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RESUMO 

 

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, sendo também o segundo maior 

consumidor. O café é a segunda bebida mais consumida mundialmente, após a água, e sua 

demanda está em crescente ascensão no mercado. Entretanto, para suprir essa demanda, são 

necessárias técnicas de cultivo para driblar às adversidades que acometem o desenvolvimento 

da planta, sendo o cafeeiro (Coffea arabica) muito sensível aos estresses abióticos, dentre eles 

a seca e alta incidência de radiação solar. Estratégias como aplicação foliar de selênio (Se) 

urgem como ferramentas para mitigar os estresses, melhorando o desenvolvimento da cultura 

e alavancando a produtividade. No entanto, o Se aplicado em altas concentrações é tóxico por 

atuar como pro-oxidante, formando espécies reativas de oxigênio na célula acelerando a 

senescência das plantas provocando redução do crescimento vegetal e produtividade. O Se em 

baixas concentrações atua como elemento benéfico, aumentando a concentração de clorofilas, 

protegendo o complexo antena e combatendo radicais livres, além de diversas outras funções 

como ativação de enzimas antioxidantes e promover acúmulo de biomassa vegetal. 

Entretanto, são escassos estudos na literatura sobre os efeitos do Se no cafeeiro, 

desconhecendo seu papel no sistema fisiológico da planta, bem como concentrações foliares 

que são toleradas. Diante disso, insere-se a biofortificação agronômica do cafeeiro como 

alternativa para promover melhor desempenho da cultura para melhores produtividades e 

aumentar o valor nutricional do grão, visando melhorar a ingestão diária de Se pela população 

e combinada às qualidades organolépticas e nutricionais do café, contribuir na prevenção de 

diversas doenças. 

 

Palavras-chave: Biofortificação agronômica. Espécies reativas de oxigênio. Metabolismo 

antioxidante. Selenato de sódio. 



ABSTRACT 

 

Brazil is the world's largest producer and exporter of coffee, and is also the second largest 

consumer. Coffee is the second most consumed beverage worldwide, after water, and its 

demand is on the rise in the market. However, to meet this demand, cultivation techniques are 

needed to overcome the adversities that affect the development of the plant, because the 

coffee tree (Coffea arabica) is very sensitive to abiotic stresses, including drought and high 

incidence of solar radiation. Strategies such as foliar application of selenium (Se) are urgent 

as tools to mitigate stresses, improving crop development and leveraging productivity. 

However, Se applied in high concentrations is toxic because it acts as a pro-oxidant, forming 

reactive oxygen species in the cell, accelerating the senescence of plants causing reduced 

plant growth and productivity. Se in low concentrations acts as a beneficial element, 

increasing the concentration of chlorophylls, protecting the antenna complex and fighting free 

radicals, in addition to several other functions such as activating antioxidant enzymes and 

promoting the accumulation of plant biomass. However, there are few studies in the literature 

on the effects of Se on coffee, ignoring its role in the plant's physiological system, as well as 

leaf concentrations that are tolerated. Therefore, agronomic biofortification of coffee is 

inserted as an alternative to promote better crop performance for better yields and increase the 

nutritional value of the grain, aiming to improve the daily intake of Se by the population and 

combined with the organoleptic and nutritional qualities of coffee, contributing in the 

prevention of various diseases. 

 

Keywords: Agronomic biofortification. Reactive oxygen species. Antioxidant metabolism. 
Sodium selenate. 
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INTRODUÇÃO 1 

As formas de selênio (Se) disponíveis são dependentes de diversos fatores e sua 2 

distribuição nos solos não é de maneira uniforme, resultando em baixas concentrações em 3 

solos ácidos de regiões tropicais. Os solos agricultáveis são naturalmente deficientes em Se 4 

com teores variando de 0,01 a 2 mg kg-1 (WHITE, 2016). Além dos baixos teores naturais nos 5 

solos utilizados na agricultura em países tropicais, o acúmulo de Se nas partes comestíveis 6 

também é variável de acordo com a espécie. O Brasil, juntamente com países em 7 

desenvolvimento possuem fortes evidências de deficiência de Se na população, no entanto, 8 

ainda há poucas pesquisas em biofortificação de alimentos com Se (REIS et al., 2014; REIS 9 

et al., 2018). 10 

O Se é considerado elemento benéfico para as plantas. Pode ser absorvido em formas 11 

inorgânicas (selenato ou selenito) e compostos Se-orgânicos (selenocisteína ou 12 

selenometionina), com inúmeros relatos científicos de incremento no desenvolvimento e 13 

sobrevivência de plantas submetidas a diversos fatores de estresse (PILON-SMITS et al., 14 

2009; WHITE, 2016). Dentre os aspectos benéficos, destacam-se a atenuação do estresse 15 

oxidativo (SHAHID et al., 2019), resistência a patógenos e herbivoria (SCHIAVON; PILON-16 

SMITS, 2017), estresse induzido por cádmio (LIMA et al., 2019), e estresse por déficit 17 

hídrico (ANDRADE et al., 2018). Silva et al. (2018) observaram que aplicações foliares de 18 

até 50 g ha-1 de Se aplicado na fonte selenito de sódio em plantas de feijão-caupi, 19 

promoveram incrementos nas atividades das enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase 20 

(CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR), com redução nas 21 

concentrações de malondialdeído e peroxido de hidrogênio. 22 

Por outro lado, o Se é tóxico aos vegetais quando aplicado em altas concentrações, 23 

devido à sua ação pró-oxidante (REIS et al., 2017; SILVA et al., 2018). Os sintomas de 24 

toxidez de Se em feijão-caupi foram caracterizados principalmente pela clorose da lâmina 25 

foliar, progredindo para lesões necróticas com borda marrom e depósito salino rosa no 26 

interior, resultando em obstrução dos vasos condutores e redução superior a 90 e 80% na 27 

concentração de clorofila total e carotenoides, respectivamente (Silva et al., 2018). Em 28 

plantas de arroz, os sintomas são parecidos,  inicialmente ocorre a clorose foliar, progredindo 29 

para amarelecimento da planta e necrose, conforme aumenta-se a dose até 1,5 mM de selenato 30 

de sódio em solução nutritiva, provocando drástica redução de 69 e 53% na concentração de 31 

clorofila e carotenoides, reduções de 45% na altura de plantas e 39% na biomassa seca das 32 

mudas (MOSTOFA et al., 2017).  33 
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O cenário agrícola mundial do café está sempre em perspectiva de crescimento, tendo 34 

em vista a crescente demanda pelo consumo da bebida e pelos seus benefícios à saúde 35 

humana. A safra de café 2018/19 foi recorde com 174,6 milhões de sacas de 60 kg, sendo o 36 

Brasil correspondente pela maior produção do grão (United States Department of Agriculture 37 

- USDA, 2019). O cafeeiro, exerce grande influência no mercado internacional, por suas 38 

qualidades organolépticas, nutricionais (BALZANO et al., 2020) e medicinais (PAHLKE et 39 

al., 2019; PEREIRA et al., 2020), sendo a bebida mais consumida mundialmente, tornando-se 40 

uma excelente estratégia para a biofortificação. Há necessidade de estudos acerca dos fatores 41 

ecotoxicológicos no cafeeiro, pois são inéditos estudos sobre toxidez de Se em café, sendo 42 

necessários caracterizar os parâmetros fisiológicos e bioquímicos de genótipos modernos. Os 43 

resultados de estudos ecotoxicológicos possibilitam o entendimento dos fatores fisiológicos 44 

envolvidos na seleção de genótipos de café mais tolerantes ao excesso de Se. 45 

Não há relatos na literatura sobre caracterização fitotoxicológica do estresse causado 46 

pelo Se em mudas de cafeeiro. Esse estudo apresenta parâmetros relacionados a 47 

sintomatologia visual e massa seca da planta, pigmentos fotossintéticos (clorofila total, 48 

feofitina e carotenoides), antioxidantes enzimáticos (atividade de superóxido dismutase, 49 

catalase e ascorbato peroxidase), concentração de espécies reativas de oxigênio (EROs), 50 

peroxidação lipídica e bioindicadores importantes para compreensão dos efeitos tóxicos e 51 

estratégias conferidas pela planta para mitigação da toxidez de Se. Por ser uma planta de 52 

metabolismo C3 e aclimatada para produção em ambiente tropical, está propensa à diversos 53 

estresses bióticos e abióticos, afetando drasticamente a atividade fotossintética (DINH et al., 54 

2016) e o desenvolvimento inicial das mudas (ALMEIDA, 2018).  55 

Os efeitos da aplicação foliar de Se em cafeeiro a campo são escassos na literatura. 56 

Não há relatos sobre o efeito do Se nos parâmetros fisiológicos de plantas de café, tais como: 57 

i) regulação das atividades específicas de enzimas antioxidantes, ii) redução da concentração 58 

de espécies reativas de oxigênio, iii) qualidade nutricional dos grãos, e iv) produtividade do 59 

cafeeiro. É necessário avaliar estratégias de melhoria da qualidade nutricional do grão para 60 

aumentar a ingestão diária de Se, com isso a biofortificação de café com Se pode ser uma 61 

estratégia muito promissora devido à alta demanda e consumo da bebida.  62 
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Capitulo I 63 

 64 

Aplicação de selênio como estratégia de biofortificação agronômica do café 65 

 66 

 67 

RESUMO 68 

 69 

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, sendo também o segundo maior 70 

consumidor. O café é a segunda bebida mais consumida mundialmente, após a água, e sua 71 

demanda está em crescente ascensão no mercado. Entretanto, para suprir essa demanda, são 72 

necessárias técnicas de cultivo para driblar às adversidades que acometem o desenvolvimento 73 

da planta, sendo o cafeeiro (Coffea arabica) muito sensível aos estresses abióticos, dentre eles 74 

a seca e alta incidência de radiação solar. Estratégias como aplicação foliar de selênio (Se) 75 

urgem como ferramentas para mitigar os estresses, melhorando o desenvolvimento da cultura 76 

e alavancando a produtividade. No entanto, o Se aplicado em altas concentrações é tóxico por 77 

atuar como pro-oxidante, formando espécies reativas de oxigênio na célula acelerando a 78 

senescência das plantas provocando redução do crescimento vegetal e produtividade. O Se em 79 

baixas concentrações atua como elemento benéfico, aumentando a concentração de clorofilas, 80 

protegendo o complexo antena e combatendo radicais livres, além de diversas outras funções 81 

como ativação de enzimas antioxidantes e promover acúmulo de biomassa vegetal. 82 

Entretanto, são escassos estudos na literatura sobre os efeitos do Se no cafeeiro, 83 

desconhecendo seu papel no sistema fisiológico da planta, bem como concentrações foliares 84 

que são toleradas. Diante disso, insere-se a biofortificação agronômica do cafeeiro como 85 

alternativa para promover melhor desempenho da cultura para melhores produtividades e 86 

aumentar o valor nutricional do grão, visando melhorar a ingestão diária de Se pela população 87 

e combinada às qualidades organolépticas e nutricionais do café, contribuir na prevenção de 88 

diversas doenças. 89 

 90 

Palavras-chave: Biofortificação agronômica. Espécies reativas de oxigênio. Metabolismo 91 

antioxidante. Selenato de sódio.  92 
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1 A CULTURA DO CAFÉ 93 

 94 

O café arábica (Coffea arabica L.) é uma planta perene e o primeiro centro de 95 

diversidade está ao sudoeste das terras altas da Etiópia, no continente africano, com altitudes 96 

entre 1000 e 2000 metros (FERREIRA et al., 2019). Essa região é caracterizada por altitude 97 

elevada e boas condições hídricas de precipitação (Ferrão, 2004). Posteriormente, o café foi 98 

levado à Arábia e então difundido mundialmente através da Europa. No Brasil o café arábica 99 

é produzido em todo o território nacional, mas desenvolve-se melhor em regiões com altitudes 100 

superiores a 1000 m, de clima ameno, temperaturas médias de 19 a 22 ºC e precipitações bem 101 

distribuídas ao longo do ano (GUIMARÃES et al., 2019). 102 

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, sendo também o segundo 103 

maior consumidor, após os EUA. A área agrícola cultivada no país é de 2,2 milhões de 104 

hectares com produção equivalente a 50,9 milhões de sacas de café beneficiado e 105 

produtividade média de 27,6 sc ha-1 (1656,0 kg ha-1), de acordo com a Companhia Nacional 106 

de Abastecimento (CONAB, 2019). As altas produtividades do cafeeiro são sempre novos 107 

desafios para o cafeicultor, que busca diversas estratégias para minimizar os efeitos negativos 108 

do clima e driblar às adversidades bióticas que afetam o desenvolvimento da planta, 109 

acometida por diversos estresses bióticos e abióticos. 110 

O estresse hídrico no cafeeiro é o mais severo, aumentando a resistência estomatal das 111 

folhas, reduzindo a transpiração e consequentemente impedindo a difusão de CO2 do 112 

ambiente para realizar fotossíntese (WU et al., 2018). Além disso, o teor de água do solo afeta 113 

o crescimento e o tamanho do sistema radicular, bem como a absorção de água e nutrientes 114 

por interceptação radicular (REIS et al., 2011; LI et al., 2013). O estresse luminoso também 115 

exerce grande influência na produção, sendo adotadas, geralmente, técnicas de cultivo 116 

sombreado para minimizar estes danos de modo que não haja redução significativa da 117 

produção (REIS et al., 2009; COLTRI et al., 2019). Alguns elementos como o Se, em baixas 118 

concentrações aplicadas via foliar, também podem exercer efeitos benéficos em relação ao 119 

cultivo a pleno sol, aumentando a concentração de pigmentos fotossintetizantes e reduzindo a 120 

concentração de espécies reativas de oxigênio, como o H2O2 (SILVA et al., 2018), ou atuando 121 

no metabolismo de redução do nitrogênio, onde a aplicação de selenato via foliar foi mais 122 

eficiente na redução do nitrato por promover maior atividade das enzimas nitrato redutase e 123 

glutamina sintetase (BIAN et al., 2020). 124 

O N e o K são os nutrientes mais extraídos por diversas culturas, e dentre elas os 125 

pomares de café brasileiros de alta produtividade recebem frequentemente doses de N que 126 
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chegam a 600 kg ha-1 ano-1 (MARTINEZ et al., 2019), a aplicação de N interfere diretamente 127 

na sua concentração foliar, no teor de clorofila, fotossíntese e na atividade dos sistemas 128 

antioxidantes (REIS et al., 2015). A adubação foliar é uma prática comumente utilizada nos 129 

cafezais, tendo em vista a grande capacidade de absorção de nutrientes neste órgão, deste 130 

modo, é muito comum aplicação de nutrientes como zinco, boro, nitrogênio e enxofre, para 131 

suprir as necessidades da cultura (SOUZA et al., 2019).  132 

O café é a segunda bebida mais consumida no mundo, após a água. E atualmente a 133 

população mundial e a renda per capita estão aumentando, exercendo alta correlação positiva 134 

com o consumo de café, assim como, o envelhecimento da população é positivo para os 135 

fornecedores de café, ocasionando em acréscimo de 67,9% no consumo global de café 136 

(TORGA; SPERS, 2020). Entretanto, esse aumento eleva os padrões de preferência da bebida, 137 

por cafés de melhores qualidades. Para produzir misturas de cafés que atendam essas 138 

demandas específicas e conservem menor preço do produto, são feitos blends entre Coffea 139 

arabica e Coffea canephora a fim de atender à preferência do consumidor e reduzir os custos 140 

de produção (COUTO et al., 2019). 141 

As cultivares de C. canephora são menos exigentes que as cultivares de C. arabica em 142 

relação aos aspectos ecológicos como precipitação, temperatura e altitude de cultivo 143 

(FARAH, 2012; OESTREICH-JANZEN, 2013). Entretanto, o café arabica é a cultivar com 144 

melhor qualidade de bebida e aroma intenso, o que resulta em preferência dos consumidores 145 

em relação a essa espécie e consequentemente tenha maior valor de mercado em comparação 146 

ao C. canephora (SCHIEVANO et al., 2014). 147 

Fatores genéticos também influenciam a composição química do café, alterando 148 

diretamente a qualidade da bebida. Desse modo, a qualidade e características do café estão 149 

diretamente correlacionadas com a composição química dos grãos (Figueiredo et al., 2018). 150 

Os principais compostos associados a qualidade da bebida são carboidratos, proteínas, 151 

lipídios, ácidos clorogênicos, taninos hidrossolúveis, cafeína e trigonelina (AGRESTI et al., 152 

2008; BANDEIRA et al., 2009). E dentre os compostos metabolizados, a sacarose, cafeína e 153 

trigonelina são governados por genes, sendo indicadores para seleção de cultivares com 154 

melhor qualidade de bebida (KY et al., 2001; LEROY et al., 2006). 155 

Além das qualidades organolépticas, o café também possui diversas qualidades 156 

nutricionais, que são benéficas ao organismo humano. Estudos provam evidências do efeito 157 

benéfico do consumo de café na função renal, prevenindo e inibindo a progressão de doenças 158 

renais crônicas (KENNEDY et al., 2020). A cafeína, principal composto do café, possui 159 

propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias que podem reduzir o estresse oxidativo, 160 
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aumentando os leveis de GSH no plasma sanguíneo (METRO et al., 2017). Os antioxidantes 161 

contidos no café também protegem contra a peroxidação lipídica (DAVÌ et al., 2005), e 162 

exercem efeito protetor sobre o diabetes mellitus tipo 2, reduzindo a prevalência de 163 

hiperglicemia recém-detectada (VAN DAM; HU, 2005). Assim como, o consumo regular da 164 

bebida está associado à redução da incidência de diversas doenças como aterosclerose, 165 

