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RESUMO

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador mundial de café, sendo também o segundo maior
consumidor. O café ¢ a segunda bebida mais consumida mundialmente, apos a agua, e sua
demanda estd em crescente ascensdo no mercado. Entretanto, para suprir essa demanda, sdo
necessarias técnicas de cultivo para driblar as adversidades que acometem o desenvolvimento
da planta, sendo o cafeeiro (Coffea arabica) muito sensivel aos estresses abioticos, dentre eles
a seca ¢ alta incidéncia de radiacdo solar. Estratégias como aplicacdo foliar de selénio (Se)
urgem como ferramentas para mitigar os estresses, melhorando o desenvolvimento da cultura
e alavancando a produtividade. No entanto, o Se aplicado em altas concentragdes ¢ toxico por
atuar como pro-oxidante, formando espécies reativas de oxigénio na célula acelerando a
senescéncia das plantas provocando reducdo do crescimento vegetal e produtividade. O Se em
baixas concentragdes atua como elemento benéfico, aumentando a concentragao de clorofilas,
protegendo o complexo antena e combatendo radicais livres, além de diversas outras fungdes
como ativagdo de enzimas antioxidantes e promover acumulo de biomassa vegetal.
Entretanto, sdo escassos estudos na literatura sobre os efeitos do Se no cafeeiro,
desconhecendo seu papel no sistema fisiologico da planta, bem como concentracdes foliares
que sdo toleradas. Diante disso, insere-se a biofortificagdo agrondmica do cafeeiro como
alternativa para promover melhor desempenho da cultura para melhores produtividades e
aumentar o valor nutricional do grdo, visando melhorar a ingestdo diaria de Se pela populacdo
e combinada as qualidades organolépticas e nutricionais do café, contribuir na prevencao de

diversas doengas.

Palavras-chave: Biofortificacdo agronomica. Espécies reativas de oxigénio. Metabolismo

antioxidante. Selenato de sodio.



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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INTRODUCAO

As formas de selénio (Se) disponiveis sdo dependentes de diversos fatores e¢ sua
distribui¢do nos solos ndo ¢ de maneira uniforme, resultando em baixas concentragdes em
solos acidos de regides tropicais. Os solos agricultaveis sdo naturalmente deficientes em Se
com teores variando de 0,01 a 2 mg kg™! (WHITE, 2016). Além dos baixos teores naturais nos
solos utilizados na agricultura em paises tropicais, o acimulo de Se nas partes comestiveis
também ¢ variavel de acordo com a espécie. O Brasil, juntamente com paises em
desenvolvimento possuem fortes evidéncias de deficiéncia de Se na populacdo, no entanto,
ainda ha poucas pesquisas em biofortificagdo de alimentos com Se (REIS et al., 2014; REIS
et al.,2018).

O Se ¢ considerado elemento benéfico para as plantas. Pode ser absorvido em formas
inorganicas (selenato ou selenito) e compostos Se-organicos (selenocisteina ou
selenometionina), com inumeros relatos cientificos de incremento no desenvolvimento e
sobrevivéncia de plantas submetidas a diversos fatores de estresse (PILON-SMITS et al.,
2009; WHITE, 2016). Dentre os aspectos benéficos, destacam-se a atenuagdo do estresse
oxidativo (SHAHID et al., 2019), resisténcia a patdogenos e herbivoria (SCHIAVON; PILON-
SMITS, 2017), estresse induzido por cadmio (LIMA et al., 2019), e estresse por déficit
hidrico (ANDRADE et al., 2018). Silva et al. (2018) observaram que aplica¢des foliares de
até 50 g ha' de Se aplicado na fonte selenito de sédio em plantas de feijdo-caupi,
promoveram incrementos nas atividades das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR), com reducdo nas
concentra¢des de malondialdeido e peroxido de hidrogénio.

Por outro lado, o Se é toxico aos vegetais quando aplicado em altas concentragoes,
devido a sua acdo pro-oxidante (REIS et al., 2017; SILVA et al., 2018). Os sintomas de
toxidez de Se em feijdo-caupi foram caracterizados principalmente pela clorose da lamina
foliar, progredindo para lesdes necréticas com borda marrom e depdsito salino rosa no
interior, resultando em obstrugdo dos vasos condutores e redugdo superior a 90 ¢ 80% na
concentracdo de clorofila total e carotenoides, respectivamente (Silva et al., 2018). Em
plantas de arroz, os sintomas sdo parecidos, inicialmente ocorre a clorose foliar, progredindo
para amarelecimento da planta e necrose, conforme aumenta-se a dose até 1,5 mM de selenato
de s6dio em solucdo nutritiva, provocando drastica redugdo de 69 e 53% na concentra¢do de
clorofila e carotenoides, redugdes de 45% na altura de plantas e 39% na biomassa seca das

mudas (MOSTOFA et al., 2017).
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O cenario agricola mundial do café esta sempre em perspectiva de crescimento, tendo
em vista a crescente demanda pelo consumo da bebida e pelos seus beneficios a saude
humana. A safra de café 2018/19 foi recorde com 174,6 milhdes de sacas de 60 kg, sendo o
Brasil correspondente pela maior produgdo do grao (United States Department of Agriculture
- USDA, 2019). O cafeeiro, exerce grande influéncia no mercado internacional, por suas
qualidades organolépticas, nutricionais (BALZANO et al., 2020) e medicinais (PAHLKE et
al.,2019; PEREIRA et al., 2020), sendo a bebida mais consumida mundialmente, tornando-se
uma excelente estratégia para a biofortificagdo. Ha necessidade de estudos acerca dos fatores
ecotoxicologicos no cafeeiro, pois sdo inéditos estudos sobre toxidez de Se em café, sendo
necessarios caracterizar os parametros fisiologicos e bioquimicos de genotipos modernos. Os
resultados de estudos ecotoxicologicos possibilitam o entendimento dos fatores fisiologicos
envolvidos na sele¢do de gendtipos de café mais tolerantes ao excesso de Se.

Nao ha relatos na literatura sobre caracterizagdo fitotoxicologica do estresse causado
pelo Se em mudas de cafeeiro. Esse estudo apresenta parametros relacionados a
sintomatologia visual e massa seca da planta, pigmentos fotossintéticos (clorofila total,
feofitina e carotenoides), antioxidantes enzimaticos (atividade de superoxido dismutase,
catalase e ascorbato peroxidase), concentragdo de espécies reativas de oxigé€nio (EROs),
peroxidagdo lipidica e bioindicadores importantes para compreensdo dos efeitos toxicos e
estratégias conferidas pela planta para mitigacdo da toxidez de Se. Por ser uma planta de
metabolismo Cs3 e aclimatada para producdo em ambiente tropical, estd propensa a diversos
estresses bidticos e abidticos, afetando drasticamente a atividade fotossintética (DINH er al.,
2016) e o desenvolvimento inicial das mudas (ALMEIDA, 2018).

Os efeitos da aplicagdo foliar de Se em cafeeiro a campo sdo escassos na literatura.
Nao ha relatos sobre o efeito do Se nos pardmetros fisiologicos de plantas de café, tais como:
i) regulacdo das atividades especificas de enzimas antioxidantes, ii) redu¢do da concentragio
de espécies reativas de oxigénio, iii) qualidade nutricional dos graos, e iv) produtividade do
cafeeiro. E necessario avaliar estratégias de melhoria da qualidade nutricional do grio para
aumentar a ingestdo diaria de Se, com isso a biofortificagdo de café com Se pode ser uma

estratégia muito promissora devido a alta demanda e consumo da bebida.
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Capitulo I

Aplicacio de selénio como estratégia de biofortificacio agronomica do café

RESUMO

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador mundial de café, sendo também o segundo maior
consumidor. O café ¢ a segunda bebida mais consumida mundialmente, apos a agua, e sua
demanda estd em crescente ascensdo no mercado. Entretanto, para suprir essa demanda, sdo
necessarias técnicas de cultivo para driblar as adversidades que acometem o desenvolvimento
da planta, sendo o cafeeiro (Coffea arabica) muito sensivel aos estresses abioticos, dentre eles
a seca ¢ alta incidéncia de radiacdo solar. Estratégias como aplicagdo foliar de selénio (Se)
urgem como ferramentas para mitigar os estresses, melhorando o desenvolvimento da cultura
¢ alavancando a produtividade. No entanto, o Se aplicado em altas concentragdes € toxico por
atuar como pro-oxidante, formando espécies reativas de oxigénio na célula acelerando a
senescéncia das plantas provocando reducdo do crescimento vegetal e produtividade. O Se em
baixas concentragdes atua como elemento benéfico, aumentando a concentracido de clorofilas,
protegendo o complexo antena e combatendo radicais livres, além de diversas outras funcdes
como ativagdo de enzimas antioxidantes e promover acumulo de biomassa vegetal.
Entretanto, sdo escassos estudos na literatura sobre os efeitos do Se no cafeeiro,
desconhecendo seu papel no sistema fisioldogico da planta, bem como concentracdes foliares
que sdo toleradas. Diante disso, insere-se a biofortificagdo agrondmica do cafeeiro como
alternativa para promover melhor desempenho da cultura para melhores produtividades e
aumentar o valor nutricional do gréo, visando melhorar a ingestdo diaria de Se pela populagdo
e combinada as qualidades organolépticas e nutricionais do café, contribuir na prevencao de

diversas doengas.

Palavras-chave: Biofortificacdo agrondmica. Espécies reativas de oxigénio. Metabolismo

antioxidante. Selenato de sddio.
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1 A CULTURA DO CAFE

O café arabica (Coffea arabica L.) ¢ uma planta perene e o primeiro centro de
diversidade esta ao sudoeste das terras altas da Etiopia, no continente africano, com altitudes
entre 1000 e 2000 metros (FERREIRA et al., 2019). Essa regido ¢ caracterizada por altitude
elevada e boas condi¢des hidricas de precipitacdo (Ferrdo, 2004). Posteriormente, o café foi
levado a Arabia e entdo difundido mundialmente através da Europa. No Brasil o café arabica
¢ produzido em todo o territdrio nacional, mas desenvolve-se melhor em regides com altitudes
superiores a 1000 m, de clima ameno, temperaturas médias de 19 a 22 °C e precipitagdes bem
distribuidas ao longo do ano (GUIMARAES et al., 2019).

O Brasil é o maior produtor ¢ exportador mundial de café, sendo também o segundo
maior consumidor, apos os EUA. A drea agricola cultivada no pais ¢ de 2,2 milhdes de
hectares com producdo equivalente a 50,9 milhdes de sacas de café beneficiado e
produtividade média de 27,6 sc ha! (1656,0 kg ha!), de acordo com a Companhia Nacional
de Abastecimento (CONAB, 2019). As altas produtividades do cafeeiro sdo sempre novos
desafios para o cafeicultor, que busca diversas estratégias para minimizar os efeitos negativos
do clima e driblar as adversidades bioticas que afetam o desenvolvimento da planta,
acometida por diversos estresses bioticos e abidticos.

O estresse hidrico no cafeeiro ¢ o mais severo, aumentando a resisténcia estomatal das
folhas, reduzindo a transpiragdo e consequentemente impedindo a difusdo de CO> do
ambiente para realizar fotossintese (WU et al., 2018). Além disso, o teor de agua do solo afeta
o crescimento e o tamanho do sistema radicular, bem como a absor¢do de dgua e nutrientes
por interceptacdo radicular (REIS et al., 2011; LI et al., 2013). O estresse luminoso também
exerce grande influéncia na producdo, sendo adotadas, geralmente, técnicas de cultivo
sombreado para minimizar estes danos de modo que ndo haja reducdo significativa da
producdo (REIS et al., 2009; COLTRI et al., 2019). Alguns elementos como o Se, em baixas
concentracdes aplicadas via foliar, também podem exercer efeitos benéficos em relacdo ao
cultivo a pleno sol, aumentando a concentragdo de pigmentos fotossintetizantes e reduzindo a
concentracdo de espécies reativas de oxigénio, como o H>O» (SILVA et al., 2018), ou atuando
no metabolismo de redu¢do do nitrogénio, onde a aplicagdo de selenato via foliar foi mais
eficiente na redugdo do nitrato por promover maior atividade das enzimas nitrato redutase e
glutamina sintetase (BIAN et al., 2020).

O N e o K s@o os nutrientes mais extraidos por diversas culturas, ¢ dentre elas os

pomares de café brasileiros de alta produtividade recebem frequentemente doses de N que
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chegam a 600 kg ha! ano™! (MARTINEZ et al., 2019), a aplicagio de N interfere diretamente
na sua concentracdo foliar, no teor de clorofila, fotossintese e¢ na atividade dos sistemas
antioxidantes (REIS et al., 2015). A adubacdo foliar ¢ uma pratica comumente utilizada nos
cafezais, tendo em vista a grande capacidade de absor¢do de nutrientes neste 6rgdo, deste
modo, ¢ muito comum aplicacdo de nutrientes como zinco, boro, nitrogénio ¢ enxofre, para
suprir as necessidades da cultura (SOUZA et al., 2019).

O café ¢ a segunda bebida mais consumida no mundo, apds a agua. E atualmente a
populacdo mundial e a renda per capita estdo aumentando, exercendo alta correlagdo positiva
com o consumo de café, assim como, o envelhecimento da populagdo ¢ positivo para os
fornecedores de café, ocasionando em acréscimo de 67,9% no consumo global de café
(TORGA; SPERS, 2020). Entretanto, esse aumento eleva os padroes de preferéncia da bebida,
por cafés de melhores qualidades. Para produzir misturas de cafés que atendam essas
demandas especificas e conservem menor prego do produto, sdo feitos blends entre Coffea
arabica e Coffea canephora a fim de atender a preferéncia do consumidor e reduzir os custos
de produgdo (COUTO et al., 2019).

As cultivares de C. canephora sdo menos exigentes que as cultivares de C. arabica em
relacdo aos aspectos ecologicos como precipitagdo, temperatura e altitude de cultivo
(FARAH, 2012; OESTREICH-JANZEN, 2013). Entretanto, o café¢ arabica ¢ a cultivar com
melhor qualidade de bebida e aroma intenso, o que resulta em preferéncia dos consumidores
em relagdo a essa espécie e consequentemente tenha maior valor de mercado em comparagao
ao C. canephora (SCHIEVANO et al., 2014).

Fatores genéticos também influenciam a composi¢do quimica do café, alterando
diretamente a qualidade da bebida. Desse modo, a qualidade e caracteristicas do café estdo
diretamente correlacionadas com a composi¢do quimica dos graos (Figueiredo ef al., 2018).
Os principais compostos associados a qualidade da bebida sdo carboidratos, proteinas,
lipidios, acidos clorogénicos, taninos hidrossoluveis, cafeina e trigonelina (AGRESTI et al.,
2008; BANDEIRA et al., 2009). E dentre os compostos metabolizados, a sacarose, cafeina e
trigonelina sdo governados por genes, sendo indicadores para selecdo de cultivares com
melhor qualidade de bebida (KY et al., 2001; LEROY et al., 2006).

