se ligeiras diferencas entre as
concentracdes aplicadas. Com base nos parametros de luminosidade (L*) e cromaticidade (a* e
b*), a variedade Ariete com aplicacédo foliar de 4 g Se hal apresentou uma tendéncia para
farinhas mais claras, pois os valores mais altos de L* indicam maior reflectancia da luz. O valor
de a* das variedades / genotipos (exceto Ariete) ndo diferiram significativamente, indicando que
a aplicacéo de selenato nédo influenciou a extensdo da variagcao de cor mais escura (tendéncia
ao vermelho). Kaur et al. (2015), num estudo com dois tipos de cultivos de arroz (organico e
convencional com aplicagdo de fertilizante), também constataram a auséncia de diferencas
significativas entre as farinhas com e sem fertilizacao, e observaram que o arroz branqueado de
ambos os modos de cultivo era de cor amarelada (i.e., com os valores b * positivos).

Tabela 3.23. Determinagao da cor dos gréos (farinha integral) pelo sistema CIELAB, através dos parametros
de luminosidade (L*) e coordenadas de cromaticidade (a* e b) em 4 gendtipos de arroz submetidos a
biofortificacdo de Se (selenito - ITO) em 5 tratamentos, cultivados no bloco com adubacéo de fundo (SL02).
Valores médios (n = 4) com letras (a, b) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (a = 0,05).

Cor das Farinhas

Bloco Genotipo 0g Se hat 4 g Se hat 20 g Se hat 30 g Se hat 60 g Se hat
Ariete 7193 (a;r) | 71,09 (a;n) 71,08 (a;n) 68,85 (b; 1) 69,53 (ab;n)
L* Albatros | 69,78 (a;r) | 70,26 (&) 69,41 (&) 69,29 (b;r) | 68,84 (b;1n)
OP1105 | 74,03 (a;r) | 70,74 (a;rs) | 70,68 (a;rs) | 70,19 (b;rs) | 69,43 (ab;s)
OP1109 70,38 (a;s) | 70,79 (a;rs) | 71,18 (a;rs) 74,30 (a;r) 72,52 (a;rs)
Ariete 3,15 (ab;r) | 3,05 (CHD) 3,57 (& 3,15 (ab; ) 3,52 (ab; 1)
SL02 a* Albatros 4,06 (a;n 4,33 (a;n) 4,01 (a;r) 4,60 (& 4,66 (&rn
ITO OP1105 2,18 (b; r) 2,83 (&) 2,86 (arn) 2,89 (b; 1) 2,93 (b; 1
OP1109 3,66 (ab;r) | 3,82 (a;r) 3,81 (a;r) 2,28 (b; 1) 2,82 (b; r)
Ariete 20,93 (ab;r) | 22,36 (ab;r) | 22,28 (ab;r) | 23,37 [CHD) 22,78 (&
b Albatros | 23,09 (a;r) | 23,51 (a;r) 24,09 (a;r) 2419 (a3 | 2349 (&N
OP1105 | 19,36 (b;s) | 20,67 (b;rs) | 21,35 (b;rs) | 22,38 (ab;r) | 22,01 (a;r)
OP1109 22,81 (a;r) | 21,91 (ab;r) | 21,00 (b; r) 20,33 (b; 1) 21,31 (a;r)
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Na tabela 3.23, é apresentado o perfil colorimétrico das farinhas de arroz de plantas
cultivadas em bloco com adubacéo de fundo (SLO2) e aplicacéo foliar de selenito (ITO). Verificou-
se que relativamente a luminosidade (L*), OP1109 destacou-se com valores mais elevados nas
maiores concentracbes de selenito, sendo significativamente diferente do controlo. Em
contrapartida, OP1105 apresentou um resultado oposto, pois as farinhas mais claras foram
observadas em condi¢6es de controlo. Quanto a coordenada de cromaticidade (a*), verificou-se
que o tratamento de biofortificacdo com as diferentes concentracées de Se néo se traduziram
em alterag@es significativas. No entanto, observou-se uma ligeira variacdo entre os genétipos,
nomeadamente em Albatros, que apresentou valores mais elevados de a* em todas as
concentracdes de Se, e na maxima concentracdo de Se (60 g ha?) foi significativamente diferente
de OP1105 e OP1109. Esta mesma tendéncia foi observada na coordenada b*, com baixa
significancia. Em suma, Albatros teve o maior indice de vermelho (a*) e amarelecimento (b*),

assim como uma baixa luminosidade (L*), indicando uma maior pigmentagéo nas farinhas.

Tabela 3.24. Determinagao da cor dos gréos (farinha integral) pelo sistema CIELAB, através dos parametros
de luminosidade (L*) e coordenadas de cromaticidade (a* e b) em 4 genotipos de arroz submetidos a
biofortificacdo de Se (selenato - ATO) em 5 tratamentos, cultivados no bloco com adubacao de fundo
(SL02). Valores médios (n = 4) com letras (a, b) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (a = 0,05).

Cor das Farinhas

Bloco Gendtipo 0g Se ha' 4 g Se ha' 20 g Se ha! 30 g Se ha' 60 g Se ha*
Ariete 71,73 (a;r) 7424  (a;r) | 70,14 (a;r) | 71,02 () | 71,02 (a;n)

L* Albatros 72,16 (CHD) 7084 (a;r) | 7093 (a;n) | 7188 (a;n | 7031 (&N
OP1105 71,17 [CHD) 70,05 (a;r) | 68,02 (a;r) | 7192 (&) | 71,46 (a;n)

OP1109 71,82 (a;n 69,94 (xn) | 72,73 (ar) | 7298 () [ 71,95 (&N

SL02 Ariete 4,23 (&) 3,18 (ab;r) | 3,47 (CHD) 3,32 (& 4,16 (&n
ATO | a* Albatros 3,72 (a;”) 4,68 (& ") 4,43 (& " 3,58 (& ") 4,09 (& r”)
OP1105 1,77 (b; 1) 2,32 (b; ) 3,67 (CHD) 2,94 (& 2,77  (ab;n)

OP1109 3,15 (ab;rs) | 4,15 (&) 2,41 (a; s) 1,68 (a;s) 2,24 (b; s)

Ariete 19,82 (&) 20,15 (a;r) [ 21,48 (a;r) | 2229 (a;r) [ 21,41 (ab;n)

b Albatros 20,83 (&) 2241  (a;r) | 22,07 (ar) | 21,39 (&) | 2326 (a1
OP1105 21,15 (a; ) 20,86 (a;r) | 21,52 (a;r) | 1950 (a;r) [ 2051 (b;n)

OP1109 21,60 (ar) 21,85 (a;r) | 2246 (a;r) | 21,74 (a;r) | 22,36  (ab;r)

De acordo com os resultados (tabela 3.24), é possivel constatar que as aplicacdes
foliares de selenato em bloco com adubacéo de fundo, ndo provocaram alteragfes significativas
na cor das farinhas, exceto na coordenada de cromaticidade a* na OP1109, onde ocorreu uma
ligeira diferenca com valores de a* mais elevados (tendéncia para tons vermelhos) na aplicagéo
de 4 g Se hal. Notou-se também uma ligeira diminuicdo de L* (menos brilhante) e tons amarelos
(b* positivo). Contudo, ressalta-se que houve fraca ou nenhuma diferenca entre as variedades /
gendtipos ou tratamentos, o que denota aparéncias fisicas semelhantes quando cultivadas nas
referidas condicdes. Acresce que o grau de moagem também influencia fortemente a cor final do
arroz. No caso das amostras em estudo, a farinha foi obtida a partir do gréo integral. Segundo
Lamberts et al. (2007), o farelo e as camadas exteriores do endosperma contém pigmento
vermelho / amarelado, e a moagem de gréos de arroz resulta numa mistura de uma pequena

fracdo escura (farelo e endosperma exterior) e uma grande parte menos pigmentada (o
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Resultados e Discussao — Primeiro Ano de Ensaio

endosperma interior). O arroz é geralmente (processado) polido a 10% (ficando cerca de 90%
do peso do grdo), com algum vestigio de farelo e do embrido frequentemente restante nas
ranhuras a sua superficie. Se polido em percentagens superiores, 0 arroz torna-se mais branco
em cor e mais saboroso. Se polido até deixar cerca de 60% ou 70% do peso do gréo, o nicleo
resultante do arroz polido consiste de amido quase puro (Itani et al., 2002). Este fato foi
constatado por Lamberts et al. (2007), que estudaram o efeito da moagem na coloragéo e nas
propriedades do grédo de arroz. Estes mesmos autores referiram que a luminosidade (L*)

aumenta com o incremento da remocé&o das camadas de farelo e do embrido.
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Resultados e Discussdao — Segundo Ano de Ensaio

3.2. Segundo Ano de Ensaio
3.2.1. Solo e Agua de Cultivo

As plantas foram cultivadas sob condicGes de terrenos alagados. O solo e a agua de
cultivo do 2° ano de ensaio possuiam a composicdo indicada nas Tabelas 3.25 e 3.26. No
segundo ano de ensaio, foi implementado no campo o sistema sem adubacao de fundo referente

ao bloco SLO1 do primeiro ano (conforme descrito no item 3.1.1).

Tabela 3.25. Caracteristicas guimicas e fisicas do solo. Valores médios (n = 3).

Amostras pH P K Mg MatAér'ia Textura
Orgéanica
P,Os mg Kg!  K,O mg Kg™ mg Kg™ %
o 56 (Baixo a
BL —SLO1 53 61 (Médio) <24 o 0,85 .
médio) Grosseira

Tabela 3.26. Caracteristicas fisicas e quimicas nas laminas de agua a superficie dos solos de cultivo do
arroz no decurso do segundo ano de ensaio. Valores médios (n = 3).

Amostras Condutividade pH HCO3 Na K Ca Mg
dS m* Concentragdo (mg L™?)
2014 BL-SLO1 0,513 6,7 138,00 65,38 8,49 38,4 16,69

Foram aferidas as caracteristicas fisicas e quimicas nas laminas de agua de cultivo no
segundo ano de ensaio (Tabela 3.26), observaram-se pequenas altera¢gbes face ao primeiro ano,
por se tratar de um bloco com cultivos anteriores. Quanto a condutividade, verificaram-se valores
superiores em relacdo ao ano anterior, ainda que dentro dos parametros aceitdveis e sem
restricbes para o0 uso agricola, conforme definido pelo Decreto-Lei n° 236/98, para aguas
destinadas arega. O pH da agua apresentou valores préximos da neutralidade, e a condutividade
ndo mostra problemas de salinizagéo, segundo Ayers e Westcot (1985), encontrando-se na faixa
normal para culturas agricolas. A concentracao de bicarbonato sofreu um acréscimo face ao ano
anterior, eventualmente devido a alteracBes das condi¢cdes ambientais, nomeadamente na
precipitacdo e temperatura (Simdes, 1998), com comportamento muito irregular ao longo do ano
hidroldgico e entre anos hidrolégicos. As concentracdes de Na na lamina de agua eram elevadas,
se adotados os referenciais descritos por Ayers e Westcot (1985). O Ca e 0 Mg apareceram em
quantidades semelhantes ao ano anterior. Neste enquadramento aponte-se que, segundo Stone
et al. (2016), o excesso de sais nas proximidades do sistema radicular reduz o crescimento das
plantas, devido a efeitos especificos e ndo-especificos, os quais, por sua vez, dependem da
qualidade e da quantidade dos sais presentes. Os efeitos especificos, ou fisiologicos, sdo
aqueles causados por um desequilibrio nas concentracdes relativas de varias espécies de ides
em relagdo a um outro, enquanto os efeitos ndo-especificos, ou osméticos, sdo causados pela

concentracao total de sais, indiferente as espécies presentes.
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3.2.2. Parametros Meteoroldgicos

O ciclo cultural teve duragcdo de 5 meses, compreendido entre 0s meses de maio a
outubro. A temperatura méaxima registada pela estacdo meteoroldgica de Paul de Magos variou
entre 17,5 e 35,3 °C, e a temperatura minima oscilou entre 7,2 e 19,5 °C (Figura 3.35). Além das
temperaturas diarias foram também registados os volumes de precipitagdo que evidenciam

guantidades mais elevadas no final do ciclo, ou seja, inicio do outono.
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Figura 3.35. CondigGes climaticas no campo experimental, no decurso do 2° ano do ensaio (2014). Fonte:
Salvaterra de Magos, Estagdo / Posto Meteorolégico Paul de Magos, Associacdo dos Regantes e
Beneficiarios do Vale do Sorraia.

Face ao ano anterior considerou-se que, ao longo de todo ciclo, as temperaturas
maximas se mantiveram dentro dos niveis adequados para a cultura do arroz. Quanto as
temperaturas minimas, observou-se que estas possuiam médias mais elevadas do que no ano
anterior. Segundo Figueiredo et al. (2013), a par do tipo de solo, a temperatura e a radiagédo
também sdo importantes, pois as maiores produtividades de arroz sao obtidas nas regides
temperadas, com temperaturas médias oscilando entre 13 — 20 °C na primavera, durante o
crescimento, e uma temperatura minima de 19 °C na fase correspondente a maturagéo do gréo,
no outono. Yao et al. (2007) relataram que uma elevacdo da temperatura afeta a fenologia e o
rendimento de gréos das culturas. Nos seus estudos verificaram reducéo da produtividade com
0 aumento da temperatura maxima, resultante da maior esterilidade de espigas no arroz, e com
0 aumento da temperatura minima, pelo aumento da taxa de respiracdo noturna e,
consequentemente, consumo de biomassa.
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Resultados e Discussdao — Segundo Ano de Ensaio

3.2.3. Desenvolvimento Fenoldgico das Variedades e Genotipos

As fases fenoldgicas do arroz e o respetivo ponto de desenvolvimento (maturacao
completa e colheita) de cada gendtipo sdo apresentados na Figura 3.36. Verificou-se que, assim
como no primeiro ano, as principais fases fenoldgicas foram semelhantes para as 4 variedades
/ genétipos. Contudo, o ciclo foi mais longo, nomeadamente, 145 dias até atingirem a completa
maturacdo fisiolégica. Este fato foi ocasionado pelo atraso na emergéncia das plantas, que
parece ter sido motivado por condi¢des climaticas do respetivo ano de ensaio (Figura 3.36). A
Fenologia da planta é sensivel a mudanca do clima, o aumento da variabilidade da temperatura
pode prolongar a época de cultivo de arroz (Zhang e Tao, 2013).
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Figura 3.36. Diagrama do ciclo de vida do arroz (2014).
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3.2.4. Parametros Fotossintéticos — Trocas Gasosas Foliares

A semelhanca do primeiro ano, no segundo ano de ensaio, os testes de quantificacéo de taxas de mobilizacéo de fotoassimilados, foram efetuadas em
épocas importantes do ciclo de vida da planta (inicio do encanamento e inicio do enchimento do grdo). Na tabela 3.27 encontram-se os resultados das
determinacdes em condi¢cBes controlo em 2 épocas distintas do desenvolvimento da planta. Nas tabelas 3.28 - 3.31 encontram-se ainda os parametros
fotossintéticos analisados apos a aplicagdo da biofortificacdo, com vista a avaliacdo dos impactes dos tratamentos de Se na producao e acumulagdo de
fotoassimilados da planta. As trocas gasosas foliares, obtidas por meio de um sistema portatil de medicdo do CO2 por infravermelhos (IRGA), permitem uma

avaliacdo do funcionamento global do metabolismo fotossintético, no qual se baseiam o desempenho e a capacidade produtiva das plantas.

Tabela 3.27. Pardmetros fotossintéticos em 4 genotipos de arroz, em condi¢des controlo em 2 fases do desenvolvimento das plantas. Taxa de assimilacéo liquida (Pn),
taxa de condutancia estoméatica para a agua (gs), taxa de transpiracéo (Tr) e eficiéncia instantanea do uso de agua (IWUE, calculada pela relacao Pn/gs). Valores médios
(n = 3) com letras (a) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Parametros Fotossintéticos

Pn gs Tr IWUE
(umol CO, m2s?) (mmol H,O m?s?) (mmol H,O m?s?) (umol COz)/(mmol H,0)

30 Jul. 24 Set. 30 Jul. 24 Set. 30 Jul. 24 Set. 30 Jul. 24 Set.
Ariete 18,77 (a;n) 8,87 (b; s) 154,33 (a;n 98,33 (a; s) 3,56 (&;n | 2,98 (a; s) 0,124 (a;r) | 0,075 (&1
Albatros | 16,97 (a;r) 9,30 (ab s) 148,33 (an 101,33  (a;s) 3,45 (&n | 2,94 (a; s) 0,115 (a;r) | 0,096 (a;1)
OP1105 16,47 (a;r) | 15,23 (& 145,33 (CH)) 103,67 (&r) 3,31 (&;n | 3,10 (CH)) 0,116 (a;r) | 0,152 (a;r)
OP1109 | 15,47 (a;r) | 10,87 (ab;s) | 126,67 (an 125,00 (a;1) 3,26 (an | 3,29 (an 0,124 (a;r) | 0,087 (a;1)

Bloco | Genotipo

SLO1
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Resultados e Discussdao — Segundo Ano de Ensaio

De 30 de Julho para 24 de Setembro, Ariete revelou um decréscimo da taxa de
assimilacao liquida (Pn) nas plantas sem aplicagcao de Se, decorrente do evoluir do ciclo de vida
e das condicdes ambientais prevalecentes na altura das medi¢cdes. Tal como na Pn, a
condutancia estomatica (gs) mostrou um decréscimo entre 30 de Julho e 24 de Setembro. A Tr
também apresentou reducao significativa, indiciando assim, menor intensidade transpiratéria em
Setembro. Contudo, ndo se traduziu numa maior iIWUE. A variedade Albatros apresentou um
comportamento semelhante ao da Ariete em varios aspetos. A Pn decresceu de Julho para
Setembro nas plantas controlo (sem aplicacdo de Se). Os valores de gs e Tr mostraram
igualmente um decréscimo de Julho para Setembro. Entre o final de Julho e o final de Setembro
OP1105, revelou decréscimos em todos os parametros, ainda que ndo tenham sido significativos.
Em OP1109 ocorreu um decréscimo da Pn, mas os outros parametros mantiveram-se

inalterados.

Na tabela 3.28 séo apresentados os resultados da taxa fotossintética liquida. As leituras
foram realizadas nas plantas controlo e em plantas que ja haviam sido submetidas ao itinerario

de biofortificagdo, encontrando-se entéo na fase de enchimento do gréo.

Tabela 3.28. Taxa fotossintética liquida (Pn) em 4 genétipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se
(selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacéo de fundo
(SL01). Valores médios (n = 3) com letras (a) iguais na coluna e letras (r) iguais na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Pn (umol CO, m2s?)

Bloco Genotipo 0g Se hat 120 g Se ha! | 1809 Se ha! 300 g Se hat
Ariete 8,87 (a;r) 887 (a;r) 10,00 (a;r) 12,33 (a;n)
SLO1 Albatros 10,23 (a;r) 10,77 (a;r) 14,23 (a;r) 11,73 (a;r)
ITO OP1105 | 1523 (a;r) 9,80 (a;r) | 11,67 (a1 10,97 (a;r)
OP1109 | 10,87 (a;r) | 10,87 (a;r) | 10,10 (a;r) | 13,43 (a;r)
Ariete 8,87 (a;n) 10,23 (a;r) 10,47 (a;r) 9,97 (a;1)
SLO1 Albatros 10,23 (a;r) 11,50 (a;r) 777 (a;r) 9,97 (a;r)
ATO OP1105 | 1523 (a;r) 943 (a;r) | 1250 (a;r) 8,50 (a;r)
OP1109 10,87 (a;r) 10,17 (a;r) 12,50 (a;r) 11,57 (a;r)

Na Ariete verificou-se que a aplicacéo foliar de Se provocou um ligeiro, mas crescente
aumento da Pn com a aplicagdo de selenito e selenato, contudo esse aumento ndo foi
significativo. Esta tendéncia esté de acordo com os resultados de 2013, nos quais a dose maxima
(60 g Se hat) também apresentou um valor aumentado de Pn Tal como em Ariete, também na
Albatros, a aplicagdo na forma de selenito promoveu, de forma crescente, a Pn até 180 g Se ha-
1, 0 que corrobora os dados de 2013 (neste ano a Pn subiu com concentragées até 60 g Se ha-
1). Com a aplicagéo de selenato houve um decréscimo de Pn para concentragdes a partir de 120
g Se hal, apesar de a dose maxima nao apresentar um valor significativamente menor que o
controlo. A aplicacao foliar de selenito e selenato no OP1105 provocou um ligeiro decréscimo de
Pn (ja observada com 120 g Se hal). Note-se que em 2013 os valores de Pn obtidos com 60 g

hal foram semelhantes aos do controlo (0 g Se ha'), mas ja com uma tendéncia decrescente,
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gue continuou para a dose imediatamente acima (120 g Se ha'), e depois se manteve para
concentracdes superiores. Relativamente ao gendtipo OP1109, a aplicacdo de Se
(independentemente da forma) também nao teve um efeito significativo na Pn, algo que ja se
verificava para 60 g Se ha! em 2013. Esta estabilidade relativamente as concentracdes de Se
pode indicar que este genotipo, tal como Ariete e Albatros, sera adequado a biofortificagdo com
Se, e poderdo eventualmente tolerar concentra¢cdes mais elevadas.