Alzheimer, Parkinson e câncer, devido aos efeitos benéficos de polifenóis e melanoidinas 166 

(METRO et al., 2017; BORRELLI et al., 2002). 167 

 168 
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2 SELÊNIO 169 

 170 

O selênio é caracterizado por ser um elemento traço que desempenha papel 171 

indispensável para funcionamentos de enzimas oxiredutases em humanos e animais 172 

(HATFIELD et al., 2014), sendo naturalmente escasso nos solos agricultáveis, pois suas 173 

formas e concentrações modificam de acordo com a geologia da rochas primárias, variando 174 

entre 0,01 a 2,0 mg de Se kg-1 de solo, entretanto, áreas de litoral possuem solos com maiores 175 

concentrações desse mineral, sendo classificados como seleníferos aqueles que possuem 176 

concentrações de 2,0 a 1200 mg Se kg-1 (DHILLON; DHILLON, 2003; FORDYCE, 2013). 177 

As formas de Se fitodisponíveis são interdependentes de diversos fatores, dentre eles, 178 

a rocha matriz que deu origem ao solo, idade e a parte do tecido vegetal amostrado, interação 179 

de antagonismo do Se com outros elementos minerais como o S durante o processo de 180 

absorção e metabolismo, variação genética de acúmulo entre indivíduos de uma mesma 181 

espécie vegetal, sendo a forma mais comum de absorção pelas células radiculares na forma de 182 

selenato, selenito ou compostos orgânicos como Se-cisteína ou Se-metionina (Reis et al., 183 

2017; White, 2018). Existem 3 classes ecológicas para diferenciar as fanerógamas de acordo 184 

com sua habilidade em acumular Se nos tecidos, dividindo-se em espécies não acumuladoras, 185 

Se-indicadoras e Se-acumuladoras, sendo que a maioria das angiospermas são classificadas 186 

como espécies não acumuladoras, não tolerando concentrações nos tecidos de 10 a 100 µg Se 187 

g-1 MS (DHILLON; DHILLON, 2009; Fordyce, 2013; WHITE, 2016), geralmente exibindo 188 

sintomas visuais de toxidez a partir de 5 µg Se g-1 MS (KOLBERT et al., 2019). 189 

Em plantas, a essencialidade do Se ainda não foi comprovada como nutriente, no 190 

entanto, esse elemento pode exercer efeitos benéficos em diferentes espécies vegetais 191 

(CARTES et al., 2010; SILVA et al., 2018), contribuindo para o crescimento e 192 

desenvolvimento da planta sob condições de estresse bióticos ou abióticos, ou não 193 

estressantes (GUPTA; GUPTA, 2017; SILVA et al., 2019). Como é o caso de plantas de arroz 194 

tratadas com Se que apresentaram melhor eficiência de uso da água sob condições de estresse 195 

hídrico, protegendo-as de danos severos além de melhorar a atividade enzimática 196 

antioxidativa (ANDRADE et al., 2018). Em trigo sob estresse por frio, a aplicação de Se 197 

promoveu o acúmulo de biomassa e reduziu espécies reativas de oxigênio, diminuindo a 198 

peroxidação lipídica das células (CHU et al., 2010). Outros estudos relatam o efeito do Se no 199 

alívio de estresse ocasionado por metais pesados (PANDEY; GUPTA, 2015; ALVES et al., 200 

2020) e outros elementos tóxicos presentes em solos como mercúrio (KAVČIČ et al., 2020), 201 

cádmio (FILEK et al., 2008; HUSSAIN et al., 2020; WU et al., 2020) e arsênio (SINGH et 202 
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al., 2018; POKHREL et al., 2020), em diversas espécies cultivadas. Entretanto, para o 203 

cafeeiro são inéditos estudos sobre a ação do Se no metabolismo da planta sendo incipientes 204 

ou escassos, não existindo relatos sobre doses toleráveis ou concentrações adequadas nos 205 

tecidos foliares.  206 

Em baixas concentrações o Se desencadeia diversos outros benefícios: aumentando a 207 

concentração de pigmentos fotossintetizantes (GOLOB et al., 2020; ISLAM et al., 2020; 208 

RADY et al., 2020), promovendo incremento da biomassa vegetal (GOLOB et al., 2017; Lara 209 

et al., 2019), ativando enzimas antioxidantes como catalase (CAT), ascorbato peroxidase 210 

(APX), superóxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD) ou atuando diretamente em funções 211 

de oxidação e redução, combatendo espécies reativas de oxigênio e inibindo a formação de 212 

compostos lipídicos oxidados como malondialdeído (WU et al., 2020). 213 

Há indícios também de efeitos positivos no metabolismo do nitrogênio, melhorando a 214 

redistribuição de N pelas plantas e consequentemente aperfeiçoando a qualidade nutricional 215 

dos grãos (REIS et al., 2018; REIS et al., 2020). A aplicação de Se aumentou a produção de 216 

canola em relação ao tratamento controle, e associada a irrigação suplementar em 217 

florescimento e enchimento de grãos, o rendimento de grãos saltou de 802 kg ha-1 na 218 

testemunha para 2274 kg ha-1 com a aplicação de Se + irrigação suplementar 219 

(MOHTASHAMI et al., 2020). Em batata, além de promover incrementos em produtividade, 220 

a aplicação foliar de Se também proporcionou maior percentagem de tubérculos grandes e 221 

médios (ZHANG et al., 2019) e em amendoim aumentou a produtividade e o teor de óleo nas 222 

sementes, além de alterar a assinatura e composição de proteínas e ácidos graxos insaturados 223 

(HUSSEIN et al., 2019). 224 

Entretanto, em altas concentrações o Se exerce efeito tóxico, o selenito é rapidamente 225 

reduzido pela enzima GR em seleneto, assumindo formas não enzimáticas que induzem a 226 

produção superóxidos (CHEN et al., 2007; SILVA et al., 2019) e consequentemente a 227 

peroxidação lipídica das células,  alterando a atividade redox da planta, além de induzir má 228 

formação de selenoproteínas e danificar outras proteínas associadas aos estresses abióticos 229 

(REIS et al., 2020; KOLBERT, 2019). Alguns exemplos característicos da toxidez de Se em 230 

plantas são: clorose generalizada seguida de necrose das mudas de arroz (MOSTOFA et al., 231 

2017; MOSTOFA et al., 2020), em feijão caupi a toxidez resulta em depósitos salinos de 232 

coloração rósea no interior do limbo foliar com posterior necrose da folha (SILVA et al., 233 

2018), outras pesquisas citam a produção de superóxidos na mitocôndria, interferindo os 234 

processos do metabolismo primário. 235 

 236 
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3 BIOFORTIFICAÇÃO AGRONÔMICA 237 

 238 

A biofortificação surgiu como ferramenta de combate à desnutrição. Segundo a FAO 239 

et al. (2019), a desnutrição no mundo afeta atualmente 820 milhões de pessoas, sendo mais 240 

agravante em países subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Consequência da ingestão 241 

exclusiva ou na maioria por alimentos cereais básicos como, arroz, milho ou trigo, que são 242 

pobres em nutrientes, minerais e vitaminas (DIBB et al., 2005; ALFTHAN et al., 2015), no 243 

entanto, correspondem até 55% da energia nas dietas em países de baixa renda da Ásia e 244 

África (PRASAD et al., 2014). Além disso, aproximadamente 2 bilhões de pessoas sofrem de 245 

fome oculta, apresentando quadros subclínicos de deficiência de Se, Fe, Zn, I e vitamina A no 246 

organismo (OMS, 2014), levando à uma serie de distúrbios nutricionais e fisiológicos que 247 

comprometem o crescimento e o desenvolvimento de crianças ou mulheres em período 248 

gestacional (ANDRE, 2018). 249 

A fortificação de alimentos, é utilizada para melhorar a qualidade nutricional de 250 

produtos pós-colheita, aumentando o conteúdo de micronutrientes (SHUBHAM et al., 2020), 251 

que geralmente são muito baixos em alimentos ultra processados, pois comumente perdem 252 

muitos nutrientes durante as etapas de transformação (FARDET, 2018). No entanto, a 253 

fortificação além de ser uma técnica de alto valor agregado em relação à biofortificação 254 

agronômica, exige conhecimento prévio na administração destes alimentos ou produtos, onde 255 

nem sempre estão acessíveis a todos os níveis econômicos. 256 

A biofortificação entretanto, é uma técnica a qual fornece os nutrientes (e.g. Se, Fe, Zn 257 

e I) durante o período de cultivo, de modo que a planta metabolize e redistribua-os para a 258 

partes comestíveis, devendo então serem estabelecidas doses adequadas para cada cultura de 259 

modo a atender as exigências diárias da população para esses elementos. Estudos com 260 

biofortificação agronômica têm sido realizados para aumentar o valor nutricional de diversas 261 

culturas, dentre elas o arroz, trigo, milho e aveia (PRASAD et al., 2014). Em arroz, a 262 

biofortificação com Se pode ser realizada com a aplicação foliar de selenato ou selenito de 263 

sódio, tendo impacto benéfico no acúmulo de proteínas, ácidos graxos e açúcares (LIDON et 264 

al., 2018), ao adicionar o Zn na aplicação foliar, a biofortificação de arroz foi mais eficiente 265 

no grão inteiro em relação ao grão polido, tendo maior acúmulo de nutrientes na parte externa 266 

do grão, independente do genótipo avaliado (MANGUEZE et al., 2018), além de reduzir a 267 

concentração de elementos antinutricionais nos grãos, como o ácido fítico ou fitato (SAHA et 268 

al., 2017).  Em trigo, a aplicação foliar integrada de Fe com compostos orgânicos melhorou o 269 
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desenvolvimento da planta, aumentando a produtividade e o acúmulo de Fe nos grãos, e 270 

reduzir as concentrações de fitato e polifenóis nos grãos (RAMZANI et al., 2016). 271 

Outras alternativas para aplicação de elementos essenciais à saúde humana surgiu na 272 

Finlândia, após décadas de estudos e monitoramento em programas de biofortificação que 273 

adotaram medidas públicas de incorporação de Se nos fertilizantes NPK, sendo muito efetivo 274 

e seguro para evitar a deficiência de Se em humanos e animais (Aro et al., 1995), melhorando 275 

a disponibilidade no solo com o passar dos anos, e consequentemente diminuindo os índices 276 

de mortalidade por doenças cardíacas, câncer ou deficiência de vitamina E (ALFTHAN et al., 277 

2015; HAUG et al., 2007). Essa adição está relacionada com a melhoria da qualidade do 278 

produto após a colheita, entretanto, a associação entre Se e N melhorou a redistribuição de N 279 

pela planta, fazendo com que os grãos de arroz apresentassem maior concentração de 280 

proteínas de reserva e maior valor nutritivo (REIS et al., 2018), atendendo as demandas 281 

alimentares atuais que estão em crescente busca por alimentos mais saudáveis e naturais 282 

(SAREMNEZHAD et al., 2020). No Malawi, o cultivo em áreas de agricultura 283 

conservacionista a longo prazo sob anos de aplicação de Se para biofortificação, foram 284 

verificadas concentrações de Se nos grãos de milho superiores a 0,2 mg kg-1 em todos os 285 

tratamentos, correspondendo ao fornecimento de 56-64 µg Se dia-1 na dieta malawi com 286 

farinha de milho refinado (LIGOWE et al., 2020). A ingestão diária recomendada de Se de 287 

acordo com o Institute of Medicine nos EUA para adultos é de 55 µg de Se dia-1 (WHITE, 288 

2016), sendo que o limite máximo permitido pelo Codex Alimentarius da concentração de Se 289 

em produtos alimentares é de 0,3 mg kg-1 (CHILIMBA et al., 2012). 290 

A biofortificação do café no cenário atual, com crescentes demandas e consumos da 291 

bebida ao redor do mundo urge como ferramenta estratégica e mais uma alternativa para 292 

redução de Se na população. Além disso, poucos estudos foram realizados para estabelecer 293 

uma concentração ideal nos grãos de café e os efeitos do consumo da bebida biofortificada ao 294 

longo do tempo na prevenção de doenças e na saúde humana.  295 

 296 
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CAPÍTULO II 665 

Mudas de Coffea arabica apresentam tolerância ao estresse por selênio: respostas 666 

fisiológicas e bioquímicas 667 

 668 

RESUMO 669 

 670 

O selênio (Se) é considerado elemento benéfico por regular o sistema antioxidativo de plantas 671 

submetidas a estresses abiótico, ou bióticos. Todavia, o limite dos efeitos fisiológicos 672 

benéficos e tóxicos é muito estreito. Neste estudo foi avaliado a performance antioxidativa, a 673 

composição nutricional, o transporte à longa distância de Se, o conteúdo de açúcares, de 674 

proteínas de reserva, pigmentos fotossintéticos e o crescimento de genótipos de Coffea 675 

arabica submetidos à ausência e à alta concentração de Se na solução. Foram utilizados cinco 676 

genótipos de Coffea arabica (Obatã, IPR99, IAC125, IPR100 e Catucaí), cultivados na 677 

ausência e presença de Se (0 e 1,0 mmol L-1) em solução nutritiva, supridos com selenato de 678 

sódio durante 8 dias.  A aplicação de 1 mmol L-1 de Se promoveu o escurecimento das raízes 679 

de todos os genótipos. Não foi constatado sintoma visual de toxidez nas folhas, porém houve 680 

redução na concentração de fósforo e enxofre na parte aérea das plantas submetidas à alta 681 

dose de Se. Exceto para o genótipo Obatã, as mudas de cafeeiro apresentaram estratégias de 682 

regulação da absorção do Se pela redução do transporte a longa distância do Se das raízes 683 

para a parte aérea. A concentração de clorofila total, feofitina total e carotenoides foram 684 

negativamente afetadas nos genótipos Obatã, IPR99 e IAC125, quando expostas à 685 

concentração de Se de 1 mmol L-1. A produção de H2O2 foi menor nos genótipos IPR99, 686 

IPR100 e IAC125 quando expostos ao Se, resultando em menor atividade da superóxido 687 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX). Esses resultados sugerem 688 

que o metabolismo antioxidante foi efetivo na regulação do estresse oxidativo nas plantas 689 

tratadas com Se. O aumento de sacarose, proteínas de reserva e regulação das enzimas SOD, 690 

CAT e APX, bem como a compartimentalização do Se nas raízes foram as principais 691 

modulações bioquímicas e fisiológicas das mudas do cafeeiro em condições de estresse, pelo 692 

excesso de Se.  693 

 694 

Palavras-chave: Fitotoxidez. Fatores fitotoxicológicos. Resposta antioxidante. Estresse 695 

oxidativo.  696 
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4 INTRODUÇÃO 697 

 698 

O selênio (Se) é um elemento essencial para a saúde humana e animal, pois participa 699 

de reações antioxidantes no combate aos radicais livres (Kieliszek, 2019). Em humanos, 700 

possui efeitos benéficos por reduzir as inflamações, prevenir o câncer, doenças 701 

cardiovasculares e diabetes, além disso, auxilia no bom funcionamento da tireoide e do 702 

sistema imunológico (BRIGELIUS-FLOHÉ, 2018). 703 

O Se é considerado elemento benéfico para as plantas. Pode ser absorvido em formas 704 

inorgânicas (selenato ou selenito) e compostos Se-orgânicos (selenocisteína ou 705 

selenometionina), com inúmeros relatos científicos de incremento no desenvolvimento e 706 

sobrevivência de plantas submetidas a diversos fatores de estresse (PILON-SMITS et al., 707 

2009; WHITE, 2016; SILVA et al., 2019). Dentre os aspetos benéficos, destacam-se a 708 

atenuação do estresse oxidativo (SHAHID et al., 2019), resistência a patógenos e herbivoria 709 

(SCHIAVON; PILON-SMITS, 2017), estresse induzido por cádmio (LIMA et al., 2019), e 710 

estresse por déficit hídrico (ANDRADE et al., 2018). Silva et al. (2018) observaram que 711 

aplicações foliares de até 50 g ha-1 de Se aplicado na fonte selenito de sódio em plantas de 712 

feijão-caupi, promoveram incrementos nas atividades das enzimas superóxido dismutase 713 