Além das qualidades organolépticas, o café também possui diversas qualidades
nutricionais, que sdo benéficas ao organismo humano. Estudos provam evidéncias do efeito
benéfico do consumo de café na funcdo renal, prevenindo e inibindo a progressdo de doencas
renais cronicas (KENNEDY et al., 2020). A cafeina, principal composto do café, possui

propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias que podem reduzir o estresse oxidativo,
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aumentando os leveis de GSH no plasma sanguineo (METRO et al., 2017). Os antioxidantes
contidos no café também protegem contra a peroxidagio lipidica (DAVI er al., 2005), ¢
exercem efeito protetor sobre o diabetes mellitus tipo 2, reduzindo a prevaléncia de
hiperglicemia recém-detectada (VAN DAM; HU, 2005). Assim como, o consumo regular da
bebida estd associado a redugdo da incidéncia de diversas doengas como aterosclerose,
Alzheimer, Parkinson e cancer, devido aos efeitos benéficos de polifendis ¢ melanoidinas

(METRO et al., 2017; BORRELLI et al., 2002).
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2 SELENIO

O selénio ¢ caracterizado por ser um elemento traco que desempenha papel
indispensavel para funcionamentos de enzimas oxiredutases em humanos e animais
(HATFIELD et al., 2014), sendo naturalmente escasso nos solos agricultaveis, pois suas
formas e concentragdes modificam de acordo com a geologia da rochas primarias, variando
entre 0,01 a 2,0 mg de Se kg™ de solo, entretanto, areas de litoral possuem solos com maiores
concentracdes desse mineral, sendo classificados como seleniferos aqueles que possuem
concentragdes de 2,0 a 1200 mg Se kg' (DHILLON; DHILLON, 2003; FORDYCE, 2013).

As formas de Se fitodisponiveis sdo interdependentes de diversos fatores, dentre eles,
a rocha matriz que deu origem ao solo, idade e a parte do tecido vegetal amostrado, interagao
de antagonismo do Se com outros elementos minerais como o S durante o processo de
absorcdo e metabolismo, variagdo genética de aciumulo entre individuos de uma mesma
espécie vegetal, sendo a forma mais comum de absorg¢do pelas células radiculares na forma de
selenato, selenito ou compostos organicos como Se-cisteina ou Se-metionina (Reis et al.,
2017; White, 2018). Existem 3 classes ecologicas para diferenciar as fanerégamas de acordo
com sua habilidade em acumular Se nos tecidos, dividindo-se em espécies ndo acumuladoras,
Se-indicadoras e Se-acumuladoras, sendo que a maioria das angiospermas sdo classificadas
como espécies ndo acumuladoras, ndo tolerando concentragdes nos tecidos de 10 a 100 ug Se
g! MS (DHILLON; DHILLON, 2009; Fordyce, 2013; WHITE, 2016), geralmente exibindo
sintomas visuais de toxidez a partir de 5 ug Se g MS (KOLBERT et al., 2019).

Em plantas, a essencialidade do Se ainda ndo foi comprovada como nutriente, no
entanto, esse elemento pode exercer efeitos benéficos em diferentes espécies vegetais
(CARTES et al., 2010; SILVA et al., 2018), contribuindo para o crescimento ¢
desenvolvimento da planta sob condi¢des de estresse bidticos ou abidticos, ou ndo
estressantes (GUPTA; GUPTA, 2017; SILVA et al., 2019). Como ¢ o caso de plantas de arroz
tratadas com Se que apresentaram melhor eficiéncia de uso da dgua sob condig¢des de estresse
hidrico, protegendo-as de danos severos além de melhorar a atividade enzimatica
antioxidativa (ANDRADE et al., 2018). Em trigo sob estresse por frio, a aplicagdo de Se
promoveu o acimulo de biomassa e reduziu espécies reativas de oxigénio, diminuindo a
peroxidagado lipidica das células (CHU et al., 2010). Outros estudos relatam o efeito do Se no
alivio de estresse ocasionado por metais pesados (PANDEY; GUPTA, 2015; ALVES et al.,
2020) e outros elementos toxicos presentes em solos como mercirio (KAVCIC et al., 2020),

cadmio (FILEK et al., 2008; HUSSAIN et al., 2020; WU et al., 2020) e arsénio (SINGH et
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al., 2018; POKHREL et al., 2020), em diversas espécies cultivadas. Entretanto, para o
cafeeiro s3o inéditos estudos sobre a agdo do Se no metabolismo da planta sendo incipientes
ou escassos, nao existindo relatos sobre doses toleraveis ou concentragdes adequadas nos
tecidos foliares.

Em baixas concentra¢des o Se desencadeia diversos outros beneficios: aumentando a
concentracdo de pigmentos fotossintetizantes (GOLOB et al., 2020; ISLAM et al., 2020;
RADY et al., 2020), promovendo incremento da biomassa vegetal (GOLOB et al., 2017; Lara
et al., 2019), ativando enzimas antioxidantes como catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), superoxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD) ou atuando diretamente em fungdes
de oxidacdo e reducdo, combatendo espécies reativas de oxigénio ¢ inibindo a formagdo de
compostos lipidicos oxidados como malondialdeido (WU et al., 2020).

Ha indicios também de efeitos positivos no metabolismo do nitrogénio, melhorando a
redistribuicdo de N pelas plantas e consequentemente aperfeicoando a qualidade nutricional
dos graos (REIS et al., 2018; REIS er al., 2020). A aplicagdo de Se aumentou a produgdo de
canola em relacdo ao tratamento controle, ¢ associada a irrigagdo suplementar em
florescimento e enchimento de grios, o rendimento de grios saltou de 802 kg ha' na
testemunha para 2274 kg ha' com a aplicagio de Se + irrigagio suplementar
(MOHTASHAMI et al., 2020). Em batata, além de promover incrementos em produtividade,
a aplicagdo foliar de Se também proporcionou maior percentagem de tubérculos grandes e
médios (ZHANG et al., 2019) e em amendoim aumentou a produtividade e o teor de 6leo nas
sementes, além de alterar a assinatura e composi¢do de proteinas e acidos graxos insaturados
(HUSSEIN et al., 2019).

Entretanto, em altas concentragdes o Se exerce efeito toxico, o selenito € rapidamente
reduzido pela enzima GR em seleneto, assumindo formas ndo enzimadticas que induzem a
producdo superoxidos (CHEN et al., 2007; SILVA et al., 2019) e consequentemente a
peroxidacdo lipidica das células, alterando a atividade redox da planta, além de induzir ma
formag@o de selenoproteinas e danificar outras proteinas associadas aos estresses abidticos
(REIS et al., 2020; KOLBERT, 2019). Alguns exemplos caracteristicos da toxidez de Se em
plantas sdo: clorose generalizada seguida de necrose das mudas de arroz (MOSTOFA et al.,
2017; MOSTOFA et al., 2020), em feijao caupi a toxidez resulta em depositos salinos de
coloracdo rosea no interior do limbo foliar com posterior necrose da folha (SILVA et al.,
2018), outras pesquisas citam a producdo de superdxidos na mitocondria, interferindo os

processos do metabolismo primario.
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3 BIOFORTIFICACAO AGRONOMICA

A biofortificagdo surgiu como ferramenta de combate a desnutrigdo. Segundo a FAO
et al. (2019), a desnutri¢do no mundo afeta atualmente 820 milhdes de pessoas, sendo mais
agravante em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Consequéncia da ingestao
exclusiva ou na maioria por alimentos cereais basicos como, arroz, milho ou trigo, que sdo
pobres em nutrientes, minerais ¢ vitaminas (DIBB et al., 2005; ALFTHAN et al., 2015), no
entanto, correspondem até 55% da energia nas dietas em paises de baixa renda da Asia e
Africa (PRASAD et al., 2014). Além disso, aproximadamente 2 bilhdes de pessoas sofrem de
fome oculta, apresentando quadros subclinicos de deficiéncia de Se, Fe, Zn, I e vitamina A no
organismo (OMS, 2014), levando a uma serie de disturbios nutricionais e fisioldgicos que
comprometem o crescimento € o desenvolvimento de criangas ou mulheres em periodo
gestacional (ANDRE, 2018).

A fortificagdo de alimentos, ¢ utilizada para melhorar a qualidade nutricional de
produtos pos-colheita, aumentando o contetido de micronutrientes (SHUBHAM et al., 2020),
que geralmente sdo muito baixos em alimentos ultra processados, pois comumente perdem
muitos nutrientes durante as etapas de transformacdo (FARDET, 2018). No entanto, a
fortificagdo além de ser uma técnica de alto valor agregado em relacdo a biofortificacdo
agrondmica, exige conhecimento prévio na administracdo destes alimentos ou produtos, onde
nem sempre estdo acessiveis a todos os niveis economicos.

A biofortificagdo entretanto, ¢ uma técnica a qual fornece os nutrientes (e.g. Se, Fe, Zn
e I) durante o periodo de cultivo, de modo que a planta metabolize e redistribua-os para a
partes comestiveis, devendo entdo serem estabelecidas doses adequadas para cada cultura de
modo a atender as exigéncias diarias da populagdo para esses elementos. Estudos com
biofortificacdo agrondmica tém sido realizados para aumentar o valor nutricional de diversas
culturas, dentre elas o arroz, trigo, milho e aveia (PRASAD et al., 2014). Em arroz, a
biofortificagdo com Se pode ser realizada com a aplicacdo foliar de selenato ou selenito de
sodio, tendo impacto benéfico no acumulo de proteinas, acidos graxos e agucares (LIDON et
al., 2018), ao adicionar o Zn na aplicagdo foliar, a biofortificagdo de arroz foi mais eficiente
no grao inteiro em relagdo ao grao polido, tendo maior acimulo de nutrientes na parte externa
do grao, independente do gendtipo avaliado (MANGUEZE et al., 2018), além de reduzir a
concentracdo de elementos antinutricionais nos graos, como o acido fitico ou fitato (SAHA et

al.,2017). Em trigo, a aplicag@o foliar integrada de Fe com compostos organicos melhorou o
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desenvolvimento da planta, aumentando a produtividade ¢ o acimulo de Fe nos grios, ¢
reduzir as concentragdes de fitato e polifendis nos graos (RAMZANI et al., 2016).

Outras alternativas para aplicacdo de elementos essenciais a saude humana surgiu na
Finlandia, apds décadas de estudos ¢ monitoramento em programas de biofortificagdo que
adotaram medidas publicas de incorporacdo de Se nos fertilizantes NPK, sendo muito efetivo
e seguro para evitar a deficiéncia de Se em humanos e animais (Aro et al., 1995), melhorando
a disponibilidade no solo com o passar dos anos, ¢ consequentemente diminuindo os indices
de mortalidade por doengas cardiacas, cancer ou deficiéncia de vitamina E (ALFTHAN et al.,
2015; HAUG et al., 2007). Essa adi¢do esta relacionada com a melhoria da qualidade do
produto apos a colheita, entretanto, a associagdo entre Se e N melhorou a redistribui¢do de N
pela planta, fazendo com que os grdos de arroz apresentassem maior concentracdo de
proteinas de reserva e maior valor nutritivo (REIS et al., 2018), atendendo as demandas
alimentares atuais que estdo em crescente busca por alimentos mais sauddveis e naturais
(SAREMNEZHAD et al., 2020). No Malawi, o cultivo em 4&reas de agricultura
conservacionista a longo prazo sob anos de aplicagdo de Se para biofortificagdo, foram
verificadas concentragdes de Se nos graos de milho superiores a 0,2 mg kg em todos os
tratamentos, correspondendo ao fornecimento de 56-64 pg Se dia! na dieta malawi com
farinha de milho refinado (LIGOWE et al., 2020). A ingestdo diaria recomendada de Se de
acordo com o Institute of Medicine nos EUA para adultos é de 55 pug de Se dia' (WHITE,
2016), sendo que o limite maximo permitido pelo Codex Alimentarius da concentracao de Se
em produtos alimentares ¢ de 0,3 mg kg™! (CHILIMBA et al., 2012).

A biofortificagcdo do café no cenario atual, com crescentes demandas ¢ consumos da
bebida ao redor do mundo urge como ferramenta estratégica e mais uma alternativa para
reducdo de Se na populagdo. Além disso, poucos estudos foram realizados para estabelecer
uma concentragdo ideal nos graos de café e os efeitos do consumo da bebida biofortificada ao

longo do tempo na prevengao de doengas e na saide humana.
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CAPITULO 11

Mudas de Coffea arabica apresentam tolerancia ao estresse por selénio: respostas

fisiolégicas e bioquimicas

RESUMO

O selénio (Se) ¢ considerado elemento benéfico por regular o sistema antioxidativo de plantas
submetidas a estresses abioOtico, ou biodticos. Todavia, o limite dos efeitos fisiologicos
benéficos e toxicos ¢ muito estreito. Neste estudo foi avaliado a performance antioxidativa, a
composi¢do nutricional, o transporte a longa distancia de Se, o conteido de agucares, de
proteinas de reserva, pigmentos fotossintéticos e o crescimento de genotipos de Coffea
arabica submetidos a auséncia ¢ a alta concentragdo de Se na solug@o. Foram utilizados cinco
genotipos de Coffea arabica (Obatd, IPR99, IACI125, IPR100 e Catucai), cultivados na
auséncia e presenca de Se (0 e 1,0 mmol L') em solugdo nutritiva, supridos com selenato de
sodio durante 8 dias. A aplicagdo de 1 mmol L' de Se promoveu o escurecimento das raizes
de todos os genotipos. Nao foi constatado sintoma visual de toxidez nas folhas, porém houve
redugdo na concentracdo de fosforo e enxofre na parte aérea das plantas submetidas a alta
dose de Se. Exceto para o gendtipo Obatd, as mudas de cafeeiro apresentaram estratégias de
regulacdo da absor¢do do Se pela redugdo do transporte a longa distancia do Se das raizes
para a parte aérea. A concentragdo de clorofila total, feofitina total e carotenoides foram
negativamente afetadas nos gendtipos Obatd, IPR99 e IACI25, quando expostas a
concentracdo de Se de 1 mmol L. A producio de H»O, foi menor nos genotipos IPR99,
IPR100 e TAC125 quando expostos ao Se, resultando em menor atividade da superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX). Esses resultados sugerem
que o metabolismo antioxidante foi efetivo na regulacdo do estresse oxidativo nas plantas
tratadas com Se. O aumento de sacarose, proteinas de reserva e regulagdo das enzimas SOD,
CAT e APX, bem como a compartimentalizacdo do Se nas raizes foram as principais
modulagdes bioquimicas e fisiologicas das mudas do cafeeiro em condigdes de estresse, pelo

excesso de Se.

Palavras-chave: Fitotoxidez. Fatores fitotoxicologicos. Resposta antioxidante. Estresse

oxidativo.
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4 INTRODUCAO

O selénio (Se) ¢ um elemento essencial para a sauide humana e animal, pois participa
de reagdes antioxidantes no combate aos radicais livres (Kieliszek, 2019). Em humanos,
possui efeitos benéficos por reduzir as inflamagdes, prevenir o cancer, doengas
cardiovasculares e diabetes, além disso, auxilia no bom funcionamento da tircoide e do
sistema imunolégico (BRIGELIUS-FLOHE, 2018).

O Se ¢ considerado elemento benéfico para as plantas. Pode ser absorvido em formas
inorgdnicas (selenato ou selenito) e compostos Se-organicos (selenocisteina ou
selenometionina), com inumeros relatos cientificos de incremento no desenvolvimento e
sobrevivéncia de plantas submetidas a diversos fatores de estresse (PILON-SMITS et al.,
2009; WHITE, 2016; SILVA et al., 2019). Dentre os aspetos benéficos, destacam-se a
atenuacdo do estresse oxidativo (SHAHID et al., 2019), resisténcia a patdégenos e herbivoria
(SCHIAVON; PILON-SMITS, 2017), estresse induzido por cadmio (LIMA et al., 2019), ¢
estresse por déficit hidrico (ANDRADE et al., 2018). Silva et al. (2018) observaram que
aplicacdes foliares de até 50 g ha'! de Se aplicado na fonte selenito de sédio em plantas de
feijdo-caupi, promoveram incrementos nas atividades das enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR), com redugao
nas concentragdes de malondialdeido e peroxido de hidrogénio.