Wang et al. (2012) verificaram que o arroz submetido a baixas concentracdes de Se,
apresenta melhores taxas fotossinteticas. No entanto, sugeriram que o tratamento com
concentracfes mais elevadas (10 mg / L de selenito de sédio) podera danificar o aparelho
fotossintético e inibir o respetivo metabolismo. Porém, no sorgo, a aplicacdo de Se parece
aumentar significativamente a taxa fotossintética, a condutancia estomatica e a taxa de
transpiracdo (Djanaguiraman et al., 2010). A restauragdo da fotossintese nas plantas sob
stresse, ap0s a aplicagdo Se, pode estar estreitamente relacionada com a regeneracéo do ciclo
Asada-Halliwell, que tenderd a favorecer a restauracdo da estrutura dos cloroplastos e o
incremento da producgéo de outros metabolitos vitais, como a glutationa reduzida - GSH (Wang
et al., 2012). Ding et al. (2014), ao estudarem duas popula¢des de arroz, descobriram diferentes
padrdes fotossintéticos. Estes autores verificaram que a Pn variou entre 13,6 — 30,9 umol CO:2
m2 st e entre 16,1 — 33,2 umol CO2 m- s'1. Neste trabalho, os valores variaram de 8,7 a 15,23
(umol CO2 m-2 s* sob condi¢des de controlo (Ariete e OP1105, respetivamente). Assim, tal como
observado no presente estudo, na qual ndo se observaram diferencas significativas entre os
gendtipos e os tratamentos, estes autores também n&o encontraram diferengas significativas
entre as duas populagdes de genotipos. Lidon et al. (2004), num estudo sobre a acumulacao de
Mn em arroz, reportaram que os valores de Pn decresceram gradualmente com o tratamento de
Mn, com reducéo de 21%. Os valores encontrados por esses autores também variaram entre 3,7
e 15 umol CO2 m2 s, Proietti et al. (2013) também estudaram a Olea europaea L., efetuando
aplicacbes de Se para verificar se este elemento poderia ser eficaz na reducédo do stresse
causado pela seca. Os resultados indicaram que, sob stresse hidrico, a aplicagdo foliar de Se
poderia aumentar a fotossintese (Pn) e o rendimento de frutos, assim como regular o estado
hidrico de arvores e manter um nivel elevado do teor de agua nas folhas. Segundo estes autores,
0 Se aumentou ainda a atividade de enzimas antioxidantes. De fato, em azevém foi demonstrado
que o Se em baixas concentracdes atua como um antioxidante, ainda que a concentracdes mais
elevadas atue como um pro-oxidante (Hartikainen et al., 2000). Nawaz et al. (2015 a) estudaram
os efeitos da aplicacdo de Se em plantas de trigo sob condi¢cdes normais e de défice hidrico,
observando que a suplementacédo de Se melhorou significativamente a Pn e a gs em condi¢cbes
normais e de falta de agua. Segundos os autores, esta resposta podera estar relacionada com o
papel positivo do Se na defesa do aparelho fotossintético.

Equacionando o efeito da aplicacdo de Se na gs (Tabela 3.29), verificou-e que em Ariete
a formulacdo de selenito ndo afetou sensivelmente a gs (Tabela 3.29), mas com selenato
constatou-se que a gs decresceu com o0 aumento da dose aplicada de Se. Em Albatros, com a

aplicacdo de selenito as plantas mostraram o0 mesmo padréo da Pn, com um maximo a 300 g Se
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hal, enquanto que com a aplicacdo de selenato ocorreu um decréscimo dos valores de gs e Tr
em qualquer das concentracfes aplicadas. Em OP1105, a aplicacdo de selenito e selenato
provocaram igualmente o decréscimo destes parametros (tal como para Pn), exceto na dose de
300 g Se ha com selenito. Aponte-se que em 2013 os valores de gs e Tr, com 60 g Se hal ja
mostravam uma tendéncia para decréscimo, situacdo que se acentuou em 2014 com 120 g Se
hal. Em OP1109, observaram-se decréscimos da gs em ambas as formas (selenito e selenato)
em qualquer das concentragfes, exceto para 120 g Se ha?' de selenito. A concentragfes
menores (2013) o efeito de decréscimo de gs e Tr também ja fora observado.

Tabela 3.29. Condutancia Estomética (gs) estomatica em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificagao
de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacao de fundo
(SL01). Valores médios (n =3) com letras (a, b, ¢) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, néo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

gs (mmol H,O m2s?)

Bloco | Gendtipo 0 g Se hat 120 g Se ha!t 180 g Se hat 300 g Se hat

Ariete 98,33 (a;r) | 108,33 (ab; 1) 100,33 (ab;r) 106,17 (ab; 1)

SLO1 Albatros | 101,33 (a;r) | 109,33 (ab; r) 119,00 (& 130,00 (&

ITO OP1105 | 103,67 (a;r) | 76,67  (abc;rs) | 56,33  (bc;s) | 120,33 (a; 1)

OP1109 | 125,00 (a;r) | 125,00 (ar) 75,67 (abc; s) 86,67 (abc; rs)

Ariete 98,33 (CH)y) 77,67 (abc; rs) 65,33 (bc; rs) 51,00 (c; s)

SLO1 Albatros | 101,33 (a;r) | 60,67 (bc; rs) 40,33 (c; s) 81,00 (abc; rs)

ATO | OP1105 | 103,67 (a;r) | 48,00 (c;s) 55,33  (bc;s) | 81,00  (abc;rs)

OP1109 | 125,00 (a;r) 77,00 (abc; s) 55,33 (bc; s) 58,00 (bc; s)

Tadina et al. (2007) estudaram duas cultivares de trigo expostas a trés tratamentos:
défice hidrico (DH), pulverizagéo foliar por Se (como selenato), e a combinag¢édo de ambos (DH
+ Se). Em DH a gs foi significativamente menor, enquanto que nas plantas DH + Se a gs
aumentou. Os autores verificaram que em DH os estomas foram parcialmente fechados, de modo
que a gs foi significativamente menor do que em plantas controlo. O fecho dos estomas contribuiu
para reducdo da perda de agua e a manuten¢do do potencial hidrico favoravel nas plantas. A
adicdo de Se mitigou este efeito negativo do DH sobre os estomas. Geralmente o fecho de
estomas é a primeira reacdo da planta ao stresse hidrico (Kawakami et al., 2006). Proietti et al.
(2013) ao estudarem a aplicagdo de Se em Olea europaea L. também verificaram que, em geral,
0os tratamentos com Se, especialmente em concentracdo elevada, aumentaram
significativamente a gs (até 50%) em plantas com stresse hidrico. Kuznetsov et al. (2003)
também verificaram que o Se regula o estado da agua das plantas de trigo, pelo fato de manter
0 alto contetdo de agua em seus tecidos. Por oposi¢cdo, no nosso estudo constatou-se que a
maxima concentragcdo de Se, principalmente na forma de selenato, apresentou valores de gs
mais baixos em relacdo ao controlo, ainda que para a Ariete e a OP1109, essa reducdo nado
tenha sido significativa.

Relativamente a taxa de transpiracao (Tr) (Tabela 3.30), a Ariete apresentou um padréao
de variacdo semelhante a de gs, verificando-se que a aplicagdo com selenito ndo interferiu com

a Tr (mesmo na dose mais elevada a 300 g Se ha), enquanto que o selenato provocou um
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decréscimo progressivo da Tr. Em Albatroz, com a aplicacdo de selenito nas plantas, a Tr
apresentou 0 mesmo padrao da Pn, com um valor maximo na aplicacéo de 180 g Se hal. A Tr
em qualquer das concentracBes de selenato aplicadas apresentou um decréscimo, que foi
significativo com 120 e 180 g Se hal. Relativamente a OP1105, com aplicacdo de selenito a 180
g Se ha'l, ocorreu o valor mais baixo de Tr, tal como observado em gs (note-se que este resultado
se refletiu na IWUE). Na aplicacédo de selenato, estas reducdes foram observadas em 120 e 180
g Se hal, que também provocou impacte na iIWUE. Na OP1109, as duas formas de Se (selenito
e selenato) induziram decréscimos em qualquer das concentracdes (exceto com 120 g Se hat
de selenito).

Tabela 3.30. Transpiracéo (Tr) em 4 gendtipos de arroz submetidos & biofortificacdo de Se (selenito — ITO
e selenato — ATO), cultivados em 1 bloco sem adubacéo de fundo (SLO1). Valores médios (n = 3) com letras
(a, b, ¢) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com
0 de Tukey (a = 0,05).

Tr (mmol H,O m?2s?)

Bloco | Gendtipo 0g Se hat 120 g Se ha? 180 g Se hat 300 g Se hat
Ariete 2,98 (a;r) 2,91 (ab;r) 2,94 (ab;r) 292 (a;r)
SLO1 Albatros 294 (a;rn 290 (ab;r) 3,23 (a;rn) 3,18 (a;r)
ITO OP1105 3,10 (a;rs) 2,40 (abc; rs) 1,84 (c;s) 314 (a;r)
OP1109 329 (a;r) 3,29 (a;r) 2,34 (abc;s) 2,23 (ab;s)
Ariete 284 (a;n) 2,36 (abc;rs) 1,97 (bc;s) 1,72 (b;s)
SLO1 Albatros 294 (a;r1) 1,92 (bc;s) 1,38 (c;s) 2,31 (ab;rs)
ATO | oP1105 3,10 (a;r) 1,61 (c;s) 1,89 (c;s) 2,31 (ab;rs)
OP1109 329 (a;r) 2,34 (abc;s) 1,89 (c;s) 1,88 (b;s)

Habibi (2013) investigou as mudangcas nos parametros fisiologicos em cevada de
primavera, sob stresse hidrico e pulverizacdo de Se, tendo constatado que a Tr ndo foi afetada
significativamente pelo stresse hidrico, enquanto que a gs foi reduzida fortemente em condigées
de seca, ainda que tenha aumentado com as aplicacbes de Se. Acrescentaram ainda que a
pulveriza¢éo com Se elevou a taxa de crescimento das plantas, aumentou o teor relativo de agua
e a acumulagdo da matéria seca face ao controlo. Segundo estes autores, a aplicacdo de
selenato poderd ser usada para promover a inducdo do sistema antioxidante em plantas,
melhorando assim a resisténcia das mesmas. No nosso estudo, verificou-se que sob condi¢des
de biofortificacdo, o selenato promoveu menor transpiracdo das plantas, fato esse, mais
evidenciado nas aplicagGes de 120 e 180 g Se hal. Contrariamente aos nossos resultados,
Proietti et al. (2013) verificaram que concentracbes mais elevadas de Se, nomeadamente, o
tratamento 150 mg L* Se, aumentou a Tr em Olea europaea L.

Equacionando a eficiéncia instantanea do uso da agua (i\WUE) (Tabela 3.31), em Ariete,
como consequéncia das variacdes da Pn e gs (ou Tr), ocorreu apenas um ligeiro aumento, que
foi progressivo com concentracdes crescentes de selenato (devido ao decréscimo de gs ou Tr,
apesar da Pn permanecer estavel). Em Albatros a iWUE apresentou-se estavel com selenito e
aumentou com a aplicacao de selenato, para todas as concentracfes de Se. Relativamente a

OP1105, o valor de iWUE aumentou nalgumas das concentracdes de Se, eventualmente devido
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ao maior decréscimo de gs do que de Pn.Em OP1109, como consequéncia da manutengéo da

Pn e decréscimo de gs, os valores de iWUE tenderam a aumentar.

Tabela 3.31. Eficiéncia instantanea do uso da agua ((WUE) em 4 gendétipos de arroz submetidos a
biofortificacéo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem
adubacéao de fundo (SLO1). Valores médios (n =3) com letras (a, b) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na
linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o de Tukey (a = 0,05).

iWUE (umol CO)/(mmol H,0)

Bloco | Gendtipo 0g Se hat 120 g Se hat 180 g Se hat 300 g Se hat
Ariete 0,075 (&r) 0,094 (b; 1) 0,126 (b; ) 0,097 (b; 1)
SLO1 Albatros 0,096 (&) 0,100 (b; 1) 0,119 (b; 1) 0,096 (b; 1)

ITO OP1105 | 0,152 (a;rs) | 0,129 (ab;rs) | 0,209  (ab;r) | 0,093 (b; s)

OP1109 0,087 (ar) 0,087 (b; 1) 0,135 (ab; r) 0,125 (ab; r)

Ariete 0,092 (a; s) 0,133 (ab; rs) 0,163 (ab; rs) 0,200 (CH)y)

SLO1 Albatros 0,096 (&;s) | 0,196 (&r) 0,197 (ab; 1) 0,153 (ab; rs)

ATO | oP1105 | 0,152  (a;r) | 0,197 (a;r) 0,226 (a;r) 0,153 (ab; r)

OP1109 0,087 (a; t) 0,136 (ab; st) 0,226 (arn) 0,203 (ab; rs)

No ambiente natural, as plantas estdo bem adaptados para minimizar danos que so6
ocorrem em condi¢cdes extremas. Sob condicdes de seca moderada, a planta pode induzir
altera¢8es na perda e captagdo de dgua, permitindo a manuten¢éo do conteddo relativo de 4gua
das folhas, dentro dos limites que permitam manter a capacidade fotossintética. Em
contrapartida, niveis severos de stresse hidrico levam a alteracdes desfavoraveis de fotossintese
e crescimento. Portanto, baseado na presenca ou auséncia de agua, sdo ativados diferentes
mecanismos de respostas (Yordanov et al., 2003). Neste enquadramento, segundo Proietti et al.
(2013), tratamentos de Se séo eficientes para aumentar significativamente o teor relativo de agua
em condi¢des de stresse hidrico, sem diferencgas significativas entre as dosagens utilizadas. De
fato estes autores obtiveram um aumento do teor hidrico relativo até 40% nas plantas que
receberam aplicacdo de Se. Kaur et al. (2015) tambem avaliaram os efeitos da adicdo de varias
concentracdes de Se (1, 2,5 e 5 ppm) em plantas de feijdo, e verificaram que o Se melhorou o
estado hidrico das folhas, muito provavelmente através da regulagdo da gs. Assim como no
primeiro ano de ensaio, as plantas foram cultivadas sob condi¢8es de alagamento, por isso, hdo
ocorreu stresse hidrico nas plantas. No entanto, sob condicdes de biofortificacdo com 300 g Se
hal verificou-se que as plantas atingiram a senescéncia mais cedo e apresentaram
escurecimento nas folhas. Nasser (2015), que estudou a aplicacdo foliar de Se em batatas,
observaram que as plantas apresentaram dano severo em todas as concentracfes testadas
(0,10; 0,21; 0,31 e 0,42%) de Se. Tais danos foram irreversiveis, de modo a impossibilitar as
andlises de trocas gasosas e fluorescéncia. A alta fitotoxicidade demonstra que a aplicagéo foliar
desse elemento deve ser em concentracBes menores. De fato, o elevado teor de Se no tecido
podera ter aumentado a peroxidacao lipidica das membranas celulares e comprometido o
metabolismo vegetal, o que, consequentemente acarretou distirbios na heméstase mineral
(Hawrylak-Nowak et al., 2015).
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3.2.5. Parametros da Producéo

No segundo ano de ensaio, o PMG revelou alteracdes significativas (Tabela 3.32).
Constatou-se que nos genétipos OP1105 e OP1109, com aplicacbes de selenito nas
concentragdes mais elevadas (180 e 300 g Se hal) ocorreram valores mais elevados. No
entanto, para esses genotipos nao se observaram diferengas entre 120, 180 e 300 g Se hal. O
peso mais baixo foi verificado na Albatros. Adicionalmente observou-se que as concentracdes
de Se ndo interferiram no peso desta variedade, assim como na Ariete. Nas pulverizagbes com
selenato, verificaram-se reducdes significativas na Ariete e na OP1105, quando estas receberam
a maxima concentracao de selenato

A Albatros e a OP1109 mantiveram-se estaveis, e ndo apresentaram diferencas
significativas com a aplicagdo de Se no ambito do itinerario de biofortificacdo, confirmando-se
como o0s gendtipos menos e mais produtivos em valores absolutos, respetivamente. Assim, tal
como verificado no primeiro ano de ensaio, a OP1109 manteve os niveis de PMG elevados,
novamente diferindo da Albatros, tanto com a aplicacéo de selenito como de selenato (tabela
3.32).

Tabela 3.32. Peso de Mil Gréos (g) em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se (selenito —
ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubagéo de fundo (SLO1). Valores
médios (n =3) com letras (a, b, ¢) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente
entre, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Peso de Mil Gréos (g)

Bloco | Gendtipo 0g Se ha' 120 g Se hat 180 g Se hat 300 g Se hat
Ariete 24,14 (ab; r) 24,05 (b; r) 23,72 (cd; 1) 23,12 (b; 1)
sLo1 Albatros 22,28 (bc; 1) 21,10 (d; r) 22,08 (de; ) 21,38 (b; 1)
ITO OP1105 | 24,52 (ab;s) | 2573 (ab;rs) | 2552 (bc;rs) | 27,18 (a;r)
OP1109 25,46 (a; s) 27,03 (a; rs) 27,90 (ar) 27,35 (a; rs)
Ariete 25,10 (ab; 1) 23,72 (bc; rs) 24,07 (cd; ) 21,83 (b; s)
sLo1 | Albatros 20,71 (c;n) 21,50 (cd; 1) 21,30 (e;n) 20,87 (b; r)
ATO | OP1105 | 24,22 (ab;r) | 26,72 (& | 2480  (c;rs) 21,52 (b;s)
OP1109 25,39 (a;r) 27,20 (a;r) 27,23 (ab; r) 27,07 (ar)

Tal como foi observado no nosso estudo (nas variedades Ariete e Albatros SLO1 ITO;
Albatros e OP1109 SLO1 ATO), Wang et al. (2013 a) ao estudarem a biofortificacdo de milho com
aplicagbes foliares com concentracdes de 0, 57, 114, 171, 228 e 285 g Se ha* (sob a forma de
selenito), ndo observaram um efeito significativo no rendimento de graos durante um periodo de
ensaio de dois anos. Varios ensaios de campo confirmaram este resultado, e ndo se detetaram
efeitos significativos da aplicacédo de Se no indice de produtividade e colheita em trigo de inverno
(Broadley et al., 2010), rendimento de alho (Pdldma et al., 2011) e no rendimento de gréos de
milho (Chilimba et al., 2012). Por outro lado, Wang et al. (2013 b), ao verificar o efeito da

adubacéo de selenito na producéo de arroz, referiu que o processo de biofortificacdo estimulou
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a producdo de graos maiores e rendimentos mais elevados, e encurtou o nimero de dias do
ciclo, conduzindo a uma maturidade mais rapida do arroz. Wang et al. (2012) sugeriram que 0
aumento do rendimento de arroz pode decorrer da promocdo do crescimento das plantas
proveniente da adicdo otimizada de selenito durante o crescimento vegetativo. Nawaz et al. (2015
b), num estudo sobre os efeitos da pulverizacdo foliar de Se em trigo, constataram que o Se
melhorou as componentes de producédo e de rendimento e reforcou 0 PMG em 26%. Lyons et al.
(2005 b), em ensaios de campo com trigo, usaram até 120 g Se ha! como selenato de soédio, e
nao observaram reducéo da producéo ou outros efeitos adversos. Além disso, em ensaios-piloto
usando selenato em até 500 g Se ha! no solo, ou 330 g Se ha! de aplicacao foliar, ndo detetaram
sintomas de toxicidade de Se. Por outro lado, Marchezan et al. (2001), ao avaliar a aplicacdo de
fertilizantes foliares minerais compostos de micronutrientes nos estadios iniciais das plantas de
arroz, constataram a auséncia de qualquer efeito no rendimento de gréos de arroz nos trés anos
de cultivo, havendo, no entanto, no segundo ano de cultivo, diferengas na estatura de plantas,
no PMG e na percentagem de graos inteiros e no terceiro ano, na esterilidade de espiguetas,
PMG e percentagem de graos inteiros. Fang et al. (2008) reafirmaram que n&o houve qualquer
efeito significativo na aplicacéo foliar (no estadio de crescimento da panicula) de Zn, Se e Fe
sobre a produtividade da cultura e o PMG de arroz.

Kaur e Nayyar (2015), ao estudarem o feijoeiro (plantas com e sem stresse salino),
verificaram que as plantas em stresse salino tiveram reducdo de 44% das vagens em
comparacao com as plantas controlo, mas quando aplicaram 1 ppm de Se as plantas, ocorreu
um aumento de 19% no numero de vagens. Quando 1 ppm de Se foi aplicado as plantas com
stresse salino, 0 nimero de vagens melhorou significativamente em 32%. No entanto com
aplicacBes maiores de Se, estes autores constataram uma reducdo acentuada no numero de
vagens. Segundo Wang et al. (2013 a), o efeito do Se no crescimento, e consequentemente no
rendimento das plantas, esté relacionado com as suas taxas de aplicacao e variedade das
culturas. Portanto, variedades diferentes podem dar respostas diferentes. Segundo Fageria
(1998), devido a exigéncia nutricional variavel entre espécies e variedades da mesma espécie,

€ comum observar produtividades diferentes sob as mesmas condi¢8es de fertilidade.
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3.2.6.

3.2.6.1. Concentracéo Total nas Folhas

Mobilizacao e Acumulacéo de Elementos Minerais

No quadro 3.2 séo apresentados os resultados da concentrac@o de elementos minerais

nas folhas das plantas biofortificadas com Se (selenito e selenato). As analises dos elementos

minerais foram realizadas em duas fases. Na primeira analise (128 dias apds a sementeira), as

plantas ja tinham sido biofortificadas duas vezes com intervalos de ca. 15 dias entre as

aplicacOes, e na segunda analise (145 dias apés a sementeira), as plantas ja tinham sido sujeitas

a 32 e (ltima aplicacao foliar de Se.

Quadro 3.2. Macronutrientes e micronutrientes nas folhas em 4 gendtipos de arroz submetidos a
biofortificacdo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem
adubacéao de fundo (SL01) em duas fases de desenvolvimento das plantas. Valores médios (m + SE; n =

m0gSeha” m120gSeha™ m180gSe ha™
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A analise foliar € uma ferramenta complementar a andlise do solo, e permite a
determinacéo do teor dos nutrientes no tecido vegetal durante o cultivo das plantas. Os ifes
metdlicos (e.g. Fe, Mn, Cu, Zn, Mg) sdo essenciais para o crescimento das plantas e producao;
sendo cofatores para a maioria das enzimas antioxidantes e necessarios para muitas atividades
metabolicas nos vegetais (Yu e Rengel, 1999). Segundo Hawrylak-Nowak et al. (2015), apesar
da informacé&o insuficiente sobre a influéncia do Se na absor¢cdo e acumulacdo de outros
elementos essenciais para as plantas, sabe-se que biofortificagcdo com Se podera influenciar no
equilibrio global de nutrientes de uma planta.