(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR), com redução 714 

nas concentrações de malondialdeído e peroxido de hidrogênio. 715 

Por outro lado, o Se é tóxico aos vegetais quando aplicado em altas concentrações, 716 

devido à sua ação pró-oxidante (REIS et al., 2017; SILVA et al., 2018). Os sintomas de 717 

toxidez de Se em feijão-caupi foram caracterizados principalmente pela clorose da lâmina 718 

foliar, progredindo para lesões necróticas com borda marrom e depósito salino rosa no 719 

interior, resultando em obstrução dos vasos condutores e redução superior a 90 e 80% na 720 

concentração de clorofila total e carotenoides, respectivamente (Silva et al., 2018). Em 721 

plantas de arroz, os sintomas são parecidos,  inicialmente ocorre a clorose foliar, progredindo 722 

para amarelecimento da planta e necrose, conforme aumenta-se a dose até 1,5 mM de selenato 723 

de sódio em solução nutritiva, provocando drástica redução de 69 e 53% na concentração de 724 

clorofila e carotenoides, reduções de 45% na altura de plantas e 39% na biomassa seca das 725 

mudas (MOSTOFA et al., 2017). Há necessidade de se caracterizar as respostas fisiológicas e 726 

bioquímicas das principais culturas de interesse econômico quanto ao excesso de elementos 727 

benéficos como Se, pois em alta concentração podem apresentar toxidez para a planta. Os 728 

resultados de estudos ecotoxicológicos possibilitam o entendimento dos fatores fisiológicos 729 

envolvidos na seleção de genótipos de café mais tolerantes ao excesso de Se no solo. 730 
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O café arábica é uma bebida consumida mundialmente e considerada alimento 731 

nutracêutico e funcional. Há necessidade de estudos acerca dos fatores ecotoxicológicos no 732 

cafeeiro, pois são inéditos estudos sobre toxidez de Se em café, sendo necessários caracterizar 733 

os parâmetros fisiológicos e bioquímicos de genótipos modernos.  734 

Não há relatos na literatura sobre caracterização fitotoxicológica do estresse causado 735 

pelo Se em mudas de cafeeiro. Esse estudo apresenta parâmetros relacionados a 736 

sintomatologia visual e massa seca da planta, pigmentos fotossintéticos (clorofila total, 737 

feofitina e carotenoides), antioxidantes enzimáticos (atividade de superóxido dismutase, 738 

catalase e ascorbato peroxidase), concentração de espécies reativas de oxigênio (EROs), 739 

peroxidação lipídica e bioindicadores importantes para compreensão dos efeitos tóxicos e 740 

estratégias conferidas pela planta para mitigação da toxidez de Se. Por ser uma planta de 741 

metabolismo C3 e aclimatada para produção em ambiente tropical, está propensa à diversos 742 

estresses bióticos e abióticos, afetando drasticamente a atividade fotossintética (Dinh et al., 743 

2016) e o desenvolvimento inicial das mudas (ALMEIDA, 2018). Nesse sentido, o objetivo 744 

desse estudo foi avaliar respostas fisiológicas, bioquímicas e nutricionais de genótipos de 745 

Coffea arabica submetidos ao estresse induzido por Se em solução nutritiva. 746 

 747 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 748 

 749 

5.1.  Condições de crescimento e delineamento experimental 750 

 751 

Mudas de genótipos de café arábica (‘Obatã’, ‘IPR99’, ‘IAC125’, ‘IPR100’ e 752 

‘Catucaí’) com 5 meses de idade (4 a 5 pares de folhas totalmente desenvolvidas) foram 753 

colocadas em recipientes de polietileno de 8 L contendo solução nutritiva adaptada de 754 

Johnson et al. (1957), com força iônica de 40% e composição de KNO3 1 mol L-1, NH4H2PO4 755 

1 mol L-1, NH4NO3 1 mol L-1, MgSO4.7H2O 1 mol L-1, CaCl2 1 mol L-1, Ca(NO3)2.4H2O 1 756 

mol L-1, KCl 1 mol L-1, KH2PO4 1 mol L-1, NaSO4.10H2O 1 mol L-1, MgCl2.6H2O 1 mol L-1, 757 

Fe-EDTA (25 g de FeSO4.7H2O + 54 µmol L-1 de EDTA), KCl 50 µmol L-1, H3BO3 25 µmol 758 

L-1, MnSO4 2 µmol L-1, ZnSO4 2 µmol L-1, CuSO4 0,5 µmol L-1, H2MoO2 0,5 µmol L-1. A 759 

oxigenação da solução durante todo o experimento foi feita através de tubos plásticos 760 

conectados a um compressor de ar. O pH da solução foi monitorado diariamente nos períodos 761 

matutino e vespertino, sendo corrigido para 5,5 ± 0,1, adicionando-se NaOH 0,1 mol L-1 ou 762 

HCl 0,1 mol L-1 sempre que necessário. 763 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 × 2, 764 

sendo cinco genótipos de Coffea arabica cultivados na ausência e presença de Se (0 e 1,0 765 

mmol L-1), utilizando como fonte o selenato de sódio, com quatro repetições. Após cinco dias 766 

de adaptação das plantas na solução nutritiva, aumentou-se a força iônica da solução nutritiva 767 

para 100% e aplicaram-se os tratamentos com Se. As plantas foram cultivadas por oito dias 768 

nos tratamentos com ou sem Se. 769 

 No final do experimento, as plantas foram levadas ao laboratório para extração dos 770 

compostos, sendo uma parte separada em raiz e parte aérea para quantificação de massa seca e 771 

análise nutricional dos tecidos, e outra parte foram coletadas as folhas maduras 772 

completamente desenvolvidas macerando-as em nitrogênio líquido para extração de 773 

pigmentos fotossintéticos (clorofila total, feofitina total e carotenoides), perfil de metabólitos 774 

hidrossolúveis (açúcares solúveis totais, sacarose, nitrato, amônia e aminoácidos), proteínas 775 

de reserva (albumina, globulina, prolamina e glutelina), enzimas antioxidantes (CAT, SOD, 776 

APX), peróxido de hidrogênio e peroxidação lipídica. 777 

 778 

 779 

 780 

 781 
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5.2.  Produção de massa seca e análise química do tecido vegetal 782 

 783 

Após a separação da raiz e da parte aérea, o material vegetal foi acondicionado em 784 

embalagem de papel, identificado e seco em estufa com circulação de ar forçado à 60 ± 5 ºC 785 

durante 48 horas até atingirem peso constante, com posterior mensuração da massa seca em g 786 

planta-1. Posteriormente, o material foi moído em moinho de facas tipo Wiley de aço inox e 787 

0,20 g de peso seco de folhas e raízes foram colocadas em vasos de digestão de 788 

perfluoroalcoxis (PFA) adicionando-se 6 mL de HNO3 PA 65% (merch). A digestão foi 789 

realizada em sistema de micro-ondas compreendendo uma plataforma Multiwave GO com 790 

rotor de 12 vasos (Anton Paar, Graz, Áustria). As configurações para a digestão foram: Temp 791 

= 195 °C, tempo = 45 min de rampa e 20 min de holding, dois espaços em branco 792 

operacionais foram incluídos, e duas réplicas de material de referência certificado (CRM) para 793 

Se foram incluídas a cada três corridas. O CRM utilizado foi folhas de tomate (SRM 1573a, 794 

NIST, Gaithersburg, MD, EUA) com recuperação de Se de 99%. Após digestão, 9 mL de 795 

água milli-Q foram adicionados a cada tubo (volume final de 15 mL) e armazenados à 796 

temperatura ambiente. Antes da análise elementar, os digeridos foram diluídos 1:5 usando 797 

água milli-Q. A análise dos elementos foi realizada por espectroscopia de massa de plasma 798 

indutivamente acoplada (ICP-MS) (Agilent 7500ce, Agilent Technologies®, Tóquio, Japão), 799 

como descrito anteriormente por Silva et al. (2018). 800 

Após obtenção dos resultados, calculou-se o índice de translocação Se, de acordo com 801 

Abichequer e Bohnen (1998), conforme equação: 802 

 803 

Translocação de Se raiz/PA (%) = େ୭୬ୡୣ୬୲୰ୟçã୭ ୢୣ ୗ  ୣ୬ୟ ୮ୟ୰୲ୣ ୟé୰ୣୟ ൫୫୥ ୩୥షభ൯
େ୭୬ୡୣ୬୲୰ୟçã୭ ୢ  ୣୗୣ ୬ୟ ୰ୟ୧୸ (୫୥ ୩୥షభ)

× 100 (1) 804 

 805 

O acúmulo de Se foi obtido pela multiplicação da massa seca de raízes e parte aérea 806 

das plantas pelos seus respectivos teores de Se nesses órgãos. 807 

 808 

5.3.  Pigmentos fotossintetizantes 809 

 810 

A concentração de clorofila total, carotenoides e feofitina total foram quantificados 811 

pelo método espectrofotométrico proposto por Lichtenthaler (1987), utilizando 0,50 g de 812 

material vegetal fresco armazenado em 5 mL de acetona a 80%, com alíquota de 100 µL de 813 

extrato diluído em 2 mL de acetona 80%. Os resultados foram expressos em µg mL-1. 814 
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5.4.  Extração de compostos nitrogenados e açúcares 815 

 816 

Para análise de perfil de compostos nitrogenados e açúcares o material vegetal foi 817 

extraído de acordo com a metodologia descrita por Bieleski e Turner (1966). As folhas foram 818 

maceradas em almofariz de porcelana com nitrogênio líquido, sendo pesado 0,5 g de material 819 

vegetal fresco e macerado em 5 mL de solução MCW (60% metanol, 25% clorofórmio e 15% 820 

água), a solução contendo o extrato vegetal foi armazenada em tubos falcon de 15 mL, 821 

homogeneizada em vórtex e centrifugada à 10.000 × g durante 10 minutos à 4 ºC, e 822 

armazenada em refrigerador durante 48 horas. Após este período, extraíram-se 4 mL do 823 

sobrenadante transferindo-o para outro tubo falcon de 15 mL, adicionando 1,5 mL de água 824 

deionizada e 1 mL de clorofórmio, e armazenado em refrigerador durante 24 horas para a 825 

separação das fases lipossolúvel e hidrossolúvel, da qual foram feitas as análises de açúcares 826 

solúveis totais, sacarose, nitrato, amônia e aminoácidos. 827 

 828 

5.4.1. Açúcares solúveis totais e sacarose 829 

 830 

A concentração de açúcares totais foi determinada de acordo com a metodologia de 831 

DuBois et al. (1956), sendo adicionado 25 µL de extrato hidrossolúvel, 500 µL de fenol 5% e 832 

2 mL de ácido sulfúrico concentrado, lentamente, em tubos de vidro. Esta mistura foi 833 

homogeneizada em vórtex e, após resfriar em temperatura ambiente, seguiu-se a leitura no 834 

espectrofotômetro em absorbância no comprimento de onda λ = 490 nm.  835 

A determinação de sacarose foi realizada seguindo o método de Van Handel (1968), 836 

adicionando 50 µL de extrato hidrossolúvel, 500 µL de KOH 30% e 2 mL de ácido sulfúrico 837 

concentrado, lentamente, em tubos de vidro. A mistura foi homogeneizada em vórtex e 838 

mantida em estufa à 100 ºC durante 10 minutos, e resfriados a temperatura ambiente, 839 

posteriormente procedeu-se a leitura em espectrofotômetro no comprimento de onda λ = 490 840 

nm em absorbância. Ambas concentrações foram determinadas de acordo com curva padrão 841 

de sacarose e os resultados expressos em mg g-1 de matéria fresca (MF). 842 

 843 

5.4.2. Nitrato e amônia 844 

 845 

Para a determinação de nitrato foi utilizado o método de Cataldo et al. (1975). Do 846 

extrato da fase hidrossolúvel, foi retirado uma alíquota de 10 µL e adicionado 40 µL ácido 847 

salicílico 5% em H2SO4 (p/v). Após 20 minutos em temperatura ambiente, foi acrescentado 1 848 
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mL de NaOH 2N, lentamente. Após resfriar a temperatura ambiente, foram realizadas as 849 

leituras em espectrofotômetro em λ = 410 nm. A concentração de nitrato foi determinada 850 

utilizando-se curva padrão de solução nitrato de cálcio. Os resultados expressos em μmol g-1 851 

MF. 852 

A concentração de amônia foi quantificada de acordo com a metodologia descrita por 853 

McCullough (1967). Adicionou-se 200 μL de extrato hidrossolúvel, 500 μL de solução fenol 854 

(2,5 g de fenol e 12,5 mg de nitroprussiato de sódio em volume final de 250 mL) e 500 μL de 855 

solução fosfato (1,25 g NaOH, 13,4 g Na2HPO4.7H2O e 2,5 mL NaOCl 5%, para 250 mL). As 856 

amostras foram incubadas a 37 ºC durante 1 h. A leitura foi realizada por espectrometria no 857 

comprimento de onda λ = 630 nm em absorbância. A concentração de amônia foi determinada 858 

através de curva padrão de solução sulfato de amônio e os resultados expressos em μmol g-1 859 

MF. 860 

 861 

5.4.3. Aminoácidos 862 

 863 

Para quantificar a concentração de aminoácidos solúveis totais, foi utilizado o método 864 

de Yemm e Cocking (1955), utilizando-se alíquota de 100 µL de extrato hidrossolúvel, 500 865 

µL citrato de sódio 0,2M, 200 µL solução ninhidrina 5% em éter monometílico de 866 

etilenoglicol e 1 mL de KCN 0,0002M. Esta mistura foi mantida a 100 ºC durante 15 minutos 867 

em estufa, em seguida foi resfriada em água corrente por 10 minutos, acrescentando-se 1 mL 868 

de álcool etílico 60% e homogeneizado em vortex. A leitura foi realizada em 869 

espectrofotômetro no comprimento de onda λ = 570 nm. A concentração de aminoácidos 870 

solúveis totais foi determinada utilizando curva padrão de solução metionina. 871 

 872 

5.5.  Proteínas de reserva 873 

 874 

Para extrações das proteínas de reserva, adotou-se o método descrito anteriormente em 875 

Reis et al. (2018). Em tubos falcon de 15 mL foi pesado 0,25 g do material vegetal 876 

previamente acondicionado em nitrogênio líquido e macerado em almofariz. Para extração de 877 

albumina foram acrescentados 3 mL de água deionizada, o material foi homogeneizado em 878 

vortex e em seguida centrifugado à 5.000 × g à 4 ºC durante 20 minutos para separação de 879 

fases. O sobrenadante foi retirado para a quantificação da fração albumina. O precipitado foi 880 

submetido a extração com 5 mL NaCl a 5% com processos idem ao anterior, e o sobrenadante 881 

coletado para a determinação da fração globulina. O precipitado foi ressuspendido com 2,5 882 
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mL de etanol 60%, e o sobrenadante foi retirado para a quantificação da fração prolamina. Por 883 

último, foi extraída a fração glutelina, quantificada a partir da extração com 5 mL NaOH 884 

0,4%. 885 

As concentrações de albumina, globulina, prolamina e glutelina foram determinadas 886 

segundo o método de Bradford (1976). Foram pipetados separadamente em tubos de ensaio 887 

20 μL das alíquotas de albumina, globulina, prolamina e glutelina e 1 mL do reagente 888 

Bradford. As leituras da absorbância foram realizadas em espectrofotômetro a λ = 595 nm. A 889 

concentração de proteínas no tecido foliar (albumina, globulina, prolamina e glutelina) foi 890 

determinada utilizando curva padrão de solução BSA (“Bovine Sorum Albumin”) e os 891 

resultados expressos em mg g-1 MF. 892 

 893 

5.6.  Análise do estresse oxidativo e enzimas antioxidantes 894 

 895 

As folhas das plantas foram coletadas e armazenadas em nitrogênio líquido, 896 

posteriormente acondicionadas em freezer -80 ºC até serem processadas para análises de 897 

conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2), malondialdeído (MDA), atividade de superóxido 898 

dismutase (SOD), atividade de catalase (CAT) e atividade de ascorbato peroxidase (APX). 899 

Para a determinação de proteínas totais, superóxido dismutase (SOD, EC:1.15.1.1), 900 

catalase (CAT, EC:1.11.1.6) e ascorbato peroxidase (APX, EC:1.11.1.11) foram pesados 901 

aproximadamente 1,5 g do material vegetal congelado, que foi macerado em almofariz de 902 

porcelana com nitrogênio líquido. No material macerado foram adicionados 4 mL de solução 903 

tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5) contendo 7% de sacarose, 14 mM β-904 

mercaptoetanol, 250 mM ácido ascórbico, 20 mM ditiotreitol, 20 mM metabissulfito de sódio, 905 

20 mM tetraborato de sódio e 10 mM KCl. Os extratos homogeneizados foram centrifugados 906 

a 10.000 × g por 30 minutos à 4 ºC, o sobrenadante (sempre no gelo) foi coletado e passado 907 

por coluna Sephadex PD10, usando tampão fosfato de potássio 100mM contendo EDTA 1 908 

mM e DTT 3 mM. O flow through recolhido foi transferido para eppendorfs e armazenado em 909 

freezer -80 ºC. 910 

 911 

5.6.1. Peróxido de hidrogênio 912 

 913 

A concentração de H2O2 foi determinada segundo Alexieva et al. (2001). Para isso 914 

foram pesados aproximadamente 0,4 g do material vegetal congelado, que foi macerado em 915 

almofariz de porcelana com nitrogênio líquido. No material macerado foi adicionado 4 mL de 916 
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ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) em tubo falcon de 15 mL, o material foi 917 

homogeneizado em vortex e centrifugado a 10.000 × g por 15 minutos a 4 ºC. Em seguida foi 918 

feita extração de 80 μL de sobrenadante, no qual foram adicionados 200 μL de tampão fosfato 919 

de potássio, pH 7,5 (100 mM) e 800 μL de 1 M solução de iodeto de potássio. As amostras 920 

foram mantidas em gelo durante uma hora. E posteriormente mantidas em temperatura 921 

ambiente por 20 minutos para estabilização da reação, foram realizadas leituras de 922 

absorbância a λ = 390 nm em espectrofotômetro. A concentração de peróxido de hidrogênio 923 

no tecido foliar foi calculada com base na curva padrão de H2O2 e os resultados expressos em 924 