Por outro lado, o Se é toxico aos vegetais quando aplicado em altas concentragoes,
devido a sua acdo pro-oxidante (REIS et al., 2017; SILVA et al., 2018). Os sintomas de
toxidez de Se em feijdo-caupi foram caracterizados principalmente pela clorose da lamina
foliar, progredindo para lesdes necréticas com borda marrom e depdsito salino rosa no
interior, resultando em obstrugdo dos vasos condutores e redugdo superior a 90 ¢ 80% na
concentracdo de clorofila total e carotenoides, respectivamente (Silva et al., 2018). Em
plantas de arroz, os sintomas sdo parecidos, inicialmente ocorre a clorose foliar, progredindo
para amarelecimento da planta e necrose, conforme aumenta-se a dose até 1,5 mM de selenato
de s6dio em solucdo nutritiva, provocando drastica redugdo de 69 e 53% na concentragdo de
clorofila e carotenoides, redugdes de 45% na altura de plantas e 39% na biomassa seca das
mudas (MOSTOFA et al., 2017). Hé necessidade de se caracterizar as respostas fisiologicas e
bioquimicas das principais culturas de interesse econdmico quanto ao excesso de elementos
benéficos como Se, pois em alta concentracdo podem apresentar toxidez para a planta. Os
resultados de estudos ecotoxicoldgicos possibilitam o entendimento dos fatores fisiologicos

envolvidos na sele¢do de genotipos de café mais tolerantes ao excesso de Se no solo.
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O café arabica ¢ uma bebida consumida mundialmente e considerada alimento
nutracéutico e funcional. Ha necessidade de estudos acerca dos fatores ecotoxicologicos no
cafeeiro, pois sdo inéditos estudos sobre toxidez de Se em café, sendo necessarios caracterizar
os parametros fisioldgicos e bioquimicos de gendtipos modernos.

Nao ha relatos na literatura sobre caracterizacdo fitotoxicologica do estresse causado
pelo Se em mudas de cafeeiro. Esse estudo apresenta parametros relacionados a
sintomatologia visual e massa seca da planta, pigmentos fotossintéticos (clorofila total,
feofitina e carotenoides), antioxidantes enzimaticos (atividade de superoxido dismutase,
catalase e ascorbato peroxidase), concentragdo de espécies reativas de oxigé€nio (EROs),
peroxidacgdo lipidica e bioindicadores importantes para compreensdo dos efeitos toxicos e
estratégias conferidas pela planta para mitigacdo da toxidez de Se. Por ser uma planta de
metabolismo Cs e aclimatada para producdo em ambiente tropical, estd propensa a diversos
estresses bioticos e abioticos, afetando drasticamente a atividade fotossintética (Dinh et al.,
2016) e o desenvolvimento inicial das mudas (ALMEIDA, 2018). Nesse sentido, o objetivo
desse estudo foi avaliar respostas fisiologicas, bioquimicas e nutricionais de genoétipos de

Coffea arabica submetidos ao estresse induzido por Se em solugdo nutritiva.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1.  Condicdes de crescimento e delineamento experimental

Mudas de genotipos de café ardbica (‘Obatd’, ‘IPR99’, ‘IACI125°, ‘IPR100’ e
‘Catucai’) com 5 meses de idade (4 a 5 pares de folhas totalmente desenvolvidas) foram
colocadas em recipientes de polietileno de 8 L contendo solu¢do nutritiva adaptada de
Johnson et al. (1957), com forga idnica de 40% e composi¢do de KNO;3 1 mol L', NHsH,PO4
1 mol L', NHsNOs 1 mol L', MgS04.7H,0 1 mol L', CaClx 1 mol L, Ca(NO3)2.4H-0 1
mol L, KC1 1 mol L', KH,PO4 1 mol L™, NaSO4.10H,0 1 mol L}, MgCL.6H,O 1 mol L™,
Fe-EDTA (25 g de FeSO4.7H,0 + 54 pmol L' de EDTA), KCI 50 pmol L, H;BO;3 25 pumol
L', MnSO4 2 umol L, ZnSO4 2 umol L, CuSO4 0,5 umol L', HoM0O; 0,5 umol L. A
oxigenacdo da solugdo durante todo o experimento foi feita através de tubos plasticos
conectados a um compressor de ar. O pH da solucdo foi monitorado diariamente nos periodos
matutino e vespertino, sendo corrigido para 5,5 + 0,1, adicionando-se NaOH 0,1 mol L' ou
HC10,1 mol L! sempre que necessario.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 2,
sendo cinco genoétipos de Coffea arabica cultivados na auséncia e presenca de Se (0 e 1,0
mmol L), utilizando como fonte o selenato de sodio, com quatro repeti¢des. Apos cinco dias
de adaptag@o das plantas na solug@o nutritiva, aumentou-se a forga idnica da solucdo nutritiva
para 100% e aplicaram-se os tratamentos com Se. As plantas foram cultivadas por oito dias
nos tratamentos com ou sem Se.

No final do experimento, as plantas foram levadas ao laboratorio para extragcdo dos
compostos, sendo uma parte separada em raiz ¢ parte aérea para quantificagdo de massa seca e
analise nutricional dos tecidos, e outra parte foram coletadas as folhas maduras
completamente desenvolvidas macerando-as em nitrogénio liquido para extragdo de
pigmentos fotossintéticos (clorofila total, feofitina total e carotenoides), perfil de metabolitos
hidrossoluveis (agucares soluveis totais, sacarose, nitrato, amdnia e aminoacidos), proteinas
de reserva (albumina, globulina, prolamina e glutelina), enzimas antioxidantes (CAT, SOD,

APX), peroxido de hidrogénio e peroxidacao lipidica.
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5.2. Producio de massa seca e analise quimica do tecido vegetal

Apds a separacdo da raiz e da parte aérea, o material vegetal foi acondicionado em
embalagem de papel, identificado e seco em estufa com circulagdo de ar forcado a 60 + 5 °C
durante 48 horas até atingirem peso constante, com posterior mensura¢cdo da massa seca em g
planta’. Posteriormente, o material foi moido em moinho de facas tipo Wiley de aco inox e
0,20 g de peso seco de folhas e raizes foram colocadas em vasos de digestdo de
perfluoroalcoxis (PFA) adicionando-se 6 mL de HNOs; PA 65% (merch). A digestdo foi
realizada em sistema de micro-ondas compreendendo uma plataforma Multiwave GO com
rotor de 12 vasos (Anton Paar, Graz, Austria). As configuracdes para a digestio foram: Temp
= 195 °C, tempo = 45 min de rampa e 20 min de holding, dois espacos em branco
operacionais foram incluidos, e duas réplicas de material de referéncia certificado (CRM) para
Se foram incluidas a cada trés corridas. O CRM utilizado foi folhas de tomate (SRM 1573a,
NIST, Gaithersburg, MD, EUA) com recuperagdo de Se de 99%. Apos digestdo, 9 mL de
agua milli-Q foram adicionados a cada tubo (volume final de 15 mL) e armazenados a
temperatura ambiente. Antes da andlise elementar, os digeridos foram diluidos 1:5 usando
agua milli-Q. A analise dos elementos foi realizada por espectroscopia de massa de plasma
indutivamente acoplada (ICP-MS) (Agilent 7500ce, Agilent Technologies®, Toquio, Japao),
como descrito anteriormente por Silva et al. (2018).

Apbs obtengdo dos resultados, calculou-se o indice de translocagdo Se, de acordo com

Abichequer e Bohnen (1998), conforme equagao:

Concentragdo de Se na parte aérea (mg kg_l)

Translocagdo de Se raiz/PA (%) = x 100 (1)

Concentragdo de Se na raiz (mg kg—1)

O acumulo de Se foi obtido pela multiplicacdo da massa seca de raizes e¢ parte aérea

das plantas pelos seus respectivos teores de Se nesses 6rgaos.

5.3. Pigmentos fotossintetizantes

A concentracdo de clorofila total, carotenoides e feofitina total foram quantificados
pelo método espectrofotométrico proposto por Lichtenthaler (1987), utilizando 0,50 g de
material vegetal fresco armazenado em 5 mL de acetona a 80%, com aliquota de 100 pL de

extrato diluido em 2 mL de acetona 80%. Os resultados foram expressos em pg mL™!.
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5.4. Extracio de compostos nitrogenados e aciicares

Para andlise de perfil de compostos nitrogenados e aglicares o material vegetal foi
extraido de acordo com a metodologia descrita por Bieleski e Turner (1966). As folhas foram
maceradas em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido, sendo pesado 0,5 g de material
vegetal fresco e macerado em 5 mL de solugdo MCW (60% metanol, 25% cloroférmio e 15%
agua), a solugdo contendo o extrato vegetal foi armazenada em tubos falcon de 15 mL,
homogeneizada em vortex e centrifugada a 10.000 x g durante 10 minutos a 4 °C, e
armazenada em refrigerador durante 48 horas. Apos este periodo, extrairam-se 4 mL do
sobrenadante transferindo-o para outro tubo falcon de 15 mL, adicionando 1,5 mL de agua
deionizada e 1 mL de cloroformio, e armazenado em refrigerador durante 24 horas para a
separagdo das fases lipossoluvel e hidrossoluvel, da qual foram feitas as analises de agucares

soltiveis totais, sacarose, nitrato, amonia e aminoacidos.

5.4.1. Acticares soluveis totais e sacarose

A concentragdo de agucares totais foi determinada de acordo com a metodologia de
DuBois et al. (1956), sendo adicionado 25 pL de extrato hidrossoluvel, 500 pL de fenol 5% e
2 mL de acido sulfurico concentrado, lentamente, em tubos de vidro. Esta mistura foi
homogeneizada em vortex e, apds resfriar em temperatura ambiente, seguiu-se a leitura no
espectrofotdmetro em absorbancia no comprimento de onda A =490 nm.

A determinagdo de sacarose foi realizada seguindo o método de Van Handel (1968),
adicionando 50 pL de extrato hidrossoliivel, 500 uL. de KOH 30% ¢ 2 mL de acido sulfurico
concentrado, lentamente, em tubos de vidro. A mistura foi homogeneizada em vortex e
mantida em estufa a 100 °C durante 10 minutos, e resfriados a temperatura ambiente,
posteriormente procedeu-se a leitura em espectrofotometro no comprimento de onda A = 490
nm em absorbancia. Ambas concentragdes foram determinadas de acordo com curva padrio

de sacarose e os resultados expressos em mg g! de matéria fresca (MF).
5.4.2. Nitrato e aménia
Para a determinag@o de nitrato foi utilizado o método de Cataldo et al. (1975). Do

extrato da fase hidrossoluvel, foi retirado uma aliquota de 10 pL e adicionado 40 puL acido

salicilico 5% em H2SO4 (p/v). Ap6s 20 minutos em temperatura ambiente, foi acrescentado 1
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mL de NaOH 2N, lentamente. Apods resfriar a temperatura ambiente, foram realizadas as
leituras em espectrofotometro em A = 410 nm. A concentracdo de nitrato foi determinada
utilizando-se curva padrio de solugdo nitrato de célcio. Os resultados expressos em pmol g'!
MF.

A concentragdo de amonia foi quantificada de acordo com a metodologia descrita por
McCullough (1967). Adicionou-se 200 pL de extrato hidrossolavel, 500 pL de solucdo fenol
(2,5 g de fenol e 12,5 mg de nitroprussiato de sodio em volume final de 250 mL) e 500 pL de
solucdo fosfato (1,25 g NaOH, 13,4 g Na,HPO4.7H>0 e 2,5 mL NaOCl 5%, para 250 mL). As
amostras foram incubadas a 37 °C durante 1 h. A leitura foi realizada por espectrometria no
comprimento de onda A = 630 nm em absorbancia. A concentra¢do de amdnia foi determinada
através de curva padrio de solugdo sulfato de amdnio e os resultados expressos em pmol g’!

MF.

5.4.3. Aminoacidos

Para quantificar a concentragdo de aminoacidos soluveis totais, foi utilizado o método
de Yemm e Cocking (1955), utilizando-se aliquota de 100 pL de extrato hidrossolivel, 500
pL citrato de sodio 0,2M, 200 pL solu¢do ninhidrina 5% em éter monometilico de
etilenoglicol e 1 mL de KCN 0,0002M. Esta mistura foi mantida a 100 °C durante 15 minutos
em estufa, em seguida foi resfriada em agua corrente por 10 minutos, acrescentando-se 1 mL
de alcool etilico 60% e homogeneizado em vortex. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro no comprimento de onda A = 570 nm. A concentracdo de aminoacidos

soluveis totais foi determinada utilizando curva padrdo de solugdo metionina.

5.5. Proteinas de reserva

Para extragoes das proteinas de reserva, adotou-se o método descrito anteriormente em
Reis et al. (2018). Em tubos falcon de 15 mL foi pesado 0,25 g do material vegetal
previamente acondicionado em nitrogénio liquido e macerado em almofariz. Para extracdo de
albumina foram acrescentados 3 mL de agua deionizada, o material foi homogeneizado em
vortex e em seguida centrifugado a 5.000 x g a 4 °C durante 20 minutos para separacdo de
fases. O sobrenadante foi retirado para a quantificacdo da fracdo albumina. O precipitado foi
submetido a extracdo com 5 mL NaCl a 5% com processos idem ao anterior, ¢ o sobrenadante

coletado para a determinagdo da fracdo globulina. O precipitado foi ressuspendido com 2,5
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mL de etanol 60%, e o sobrenadante foi retirado para a quantificacdo da fragdo prolamina. Por
ultimo, foi extraida a fracdo glutelina, quantificada a partir da extragdo com 5 mL NaOH
0,4%.

As concentragdes de albumina, globulina, prolamina e glutelina foram determinadas
segundo o método de Bradford (1976). Foram pipetados separadamente em tubos de ensaio
20 pL das aliquotas de albumina, globulina, prolamina e glutelina e 1 mL do reagente
Bradford. As leituras da absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro a A = 595 nm. A
concentracdo de proteinas no tecido foliar (albumina, globulina, prolamina e glutelina) foi
determinada utilizando curva padrdo de solugdo BSA (“Bovine Sorum Albumin”) e os

resultados expressos em mg ¢! MF.

5.6. Analise do estresse oxidativo e enzimas antioxidantes

As folhas das plantas foram coletadas e armazenadas em nitrogénio liquido,
posteriormente acondicionadas em freezer -80 °C até serem processadas para analises de
contetdo de peroxido de hidrogénio (H20»), malondialdeido (MDA), atividade de superoxido
dismutase (SOD), atividade de catalase (CAT) e atividade de ascorbato peroxidase (APX).

Para a determinacdo de proteinas totais, superoxido dismutase (SOD, EC:1.15.1.1),
catalase (CAT, EC:1.11.1.6) e ascorbato peroxidase (APX, EC:1.11.1.11) foram pesados
aproximadamente 1,5 g do material vegetal congelado, que foi macerado em almofariz de
porcelana com nitrogénio liquido. No material macerado foram adicionados 4 mL de solugdo
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contendo 7% de sacarose, 14 mM J-
mercaptoetanol, 250 mM acido ascorbico, 20 mM ditiotreitol, 20 mM metabissulfito de sodio,
20 mM tetraborato de s6dio e 10 mM KCI. Os extratos homogeneizados foram centrifugados
a 10.000 x g por 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante (sempre no gelo) foi coletado e passado
por coluna Sephadex PD10, usando tampdo fosfato de potassio 100mM contendo EDTA 1
mM e DTT 3 mM. O flow through recolhido foi transferido para eppendorfs e armazenado em
freezer -80 °C.