Os efeitos das aplicac6es de Se séo evidentes nos teores de Ca (Tabela 3.33), tendo-se
observado que da 12 para a 22 fase, as concentracdes de 120, 180 e 300 g Se ha'l, provocaram
aumentos significativos nas percentagens de Ca nas folhas que foram submetidas a
biofortificagdo de selenito. Quanto a exposicdo das plantas ao selenato, ocorreu uma
concentracao significativamente mais elevada de Ca, para Albatros na presencga de 120 g Se ha
1 e para Ariete, Albatros e OP1109 com aplicacdes de 180 g de Se hal. Considerando o efeito
do aumento das concentragdes de Se aplicada ao nivel foliar, verificou-se uma forte reducéo dos
teores de Ca na Albatros, tanto na 12 fase (com duas pulverizacdes), como na 22 fase
(submetidos a terceira pulverizagdo) dos tratamentos. Contudo, na 22 fase verificaram-se
aumentos significativos até 180 g Se hal. O OP1109 apresentou um forte decréscimo de Ca,
principalmente com Se na forma de selenito. Quanto a variedade Ariete, os teores de Ca foram
afetados negativamente pelas aplica¢cdes de selenato nas concentracdes de 120 e 180 g Se ha-

1. Na OP1105 néo se verificaram alteracées com o aumento das concentracdes de Se.
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Tabela 3.33. Percentagem de Ca nas folhas em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificacdo de Se
(selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacéo de fundo (SLO1)
em duas fases de desenvolvimento das plantas. Valores médios (m + SE; n = 4) com letras (a - g) iguais na
coluna e letras (r, s, t) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey
(a =0,05).

Ca (%)
Bloco Genotipo 0g Se hat 120 g Se ha 180 g Se ha' 300 g Se hat
Ariete 0,893 (cd; ) 0,604 (fg; r) 0,537 (c; r) 0,639 (ef; 1)
SI_||-_001 Albatros 1,178 (b; r) 0,883 (cdefg; rs) 0,728 (c; S) 0,658 (ef; s)
12 fase OP1105 0,802 (d; r) 0,619 (fg; r) 0,558 (c; r) 0,429 (ef; r)
OP1109 0,941 (cd; r) 0,425 (g; s) 0,412 (c; s) 0,251 (f; s)
Ariete 0,893 (cd; rs) 0,409 (g; t) 0,488 (c; st) 1,015 (bcde; 1)
SALT%l Albatros 1,178 (b; 1) 0,712 (defg; s) 0,617 (c; S) 0,669 (def; s)
12 fase OP1105 0,802 (d; r) 0,643 (efg; r) 0,533 (c; r) 0,573 (ef; r)
OP1109 0,941 (cd; r) 0,669 (defg; r) 0,632 (c; r) 0,563 (ef; r)
Ariete 1,564 (ab;r) 1,482 (ab;r) 1,597 (ab; ) 1,746 (a; 1)
SI'II_'Ool Albatros 1,639 (ab; rs) 1,547 (ab; s) 2,070 (ab; r) 1,355 (abc; s)
24 fase OP1105 1,467 (abc; r) 1,430 (abc; r) 1,681 (ab;r) 1,505 (ab; r)
OP1109 1,863 (a; r) 1,456 (abc; rs) 1,718 (ab; rs) 1,325 (abc; s)
Ariete 1,564 (ab;r) 1,194 (bcde; s) 0,821 (c; s) 1,240 (abcd; rs)
SAI:I'Ool Albatros 1,639 (ab; s) 1,899 (a; r) 2,079 (a; 1) 1,433 (abc; s)
24 fase OP1105 1,467 (abc; r) 1,128 (bcdef; rs) 0,841 (c; s) 0,921 (cde; r)
OP1109 1,863 (a; r) 1,231 (bcd; st) 1,429 (b; s) 0,804 (cdef; t)

Corroborando os resultados observados neste estudo, Souza et al. (2013), verificaram
que o teor de Ca em plantas de linhagens de trigo brasileiras decresceu substancialmente com
o0 selenito em quase todo as amostras analisadas, com 33% de reduc¢éo. Hawrylak-Nowak et al.
(2015) também observaram que os efeitos do Se na concentracdo de Ca na parte aérea de
plantas de pepino dependiam da forma quimica de Se adicionado ao meio de crescimento.
Considerando que os tratamentos com selenito entre 30 e 60 uM diminuiram significativamente
a concentracdo de Ca, a exposi¢cdo das plantas ao selenato resultou numa concentragdo
ligeiramente mais elevada de Ca. Aponte-se, contudo que um aumento significativo foi observado
apenas na presenca de 40 e 80 uM Se aplicada como selenato. No presente trabalho, apesar de
algumas reducdes verificadas com as aplicacfes de Se, constataram-se valores mais elevados
de Ca face ao ano anterior, onde as plantas foram expostas a concentracdes mais baixas de Se.

Ao contrario do que foi observado nos outros elementos minerais, os teores de K (Tabela
3.34) foram mais elevados na 12 fase (apOs 2 aplicacdes das solu¢des de biofortificacao).
Verificou-se que nas aplicagdes com 120 g Se ha' na forma selenito, houve uma reducao
significativa na variedade Ariete e no genétipo OP1105 (comparac¢do entre a 12 e 22 fase). Quanto
as aplicacdes de selenato, também se observou que a 32 dose, que corresponde a 22 fase, afetou
negativamente a concentracdo de K nas folhas de alguns genétipos. Em Ariete esta reducéo foi
significativa com aplicacdes de 300 g Se ha. Na Albatros e na OP1105, este efeito foi observado
a partir de 120 g Se até a concentragdo maxima. Na OP1109 nédo se observaram alterages apos
a terceira aplicacéo foliar. No que diz respeito ao efeito do aumento das concentracdes de Se, o

impacte mais negativo foi observado no genétipo OP1105 que apresentou redugdes significativas
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nos teores de K nas folhas, principalmente nas concentracfes mais elevadas. Note-se que tal
fato sé nao foi observado em selenito (12 fase), em que este gendtipo se manteve estavel desde

o controlo até a maxima concentragdo de Se.
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Tabela 3.34. Percentagem de K nas folhas em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificacdo de Se
(selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacéo de fundo (SLO1)
em duas fases de desenvolvimento das plantas. Valores médios (m + SE; n = 4) com letras (a - €) iguais na
coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey
(a =0,05).

K (%)

Bloco |[Genotipo 0g Se hat 120 g Se hat 180 g Se ha't 300 g Se hat

SLo1 Ariete 3,626 (ab;r) | 3,619 (abc; 1) 3,846 (&) 4,277 (ar)

ITO Albatros | 3,491 (ab;rs) | 2,969 (abcde; s) 4,039 (& 4,061 (abc; r)

12 fase OP1105 | 4,623 (@n 4,208 4,2 (a;r) 4,089 (an 4,179 (ab; 1)

OP1109 | 3,587 (ab;r) | 2,582 (bcde; s) 3,022 (a; rs) 3,078 (abcd; rs)

SLo1 Ariete 3,626 (ab;r) | 2,951 (bcde; 1) 3,256 (&) 3,146 (abcd; 1)

ATO Albatros | 3,491 (ab;r) | 3,320 (abcd; 1) 3,518 (CH)) 3,916 (abc; r)

18fase | OpP1105 | 4,623  (a;r) | 3,696 (ab; rs) 3,668 (a; s) 3,586 (abc; s)

OP1109 | 3,587 (ab;r) | 2,449 (bcde; s) 2,841 (a; rs) 2,887 (cde; rs)

SLo1 Ariete 2,496 (b; 1) 2,096 (de;r) 1,931 (ab; 1) 2,273 (de; )

ITO Albatros | 2,374 (b; r) 2,367 (cde; r) 1,798 (ab; ) 2,028 (de; )

22fase | OpP1105 | 4,012 (a;r) | 2,860  (bcde;s) 2,847 (a; s) 3,011 (bcd; s)

OP1109 | 2,411 (b; r) 1,716 (e;n) 1,813 (ab; r) 2,080 (de; r)

SLo1 Ariete 2,496 (b; 1) 2,474 (bcde; 1) 2,060 (ab; 1) 1,705 (e;n)
ATO Albatros | 2,374 (b; r) 1,991 (e;n) 1,531 (b; 1) 2,275 (de; )
22fase | Op1105 | 4,012 (a;r) | 2,290 (de; s) 1,778  (ab;s) | 2,187 (de; s)
OP1109 | 2,411  (b;r) | 1,943 (e;n) 2,276  (ab;r) | 2,084 (de; )

Filek et al. (2010) estudaram plantas de trigo e colza com incremento de Se nas
concentracdes de 100 e 200 pM, e verificaram que na parte aérea da colza houve uma diminuigao
consideravel dos macronutrientes, tendo sido maior no tratamento 200 uM. As alteracdes nas
concentracdes residuais do K foram marcadamente mais elevadas na dose de 200 pM Se e
quando usado para cultivo da colza. No cultivo do trigo, ndo se verificaram diferen¢as nos niveis
de K, entre o controlo e a maxima concentragdo de Se. Aponte-se, contudo, que a dose 100 uM
Se provocou reducao significativa nos teores de K no trigo. Estes autores consideram que as
altas concentracfes de Se resultam num aumento da saturacdo da membrana plasmética e
acrescentam que a maior reducdo na acumulacdo de macronutrientes pode ser devido ao
aumento da rigidez da membrana sob o tratamento com concentragfes de Se mais elevadas.
Hawrylak-Nowak et al. (2015) também verificaram uma diminuicdo significativa nos niveis de K
na parte aérea de plantas de pepino, nas aplicacdes de selenito e selenato, quando essas
concentragdes foram aumentadas. Contudo, no tratamento com selenito, o declinio no teor de K
foi maior em comparacdo com selenato. Eventualmente o K podera neste caso proporcionar no
citoplasma um ambiente i6nico, favoravel a manutencdo da pressdo osmdética nas células,

inibindo a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Cakmak, 2005).

Na tabela 3.35 encontram-se os resultados dos teores de Fe nas folhas das plantas

biofortificadas com Se (selenito e selenato). Observaram-se diferencas significativas entre os
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teores de Fe das plantas na 12 fase (2 aplicag8es) em relagdo as plantas da 22 fase (3 aplicagdes)

das solucdes de biofortificacao.

Tabela 3.35. Teores de Fe (ppm) nas folhas em 4 genétipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se
(selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacéo de fundo (SLO1)
em duas fases de desenvolvimento das plantas. Valores médios (m + SE; n = 4) com letras (a - h) iguais na
coluna e letras (r, s, t) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Fe (ppm)
Bloco Genotipo 0g Se hat 120 g Se hat 180 g Se ha! 300 g Se hat
SLol Ariete 288,2 (b; r) 101,383 (d; s) 127,405 (e; s) 174,543 (gh; rs)
ITO Albatros 406,0 (ab; r) | 268,910 (bcd; rs) 143,705 (e; S) 331,868 (efg; r)
1% fase OP1105 304,7 (b; 1) 181,208 (cd; r) 155,133 (e; S) 197,390 (fgh; 1)
OP1109 294,9 (b; 1) 215,008 (cd; rs) | 223,213 (de; rs) 111,585 (h; s)
SLo1 Ariete 288,2 (b; r) 73,408 (d; s) 87,373 (e; s) 132,403 (h; s)
ATO Albatros 406,0 (ab; r) 108,153 (d; s) 106,663 (€e; S) 136,558 (gh; s)
12 fase OP1105 304,7 (b; 1) 162,053 (cd; r) 168,978 (e; 1) 173,568 (gh; r)
OP1109 294,9 (b; 1) 343,193 (bc; 1) 196,595 (e; 1) 196,845 (fgh; 1)
SLo1 Ariete 391,2 (ab; st) 322,725 (bc; t) 498,325 (bc; rs) 609,003 (abc; r)
ITO Albatros 459,7 (ab; r) 562,800 (a; r) 511,825 (abc; r) 443,588 (cde; r)
2% fase OP1105 357,9 (ab;s) | 567,875 (a;rs) 496,448 (bc; s) 781,300 (a; r)
OP1109 510,1 (a; S) 456,135 (ab; s) 699,983 (a; r) 457,768 (cde; s)
SLo1 Ariete 391,2 (ab; s) 609,785 (a; r) 517,810 (abc; rs) 575,758 (bcd; r)
ATO Albatros 459,7 (ab; s) 446,425 (ab; s) 398,458 (cd; s) 755,835 (ab; r)
2% fase OP1105 357,9 (ab;r) | 157,935(cd;s) | 247,978 (de;rs) | 300,783 (efgh; rs)
OP1109 510,1 (a; rs) 347,530 (bc; ) 647,873 (ab; r) | 391,958 (def; st)

Nas aplica¢des com selenito, verificou-se que nas concentragdes de 120 e 180 g Se ha
1 houve um aumento bastante significativo dos teores de Fe da 12 fase (2 aplicacdes) para a 22
fase (3 aplicacdes), esse comportamento foi semelhante em todas as variedades / genétipos
analisados. Porém, na maxima concentracdo (300 g Se ha'l) apenas Albatros ndo apresentou
aumentos significativos. Nas aplicagbes com selenato, observaram-se variagbes menores,
observando-se aumentos significativos em Ariete e Albatros com uma biofortificacdo de 120 g
Se hal e em Ariete, Albatros e OP1109 com uma bioforticagédo de 180 g Se hat. Com a maxima
concentracdo, apenas a Ariete e a Albatros apresentaram aumentos significativos na 22 fase. Ao
compararmos as diferentes concentra¢cdes numa dada variedade / gen6tipo, verificamos que nas
concentracdes mais elevadas de Se, os teores de Fe sdo mais baixos para a maioria das
variedades / gendtipos. No entanto, observaram-se aumentos significativos em Ariete e OP1105
que ja haviam recebido as 3 aplicac6es da biofortificacdo de selenito (22 fase), assim como em
Ariete e Albatros biofortificadas com selenato. Ao fazer-se um paralelo com os resultados do
primeiro ano de ensaio de campo, é possivel observar que pequenas concentragbes de Se
provocam poucas ou quase nenhumas alteragfes nos teores de Fe. JaA com concentracdes
elevadas, como é o caso do segundo ano de ensaio, verificaram-se maiores variagdes nos

valores de Fe. Souza et al. (2014) sugerem que o Se pode ter um papel benéfico no
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enriquecimento de Fe em linhagens de trigo. Num estudo anterior realizado pelos autores Souza
et al. (2013), o selenato aumentou a concentracdo de Fe em rebentos jovens de mais da metade
das linhagens de trigo analisadas, mostrando um efeito sinérgico de tratamento com selenato
sobre a acumulacdo de Fe. Um ligeiro aumento no teor de Fe por accdo do selenato em
variedades de trigo também foi relatado por Filek et al. (2010). O aumento de Fe, Zne Mn e a
acumulacéo destes pode indicar uma mobilizac&o do sistema de defesa por meio da ativacao de
enzimas antioxidantes, nomeadamente, superéxido dismutase (SOD) (Fridovich, 1995). No
entanto, com um excesso aplicacdo de Se, ocorre a diminuicdo da acumulagcdo de
microelementos nas plantas, em particular do Mn e Zn (Landberg e Greger, 1994). Na tabela
3.36 apresentam-se os teores de Zn nas folhas. Verificou-se que houve um incremento bastante
significativo em todas as variedades / genétipos da 12 fase (2 pulverizacdes) para a 22 fase (com
total de 3 pulverizagbes), com as duas formas de Se (selenito e selenato). Os teores mais
elevados foram observados no genétipo OP1105, em plantas na fase final do ciclo. Quanto ao
efeito das concentracdes de Se, verificou-se que OP1105 sofreu redugdes significativas com o
aumento das concentractes de Se, fato observado desde as primeiras pulveriza¢des, tanto em
selenito como em selenato. O OP1109 também apresentou reducdes, mas sé se constatou tal
efeito apds a 32 aplicacéo da biofortificagéo (22 fase) de selenito e selenato. Neste contexto, Filek
et al. (2010) observaram um ligeiro aumento e uma supressédo geral do nivel de Zn por selenito
e selenato, respetivamente. Estes autores sugeriram que o selenato em dosagens adequadas
causa efeitos sinérgicos sobre a acumulacdo de varios minerais, ao passo que a oferta do
selenito reduz o teor desses elementos na maioria das linhas de plantulas de trigo. Longchamp
et al. (2016) também estudaram a influéncia do Se na absorcéo de alguns nutrientes em milho,
e quanto ao Zn, estes autores verificaram que, sob elevadas concentra¢des de Se (1000 pg L),
o selenato causa um forte aumento de Zn na planta inteira e nas raizes (259% e 185%, face ao
controlo, respetivamente). No entanto, o fator de translocacéo e a diminui¢cdo da absorcédo pelas
raizes ndo pareceu ser regulada, o que podera ter resultado num aumento da concentracao de
Zn nas raizes. Segundo Marschner (1995), niveis de Zn excessivamente altos na parte aérea
(mais de 300 pg.g* ps) séo téxicos e diminuem a atividade fotossintética (Van Assche e Clijsters,
1986). Quanto ao selenito, Longchamp et al. (2016) concluiram que ndo teve nenhum efeito
sobre a acumulacéo de Zn em plantas inteiras e raizes, independentemente da sua concentragdo
na solugdo nutritiva. Aponte-se, a nivel mais geral, que ndo ha consenso sobre o efeito de
selenito sobre a acumulagéo de Zn, com aumentos e diminui¢des relatados por Arvy et al. (1995)
e Fargasova et al. (2006). Contudo o Zn é necessario para proteger os lipidos da membrana e
as proteinas contra o dano oxidativo através da formacéo de complexos estruturais altamente
estaveis. Este elemento, bem como o Mn, o Cu e o Fe, constituem os componentes de enzimas

antioxidantes, como superéxido dismutase (Cakmak, 2000).
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Tabela 3.36. Teores de Zn (ppm) nas folhas em 4 genétipos de arroz submetidos a biofortificacdo de Se
(selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacé&o de fundo (SLO1)
em duas fases de desenvolvimento das plantas. Valores médios (m + SE; n = 4) com letras (a - g) iguais na
coluna e letras (r, s, t) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Zn (ppm)
Bloco Genotipo 0g Seha! | 1209 Se ha! 180 g Se ha 300 g Se hat
Ariete 22,46 (e; rs) 19,90 (fg; rs) 18,25 (f; s) 27,60 (efg; r)
S'l-fl}aio Albatros 28,20 (de;r) | 26,00 (defg; ) 30,50 (de; r) 23,70 (fg; 1)
OP1105 33,82 (c; 1) 29,02 (cdef; rs) 29,70 (def; rs) 23,83 (fg; s)
OP1109 23,72 (e; r) 20,00 (fg; 1) 24,46 (efg; r) 19,89 (fg; r)
Ariete 22,46 (e; ) 15,67 (g 1) 22,04 (efg; r) 21,58 (fg; r)
Slig%aAle Albatros 28,20 (de; 1) | 22,35 (efg; 1) 24,74 (efg; 1) 22,41 (fg; 1)
OP1105 33,82 (c; 1) 29,32 (bcdef; r) 26,39 (efg; r) 30,34 (def; r)
OP1109 23,72 (e; r) 19,77 (fg; r) 18,79 (fg; r) 17,01 (g; 1)
Ariete 37,72 (cd; r) 38,41 (bc; r) 42,96 (bc; 1) 44,30 (bc; 1)
Slz_f?flalsTeO Albatros 4119 (c;ir) | 39,64 (bc;r) 43,48 (bc; 1) 43,00 (bc; 1)
OP1105 67,92 (a; r) 54,63 (a; s) 55,64 (a; s) 59,87 (a; rs)
OP1109 54,01 (b; r) 43,21 (b; s) 39,17 (cd; s) 38,45 (cde; s)
Ariete 37,72 (cd; rs) | 33,98 (bcde; s) 43,65 (bc; 1) 49,51 (ab; r)
Slég%aAsZO Albatros 41,19 (c; 1) 40,20 (b; ) 35,73 (cd; ) 39,79 (bed; 1)
OP1105 67,92 (a; r) 47,22 (a; s) 50,34 (ab; s) 44,43 (bc; s)
OP1109 54,01 (b; r) 33,58 (bcd; st) 40,47 (bcd; s) 28,83 (def; t)

Na figura 3.37 e na tabela 3.37, apresentam-se os teores de Se nas folhas, constatando-
se a superioridade da concentracdo de selenito face ao selenato nas folhas das plantas
biofortificadas. Adicionalmente, verificou-se que o incremento de Se nas folhas foi proporcional
ao aumento das concentracdes de selenito ou selenato e consoante ao numero de aplicagdes
(1@ fase — duas pulverizacdes e 22 fase — trés pulveriza¢des). Contudo, ao compararmos as fases
para cada forma de Se (selenito ou selenato), verificou-se que ndo existem diferencas
significativas, exceto no tratamento 300 g Se ha, onde a Albatros, a OP1105 e a OP1109
apresentaram valores significativamente mais elevados na 22 fase (com biofortificacdo de
selenito). Relativamente ao efeito do aumento das concentragfes de Se nas folhas constatou-se
gue nas aplicagdes com selenito houve um aumento significativo do controlo para a maxima
concentracao (300 g Se ha'), e nas plantas biofortificadas com selenato apenas a Ariete (12
fase) apresentou um aumento significativo na maxima concentragdo. Neste contexto, 0 aumento
da concentracéo de Se nas folhas de plantas biofortificadas também foi observado por Proietti et
al. (2013) em Olea europaea L., constatado onde se observou que o tratamento com selenato
aumentou significativamente o conteddo em Se (conteldos médios — 26,0 e 36,0 g kg rs).

No nosso estudo, verificou-se que o selenito foi mais eficaz que o selenato. Por oposicéo,
Souza (2013) relatou que o selenato foi mais eficaz do que o selenito na indu¢do de um aumento
do contetido de Se em plantulas de trigo. De fato, as plantas tratadas com selenato continham 4
vezes mais Se do que aquelas tratadas com a mesma concentracdo de selenito. Wang et al.

(2013 b) também verificaram que, mesmo que em pequenas concentracdes, as aplicacdes de
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Se foram suficientes para aumentar o conteldo de Se na parte aérea de planta de arroz, e
considerando aplicacbes mais elevadas, essa concentracdo tende a ser mais elevada. No
entanto uma concentracéo elevada de selenito de sédio (10 mg L* ou mais), podera inibir o
crescimento de plantulas ao suprimir atividades antioxidantes. Segundo Sors et al. (2005), este
efeito podera resultar do mau funcionamento das enzimas antioxidantes, por insercdo de

selenoaminoécidos ou interferéncia no metabolismo do enxofre.

Tabela 3.37. Teores de Se (ppm) nas folhas em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se
(selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacéo de fundo
(SLO1) em duas fases de desenvolvimento das plantas. Valores médios (n = 4) com letras (a — g) iguais
na coluna e letras (r, s, t) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de
Tukey (a = 0,05).