μmol g-1 MF. 925 

 926 

5.6.2. Peroxidação lipídica – Malondialdeído 927 

 928 

A peroxidação lipídica, ou MDA, foi mensurada segundo metodologia de Heath e 929 

Packer (1968). Foi macerado em almofariz de porcelana com nitrogênio líquido 0,4 g do 930 

material vegetal. No material macerado foram adicionados 4 mL de TCA 0,1% (p/v) + 931 

polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20% em tubo falcon de 15 mL. O material foi 932 

homogeneizado em vortex e centrifugado a 10000 × g por 10 minutos a 4 ºC. A reação foi 933 

realizada pela adição de 250 μL do sobrenadante em 1 mL de solução de ácido tricloroacético 934 

20% + 0,5% de ácido tiobarbitúrico. As amostras foram mantidas em banho-seco a 95 ºC 935 

durante 30 minutos, posteriormente, resfriadas em gelo por 10 minutos e homogeneizadas em 936 

vortex. Foram realizadas leituras das amostras em λ = 535 e 600 nm. Os resultados foram 937 

expressos em nmol MDA g-1 MF. 938 

 939 

5.6.3. Proteínas solúveis 940 

 941 

A concentração das proteínas solúveis totais foi determinada segundo o método de 942 

Bradford (1976), para o cálculo da atividade específica da SOD, CAT e APX. A determinação 943 

foi feita pela adição de 10 µL de sobrenadante e 1 mL de reagente Bradford. Após 10 minutos 944 

de espera, foi realizada leitura de absorbância em λ = 595 nm em espectrofotômetro e os 945 

resultados foram expressos em mg g-1 MF. Como descrito anteriormente para proteínas de 946 

reserva, a curva padrão foi determinada utilizando-se o BSA. 947 

 948 

 949 

 950 
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5.6.4. Atividade da superóxido dismutase (SOD, EC:1.15.1.1) 951 

 952 

A atividade da SOD foi determinada de acordo com Giannopolitis e Ries (1977). 953 

Utilizou-se uma câmara de reação sob iluminação de lâmpada fluorescente de 15 W a 25 ºC. 954 

Foi adicionado 50 μL da amostra em 2 mL da solução tampão fosfato de potássio pH 7,8 (50 955 

mmol L-1) + 200 µL de nitroblue tetrazolium (NBT) (75 mmol L-1), 200 µL de EDTA (0,1 956 

mmol L-1), 250 µL de metionina (13 mmol L-1) e 250 µL de riboflavina (2 μmol L-1). As 957 

amostras foram homogeneizadas em vortex, acondicionadas na caixa, tampada e livre de 958 

qualquer luz exterior, e mantidas sob a iluminação da caixa por 20 minutos. Em seguida, as 959 

amostras foram homogeneizadas e submetidas a leitura de absorbância a λ = 560 nm em 960 

espectrofotômetro, os resultados foram expressos em U SOD mg-1 proteína. 961 

 962 

5.6.5. Atividade da catalase (CAT, EC:1.11.1.6) 963 

 964 

A atividade da CAT foi determinada pelo monitoramento da degradação de H2O2 965 

conforme método descrito por Reis et al. (2015). Em 1 mL de tampão fosfato de potássio pH 966 

7,5 (100 mM) foram adicionados 25 μL H2O2 (30%) e 10 μL do extrato vegetal. O material 967 

foi imediatamente homogeneizado em vortex e a determinação da decomposição do H2O2 foi 968 

realizada durante 1 minuto com intervalos de 10 segundos a 25 ºC em espectrofotômetro a λ = 969 

240 nm. Os resultados foram expressos em µmol H2O2 min-1 mg-1 proteína. 970 

 971 

5.6.6. Atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC:1.11.1.11) 972 

 973 

A atividade da APX foi determinada segundo Moldes et al. (2008). Em 10 μL do 974 

extrato vegetal foram adicionados 690 μL de tampão fosfato de potássio 80 mM, pH 7,0 + 975 

100 μL de ascorbato 5 mM + 100 μL de EDTA 1 mM com posterior incubação em banho-976 

maria a 30ºC por 5 minutos no escuro, em seguida, adicionou-se 100 μL de H2O2 1 mM com 977 

imediata leitura de absorbância a λ = 290 nm durante 1 minuto. Os resultados foram expressos 978 

em μmol H2O2 min-1 mg-1 proteína. 979 

 980 

5.7.  Análise estatística 981 

 982 

Por meio do Software R (R Development Core Team 2015, v. 3.6), os dados foram 983 

submetidos aos testes de normalidade proposto por Shapiro e Wilk (1965) e 984 
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homocedasticidade de Levene, ambos a 5% de significância (p > 0,05). Posteriormente, os 985 

dados foram submetidos à análise de variância pelo teste F (p < 0,05), e quando significativos, 986 

as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significância (p < 0,05). A análise 987 

de correlação de Pearson (p < 0,05) também foi realizada para identificar variáveis 988 

dependentes que são diretamente correlacionadas com os tratamentos. O pacote “corrplot” foi 989 

utilizado para criar o Heatmap, com funções “cor” e “cor.mtest” para criar os coeficientes e 990 

matrizes de p-valores. Para facilitar a visualização de correlações significativas, foram 991 

inseridos asteriscos nas células do Heatmap. 992 

  993 
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6 RESULTADOS 994 

 995 

Os acúmulos de massa seca de parte aérea e raízes da maioria dos genótipos de café 996 

não diferiram entre os tratamentos (Figura 1a, b).  Apenas o cultivar Catucaí apresentou 997 

redução de 27,6% no acúmulo de massa seca de raízes quando exposto a 1 mmol L-1 de Se. 998 

Os cultivares IPR99 e Catucaí destacaram-se dos demais por apresentarem os maiores 999 

acúmulos de massa seca de raízes e parte aérea, enquanto que no genótipo Obatã verificou-se 1000 

menor massa seca de parte aérea e raiz, tanto na ausência (1,23 e 0,37 g plant-1) quanto na 1001 

presença de Se (0,91 e 0,25 g plant-1). 1002 

 1003 

Figura 1 - Efeitos do Se na massa seca da parte aérea (A) e na massa seca da raiz (B) dos 1004 
genótipos de mudas de café. O erro padrão da média (n = 4) é indicado por barras de erro. 1005 
Letras diferentes indicam diferença entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P≤0,05). 1006 
Letras maiúsculas correspondem à concentração de Se na solução nutritiva dentro de cada 1007 
genótipo e letras minúsculas correspondem aos genótipos do café dentro de cada concentração 1008 
de Se. 1009 
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 1010 
Fonte: Próprio autor. 1011 
 1012 

Evidenciou-se que as mudas de café expostas ao Se apresentaram raízes mais escuras, 1013 

sendo este um provável indicativo de oxidação (Figura 2). Além disso, os genótipos Obatã e 1014 

Catucaí também apresentaram drástica redução nas estruturas de parte aérea, dada pelo menor 1015 

comprimento da haste principal e internódios curtos, quando comparados ao tratamento 1016 

controle. Ao contrário do que se esperava, a exposição ao Se não causou a clorose ou 1017 

amarelecimento nas folhas dos genótipos de café nesta concentração testada. 1018 
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Figura 2 - Caracterização fenotípica visual das mudas de genótipos de café em resposta à 1019 
concentração de Se, onde (a) Obatã, (b) IPR-99, (c) IAC 125, (d) IPR-100, and (e) Catucaí 1020 
25L. 1021 

 1022 

 1023 
Fonte: Próprio autor. 1024 
 1025 

Quanto aos pigmentos fotossintetizantes, os genótipos de café Obatã, IPR99 e IAC125 1026 

apresentaram redução nos teores de clorofila total quando expostos à 1 mmol L-1 de Se, sendo 1027 

15,6, 37,1 e 38,0%, respectivamente, menores em comparação ao tratamento controle (Figura 1028 

3a). Em contrapartida, os genótipos IPR100 e Catucaí tiveram aumento dos teores de clorofila 1029 

total em 12,3 e 35,2%, respectivamente, quando expostos ao Se. As concentrações de feofitina 1030 

total e carotenoides acompanham tais resultados de clorofila, indicando que a exposição ao Se 1031 

foi prejudicial aos genótipos Obatã, IPR99 e IAC125 (Figura 3b, c). A redução de 1032 

carotenoides nesses genótipos foi na ordem de 10,8, 38,0 e 37,1%, respectivamente, em 1033 

relação ao tratamento controle. 1034 
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Figura 3 - Efeitos do Se nos pigmentos fotossintéticos, (A) clorofila total, (B) feofitina total e 1035 
(C) carotenoides nas folhas dos genótipos de mudas de café. O erro padrão da média (n = 4) é 1036 
indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferença entre as médias de acordo 1037 
com o teste de Tukey (P≤0,05). Letras maiúsculas correspondem à concentração de Se na 1038 
solução nutritiva dentro de cada genótipo e letras minúsculas correspondem aos genótipos do 1039 
café dentro de cada concentração de Se. 1040 
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 1043 

Em relação as proteínas de reserva, observou-se aumento das concentrações de 1044 

albumina nos genótipos Obatã, IPR99, IPR100 e Catucaí, quando expostos ao Se (Figura 4a). 1045 

Este aumento foi até 13,2, 35,4, 108,2 e 50,3%, respectivamente, em relação as plantas do 1046 

tratamento controle. Apenas o genótipo IAC125, apresentou comportamento distinto, com 1047 

maior concentração de albumina quando submetido ao tratamento controle, sendo este 1048 

131,9% maior que o tratamento de 1 mmol L-1 de Se. Dentre os genótipos, o Obatã se 1049 

destacou com a maior concentração de albumina nas folhas (308,9 mg g-1 MF no tratamento 1050 

controle e 349,8 mg g-1 MF em exposição ao Se), independente do tratamento aplicado. 1051 

 1052 
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Figura 4. Efeitos do Se na concentração de proteínas de reserva, (A) albumina, (B) globulina, 1053 
(C) prolamina e (D) glutelina nas folhas dos genótipos de mudas de café. O erro padrão da 1054 
média (n = 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferença entre as 1055 
médias de acordo com o teste de Tukey (P≤0,05). Letras maiúsculas correspondem à 1056 
concentração de Se na solução nutritiva dentro de cada genótipo e letras minúsculas 1057 
correspondem aos genótipos do café dentro de cada concentração de Se. 1058 

 1059 
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 1062 

O genótipo Obatã também se caracterizou pelo aumento da concentração de globulina 1063 

(199,2 mg g-1 MF) quando exposto a 1 mmol L-1 de Se (Figura 4b). Este aumento 1064 

correspondeu a 462,7%, quando comparado ao tratamento controle. De modo similar, o 1065 

genótipo Catucaí apresentou aumento da fração globulina (45,3%) quando exposto ao Se. Os 1066 

demais genótipos IPR99, IAC125 e IPR100 apresentaram comportamento contrário aos 1067 
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demais, com reduções na concentração de globulina (64,5, 88,7 e 43,4%, respectivamente), 1068 

quando expostos ao tratamento com Se. 1069 

As maiores concentrações de prolamina e glutelina foram observadas no cultivar 1070 

IAC125 submetido a 1 mmol L-1 de Se (Figura 4c, d). Neste tratamento, observou-se aumento 1071 

de 339,4% na concentração de prolamina e, 56,6% na concentração de glutelina, quando 1072 

comparados aos tratamentos controle. O genótipo Obatã apresentou aumento da fração 1073 

prolamina (177,1%) quando submetido ao Se. Os demais genótipos IPR99, IPR100 e Catucaí 1074 

não diferiram quanto a concentração de prolamina frente aos tratamentos propostos. Todavia, 1075 

esses mesmos genótipos incrementaram a concentração de glutelina quando expostos ao Se 1076 

(19,9, 47,9 e 38,4%, respectivamente). 1077 

O efeito da concentração de Se adicionada a solução nutritiva se deu principalmente 1078 

pelo aumento da concentração de MDA em dois dos cinco genótipos avaliados (Figura 5a). 1079 

Os genótipos IPR99 e IPR100 apresentaram aumento na concentração de MDA de até 46,8 e 1080 

73,6%, respectivamente, em relação ao tratamento controle. Apesar desses resultados, houve 1081 

uma tendência de aumento na concentração de H2O2 nos genótipos IPR99, IAC125 e IPR100, 1082 

cultivados no tratamento controle (Figura 5b). Esse efeito se deu em até 10,5% no genótipo 1083 

IPR99, 41,5% no IAC 125 e 33,5% no IPR100. Com isso, a atividade das enzimas do sistema 1084 

antioxidativo – SOD e CAT – foi maior nas plantas cultivadas no tratamento controle (Figura 1085 

5c, d). Apenas para os genótipos Obatã e Catucaí, a atividade de SOD não diferiu entre 1086 

tratamentos. Nos demais genótipos IPR99, IAC125 e IPR100, houve maior atividade de SOD 1087 

com 50,3, 45,9 e 49,3% de diferença, quando cultivados no tratamento controle. 1088 

Semelhantemente, a maior atividade de CAT nas plantas cultivadas no tratamento controle foi 1089 

de até 147,6% para o genótipo Obatã, 136,0% para IPR99, 174,7% para IAC125, 61,3% para 1090 

IPR100 e 136,8% para Catucaí. A atividade de APX não foi alterada frente aos tratamentos 1091 

controle e 1 mmol L-1 de Se. 1092 

 1093 
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Figura 5. Efeitos do Se no metabolismo antioxidante, (A) concentração de malondialdeído, 1094 

(B) concentração de peróxido de hidrogênio, (C) atividade de superóxido dismutase, (D) 1095 

atividade de catalase, (E) atividade de ascorbato peroxidase e (F) concentração de proteína 1096 

solúvel em folhas de genótipos de mudas de café. O erro padrão da média (n = 4) é indicado 1097 

por barras de erro. Letras diferentes indicam diferença entre as médias de acordo com o teste 1098 

de Tukey (P≤0,05). Letras maiúsculas correspondem à concentração de Se na solução 1099 

nutritiva dentro de cada genótipo e letras minúsculas correspondem aos genótipos do café 1100 

dentro de cada concentração de Se. 1101 
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Em relação as concentrações e acúmulos de Se nas raízes e parte aérea das plantas, foi 1105 

observado um padrão similar entre os genótipos (Figura 6a, b). Considerando-se uma média 1106 

de todos os genótipos, a dose de 1 mmol L-1 de Se aumentou em mais de 400 vezes a 1107 

concentração de Se nas raízes e 100 vezes a concentração de Se na parte aérea. O genótipo 1108 

Obatã apresentou a maior concentração de Se em estruturas de raízes e parte aérea, 849,92 e 1109 

383,27 mg kg-1, respectivamente, quando submetidos ao tratamento com Se. O genótipo 1110 

IPR100 não diferiu de Obatã em concentração de Se nas raízes. Os demais genótipos IPR99 e 1111 

IAC125, submetidos ao tratamento com Se, apresentaram a mesma capacidade de absorção 1112 

desse elemento benéfico, com concentrações nas raízes entre 782,1 e 759,4 mg kg-1 de Se. 1113 

Em relação ao acúmulo de Se na planta, os genótipos IPR99, IAC125 e IPR100 1114 

destacam-se dos demais com médias de 599,7, 545,9 e 524,5 µg planta-1 em estruturas de 1115 

raízes e, o genótipo Catucaí se destaca dos demais com média de 657,1 µg planta-1 em 1116 

estruturas de parte aérea (Figura 6c, d). Seguidos pelo genótipo Catucaí, os demais genótipos 1117 

IPR99, IAC125 e IPR100 apresentaram padrão similar de acúmulo de Se em estruturas de 1118 

parte aérea, com médias alternando entre 519,9 e 550,4 µg planta-1 de Se. 1119 

Os resultados de translocação de Se das raízes para parte aérea das plantas indicaram 1120 

que o genótipo Obatã não apresenta mecanismos de compartimentação do elemento (Figura 1121 

6e). Quando este foi submetido a 1 mmol L-1 de Se em solução nutritiva, houve aumento da 1122 

translocação de Se em 36,6%, em relação ao tratamento controle. Os demais genótipos, 1123 

mesmo apresentando elevado acúmulo e concentração de Se nas raízes e parte aérea das 1124 

plantas, indicaram apresentar restrição à translocação do elemento. Os genótipos Catucaí e 1125 

IAC125 apresentaram redução de 59,3 e 37,6%, respectivamente, na translocação de Se 1126 

quando expostos ao tratamento de 1 mmol L-1 de Se, seguidos pelos genótipos IPR100 e IPR 1127 

99, que apresentaram redução de 56,0 e 55,0%, respectivamente. 1128 

 1129 

Figura 6 - Efeitos de Se na (A) concentração de Se da raiz, (B) concentração de Se na parte 1130 
aérea, (C) acúmulo de Se na raiz, (D) acúmulo na parte aérea e (E) translocação de Se da raiz 1131 
para parte aérea em genótipos de mudas de café. O erro padrão da média (n = 4) é indicado 1132 
por barras de erro. Letras diferentes indicam diferença entre as médias de acordo com o teste 1133 
de Tukey (P≤0,05). Letras maiúsculas correspondem à concentração de Se na solução 1134 
nutritiva dentro de cada genótipo e letras minúsculas correspondem aos genótipos do café 1135 
dentro de cada concentração de Se. 1136 