5.6.1. Peroxido de hidrogénio
A concentracdo de H20O: foi determinada segundo Alexieva et al. (2001). Para isso

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

almofariz de porcelana com nitrogénio liquido. No material macerado foi adicionado 4 mL de
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acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) em tubo falcon de 15 mL, o material foi
homogeneizado em vortex e centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C. Em seguida foi
feita extragdo de 80 uL de sobrenadante, no qual foram adicionados 200 pl de tampao fosfato
de potassio, pH 7,5 (100 mM) e 800 uL. de 1 M solucdo de iodeto de potassio. As amostras
foram mantidas em gelo durante uma hora. E posteriormente mantidas em temperatura
ambiente por 20 minutos para estabilizagdo da reacdo, foram realizadas leituras de
absorbancia a A = 390 nm em espectrofotdmetro. A concentragdo de peroxido de hidrogénio
no tecido foliar foi calculada com base na curva padrido de H>O; e os resultados expressos em

umol g! MF.

5.6.2. Peroxidacgio lipidica — Malondialdeido

A peroxidacdo lipidica, ou MDA, foi mensurada segundo metodologia de Heath e
Packer (1968). Foi macerado em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido 0,4 g do
material vegetal. No material macerado foram adicionados 4 mL de TCA 0,1% (p/v) +
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20% em tubo falcon de 15 mL. O material foi
homogeneizado em vortex e centrifugado a 10000 x g por 10 minutos a 4 °C. A reagdo foi
realizada pela adig¢do de 250 pL do sobrenadante em 1 mL de solugdo de acido tricloroacético
20% + 0,5% de acido tiobarbitrico. As amostras foram mantidas em banho-seco a 95 °C
durante 30 minutos, posteriormente, resfriadas em gelo por 10 minutos e homogeneizadas em
vortex. Foram realizadas leituras das amostras em A = 535 e 600 nm. Os resultados foram

expressos em nmol MDA g! MF.

5.6.3. Proteinas soluveis

A concentracdo das proteinas soliveis totais foi determinada segundo o método de
Bradford (1976), para o calculo da atividade especifica da SOD, CAT e APX. A determinagdo
foi feita pela adigdo de 10 uLL de sobrenadante e 1 mL de reagente Bradford. Ap6s 10 minutos
de espera, foi realizada leitura de absorbancia em A = 595 nm em espectrofotometro e os
resultados foram expressos em mg g' MF. Como descrito anteriormente para proteinas de

reserva, a curva padrao foi determinada utilizando-se o BSA.
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5.6.4. Atividade da superoxido dismutase (SOD, EC:1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com Giannopolitis e Ries (1977).
Utilizou-se uma camara de reacdo sob iluminacdo de lampada fluorescente de 15 W a 25 °C.
Foi adicionado 50 pL da amostra em 2 mL da solugdo tampdo fosfato de potassio pH 7,8 (50
mmol L) + 200 uL de nitroblue tetrazolium (NBT) (75 mmol L), 200 uL de EDTA (0,1
mmol L), 250 puL de metionina (13 mmol L) e 250 uL de riboflavina (2 pmol L!). As
amostras foram homogeneizadas em vortex, acondicionadas na caixa, tampada e livre de
qualquer luz exterior, e mantidas sob a iluminag¢do da caixa por 20 minutos. Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas e submetidas a leitura de absorbancia a A = 560 nm em

espectrofotdmetro, os resultados foram expressos em U SOD mg™! proteina.

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

A atividade da CAT foi determinada pelo monitoramento da degradacdo de H20»
conforme método descrito por Reis et al. (2015). Em 1 mL de tampao fosfato de potassio pH
7,5 (100 mM) foram adicionados 25 pL. H2O» (30%) e 10 pL do extrato vegetal. O material
foi imediatamente homogeneizado em vortex e a determinagdo da decomposi¢ao do H>O» foi
realizada durante 1 minuto com intervalos de 10 segundos a 25 °C em espectrofotometro a A =

240 nm. Os resultados foram expressos em pmol H>O> min"' mg! proteina.

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

A atividade da APX foi determinada segundo Moldes et al. (2008). Em 10 pL do
extrato vegetal foram adicionados 690 pL de tampdo fosfato de potassio 80 mM, pH 7,0 +
100 pL de ascorbato 5 mM + 100 uL de EDTA 1 mM com posterior incubagdo em banho-
maria a 30°C por 5 minutos no escuro, em seguida, adicionou-se 100 uL. de H>O> 1 mM com
imediata leitura de absorbancia a A = 290 nm durante 1 minuto. Os resultados foram expressos

em umol H>O, min"! mg! proteina.

5.7. Analise estatistica

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

submetidos aos testes de normalidade proposto por Shapiro e Wilk (1965) e
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homocedasticidade de Levene, ambos a 5% de significancia (p > 0,05). Posteriormente, os
dados foram submetidos a analise de varidncia pelo teste F (p < 0,05), e quando significativos,
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05). A analise
de correlagdio de Pearson (p < 0,05) também foi realizada para identificar varidveis
dependentes que sdo diretamente correlacionadas com os tratamentos. O pacote “corrplot” foi
utilizado para criar o Heatmap, com fungdes “cor” e “cor.mtest” para criar os coeficientes e
matrizes de p-valores. Para facilitar a visualizacdo de correlagdes significativas, foram

inseridos asteriscos nas células do Heatmap.
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6 RESULTADOS

Os actimulos de massa seca de parte aérea e raizes da maioria dos genoétipos de café
ndo diferiram entre os tratamentos (Figura la, b). Apenas o cultivar Catucai apresentou
redugio de 27,6% no acimulo de massa seca de raizes quando exposto a 1 mmol L™ de Se.
Os cultivares IPR99 e Catucai destacaram-se dos demais por apresentarem os maiores
acumulos de massa seca de raizes e parte aérea, enquanto que no gendétipo Obata verificou-se
menor massa seca de parte aérea e raiz, tanto na auséncia (1,23 e 0,37 g plant™') quanto na

presenca de Se (0,91 e 0,25 g plant™).

Figura 1 - Efeitos do Se na massa seca da parte aérea (A) e na massa seca da raiz (B) dos
genotipos de mudas de café. O erro padrdo da média (n = 4) é indicado por barras de erro.
Letras diferentes indicam diferenca entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P<0,05).
Letras maiusculas correspondem a concentracdo de Se na solug@o nutritiva dentro de cada
gendtipo e letras minusculas correspondem aos gendtipos do café dentro de cada concentracdo
de Se.
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Fonte: Préprio autor.

Evidenciou-se que as mudas de café expostas ao Se apresentaram raizes mais escuras,
sendo este um provavel indicativo de oxidacdo (Figura 2). Além disso, os genotipos Obata ¢
Catucai também apresentaram drastica redugdo nas estruturas de parte aérea, dada pelo menor
comprimento da haste principal e internodios curtos, quando comparados ao tratamento
controle. Ao contrario do que se esperava, a exposi¢cdo ao Se ndao causou a clorose ou

amarelecimento nas folhas dos genotipos de café nesta concentragao testada.
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Figura 2 - Caracterizacdo fenotipica visual das mudas de genotipos de café em resposta a
concentracao de Se, onde (a) Obata, (b) IPR-99, (c) IAC 125, (d) IPR-100, and (e) Catucai
25L.

Fonte: Préprio autor.

Quanto aos pigmentos fotossintetizantes, os genotipos de café Obata, IPR99 e IAC125
apresentaram reducdo nos teores de clorofila total quando expostos a 1 mmol L™! de Se, sendo
15,6, 37,1 e 38,0%, respectivamente, menores em comparagdo ao tratamento controle (Figura
3a). Em contrapartida, os genoétipos IPR100 e Catucai tiveram aumento dos teores de clorofila
total em 12,3 e 35,2%, respectivamente, quando expostos ao Se. As concentragdes de feofitina
total e carotenoides acompanham tais resultados de clorofila, indicando que a exposigdo ao Se
foi prejudicial aos gendtipos Obatd, [IPR99 e IACI125 (Figura 3b, c). A redugdo de
carotenoides nesses genodtipos foi na ordem de 10,8, 38,0 e 37,1%, respectivamente, em

relacdo ao tratamento controle.
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Figura 3 - Efeitos do Se nos pigmentos fotossintéticos, (A) clorofila total, (B) feofitina total e
(C) carotenoides nas folhas dos genotipos de mudas de café. O erro padrdo da média (n =4) é
indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferenca entre as médias de acordo
com o teste de Tukey (P<0,05). Letras maitusculas correspondem a concentracdo de Se na
solu¢do nutritiva dentro de cada genoétipo e letras mintsculas correspondem aos genotipos do
café dentro de cada concentragdo de Se.
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Fonte: Préoprio autor.

Em relacdo as proteinas de reserva, observou-se aumento das concentracdes de
albumina nos genotipos Obatd, IPR99, IPR100 e Catucai, quando expostos ao Se (Figura 4a).
Este aumento foi até 13,2, 35,4, 108,2 e 50,3%, respectivamente, em relacdo as plantas do
tratamento controle. Apenas o genotipo IAC125, apresentou comportamento distinto, com
maior concentragdo de albumina quando submetido ao tratamento controle, sendo este
131,9% maior que o tratamento de 1 mmol L' de Se. Dentre os gendtipos, o Obatd se
destacou com a maior concentragdo de albumina nas folhas (308,9 mg ¢! MF no tratamento

controle e 349,8 mg g MF em exposi¢do ao Se), independente do tratamento aplicado.
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Figura 4. Efeitos do Se na concentragdo de proteinas de reserva, (A) albumina, (B) globulina,
(C) prolamina e (D) glutelina nas folhas dos genotipos de mudas de café. O erro padrdo da
média (n = 4) ¢ indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferenca entre as
médias de acordo com o teste de Tukey (P<0,05). Letras maiusculas correspondem a
concentracdo de Se na solucdo nutritiva dentro de cada gendtipo e letras minusculas

correspondem aos gendtipos do café dentro de cada concentragdo de Se.
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Fonte: Proprio autor.

O genodtipo Obatd também se caracterizou pelo aumento da concentragdo de globulina
(199,2 mg g! MF) quando exposto a 1 mmol L' de Se (Figura 4b). Este aumento
correspondeu a 462,7%, quando comparado ao tratamento controle. De modo similar, o
genotipo Catucai apresentou aumento da fragdo globulina (45,3%) quando exposto ao Se. Os

demais genotipos IPR99, IACI125 e IPR100 apresentaram comportamento contrario aos
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demais, com redugdes na concentracido de globulina (64,5, 88,7 ¢ 43,4%, respectivamente),
quando expostos ao tratamento com Se.

As maiores concentragdes de prolamina e glutelina foram observadas no cultivar
IAC125 submetido a 1 mmol L' de Se (Figura 4c, d). Neste tratamento, observou-se aumento
de 339,4% na concentragdo de prolamina e, 56,6% na concentracdo de glutelina, quando
comparados aos tratamentos controle. O genétipo Obatd apresentou aumento da fragdo
prolamina (177,1%) quando submetido ao Se. Os demais genotipos IPR99, IPR100 e Catucai
ndo diferiram quanto a concentracdo de prolamina frente aos tratamentos propostos. Todavia,
esses mesmos gendtipos incrementaram a concentragdo de glutelina quando expostos ao Se
(19,9, 47,9 e 38,4%, respectivamente).

O efeito da concentracdo de Se adicionada a solucdo nutritiva se deu principalmente
pelo aumento da concentracdo de MDA em dois dos cinco genotipos avaliados (Figura 5a).
Os gendtipos IPR99 e IPR100 apresentaram aumento na concentracdo de MDA de até 46,8 e
73,6%, respectivamente, em relagdo ao tratamento controle. Apesar desses resultados, houve
uma tendéncia de aumento na concentragdo de H202 nos gendtipos IPR99, TAC125 e IPR100,
cultivados no tratamento controle (Figura 5b). Esse efeito se deu em até 10,5% no gendtipo
IPR99, 41,5% no IAC 125 e 33,5% no IPR100. Com isso, a atividade das enzimas do sistema
antioxidativo — SOD e CAT — foi maior nas plantas cultivadas no tratamento controle (Figura
5c, d). Apenas para os genotipos Obatd e Catucai, a atividade de SOD nido diferiu entre
tratamentos. Nos demais gen6tipos IPR99, IAC125 e IPR100, houve maior atividade de SOD
com 50,3, 459 e 49,3% de diferenca, quando cultivados no tratamento controle.
Semelhantemente, a maior atividade de CAT nas plantas cultivadas no tratamento controle foi
de até 147,6% para o genodtipo Obatd, 136,0% para IPR99, 174,7% para IAC125, 61,3% para
IPR100 e 136,8% para Catucai. A atividade de APX ndo foi alterada frente aos tratamentos

controle e 1 mmol L! de Se.
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Figura 5. Efeitos do Se no metabolismo antioxidante, (A) concentragdo de malondialdeido,
(B) concentra¢do de peroxido de hidrogénio, (C) atividade de superdxido dismutase, (D)
atividade de catalase, (E) atividade de ascorbato peroxidase e (F) concentracdo de proteina
soluvel em folhas de gendtipos de mudas de café. O erro padrdo da média (n = 4) ¢ indicado
por barras de erro. Letras diferentes indicam diferenca entre as médias de acordo com o teste
de Tukey (P<0,05). Letras maitisculas correspondem a concentragdo de Se na solucdo
nutritiva dentro de cada genotipo e letras minusculas correspondem aos genétipos do café

dentro de cada concentragdo de Se.
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Em relagdo as concentragdes e acimulos de Se nas raizes e parte aérea das plantas, foi
observado um padrao similar entre os genotipos (Figura 6a, b). Considerando-se uma média
de todos os gendtipos, a dose de 1 mmol L' de Se aumentou em mais de 400 vezes a
concentracdo de Se nas raizes e 100 vezes a concentragdo de Se na parte aérea. O genotipo
Obata apresentou a maior concentragdo de Se em estruturas de raizes e parte aérea, 849,92 ¢
383,27 mg kg!, respectivamente, quando submetidos ao tratamento com Se. O gendtipo
IPR100 nao diferiu de Obatd em concentragdo de Se nas raizes. Os demais geno6tipos IPR99 e
IACI125, submetidos ao tratamento com Se, apresentaram a mesma capacidade de absorgdo
desse elemento benéfico, com concentragdes nas raizes entre 782,1 e 759,4 mg kg™! de Se.

Em relagdo ao acimulo de Se na planta, os genodtipos IPR99, IAC125 e IPR100
destacam-se dos demais com médias de 599,7, 5459 e 524,5 pg planta’ em estruturas de
raizes e, o gendtipo Catucai se destaca dos demais com média de 657,1 pg planta’! em
estruturas de parte aérea (Figura 6¢, d). Seguidos pelo genotipo Catucai, os demais genotipos
IPR99, TAC125 e IPR100 apresentaram padrdo similar de acimulo de Se em estruturas de
parte aérea, com médias alternando entre 519,9 e 550,4 ug planta™ de Se.

Os resultados de translocagdo de Se das raizes para parte aérea das plantas indicaram
que o gendtipo Obatd ndo apresenta mecanismos de compartimentagdo do elemento (Figura
6¢e). Quando este foi submetido a 1 mmol L de Se em solugio nutritiva, houve aumento da
translocacdo de Se em 36,6%, em relacdo ao tratamento controle. Os demais genoétipos,
mesmo apresentando elevado acumulo e concentracdo de Se nas raizes e parte aérea das
plantas, indicaram apresentar restri¢do a translocagdo do elemento. Os genotipos Catucai e
IACI125 apresentaram redugdo de 59,3 e 37,6%, respectivamente, na translocacdo de Se
quando expostos ao tratamento de 1 mmol L' de Se, seguidos pelos genétipos IPR100 e IPR

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

Figura 6 - Efeitos de Se na (A) concentragdo de Se da raiz, (B) concentracdo de Se na parte
aérea, (C) acamulo de Se na raiz, (D) acimulo na parte aérea e (E) translocacdo de Se da raiz
para parte aérea em genotipos de mudas de café. O erro padrao da média (n = 4) ¢ indicado
por barras de erro. Letras diferentes indicam diferenga entre as médias de acordo com o teste
de Tukey (P<0,05). Letras maitsculas correspondem a concentragdo de Se na solugdo
nutritiva dentro de cada genotipo e letras minusculas correspondem aos genétipos do café
dentro de cada concentragdo de Se.
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O fornecimento de Se propiciou maior acimulo de Ca ¢ Mg nas raizes dos genotipos

IPR99, IAC125 ¢ IPR100 em relagdo ao tratamento controle, no entanto, o gendtipo Obata foi
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negativamente afetado demonstrando reducdo significativa destes macronutrientes na planta

(Figura 7).