Se (ppm)

Bloco |Genétipo | 0g Se hat 120 g Se ha 180 g Se ha? 300 g Se hat
Ariete 22,780 (a; s) 32,290 (a; s) 54,970 (abc; r)
S#Ool Albatros 19,950  (ab;s) | 26,585 (abc;s) | 46,835 (bc; )
12fase | OP1105 18,403 (abc; 1) 21,305 (bcd;r) 26,020 (def; 1)
OP1109 8,925 (abcd;s) | 16,853 (cde; rs) 26,498 (de;r)
Ariete 8,110 (abcd; s) 8,710  (de;rs) 19,030 (efg; 1)
SALTOol Albatros 8,710 (abcd;r) | 11,943  (de;n) 14,308 (efg: 1)
1afase | OP1105 2,683  (d;r) 4618 (1) 7,528 (g;1)
OP1109 \D 2,575 (d:;n 5,305 (e 8,203 (@:n)

Ariete 20,035 (ab; s) 37,128 (& 40,555 (cd; )

S#Ool Albatros 14,870  (abcd;t) | 35825 (ab;s) 62,345 @
fafase | OP1105 22,305 (a; s) 27,353  (abc; s) 60,630 (ab; 1)
OP1109 15,095 (abcd; t) 29,203 (abc; s) 55,325 (abc; r)

Ariete 3,875 (cd;r) 8,205 (de; r) 10,615 (@1
SA'-T% Albatros 4745  (cd;r) 8,225  (de:r) 12,400 (efg; )
2afase | OP1105 6,235  (bcd; 1) 4350 (1) 11,065 (fg: 1)
OP1109 12,558  (abcd;r) 7,928 (de; r) 11,060 (fg; r)

ND = Nao detetado — abaixo do limite de detecdo do equipamento “Espectrofluorimetro de Raio-X Niton
Thermal Scientific”.
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Figura 3.37. Teores de Se (ppm) nas folhas em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se
(selenito — ITO e selenato — ATO) com 3 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacé&o de fundo (SLO1)
em duas fases de desenvolvimento das plantas. Valores médios (n = 4).

3.2.7. Cinzas Totais no Grao

Na percentagem de cinzas (Tabela 3.38) é evidente a supremacia das amostras que
foram biofortificadas com selenito e selenato. Verificou-se que este incremento foi progressivo
para Albatros (ATO e ITO), OP1105 (ITO) e OP1109 (ATO), pois quanto mais elevada a
concentracao de Se maior a percentagem de cinzas nos gréos. O genotipo OP1109, quer nas
aplicacBes de selenito quer nas aplicagbes de selenato destacou-se com as percentagens mais
elevadas. Por oposicéo, Albatros apresentou indices mais baixos, tanto em selenito como em
selenato, o que se refletiu na cor da farinha (que sera discutido posteriormente nas tabelas 3.51
e 3.52). Albatros apresentou farinhas tendencialmente mais claras. Para todas as variedades e
gendtipos ndo se verificaram diferencas significativas entre as aplica¢des de 120, 180 e 300 g
Se ha.

Tabela 3.38. Percentagem de cinzas totais em 4 genotipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se
(selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacé&o de fundo (SLO1).
Valores médios com letras (a - d) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Cinzas (%)

Bloco Genétipo| 0g Se hat 120 g Se ha? 180 g Se ha? 300 g Se ha'
Ariete 1,721  (a,s) | 2,973 (ab, r) 2,863 (bcd, 1) 3,000 (ab, r)
SLO1 Albatros | 1,845 (a,t) | 2,547 (cd,s) | 2,793 (cd, rs) 3,080 (ab, rs)
ITO OP1105 | 1,698 (a,s) | 2,817 (bc,r) | 3,033 (abcd,r) | 3,073  (ab, 1)
OP1109 | 1,767 (a,s) | 3,260 (anr 3,313 (an 3,160 (ab, r)
Ariete 1,721  (a,s) | 2,990 (ab, r) 2,843 (bcd, 1) 2,770 (ab, r)
SLO1 Albatros | 1,845 (a,s) | 2,440 (d, r) 2,633 (d, r) 2,760 (b, r)

ATO OP1105 | 1,698 (a,s) | 2,993 (ab,r) | 3,177 (abc,r) | 2,947 (ab, 1)
OP1109 | 1,767 (a,s) | 3,273 (ar 3,213 (ab, r) 3,267 (an
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Storck et al. (2005) analisaram a composicdo mineral de diferentes cultivares de arroz, e
nas amostras controlo encontraram valores médios de 1,03% a 1,29%, teores esses, que
corroboram com os teores que foram detetados para as amostras controlo do presente trabalho.
Aponte-se ainda que embora o arroz integral tenha maior concentracdo de minerais do que o
polido, isso ndo significa necessariamente maior quantidade de minerais absorvidos pelo
organismo, visto que a biodisponibilidade pode ser afetada pela presenca de maiores teores de

fibra e acido fitico no arroz integral (Juliano, 1993).

3.2.8. Concentracao Total de Elementos Minerais no Grao

Nas tabelas 3.39, 3.40, 3.41 e 3.42 sao apresentados os resultados da concentracédo de
elementos minerais nos graos (farinha integral) das plantas biofortificadas com Se (selenito e
selenato).

A aplicacao foliar de Se na forma de selenito ou selenato aumentou a concentracao de
Se nos graos (Tabela 3.39). Observaram-se valores mais elevados da concentragédo de Se nos
gréos provenientes da 12 fase, provavelmente devido ao fato de a analise refletir os teores na
panicula e ndo apenas no gréo, ainda num estado de maturacao incompleta e com casca.
Embora n&o se observe diferenga entre as fases para a maioria das variedades, uma dupla
aplicacéo durante o inicio do ciclo aparentemente favorece a assimilacdo de Se pelas plantas.
Segundo Wojcik (2004), as aplicacdes foliares de Se resultam em transferéncia direta e
acumulacéo de Se nas plantas. A difuséo de ides de Se na epiderme foliar aumenta por aplicagédo
nas folhas, mas as suas concentracdes elevadas podem levar a toxicidade e causar danos na
superficie da mesma (Marschner, 1995).

Quanto ao efeito do aumento das concentracdes de Se, visualizaram-se diferencas
significativas entre os tratamentos de 120 e 300 g Se ha' em todas as variedades e genétipos
biofortificados com selenito, exceto no gendtipo em Ariete e Albatros (SL0O1 ATO) na 12 fase
(Tabela 3.39). Relativamente as plantas biofortificadas com selenato, ocorreram aumentos
significativos com 300 g Se ha! (face a 120 g Se hat) na 12 fase (2 pulveriza¢des) nos gendtipos
OP1105 e OP1109, e na 22 fase verificaram-se diferencgas significativas entre 120 e 300 g Se ha-
1 em todas as variedades / genotipos.

Tal como foi observado nos resultados do primeiro ano de ensaio, a acumulagéo de Se
no gréo decorrente da aplicacao de selenito foi superior ao selenato. No entanto, os resultados
contradizem alguns estudos sobre o enriqguecimento com Se que concluiram que o selenato
estava mais disponivel para a planta do que o selenito. Longchamp et al. (2013) afirmaram que
a acumulacdo de Se nas plantas depende das espécies de Se disponiveis. Nawaz et al. (2015
b) referem que as propriedades do meio de crescimento tém influéncia significativa sobre a
absorcdo de Se pela planta. O resultado de uma experiéncia de hidroponia mostrou que a
acumulacdo de Se em milho a seguir ao tratamento com selenito foi sempre mais elevado do
que com selenato (Longchamp et al., 2013). Souza et al. (1998) mostraram que o Se adicionado,

a partir de selenato era duas a quatro vezes maior do que de selenito na mostarda indiana. Zayed

146



Resultados e Discussdao — Segundo Ano de Ensaio

etal. (1998) e Li et al. (2008) encontraram uma acumulacdo semelhante para duas formas de Se
no arroz e no trigo, respetivamente. De acordo com Zhang et al. (2003), a acumulac¢éo de selenito
€ maior do que a partir de selenato em soja, independente das concentracfes de Se na solucéo
nutritiva. Segundo Wang et al. (2013 b) esta inconsisténcia mostra que néo so as formas de Se
afetam a concentracdo de Se na planta, como também afetam a distribuicdo Se em planta.

Os mecanismos de captagdo de selenito ndo foram documentados. Varios estudos tém
sugerido que a captacéo de selenito nas plantas se processa por difusdo passiva (Arvy, 1993;
Sors et al., 2005) mas esta hipétese foi contestada por Li et al. (2008) que sugere que a captacao
do selenito € ativa, ainda que inibida por fosfato e inibidores metabdlicos. No entanto, num estudo
realizado por Longchamp et al. (2013) estes autores sugeriram que, apesar da elevada
concentracao de fosfato na solucdo nutritiva, a captacdo de selenito permanece superior a do
selenato. Acresce ainda que a adicdo de Se como fertilizante aumenta o teor Se de plantas
cultivadas, mas este efeito é viavel apenas se o0 aumento do teor de Se na planta nédo tiver

influéncia negativa sobre a absorcdo de outros elementos essenciais

Tabela 3.39. Teores de Se (ppm) em graos de arroz (farinha integral) de 4 genétipos de arroz submetidos
a biofortificagdo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem
adubacéo de fundo (SLO1) em duas fases de desenvolvimento das plantas. Valores médios (n = 3) com
letras (a — d) iguais na coluna e letras (r, s, t) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de
acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Se (ppm)

Bloco Genotipo |0 g Se hat 120 g Se ha? 180 g Se ha? 300 g Se hat
SL o1 Ariete 20,56 (a, s) 26,31 (& 30,61 (b, 1)
ITO Albatros 15,78 (ab, 1) 22,38 (ab, s) 39,01 (ar)
1%fase | OP1105 14,16  (ab,s) | 17,59 (bc, rs) 2268  (c, 1)
OP1109 14,25 (ab, t) 23,57 (ab, s) 32,09 (ab, 1)

SLo1 Ariete 17,59 (ab, 1) 6,45 (d, s) 22,72 (c,n
ATO Albatros 4,85 (cd, 1) 7,97 (d, r) 10,03 (d, r)
1%fase | OP1105 2,57 (d, s) 6,52 (d, rs) 9,31 (d, )
OP1109 b 3,22 (d, s) 4,97 (d, rs) 10,20  (d, )

SLo1 Ariete 12,80 (b, s) 17,61 (bc, s) 28,63 (bc, 1)
ITO Albatros 11,44 (bc, t) 19,39 (ab, s) 30,08 (bc, 1)
2#fase | OP1105 16,16  (ab,s) | 17,95 (bc, s) 35,15 (ab,r)
OP1109 17,08 (ab, s) 11,59 (cd, s) 30,28 (b, 1)

SLo1 Ariete 2,88 (d, s) 6,02 (d, s) 13,17 (d, n)
ATO Albatros 3,66 (d, s) 7,21 (d, r) 10,08 (d, r)
2#fase | OP1105 4,92 (cd, s) 6,67 (d, rs) 10,83  (d, 1)
OP1109 4,34 (cd, s) 6,06 (d, rs) 10,76  (d,r)

ND — Nao detetado.

No presente estudo (2° ano de ensaio), 0 Se ndo foi detetado nas amostras controlo,
guando estas foram analisadas através da Espectrofluorimetria Acoplada com Raio X (Tabela
3.39). Souza et al. (2013) também relataram que o Se foi ndo detetado em rebentos das

linhagens de trigo que cresceram na solucéo de controlo de nutrientes, mas quando os rebentos
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dessas linhagens de trigo foram expostos ao selenato e ao selenito, os niveis totais de Se

revelaram diferenca de 4 e 2 vezes, respetivamente.
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Figura 3.38. Teor de Se (ppm) em gréos de arroz (farinha integral) de 4 gendtipos de arroz submetidos a
biofortificacdo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 3 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem
adubacéao de fundo (SL01) em duas fases de desenvolvimento das plantas. Valores médios (n = 3).

Na tabela 3.40 s&do apresentados os resultados da concentragéo de Zn nos grdos moidos
das 4 variedades / genétipos em estudo, em duas fases do ciclo de vida das plantas, com duas
formas de Se (selenito e selenato), tendo na 12 fase as plantas sido submetidas a duas
aplicacbes com Se e na 22 fase, ja no final do ciclo, com a terceira aplicagcao da biofortificacéo
Constatou-se a auséncia de diferencas significativas entre duas ou trés pulverizacdes da solugéo
de Se, tanto com selenito como com selenato. Todavia, foram observadas ligeiras alteracdes
guando comparadas as diferentes concentracdes de Se aplicado ao nivel foliar, tendo-se
verificado diferencgas significativas apenas nos grdos de Ariete e Albatros biofortificados com
selenato que j4 haviam sido pulverizados com 3 doses. Para Ariete, 0 aumento das
concentracdes de Se provocou um acréscimo de Zn nos gréos a partir de 180 g Se ha'l, e para
a Albatros, os teores mantiveram-se até 180 g Se ha?, evoluindo para um decréscimo nos

tratamentos com 300 g Se ha™.
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Tabela 3.40. Teores de Zn (ppm) em graos de arroz (farinha integral) de 4 gendtipos de arroz submetidos
a biofortificacdo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem
adubacéo de fundo (SLO1) em duas fases de desenvolvimento das plantas. Valores médios (n = 3) com
letras (a, b) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo
com o teste de Tukey (a = 0,05).

Zn (ppm)

Bloco Genotipo 0g Se hat 120 g Se ha? 180 g Se ha? 300 g Se hat ‘
Ariete 23,29 (a,r) | 20,78 (ab,r) 24,90 (ab,r) 23,42 (ab,r)
ITO Albatros 2393 (a,n | 22,11 (ab,r) 23,38 (ab, 1) 25,30 (ab, 1)
13fase | OpP1105 2234 (a,r) | 21,47 (ab,r) | 24,48 (ab,r) 24,49 (ab,r)
OP1109 28,95 (a, 1) 28,28 (& 28,55 (ab,r) 26,67 (ab,r)
Ariete 23,29 (a,1n | 27,45 (ar 23,37 (ab, 1) 27,87 (@
ATO Albatros 23,93 (a,r) | 20,36 (arn 22,48 (ab,r) 20,04 (ab, 1)
13fase | OP1105 2234 (a,r) | 21,88 (ab,r) | 31,14 (a,r) 2825 (a,r)
OP1109 2895 (a, 1) 28,24 (ab,r) 26,74 (ab,r) 22,69 (ab,r)
Ariete 20,15 (a,n) 20,37 (ab,r) 20,46 (b, 1) 24,95 (ab,r)
ITO Albatros 21,92 (a,r) | 20,43 (ab,r) 23,61 (ab, 1) 22,20 (ab, 1)
2#fase | OP1105 2214 (a,r) | 2593 (ab,r) | 2854 (ab,r) 25,82 (ab, 1)
OP1109 29,34 (a, 1) 29,40 (& 28,83 (ab,r) 28,46 (@
Ariete 20,15 (a, st) | 16,75 (b, 1) 28,73 (ab,r) 27,67 (a, rs)
ATO Albatros 21,92 (a,rs) | 22,03 (ab,rs) | 25,42 (ab,r) 17,34 (b, s)
2#fase | OP1105 2214 (a,r) | 21,40 (ab,r) | 27,55 (ab,r) 26,08 (ab, 1)
OP1109 29,34 (a, 1) 26,10 (ab,r) 25,16 (ab,r) 22,27 (ab,r)

Longchamp et al. (2016) verificaram que a adi¢do de selenito em baixas concentragdes
nao provocou aumentos significativos da transferéncia de Zn nas plantas do milho e,
adicionalmente, com elevadas concentracdes as quantidades de Zn eram inferiores ao controlo.
Estes autores relataram ainda que o selenato em concentragdes elevadas provocou uma maior
acumulacédo de Zn face ao selenito na planta inteira e nas raizes. Na presenca de elevadas
concentracdes de selenato, a transferéncia de Zn para os rebentos foi inibida, o que provocou
ainda aumentos dos teores de Zn nas raizes. Fargasova et al. (2006) também verificaram que a
absorcdo de elementos, tais como Zn e Fe, é inibida pelo aumento dos niveis de Se.
Contrariamente, Zembala et al. (2010) relataram um aumento na concentracdo de Zn e uma
reducdo nos teores de Fe de planta de colza (Brassica napus) e trigo (Triticum spp.), quando o
Se foi adicionado as plantas. Da mesma forma, Boldrin et al. (2013) indicaram um possivel efeito
sinérgico da suplementagdo Se com os teores Zn nos gréos de arroz. Wang et al. (2013 a), ao
estudarem os efeitos do Se sobre o conteddo de Zn em milho, verificaram que as diferentes
concentracdes de Se (aplicacOes foliares até um total de 228 g Se ha'l) ndo apresentaram efeitos
significativos sobre os teores de Zn. A média encontrada por estes autores foi de 15,5 mg kg

Considerando os itinerarios para biofortificacdo em Se, verificou-se que os teores de Ca
nao sao significativamente influenciados pelo nimero aplicagdes da solucao de biofortificacao
nem pela concentracdo das mesmas (Tabela 3.41). Resultado semelhante foi observado por

Wang et al. (2013 a) no milho. Estes autores relataram que os teores de Ca néo foram afetados
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pelas aplicacdes de Se (solo e foliar), e que os valores encontrados oscilaram entre 0,012 -

0,015%, valores que foram inferiores aos encontrados para o arroz, no presente estudo.

Tabela 3.41. Percentagem de Ca em gréos de arroz (farinha integral) de 4 genétipos de arroz submetidos
a biofortificacéo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem
adubacao de fundo (SLO1) em duas fases de desenvolvimento das plantas. Valores médios (n = 3) com
letras (a) iguais na coluna e letras (r) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com
o teste de Tukey (a = 0,05).

Ca (%)
Bloco ‘ Genotipo 0g Se hat 120g Se ha! | 180g Se ha' ‘ 300 g Se hat
SLol Ariete 0,093 (a,n) 0,142 (a,r) 0,120 (a,r) 0,108 (arn
ITO Albatros 0,097 (a, 1) 0,139 (a, 1) 0,109 (a, 1) 0,138 (a,r)
1% fase OP1105 | 0,100 (a,r) | 0,118 (a, 1) | 0,209 (a,r) | 0,072 (a1
OP1109 | 0,121 (a,r) | 0,200 (a,r) | 0,119 (a,r) 0,093 (ar)
SLol Ariete 0,093 (a,r) | 0,241 (a,r) | 0,130 (a,n) 0,171 (arn
ATO Albatros | 0,097 (a,r) | 0,085 (a,r) | 0,125 (a,r) 0,119 (a, 1)
1#fase  oOp1105 | 0,100 (a,r) | 0,086 (ar) | 0,133 (ar) | 0,125 (a1
OP1109 | 0,121 (a,r) | 0,206 (a,r) | 0,126 (a,r) 0,104 (a, 1)
SLol Ariete 0,144 (a,) 0,139 (a,) 0,128 (a,r) 0,133 (a,r)
ITO Albatros | 0,119 (a,r) | 0,205 (a,r) | 0,113 (a,r) 0,128 (a,r)
22fase  Op1105 | 0,110 (a,r) | 0,162 (a,r) | 0,169 (a,r) | 0,151 (a, 1)
OP1109 | 0,125 (a,r) | 0,229 (a,1r) | 0,137 (a,n) 0,108 (ar)
SLol Ariete 0,144 (a,r) | 0,273 (a,r) | 0,166 (a,r) 0,159 (arn
ATO Albatros | 0,119 (a,r) | 0,227 (a,r) | 0,128 (a,r) 0,125 (a,r)
22fase  Op1105 | 0,110 (a,r) | 0,134 (a,r) | 0,137 (a,r) | 0,151 (a, 1)
OP1109 | 0,125 (a,r) | 0,224 (a,r) | 0,105 (a,n) 0,081 (ar)

Relativamente a interagdo entre a biofortificacdo com Se e a acumulacgéo de K, verificou-
se que os teores deste elemento tendem a diminuir com 0 aumento do nimero de aplicacdes de
Se (Tabela 3.42). Verificou-se que essas reducgfes dos teores de K foram significativas com 3
aplicacGes de selenito na Ariete (120, 180 e 300 g Se ha?), Albatros (120 e 300 g Se hal) e
OP1109 (120 e 180 g Se ha€l). Nas aplicacbes de selenato, observaram-se reducoes
significativas na Ariete (180 g Se ha'l), Albatros (300 g Se ha) e OP1105 (180 g Se hal). Mas
ressalva-se que essas reducdes podem ter sido motivadas pelo estadio de desenvolvimento das
paniculas e pelo processamento do grao na 22 fase.

Quanto ao aumento das concentragfes numa dada variedade / gendtipo, verificou-se
que na 12 fase (2 pulverizacfes), as plantas sofreram algumas oscilages nos teores de K, sendo
que para a maioria ndo subsistiram diferengas entre o controlo e a maxima concentracédo de Se,
exceto em Ariete (12 fase - ITO) e Albatros (12 fase - ATO). Nos gréos resultantes de plantas da
22 fase (3 pulverizagdes), ndo se observaram quaisquer diferencas significativas com o aumento

das concentracfes de Se nas variedades / genoétipos analisados.
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Tabela 3.42. Percentagem de K em graos de arroz (farinha integral) de 4 genétipos de arroz submetidos a
biofortificacéo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) com 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem
adubacéo de fundo (SLO1) em duas fases de desenvolvimento das plantas. Valores médios (n = 3) com
letras (a - €) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo
com o teste de Tukey (a = 0,05).