 1137 
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 1140 

O fornecimento de Se propiciou maior acúmulo de Ca e Mg nas raízes dos genótipos 1141 

IPR99, IAC125 e IPR100 em relação ao tratamento controle, no entanto, o genótipo Obatã foi 1142 
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negativamente afetado demonstrando redução significativa destes macronutrientes na planta 1143 

(Figura 7). 1144 

Figura 7 - Efeitos de Se na (A) concentração de Ca na parte aérea, (B) concentração de Ca na 1145 
raiz, (C) Concentração de Mg na parte aérea, (D) Concentração de Mg na raiz, (E) 1146 
Concentração de K na parte aérea, e (F) Concentração de K na raiz em genótipos de mudas de 1147 
café. O erro padrão da média (n = 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam 1148 
diferença entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P≤0,05). Letras maiúsculas 1149 
correspondem à concentração de Se na solução nutritiva dentro de cada genótipo e letras 1150 
minúsculas correspondem aos genótipos do café dentro de cada concentração de Se. 1151 

 1152 
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O aumento da absorção de Se pela planta provocou efeito antagônico na absorção de 1156 

S. A presença de Se nas folhas teve correlação negativa com a concentração de S nas folhas e 1157 

nas raízes, e no acúmulo de S pela planta (Figura 8). 1158 

 1159 

Figura 8 - Efeitos de Se na (A) concentração de P na parte aérea, (B) concentração de P na 1160 
raiz, (C) Concentração de S na parte aérea, (D) Concentração de S na raiz em genótipos de 1161 
mudas de café. O erro padrão da média (n = 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes 1162 
indicam diferença entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P≤0,05). Letras 1163 
maiúsculas correspondem à concentração de Se na solução nutritiva dentro de cada genótipo e 1164 
letras minúsculas correspondem aos genótipos do café dentro de cada concentração de Se. 1165 

 1166 
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7 DISCUSSÃO 1171 

 1172 

As concentrações de Se nas raízes e parte aérea dos genótipos avaliados foram 1173 

aumentadas quando expostos a dose de 1 mmol L-1 de Se (Figura 6a, b). Tal condição gerou 1174 

acúmulos de Se nas respectivas estruturas (Figura 6c, d). Apesar do acúmulo observado, não 1175 

foram evidenciados sintomas de toxidez nas folhas (Figura 2). Talvez porque as 1176 

concentrações críticas de deficiência e toxicidade de Se variam amplamente entre espécies, 1177 

sendo geralmente demonstrada em concentrações superiores a 5 mg kg-1 no tecido vegetal, 1178 

entretanto, para o arroz, por ser uma planta não acumuladora, a concentração de 2 mg kg-1 de 1179 

Se na matéria seca evidenciou ser tóxica (KOLBERT et al., 2019). Todavia, algumas plantas 1180 

toleram concentrações de até 1000 mg kg-1 de Se na massa seca sem apresentarem sintomas 1181 

de toxidez (WHITE, 2018), como foi constatado nos genótipos de café nesse estudo. Também 1182 

deve-se levar em consideração o tempo de exposição dos genótipos ao elemento, que foi de 1183 

oito dias, não sendo suficiente para expressar visualmente os sintomas de toxidez nas plantas. 1184 

Acompanhando tais resultados, os acúmulos de Se não afetaram o desenvolvimento do café 1185 

no período observado, pois a produção de massa seca dos genótipos não diferiu do tratamento 1186 

controle. Coeficientes de correlação obtidos entre tais atributos biométricos, massa seca de 1187 

raízes e parte aérea × concentração e acúmulo de Se em parte aérea e raízes, não foram 1188 

significativos, confirmando tais observações (Figura 9). Constatou-se que um dos genótipos 1189 

avaliados (Obatã) aumentou a translocação de Se das raízes para parte aérea da planta, quando 1190 

exposto a 1 mmol L-1 de Se. A resposta desse genótipo foi um importante indicativo de que 1191 

nem todos os genótipos apresentaram estratégias de compartimentação desse elemento 1192 

químico em estruturas de raízes. 1193 

 1194 

Figura 9 - Heatmap com as correlações de Pearson entre os parâmetros nutricionais e 1195 
bioquímicos analisados na parte aérea (Sh) e raízes (Rt) dos genótipos de café expostos às 1196 
condições de estresse por Se. * indica relação significativa (P≤0,05). Abreviações: clorofila 1197 
total (Chl), carotenoides (Car), feofitina total (Phe), albumina (Alb), globulina (Glob), 1198 
prolamina (Prol), glutelina (Glut), sacarose (Suc), açúcar total (Sug), nitrato (NO3), amônia 1199 
(NH3), aminoácidos (AA), peróxido de hidrogênio (H2O2), malondialdeído (MDA), atividade 1200 
de superóxido dismutase (SOD), atividade de catalase (CAT), atividade de ascorbato 1201 
peroxidase (APX), proteína total (Prot), massa seca (Rt-DW, Sh-DW), concentração de Mn 1202 
(Sh-Mn, Rt-Mn), concentração de Ca (Sh-Ca, Rt-Ca), concentração de Mg (Sh-Mg, Rt-Mg), 1203 
concentração de K (Sh-K, Rt-K), concentração de P (Sh-P, Rt-P), concentração de S (Sh-S, 1204 
Rt-S), concentração de B (Sh-B, Rt-B), concentração Cu (Sh-Cu, Rt-Cu), concentração de Fe 1205 
(Sh-Fe, Rt-Fe), concentração de Mn (Sh-Mn, Rt-Mn), concentração de Zn (Sh-Zn, Rt-Zn), 1206 
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concentração de Se (Sh-Se, Rt-Se), acúmulo de Se na parte aérea (Sh-Se-ac), acúmulo de Se 1207 
na raiz (Rt-Se-ac), translocação de Se raiz/parte aérea (Tr-Se). 1208 

 1209 

 1210 
Fonte: Próprio autor. 1211 

 1212 

Mesmo não havendo nítida clorose entre tratamentos no período observado, a 1213 

concentração de 1 mmol L-1 de Se em solução nutritiva influenciou negativamente a 1214 

concentração de clorofila total, feofitina total e carotenoides, principalmente nos genótipos 1215 

Obatã, IPR99 e IAC125. Coeficientes de correlação negativos obtidos entre o acúmulo de Se 1216 
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nas folhas × teores de clorofila (r = -0,8) e carotenoides (r = -0,4) confirmam tais observações 1217 

(Figura 9). Os efeitos deletérios da alta concentração de Se nos pigmentos fotossintetizantes, 1218 

possivelmente culminaram na degradação das moléculas de clorofila pela oxidação das 1219 

moléculas e remoção de íons de Mg2+ (Rydzyński et al., 2019). Silva et al. (2018) relataram a 1220 

possibilidade de redução na concentração de pigmentos fotossintetizantes (clorofila total), a 1221 

uma taxa superior a 90%, causada pela aplicação de Se via foliar na dose de 1600 g ha-1, 1222 

sendo o Se um agente pro-oxidante.  1223 

A concentração de Mg, Ca e Zn foram incrementadas após a aplicação de Se em 1224 

diferentes espécies arbóreas (Drahonovsky et al., 2016), assim como pode ser observado nos 1225 

genótipos de café IPR99, IAC125 e IPR100 (Figura 7), promovendo maior produção de 1226 

aminoácidos e metabólitos na sinalização de estresse para conferir tolerância a NaCl em trigo 1227 

(Elkelish et al., 2019). A concentração de Se influenciou negativamente a translocação de P e 1228 

S para as folhas, assumindo valores de correlação negativos (r = -0,4 e r = -0,8) resultando em 1229 

acúmulo de P e S nas raízes (Figura 8, 9). Pressupondo-se que, a alta concentração S além de 1230 

reduzir a concentração de Se, pode reduzir o risco de fitotoxidez deste elemento (Cheng et al., 1231 

2016) por estar envolvido na transcrição de genes citoprotetores que codificam proteínas 1232 

antioxidantes e enzimas de desintoxicação (Motohashi & Akaike, 2019), onde foi observado 1233 

correlação positiva entre S e atividade da catalase nas folhas dos genótipos de café (Figura 9). 1234 

A formação de moléculas MDA em dois dos cinco genótipos avaliados, IPR99 e 1235 

IPR100, indicou a peroxidação lipídica de membranas celulares nas folhas após exposição ao 1236 

Se. Em contrapartida, a concentração de H2O2 foi reduzida nesses mesmos genótipos e no 1237 

genótipo IAC125 submetidos ao mesmo tratamento. Sabe-se que o Se em baixas 1238 

concentrações nos tecidos, desempenha papel modulador do estresse oxidativo pelo aumento 1239 

da atividade de enzimas do sistema antioxidativo (Cartes et al., 2005; Silva et al., 2018). 1240 

Estudos comprovam tal efeito em azevém (Cartes et al., 2005), alface (Hartikainen et al., 1241 

1997; Xue et al., 2001), trevo branco (Mora et al., 2008) e soja (Djanaguiraman et al., 2005), 1242 

onde o Se atuou como ativador de mecanismos que aliviaram o estresse oxidativo no aparato 1243 

fotossintético das plantas, melhorando seu desenvolvimento. Por outro lado, sob altas 1244 

concentrações de Se nos tecidos foliares, este elemento atua como um pró-oxidante (Silva et 1245 

al., 2018), reduzindo a produtividade das culturas pela fitotoxidez em degradação de lipídeos, 1246 

proteínas, carboidratos e ácidos nucleicos, prejudicando o metabolismo celular e levando a 1247 

morte das plantas (Ślusarczyk et al., 2015; Cheng et al., 2016). No presente estudo, a dose de 1248 

1 mmol L-1 de Se não foi suficiente para causar a desordem do sistema antioxidativo das 1249 

plantas de café. Observou-se redução da atividade de enzimas SOD e CAT na maioria dos 1250 



55 
 

genótipos submetidos ao tratamento com Se. Essa redução na atividade de enzimas 1251 

antioxidantes é claramente justificada pelo aumento da concentração de proteínas solúveis nos 1252 

genótipos IPR99, IAC125, IPR100 e Catucaí, possivelmente induzido pelo estresse de Se. 1253 

Nesses genótipos, as concentrações de proteínas solúveis foram maiores quando cultivados 1254 

em exposição ao Se, 44,8, 34,4, 53,6 e 31,8%, respectivamente, em relação ao tratamento 1255 

controle. Coeficientes de correlação negativos entre a concentração de proteínas solúveis × 1256 

MDA (r= -0,4), H2O2 (r = -0,4) e SOD (r = -0,8) confirmam tais observações. 1257 

Devido à similaridade química do Se com o S, o Se pode substituí-lo em compostos 1258 

contendo grupos sulfidrila, como aminoácidos sulfurados, glutationa e coenzima A. Ao 1259 

substituir o S em proteínas, o Se pode modificar sua estrutura e propriedades (White, 2016). 1260 

Enzimas da classe óxido-redutase podem ser as mais sensíveis ao Se, devido às propriedades 1261 

antioxidantes do elemento. Há uma forte influência do Se sobre as atividades das enzimas 1262 

óxido-redutase, como CAT, glutationa peroxidase e SOD. Nesse sentido, ficou evidente que a 1263 

exposição a dose de 1 mmol L-1 de Se também causou o aumento da produção de proteínas de 1264 

reserva, dada principalmente pelas frações albumina nos genótipos Obatã, IPR99, IPR100 e 1265 

Catucaí e, glutelina nos genótipos IPR99, IAC125, IPR100 e Catucaí (Figura 4). 1266 

A expressão gênica e a atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do carbono 1267 

também são altamente associadas às respostas das plantas ao estresse (NISHIZAWA et al., 1268 

2008). Para tanto, era esperado que haveria aumento nas concentrações de açúcares totais em 1269 

alguns genótipos após aplicação de 1 mmol L-1 de Se em solução nutritiva, como possível 1270 

estratégia para mitigar o estresse. Os genótipos Obatã e IAC125 aumentaram a produção de 1271 

açúcares solúveis totais, o que demonstra que estes genótipos foram mais sensíveis ao Se, 1272 

quando comparados aos demais (Figura 10). Os açúcares solúveis desempenham um papel 1273 

duplo contra formação de espécies reativas de oxigênio (EROs), podem estar envolvidos em 1274 

produzir rotas metabólicas, mas também podem afunilar o metabolismo produtor de NADPH, 1275 

como a via de fosfato de pentose oxidativo e assim contribuir para a eliminação de EROs 1276 

(COUÉE et al., 2006; BOLOURI-MOGHADDAM et al., 2010; KEUNEN et al., 2013). 1277 

 1278 

Figura 10 - Efeitos do Se na concentração de (A) Sacarose, (B) Açúcares Totais, (C) Nitrato, 1279 
(D) Amônia e (F) Aminoácidos nas folhas dos genótipos de mudas de café. O erro padrão da 1280 
média (n = 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferença entre as 1281 
médias de acordo com o teste de Tukey (P≤0,05). Letras maiúsculas correspondem à 1282 
concentração de Se na solução nutritiva dentro de cada genótipo e letras minúsculas 1283 
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correspondem aos genótipos do café dentro de cada concentração de Se.1284 
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Os resultados desse trabalho indicam que quatro dos cinco genótipos café possuem 1287 

mecanismos de regulação na absorção de Se em condições de alta concentração na solução 1288 

nutritiva. Tais mecanismos estão associados a compartimentação do Se em estruturas de 1289 

raízes, bem como no aumento da produção de proteínas solúveis que regularam a atividade de 1290 

enzimas do sistema antioxidante. Por sua vez, os genótipos mais responsivos ao Se (Obatã e 1291 

IAC125), aumentaram a concentração de açúcares solúveis nas folhas. O acúmulo de Se nos 1292 

tecidos de parte aérea e raízes também proporcionou modificação nas concentrações de B, Fe 1293 

e S. Observou-se coeficientes de correlação negativos entre acúmulo de Se nas raízes e parte 1294 

aérea × concentração de B nas raízes, Fe nas folhas e S nas folhas (Figura 8; 9; 11). 1295 

 1296 

Figura 11 - Efeitos do Se na concentração de (A) B na parte aérea, (B) B na raiz, (C) Cu na 1297 
parte aérea, (D) Cu na raiz, (E) Fe na parte aérea, e (F) Fe na raiz em genótipos de mudas de 1298 
café. O erro padrão da média (n = 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam 1299 
diferença entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P≤0,05). Letras maiúsculas 1300 
correspondem à concentração de Se na solução nutritiva dentro de cada genótipo e letras 1301 
minúsculas correspondem aos genótipos do café dentro de cada concentração de Se. 1302 

 1303 
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8 CONCLUSÕES 1307 

 1308 

Os genótipos de café arábica foram tolerantes à aplicação de 1 mmol L-1 de Se em 1309 

solução nutritiva, não exibindo sintomas visuais de fitotoxidez nas folhas. Pigmentos 1310 

fotossintéticos e enzimas antioxidantes como SOD, CAT e APX reduziram em resposta a 1311 

exposição a 1 mmol L-1 de Se. As concentração de açúcares totais e nitrato aumentaram em 1312 

plantas tratadas com Se. Exceto para o genótipo Obatã, houve redução do transporte a longa 1313 

distância de Se das raízes para a parte aérea, ficando evidente o acúmulo de Se nas raízes 1314 

como estratégia para maior tolerância a toxidez de Se na parte aérea, influenciando 1315 

negativamente a concentração de P, S e Fe nas folhas, exercendo efeito antagonista na 1316 

absorção destes nutrientes. 1317 

As respostas antioxidantes, o acúmulo de açúcares totais e a alocação do Se no sistema 1318 

radicular foram as principais respostas fisiológicas e bioquímicas de mudas de cafeeiro em 1319 

resposta a alta concentração de Se na solução nutritiva.  1320 

 1321 
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Capítulo III 1534 

 1535 

Aplicação foliar de Selênio e nano-Selênio estimula a biofortificação de grãos e respostas 1536 

fisiológicas do Coffea arabica L. 1537 

 1538 

RESUMO 1539 

 1540 

Há evidências conclusivas da deficiência de selênio (Se) nos solos e nos alimentos no Brasil. 1541 

O Brasil é o maior produtor e consumidor de café do mundo, representando grande potencial 1542 

para biofortificação da bebida. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar respostas fisiológicas e 1543 

bioquímicas de plantas de café em resposta a aplicação foliar de fontes e doses de Se para a 1544 

biofortificação dos grãos. Nesse estudo foram usadas 7 doses de Se (0, 10, 20, 40, 80, 100 e 1545 