Figura 7 - Efeitos de Se na (A) concentragdo de Ca na parte aérea, (B) concentragdo de Ca na
raiz, (C) Concentragdo de Mg na parte aérea, (D) Concentracdo de Mg na raiz, (E)
Concentragdo de K na parte aérea, e (F) Concentracdo de K na raiz em gendtipos de mudas de
café. O erro padrio da média (n = 4) ¢ indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam
diferenca entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P<0,05). Letras maitisculas
correspondem a concentragdo de Se na solucdo nutritiva dentro de cada genotipo e letras
minusculas correspondem aos genotipos do café dentro de cada concentragdo de Se.
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O aumento da absor¢do de Se pela planta provocou efeito antagdnico na absor¢do de
S. A presenca de Se nas folhas teve correlacdo negativa com a concentragdo de S nas folhas ¢

nas raizes, e no acumulo de S pela planta (Figura 8).

Figura 8 - Efeitos de Se na (A) concentracdo de P na parte aérea, (B) concentracdo de P na
raiz, (C) Concentragdo de S na parte aérea, (D) Concentracdo de S na raiz em genoétipos de
mudas de café. O erro padrao da média (n = 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes
indicam diferenca entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P<0,05). Letras
maiusculas correspondem a concentragdo de Se na solugdo nutritiva dentro de cada genotipo e
letras minasculas correspondem aos gendtipos do café dentro de cada concentragdo de Se.
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7 DISCUSSAO

As concentracdes de Se nas raizes e parte aérea dos gendtipos avaliados foram
aumentadas quando expostos a dose de 1 mmol L de Se (Figura 6a, b). Tal condi¢do gerou
acumulos de Se nas respectivas estruturas (Figura 6¢, d). Apesar do aciimulo observado, ndo
foram evidenciados sintomas de toxidez nas folhas (Figura 2). Talvez porque as
concentragdes criticas de deficiéncia e toxicidade de Se variam amplamente entre espécies,
sendo geralmente demonstrada em concentragdes superiores a 5 mg kg! no tecido vegetal,
entretanto, para o arroz, por ser uma planta nio acumuladora, a concentragio de 2 mg kg™! de
Se na matéria seca evidenciou ser toxica (KOLBERT et al., 2019). Todavia, algumas plantas
toleram concentragdes de até 1000 mg kg de Se na massa seca sem apresentarem sintomas
de toxidez (WHITE, 2018), como foi constatado nos genotipos de café nesse estudo. Também
deve-se levar em consideracdo o tempo de exposi¢do dos genotipos ao elemento, que foi de
oito dias, ndo sendo suficiente para expressar visualmente os sintomas de toxidez nas plantas.
Acompanhando tais resultados, os acimulos de Se ndo afetaram o desenvolvimento do café
no periodo observado, pois a produgdo de massa seca dos gendtipos ndo diferiu do tratamento
controle. Coeficientes de correlacdo obtidos entre tais atributos biométricos, massa seca de
raizes ¢ parte aérea X concentragdo e acumulo de Se em parte aérea e raizes, ndo foram
significativos, confirmando tais observacdes (Figura 9). Constatou-se que um dos genotipos
avaliados (Obatd) aumentou a translocagdo de Se das raizes para parte aérea da planta, quando
exposto a 1 mmol L' de Se. A resposta desse gendtipo foi um importante indicativo de que
nem todos os gendtipos apresentaram estratégias de compartimentagdo desse elemento

quimico em estruturas de raizes.

Figura 9 - Heatmap com as correlagdes de Pearson entre os pardmetros nutricionais e
bioquimicos analisados na parte aérea (Sh) e raizes (Rt) dos gendtipos de café expostos as
condigdes de estresse por Se. * indica relagdo significativa (P<0,05). Abreviagdes: clorofila
total (Chl), carotenoides (Car), feofitina total (Phe), albumina (Alb), globulina (Glob),
prolamina (Prol), glutelina (Glut), sacarose (Suc), agtcar total (Sug), nitrato (NO3), amonia
(NH3), aminoacidos (AA), peroxido de hidrogénio (H202), malondialdeido (MDA), atividade
de superoxido dismutase (SOD), atividade de catalase (CAT), atividade de ascorbato
peroxidase (APX), proteina total (Prot), massa seca (Rt-DW, Sh-DW), concentracdo de Mn
(Sh-Mn, Rt-Mn), concentragdo de Ca (Sh-Ca, Rt-Ca), concentragdo de Mg (Sh-Mg, Rt-Mg),
concentracdo de K (Sh-K, Rt-K), concentragcdo de P (Sh-P, Rt-P), concentragdo de S (Sh-S,
Rt-S), concentragdo de B (Sh-B, Rt-B), concentragdo Cu (Sh-Cu, Rt-Cu), concentragdo de Fe
(Sh-Fe, Rt-Fe), concentragdo de Mn (Sh-Mn, Rt-Mn), concentragdo de Zn (Sh-Zn, Rt-Zn),
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concentragdo de Se (Sh-Se, Rt-Se), acimulo de Se na parte aérea (Sh-Se-ac), acumulo de Se
na raiz (Rt-Se-ac), translocagdo de Se raiz/parte aérea (Tr-Se).
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1213 Mesmo ndo havendo nitida clorose entre tratamentos no periodo observado, a

1214  concentracio de 1 mmol L' de Se em solugdo nutritiva influenciou negativamente a
1215  concentragdo de clorofila total, feofitina total e carotenoides, principalmente nos genotipos

1216  Obatd, IPR99 e TAC125. Coeficientes de correlagdo negativos obtidos entre o acimulo de Se
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nas folhas x teores de clorofila (r = -0,8) e carotenoides (r = -0,4) confirmam tais observagdes
(Figura 9). Os efeitos deletérios da alta concentracdo de Se nos pigmentos fotossintetizantes,
possivelmente culminaram na degradagdo das moléculas de clorofila pela oxidagdo das
moléculas e remogio de ions de Mg?" (Rydzynski et al., 2019). Silva et al. (2018) relataram a
possibilidade de reducdo na concentracdo de pigmentos fotossintetizantes (clorofila total), a
uma taxa superior a 90%, causada pela aplicagio de Se via foliar na dose de 1600 g ha™,
sendo o Se um agente pro-oxidante.

A concentracdo de Mg, Ca e Zn foram incrementadas apés a aplicagdo de Se em
diferentes espécies arboreas (Drahonovsky et al., 2016), assim como pode ser observado nos
genotipos de café IPR99, IAC125 e IPR100 (Figura 7), promovendo maior produgdo de
aminoacidos e metabdlitos na sinalizacdo de estresse para conferir tolerancia a NaCl em trigo
(Elkelish et al., 2019). A concentragdo de Se influenciou negativamente a translocagdo de P e
S para as folhas, assumindo valores de correlagdo negativos (r = -0,4 ¢ r = -0,8) resultando em
acumulo de P e S nas raizes (Figura 8, 9). Pressupondo-se que, a alta concentracdo S além de
reduzir a concentracdo de Se, pode reduzir o risco de fitotoxidez deste elemento (Cheng et al.,
2016) por estar envolvido na transcricdo de genes citoprotetores que codificam proteinas
antioxidantes e enzimas de desintoxicacdo (Motohashi & Akaike, 2019), onde foi observado
correlagdo positiva entre S e atividade da catalase nas folhas dos genotipos de café (Figura 9).

A formagdo de moléculas MDA em dois dos cinco genétipos avaliados, IPR99 ¢
IPR100, indicou a peroxidacdo lipidica de membranas celulares nas folhas apos exposi¢do ao
Se. Em contrapartida, a concentracdo de H>O> foi reduzida nesses mesmos gendtipos € no
gendtipo IACI125 submetidos ao mesmo tratamento. Sabe-se que o Se em baixas
concentra¢des nos tecidos, desempenha papel modulador do estresse oxidativo pelo aumento
da atividade de enzimas do sistema antioxidativo (Cartes et al., 2005; Silva et al., 2018).
Estudos comprovam tal efeito em azevém (Cartes et al., 2005), alface (Hartikainen et al.,
1997; Xue et al., 2001), trevo branco (Mora et al., 2008) e soja (Djanaguiraman et al., 2005),
onde o Se atuou como ativador de mecanismos que aliviaram o estresse oxidativo no aparato
fotossintético das plantas, melhorando seu desenvolvimento. Por outro lado, sob altas
concentracdes de Se nos tecidos foliares, este elemento atua como um pro-oxidante (Silva et
al., 2018), reduzindo a produtividade das culturas pela fitotoxidez em degradagdo de lipideos,
proteinas, carboidratos e acidos nucleicos, prejudicando o metabolismo celular e levando a
morte das plantas (Slusarczyk et al., 2015; Cheng et al., 2016). No presente estudo, a dose de
1 mmol L' de Se ndo foi suficiente para causar a desordem do sistema antioxidativo das

plantas de café. Observou-se reducdo da atividade de enzimas SOD e CAT na maioria dos
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genoétipos submetidos ao tratamento com Se. Essa redugdo na atividade de enzimas
antioxidantes ¢ claramente justificada pelo aumento da concentragdo de proteinas soluveis nos
gendtipos IPR99, TACI125, IPR100 e Catucai, possivelmente induzido pelo estresse de Se.
Nesses genotipos, as concentragdes de proteinas soluveis foram maiores quando cultivados
em exposicdo ao Se, 44,8, 34,4, 53,6 ¢ 31,8%, respectivamente, em relagdo ao tratamento
controle. Coeficientes de correlacdo negativos entre a concentracdo de proteinas soluveis x
MDA (r=-0,4), H2O: (r =-0,4) e SOD (r = -0,8) confirmam tais observagdes.

Devido a similaridade quimica do Se com o S, o Se pode substitui-lo em compostos
contendo grupos sulfidrila, como aminoacidos sulfurados, glutationa e coenzima A. Ao
substituir o S em proteinas, o Se pode modificar sua estrutura e propriedades (White, 2016).
Enzimas da classe 6xido-redutase podem ser as mais sensiveis ao Se, devido as propriedades
antioxidantes do elemento. H4 uma forte influéncia do Se sobre as atividades das enzimas
oxido-redutase, como CAT, glutationa peroxidase ¢ SOD. Nesse sentido, ficou evidente que a
exposi¢do a dose de 1 mmol L' de Se também causou o aumento da producio de proteinas de
reserva, dada principalmente pelas fracdes albumina nos gendtipos Obatd, IPR99, IPR100 e
Catucai e, glutelina nos gendtipos IPR99, IAC125, IPR100 e Catucai (Figura 4).

A expressao génica e a atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do carbono
também sdo altamente associadas as respostas das plantas ao estresse (NISHIZAWA et al.,
2008). Para tanto, era esperado que haveria aumento nas concentra¢cdes de agucares totais em
alguns gendtipos apds aplicagio de 1 mmol L' de Se em solugio nutritiva, como possivel
estratégia para mitigar o estresse. Os gendtipos Obatd e [AC125 aumentaram a produgdo de
acucares soluveis totais, o que demonstra que estes gendtipos foram mais sensiveis ao Se,
quando comparados aos demais (Figura 10). Os agucares soliveis desempenham um papel
duplo contra formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), podem estar envolvidos em
produzir rotas metabdlicas, mas também podem afunilar o metabolismo produtor de NADPH,
como a via de fosfato de pentose oxidativo e assim contribuir para a eliminagdo de EROs

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

Figura 10 - Efeitos do Se na concentracdo de (A) Sacarose, (B) Acucares Totais, (C) Nitrato,
(D) Amonia e (F) Aminoacidos nas folhas dos gendtipos de mudas de café. O erro padrdo da
média (n = 4) ¢ indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferenca entre as
médias de acordo com o teste de Tukey (P<0,05). Letras maiusculas correspondem a
concentracdo de Se na solucdo nutritiva dentro de cada genotipo e letras minusculas
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Os resultados desse trabalho indicam que quatro dos cinco gendtipos café possuem
mecanismos de regulacdo na absor¢do de Se em condigdes de alta concentracdo na solugéo
nutritiva. Tais mecanismos estdo associados a compartimentacdo do Se em estruturas de
raizes, bem como no aumento da producdo de proteinas soliveis que regularam a atividade de
enzimas do sistema antioxidante. Por sua vez, os gendtipos mais responsivos ao Se (Obata ¢
IAC125), aumentaram a concentragdo de agucares soluveis nas folhas. O acimulo de Se nos
tecidos de parte aérea e raizes também proporcionou modificagdo nas concentracdes de B, Fe
e S. Observou-se coeficientes de correlacdo negativos entre acimulo de Se nas raizes e parte

aérea x concentracdo de B nas raizes, Fe nas folhas e S nas folhas (Figura 8; 9; 11).

Figura 11 - Efeitos do Se na concentracdo de (A) B na parte aérea, (B) B na raiz, (C) Cu na
parte aérea, (D) Cu na raiz, (E) Fe na parte aérea, e (F) Fe na raiz em genétipos de mudas de
café. O erro padriao da média (n = 4) ¢ indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam
diferenca entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P<0,05). Letras maitisculas
correspondem a concentragdo de Se na solucdo nutritiva dentro de cada genotipo e letras
minusculas correspondem aos genotipos do café dentro de cada concentragdo de Se.
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8 CONCLUSOES

Os gendtipos de café ardbica foram tolerantes a aplicagdo de 1 mmol L' de Se em
solu¢do nutritiva, ndo exibindo sintomas visuais de fitotoxidez nas folhas. Pigmentos
fotossintéticos e enzimas antioxidantes como SOD, CAT e APX reduziram em resposta a
exposi¢do a 1 mmol L' de Se. As concentragdo de aclicares totais € nitrato aumentaram em
plantas tratadas com Se. Exceto para o gendtipo Obata, houve reducdo do transporte a longa
distancia de Se das raizes para a parte aérea, ficando evidente o acimulo de Se nas raizes
como estratégia para maior tolerancia a toxidez de Se na parte aérea, influenciando
negativamente a concentragdo de P, S e Fe nas folhas, exercendo efeito antagonista na
absorcdo destes nutrientes.

As respostas antioxidantes, o acimulo de aguicares totais e a alocagdo do Se no sistema
radicular foram as principais respostas fisiologicas e bioquimicas de mudas de cafeeiro em

resposta a alta concentragdo de Se na solugdo nutritiva.
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Capitulo 11

Aplicacao foliar de Selénio e nano-Selénio estimula a biofortificacdo de grios e respostas

fisiologicas do Coffea arabica L.