K (%)

Bloco |Genétipo 0g Se ha' 120 g Se hat 180 g Se ha! 300 g Se hat
Ariete 0,686 (a,s) | 0,894 (ab,rs) 0,836 (abcd, rs) | 0,898 (abc, 1)
1all—aose Albatros 0,724 (a, 1) 0,969 (a, 0,864 (abc, r) 0,906 (abc, r)
OP1105 0,809 (a, rs) | 0,955 (a,” 0,732 (bcde, s) 0,692 (bcd, s)

OP1109 0,723 (&, s) 0,960 (a, 0,931 (ab, s) 0,931 (ab, s)
Ariete 0,686 (a,r) 0,696 (abc, 1) 0,889 (abc, 1) 0,825 (abcd, 1)

1?;26 Albatros | 0,724 (a,s) | 0,711 (abc,s) | 0,874 (abc,rs) | 1,050  (a 1)
OP1105 | 0,809 (a,rs) | 0,738 (abc,s) 1,018 (ar) 0,929 (ab, rs)
OP1109 | 0,723 (a,s) | 0,960 (ar) 0,931 (ab, rs) 0,931 (ab, rs)

Ariete 0,693 (an) 0,506 (c,n 0,555 (e,r) 0,576 (d,n)

zalg)se Albatros | 0,704 (a,r) | 0,616 (bc,r) | 0623 (cde,n | 0562  (dr)
OP1105 | 0,636 (a,r) 0,698 (abc, 1) 0,837 (abcd, r) 0,814  (abcd,r)
OP1109 0,673 (a,1) 0,660 (bc, 1) 0,578 (de, 1) 0,700 (bed, r)

Ariete 0,693 (a,r) 0,509 (c, 1) 0,552 (e, 1) 0,645 (cd, r)
z'jfzge Albatros | 0,704 (a,r) | 0,628 (bc,r) | 0,824 (abcde,r) | 0,695  (bcd, 1)
OP1105 | 0,636 (a,r) | 0,641 (bc,r) 0,570 (de, r) 0,698 (bcd, 1)
OP1109 | 0,673 (a,r) 0,705 (abc,r) 0,688 (bcde, r) 0,687 (bcd, 1)

Souza et al. (2013) constataram que os niveis de K ndo se alteraram face aos
tratamentos com Se, e afirmaram ainda que de modo geral os macronutrientes K e P ndo foram
afetados. Resultados semelhantes também foram encontrados por Wang et al. (2013 a), que
mostraram que os teores de K ndo foram significativamente afetados pelas aplicacdes foliares
de Se em graos de milho.
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3.2.9. Andlise Qualitativa de Elementos Minerais

De entre os principais constituintes do gréo, o endosperma € a fracdo mais importante
no que diz respeito a nutricdo humana, uma vez que é a parte do grédo consumido principalmente
em muitos paises. As sementes contém tecidos ovulares (embrido, endosperma e aleurona)
cercados por tecidos maternos (revestimento de semente) (Figura 3.39). A semente em
desenvolvimento esta ligada a planta mée por um Unico feixe vascular (Zhang et al., 2007). Este
feixe vascular termina no revestimento da semente e ndo €& simplasticamente ligado ao
endosperma ou embrido. Os nutrientes que se deslocam para a semente séo depositados a partir
do floema, enquanto o excesso de agua é mobilizado no sentido oposto, a nivel vascular, através
do xilema (Oparka e Gates, 1984).

Lado
Dorsal

Corte Transversal

Lateral

Lado
Ventral

Embrido

Secdo Longitudinal Camada da Aleurona

Feixe Vascular

Figura 3.39. Representagdo esquematica do transporte de minerais no grao de arroz. Pontos e linha azuis
indicam o feixe vascular, bandas amarelas indicam a camada da aleurona e as setas vermelhas indicam a
direcao do transporte de minerais. Fonte: adaptado de Hoshikawa, 1990

Neste enquadramento, nos quadros 3.3 - 3.6, encontram-se, em corte longitudinal, as
deposicdes nos tecidos de elementos minerais nos diferentes tecidos do grdo de cada variedade
/ genétipo. Foram identificados os micronutrientes Fe, Mn, Zn e Cu e os macronutrientes Ca, K
e P, além do Se, que sera discutido posteriormente. O padréo de distribuicdo desses elementos
foi investigado nos gréos controlo e com proveniéncia a partir de plantas submetidas ao itinerario
de biofortificagdo com 300 g Se ha™.

Através das imagens (Quadro 3.3) pode ser observada a acumulacdo dos diferentes
minerais em partes especificas do grao da variedade Ariete. Os micronutrientes parecem estar

essencialmente depositados no embrido e com alguns vestigios mais préximos das camadas
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mais internas do gréo. De entre os micronutrientes identificados no quadro 3.3, o Cu parece estar
melhor distribuido por todo grdo, como mostram o0s mapeamentos espectrais. Os
macronutrientes Ca, K e P, estéo nitidamente distribuidos na regido correspondente ao farelo do

grdo e camadas externas.

Quadro 3.3. Localizagdo dos elementos minerais (Fe, Mn, Zn, Cu, Ca, K e P) na variedade Ariete, em
amostras controlo e com aplicag6es foliares de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) na concentragdo de
300 g Se ha’. Andlise realizado com recurso a fluorescéncia de raios X (sistema p-EDXRF).

Ariete

Microminerais Macrominerais

Controlo

ITO

300 g Se ha™

ATO

300 g Se ha™

No Quadro 3.4 séo apresentados 0s mapeamentos espectrais da variedade Albatros,
tendo-se verificado que os micronutrientes tendem a ter uma distribuicdo equitativa por todo o
grao desta variedade. Embora parecam uniformemente distribuidos, o Fe e Mn predominam na
aleurona. Os macronutrientes tém um perfil semelhante ao que foi observado em Ariete, com
tendéncia para se acumularem nas camadas exteriores do grédo. Constata-se ainda que nos
gréos biofortificado (selenito e selenato) ha uma forte tendéncia para acumular minerais no

embriao.
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Quadro 3.4. Localizacdo dos elementos minerais (Fe, Mn, Zn, Cu, Ca, K e P) na variedade Albatros, em
amostras controlo e com aplicag6es foliares de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) na concentracdo de
300 g Se hal. Andlise realizado com recurso a fluorescéncia de raios X (sistema pu-EDXRF).

Albatros

Microminerais Macrominerais

Controlo

Video 1/Fe.

300gSe ha™ ITO

300 g Se ha™ ATO

O mapeamento espectral do OP1105 (Quadro 3.5) revelou variagdo na distribuicdo dos
microelementos face a forma de Se aplicada. A extensao dos elementos nos graos controlo foi
mais pronunciada. O Fe e Mg, em graos biofortificados com selenito, encontravam-se mais
depositados na regido apical gréo, e com ligeira deposicdo nas camadas do farelo em dire¢édo
ao centro do grdo. O Zn encontrava-se uniformemente distribuido ao longo do gréo, e o Cu seguiu
a mesma tendéncia do Zn, porém com propensao a depositar-se no embrido. Nos gréos
biofortificados com selenato, para todos os micronutrientes, verificou-se uma forte tendéncia para
deposicdo nas camadas mais internas (mais evidente para o Mn). Relativamente aos
macronutrientes Ca, K e P, a tendéncia geral apontou para a deposi¢do nas regides periféricas

do gréo, ainda que de forma mais pronunciada no embrido e na regido apical do grao.
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Quadro 3.5. Localizacdo dos elementos minerais (Fe, Mn, Zn, Cu, Ca, K e P) no gendtipo OP1105, em
amostras controlo e com aplicag8es foliares de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) na concentracédo de
300 g Se hal. Andlise realizado com recurso a fluorescéncia de raios X (sistema u-EDXRF).

OP1105

Micronutrientes

Macronutrientes

Controlo

300gSe ha™ ITO

video 1 )
o

300 g Se ha™ ATO

]
~

No quadro 3.6 apresenta-se a localizacdo dos micro e macronutrientes em cortes

longitudinais dos grdos do gendtipo OP1109. Verificou-se que 0s microelementos estdo

ligeiramente dispersos pelo gréo, mas com predominéncia nas camadas externas e no embrido.

Os macronutrientes Ca, K e P estdo bem evidenciados, depositando-se sobretudo nas camadas

da aleurona e embrido independentemente do tratamento a que foram submetidos.
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Quadro 3.6. Localizagdo dos elementos minerais (Fe, Mn, Zn, Cu, Ca, K e P) no genétipo OP1109, em
amostras controlo e com aplicag6es foliares de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) na concentracdo de
300 g Se hal. Andlise realizado com recurso a fluorescéncia de raios X (sistema pu-EDXRF).
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Num estudo realizado por Lu et al. (2013), nos tecidos dos graos de arroz, estes autores
verificaram que os minerais se depositaram preferencialmente no embrido e / ou na camada de
aleurona. Neste contexto, tal como visualizado no nosso estudo, esses autores também
observaram concentracdes mais elevadas de elementos minerais na fragdo do farelo
(relativamente ao arroz polido). Neste enquadramento, sugere-se que a aleurona sera um
reservatério de armazenamento de metais carregados positivamente, tais como Ca, Mg, K, Zn e
Fe, presumivelmente para apoio dos processos essenciais para a germinacdo de sementes e
subsequente crescimento (Meharg et al., 2008). Tem sido ainda relatado que os metais se
acumulam preferencialmente nos tecidos de embrido e da aleurona (Lombi et al.,, 2009). O
embrido pode considerar-se a estrutura mais importante nas sementes, pois € o constituinte mais
eficiente para armazenar elementos minerais necessarios para as funcées enzimaticas, para a

captacao de energia, manutencéo de turgor das células no embrido, visto que, o gasto energético
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para mover esses elementos de locais de armazenamento no endosperma seria maior. O
armazenamento destes elementos no endosperma também pode acelerar o inicio da
germinacdo, caso sejam detetadas as condices ambientais apropriadas. Os dados de
mapeamento U-EDXRF (Quadro 3.3 - 3.6) apoiam a tese de que os nutrientes minerais principais
estdo localizadas nos tecidos do embrido. Assim, segundo Lu et al. (2013), a remoc¢éo da casca,
do embrido e da camada de aleurona, durante descasque e polimento, reduz substancialmente
o valor nutriente mineral dos gréos de arroz. O farelo de arroz tem sido reconhecido como uma
fonte muito valiosa de nutrientes devido aos seus elevados teores de lipidos, proteinas,
vitaminas, minerais e fibra (Sun et al., 2010). Lu et al. (2013) apoiam ainda a ideia de que o arroz
integral é preferivel do ponto de vista da salde, pois contém mais componentes minerais
nutricionais que o arroz polido. lwai et al. (2012) estudaram a dindmica e distribuicdo de
elementos minerais no arroz em desenvolvimento e em grdos maduros, usando analise de
imagem por p-XRF, e verificaram que embora as concentra¢des de cada elemento na area de
acumulacéo sejam diferentes em grdos maduros, os padrdes de localiza¢do dos elementos ndo
se alteraram significativamente. P, Ca, K, e Fe acumularam principalmente na camada de
aleurona. No entanto, 0 Zn e o Cu acumulam-se de forma consistente a partir da camada de
aleurona em direcéo ao interior do endosperma. Este comportamento também foi observado nas

amostras de arroz biofortificado com Se neste estudo.
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A deposicdo de Se em tecidos do grdo de arroz de cada variedade / genétipo foi
determinada em corte longitudinal (Quadro 3.7), tendo-se verificado que a distribuicdo espacial
de Se foi uniforme. Contudo, nos gréos biofortificados foram observados depdsitos em areas
isoladas, na superficie dos graos, sobretudo na regidao embrionaria e com uma possivel migracéo

para o endosperma.

Quadro 3.7. Localizagdo do Se em Ariete, Albatros, OP1105 e OP1109, em amostras controlo e com
aplicacdes foliares de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) na concentracdo de 300 g Se ha. Andlise
realizado com recurso a fluorescéncia de raios X (sistema u-EDXRF).

Selénio
Ariete Albatros OP1105 OP1109

Controlo

300 gSe ha™ ITO

300 g Se ha™ ATO

Video 1 Se

Resultado semelhante foi obtido por Moore et al. (2010), que analisaram a distribuicéo
do Se em gréos de trigo, e constataram que este elemento estava uniformemente distribuido em
toda a matriz da aleurona, ainda que concentrado principalmente na regido circundante aos

granulos de amido nas células do endosperma amilaceo. Estes resultados s&o ainda
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consistentes com os de Eurola et al. (1991) que demonstraram que as fracdes de farinha obtidas
a partir da incorporacdo de células da aleurona continham concentracfes ligeiramente mais
elevadas de Se. Os resultados de Lyons et al. (2005 a) também sao concordantes com 0 nosso
estudo, tendo estes autores revelado que a concentracao de Se no embrido foi de apenas 1,5
vezes maior do que no endosperma (incluindo a aleurona), e que o Se foi uniformemente
distribuido por todo o grdo. Segundo Feeney et al. (2003) a distribuicdo do Se é muito semelhante

a do enxofre, uma vez que partilham os mesmos mecanismos de absorgdo e transporte.
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3.2.10. Localizacéo Tecidular de Elementos Minerais

A andlise espectral, com sonda de raio X acoplada a microscopia electronica de
varrimento, seguindo uma perspectiva semi-quantitativa, foi efectuada considerando trés pontos:
A (embrido); B (regido equatorial); C (regido apical), em gréos obtidos sem aplicacdo de Se, ou
seja, controlo / selenito (Figuras 3.40 — 3.43) e controlo / selenato (Figuras 3.44 — 3.47), assim
como com aplicacao de 300 g Se ha! na forma selenito (Figuras 3.48 — 3.51) e selenato (Figuras
3.52 — 3.55):
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Figura 3.40. Espectro do grdo de arroz da variedade Ariete (controlo/selenito). A — Embrido; B — Zona
equatorial do grao; C — Regido apical do gréo.
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Figura 3.41. Espectro do gréo de arroz da variedade Albatros (controlo/selenito). A — Embrido; B — Zona
equatorial do grao; C — Regido apical do grao.
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Figura 3.42. Espectro do grao de arroz do genétipo OP1105 (controlo/selenito). A — Embrido; B — Zona
equatorial do grdo; C — Regiéo apical do gréo.
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Figura 3.43. Espectro do gréo de arroz do gendétipo OP1109 (controlo/selenito). A — Embrido; B — Zona
equatorial do gréo; C — Regido apical do gréo.
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Figura 3.44. Espectro do grdo de arroz da variedade Ariete (controlo/selenato). A — Embrido; B — Zona
equatorial do gréo; C — Regido apical do gréo.
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Figura 3.45. Espectro do gréo de arroz da variedade Albatros (controlo/selenato). A — Embrido; B — Zona
equatorial do gréo; C — Regiéo apical do gréo.
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Figura 3.46. Espectro do grdo de arroz do gendtipo OP1105 (controlo/selenato). A — Embrido; B — Zona
equatorial do grdo; C — Regiéo apical do gréo.
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Figura 3.47. Espectro do grdo de arroz do gendétipo OP1109 (controlo/selenato). A — Embrido; B — Zona
equatorial do gréo; C — Regido apical do gréo.
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Figura 3.48. Espectro do gréo de arroz
segundo ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regido apical do gréo.

da variedade Ariete com aplicagdo de selenito (300 g Se ha') no

10000
9000
8000
7000
6000
5000
40002
3000

2000

Se

A

Ca

100003
9000
8000 B

7000

6000

5000

4000

3000

2034 se

Ca

Se Se
1000 3C% KK 10030 RS
\ Zn Sk 5o o . Zn keV
1 1

10000
9000
8000
7000

6000

4000
3000
2000-

C

Ca

2
1003C%n K
S Z0 e | kev
[}
I

Figura 3.49. Espectro do gréo de arroz da variedade Albatros com aplicacéo de selenito (300 g Se ha') no
segundo ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regiéo apical do gréo.
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Figura 3.50. Espectro do grdo de arroz da variedade OP1105 com aplicacéo de selenito (300 g Se ha') no
segundo ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regido apical do grao.

162



Resultados e Discussdao — Segundo Ano de Ensaio

keV

130003 13000
12000 P 120005
11000 11000
10000 10000_
9000 9000 B
80005 80003
7000 5 70005
60005 60005
5000 5000
40003 40005
3000 30005
20002 s gg ca 2000- gg &
1000 Zn” 5 5 l 1003%n s = ‘
o S& (R W S se_
h 15 s ) 15

Figura 3.51. Espectro do grdo de arroz da variedade OP1109 com aplicacéo de selenito (300 g Se ha') no
segundo ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do grédo; C — Regido apical do grao.
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Figura 3.52. Espectro do grédo de arroz da variedade Ariete com aplicagédo de selenato (300 g Se ha') n
segundo ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regiéo apical do gréo.
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Figura 3.53. Espectro do grdo de arroz da variedade Albatros com aplicagdo de selenato (300 g Se ha*) no
segundo ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regiéo apical do gréo.

100002
9000
P

8000

7000

100005

9000

80005

7000

B

P
6000 6000.
5000 5000
000 000
3000 3000
i se w0d  se
Se K Se Ca

1003%%n S 1 10005537 K

o 2 Sase keV i S

: ) 3 H

100005
9000
8000
7000
6000
50002
40005
30002

2000-2

keV r

£
10005 8;"
n,

C

P

Ca
K

Kca

Zn Z.‘h Sq Se
R

1

{

Znzy Se, Se
1

3

keV

Figura 3.54. Espectro do gréo de arroz do genétipo OP1105 com aplicacgéo de selenato (300 g Se ha') no
segundo ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do gréo; C — Regiéo apical do gréo.
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Figura 3.55. Espectro do grdo de arroz do genétipo OP1109 com aplicacéo de selenato (300 g Se ha') no
segundo ano de ensaio. A — Embrido; B — Zona equatorial do grédo; C — Regido apical do gréo.

Neste enquadramento, a analise sobre localizacdo tecidular dos macroelementos
minerais dos grdos controlo e biofortificado (Tabela 3.43) revelou que para o K e 0 Ca, a
percentagem foi ligeiramente superior em amostras controlo. Com predominéncia de K no
embrido e no 4pice do grao, ressalta-se que o processo de biofortificacdo promoveu a redugéo
substancial de K, e apenas sob condi¢des de biofortificagdo com selenato mostrou ser menos
sensivel a concentracao de 300 g Se ha'. Quanto a distribuicdo de Ca, este parece depender
de fatores genéticos do que da forma de Se aplicado. Os resultados da localizagdo tecidular do
P nas diferentes partes do grdo revelaram uma distribuicdo uniforme, ndo afetada pela
biofortificagcdo com Se. O Mg revelou um padréo de distribuicdo semelhante ao Ca, e parece ser

pouco influenciado pela biofortificagdo aplicada ao nivel foliar.
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Tabela 3.43. Andlise semi-quantitativa de elementos minerais (%)* e localizagao tecidular de K, Ca, P e Mg,
por microscopia eletrénica de varrimento com sonda de raios X, em 4 genétipos de arroz submetidos a
biofortificacéo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) em 2 tratamentos.

Elementos Minerais (%)*

Genétipo | Se Pagfésodo 0gSe K300 gSe | Ogse = 3009 Se| 0g Se i 300gSe| 0gSe - 300g
hat ha? ha? hat hat hat hat Se hat

Embri&o 26,96 3,39 4,09 3,61 59,24 59,97 | 4,99 6,89

ITO | Z equatorial | 714 3,29 6,37 3,71 61,51 59,87 | 8,02 6,89

Arfote R. Api'cal 4,63 3,39 6,92 3,71 40,73 59,87 | 8,19 6,79
Embrido 26,96 5,55 6,92 3,67 40,73 61,50 | 4,99 6,70

ATO | Z.equatorial | 549 4,58 5,62 3,41 45,39 67,23 | 9,04 4,98

R. Apical 13,76 3,39 5,63 3,67 57,09 59,87 8,88 6,99

Embrido 21,07 3,40 10,72 3,66 37,76 59,87 5,07 6,89

ITO | Z equatorial | 2197 3,39 10,72 3,74 36,76 59,87 | 5,07 6,89

Albatros R. Apifal 22,90 3,39 10,79 3,74 35,76 59,87 | 5,07 6,79
Embrido 22,94 | 22,90 10,79 | 10,79 35,06 29,76 | 5,77 5,07

ATO | Z-equatorial | 1767 | 17,67 6,16 6,16 48,48 4548 | 7,70 5,70

R. Apical 22,87 4,58 10,70 3,51 36,86 66,23 5,08 4,93

Embrido 18,87 | 18,20 5,52 4,66 50,12 60,54 | 7,86 4,16

ITO | Z- equatorial | 7 gg 5,08 6,88 3,87 45,69 66,70 | 10,92 | 567

OPLL0S R. Apifal 16,66 3,39 5,70 3,67 52,74 59,77 | 6,14 6,89
Embrido 9,16 7,52 7,72 5,20 55,63 66,70 | 5,80 5,08

ATO | Z.equatorial | 783 5,55 7,34 3,67 48,98 61,57 | 9,67 6,35

R. Apical 10,68 4,58 5,54 3,41 55,80 67,23 | 7,33 4,93

Embrido 21,04 18,20 7,63 4,66 33,81 60,54 | 5,13 4,16

ITO | Z equatorial | 14 28 5,08 7,80 3,87 44,28 66,77 7,48 5,67

oP1105 R. Apifal 14,50 3,39 6,34 3,61 52,14 59,87 | 7,44 6,89
Embrido 20,21 7,51 4,41 5,20 44,20 66,71 | 9,81 5,08

ATO | Z. equatorial | 16 67 5,55 6,16 3,67 49,48 61,57 7,64 6,35

R. Apical 14,58 458 7,74 3,41 55,39 67,23 6,46 4,93

*Num total de 10 elementos analisados (Na, Mg, P, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, Se), sendo o somatdrio de 100%.

A analise semi-quantitativa dos micronutrientes (Fe, Mn, Zn e Cu) no grao, a nivel geral,
revelou maior percentagem nos grdos sob condi¢bes controlo (Tabela 3.44). Contudo, esta
tendéncia foi mais forte no Fe e no Cu. Quanto ao Mn e ao Zn, o processo de biofortificagdo ndo
promoveu alteragcdes substanciais entre o controlo e os gréos biofortificados. Considerando a
predominancia da localizagdo dos elementos nos grédos, esta foi bastante variavel, e foi
influenciada pelo genétipo e pelas formas de Se aplicada. Relativamente a biofortificagdo com
selenito, para o Fe, verificou-se que o selenito promoveu maior acumulacdo na regido apical em
todas as variedades e genétipos, com maiores propor¢des na Ariete e na Albatros. O Mn, 0 Zn e
0 Cu, revelaram uma distribuicdo bastante uniforme em Ariete e na Albatros, enquanto que
OP1105 e 0 OP1109 mostraram maior acumulagéo na regiéo apical do grdo. Sob biofortificacéo
com selenato (300 g Se hal), o Fe predominou na regido apical de Ariete, OP1105 e OP119, e

na regiao equatorial da Albatros. O Mn revelou estar uniformemente distribuido em todas as
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partes analisadas. Por oposicdo, o Cu predominou no embrido, embora, denotando uma

distribuicao equitatativa nas diferentes partes.