160 mg L-1) aplicadas via foliar e 3 fontes de Se (nano-Se 1500, nano-Se 5000 e selenato de 1546 

sódio), com 4 repetições. A aplicação de Se via foliar até a dose de 40 mg L-1 aumentou a 1547 

concentração de pigmentos fotossintéticos como clorofilas, feofitinas e carotenoides nas 1548 

folhas. A aplicação foliar das fontes de Se na faixa de 20 a 80 mg L-1 diminuiu a peroxidação 1549 

lipídica e a concentração de peróxido de hidrogênio, aumentando a atividade da superóxido 1550 

dismutase, ascorbato peroxidase, catalase e glutationa redutase nas folhas do café. Esses 1551 

resultados indicam que a aplicação das doses e fontes de Se foram eficientes para ativar a 1552 

atividade enzimática do metabolismo antioxidativo para a mitigação de espécies reativas de 1553 

oxigênio. A aplicação da fonte nano-Se 5000 na concentração de 160 mg L-1 aumentou a 1554 

produtividade do café beneficiado em 1500 kg ha-1. Os resultados desse estudo comprovam o 1555 

efeito benéfico do Se no aumento de pigmentos fotossintetizantes, metabolismo antioxidativo, 1556 

aumento de produtividade do cafeeiro e qualidade nutricional dos grãos. A dose de Se 1557 

recomendada nesse estudo pode mitigar estresses abióticos como altas temperaturas e 1558 

incidência de radiação solar direta, promover aumento de produtividade no cafeeiro e maior 1559 

valor nutricional dos grãos.  1560 

 1561 

Palavras-chave: Café arábica. Selenato de sódio. Metabolismo antioxidante. Nano-selenium.  1562 
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9 INTRODUÇÃO 1563 

 1564 

As formas de selênio (Se) disponíveis são dependentes de diversos fatores e sua 1565 

distribuição nos solos não é de maneira uniforme, resultando em baixas concentrações em 1566 

solos ácidos de regiões tropicais. Os solos agricultáveis são naturalmente deficientes em Se 1567 

com teores variando de 0,01 a 2 mg kg-1 (WHITE, 2016). Além dos baixos teores naturais nos 1568 

solos utilizados na agricultura em países tropicais, o acúmulo de Se nas partes comestíveis 1569 

também é variável de acordo com a espécie. O Brasil, juntamente com países em 1570 

desenvolvimento possuem fortes evidências de deficiência de Se na população, no entanto, 1571 

ainda há poucas pesquisas em biofortificação de alimentos com Se (REIS et al., 2014; REIS 1572 

et al., 2019). 1573 

O cenário agrícola mundial do café está sempre em perspectiva de crescimento, tendo 1574 

em vista a crescente demanda pelo consumo da bebida e pelos seus benefícios à saúde 1575 

humana. A safra de café 2018/19 foi recorde com 174,6 milhões de sacas de 60 kg, sendo o 1576 

Brasil correspondente pela maior produção do grão (United States Department of Agriculture 1577 

- USDA, 2019). O cafeeiro, exerce grande influência no mercado internacional, por suas 1578 

qualidades organolépticas, nutricionais (BALZANO et al., 2020) e medicinais (PAHLKE et 1579 

al., 2019; PEREIRA et al., 2020), sendo a bebida mais consumida mundialmente, tornando-se 1580 

uma excelente estratégia para a biofortificação. 1581 

Alimentos biofortificados constituem-se de importantes estratégias para o combate à 1582 

desnutrição no mundo, que afeta mais de 840 milhões de pessoas atualmente (Food and 1583 

Agriculture Organization – FAO, 2019). O consumo mundial de café é de 166,4 milhões de 1584 

sacas anualmente, sendo o EUA, Brasil e União Europeia os maiores consumidores da bebida 1585 

(USDA, 2019). O consumo per capita de café torrado no Brasil para o ano de 2017 foi de 5,10 1586 

kg ha-1 ano-1 com perspectivas de aumento, segundo a evolução histórica feita pela 1587 

Associação Brasileira da Indústria de Café – Abic (ABIC, 2017). Sendo assim uma alternativa 1588 

promissora para aumentar a ingestão diária de Se, que é um elemento essencial para a saúde 1589 

humana e animal, participando de diversas reações antioxidantes no combate aos radicais 1590 

livres (KIELISZEK, 2019).  1591 

O Se quando aplicado em concentrações até 50 g ha-1 via foliar em feijão-caupi na 1592 

forma selenito de sódio exerce função antioxidante pelo aumento da atividade específica das 1593 

enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e 1594 

glutationa redutase (GR), reduzindo a concentração de peróxido de hidrogênio e 1595 

malondialdeído (SILVA et al., 2018). No tecido vegetal de mudas de trigo, as plantas tratadas 1596 
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com 5 µM de Se obtiveram incrementos positivos na síntese de carotenoides (8,01%), 1597 

pigmentos totais (13,23%), melhorando a taxa fotossintética (22,77%) e a condutância 1598 

estomática (18,54%) em relação ao controle (ELKELISH, 2019). A produtividade de diversas 1599 

culturas como arroz (Reis et al., 2018), canola (MOHTASHAMI et al., 2020), trigo (Lara et 1600 

al., 2019) e batata (ZHANG et al., 2019) foram incrementadas pela aplicação de Se, tanto via 1601 

solo como foliar, mostrando que além dos efeitos fisiológicos e nutricionais, há incrementos 1602 

de produtividade em condições de campo. 1603 

Entretanto, as formas de Se podem apresentar toxidez de acordo com sua composição 1604 

química. A nanotecnologia, por sua vez, as transforma em partículas extremamente pequenas 1605 

chamadas Se-NPs, melhorando sua biodisponibilidade, eficiência catalítica e diminuindo a 1606 

toxidez comparada a essas fontes (ALI et al., 2020; YE et al., 2020). As nanopartículas 1607 

induzem diversas alterações metabólicas, sendo citados por Hussein et al. (2019) diversos 1608 

estudos com uso de nano-Se que proporcionaram efeitos benéficos no crescimento ou 1609 

desenvolvimento de plantas. As nanopartículas de Se possuem coloração vermelha e são 1610 

altamente estáveis, sendo comumente utilizadas para nutrição, em terapias médicas ou estudos 1611 

clínicos (DJANAGUIRAMAN et al., 2018; ABDEL-HAKEEN et al., 2020), além disso, o 1612 

nano-Se pode aumentar o rendimento e a qualidade de produtos agrícolas associando às 1613 

propriedades de biossegurança nas plantas e na saúde humana (HUSSEIN et al., 2019). 1614 

  Os efeitos da aplicação foliar de Se em cafeeiro são escassos na literatura. Não há 1615 

relatos sobre o efeito do Se nos parâmetros fisiológicos de plantas de café, tais como: i) 1616 

regulação das atividades específicas de enzimas antioxidantes, ii) redução da concentração de 1617 

espécies reativas de oxigênio, iii) qualidade nutricional dos grãos, e iv) produtividade do 1618 

cafeeiro. É necessário avaliar estratégias de melhoria da qualidade nutricional do grão para 1619 

aumentar a ingestão diária de Se, com isso a biofortificação de café com Se pode ser uma 1620 

estratégia muito promissora devido à alta demanda e consumo da bebida. Deste modo, 1621 

objetiva-se avaliar a capacidade de biofortificação do café (Coffea arabica L.) com aplicação 1622 

foliar de fontes e doses de Se caracterizando as respostas fisiológicas, bioquímicas e 1623 

nutricionais da planta. 1624 

 1625 
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10 MATERIAL E MÉTODOS 1626 

 1627 

10.1. Localização e caracterização da área experimental 1628 

 1629 

 O experimento foi conduzido no ano de 2018, na propriedade particular de Francisco 1630 

Simões na fazenda Santo Antônio, cidade de Herculândia-SP. O solo da região é classificado 1631 

como arenoso (EMBRAPA, 2006) com baixos teores totais de Se (< 45 µg kg-1). O 1632 

delineamento experimental utilizado foi em blocos completos ao acaso em esquema fatorial 7 1633 

x 3, com quatro repetições para cada tratamento, onde foram estudadas as combinações de 1634 

sete doses de Se (0, 10, 20, 40, 80, 120 e 160 mg L-1) e três fontes de selênio (selenato de 1635 

sódio, microbial nano-selenium 1500 mg L-1 e nano-selenium 5000 mg L-1) aplicados via 1636 

foliar em plantas de Coffea arabica cultivar Itucaí vermelho, resultando em 21 tratamentos 1637 

com 4 repetições, totalizando 84 parcelas experimentais.  1638 

A área de café foi implantada em 2013 sendo o experimento, portanto instalado em 1639 

cafezal de produção com 5 anos de idade. A aplicação de Se foi realizada durante a antese do 1640 

cafeeiro, no período vespertino com condições climáticas favoráveis (velocidade do vento 1641 

entre 4 e 15 km h-1, umidade relativa superior a 50% e temperatura de 30 ºC). Como não 1642 

existe na literatura a descrição de doses de Se para café as doses escolhidas foram baseadas 1643 

em testes preliminares já realizados (dados não publicados). Cada parcela foi constituída por 1644 

uma fileira de plantas, com 5 plantas por fileira em 4 repetições, sendo consideradas úteis as 3 1645 

plantas em cada uma das fileiras. O espaçamento entre linhas de 3,8 m e entre plantas de 0,8 1646 

m perfazendo uma área de 15,2 m2 por parcela. As plantas apresentavam altura média de 2 1647 

metros, sendo irrigadas por gotejamento durante todo seu ciclo de cultivo exceto no período 1648 

anterior à colheita para uniformizar a maturação de grãos, foram adotadas práticas 1649 

conservacionistas ceifando o  mato nas entrelinhas e práticas agronômicas para controle de 1650 

pragas e doenças de acordo com recomendações do Instituto Agronômico de Campinas – 1651 

IAC. 1652 

 1653 

10.2. Coleta de material para respostas fisiológicas e avaliação do estado nutricional 1654 

 1655 

 As folhas diagnósticas (3º ou 4º pares de folhas do ápice do ramo plagiotrópico) foram 1656 

coletadas 3 semanas após a aplicação dos tratamentos. Parte dessas folhas foram congeladas 1657 

em nitrogênio líquido e armazenado em freezer -80ºC, para posterior análises bioquímicas, 1658 

pigmentos fotossintetizantes e avalição das enzimas do estresse oxidativo. O restante do 1659 
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material vegetal (folhas e grãos) foram acondicionados em embalagem de papel, identificado 1660 

e submetido à secagem em estufa com circulação forçada (45 ± 5 °C) durante 72 horas até 1661 

obterem peso constante, sendo em seguidas moídas em moinho tipo Willey para análise de Se 1662 

e nutrientes (MALAVOLTA et al., 1997). 1663 

 1664 

10.3. Pigmentos fotossintetizantes 1665 

 1666 

A concentração de clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotenoides e feofitina total 1667 

foram quantificados pelo método espectrofotométrico proposto por Lichtenthaler (1987), 1668 

utilizando 1,0 g de material vegetal fresco armazenado em 10 mL de acetona a 80%, com 1669 

alíquota de 100 µL de extrato diluído em 1000 µL de acetona 80%. Os resultados foram 1670 

expressos em µg g-1 MF. 1671 

 1672 

10.4. Análise do estresse oxidativo e enzimas antioxidantes 1673 

 1674 

As folhas coletadas foram armazenadas em nitrogênio líquido, posteriormente 1675 

acondicionadas em freezer -80 ºC até serem processadas para análises de conteúdo de 1676 

peróxido de hidrogênio (H2O2), malondialdeído (MDA), atividade de superóxido dismutase 1677 

(SOD), atividade de catalase (CAT), atividade de ascorbato peroxidase (APX) e atividade de 1678 

glutationa redutase (GR). 1679 

Para a determinação de proteínas totais, superóxido dismutase (SOD, EC:1.15.1.1), 1680 

catalase (CAT, EC:1.11.1.6), ascorbato peroxidase (APX, EC:1.11.1.11) e glutationa redutase 1681 

(GR, EC: 1.8.1.7) foram pesados aproximadamente 1,0 g do material vegetal congelado, que 1682 

foi macerado em almofariz de porcelana com nitrogênio líquido. No material macerado foram 1683 

adicionados 4 mL de solução tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5) contendo 7% de 1684 

sacarose, 14 mM β-mercaptoetanol, 250 mM ácido ascórbico, 20 mM ditiotreitol, 20 mM 1685 

metabissulfito de sódio, 20 mM tetraborato de sódio e 10 mM KCl. Os extratos 1686 

homogeneizados foram centrifugados a 10.000 × g por 30 minutos à 4 ºC, o sobrenadante 1687 

(sempre no gelo) foi coletado e passado por coluna Sephadex PD10, usando tampão fosfato de 1688 

potássio 100 mM contendo EDTA 1 mM e DTT 3 mM. O flow through recolhido foi 1689 

transferido para eppendorfs e armazenado em freezer -80 ºC. 1690 

 1691 

10.4.1. Peróxido de hidrogênio 1692 

 1693 
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A concentração de H2O2 foi determinada segundo Alexieva et al. (2001). Para isso 1694 

foram pesados aproximadamente 0,4 g do material vegetal congelado, que foi macerado em 1695 

almofariz de porcelana com nitrogênio líquido. No material macerado foi adicionado 4 mL de 1696 

ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) em tubo falcon de 15 mL, o material foi 1697 

homogeneizado em vortex e centrifugado a 10.000 × g por 15 minutos a 4 ºC. Em seguida foi 1698 

feita extração de 200 μL de sobrenadante, no qual foram adicionados 200 μL de tampão 1699 

fosfato de potássio, pH 7,5 (100 mM) e 800 μL de 1 M solução de iodeto de potássio. As 1700 

amostras foram mantidas em gelo durante uma hora e posteriormente mantidas em 1701 

temperatura ambiente por 20 minutos para estabilização da reação, foram realizadas leituras 1702 

de absorbância a λ = 390 nm em espectrofotômetro. A concentração de peróxido de 1703 

hidrogênio no tecido foliar foi calculada com base na curva padrão de H2O2 e os resultados 1704 

expressos em μmol g-1 MF. 1705 

 1706 

10.4.2. Peroxidação lipídica – Malondialdeído 1707 

 1708 

A peroxidação lipídica, ou MDA, foi mensurada segundo metodologia de Heath e 1709 

Packer (1968). Foi macerado em almofariz de porcelana com nitrogênio líquido 0,4 g do 1710 

material vegetal. No material macerado foram adicionados 4 mL de TCA 0,1% (p/v) + 1711 

polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20% em tubo falcon de 15 mL. O material foi 1712 

homogeneizado em vortex e centrifugado a 10000 × g por 10 minutos a 4 ºC. A reação foi 1713 

realizada pela adição de 250 μL do sobrenadante em 1 mL de solução de ácido tricloroacético 1714 

20% + 0,5% de ácido tiobarbitúrico. As amostras foram mantidas em banho-seco a 95 ºC 1715 

durante 30 minutos, posteriormente, resfriadas em gelo por 10 minutos e homogeneizadas em 1716 

vortex. Foram realizadas leituras das amostras em λ = 535 e 600 nm. Os resultados foram 1717 

expressos em nmol MDA g-1 MF. 1718 

 1719 

10.4.3. Atividade da superóxido dismutase (SOD, EC:1.15.1.1) 1720 

 1721 

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi determinada seguindo a metodologia 1722 

descrita por Giannopolitis e Ries (1977) em espectrofotômetro. Adicionou-se 50 μL de extrato 1723 

da amostra já descongelada em tubo de ensaio de vidro contendo 2 mL de tampão fosfato de 1724 

sódio 50 mmol L-1 pH 7,8, em seguida acrescentou-se 200 µL de NBT 75 µmol L-1 (nitroblue 1725 

tretazolium), 200 µL de EDTA 0,1 mmol L-1, 250 µL de metionina 13 mmol L-1 e 250 µL de 1726 

riboflavina 2 µmol L-1. O preparo dos controles seguiu-se a mesma metodologia substituindo 1727 



71 
 

o extrato vegetal por tampão fosfato de sódio. Os tubos foram acondicionados no interior da 1728 

câmara de reação, sob iluminação artificial por lâmpada fluorescente de 15W à 25 ºC e 1729 

mantidos durante 20 minutos para formação do composto blue formazana. A leitura foi 1730 

realizada em espectrofotômetro UV-Vis, no comprimento de onda de 560 nm em absorbância. 1731 

A atividade da SOD foi expressa em U SOD/mg de proteína. 1732 

 1733 

10.4.4. Atividade da catalase (CAT, EC:1.11.1.6) 1734 

 1735 

A atividade da CAT foi determinada pelo monitoramento da degradação de H2O2 1736 

conforme método descrito por Reis et al. (2015). A reação ocorre à 25 ºC utilizando cubeta de 1737 

quartzo. Acrescentou-se 5 µL do extrato vegetal na cubeta e 3 mL do tampão A (10 mL de 1738 

tampão fosfato de potássio 100 mM pH 7,5 + 25 µL de H2O2 30%), para o branco substituiu-1739 

se a alíquota do extrato por tampão fosfato de potássio, acrescentando 3 mL do tampão A. Em 1740 

seguida, a atividade foi monitorada durante 1 minuto com intervalos de 10 segundos em 1741 

espectrofotômetro UV-Vis no comprimento de onda de 240 nm em absorbância para 1742 

degradação do H2O2, em temperatura ambiente. O resultado foi expresso em µmol min-1 mg-1 1743 

de proteína. 1744 

 1745 

10.4.5. Atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC:1.11.1.11) 1746 

 1747 

A atividade da APX foi determinada segundo Moldes et al. (2008), em 1748 

espectrofotômetro UV-Vis no comprimento de onda de 290 nm, à 30 ºC em cubetas de 1749 

quartzo. Esta reação foi monitorada durante 1 minuto com leituras a cada 10 segundos, sendo 1750 

expressa a atividade em nmol minuto-1 mg-1 de proteína. A reação iniciou com a adição de 10 1751 