RESUMO

Ha evidéncias conclusivas da deficiéncia de selénio (Se) nos solos e nos alimentos no Brasil.
O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor de café do mundo, representando grande potencial
para biofortificacdo da bebida. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar respostas fisioldgicas e
bioquimicas de plantas de café em resposta a aplicagdo foliar de fontes e doses de Se para a
biofortificacdo dos grdos. Nesse estudo foram usadas 7 doses de Se (0, 10, 20, 40, 80, 100 e
160 mg L) aplicadas via foliar e 3 fontes de Se (nano-Se 1500, nano-Se 5000 e selenato de
s6dio), com 4 repeticdes. A aplicagdo de Se via foliar até a dose de 40 mg L' aumentou a
concentracdo de pigmentos fotossintéticos como clorofilas, feofitinas e carotenoides nas
folhas. A aplicagio foliar das fontes de Se na faixa de 20 a 80 mg L™! diminuiu a peroxida¢io
lipidica e a concentragdo de peroxido de hidrogénio, aumentando a atividade da superdxido
dismutase, ascorbato peroxidase, catalase e glutationa redutase nas folhas do café. Esses
resultados indicam que a aplicacdo das doses e fontes de Se foram eficientes para ativar a
atividade enzimatica do metabolismo antioxidativo para a mitigagdo de espécies reativas de
oxigénio. A aplicacdo da fonte nano-Se 5000 na concentragdo de 160 mg L' aumentou a
produtividade do café beneficiado em 1500 kg ha™!. Os resultados desse estudo comprovam o
efeito benéfico do Se no aumento de pigmentos fotossintetizantes, metabolismo antioxidativo,
aumento de produtividade do cafeeiro e qualidade nutricional dos graos. A dose de Se
recomendada nesse estudo pode mitigar estresses abidticos como altas temperaturas e
incidéncia de radiagdo solar direta, promover aumento de produtividade no cafeeiro e maior

valor nutricional dos graos.

Palavras-chave: Café arabica. Selenato de sddio. Metabolismo antioxidante. Nano-selenium.
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9 INTRODUCAO

As formas de selénio (Se) disponiveis sdo dependentes de diversos fatores e¢ sua
distribuicdo nos solos ndo ¢ de maneira uniforme, resultando em baixas concentragdes em
solos acidos de regides tropicais. Os solos agricultaveis sdo naturalmente deficientes em Se
com teores variando de 0,01 a 2 mg kg' (WHITE, 2016). Além dos baixos teores naturais nos
solos utilizados na agricultura em paises tropicais, o acimulo de Se nas partes comestiveis
também ¢ variavel de acordo com a espécie. O Brasil, juntamente com paises em
desenvolvimento possuem fortes evidéncias de deficiéncia de Se na populacdo, no entanto,
ainda ha poucas pesquisas em biofortificagdo de alimentos com Se (REIS et al., 2014; REIS
etal., 2019).

O cenario agricola mundial do café esta sempre em perspectiva de crescimento, tendo
em vista a crescente demanda pelo consumo da bebida e pelos seus beneficios a saude
humana. A safra de café 2018/19 foi recorde com 174,6 milhdes de sacas de 60 kg, sendo o
Brasil correspondente pela maior produgdo do grao (United States Department of Agriculture
- USDA, 2019). O cafeeiro, exerce grande influéncia no mercado internacional, por suas
qualidades organolépticas, nutricionais (BALZANO et al., 2020) e medicinais (PAHLKE et
al.,2019; PEREIRA et al., 2020), sendo a bebida mais consumida mundialmente, tornando-se
uma excelente estratégia para a biofortificacao.

Alimentos biofortificados constituem-se de importantes estratégias para o combate a
desnutrigdo no mundo, que afeta mais de 840 milhdes de pessoas atualmente (Food and
Agriculture Organization — FAO, 2019). O consumo mundial de café¢ ¢ de 166,4 milhdes de
sacas anualmente, sendo o EUA, Brasil ¢ Unido Europeia os maiores consumidores da bebida
(USDA, 2019). O consumo per capita de café torrado no Brasil para o ano de 2017 foi de 5,10

kg ha'l ano’!

com perspectivas de aumento, segundo a evolucdo historica feita pela
Associagao Brasileira da Industria de Café — Abic (ABIC, 2017). Sendo assim uma alternativa
promissora para aumentar a ingestdo didria de Se, que ¢ um elemento essencial para a saude
humana e animal, participando de diversas reacdes antioxidantes no combate aos radicais
livres (KIELISZEK, 2019).

O Se quando aplicado em concentragdes até 50 g ha™! via foliar em feijio-caupi na
forma selenito de sodio exerce fungdo antioxidante pelo aumento da atividade especifica das
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e

glutationa redutase (GR), reduzindo a concentragio de peroxido de hidrogénio e

malondialdeido (SILVA et al., 2018). No tecido vegetal de mudas de trigo, as plantas tratadas
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com 5 uM de Se obtiveram incrementos positivos na sintese de carotenoides (8,01%),
pigmentos totais (13,23%), melhorando a taxa fotossintética (22,77%) e a condutancia
estomatica (18,54%) em relagdo ao controle (ELKELISH, 2019). A produtividade de diversas
culturas como arroz (Reis et al., 2018), canola (MOHTASHAMI et al., 2020), trigo (Lara et
al., 2019) e batata (ZHANG et al., 2019) foram incrementadas pela aplicagcdo de Se, tanto via
solo como foliar, mostrando que além dos efeitos fisiologicos e nutricionais, ha incrementos
de produtividade em condi¢des de campo.

Entretanto, as formas de Se podem apresentar toxidez de acordo com sua composi¢ao
quimica. A nanotecnologia, por sua vez, as transforma em particulas extremamente pequenas
chamadas Se-NPs, melhorando sua biodisponibilidade, eficiéncia catalitica e diminuindo a
toxidez comparada a essas fontes (ALI et al., 2020; YE et al., 2020). As nanoparticulas
induzem diversas altera¢cdes metabolicas, sendo citados por Hussein et al. (2019) diversos
estudos com uso de nano-Se que proporcionaram efeitos benéficos no crescimento ou
desenvolvimento de plantas. As nanoparticulas de Se possuem coloracdo vermelha e sdo
altamente estaveis, sendo comumente utilizadas para nutricdo, em terapias médicas ou estudos
clinicos (DJANAGUIRAMAN et al., 2018; ABDEL-HAKEEN et al., 2020), além disso, o
nano-Se pode aumentar o rendimento ¢ a qualidade de produtos agricolas associando as
propriedades de biosseguranga nas plantas e na saide humana (HUSSEIN et al., 2019).

Os efeitos da aplicagdo foliar de Se em cafeeiro sdo escassos na literatura. Nao ha
relatos sobre o efeito do Se nos parametros fisiologicos de plantas de caf€, tais como: i)
regulacdo das atividades especificas de enzimas antioxidantes, ii) reducdo da concentracdo de
espécies reativas de oxigénio, iii) qualidade nutricional dos graos, e iv) produtividade do
cafeeiro. E necessario avaliar estratégias de melhoria da qualidade nutricional do grio para
aumentar a ingestdo diaria de Se, com isso a biofortificagdo de café com Se pode ser uma
estratégia muito promissora devido a alta demanda e consumo da bebida. Deste modo,
objetiva-se avaliar a capacidade de biofortificagdo do café (Coffea arabica L.) com aplicacdo
foliar de fontes ¢ doses de Se caracterizando as respostas fisioldogicas, bioquimicas e

nutricionais da planta.
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10 MATERIAL E METODOS

10.1. Localizaciio e caracterizaciio da drea experimental

O experimento foi conduzido no ano de 2018, na propriedade particular de Francisco
Simoes na fazenda Santo Antdnio, cidade de Herculandia-SP. O solo da regido ¢ classificado
como arenoso (EMBRAPA, 2006) com baixos teores totais de Se (< 45 pg kg). O
delineamento experimental utilizado foi em blocos completos ao acaso em esquema fatorial 7
x 3, com quatro repeticdes para cada tratamento, onde foram estudadas as combinagdes de
sete doses de Se (0, 10, 20, 40, 80, 120 e 160 mg L) e trés fontes de selénio (selenato de
so6dio, microbial nano-selenium 1500 mg L' e nano-selenium 5000 mg L) aplicados via
foliar em plantas de Coffea arabica cultivar Itucai vermelho, resultando em 21 tratamentos
com 4 repeti¢des, totalizando 84 parcelas experimentais.

A érea de café foi implantada em 2013 sendo o experimento, portanto instalado em
cafezal de produgdo com 5 anos de idade. A aplica¢do de Se foi realizada durante a antese do
cafeeiro, no periodo vespertino com condigdes climaticas favoraveis (velocidade do vento
entre 4 e 15 km h'!, umidade relativa superior a 50% e temperatura de 30 °C). Como nio
existe na literatura a descricdo de doses de Se para café as doses escolhidas foram baseadas
em testes preliminares ja realizados (dados ndo publicados). Cada parcela foi constituida por
uma fileira de plantas, com 5 plantas por fileira em 4 repeti¢des, sendo consideradas uteis as 3
plantas em cada uma das fileiras. O espacamento entre linhas de 3,8 m e entre plantas de 0,8
m perfazendo uma 4rea de 15,2 m? por parcela. As plantas apresentavam altura média de 2
metros, sendo irrigadas por gotejamento durante todo seu ciclo de cultivo exceto no periodo
anterior a colheita para uniformizar a maturagdo de grdos, foram adotadas praticas
conservacionistas ceifando o mato nas entrelinhas e praticas agrondmicas para controle de
pragas e doengas de acordo com recomendagdes do Instituto Agronémico de Campinas —

IAC.

10.2. Coleta de material para respostas fisiologicas e avaliagio do estado nutricional

As folhas diagnosticas (3° ou 4° pares de folhas do apice do ramo plagiotropico) foram
coletadas 3 semanas apos a aplicagdo dos tratamentos. Parte dessas folhas foram congeladas
em nitrogénio liquido e armazenado em fieezer -80°C, para posterior andlises bioquimicas,

pigmentos fotossintetizantes e avalicdo das enzimas do estresse oxidativo. O restante do
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material vegetal (folhas e graos) foram acondicionados em embalagem de papel, identificado
e submetido a secagem em estufa com circulacdo forcada (45 = 5 °C) durante 72 horas até
obterem peso constante, sendo em seguidas moidas em moinho tipo Willey para analise de Se
e nutrientes (MALAVOLTA et al., 1997).

10.3. Pigmentos fotossintetizantes

A concentracdo de clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotenoides e feofitina total
foram quantificados pelo método espectrofotométrico proposto por Lichtenthaler (1987),
utilizando 1,0 g de material vegetal fresco armazenado em 10 mL de acetona a 80%, com
aliquota de 100 pL de extrato diluido em 1000 puL de acetona 80%. Os resultados foram
expressos em pug g MF.

10.4. Analise do estresse oxidativo e enzimas antioxidantes

As folhas coletadas foram armazenadas em nitrogénio liquido, posteriormente
acondicionadas em freezer -80 °C até serem processadas para analises de contetdo de
peroxido de hidrogénio (H20z), malondialdeido (MDA), atividade de superdxido dismutase
(SOD), atividade de catalase (CAT), atividade de ascorbato peroxidase (APX) e atividade de
glutationa redutase (GR).

Para a determinagdo de proteinas totais, superoxido dismutase (SOD, EC:1.15.1.1),
catalase (CAT, EC:1.11.1.6), ascorbato peroxidase (APX, EC:1.11.1.11) e glutationa redutase
(GR, EC: 1.8.1.7) foram pesados aproximadamente 1,0 g do material vegetal congelado, que
foi macerado em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido. No material macerado foram
adicionados 4 mL de solugdo tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contendo 7% de
sacarose, 14 mM B-mercaptoetanol, 250 mM acido ascorbico, 20 mM ditiotreitol, 20 mM
metabissulfito de sodio, 20 mM tetraborato de sdédio ¢ 10 mM KCIl. Os extratos
homogeneizados foram centrifugados a 10.000 x g por 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante
(sempre no gelo) foi coletado e passado por coluna Sephadex PD10, usando tampao fosfato de
potassio 100 mM contendo EDTA 1 mM e DTT 3 mM. O flow through recolhido foi

transferido para eppendorfs e armazenado em freezer -80 °C.

10.4.1.  Peroxido de hidrogénio
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A concentracdo de H,O, foi determinada segundo Alexieva et al. (2001). Para isso
foram pesados aproximadamente 0,4 g do material vegetal congelado, que foi macerado em
almofariz de porcelana com nitrogénio liquido. No material macerado foi adicionado 4 mL de
acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) em tubo falcon de 15 mL, o material foi
homogeneizado em vortex e centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C. Em seguida foi
feita extragdo de 200 plL de sobrenadante, no qual foram adicionados 200 pl. de tampao
fosfato de potassio, pH 7,5 (100 mM) e 800 puL de 1 M solugdo de iodeto de potassio. As
amostras foram mantidas em gelo durante uma hora e posteriormente mantidas em
temperatura ambiente por 20 minutos para estabilizacdo da reagdo, foram realizadas leituras
de absorbancia a A = 390 nm em espectrofotometro. A concentracdo de peroxido de
hidrogénio no tecido foliar foi calculada com base na curva padrao de H>O: e os resultados

expressos em pmol g MF.

10.4.2. Peroxidacio lipidica — Malondialdeido

A peroxidacdo lipidica, ou MDA, foi mensurada segundo metodologia de Heath ¢
Packer (1968). Foi macerado em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido 0,4 g do
material vegetal. No material macerado foram adicionados 4 mL de TCA 0,1% (p/v) +
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20% em tubo falcon de 15 mL. O material foi
homogeneizado em vortex e centrifugado a 10000 x g por 10 minutos a 4 °C. A reagdo foi
realizada pela adig¢do de 250 pL do sobrenadante em 1 mL de solugdo de acido tricloroacético
20% + 0,5% de acido tiobarbitrico. As amostras foram mantidas em banho-seco a 95 °C
durante 30 minutos, posteriormente, resfriadas em gelo por 10 minutos e homogeneizadas em
vortex. Foram realizadas leituras das amostras em A = 535 e 600 nm. Os resultados foram

expressos em nmol MDA g MF.

104.3.  Atividade da superéxido dismutase (SOD, EC:1.15.1.1)

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada seguindo a metodologia
descrita por Giannopolitis e Ries (1977) em espectrofotdmetro. Adicionou-se 50 pul de extrato
da amostra ja descongelada em tubo de ensaio de vidro contendo 2 mL de tampao fosfato de
s6dio 50 mmol L' pH 7,8, em seguida acrescentou-se 200 uL. de NBT 75 pmol L' (nitroblue
tretazolium), 200 uL de EDTA 0,1 mmol L', 250 uL de metionina 13 mmol L € 250 uL de

riboflavina 2 umol L!. O preparo dos controles seguiu-se a mesma metodologia substituindo
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o extrato vegetal por tampao fosfato de sddio. Os tubos foram acondicionados no interior da
camara de reacdo, sob iluminagdo artificial por lampada fluorescente de 15W a 25 °C e
mantidos durante 20 minutos para formagdo do composto blue formazana. A leitura foi
realizada em espectrofotometro UV-Vis, no comprimento de onda de 560 nm em absorbancia.

A atividade da SOD foi expressa em U SOD/mg de proteina.

104 .4. Atividade da catalase (CAT, EC:1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada pelo monitoramento da degradagdo de H>0O>
conforme método descrito por Reis et al. (2015). A reagdo ocorre a 25 °C utilizando cubeta de
quartzo. Acrescentou-se 5 pL do extrato vegetal na cubeta ¢ 3 mL do tampdo A (10 mL de
tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,5 + 25 puL de H20230%), para o branco substituiu-
se a aliquota do extrato por tampao fosfato de potassio, acrescentando 3 mL do tampdo A. Em
seguida, a atividade foi monitorada durante 1 minuto com intervalos de 10 segundos em
espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de onda de 240 nm em absorbancia para
degradagdo do H,O,, em temperatura ambiente. O resultado foi expresso em pmol min™! mg!

de proteina.