Tabela 3.44. Analise semi-quantitativa de elementos minerais (%)* e localizacéo tecidular de Fe, Mn, Zn e
Cu, por microscopia eletrénica de varrimento com sonda de raios X, em 4 genétipos de arroz submetidos a
biofortifica¢é@o de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) em 2 tratamentos.

Elementos Minerais (%)*

- Partes do Fe U1 2 L
Genotipo Se Grao 0gSe | 300gSe| 0gSe | 300gSe| 0gSe 300gSe| 0gSe 300 g
ha? ha? ha? ha? ha? ha? ha? Se hat
Embrigo 4,07 1,89 2,75 2,48 7,21 8,67 5,16 2,15
ITO | Z equatorial | 220 2,89 2,44 2,48 6,80 8,67 3,70 2,18
R. Apical 1,53 2,89 2,74 2,48 9,48 7,57 8,66 2,18
Ariete —
Embrigo 2,63 0,59 4,06 1,13 9,39 10,67 8,97 2,88
ATO | Z. equatorial | 3 9g 1,30 2,69 1,19 13,78 7,47 13,15 1,93
R. Apical 2,46 1,89 1,70 1,48 5,24 8,67 4,17 2,15
Embrigo 3,70 1,89 3,64 248 9,09 8,67 7,64 2,15
ITO | Z equatorial | 374 2,89 3,64 2,48 9,08 8,67 7,60 2,18
R. Apical 3,74 2,89 3,64 2,48 9,09 7,57 7,60 2,18
Albatros —
Embrigo 3,84 3,74 3,50 3,64 9.09 9,09 7,63 7,60
ATO | Z.equatorial | 243 2,43 3,48 3,48 8,00 8,00 3,43 3,43
R. Apical 3,72 1,30 3,64 1,19 9,09 7,24 7,68 1,96
Embrigo 3,74 0,99 3,12 0,51 4,82 5,50 3,94 1,04
ITO | Z equatorial | 392 0,90 5,29 1,20 12,56 5,74 5,25 1,40
R. Apical 6,16 1,98 1,83 3,67 5,77 8,67 4,74 2,25
OP1105 =
Embrigo 5,31 0,82 3,48 1,32 4,58 6,20 6,95 3,78
ATO | Z.equatorial | ¢ 16 0,50 3,26 1,13 10,05 10,90 4,85 2,86
R. Apical 1,99 1,30 2,44 1,19 9,30 7,20 5,49 1,93
Embrigo 5,09 0,99 5,17 0,51 10,84 55333 | 10,69 1,04
ITO | Z equatorial | 477 0,90 4,82 1,20 6,06 5,84 12,76 1,40
R. Apical 2,69 1,89 2,83 1,48 4,76 8,67 8,81 2,15
OP1109 —
Embrido 2,13 0,82 2,13 1,32 7,49 6,23 5,88 3,78
ATO | Z-equatorial | 243 0,59 2,48 1,13 3,40 10,90 9,00 2,88
R. Apical 1,36 1,30 1,70 1,19 4,80 7,24 6,64 1,93

*Num total de 10 elementos analisados (Na, Mg, P, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, Se), sendo o somatdrio de 100%.

Considerando ainda a localizacéo tecidular do Se dos gréos controlo e biofortificado

(Tabela 3.45), foi possivel verificar que a biofortificagdo com selenito e com selenato,

incrementou os niveis de Se nos grdos de todas as variedades / genétipos analisados. Para

Ariete e a Albatros, ocorreu uma distribuicdo equitativa do Se nas duas formas aplicadas (ITO e

ATO). Ja em OP1105 e OP1109, o Se predominou na regido equatorial e no apice do grao, nas

duas formas (ITO e ATO).
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Tabela 3.45. Andlise semi-quantitativa e localizacéo tecidular de Se (%)*, por microscopia eletrénica de
varrimento com sonda de raios X, em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificacdo de Se (selenito —
ITO e selenato — ATO) em 2 tratamentos.

Selénio (%)*

0g Se ha* 300 g Se hat
Genotipo Se Parte§ e y :

Gréo * %Se SD * 9%Se SD

Embrigéio 0,03 0,000 6,16 0,25

ITO R.equatorial 0,05 0,000 5,13 0,25

Ariete Apice_~ 0,03 0,000 6,13 0,25

Embrido 0,02 0,000 6,00 0,17

ATO R.equatorial 0,03 0,000 6,00 0,12

Apice 0,03 0,000 7,70 0,25

Embrigo 0,02 0,000 6,10 0,25

ITO R.equatorial 0,01 0,000 5,16 0,25

Albatros Apice_~ 0,03 0,000 6,10 0,25

Embrigo 0,03 0,000 6,03 0,00

ATO R.equatorial 0,08 0,000 5,08 0,00

Apice 0,05 0,000 6,20 0,12

Embrigo 0,02 0,000 3,26 0,26

ITO R.equatorial 0,04 0,000 6,16 0,10

Apice 0,03 0,000 7,70 0,25

OP1105 Embrigo 0,03 0,000 2,93 0,20

ATO R.equatorial 0,04 0,000 6,37 0,17

Apice 0,03 0,000 6,70 0,12

Embrigo 0,01 0,000 3,23 0,26

ITO R.equatorial 0,02 0,000 6,06 0,25

Apice 0,01 0,000 7,76 0,25

OP1109 Embri&o 0,05 0,000 2,90 0,20

ATO R.equatorial 0,07 0,000 6,35 0,17

Apice 0,06 0,000 6,23 0,12

*Num total de 10 elementos analisados (Na, Mg, P, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, Se), sendo o somatdrio de 100%.

A variagéo na distribuicdo dos elementos minerais no gréo (Tabela 3.43 — 3.45), segundo
Liang et al. (2007) podera ser explicado pelo fato de que o contedido dos minerais em arroz serem
afetados pelas caracteristicas genéticas das variedades e pelos fatores ambientais. Wang et al.
(2011) estudaram a distribuicdo de 6 elementos minerais em 3 variedades de arroz de origem
chinesa, tendo constatado que seguiu a seguinte ordem Mg> Ca> Mn> Zn> Fe> Se. Estes
autores relataram ainda que, a maioria dos elementos estavam presentes nas fracdes da parte
mais exterior (farelo e fracdo exterior do endosperma no gréo integral). Estes resultados
corroboram o presente estudo, onde também foram encontrados niveis baixos de elementos
minerais no endosperma, com consideravelmente mais Zn, Fe, K, Ca e Mn no embrido e nas
regides exteriores do grdo. Tsukada et al. (2007) também relataram que o conteddo mineral de
arroz no Japdao seguiu a ordem como Mg> Ca> Zn> Mn> Fe> Se. No nosso estudo, em termos
gerais, nas amostras biofortificadas, obtivemos a seguinte ordem P> Zn> K> Mg> Se> Ca> Cu>
Mn> Fe. Segundo D’llio et al. (2002) estas diferencas podem ser devido a muitos fatores em
cada pais, tais como variedades de arroz, o solo, fertilizantes e produtos quimicos agricolas.
Drahoriovsky et al. (2016) presumem ainda que, as mudancas do conteddo de elementos
essenciais individuais estdo relacionadas com os processos bioquimicos especificos de cada
planta. Outro fator que pode contribuir para a diferenca na proporcao dos elementos minerais, é
o processo de moagem. De fato, Wang et al. (2011), verificaram que os minerais no arroz integral

diminuiram com o aumento do grau de moagem. Itani et al. (2002) também reportaram que os
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elementos minerais (P, K, Mg, Ca e Mn) diminuiram a partir da fragcdo mais exterior para a parte
interior. Além disso, Wang et al. (2011) verificaram ainda que o nivel de Mg diminuiu a uma
velocidade maior em comparacao com 0s outros elementos minerais. Em contraste, a moagem
teve pouco efeito detetavel sobre teores de Zn e Se. Isto sugere que os macroelementos,
nomeadamente o Mg, parecem estar mais concentrados na camada exterior, a0 passo que a
distribuicdo dos microelementos, como 0 Zn e o0 Se, parecem ser relativamente uniformemente
distribuido no grdo. Os resultados estao parcialmente de acordo com o estudo relatados por
Liang et al. (2008).

3.2.11. Lipidos

Os acidos gordos totais foram quantificados e encontram-se sumarizados na tabela 3.46.
Foram analisados 3 tratamentos, controlo; 180 g Se ha! e 300 g Se hal. Através da analise
estatistica verificou-se que ndo houve diferencas significativas face a aplicacdo de selenito e
selenato para a mesma variedade / genétipo nos respetivos tratamentos. Quanto ao efeito do
aumento da concentracdo de Se sob a forma de selenito (SLO1 ITO), verificou-se que em todas
as variedades e gendtipos, 0 aumento da concentragdo de Se induziu o aumento no teor de
acidos gordos totais, sendo este significativo para Albatros a partir de 180 g Se ha'! e para Ariete
em 300 g Se hal. OP1105 alcangou 0 maximo teor no tratamento com 180 g Se ha? e sofreu
reducdo com 300 g Se ha! mantendo-se superior ao controlo. OP1109 manteve-se inalterado.
Nas aplicacdes de selenato, observaram-se aumentos significativos em Ariete e na Albatros a
partir de 180 g Se hal. No OP1105 e na OP1109 n&o se observaram diferengas significativas
entre o controlo a as amostras biofortificadas. Comparativamente ao 1° ano do ensaio (sob
condi¢cdes de biofortificacdo com concentracdes mais baixas), de modo geral, verificaram-se
teores de &cidos gordos totais mais elevados no 2° ano de ensaio (sob concentragfes de Se

mais elevadas).

Tabela 3.46. Teores de &cidos gordos totais (mg g? ps) em em 4 gendtipos de arroz submetidos a
biofortificac@o de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) em 3 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem
adubacéo de fundo (SLO1). Valores médios (n = 3) com letras (a - d) iguais na coluna e letras (r, s, t) iguais
na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Acidos Gordos Totais (Mg g™ ps)

Bloco Genotipo 0g Se ha™ 180 g Se ha™ 300 g Se ha™
Ariete 13,85 (a;9) 15,36  (b; rs) 16,74 (ab;r)
SLO1 ITO Albatros 13,74 (a;59) 19,05 (a;n 18,73 (&;n)
OP1105 10,57 (b; 1) 15,97 (b;n) 13,43 (d;s)
OP1109 14,25 (a;r) 15,36  (b; 1) 15,42 (bcd; r)
Ariete 11,54 (ab;?) 14,03 (b;s) 16,44 (abc;r)
Albatros 13,54 (a;9) 19,79 (a;n) 19,10 (a;n)
SLOLATO OP1105 12,98 (ab;r) 14,25 (b;r) 13,89 (cd;r)
OP1109 13,38 (a;n) 14,86 (b;r) 13,94 (cd;r)

Fairulnizal et al. (2015) determinaram o teor de lipidos dos produtos comerciais de arroz
de trés variedades de arroz na Malasia, e encontraram valores oscilando em torno de 3,8 a 4,6

mg g1, inferiores aos descritos no presente trabalho. Estes resultados provavelmente decorrem
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do processamento que os autores efetuaram previamente no arroz (arroz polido), e que foi
diferente neste estudo (i.e., os gréos que foram analisados na sua forma integral). O arroz
branqueado normalmente contém pequenas quantidades de lipidos (inferior a 5% ps) em
comparagao com o arroz integral (cerca de 15% ps) (Kitta et al., 2005). Assim, tal como indicado
anteriormente no 1° ano de ensaio, o elevado contetido de gordura no farelo de arroz (15a 23 g
1001 g) representa uma vantagem, dada a indicacdo de possivel utilizagdo em dietas para
adultos e criancas, com o objetivo de reduzir proporcionalmente a ingestdo de acidos gordos
saturados (Slavin e Lampe, 1992). Por outro lado, acarreta um problema tecnoldgico importante.
Devido a intensa atividade das lipases que se inicia apos o processamento do gréo de arroz, e
devido a producéo de acidos gordos livres e glicerol, e na presenca de lipoxigenase endégena,
0 arroz processado deteriora-se rapidamente por rancidificacdo (Warren e Farrell, 1990). Refira-
se que Pomeranz (1992) relatou que a composicdo do arroz depende do método de
processamento e variedade. O potencial do arroz para contribuir para o fornecimento de lipidos
essenciais na dieta é geralmente subestimado. Isto pode ser devido ao fato de que a forma
predominante de arroz disponivel no mercado ser o arroz polido, que contém apenas
quantidades insignificantes de lipidos. Quase todo o teor de gordura do arroz se localiza nas
camadas exteriores do gréo, que sao removidas durante a moagem. O teor de lipidos, ou gordura
de arroz, ocorre principalmente na fracdo do farelo (20%, ps), especificamente como corpos
lipidicos, ou esferossomas, na camada de aleurona e farelo.

No arroz, prevalece uma elevada propor¢do de &cidos gordos insaturados, que
representam até 80% do total de acidos gordos. Devido ao elevado grau de insaturacéo, o 6leo
de farelo de arroz é conhecido por ter efeitos positivos, reduzindo o colesterol no sangue. Os
principais acidos gordos insaturados no arroz séo o acido oleico (C18:1) (monoinsaturado) e o
acido linoleico (C18:2 polinsaturado - um acido gordo essencial) (Oko et al., 2012). Num estudo
realizado por Kitta et al. (2005), verificou-se que os principais acidos gordos em cultivares de
arroz do tipo Japonica séo os acidos oleico (C18:1, > 30%), linoleico (C18:2, ~ 30%), e palmitico
(C16:0, 20%) . Aponte-se que estes resultados estdo de acordos com 0s encontrados neste
estudo.

Os perfis dos diferentes acidos gordos nas farinhas de arroz foram comparados entre as
amostras controlo e biofortificadas com 180 e 300 g Se ha! sob a forma de selenito e selenato
(Tabela 3.47). Os principais componentes dos &cidos gordos foram os acidos oleico (C18:1) e
linoleico (C18:2), cuja acumulagdo variou conforme a variedade / genétipo e a concentracdo /
forma de Se aplicada. Constatou-se que n&o existem diferencas significativas entre os diferentes
acidos gordos, entre a aplicacao de selenito e selenato, para a maioria das variedades /
gendotipos.

Relativamente aos tratamentos com Se, verificou-se que o aumento das concentracdes
de Se, aplicado sob a forma de selenito, induziu o aumento de &cido oleico (C18:1) nas
concentracdes de 180 g Se ha! (Albatros, OP1105 e OP1109), ndo havendo alteracdo em Ariete.
Este acido gordo aumentou significativamente em resposta a aplicacédo de selenato em Ariete e

Albatros, a partir de 180 g Se hal. Relativamente ao &cido linoleico, face a aplicagao de selenito,
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observaram-se aumentos significativos na Ariete, Albatros e OP1105, sendo que nesta Ultima o
teor maximo de C18:2 foi obtido com 180 g Se ha!. Considerando a aplicacdo de selenato, foram
registados aumentos significativos apenas em Ariete e Albatros. O acido palmitico (C16:0) com
0 aumento das concentracfes de selenito, apresentou aumento significativo em Albatros e em
OP1105 a partir de 180 g Se ha! (i.e., no OP1105 registou-se o maior aumento sob 180 g Se ha-
1). Ariete e OP1109 mantiveram-se inalterados. Considerando as aplicagfes de selenato,
registaram-se aumentos significativos em Albatros a partir de 180 g Se ha' e em Ariete com
aplicacdes de 300 g Se hal. OP1105 e OP1109 mantiveram-se estaveis. O &cido estearico
(C18:0) foi o que sofreu menor variacdo quanto as concentracdes aplicadas, tendo-se observado
apenas na OP1105 um aumento significativo com a aplicacdo de 180 g Se hal. Quanto ao acido
linolénico (C18:3), encontrado em menor propor¢cao de entre os acidos gordos identificados,
apresentou comportamento semelhante ao acido linoleico. Relativamente ao indice de
insaturacdo (DBI), ndo se verificaram diferencas entre as formas de Se aplicado (selenito e
selenato) nas variedades / gendtipos. Equacionando o aumento das concentracdes de Se,
constatou-se que, o valor de DBI aumentou significativamente apenas em OP1109 com

aplicacéo de selenito, a partir de 180 g Se ha'.
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Tabela 3.47. Teores dos acidos gordos (mg g ps) e indice de insaturagdo (DBI) em 4 genétipos de arroz submetidos a biofortificagdo de Se (selenito — ITO e selenato —
ATO) em 3 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubac¢é&o de fundo (SLO1). Valores médios (n = 3) com letras (a - d) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo
diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Acidos Gordos mg g™ ps

C16:0 C18:0 C18:1
Acido Palmitico Acido Esteérico Acido Oleico
Bloco Genotipo 0 g Se hat 180g Seha' |300g Seha' | 0g Seha! (1809 Se ha? 300 g Se hat 0g Seha! (1809 Se hat | 300g Se ha*
Ariete 3,08 (ab; r) 3,10 (bc; 1) 3,57 (ab; r) 0,32 (a; 1) 0,28 (a; 1) 0,24 (a; 1) 4,84 (a;1) 5,52 (b; 1) 5,63 (c; )
SLO1 Albatros 2,80 (bc; s) 4,10 (a; ) 3,68 (a; 1) 0,23 (a; 1) 0,32 (a; 1) 0,33 (a; 1) 5,12 (a; s) 6,96 (a; r) 6,99 (a; r)
ITO OP1105 2,14 (c; s) 3,32 (abc; 1) 2,74 (b; rs) 0,22 (a; s) 0,38 (a; 1) 0,27 (a; rs) 4,30 (a; 1) 6,99 (a;r) | 5,82 (abc; s)
OP1109 3,74 (a;1) 3,24 (bc; 1) 3,23 (ab; r) 0,25 (a; 1) 0,31 (a;r) 0,30 (a; 1) 4,28 (a; s) 5,52 (b; 1) 5,70 (bc; r)
Ariete 2,43 (bc; s) 2,84 (c; rs) 3,27 (ab; r) 0,25 (a; 1) 0,30 (a; 1) 0,30 (a; ) 4,25 (a; s) 5,15 (b; rs) | 5,92 (abc; r)
SLO1 Albatros 2,80 (bc; s) 3,85 (ab; r) 3,85 (a; 1) 0,33 (a; 1) 0,36 (a; 1) 0,33 (a; 1) 5,34 (a; s) 7,46 (a; 1) 6,95 (ab; r)
ATO OP1105 2,60 (bc; 1) 2,98 (c; n 2,82 (b; 1) 0,25 (a; 1) 0,33 (a; 1) 0,33 (a; 1) 5,43 (a; 1) 6,34 (ab; r) | 5,93 (abc; 1)
OP1109 2,72 (bc; 1) 3,07 (bc; 1) 3,12 (ab; ) 0,27(a; 1) 0,32 (a; 1) 0,28 (a; 1) 4,98 (a; 1) 5,48 (b; 1) 4,92 (c; 1)
C18:2 C18:3 DBI
Acido Linoleico Acido Linolénico
Bloco Genétipo 0g Se hat 180g Seha' |[300g Seha! | 0g Se ha? 180 g Se ha? 300 g Se ha 0g Seha! |180g Se ha'| 300g Se hat
Ariete 5,21 (ab; s) 6,11 (b; rs) 6,90 (ab; r) 0,17 (abc; s} 0,21 (bcd; rs) 0,23 (abc; 1) 4,49 (ab; ) 5,25 (a; 1) 5,12 (a; 1)
SLO1 Albatros 5,24 (ab; s) 7,22 (ab; r) 7,34 (a;1) 0,16 (abc;s) 0,23 (ab; ) 0,25 (a; 1) 5,14 (a; 1) 4,91 (a; s) 5,45 (a; )
ITO OP1105 3,58 (ab; s) 4,88 (cd; r) 4,25 (d; rs) 0,15 (bc; s) 0,21 (bcd; 1) 0,17 (d; rs) 4,81 (ab; r) 4,52 (a;r) 4,77 (a; 1)
OP1109 5,51 (a;1) 5,89 (bc; 1) 5,86 (bc; 1) 0,21 (a;n) 0,22 (abc; 1) 0,22 (abcd; 1) 3,84 (b; s) 4,84 (a;r) 5,00 (a; 1)
Ariete 4,27 (b; 1) 5,41 (bcd; s) 6,54 (ab; r) 0,16 (bc; s) 0,17 (cd; s) 0,24 (ab; r) 4,73 (ab; ) 5,06 (a; 1) 5,32 (a; 1)
SLO1 Albatros 4,77 (ab; s) 7,73 (a; 1) 7,59 (a; 1) 0,14 (c; s) 0,26 (a; 1) 0,26 (a; 1) 4,73 (ab; r) 5,50 (a; 1) 539(a,n
ATO OP1105 4,33 (ab; r) 4,24 (d; n) 4,46 (d; n) 0,19 (abc; 1) 0,16 (d; r) 0,19 (cd; ) 4,94 (ab; ) 4,45 (a; 1) 4,76 (a; 1)
OP1109 4,98 (a; ) 5,48 (bc; 1) 4,92 (cd; r) 0,19 (ab; r) 0,20 (bcd; r) 0,20 (bcd; r) 5,00 (ab; r) 4,84 (a;r) 4,49 (a; 1)

DBI = [(% monoenes + 2 x % dienes + 3 x % trienes) / % acidos gordos saturados] (Mazliak, 1983).
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3.2.12. Acucares Solaveis

O teor total dos acUcares sollveis, que se apresentam na tabela 3.48, mostraram que
existem diferencas significativas entre o selenito e o selenato apenas no tratamento com 300 g
Se hal, tendo a Ariete, Albatros e OP1109 revelado um menor teor de acglcares totais, em

plantas tratadas com selenato.