µL de extrato da amostra em cubeta de quartzo contendo 690 µL de tampão fosfato de 1752 

potássio 80mM pH 7,0 + 100 µL de ascorbato 5 mM + 100 µL de EDTA 1 mM mantidos em 1753 

30 ºC no escuro durante 5 minutos, em seguida adicionou-se 100 µL de H2O2 1 mM com 1754 

imediata leitura. A leitura foi realizada durante 1 minuto no comprimento de onda de 290 nm 1755 

em absorbância e os resultados foram expressos em μmol H2O2 min-1 mg-1 proteína. 1756 

 1757 

10.4.6. Atividade da glutationa redutase (GR, EC: 1.8.1.7) 1758 

 1759 

A atividade de GR foi determinada em espectrofotômetro seguindo metodologia 1760 

descrita por Gomes-Júnior et al. (2006), com algumas adaptações. Em microcubeta foram 1761 
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adicionados 1 mL de tampão fosfato de potássio pH 7,5 100 mM (tampão A) e 500 µL de 1762 

solução DTNB 1 mM diluído em tampão A mantidos à 30 ºC durante 15 minutos no escuro. 1763 

A reação se iniciou com a adição de 100 µL de solução NADPH 0,1 mM, 100 µL de solução 1764 

GSSG 1 mM e 2,5 µL do extrato vegetal. A atividade da GR foi estimada pela redução de 1765 

glutationa oxidada acompanhada por monitoramento durante 1 minuto no comprimento de 1766 

onda de 412 nm em absorbância. Os valores foram expressos em nmol minuto-1 mg-1 de 1767 

proteína. 1768 

 1769 

10.5. Produtividade 1770 
 1771 

Os grãos foram colhidos no estágio cereja e passa, sendo acondicionados em sacos de 1772 

juta e posteriormente secos a sombra em casa de vegetação no município de Garça – SP, de 1773 

modo que a qualidade nutricional da bebida fosse preservada. Ao final da secagem de 1774 

aproximadamente 7 semanas, os grãos de café com casca foram pesados para obtenção do 1775 

peso em coco, cálculo do percentual de renda e de umidade, os grãos beneficiados (sem 1776 

pergaminho) foram pesados para o cálculo de rendimento por hectare (produtividade). Após 1777 

secagem, os grãos foram moídos em moinho tipo Willey para análise de nutrientes e Se.  1778 

 1779 

10.6. Avaliação de nutrientes e Se 1780 

 1781 

No tecido vegetal (folha diagnose, e grãos) concentrações de fósforo (P), potássio (K), 1782 

cálcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), cobre (Cu), ferro (Fe), manganês (Mn), zinco (Zn) e 1783 

selênio (Se) foram determinados foi obtida através do extrato via digestão com ácido nítrico 1784 

P.A. (merch) e posterior análise em ICP-MS.  1785 

O material vegetal (folhas e grãos) foram secos em estufa à 45 ± 5 ºC durante 72 h até 1786 

atingirem peso constante, em seguida moídos em moinho de facas tipo Willey de aço inox e 1787 

0,20 g de peso seco foram colocadas em vasos de digestão de perfluoroalcoxis (PFA) 1788 

adicionando-se 6 mL de HNO3 PA 65% (merch). A digestão foi realizada em sistema de 1789 

micro-ondas compreendendo uma plataforma Multiwave GO com rotor de 12 vasos (Anton 1790 

Paar, Graz, Áustria). As configurações para a digestão foram: Temp = 195 °C, tempo = 45 1791 

min de rampa e 20 min de holding, dois vasos em branco contendo apenas ácido nítrico e duas 1792 

réplicas de material de referência certificado (CRM) para Se foram incluídas a cada três 1793 

corridas. O CRM utilizado foi BCR 402 (white clover) standard (Sigma-Aldrich) com 1794 

recuperação de Se de 99%. Após digestão, 9 mL de água milli-Q foram adicionados a cada 1795 
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tubo (volume final de 15 mL) e armazenados à temperatura ambiente. Antes da análise 1796 

elementar, os digeridos foram diluídos 1:5 usando água milli-Q. A análise dos elementos foi 1797 

realizada por espectroscopia de massa de plasma indutivamente acoplada (ICP-MS) (Agilent 1798 

7500ce, Agilent Technologies®, Tóquio, Japão), como descrito anteriormente por Silva et al. 1799 

(2018). 1800 

 1801 

10.7. Análise Estatística 1802 

 1803 

Os dados foram submetidos à análise de variância e posteriormente analisados 1804 

estatísticamente ao nível de significância 5% de probabilidade de erro. As pressuposições do 1805 

modelo foram avaliadas pelo teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade de variâncias pelo 1806 

teste de Hartley. As interações entre as fontes e as doses de Se quando significativas foram 1807 

analisadas pelo teste de Scott-Knott à 5% de significância.  1808 

Procedeu-se também a análise de correlação de Pearson (p < 0,05), a fim de constatar 1809 

as variáveis dependentes que se correlacionaram diretamente frente aos tratamentos 1810 

propostos. No Software R (R Development Core Team, v. 3.6), o pacote “corrplot” foi 1811 

acessado para criação do Heatmap, utilizando-se as funções “cor” e “cor.mtest” para criação 1812 

de matrizes de coeficientes e p-valor para cada fonte de Se analisada, respectivamente. Para 1813 

facilitar a visualização das correlações significativas foram inseridas diferentes cores dentro 1814 

células do Heatmap. 1815 

  1816 
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11 RESULTADOS 1817 

 1818 

As concentrações de clorofilas a, b e total seguiram tendência de aumento em resposta 1819 

a aplicação foliar de Se até 20 mg L-1 da fonte selenato de sódio e até 40 mg L-1 para as fontes 1820 

de nano-Se, sendo essas mesmas doses as que proporcionaram maiores concentrações de 1821 

pigmentos fotossintetizantes (Figura 1). A dose de 40 mg L-1 das fontes nano-Se 1500 mg L-1 1822 

e nano-Se 5000 mg L-1 proporcionou a maior concentração de clorofila a e b. Na fonte 1823 

selenato de sódio a dose de 20 mg L-1 foi a que proporcionou maior concentração de 1824 

clorofilas, carotenoides e feofitinas (Figura 1). De modo geral, a dose de 160 mg L-1 foi a que 1825 

apresentou menor conteúdo destes pigmentos em relação ao tratamento controle, sendo um 1826 

biomarcador fisiológico de toxidez para o cafeeiro. 1827 

Figura 1 - Concentração de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C), carotenoides 1828 
(D) e feofitina total (E) nas folhas de café em resposta a aplicação de doses e fontes de Se. 1829 
Letras minúsculas diferentes indicam significância entre as fontes para cada dose e letras 1830 
maiúsculas diferentes indicam significância entre doses para cada fonte de Se de acordo com 1831 
o teste de Scott-Knott P ≤ 0.05. As barras indicam o desvio padrão da média (n = 4).1832 
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 1833 
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 1834 
Fonte: Próprio autor. 1835 

 1836 

A maior concentração de clorofila total (Figura 1C) foi obtida com a fonte nano-Se 1837 

5000 na dose de 40 mg L-1 (586,73 µg mL-1), que proporcionou acréscimo de 79,7% em 1838 

relação à testemunha (326,52 µg mL-1) e diferença percentual de 60,6% para a dose de 160 1839 

mg L-1 (231,11 µg mL-1). Para ambas as fontes de nano-Se, 1500 e 5000 mg, a dose de 40 mg 1840 

L-1 proporcionou elevada concentração de clorofila total, 538,50 e 586,73 µg mL-1  1841 

respectivamente, sendo observada também na dose de 20 mg L-1 de Se para a fonte selenato 1842 

de sódio (537,17 µg mL-1) (Figura 1C). A concentração de carotenoides e feofitina total 1843 

seguiu a mesma progressão com o aumento da dose de Se até 20 mg L-1 na fonte selenato de 1844 

sódio e 40 mg L-1 para as fontes de nano-Se no cafeeiro (Figura 1D e Figura 1E). 1845 
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A maior concentração de malondialdeído (MDA) foi observada na testemunha e na 1846 

dose de 160 mg L-1 de Se, para todas as fontes analisadas (Figura 2A). Para a dose de 20 mg 1847 

L-1, a menor concentração de MDA foi observada para a fonte nano-Se 1500 a qual 1848 

correspondeu a concentração de 10,19 nmol g-1 MF. Este mesmo resultado pode ser 1849 

observado para a fonte nano-Se 5000, na qual as menores doses de Se foram as que 1850 

proporcionaram a menor concentração de MDA nos tecidos. Entretanto, para a fonte selenato 1851 

de sódio as doses que corresponderam a menor concentração de MDA foram de 40, 80 e 120 1852 

mg L-1, resultando em 16,26, 14,51 e 16,19 nmol g-1 MF, respectivamente. 1853 

 1854 

Figura 2 - Concentração de malondialdeído (A) e peróxido de hidrogênio (B) em folhas de 1855 
café em resposta a aplicação de doses e fontes de Se. Letras minúsculas diferentes indicam 1856 
significância entre as fontes para cada dose e letras maiúsculas diferentes indicam 1857 
significância entre doses para cada fonte de Se de acordo com o teste de Scott-Knott P ≤ 0.05. 1858 
As barras indicam o desvio padrão da média (n = 4). 1859 
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 1860 
Fonte: Próprio autor. 1861 

 1862 

As concentrações de peróxido de hidrogênio (H2O2) foram influenciadas assim como 1863 

pode ser observado anteriormente (Figura 2A), sendo que a testemunha e a dose 160 mg L-1 1864 

de Se proporcionaram as maiores concentrações de H2O2 nos tecidos foliares (Figura 2B). A 1865 

fonte nano-Se 1500 na dose de 80 mg L-1 de Se foi a que proporcionou menor concentração 1866 

de H2O2 em relação às demais fontes (130,75 μmol H2O2 g-1 MF), sendo estatísticamente 1867 

inferior em todas as doses testadas (Figura 2B). Para as fontes nano-Se 5000 e selenato de 1868 

sódio, as menores concentrações de H2O2 foram observadas na dose de 40 mg L-1 de Se 1869 

(159,36 e 175,96 μmol H2O2 g-1 MF), respectivamente (Figura 2B). 1870 

A maior atividade específica da catalase foi observada na dose de 20 e 120 mg L-1 de 1871 

Se para a fonte selenato de sódio (252,53 e 230,94 nmol mg-1 proteína), para as demais fontes, 1872 
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nano-Se 1500 e nano-Se 5000, este efeito foi observado apenas na dose de 120 mg L-1 de Se 1873 

(235,55 e 236,12 nmol mg-1 proteína). O tratamento controle e a aplicação da dose de 160 mg 1874 

L-1 de Se, em todas as fontes, apresentaram a menor atividade desta enzima no metabolismo 1875 

do cafeeiro (Figura 3A). Assim como observado anteriormente, a atividade da SOD foi maior 1876 

quando usou-se a fonte selenato de sódio na dose de 20 e 40 mg L-1, correspondendo a 61,65 e 1877 

63,1 U SOD mg-1 proteína respectivamente, diferindo das demais doses de Se, sendo que a 1878 

menor atividade foi expressa na testemunha e aplicação de 10 mg L-1 de Se (Figura 3B). 1879 

 1880 

Figura 3 - Atividade da catalase (A), superóxido dismutase (B), ascorbato peroxidase (C), 1881 
glutationa redutase (D) em folhas de café em resposta a aplicação de doses e fontes de Se. 1882 
Letras minúsculas diferentes indicam significância entre as fontes para cada dose e letras 1883 
maiúsculas diferentes indicam significância entre doses para cada fonte de Se de acordo com 1884 
o teste de Scott-Knott P ≤ 0.05. As barras indicam o desvio padrão da média (n = 4). 1885 
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 1886 
Fonte: Próprio autor. 1887 
 1888 

A enzima ascorbato peroxidase (APX) teve maior atividade específica em resposta a 1889 

aplicação da dose de 80 mg L-1 da fonte selenato de sódio (98,72 μmol min-1 mg-1 proteína) 1890 

sendo 297,2% maior ao tratamento controle (33,22 μmol min-1 mg-1 proteína (Figura 3C). 1891 

Para as fontes nano-Se 1500 e nano-Se 5000, a aplicação de 20 mg L-1 de Se proporcionou 1892 
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maior atividade da APX em relação à dose de 160 mg L-1 (Figura 3C). Para a glutationa 1893 

redutase (GR) a fonte nano-Se 5000 foi a que proporcionou maior atividade dessa enzima 1894 

após aplicação das doses de 40, 80 e 160 mg L-1 de Se, respectivamente, sendo 1895 

estatísticamente diferente das demais fontes de Se (Figura 3D). A dose recomendada para a 1896 

fonte nano-Se 1500, que conferiu maior atividade GR foi 20 mg L-1 de Se e para a fonte 1897 

selenato de sódio, a aplicação entre 20 e 40 mg L-1 de Se. 1898 

A dose de 20 mg L-1 da fonte selenato de sódio proporcionou elevada produtividade, 1899 

sendo 3439,3 kg ha-1 de café beneficiado , correspondendo a um aumento substancial de 1900 

1324,6 kg em relação à testemunha (2115,04 kg ha-1) e na maior dose de 160 mg L-1 de Se 1901 

ocasionou em queda no rendimento de grãos. Para as fontes nano-Se 1500 e 5000, a aplicação 1902 

de 160 mg L-1 de Se resultou nas maiores produtividades (3061,79 e 3663,50 kg ha-1) com 1903 

diferença de 946,75 e 1548,46 kg ha-1 em relação ao tratamento controle, respectivamente 1904 

(Figura 4). 1905 

 1906 

Figura 4 - Produtividade de café beneficiado em resposta a aplicação de doses e fontes de Se. 1907 
Letras minúsculas diferentes indicam significância entre as fontes para cada dose e letras 1908 
maiúsculas diferentes indicam significância entre doses para cada fonte de Se de acordo com 1909 
o teste de Scott-Knott P ≤ 0.05. As barras indicam o desvio padrão da média (n = 4). 1910 
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 1911 
Fonte: próprio autor. 1912 

A concentração de Se foliar aumentou significativamente com o crescimento das doses 1913 

aplicadas, sendo que a aplicação de 160 mg L-1 de Se apresentou maiores concentrações 1914 
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foliares deste elemento para todas as fontes, entretanto, a fonte nano-Se 5000 proporcionou 1915 

maiores concentrações foliares de Se (5,78 mg kg-1), seguida pelas fontes nano-Se 1500 e 1916 

selenato de sódio (4,80 e 4,54 mg kg-1), sendo estatísticamente inferiores. Para os grãos de 1917 

café, houve mesma tendência de acúmulo como observado anteriormente, a fonte nano-Se 1918 

5000 foi estatísticamente superior às demais, resultando na concentração de 1,86 mg kg-1 com 1919 

a aplicação de 160 mg L-1 de Se. As fontes nano-Se 1500 e selenato de sódio nesta mesma 1920 

dose de 160 mg L-1 proporcionaram concentrações de 1,32 e 0,92 mg kg-1 de Se nos grãos. 1921 

 1922 

Figura 5 - Concentração de Se em folhas e em grãos de café arábica em resposta a aplicação 1923 
de Se. Letras minúsculas diferentes indicam significância entre as fontes para cada dose e 1924 
letras maiúsculas diferentes indicam significância entre doses para cada fonte de Se de acordo 1925 
com o teste de Scott-Knott P ≤ 0.05. As barras indicam o desvio padrão da média (n = 4). 1926 
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Fonte: Próprio autor. 1928 

A concentração de sacarose nos grãos aumentou 13% em resposta a aplicação de 80 1929 

mg L-1 de Se para a fonte selenato de sódio, diferindo estatísticamente das demais fontes de 1930 

Se (Figura 5A). Já a dose de 40 mg L-1 de Se, apresentou a menor concentração de sacarose e 1931 

açúcares totais nos grãos de café (Figura 5B). A maior concentração de nitrato nos grãos de 1932 

café foi observada nos tratamentos que receberam doses de 80 e 160 mg L-1 de Se (1421,45 e 1933 

1366,58 µmol g-1 MS), para a fonte selenato de sódio (Figura 5C). Enquanto que, para a 1934 

amônia, a maior concentração foi observada na testemunha e na dose de 80 mg L-1 de Se. A 1935 

dose de 40 mg L-1 resultou em menor acúmulo de nitrato e amônia nos grãos, para todas as 1936 

fontes aplicadas, respectivamente (Figura 5D). 1937 

 1938 

Figura 6 - Concentração de sacarose (A), açúcares totais (B), nitrato (C) e amônia (D) nos 1939 
grãos de café arábica em resposta a aplicação de Se. Letras minúsculas diferentes indicam 1940 
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significância entre as fontes para cada dose e letras maiúsculas diferentes indicam 1941 
significância entre doses para cada fonte de Se de acordo com o teste de Scott-Knott P ≤ 0.05. 1942 
As barras indicam o desvio padrão da média (n = 4). 1943 
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Fonte: Próprio autor. 1945 