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

A atividade da APX foi determinada segundo Moldes et al. (2008), em
espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de onda de 290 nm, a 30 °C em cubetas de
quartzo. Esta reacdo foi monitorada durante 1 minuto com leituras a cada 10 segundos, sendo
expressa a atividade em nmol minuto! mg! de proteina. A reagdo iniciou com a adigdo de 10
uL de extrato da amostra em cubeta de quartzo contendo 690 plL. de tampdo fosfato de
potassio 80mM pH 7,0 + 100 puL de ascorbato 5 mM + 100 uL. de EDTA 1 mM mantidos em
30 °C no escuro durante 5 minutos, em seguida adicionou-se 100 pL de H,O> 1 mM com
imediata leitura. A leitura foi realizada durante 1 minuto no comprimento de onda de 290 nm

em absorbancia e os resultados foram expressos em umol HO, min!' mg™! proteina.

10.4.6. Atividade da glutationa redutase (GR, EC: 1.8.1.7)

A atividade de GR foi determinada em espectrofotometro seguindo metodologia

descrita por Gomes-Junior et al. (2006), com algumas adaptagdes. Em microcubeta foram
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adicionados 1 mL de tampao fosfato de potassio pH 7,5 100 mM (tampdo A) e 500 uL de
solu¢do DTNB 1 mM diluido em tampao A mantidos a 30 °C durante 15 minutos no escuro.
A reagdo se iniciou com a adi¢do de 100 puL de solugdo NADPH 0,1 mM, 100 pL de solugéo
GSSG 1 mM e 2,5 pL do extrato vegetal. A atividade da GR foi estimada pela reducdo de
glutationa oxidada acompanhada por monitoramento durante 1 minuto no comprimento de
onda de 412 nm em absorbancia. Os valores foram expressos em nmol minuto”! mg! de

proteina.

10.5. Produtividade

Os graos foram colhidos no estagio cereja e passa, sendo acondicionados em sacos de
juta e posteriormente secos a sombra em casa de vegetagdo no municipio de Garga — SP, de
modo que a qualidade nutricional da bebida fosse preservada. Ao final da secagem de
aproximadamente 7 semanas, os graos de café com casca foram pesados para obtengdo do
peso em coco, calculo do percentual de renda e de umidade, os grdos beneficiados (sem
pergaminho) foram pesados para o célculo de rendimento por hectare (produtividade). Apos

secagem, os graos foram moidos em moinho tipo Willey para andlise de nutrientes e Se.

10.6. Avaliacio de nutrientes e Se

No tecido vegetal (folha diagnose, e graos) concentra¢des de fosforo (P), potassio (K),
calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn) e
selénio (Se) foram determinados foi obtida através do extrato via digestdo com acido nitrico
P.A. (merch) e posterior analise em ICP-MS.

O material vegetal (folhas e graos) foram secos em estufa a 45 + 5 °C durante 72 h até
atingirem peso constante, em seguida moidos em moinho de facas tipo Willey de aco inox e
0,20 g de peso seco foram colocadas em vasos de digestdo de perfluoroalcoxis (PFA)
adicionando-se 6 mL de HNOs; PA 65% (merch). A digestdo foi realizada em sistema de
micro-ondas compreendendo uma plataforma Multiwave GO com rotor de 12 vasos (Anton
Paar, Graz, Austria). As configuracdes para a digestdo foram: Temp = 195 °C, tempo = 45
min de rampa e 20 min de holding, dois vasos em branco contendo apenas acido nitrico e duas
réplicas de material de referéncia certificado (CRM) para Se foram incluidas a cada trés
corridas. O CRM utilizado foi BCR 402 (white clover) standard (Sigma-Aldrich) com

recuperagdo de Se de 99%. Apos digestdo, 9 mL de dgua milli-Q foram adicionados a cada
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tubo (volume final de 15 mL) e armazenados a temperatura ambiente. Antes da andlise
elementar, os digeridos foram diluidos 1:5 usando 4gua milli-Q. A analise dos elementos foi
realizada por espectroscopia de massa de plasma indutivamente acoplada (ICP-MS) (Agilent
7500ce, Agilent Technologies®, Toquio, Japdo), como descrito anteriormente por Silva et al.

(2018).

10.7. Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e posteriormente analisados
estatisticamente ao nivel de significincia 5% de probabilidade de erro. As pressuposi¢cdes do
modelo foram avaliadas pelo teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade de variancias pelo
teste de Hartley. As interacdes entre as fontes e as doses de Se quando significativas foram
analisadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Procedeu-se também a analise de correlagdo de Pearson (p < 0,05), a fim de constatar
as variaveis dependentes que se correlacionaram diretamente frente aos tratamentos
propostos. No Software R (R Development Core Team, v. 3.6), o pacote “corrplot” foi
acessado para criagdo do Heatmap, utilizando-se as fungdes “cor” e “cor.mtest” para criagdo
de matrizes de coeficientes ¢ p-valor para cada fonte de Se analisada, respectivamente. Para
facilitar a visualizagdo das correlagdes significativas foram inseridas diferentes cores dentro

células do Heatmap.
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11 RESULTADOS

As concentragdes de clorofilas a, b e total seguiram tendéncia de aumento em resposta
a aplicacio foliar de Se até 20 mg L' da fonte selenato de sodio e até 40 mg L™! para as fontes
de nano-Se, sendo essas mesmas doses as que proporcionaram maiores concentragdes de
pigmentos fotossintetizantes (Figura 1). A dose de 40 mg L™ das fontes nano-Se 1500 mg L!
e nano-Se 5000 mg L! proporcionou a maior concentragio de clorofila a ¢ b. Na fonte
selenato de sodio a dose de 20 mg L' foi a que proporcionou maior concentracio de
clorofilas, carotenoides e feofitinas (Figura 1). De modo geral, a dose de 160 mg L™ foi a que
apresentou menor conteudo destes pigmentos em relacdo ao tratamento controle, sendo um
biomarcador fisiologico de toxidez para o cafeeiro.

Figura 1 - Concentragdo de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C), carotenoides
(D) e feofitina total (E) nas folhas de café em resposta a aplicacdo de doses e fontes de Se.
Letras minusculas diferentes indicam significancia entre as fontes para cada dose e letras
maitsculas diferentes indicam significancia entre doses para cada fonte de Se de acordo com
o teste de Scott-Knott P < 0.05. As barras indicam o desvio padrdo da média (n = 4).
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A maior concentragdo de clorofila total (Figura 1C) foi obtida com a fonte nano-Se

5000 na dose de 40 mg L' (586,73 pg mL!), que proporcionou acréscimo de 79,7% em

relagdo a testemunha (326,52 pg mL') e diferenca percentual de 60,6% para a dose de 160

mg L' (231,11 pg mL"). Para ambas as fontes de nano-Se, 1500 e 5000 mg, a dose de 40 mg

L' proporcionou elevada concentragio de clorofila total, 538,50 e 586,73 ng mL’!

respectivamente, sendo observada também na dose de 20 mg L' de Se para a fonte selenato

de sodio (537,17 pg mL!) (Figura 1C). A concentracio de carotenoides e feofitina total

seguiu a mesma progressio com o aumento da dose de Se até 20 mg L' na fonte selenato de

so6dio e 40 mg L' para as fontes de nano-Se no cafeeiro (Figura 1D e Figura 1E).



1846
1847
1848
1849
1850
1851
1852
1853
1854

1855
1856
1857
1858
1859

1860
1861

1862
1863
1864
1865
1866
1867
1868
1869
1870
1871
1872

76

A maior concentragdo de malondialdeido (MDA) foi observada na testemunha e na
dose de 160 mg L' de Se, para todas as fontes analisadas (Figura 2A). Para a dose de 20 mg
L', a menor concentragio de MDA foi observada para a fonte nano-Se 1500 a qual
correspondeu a concentragio de 10,19 nmol g! MF. Este mesmo resultado pode ser
observado para a fonte nano-Se 5000, na qual as menores doses de Se foram as que
proporcionaram a menor concentragdo de MDA nos tecidos. Entretanto, para a fonte selenato
de sodio as doses que corresponderam a menor concentragdo de MDA foram de 40, 80 ¢ 120

mg L}, resultando em 16,26, 14,51 e 16,19 nmol g”! MF, respectivamente.

Figura 2 - Concentragdo de malondialdeido (A) e peroxido de hidrogénio (B) em folhas de
café em resposta a aplicacdo de doses e fontes de Se. Letras mintsculas diferentes indicam
significancia entre as fontes para cada dose e letras maiusculas diferentes indicam
significancia entre doses para cada fonte de Se de acordo com o teste de Scott-Knott P <0.05.
As barras indicam o desvio padrio da média (n =4).
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Fonte: Préprio autor.

As concentragdes de peréxido de hidrogénio (H20-) foram influenciadas assim como
pode ser observado anteriormente (Figura 2A), sendo que a testemunha e a dose 160 mg L
de Se proporcionaram as maiores concentragdes de H>O» nos tecidos foliares (Figura 2B). A
fonte nano-Se 1500 na dose de 80 mg L' de Se foi a que proporcionou menor concentragio
de H>O; em relagio as demais fontes (130,75 pumol H>O> g' MF), sendo estatisticamente
inferior em todas as doses testadas (Figura 2B). Para as fontes nano-Se 5000 e selenato de
sodio, as menores concentragdes de H,O» foram observadas na dose de 40 mg L' de Se
(159,36 € 175,96 pmol H,O» g'! MF), respectivamente (Figura 2B).

A maior atividade especifica da catalase foi observada na dose de 20 ¢ 120 mg L' de

Se para a fonte selenato de sddio (252,53 ¢ 230,94 nmol mg™! proteina), para as demais fontes,
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nano-Se 1500 e nano-Se 5000, este efeito foi observado apenas na dose de 120 mg L™ de Se
(235,55 € 236,12 nmol mg™! proteina). O tratamento controle e a aplicacdo da dose de 160 mg
L' de Se, em todas as fontes, apresentaram a menor atividade desta enzima no metabolismo
do cafeeiro (Figura 3A). Assim como observado anteriormente, a atividade da SOD foi maior
quando usou-se a fonte selenato de sodio na dose de 20 e 40 mg L}, correspondendo a 61,65 e
63,1 U SOD mg! proteina respectivamente, diferindo das demais doses de Se, sendo que a

menor atividade foi expressa na testemunha e aplicagdo de 10 mg L™! de Se (Figura 3B).

Figura 3 - Atividade da catalase (A), superoxido dismutase (B), ascorbato peroxidase (C),
glutationa redutase (D) em folhas de café¢ em resposta a aplicacdo de doses e fontes de Se.
Letras minusculas diferentes indicam significancia entre as fontes para cada dose e letras
maitsculas diferentes indicam significancia entre doses para cada fonte de Se de acordo com
o teste de Scott-Knott P <0.05. As barras indicam o desvio padrdo da média (n = 4).

mm nano-Se 1500 mg EEEEE nano-Se 5000 mg EEEE Sodium selenate

80 ®)

W
(=3
(=1

1)

CV=20.1% dan o CV =9.4%
2250 ’ s ’
£ 2 60 c
L ~—
£ 200 £ ¢ )
I3 ﬂ- a
Tw 150 %D 40 4  aBaBaD
£ a
=]
E 100 aC aCaC 8 20 |
= 50 2
> 2
S S
o wn
0 0
0 10 20 40 80 120 160 0 10 20 40 801 120 160
Selénio (mg L Selénio (mg L™)
120 7 (0 (mg L) 25 1(D)
CV=192%

CV=179%

aB
80 A aB
aB
60 aA
B bA
aA bARC b(] aBaBaB
b aAaCaC b b b(

0 10 20 40 810 120 160 0 10 20 40 80 120 160
Selénio (mg L™) Selénio (mg L)

— 553
() [=1
L

GR (pmol min™ mg™! proteina)
w =

APX (umol min mg™! proteina)
S
(=)

(=1
(=1
|

Fonte: Préprio autor.

A enzima ascorbato peroxidase (APX) teve maior atividade especifica em resposta a
aplicacdo da dose de 80 mg L' da fonte selenato de sédio (98,72 pmol min'! mg™! proteina)
sendo 297,2% maior ao tratamento controle (33,22 pmol min' mg"! proteina (Figura 3C).

Para as fontes nano-Se 1500 e nano-Se 5000, a aplicagdo de 20 mg L! de Se proporcionou
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maior atividade da APX em relacdo a dose de 160 mg L-1 (Figura 3C). Para a glutationa
redutase (GR) a fonte nano-Se 5000 foi a que proporcionou maior atividade dessa enzima
apos aplicacdo das doses de 40, 80 e 160 mg L' de Se, respectivamente, sendo
estatisticamente diferente das demais fontes de Se (Figura 3D). A dose recomendada para a
fonte nano-Se 1500, que conferiu maior atividade GR foi 20 mg L' de Se e para a fonte
selenato de sodio, a aplicacdo entre 20 e 40 mg L™! de Se.

A dose de 20 mg L! da fonte selenato de sédio proporcionou elevada produtividade,
sendo 3439,3 kg ha' de café beneficiado , correspondendo a um aumento substancial de
1324,6 kg em relagdo a testemunha (2115,04 kg ha') e na maior dose de 160 mg L' de Se
ocasionou em queda no rendimento de grdos. Para as fontes nano-Se 1500 ¢ 5000, a aplicagdo
de 160 mg L! de Se resultou nas maiores produtividades (3061,79 e 3663,50 kg ha™!) com

diferenca de 946,75 ¢ 1548,46 kg ha! em relagdo ao tratamento controle, respectivamente

(Figura 4).

Figura 4 - Produtividade de café beneficiado em resposta a aplicacdo de doses e fontes de Se.
Letras minusculas diferentes indicam significancia entre as fontes para cada dose e letras
maitsculas diferentes indicam significancia entre doses para cada fonte de Se de acordo com
o teste de Scott-Knott P <0.05. As barras indicam o desvio padrdo da média (n = 4).
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Fonte: proprio autor.
A concentra¢do de Se foliar aumentou significativamente com o crescimento das doses

aplicadas, sendo que a aplicagio de 160 mg L' de Se apresentou maiores concentragdes
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foliares deste elemento para todas as fontes, entretanto, a fonte nano-Se 5000 proporcionou
maiores concentragdes foliares de Se (5,78 mg kg™'), seguida pelas fontes nano-Se 1500 e
selenato de sodio (4,80 e 4,54 mg kg™!), sendo estatisticamente inferiores. Para os grios de
café, houve mesma tendéncia de acimulo como observado anteriormente, a fonte nano-Se
5000 foi estatisticamente superior as demais, resultando na concentragio de 1,86 mg kg™!' com
a aplicacdo de 160 mg L' de Se. As fontes nano-Se 1500 e selenato de s6dio nesta mesma

dose de 160 mg L™! proporcionaram concentragdes de 1,32 e 0,92 mg kg! de Se nos grios.

Figura 5 - Concentracdo de Se em folhas ¢ em grdos de café arabica em resposta a aplicagdo
de Se. Letras minusculas diferentes indicam significancia entre as fontes para cada dose e
letras maiusculas diferentes indicam significancia entre doses para cada fonte de Se de acordo
com o teste de Scott-Knott P <0.05. As barras indicam o desvio padrao da média (n = 4).
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Fonte: Préprio autor.

A concentracdo de sacarose nos graos aumentou 13% em resposta a aplicacdo de 80
mg L' de Se para a fonte selenato de sodio, diferindo estatisticamente das demais fontes de
Se (Figura 5A). Ja a dose de 40 mg L' de Se, apresentou a menor concentragio de sacarose e
agucares totais nos graos de café (Figura 5B). A maior concentracdo de nitrato nos graos de
café foi observada nos tratamentos que receberam doses de 80 e 160 mg L™ de Se (1421,45 e
1366,58 umol g' MS), para a fonte selenato de sédio (Figura 5C). Enquanto que, para a
amonia, a maior concentracdo foi observada na testemunha e na dose de 80 mg L! de Se. A
dose de 40 mg L! resultou em menor acimulo de nitrato e amonia nos grios, para todas as

fontes aplicadas, respectivamente (Figura 5D).