Tabela 3.48. Teor de aglcares sollveis totais (mg g ps) em 4 genétipos de arroz submetidos a
biofortificacéo de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) em 3 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem
adubacao de fundo (SLO1). Valores médios (n = 3) com letras (a - d) iguais na coluna e letras (r, s, t) iguais
na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Aclcares Soluveis Totais (mg g ps)

Bloco Genotipo 0g Se hat 180 g Se hat 300 g Se hat
Ariete 10,51 (a,t) 13,32 (ab, s) 15,54 (ar)
Albatros 10,85 (a,s) | 13,60 (ab,r) 14,46 (ab, )
SLO11ITO

OP1105 11,63 (a,r) | 12,32 (bc,r) | 12,67 (cd,r)
OP1109 11,20 (a,t) 12,79 (ab, s) 15,80 (&

Ariete 10,51 (a,s) 12,46  (bc,r) 12,66 (cd,r)
Albatros 10,85 (a,s) | 14,54 (a,n 11,39 (d,s)
OP1105 11,63 (a,s) | 11,40 (c,s) 13,20 (bc, 1)
OP1109 11,20 (a,s) 13,04 (ab, 1) 12,59 (cd,r)

SLO1 ATO

Quanto ao efeito do aumento das concentracdes de Se no total de agucares soluveis,
observou-se que com a aplicacdo de selenito, a variedade Ariete, Albatros e OP1109
apresentaram acréscimos significativos e progressivos a partir de 180 g Se hal. OP1105, por
sua vez, ndo apresentou alteragdes com o aumento das concentracdes de Se. Sob acdo do
selenato, OP1105 e OP1109 apresentaram aumentos significativos, mas em OP1105 esse
aumento foi registado apenas na méaxima concentragdo. Por outro lado, Albatros, apresentou

acumulacdo maxima a 180 g Se ha, reduzindo acentuadamente a 300 g Se ha.
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Tabela 3.49. Teores de agUcares sollveis (mg g ps) em 4 gendtipos de arroz submetidos a biofortificagio
de Se (selenito — ITO e selenato — ATO) em 3 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacéo de fundo
(SL01). Valores médios (n = 3) com letras (a — d) iguais na coluna e letras (r, s, t) iguais na linha, ndo
diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Aclcares Sollveis (mg g1 es)

Bloco |Genétipo Rafinose Sacarose
0g Se ha? 180 g Se ha? 300 g Se ha 0g Se ha? 180 g Se ha? 300 g Se ha
Ariete 0,91 (b, s) 1,03 (b, s) 1,38 (ar 825 (a,s) | 11,02 (ar 11,61 (ar
SLO1 Albatros | 1,14 (ab,r) | 1,21 (ab, 1) 1,27 (ab, 1) 8,26 (a,s) | 11,47 (ar) 12,17 (ar
ITO | op1105 | 1,26 (a,r) | 1,12 (ab,r) | 1,11 (abc,r) | 858 (as) | 858 (b, s) 9,63 (b, 1)
OP1109 | 0,98 (ab,r) | 0,96 (b, 1) 1,09 (bc,r) | 864 (at) | 1057 (as) | 1205 (ar)
Ariete 0,91 (b, 1) 1,07 (ab, r) 0,99 (c,n) 825 (a,r) 8,86 (b, 1) 9,37 (b, 1)
SLO1 Albatros | 1,14 (ab,s) | 1,37 (an 0,95 (c,s) 8,26 (a,t) | 11,73 (ar) 9,85 (b, s)
ATO | 0op1105 | 1,26 (ar) | 1,00  (b,s) | 1,13 (abc,rs) | 858 (a,s) | 88  (b,s) | 1009 (b, 1)
OP1109 | 0,98 (ab,r) | 0,94 (b, 1) 0,88 (c,n 8,64 (a,s) | 11,01 (a, 10,08 (b, 1)
Bloco |Genétipo Glucose Frutose
0g Se hat 180 g Se ha 300 g Se hat 0g Se hat 180 g Se ha 300 g Se hat
Ariete 0,97 (a, s) 0,98 (bcd, s) 1,90 (CH)) 0,38 (a,9) 0,29 (c, s) 0,65 (ab, r)
SLO1 Albatros | 1,00 (an 0,68 (d, s) 0,79 (c, rs) 0,45 (a,1) 0,23 (c, s) 0,23 (c, s)
ITO | op1105 | 1,30 (as) | 202 (an | 132 (bs) |05 (ar | 060 (an 0,60 (ab, 1)
OP1109 | 1,07 (a,s) 0,93  (bcd,s) | 1,87 (an 0,50 (a,s) 0,33 (bc, s) 0,80 (&
Ariete 0,97 (a1t 2,00 (an 1,63 (a, s) 0,38 (a,9) 0,53 (ab, r) 0,66 (ab, r)
SLO1 Albatros | 1,00 (an 1,06 (bc, 1) 0,36 (d, s) 0,45 (a, 1) 0,38 (bc, rs) 0,23 (c, s)
ATO | op1105 | 1,30 (@n | 119 (on | 1,41 (1 |05 (an | 031 (c5s) 057 (b1
OP1109 | 1,07 (an 0,79 (cd, s) 1,08 (b, 1) 0,50 (a,r) 0,29 (c,s) 0,55 (b, 1)

A tabela 3.49 mostra o perfil dos acUcares sollveis identificados nas amostras de arroz
(farinha). Relativamente a rafinose, observaram-se aumentos significativos na variedade Ariete
SLO1 ITO sob aplicagdo de 300 g Se ha'l e redugBes significativas em Albatros, onde as
aplicacBes de selenato (SLO1 ATO) a 300 g Se ha! provocaram reducdes significativas deste
agucar.

As variacBes observadas face ao aumento das concentracdes de Se aplicadas nas
variedades / genotipos também se observaram em Albatros e OP1105 com aplica¢des de
selenato, tendo na Albatros aumentado significativamente, enquanto que no OP1105 apresentou
reducdo com a aplicacdo de 180 g Se ha'.

A sacarose, identificada como o mais abundante de entre os aglUcares analisados,
também apresentou diferengas entre selenito e selenato. Este efeito foi detetado na Ariete
biofortificada com 180 e 300 g Se ha'l, com aplicacdes de selenato, ocorrendo uma reducdo em
Albatros e na OP1109 com aplicacdes de 300 g Se ha-l. Verificou-se ainda que o aumento das
concentracbes de Se induziu aumentos significativos para todas as variedades e gendtipos
biofortificados com selenito. Este comportamento também foi observado nas amostras
biofortificadas com selenato, mas em Ariete este aumento néo foi significativo, e em Albatros e

OP1109 o teor maximo de sacarose foi obtido com uma concentragdo de 180 g Se ha™*.
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Relativamente ao teor de glucose nas amostras biofortificadas com selenito e selenato,
observou-se que com a aplicacdo de 180 g Se ha! ocorreram variacdes na Ariete, Albatros e
OP1105, ainda que nos dois primeiros tenham ocorrido valores mais elevados sob a
biofortificacdo com selenato e no Gltimo com selenito. Albatros e OP1109 apresentaram reducéo
nos teores de glucose face a aplicacdo de selenato (300 g Se hal). O aumento das
concentracdes de Se induziu aumentos significativos de glucose em Ariete (300 g Se ha,
OP1105 (180 g Se ha) e OP1109 (300 g Se hal) com aplicagdes de selenito. Por outro lado, o
aumento das concentracdes de Se causaram reducfes de glucose na Albatros, em ambas as
formas de Se, ainda que mais acentuada sob a forma de selenato.

A frutose destacou-se com os teores mais baixos dos acucares identificados. Ao
compararmos as duas formas de Se aplicada, observou-se a existéncia de variacdo na Ariete e
na OP1105 no tratamento com 180 g Se hal. Aponte-se que na Ariete os maiores teores foram
observados em farinhas provenientes da biofortificagdo com selenato. Paralelamente, na
OP1105 este efeito prevaleceu em farinhas provenientes da biofortificacdo com selenito. Na
maxima concentracédo de Se sé se observou uma variacdo em OP1109, que apresentou maiores
teores de frutose face a aplicac@o de selenito. Ao comparamos as concentragdes numa dada
variedade / gendtipo, verificou-se que o aumento das concentracbes de Se sob a forma de
selenito induziu aumentos significativos em Ariete e OP1109, e induziu redu¢cdes em Albatros.
Sob a forma de selenato, o aumento das concentra¢des de Se provocou acréscimos em Ariete
a partir de 180 g Se ha'l, e pequenas oscilagcdes nos restantes genétipos, mas no OP1105 e no
OP1109, a acumulagao maxima de frutose foi observada com 180 g Se ha™.

Adotando uma perspetiva geral, verificou-se que as concentracfes mais elevadas de Se
promoveram aumentos significativos nos teores de aclcares sollveis, principalmente da
sacarose. Visando o desenvolvimento de novos produtos e a transformagéo agroalimentar dos
graos de arroz, a sacarose tem grande relevancia na estabilidade dos alimentos processados.
Refira-se que, segundo Arunyanart et al. (2008), teores acrescidos de sacarose parecem ser um
agente eficaz para a reducao da sinérese em géis de amido de arroz submetido a ciclos repetidos
de congelamento-descongelamento. Assim, a sacarose pode retardar as alteracdes na textura
em gel de amido de arroz, durante ciclos repetidos de congelacdo-descongelacéo, podendo
desempenhar um papel importante na conservagdo da qualidade de produtos alimentares

congelados.

3.2.13. Proteina

ApOs os glucidos, a proteina € o segundo componente mais abundante do arroz (Probart
etal., 1993). A proteina de arroz é de qualidade muito elevada, em comparagéo com a de outras
culturas alimentares. O arroz € nutricionalmente superior a muitos outros alimentos que séo ricos
em glucidos.

O conteldo da proteina nas amostras de farinha de arroz é apresentado na tabela 3.50.

Verificou-se que, sob condi¢6es de controlo o OP1109 possuia os teores mais elevados de
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proteina (7,14%) e diferiu das restantes. Esta tendéncia manteve-se em todos as outras
concentracdes, onde OP1109 persistiu com valores superiores de proteina total. Para 0 mesmo
genodtipo e mesma concentracdo de Se, ndo se verificaram diferencas entre o selenito e o

selenato.

Tabela 3.50. Percentagem de proteina total em 4 genétipos de arroz submetidos a biofortificacdo de Se
(selenito — ITO e selenato — ATO) em 5 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacéo de fundo (SLO1).
Valores médios (n = 3) com letras (a — e) iguais na coluna e letras (r, s, t) iguais na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Proteina Total (%)

Bloco Genotipo 0g Se hat 120 g Se hat 180 g Se hat 300 g Se ha?
Ariete 6,06 (b; s) 7,34 (b; 1) 7,69 (bc; 1) 7,45 (c;n
SLO1 ITO Albatros 6,36 (b; 1) 6,86 (b; st) 7,21 (c; rs) 7,72 (c;n)
OP1105 6,39 (b; s) 7,24 (b; 1) 7,45 (c;n 7,69 (c;n
OP1109 7,14 (a; 1) 8,30 (a; rs) 8,12 (ab; s) 8,78 (CH))
Ariete 6,06 (b; t) 6,99 (b; s) 7,23 (c; s) 7,83 (bc; 1)
Albatros 6,36 (b; s) 6,99 (b; r) 7,24 (c;n 7,26 (c;n
SLOLATO OP1105 6,39 (b; ) 6,82 (b; st) 7,34 (c; rs) 7,40 (c;n)
OP1109 7,14 (a;t) 7,99 (a; s) 8,65 (&) 8,38 (ab; rs)

Analisando o efeito do aumento das concentra¢ges de Se aplicada ao nivel foliar das
plantas, verificou-se que os gréos resultantes de plantas biofortificadas aumentaram
progressivamente a percentagem de proteina conforme aumentou-se a concentracdo de Se,
tanto em selenito como em selenato, para a maioria das amostras.

O interesse pelas proteinas do arroz vem aumentando, ndo apenas como suplemento
alimentar, mas também para uma ampla gama de aplica¢gdes na indistria dos alimentos. As
proteinas do arroz tém ainda recebido atencédo devido ao seu alto valor nutritivo, que esta
relacionada com certas propriedades hipoalergénicas, conteido de aminoéacidos equilibrado e
boa digestibilidade (Fiocchi et al., 2003). Além disso, alguns estudos tém mostrado que certas
proteinas do arroz exibem funcdo hipocolesterolémica, anti-aterosclerética e propriedades
inibitérias particulares contra as células cancerosas, sugerindo que eles tém potencial como
alimento funcional (Burris et al., 2010).

Verificou-se que, nos dois anos de ensaio, os indices de proteinas melhoraram com a
aplicacéo das concentracdes de Se. Contudo, no 2° ano de ensaio, os indices foram maiores, e
com elevada significAncia no processo de biofortificacdo. Note-se, contudo, que o nivel de
proteina mais elevado, e, por conseguinte, a maior quantidade de aminoacidos pode aumentar
as reacbes de Maillard, gerando compostos castanhos, que contribuem para a coloracdo de
superficie dos biscoitos (Manley, 2011). Outros autores encontraram efeitos semelhantes ao
incorporar proteina isolada, ou concentrada, na formulagcao de cookies (Rababah et al. ,2006;
Singh e Mohamed, 2007), e quando compararam diferentes farinhas com diferentes teores em
proteinas (Mancebo et al., 2015). Contudo, o escurecimento dos biscoitos também pode ter um
efeito positivo, pois os biscoitos feitos a partir de farinhas de arroz tém uma cor mais clara face
aos de farinha de trigo (Mancebo et al., 2015). Deste modo, os elevados teores de proteina

poderiam minimizar estas diferencas. Contudo, os autores Puncha-Arnon e Uttapap (2013)
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concluiram que os teores elevados de proteina podem interferir na viscosidade da pasta da
farinha de arroz submetida a tratamento de calor e humidade, pelo que, para determinadas
formulac6es de produtos que visam maior viscosidade da pasta, terdo maior interesse farinhas

com teores reduzidos de proteina.

3.2.14. Parametros Colorimétricos

Os valores de L* a* b* do arroz submetido a teores crescentes de Se, aplicado nas formas
de selenito e selenato, sdo apresentados nas tabelas 3.51 e 3.52.

Na tabela 3.51, os valores de L* ndo apresentam diferencas significativas nem ao nivel
das variedades / geno6tipos e nem ao nivel das concentracées de selenito aplicado a nivel foliar.
Contudo, os valores mais elevados de L*, que indicam maior reflectancia de luz, detetaram-se
na aplicacdo com 120 g Se ha! (exceto para a Albatros que possuia o valor de L* mais elevado
em condig6es controlo). Contudo, apesar de néo existirem diferencas significativas, é possivel
verificar que os valores foram decrescendo a medida que aumentaram as concentracdes de Se.

Quanto aos valores de a*, observaram-se algumas diferencas significativas,
nomeadamente, no OP1105 e OP1109, tendo as amostras cultivadas com 180 g Se ha?l
apresentado valores de a* mais elevados, diferindo assim do controlo.

Equacionando o parametro b*, observaram-se diferencas significativas apenas no
OP1109, tendo ocorrido valores mais elevados com 180 g Se hal. Segundo Jamin e Flores
(1998), a variagdo de b* entre as amostras podem ser atribuidas a quantidade de glucidos e
proteina. Mancebo et al. (2016), para aferir o efeito dos glicidos e da proteina de arroz nos
pardmetros reolégicos e na qualidade de biscoitos sem glaten, verificaram que valores
acrescidos de proteina aumentaram o valor de a* e b* e reduziram os valores de L*. No presente
trabalho verificou-se que o aumento da proteina foi concomitante com a reducao da luminosidade

nas farinhas, em valores absolutos.
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Tabela 3.51. Determinagéo da cor dos gréos (farinha integral) pelo sistema CIELAB, através dos parametros
de luminosidade (L*) e coordenadas de cromaticidade (a* e b) em 4 gendétipos de arroz submetidos a
biofortificacéo de Se (selenito - ITO) em 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacdo de fundo
(SL01). Valores médios (n = 4) com letras (a, b) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, nao diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Cor das Farinhas

Bloco Genotipo 0g Se hat 120 g Se ha? 180 g Se ha* 300 g Se hat
Ariete 66,83 (&rn 68,90 (ar) 61,09 (& 64,79 (arn
L* Albatros 72,86 (CH)) 71,32 (&) 71,22 (ar) 67,47 (&)
OP1105 70,86 (&n 72,74 (&) 66,83 (&) 69,09 (&)
OP1109 72,03 (&) 75,13 (&) 68,76 (&) 71,97 (&r)
Ariete 3,74 (&r) 4,01 (ar) 4,08 (ab; r) 3,44 (&)
SLO1 N Albatros 3,08 (& 3,85 (ar) 3,76 (b; 1) 3,94 (&
ATO | & OP1105 3,17 (a; s) 3,47 (a; rs) 4,26 (ab; r) 3,46 (a; rs)
OP1109 3,09 (a; s) 3,35 (a; s) 4,77 (& 3,24 (a; s)
Ariete 17,21 (& 17,46 (ar) 16,93 (& 16,19 (&rn
b* Albatros 17,02 (&r) 16,90 (ab; r) 16,69 (ar) 15,00 (&)
OP1105 15,91 (a;r) 15,00 (b; 1) 16,69 (& 14,77 (&)
OP1109 16,23 (a; rs) 15,45 (ab; s) 18,72 (ar) 15,76 (a; s)

Além dos gllcidos e das proteinas, que podem influenciar a cor das farinhas, Boliani
(2012) também reportou que a cor da superficie dos gréos é diretamente influenciada pelo nivel
de Fe depositado sobre a superficie e/ou camada superior de células do endosperma. Assim,
neste enquadramento é de realcar que, através da analise de microscopia eletrénica de
varrimento, se verificou que todas as variedades / genétipos apresentaram valores mais elevados
de Fe em condig8es controlo, o que poderd justificar a respectiva tendéncia para valores de b*
mais elevados nessa condi¢do. Murphy et al. (2008) tambem afirmou que o conteddo mineral

pode afetar a cor da farinha, dando uma cor mais escura aos produtos finais.

Tabela 3.52. Determinagao da cor dos gréos (farinha integral) pelo sistema CIELAB, através dos parametros
de luminosidade (L*) e coordenadas de cromaticidade (a* e b) em 4 gendétipos de arroz submetidos a
biofortificac@o de Se (selenato - ATO) em 4 tratamentos, cultivados em 1 bloco sem adubacédo de fundo
(SL01). Valores médios (n = 4) com letras (a, b) iguais na coluna e letras (r, s) iguais na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Cor das Farinhas

Bloco Genoétipo 0g Se hat 120 g Se ha? 180 g Se hat 300 g Se hat
Ariete 75,07 (&r) 70,58 (ab; r) 66,92 (& 66,62 (&rn
L* Albatros 76,96 (a;r) 73,97 (ar) 73,10 (a;r) 72,69 (a;r)
OP1105 76,24 (&) 69,60 (ab; rs) 63,15 (a; s) 69,66 (a; rs)
OP1109 76,38 (&r) 63,15 (b; s) 70,34 (a; rs) 72,97 (ar)
Ariete 2,04 (&r) 2,08 (a;r) 2,95 (ab; r) 2,76 (&)
SLO1 N Albatros 1,95 (&rn 2,79 (ar) 2,01 (b; 1) 2,36 (&rn
ATO a OP1105 1,34 (a; s) 3,54 (a;r) 3,88 (ar) 2,92 (a; rs)
OP1109 1,86 (a; s) 3,88 (ar) 3,86 (& 3,28 (a; rs)
Ariete 16,34 (&) 18,07 (ar) 19,64 (& 19,40 (&rn
b* Albatros 17,08 (&r) 19,09 (ar) 20,35 (ar) 18,79 (ar)
OP1105 16,89 (&) 15,65 (ar) 16,60 (& 16,38 (&rn
OP1109 17,49 (a;r) 16,60 (ar) 16,84 (a;r) 15,98 (a;r)
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A partir dos valores de luminosidade L* (Tabela 3.52), é possivel verificar que as
amostras com aplica¢des de selenato possuiram valores mais elevados de L*, ou seja, estavam
mais préximas da cor branca, por oposicao as aplicacdes com selenito. Verificou-se também que
face ao 1° ano de ensaio, se produziram farinhas mais claras. No entanto concentracdes muito
elevadas de Se, na forma de selenato, produziram farinhas mais escuras, provavelmente devido
a maior deposi¢do de minerais. Reconhece-se que o contedo de cinzas e polifendis séo fatores
criticos que afetam a brancura de farinhas de arroz, que € um importante indice de qualidade
(Sakac et al., 2011; Torbica et al., 2012).

Ainda considerando os parametros qualitativos das farinhas, as coordenadas a* e b* de
cromaticidade acompanharam a mesma tendéncia da luminosidade e tenderam para cores mais
préximas da gama de cores claras, com alguma proximidade aos tons amarelados. Em geral,
considera-se uma farinha branca aquela que possui valor de L* superior a 93, de a* proximo de
zero (inferior a 0,5 ou negativo) e de b* inferior a 8 (Ortolan, 2006).
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CAPITULO IV

4. Sintese Analitica de Resultados

Ao biofortificarmos quatro variedades / genétipos de arroz, em dois ensaios e anos
distintos de cultivo, utilizando no primeiro, concentracdes de Se mais baixas, e no segundo
concentragdes elevadas, foi possivel verificar as melhores condicbes para aplicacdo da
biofortificagdo com Se, dentro do contexto experimental e das condi¢cdes edafoclimaticas de
cultivo (Ribatejo).

Ainda no primeiro ano, foram aplicadas adubacdes de fundo visando facilitar a
biofortificacdo. Os resultados obtidos revelaram a reduzida influéncia desta (ao nivel
fotossintético), face as plantas que ndo receberam esta mesma biofortificacdo no solo. No
segundo ano de ensaio, com aplicagfes foliares mais elevadas e sem adubacéo de fundo,
verificou-se que a aplicacdo de selenato tinha algum impacte negativo na taxa de fotossintese,
que se conjugou com a menor acumulacéo de Se. Desta forma, o selenito (que parece promover
a Pn em Ariete e Albatros) poderia ser preferencialmente aplicada.

No que se refere ao potencial de utilizacdo dos varios genétipos, verificou-se que, o
OP1105 mostrou impacte negativo na assimilacéo fotossintética em todas as concentracdes
aplicadas no segundo ano. Para o OP1109, tanto em concentra¢gfes baixas (primeiro ano de
ensaio), quanto em concentragdes elevadas (segundo ano de ensaio), os resultados revelaram
que a aplicacéo de quaisquer das concentracdes e formas € possivel neste gendtipo, uma vez
que ndo se observaram impactes negativos na capacidade de producédo de fotoassimilados.