A aplicação de 40 e 120 mg L-1 de Se da fonte selenato de sódio proporcionou maiores 1946 

concentrações de K foliares, sendo estatísticamente diferente dos demais. Entretanto, notou-se 1947 

maiores acúmulos de K nessas mesmas doses para as fontes nano-Se 1500 e 5000 mesmo não 1948 

apresentando diferenças significativas entre as doses aplicadas. As fontes de nano-Se 1500 e 1949 

5000 aplicadas na dose de 160 mg L-1, apresentaram pequenos incrementos nas concentrações 1950 

de Ca, Mg e B foliares, e aumentando significativamente em 88 e 122% o acúmulo de Zn nas 1951 

folhas em relação ao tratamento controle, respectivamente.  1952 

Contudo, a dose de 120 mg L-1 de Se da fonte nano-Se 1500 resultou em menor 1953 
concentração de Fe e Mn foliar. Para a fonte nano-Se 5000 as doses entre 40 e 80 mg L-1 1954 
apresentaram menores concentrações de Mg, S, Cu, Mn e B nas folhas. A fonte selenato de 1955 
sódio propiciou aumentos significativos de: P na dose de 80 mg L-1; K e S nas doses 40 e 120 1956 
mg L-1; Fe e Mn na dose de 10 mg L-1.1957 
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Tabela 1. Médias das concentrações foliares de macros e micronutrientes do Coffea arabica após aplicação de doses Se via foliar em diferentes 1958 
fontes. Ilha Solteira – SP, 2018. 1959 

Fontes Doses  P K Ca Mg S  Fe Cu Zn Mn B 
 -- g kg-1 --  -- mg kg-1 -- 

nano-Se 1500 mg 

0  1,93 aA 26,60 aA 14,72 aA 3,76 aA 2,22 aA  122,98 aA 2,93 bA 58,25 aB 364,77 aA 114,83 aA 
10  1,50 aA 20,86 aB 13,95 aA 3,14 aA 1,80 aA  124,27 bA 3,40 aA 74,76 aA 243,80 bB 117,50 aA 
20  1,81 aA 19,74 aB 15,72 aA 3,63 aA 1,96 aA  123,35 aA 3,34 aA 83,30 aA 275,74 aB 101,70 aA 
40  1,56 aA 21,16 bB 14,69 aA 3,85 aA 2,06 aA  124,36 aA 4,15 aA 51,60 bB 332,33 aA 104,41 aA 
80  1,73 bA 20,77 bB 15,40 aA 3,81 aA 2,22 aA  110,64 aA 3,90 aA 86,86 aA 352,11 aA 111,22 aA 

120  1,65 aA 21,33 bB 12,07 bB 3,64 aA 1,88 aA  87,01   aB 4,08 aA 44,37 bB 237,80 aB 104,92 aA 
160  1,74 aA 19,45 aB 15,20 aA 4,09 aA 2,00 aA  79,41   aB 3,42 aA 109,5 aA 279,06 aB 134,07 aA 

nano-Se 5000 mg 

0  1,59 aA 21,51 bA 13,85 aA 3,74 aA 1,92 aA  103,03 aA 4,11 aA 40,61 aB 305,58 bA 101,51 aA 
10  1,39 aA 20,40 aA 14,91 aB 3,66 aA 2,06 aA  74,16   cA 3,52 aA 77,99 aA 239,94 bB 120,20 aA 
20  1,83 aA 20,46 aA 11,82 bA 3,34 aB 1,96 aA  85,32   bA 3,30 aA 58,61 aB 238,61 aB 96,04   aA 
40  1,83 aA 22,90 bA 13,42 aA 2,99 bB 1,62 bB  66,29   bA 2,80 bB 84,95 aA 175,96 cC 76,42   aB 
80  1,75 bA 20,53 bA 11,72 bB 2,91 bB 1,71 bB  75,05   aA 2,99 aB 29,29 bB 156,74 bC 67,05   bB 

120  1,63 aA 22,18 bA 14,98 aA 4,06 aA 2,15 aA  92,38   aA 2,66 bB 50,44 bB 214,82 aB 106,27 aA 
160  1,80 aA 19,41 aA 15,95 aA 3,92 aA 1,98 aA  97,77   aA 2,13 bB 90,04 aA 250,96 aB 123,86 aA 

Sodium selenate 

0  1,71 aB 22,24 bC 15,26 aA 3,48 aA 1,96 aA  82,74   aB 2,17 bA 72,59 aA 288,66 bB 118,42 aA 
10  1,60 aB 19,34 aD 15,78 aA 3,25 aA 1,88 aA  157,18 aA 2,93 aA 57,15 aA 369,30 aA 129,15 aA 
20  1,43 bB 18,94 aD 13,82 aA 3,89 aA 1,80 aB  90,16   bB 2,98 aA 63,82 aA 238,09 aC 120,34 aA 
40  1,71 aB 29,69 aA 13,35 aA 3,60 aA 2,18 aA  68,33   bB 3,07 bA 77,43 aA 260,17 bC 102,95 aA 
80  2,38 aA 25,13 aB 14,15 aA 3,45 aA 1,72 bB  86,48   aB 3,47 aA 60,33 aA 318,61 aB 96,77   aA 

120  1,45 aB 29,96 aA 10,66 bB 3,16 bA 2,00 aA  60,34   aB 3,85 aA 76,25 aA 214,03 aC 94,02   aA 
160  1,86 aB 21,49 aC 12,29 bB 3,07 bA 1,60 bB  68,92   aB 3,32 aA 47,92 bA 229,82 aC 108,77 aA 

CV (%)  13,02 7,57 9,94 11,01 9,68  19,74 18,06 24,18 11,79 16,87 
Nota: Letras minúsculas diferentes indicam significância entre as fontes para cada dose e letras maiúsculas diferentes indicam significância entre doses para cada fonte de Se 1960 
de acordo com o teste de Scott-Knott P ≤ 0.05. As barras indicam o desvio padrão da média (n = 4).  1961 
Fonte: Próprio autor. 1962 
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12 DISCUSSÃO 1963 

O selênio em baixas concentrações na aplicação via foliar apresenta atividade 1964 

antioxidante no metabolismo vegetal (Silva et al., 2018), assim como pode ser observado na 1965 

Figura 1, as doses de 20 e 40 mg L-1 de Se, independente da fonte aplicada proporcionaram 1966 

maiores incrementes em clorofilas a e b e total. Os incrementos nos pigmentos 1967 

proporcionados pela aplicação de 40 mg L-1 de Se da fonte nano-Se 5000 foram de 79,7 e 1968 

62,0% para clorofila total e carotenoides, respectivamente, sendo também observados em 1969 

diversas culturas como trigo (ELKELISH, 2019; ISLAM et al., 2020), feijão caupi (SILVA et 1970 

al., 2018), canola (MOHTASHAMI et al., 2020), tomate (RADY et al., 2020) e alface 1971 

(GOLOB et al., 2020). A maior concentração de pigmentos fotossintéticos indica maior efeito 1972 

fotoprotetor do Se no complexo antena, ao modo que esses pigmentos de clorofila não fossem 1973 

deteriorados pelo deslocamento do próton de magnésio e convertidos em moléculas de 1974 

feofitina (RYDZYŃSKI et al., 2019). Em soja, este efeito foi comprovado que a aplicação 1975 

foliar de 50 ppm de Se aumentou a atividade antioxidante da planta durante a senescência, 1976 

protegendo-a de danos celulares (DJANAGUIRAMAN et al., 2005).  1977 

A aplicação foliar de Se  até 80 mg L-1 proporcionou menores concentrações de 1978 

malondialdeído e H2O2 (Figura 2), sendo a fonte nano-Se 1500 significativamente inferior às 1979 

demais, ressaltando a atividade antioxidante do Se no combate as espécies reativas de 1980 

oxigênio (EROs) evitando a degradação do DNA e senescência celular. O mesmo foi 1981 

observado após a aplicação de nano-Se em amendoim que proporcionou maior mitigação das 1982 

EROs alterando composição de ácidos graxos e proteínas (HUSSEIN et al., 2019).  1983 

A dose de 160 mg mL-1 de Se da fonte selenato de sódio, além de apresentar menor 1984 

concentração de clorofilas, não é recomendada para aplicação na cultura do café pois, 1985 

ultrapassa os limites foliares tolerados de Se pela cultura, exercendo função pró-oxidante 1986 

(figura 2B) como observado na relação antagônica entre Se e enzimas antioxidativas (Figura 1987 

7) para a fonte selenato de sódio. A queda da atividade de enzimas como SOD, CAT, APX e 1988 

GR estimula a produção de EROs nas células das folhas (Reis et al., 2018; Silva et al., 2018), 1989 

resultando na formação de compostos lipídicos oxidados como o MDA (Figuras 2A e 7). 1990 

Entretanto, a atividade das enzimas CAT, SOD, APX e GR aumentaram com a aplicação de 1991 

Se em baixas concentrações ocasionando em maior redução das EROs como o H2O2, 1992 

assumindo correlação negativa (figura 7) além de reduzir a concentração de MDA celular, 1993 

estimulando a atividade antioxidativa e fotossintética da planta a produzir maiores 1994 
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concentrações de fotoassimilados, que por ventura foram translocados para os grãos e assim 1995 

aumentado a produtividade do cafeeiro.  1996 

Figura 7 - Heatmap indicando as correlações de Person (p<0,005) entre os parâmetros 1997 
fisiológicos, bioquímicos e biométrico avaliados em resposta a fontes e doses de Se aplicado 1998 
no cafeeiro. Abreviações: chl_a – clorofila a, chl_b – chlorofila b, total_chl – clorofila total, 1999 
total_pheo – feofitina total, carot – carotenoides, MDA – malondialdeído, H2O2 – peróxido de 2000 
hidrogênio, cat – catalase, sod – superóxido dismutase, APX – ascorbato peroxidase, GR – 2001 
glutationa redutase, Se – concentração de Se nas folhas, G.yield – produtividade, G.tot-sug – 2002 
concentração de açúcares totais nos grãos, G.sucr – concentração de sacarose nos grãos, G.alb 2003 
– concentração de albumina nos grãos, G.glo – concentração de globulina nos grãos, G.pro – 2004 
concentração de prolamina nos grãos, G.glu – concentração de glutelina nos grãos, G.Se – 2005 
concentração de Se nos grãos. 2006 

 2007 

 2008 
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Fonte: Próprio autor. 2009 

A aplicação de pequenas doses de Se (20 mg L-1) da fonte selenato de sódio, aumentou 2010 

o metabolismo antioxidativo resultando em plantas com maior atividade enzimática para 2011 

controlar as espécies reativas de oxigênio (Figura 3). Concomitante a isso, ao prover maior 2012 

resistência às plantas, o uso dessa dose também influenciou positivamente na produtividade 2013 

de café, tornando-o mais produtivo (Figura 4). Em repolho chinês, a fonte nano-Se melhorou 2014 

todo o aparato fisiológico da planta, beneficiando seu desenvolvimento (Dai et al., 2019). A 2015 

aplicação de Se em outras culturas, como a batata, aumentou a produtividade e gerou maior 2016 

número de tubérculos grandes (Zhang et al., 2019), em canola a aplicação de Se associada a 2017 

irrigação aumentou significativamente a produtividade de grãos, com incrementos de 283,5% 2018 

em relação ao tratamento controle (Mohtashami et al., 2020). Em feijão caupi, a dose de Se 2019 

50 g ha-1 na fonte selenito de sódio, aumentou a produtividade em 1,6 vezes em relação ao 2020 

tratamento controle (Silva et al., 2018). Para as fontes de nano-Se, os maiores rendimentos 2021 

foram obtidos com a aplicação de 160 mg L-1 de Se via foliar. Essas fontes de Se nano 2022 

particuladas (Se-NPs) possuem biodisponibilidade variável, com alta eficiência catalítica e 2023 

menor toxidez em relação à outras formas químicas de Se (Ali et al., 2020; Ye et al., 2020). 2024 

A aplicação das fontes elevou significativamente o acúmulo de Se nos tecidos foliares 2025 

e nos grãos. Sintomas de estresse oxidativo e diminuição de pigmentos fotossintetizantes 2026 

foram observados na maior dose em decorrência da elevada concentração de Se nos tecidos 2027 

foliares que variaram entre 4,54 a 5,78 mg kg-1 de Se (Figura 5A), ou seja, a partir deste ponto 2028 

se aumentar a dose de Se via foliar, o cafeeiro pode exibir sintomas visuais característicos de 2029 

toxidez ou até ocasionar morte de plantas. Segundo Kolbert (2019), os sintomas 2030 

característicos de toxidez nas plantas se iniciam a partir de 5 mg kg-1 de Se nos tecidos, mas 2031 

possui ampla variação entre as espécies vegetais. Já White (2018) relata que a maioria das 2032 

plantas cultivadas não toleram concentrações de Se nos tecidos superiores a 1 mg kg-1.  2033 

O acúmulo de Se nos grãos aumentou de acordo com a crescente concentração 2034 

aplicada via foliar, independente das fontes aplicadas (figura 5B). A dose de 160 mg L-1 de Se 2035 

na fonte nano-Se 5000 resultou em grãos mais enriquecidos, com concentração de 1,86 mg 2036 

kg-1 de Se, ultrapassando os limites máximos estabelecidos pelo Codex Alimentarius para 2037 

produtos biofortificados de 0,3 mg kg-1 de Se nas partes comestíveis de plantas (Chilimba et 2038 

al., 2012). Entretanto, os efeitos do Se na bebida de café ainda não estão bem elucidados, pois 2039 

podem variar de acordo com o grau de torrefação do grão e sua granulometria após a 2040 

moagem, sendo importante caracterizar os lotes de acordo com sua qualidade e concentração 2041 

de Se. 2042 
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As plantas quando submetidas à condições estressantes, tendem a aumentar a 2043 

concentração de prolina e açúcares solúveis (Rady et al., 2020), entretanto, a aplicação de Se 2044 

via foliar de 80 mg L-1 da fonte selenato de sódio, resultou em grãos com maiores 2045 

concentrações de sacarose, açúcares totais e nitrato (Figura 6). O acúmulo de nitrato em partes 2046 

comestíveis de plantas pode representar alto risco à saúde humana, pois além de levar a 2047 

metahemoglobinemia, o nitrato pode ser convertido a nitrosaminas e nitrito, que é um 2048 

carcinógeno potencialmente tóxico (PRASSAD; CHETTY, 2008). 2049 

Assim como o Se aumentou a concentração de açúcares nos grãos de maneira 2050 

significativa (Figura 6), o aumento da concentração de B foliar também pode ter contribuído 2051 

de maneira conjunta devido à uma de suas funções no metabolismo de carboidratos 2052 

aumentando o transporte de açúcares (García-Sánchez et al., 2020). A aplicação de Se 2053 

também aumentou o acúmulo de Mn nas folhas, desse modo, o Mn pode ser metabolizado em 2054 

porfirinas que são miméticas a enzima SOD no potencial redox, atuando na regulação de ERO 2055 

como H2O2, O2
-, ONOO-, thiols e ascorbato (Batinic-Haberle e Tome, 2019).  2056 
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13 CONCLUSÕES 2057 

 2058 

A aplicação foliar de Se em baixas doses (10 a 80 mg L-1) aumentou a concentração de 2059 

pigmentos fotossintetizantes e atividade de enzimas antioxidantes mitigando EROs e 2060 

peroxidação lipídica, exercendo função fotoprotetora do complexo antena. Para maior 2061 

concentração de pigmentos e mitigação das EROs pelas enzimas antioxidativas a 2062 

recomendação da aplicação foliar das fontes selenato de sódio é na faixa de 20 a 40 mg L-1, 2063 

nano-Se 1500 e nano-Se 5000 na faixa de 80 a 120 mg L-1 de Se. 2064 

A aplicação das fontes de Se aumentou a qualidade nutricional e bioquímica dos grãos 2065 

de café pelo aumento expressivo de albumina a partir da dose 20 mg Se L-1 em todas as fontes 2066 

testadas. A aplicação da fonte nano-Se 5000 na concentração de 160 mg L-1 aumentou a 2067 

produtividade do café beneficiado em 1600 kg ha-1. A aplicação de Se recomendada nesse 2068 

estudo pode mitigar estresses abióticos e promover aumento de produtividade do cafeeiro.  2069 

  2070 
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CONCLUSÃO 2272 

Os genótipos de café arábica foram tolerantes à aplicação de 1 mmol L-1 de Se em 2273 

solução nutritiva, não exibindo sintomas visuais de fitotoxidez nas folhas. As respostas 2274 

antioxidantes, o acúmulo de açúcares totais e a alocação do Se no sistema radicular foram as 2275 

principais respostas fisiológicas e bioquímicas de mudas de cafeeiro em resposta a alta 2276 

concentração de Se na solução nutritiva.  2277 

A aplicação foliar de Se em baixas doses aumentou a concentração de pigmentos 2278 

fotossintetizantes e atividade de enzimas antioxidantes mitigando EROs e peroxidação 2279 

lipídica, exercendo função fotoprotetora do complexo antena. A aplicação das fontes de Se 2280 

(nano-Se 1500, nano-Se 5000 e Selenato de sódio) aumentou a qualidade nutricional e 2281 

bioquímica dos grãos de café. A aplicação da fonte nano-Se 5000 aumentou a produtividade 2282 

do café beneficiado em 1600 kg ha-1. A aplicação de Se recomendada nesse estudo pode 2283 

mitigar estresses abióticos e promover aumento de produtividade do cafeeiro.  2284 
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