Tendo em conta o impacte nos parametros fisiolégicos apresentados, principalmente
relativos a Pn, deve considerar-se que, os diferentes genétipos respondem de forma distinta as
concentracdes e formas de Se aplicado foliarmente. A Ariete respondeu melhor a aplicagéo de
selenito em baixas concentra¢des, nomeadamente de 4 e 60 g Se ha': a Albatros teve melhor
desempenho nas aplicacdes de selenato na concentragdo de 30 g Se ha, obtendo-se um
estimulo da Pn. Por outro lado, a forma de aplicagdo em selenato em concentragfes elevadas
parece ter um impacte negativo na Pn nalgumas concentracdes de Se (i.e., Albatros, OP1105),
apresentando apenas a vantagem de reduzir a gs e a perda de agua pela cultura, o que nédo sera
relevante num cultivo em alagamento. No OP1105, a aplicacéo foliar de Se (mediante a aplicagédo
de selenito) teve melhores resultados para a Pn na concentracao de 20 g Se ha. Contudo, em
concentracdes elevadas (selenito e selenato, em qualquer das concentracdes) ndo melhora a
Pn, gs ou a Tr, podendo mesmo ter um efeito negativo na capacidade de producdo de
fotoassimilados, pelo que ndo se afigura um gendtipo particularmente promissor. O OP1109
mostrou, principalmente ao nivel da Pn, uma clara insensibilidade a forma e dose de Se aplicado
por pulverizacdo foliar, pelo que podera ser adequado (a semelhanca de Ariete e Albatros) a
biofortificacdo com Se, mesmo se para tal, houver necessidade de aplicar concentracfes

elevadas.
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Relativamente ao PMG, de um modo geral, tanto no 1° ensaio como no 2°, constatou-se
que as concentracdes e as formas de Se (selenito e selenato) tiveram pouca influéncia sobre a
producéo dos gréos. Contudo, ocorreu um incremento de PMG nas concentracdes mais elevadas
de cada ano nos tratamentos (60 g e 300 g Se ha'l, no 1° e 2° ano respetivamente). O genétipo
OP1109 destacou-se com os valores mais elevados de PMG.

Os resultados dos teores de minerais nas folhas revelaram que, sob concentracdes
baixas de biofortificacdo, ou seja, até 60 g Se hal (primeiro ano de ensaio), 0s macro e 0s
micronutrientes (Ca, K, Fe, Zn) ndo sofreram alteracdes substanciais, sendo que para a maioria
dos tratamentos, os niveis se mantiveram estabilizados e com valores 6timos para as plantas de
arroz. Por outro lado, as concentracdes mais elevadas aplicadas no 2° ano de ensaio provocaram
alteracdes nos teores dos respetivos elementos, sobretudo pelo aumento do nuimero de
aplicagcbes. Os resultados mostraram que, com excecdo do K, todos os outros elementos
apresentaram niveis acrescidos dos seus teores, quando se aplicaram 3 pulveriza¢fes de Se,
com teores que ultrapassaram a faixa 6tima para Fe e Ca. Contudo, nas concentracdes mais
elevadas de Se, nomeadamente 180 e 300 g Se hal, verificou-se a reducédo dos referidos
elementos na primeira fase da biofortificacdo, quando as plantas haviam recebido duas
pulverizacdes. Quanto aos teores de Se nas folhas, detetado apenas no 2° ensaio, verificou-se
que ambas as formas (selenito e selenato) apresentaram aumento da acumulacdo de Se nas
folhas. Esse efeito foi acentuado na presenca de selenito, ocorrendo os valores mais elevados
nas variedades Ariete e Albatros.

Seguindo 0 mesmo comportamento observado nas folhas, nos grdos também se
verificou a superioridade da acumulacéo de selenito face ao selenato, tanto no 1° como no 2°
ano de ensaio. No 1° ano registou-se um aumento do teor de Se de 0,034 para 2,285 mg kg,
na variedade Albatros sob a aplicacdo de selenito no bloco SLO1. No 2° ano de ensaio, 0 aumento
de Se foi concomitante com o aumento do teor total de cinzas em todas amostras. Tal como
verificado na analise da parte aérea, o selenito promoveu uma maior acumulagédo de Se nos
gréos, fato observado em todas as amostras, com acumulagdes nos graos que ultrapassaram os
30 ppm no tratamento com 300 g Se ha! (12 fase — grdos em enchimento). Por conseguinte, na
22 fase (graos completamente maduros e descascados), verificou-se que os teores de Se sofrem
reducdo, provavelmente porque parte do selénio translocado foi depositado na casca do grao.
Embora a andlise fotossintética ndo tenha revelado toxicidade para as plantas devido as
elevadas concentracdes de Se, verificou-se que a aplicacéo da 32 pulverizagéo na fase final do
ciclo foi menos eficaz. Apesar das reductes de Se motivadas pelo processo de descasque dos
gréos, os niveis deste elemento nos graos mantiveram-se elevados. Contudo, a biofortificacéo
s6 é viavel se o aumento do teor Se nao tiver influéncia negativa sobre a absorcao de outros
elementos essenciais. Além do Se, foram quantificados os teores de Ca, K e Zn nos gréos. Nos
dois ensaios de campo, as aplica¢cdes de Se aumentaram os teores de Se no grdo sem afetar
substancialmente os macronutrientes. Para o Ca, os resultados revelaram redu¢des significativas
em OP1109 no tratamento com 30 g Se ha? (SLO1 ITO) e aumentos significativos em Albatros

com 60 g Se hal (SLO1 ATO). Contudo, a nivel geral os teores de Ca persistiram no intervalo
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dos valores considerados usuais. Quanto aos de teores K nos grdos, tal como verificado nas
folhas, sofreram reducdo em Ariete (SLO1 ITO) com aplicacdes de 30 g Se hal. Entretanto,
verificou-se que os niveis de K foram incrementados face ao controlo. Com concentracfes de Se
mais elevadas, os niveis de K ndo foram alterados, mas por outro lado, com o0 aumento do
numero de aplicacdes, os teores de K sofreram reducdes significativas nalgumas das variedades
/ gendtipos, tanto nas aplicagbes com selenito quanto com selenato. Quanto ao micronutriente
Zn, os resultados revelaram que sob baixas concentragfes de Se (60 g Se ha't), apenas Albatros
(SLO1 ITO) aumentou significativamente os teores de Zn. Sob concentragfes mais elevadas de
Se (180 e 300 g Se ha'l) apenas Ariete apresentou niveis acrescidos de Zn. O nimero de
aplicac@es néo interferiu no teor de Zn.

Quanto a distribuicdo dos elementos minerais no grdo com aplicacdo de baixas
concentracdes de Se (60 g Se hat), observou-se a localizag¢éo preferencial dos macroelementos
K e P na regido do embrido, onde a variedade Ariete se destacou com maiores acumulacdes
destes minerais. O Ca e 0 Mg tiveram uma distribuicdo uniforme em todas as partes do gréo, e
revelaram um comportamento similar entre as variedades / genétipos. No que diz respeito aos
microelementos, 0 Zn apresentou maior acumulacdo nas regides mais exteriores do grédo. Sob
condigdes biofortificadas com selenito, todas as variedades / genétipos apresentaram aumentos
de Zn no embrido. Sob condi¢des biofortificadas com selenato, somente o OP1105 apresentou
aumentos na proporgdo de Zn. Uma menor propor¢do de Zn foi observado em OP1109, tanto
com selenito quanto com selenato. O Fe estava melhor localizado no embrido, e apresentou uma
distribuicao equitativa nas diferentes variedades / genétipos. O Mn e o Cu apresentaram menores
proporcdes dentre os microelementos, com distribuicdo semelhante nas diferentes partes
analisadas das respetivas variedades / genétipos. Excetuando a OP1109 com aplicacdes de
selenato, todas as outras variedades / genétipos apresentaram incrementos de Cu no embrido,
nas duas formas de Se. A localizacéo tecidular do Se foi obtida de forma uniforme por toda a
extensdo do grédo, contudo, observou-se que este se localizava preferencialmente na regiao
equatorial do gréo, na maioria dos graos analisados, tanto nos biofortificados com selenito quanto
com selenato.

Os resultados dos elementos minerais dos grdos biofortificados com 300 g Se ha*
revelou que, para o K e o Ca, a percentagem foi um pouco mais alta no controlo. Com a
predominéncia de K no embrido e no apice do grao, ressalta-se que o processo de biofortificagdo
promoveu uma reducdo substancial de K, e apenas a variedade Albatros sob condi¢bes de
biofortificagdo com selenato se mostrou menos sensivel a concentragdo de 300 g Se ha™.
Albatros manteve os teores mais elevados de Ca sob elevada concentracdo de Se. Os resultados
da localizacéo tecidular do P nas diferentes partes do gréo, mostrou distribuicdo uniforme e ndo
afetacdo pela biofortificagdo com Se. O Mg possuiu um padrdo de distribuicdo semelhante ao
Ca, e parece ser pouco influenciado pela biofortificacao aplicada ao nivel foliar. O Mn, Zn e Cu,
tiveram uma distribuigdo bastante uniforme em Ariete e Albatros, j& OP1105 e OP1109 tiveram

maior acumulacao na regido apical do grao.
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Sob condic¢Ges de biofortificacdo com selenato (300 g Se ha?), Ariete, OP1105 e OP119
apresentaram predominancia de Fe na regido apical, e em Albatros o Fe prevaleceu na regido
equatorial do gréo. O Mn permaneceu uniformemente distribuido por todas as partes analisadas.
Assim como, o Cu. Para o Fe, verificou-se que o selenito promoveu maior acumulacdo na regiao
apical, em todas as variedades e genétipos, com quantidades mais elevadas na Ariete e Albatros.
Relativamente ao Zn, o processo de biofortificagdo com 300 g Se ha! ndo promoveu alteracdes
substanciais entre controlo e os gréos biofortificados. Quanto a localizacéo do Se, este elemento,
assim como no 1° ensaio, apresentou uma distribuicdo uniforme por todo o grédo. Contudo, nos
genotipos OP1105 e OP1109, este elemento localizou-se preferencialmente na regido apical e
equatorial do grao, com menores propor¢cdes no embrido. A analise espectral dos gréos através
da fluorescéncia de raio X, confirmou a dispersdo dos macro e micronutrientes no grao, ficando
evidente a deposicdo dos macro nas camadas mais exteriores e a deposi¢cdo dos micro com
tendéncia a acumularem-se nas camadas da aleurona em diregdo ao endosperma. O
conhecimento dessas constituicBes elementares preferenciais dos diferentes tecidos de graos
torna possivel projetar produtos alvo com uma constituicdo nutricionalmente mais viavel.

Considerando os parametros de qualidade nutricional que influenciam grandemente as
propriedades fisico-quimicas e funcionais dos produtos do arroz, observou-se que as farinhas
provenientes da biofortificacdo com baixas concentracbes de Se apresentaram poucas
alterag8es nos teores totais dos acidos gordos totais (AGT), que refletem o teor de lipidos totais.
Apenas Albatros (SLO1 ITO e ATO) e OP1105 (SLO1 ITO) apresentaram aumentos nos teores
totais dos lipidos no tratamento com 60 g Se hal. A Ariete e 0 OP1109, cultivadas no bloco SL02
ITO, apresentaram reducdes significativas quando foram submetidos ao tratamento de 60 g Se
ha?, atingindo assim, o valor mais baixo dos acidos gordos totais. Os acidos gordos mais
abundantes foram o acido oleico (C18:1) e o linoleico (C18:2). De entre os acidos gordos
insaturados, os acidos oleico e linoleico sdo desejaveis em sementes de arroz por causa de seus
efeitos benéficos para a saude e ainda devido a menor propensdo para a oxidacdo em
comparacao com &cido linolénico. Observou-se ainda que o processo de biofortificag&do provocou
variacdes significativas nos teores dos &cidos gordos. Em comparagcdo com o &cido oleico, o
acido linoleico (C18:2) foi mais afetado pela biofortificagdo, ou seja, a biofortificagdo de 60 g Se
ha induziu redugGes nalgumas das variedades, nomeadamente em OP1109 (SLO1 ITO), Ariete,
Albatros, OP1109 (SLO2 ITO). Por outro lado, verificaram-se incrementos dos teores de acido
oleico em OP1105 (SLO1 e 02 ITO) e Albatros (SLO1 ATO).

Sob condi¢Bes de elevadas concentragfes de Se (2° ano de ensaio), sob a forma de
selenito, verificou-se que em todas as variedades / genétipos, o Se induziu 0 aumento no teor de
lipidos, sendo este significativo a partir de 180 g Se ha! para Albatros e de 300 g Se ha! para
Ariete. OP1105 alcancgou o teor maximo no tratamento com 180 g Se ha! e sofreu uma reducéo
com a aplicacdo de 300 g Se hal. Sob a forma de selenato, observaram-se aumentos
significativos em Ariete e Albatros, a partir de 180 g Se hal. Em OP1105 e OP1109 nédo se

observaram diferencas significativas entre o controlo e as amostras biofortificadas.
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Consideracgdes Finais

O perfil dos acidos gordos no segundo ano de ensaio também foi analisado, e constatou-
se que o aumento das concentracdes de Se na forma de selenito induziu o aumento de C16:0
em Albatros (180 e 300 g Se ha'l), e em OP1105 (180 g Se ha). Ainda, mediante a aplicacédo
de selenato, o C16:0 aumentou significativamente na Ariete e na Albatros, a partir de 180 g Se
hal. O acido estearico (C18:0) foi o acido gordo que sofreu menor variacdo em resposta as
concentragdes aplicadas. Relativamente ao acido oleico, o selenito induziu aumentos
significativos em Albatros e OP1105 a partir de 180 g Se ha. Decorrente da aplicagcao de
selenato, registaram-se alteragdes significativas do acido oleico apenas na Ariete e na Albatros,
com aumentos a partir de 180 g Se ha'l. Relativamente ao acido linoleico, nos tratamentos com
selenito, observaram-se aumentos significativos na Ariete, Albatros e OP1105, sendo que neste
Gltimo o maximo teor de C18:2 foi obtido com a aplicacdo de 180 g Se ha. Sob condicdes de
biofortificagéo com selenato, foram registados aumentos significativos de C18:2 apenas na Ariete
e Albatros. Quanto ao acido linolénico (C18:3), encontrado em menor proporcéo dentre os acidos
gordos identificados, apresentou comportamento semelhante ao acido linoleico. Relativamente
ao indice de insaturacéo (DBI), face ao aumento das concentracdes de Se, apenas 0 gendtipo
OP1109 (com aplicagdo de selenito) aumentou significativamente, a partir de 180 g Se hal.

O contedado de acUcares sollveis totais em grdos de arroz ocorre em pequenas
quantidades. No entanto, pode afetar as rea¢des de sabor e cor durante o cozimento ou ainda
face a processamentos diversos de transformacdo. Verificou-se que, em comparacdo com o
controlo, o tratamento com 60 g Se ha! induziu um aumento no teor total de aclcares sollveis,
nomeadamente, na variedade Albatros e no gendtipo OP1109, que apresentaram aumentos
significativos, com excec¢édo do bloco SL0O2 ITO, onde o genétipo OP1109 mostrou uma reducéo
dos teores relativamente ao controlo. Por outro lado, Ariete foi afetada negativamente, com
reducdes significativas na SLO1 ITO, SL0O2 ITO e SL02 ATO. No entanto, apesar das redugdes,
a variedade Ariete obteve niveis elevados de acglcares sollveis, em comparacdo com 0s
restantes gendtipos. OP1105, cultivado no bloco SL02 ITO e ATO, apresentou aumentos
significativos nos teores totais de aglcares sollveis quando submetido a aplicacdo de 60 g Se
ha. No entanto, no bloco SLO1 ITO ou ATO, nédo se verificaram alteragfes para este gendtipo.
A sacarose apresentou o teor mais elevado (ca. 74% do total de acgUcares soluveis), seguida da
glucose (9,6%), rafinose (8,6%) e frutose (6,9%). No tratamento 60 g Se ha?, Albatros (SL02
ATO) apresentou os indices mais elevados de sacarose e a Albatros (SL02 ITO) obteve os
valores mais baixos.

No 2° ano de ensaio, Ariete, Albatros e OP1109, apresentaram acréscimos significativos
e progressivos de agucares solluveis sob condi¢cdes de biofortificacdo com concentragdes de Se
elevadas, a partir de 180 g Se ha (selenito). OP1105, por sua vez, ndo apresentou alteragdes
com o aumento das concentracBes de Se. Sob a aplicacdo de selenato, Ariete, OP1105 e
OP1109 apresentaram aumentos significativos, sendo que em OP1105 esse aumento foi
registado apenas na méaxima concentracdo. Por outro lado, Albatros apresentou acumulagéo

maéaxima com 180 g Se ha, reduzindo no entanto acentuadamente com a concentracéo de 300
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g Se hal. Assim como aconteceu no 1° ano de ensaio, Albatros destacou-se com o indice mais
elevado de sacarose nas aplicacdes de selenito.

Aferiu-se ainda o teor de proteina total dos graos moidos, e verificou-se que o processo
de biofortificacdo (até 60 g Se hal) ndo promoveu alteracGes drasticas nos teores proteicos.
Apesar das oscilagcdes entre as diferentes concentragfes de Se, os valores mantiveram-se
adequados segundo a literatura entre 5 e 8%, destacando-se a OP1109 (SLO1 ITO) sob
condic¢des controlo e a OP1109 (SLO2 ITO) no tratamento com 30 g Se hal.

Ao contrario do que foi observado no 1° ano de ensaio, sob concentra¢des baixas de Se,
no 2° ano verificou-se que os grdos resultantes de plantas biofortificadas aumentaram
progressivamente a percentagem de proteina face ao aumento da concentracao de Se, tanto em
selenito quanto em selenato. Como no primeiro ano de ensaio, 0 gendtipo OP1109 destacou-se
com os valores mais elevados.

No que diz respeito aos efeitos das aplicacbes de Se na cor dos graos, constatou-se que,
sob baixas concentragcfes de Se, até 60 g Se ha, ndo se registaram alteraces substanciais
nesse parametro. No 2° ano de ensaio, a coloracdo das farinhas apresentou-se mais clara.
Contudo, concentragdes muito elevadas de Se, na forma de selenato, tendem a produzir farinhas
mais escuras, provavelmente devido a maior deposi¢éo de minerais. Como € ja bem evidente, o
contelido de cinzas e polifendis sao fatores criticos que afetam a brancura de farinhas de arroz,

considerada um importante indice de qualidade.
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Conclusao

CAPITULO V

5. Conclusédo e Recomendacdes

As aplicacbes foliares com teores mais elevados de Se promoveram uma maior
acumulacéo de Se no gréo. Esta acumulagdo melhorou quando a forma de Se aplicado foi o
selenito. Uma concentracéo consideravel de Se pode ser obtida a partir 30 g Se ha'até o maximo
de 180 g Se ha'l, e com apenas uma pulverizacao ao nivel foliar na fase do espigamento das
plantas. Os resultados sugerem que esse procedimento resulta num equilibrio na absor¢éo, na
distribuicao de todos os nutrientes e no desenvolvimento da planta, sem provocar sintomas de
toxicidade.

Sob condig¢fes edafoclimaticas especificas, foi possivel alcancgar resultados satisfatdrios
nos dois ensaios realizados em dois anos distintos. No entanto a concentracdo de Se a ser
utilizada, bem como a variedade / genétipo de elei¢cdo, parecem estar condicionadas pela area
de cultivo e pela finalidade industrial pretendida. Ressalva-se que a biofortificacdo com Se nos
tratamentos com concentragdes baixas (30 a 60 g Se ha!) é fiavel para aumentar o contetido de
Se no gréo de arroz, sem afetar negativamente os teores de P, Mg, Mn, Cu e Zn. Esta alternativa
poderé ser aplicada em areas de cultivo com maiores extensdes, para aumentar a concentragao
de Se em gréos de arroz destinado a consumo direto ou para processamento de farinha.

Por outro lado, a biofortificagdo com Se em concentracdes mais elevadas (a partir de 60
até 180 g Se hal), considerando-se areas de cultivo mais restritas, sera a melhor alternativa para
obter grdos com maior concentracdo de Se, que poderdo ser submetidos ao processamento
industrial (i.e., moagem), e incorporar misturas de farinhas. O resultado traduzir-se-a assim, em
farinhas biofortificadas com teores de Se seguros e eficazes, para suprir as necessidades
especificas de bebés, criangas ou adultos.

Do ponto de vista da composi¢do nutricional do gréo, observaram-se alguns efeitos do
processo de biofortificagéo, verificando-se um aumento do teor de acidos gordos totais (mais
expressivo no 2° ensaio), com prevaléncia dos acidos gordos oleico e linoleico, mas ressalta-se
que este resultado podera influenciar na manutencéo da qualidade do grdo processado. Os
acucares totais apresentaram aumentos significativos na maioria dos tratamentos do 1° ensaio,
e em todos os tratamentos do 2° ensaio. O teor proteico manteve-se dentro dos valores normais
para o arroz, mas aumentou significativamente em todos as variedade / gendtipos nas
concentragcdes mais elevadas de Se, estes resultados podem influenciar nas caracteristicas
fisicas e sensoriais dos produtos desenvolvido a paritr da farinha de arroz biofortificado.

Ha cada vez mais evidéncias da importancia do Se na saide humana. Contudo ha um
nivel baixo de ingestdo do mesmo, devido a sua escassez nos alimentos. O aumento do teor de
Se em arroz representa uma abordagem nos sistemas alimentares que podera contribuir para o
aumento do consumo de Se pelas populagbes. A pouca importancia dada ao Se na industria
alimentar representa um potencial nicho de mercado e uma oportunidade a ser explorada. A fim

de verificar a eficacia da farinha biofortificada naturalmente em Se, nas varias concentracdes de
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Se utlizadas no processo de biofortificacdo, recomenda-se a realizacdo de estudos para aferir a
biodisponibilidade deste elemento no organismo humano, de modo a quantificar a percentagem
do nutriente a ingerir que possa suprir 0s requisitos fisiolégicos do organismo. Isso permitira
definir com preciséo a concentracao de Se a ser aplicado nas plantas.

Como sugestdo para trabalhos futuros, recomenda-se também a andlise da qualidade
do arroz (composicéo do amido, textura e andlise sensorial), e das propriedades reologicas da
farinha de arroz, uma vez que essas informacdes poderdo contribuir para delinear estratégias

para o processamento e desenvolvimentos de novos produtos.
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