Figura 6 - Concentracdo de sacarose (A), acucares totais (B), nitrato (C) e amoénia (D) nos
graos de café ardbica em resposta a aplicacdo de Se. Letras mintisculas diferentes indicam
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significancia entre as fontes para cada dose e letras maiusculas diferentes indicam
significancia entre doses para cada fonte de Se de acordo com o teste de Scott-Knott P <0.05.
As barras indicam o desvio padrio da média (n =4).
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Fonte: Préprio autor.

A aplicagdo de 40 e 120 mg L' de Se da fonte selenato de sodio proporcionou maiores
concentracdes de K foliares, sendo estatisticamente diferente dos demais. Entretanto, notou-se
maiores acimulos de K nessas mesmas doses para as fontes nano-Se 1500 e 5000 mesmo néo
apresentando diferencas significativas entre as doses aplicadas. As fontes de nano-Se 1500 e
5000 aplicadas na dose de 160 mg L', apresentaram pequenos incrementos nas concentragdes
de Ca, Mg e B foliares, e aumentando significativamente em 88 e 122% o acimulo de Zn nas
folhas em relacdo ao tratamento controle, respectivamente.

Contudo, a dose de 120 mg L' de Se da fonte nano-Se 1500 resultou em menor
concentragdo de Fe e Mn foliar. Para a fonte nano-Se 5000 as doses entre 40 ¢ 80 mg L
apresentaram menores concentragdes de Mg, S, Cu, Mn e B nas folhas. A fonte selenato de
sodio propiciou aumentos significativos de: P na dose de 80 mg L™!'; K e S nas doses 40 e 120
mg LY Fe e Mn na dose de 10 mg L.
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Tabela 1. Médias das concentragdes foliares de macros e micronutrientes do Coffea arabica apo6s aplicacdo de doses Se via foliar em diferentes
fontes. Ilha Solteira — SP, 2018.

Fontes Doses K Ce_l1 Mg S Fe Cu Zn . Mn B
—gkg - —mgkg” -
0 1,93aA 26,60 aA 14,72aA 3,76aA 222aA  12298aA 293bA 5825aB 364,77aA 114,83 aA

10 1,50 aA 20,86 aB 13,95aA 3,14aA 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 15,72aA 3,63 aA 1,96 aA 123,35 aA 3,34 aA 83,30aA 275,74aB 101,70 aA
nano-Se 1500 mg 40 1,56 aA 21,16 bB 14,69 aA 3,85aA 2,06 aA 124,36 aA 4,15aA 51,60bB 332,33 aA 104,41 aA
80 1,73 bA 20,77bB 15,40 aA 3,81 aA 222 aA 110,64 aA 3,90 aA 86,86 aA 352,11 aA 111,22 aA
120 1,65aA 21,33bB 12,07bB 3,64 aA 1,88 aA 87,01 aB 4,08aA 44,37bB 237,80 aB 104,92 aA
160 1,74 aA 19,45aB 15,20 aA 4,09 aA 2,00 aA 79,41 aB 3.42aA 109,5aA 279,06 aB 134,07 aA

0 1,59 aA 21,51 bA 13,85aA 3,74aA 192 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 3,52aA 77,99 aA 239,94bB 120,20 aA

20 1,83 aA 20,46 aA 11,82bA 3,34aB 1,96 aA 85,32 bA 3,30aA 58,61 aB 238,61 aB 96,04 aA

nano-Se 5000 mg 40 1,83 aA 22,90 bA 13,42aA 299bB 1,62bB 66,29 bA 280bB 84,95aA 17596cC 76,42 aB
80 1,75bA 20,53 bA 11,72bB 291bB 1,71 bB 75,05 aA 299aB 29,29bB 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 2,66bB 50,44bB 214,82aB 106,27 aA

160 1,80 aA 19,41 aA 15,95aA 3,92aA 1,98 aA 97,77 aA 2,13bB 90,04 aA 250,96 aB 123,86 aA

0 1,71 aB 22,24 bC 15,26 aA 3,48 aA 1,96 aA 82,74 aB 2,17bA 72,59 aA 288,66 bB 118,42 aA

10 1,60 aB 19,34 aD 15,78 aA 3,25aA 1,88 aA 157,18 aA 2,93 aA 57,15aA 369,30 aA 129,15 aA

20 1,43bB 18,94aD 13,82aA 3,89aA 1,80aB 90,16 bB 298aA 63,82aA 238,09aC 120,34 aA

Sodium selenate 40 1,71 aB 29,69 aA 13,35aA 3,60aA 2,18 aA 68,33 bB 3,07bA 77,43 aA 260,17 bC 102,95 aA
80 2,38aA 25,13 aB 14,15aA 345aA 1,72bB 86,48 aB 3,47aA 60,33 aA 318,61 aB 96,77 aA

120 1,45aB 29,96 aA 10,66 bB 3,16 bA 2,00 aA 60,34 aB 3,85aA 76,25aA 214,03 aC 94,02 aA

160 1,86 aB  21,49aC 12,29bB  3,07bA 1,60 bB 68,92 aB 332aA 47,92bA 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 mintsculas diferentes indicam significancia entre as fontes para cada dose e letras maitsculas diferentes indicam significincia entre doses para cada fonte de Se
de acordo com o teste de Scott-Knott P <0.05. As barras indicam o desvio padrdo da média (n = 4).
Fonte: Proprio autor.
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12 DISCUSSAO

O selénio em baixas concentragdes na aplicagdo via foliar apresenta atividade
antioxidante no metabolismo vegetal (Silva et al., 2018), assim como pode ser observado na
Figura 1, as doses de 20 e 40 mg L' de Se, independente da fonte aplicada proporcionaram
maiores incrementes em clorofilas a e b e total. Os incrementos nos pigmentos
proporcionados pela aplicagio de 40 mg L' de Se da fonte nano-Se 5000 foram de 79,7 e
62,0% para clorofila total e carotenoides, respectivamente, sendo também observados em
diversas culturas como trigo (ELKELISH, 2019; ISLAM et al., 2020), feijdo caupi (SILVA et
al., 2018), canola (MOHTASHAMI et al., 2020), tomate (RADY et al., 2020) e alface
(GOLOB et al., 2020). A maior concentragdo de pigmentos fotossintéticos indica maior efeito
fotoprotetor do Se no complexo antena, ao modo que esses pigmentos de clorofila ndo fossem
deteriorados pelo deslocamento do proton de magnésio e convertidos em moléculas de
feofitina (RYDZYNSKI et al., 2019). Em soja, este efeito foi comprovado que a aplicagio
foliar de 50 ppm de Se aumentou a atividade antioxidante da planta durante a senescéncia,
protegendo-a de danos celulares (DJANAGUIRAMAN et al., 2005).

A aplicagdo foliar de Se até 80 mg L' proporcionou menores concentragdes de
malondialdeido e H>O> (Figura 2), sendo a fonte nano-Se 1500 significativamente inferior as
demais, ressaltando a atividade antioxidante do Se no combate as espécies reativas de
oxigénio (EROs) evitando a degradacdo do DNA e senescéncia celular. O mesmo foi
observado apods a aplicagdo de nano-Se em amendoim que proporcionou maior mitigagdo das
EROs alterando composi¢do de acidos graxos e proteinas (HUSSEIN et al., 2019).

A dose de 160 mg mL"! de Se da fonte selenato de sédio, além de apresentar menor
concentracdo de clorofilas, ndo é recomendada para aplicagdo na cultura do café pois,
ultrapassa os limites foliares tolerados de Se pela cultura, exercendo fungdo pro-oxidante
(figura 2B) como observado na relagdo antagdnica entre Se e enzimas antioxidativas (Figura
7) para a fonte selenato de sddio. A queda da atividade de enzimas como SOD, CAT, APX e
GR estimula a produ¢@o de EROs nas células das folhas (Reis ef al., 2018; Silva et al., 2018),
resultando na formagdo de compostos lipidicos oxidados como o MDA (Figuras 2A e 7).
Entretanto, a atividade das enzimas CAT, SOD, APX e GR aumentaram com a aplicacdo de
Se em baixas concentragdes ocasionando em maior redugdo das EROs como o H>Os,
assumindo correlagdo negativa (figura 7) além de reduzir a concentragdo de MDA celular,

estimulando a atividade antioxidativa ¢ fotossintética da planta a produzir maiores
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concentragdes de fotoassimilados, que por ventura foram translocados para os graos e assim
aumentado a produtividade do cafeeiro.

Figura 7 - Heatmap indicando as correlagdes de Person (p<0,005) entre os parametros
fisiologicos, bioquimicos e biométrico avaliados em resposta a fontes e doses de Se aplicado
no cafeeiro. Abreviagdes: chl a — clorofila a, chl b — chlorofila b, total chl — clorofila total,
total pheo — feofitina total, carot — carotenoides, MDA — malondialdeido, H,O» — peréxido de
hidrogénio, cat — catalase, sod — superoxido dismutase, APX — ascorbato peroxidase, GR —
glutationa redutase, Se — concentra¢do de Se nas folhas, G.yield — produtividade, G.tot-sug —
concentragdo de agucares totais nos graos, G.sucr — concentracdo de sacarose nos graos, G.alb
— concentragdo de albumina nos graos, G.glo — concentracdo de globulina nos grdos, G.pro —
concentragdo de prolamina nos grdos, G.glu — concentragdo de glutelina nos graos, G.Se —
concentragdo de Se nos graos.
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Fonte: Préprio autor.

A aplicacdo de pequenas doses de Se (20 mg L!) da fonte selenato de sodio, aumentou
o metabolismo antioxidativo resultando em plantas com maior atividade enzimatica para
controlar as espécies reativas de oxigénio (Figura 3). Concomitante a isso, a0 prover maior
resisténcia as plantas, o uso dessa dose também influenciou positivamente na produtividade
de café, tornando-o mais produtivo (Figura 4). Em repolho chinés, a fonte nano-Se melhorou
todo o aparato fisiologico da planta, beneficiando seu desenvolvimento (Dai et al., 2019). A
aplicagdo de Se em outras culturas, como a batata, aumentou a produtividade e gerou maior
numero de tubérculos grandes (Zhang ef al., 2019), em canola a aplicacdo de Se associada a
irrigacdo aumentou significativamente a produtividade de graos, com incrementos de 283,5%
em relagdo ao tratamento controle (Mohtashami et al., 2020). Em feijdo caupi, a dose de Se
50 g ha'! na fonte selenito de sodio, aumentou a produtividade em 1,6 vezes em relagdo ao
tratamento controle (Silva et al., 2018). Para as fontes de nano-Se, os maiores rendimentos
foram obtidos com a aplicagio de 160 mg L' de Se via foliar. Essas fontes de Se nano
particuladas (Se-NPs) possuem biodisponibilidade varidvel, com alta eficiéncia catalitica e
menor toxidez em relagdo a outras formas quimicas de Se (Ali et al., 2020; Ye et al., 2020).

A aplicacdo das fontes elevou significativamente o acaimulo de Se nos tecidos foliares
e nos graos. Sintomas de estresse oxidativo e diminuicdo de pigmentos fotossintetizantes
foram observados na maior dose em decorréncia da elevada concentracdo de Se nos tecidos
foliares que variaram entre 4,54 a 5,78 mg kg™ de Se (Figura 5A), ou seja, a partir deste ponto
se aumentar a dose de Se via foliar, o cafeeiro pode exibir sintomas visuais caracteristicos de
toxidez ou até ocasionar morte de plantas. Segundo Kolbert (2019), os sintomas
caracteristicos de toxidez nas plantas se iniciam a partir de 5 mg kg™' de Se nos tecidos, mas
possui ampla variagdo entre as espécies vegetais. J& White (2018) relata que a maioria das
plantas cultivadas ndo toleram concentragdes de Se nos tecidos superiores a 1 mg kg™!.

O acumulo de Se nos graos aumentou de acordo com a crescente concentragdo
aplicada via foliar, independente das fontes aplicadas (figura 5B). A dose de 160 mg L™! de Se
na fonte nano-Se 5000 resultou em grdos mais enriquecidos, com concentragdo de 1,86 mg
kg! de Se, ultrapassando os limites méaximos estabelecidos pelo Codex Alimentarius para
produtos biofortificados de 0,3 mg kg™ de Se nas partes comestiveis de plantas (Chilimba et
al., 2012). Entretanto, os efeitos do Se na bebida de café ainda ndo estdo bem elucidados, pois
podem variar de acordo com o grau de torrefagdo do grdo e sua granulometria apos a
moagem, sendo importante caracterizar os lotes de acordo com sua qualidade e concentragao

de Se.
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As plantas quando submetidas a condigdes estressantes, tendem a aumentar a
concentracdo de prolina e agucares soluveis (Rady et al., 2020), entretanto, a aplicagdo de Se
via foliar de 80 mg L' da fonte selenato de sodio, resultou em grios com maiores
concentracdes de sacarose, agucares totais e nitrato (Figura 6). O acimulo de nitrato em partes
comestiveis de plantas pode representar alto risco a saide humana, pois além de levar a
metahemoglobinemia, o nitrato pode ser convertido a nitrosaminas e nitrito, que ¢ um
carcinogeno potencialmente toxico (PRASSAD; CHETTY, 2008).

Assim como o Se aumentou a concentracdo de acglcares nos graos de maneira
significativa (Figura 6), o aumento da concentragdo de B foliar também pode ter contribuido
de maneira conjunta devido a uma de suas fungdes no metabolismo de carboidratos
aumentando o transporte de agucares (Garcia-Sanchez et al., 2020). A aplicagdo de Se
também aumentou o acimulo de Mn nas folhas, desse modo, o Mn pode ser metabolizado em
porfirinas que sdo miméticas a enzima SOD no potencial redox, atuando na regulacdo de ERO

como H>0,, O2*, ONOQO', thiols e ascorbato (Batinic-Haberle e Tome, 2019).
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13 CONCLUSOES

A aplicagio foliar de Se em baixas doses (10 a 80 mg L!) aumentou a concentracio de
pigmentos fotossintetizantes e atividade de enzimas antioxidantes mitigando EROs e
peroxidacdo lipidica, exercendo fungdo fotoprotetora do complexo antena. Para maior
concentracdo de pigmentos e mitigacdo das EROs pelas enzimas antioxidativas a
recomendacdo da aplicacdo foliar das fontes selenato de sédio é na faixa de 20 a 40 mg L™,
nano-Se 1500 e nano-Se 5000 na faixa de 80 a 120 mg L™! de Se.

A aplicagao das fontes de Se aumentou a qualidade nutricional e bioquimica dos graos
de café pelo aumento expressivo de albumina a partir da dose 20 mg Se L' em todas as fontes
testadas. A aplicacio da fonte nano-Se 5000 na concentracdo de 160 mg L' aumentou a
produtividade do café beneficiado em 1600 kg ha™'. A aplicagdo de Se recomendada nesse

estudo pode mitigar estresses abidticos ¢ promover aumento de produtividade do cafeeiro.
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CONCLUSAO

Os gendtipos de café arabica foram tolerantes a aplicagio de 1 mmol L' de Se em
solu¢do nutritiva, ndo exibindo sintomas visuais de fitotoxidez nas folhas. As respostas
antioxidantes, o acimulo de aglicares totais ¢ a alocagdo do Se no sistema radicular foram as
principais respostas fisiologicas e bioquimicas de mudas de cafeeiro em resposta a alta
concentracdo de Se na solucdo nutritiva.

A aplicagdo foliar de Se em baixas doses aumentou a concentragdo de pigmentos
fotossintetizantes e atividade de enzimas antioxidantes mitigando EROs e peroxidagio
lipidica, exercendo fungdo fotoprotetora do complexo antena. A aplicagdo das fontes de Se
(nano-Se 1500, nano-Se 5000 e Selenato de so6dio) aumentou a qualidade nutricional e
bioquimica dos graos de café. A aplicacdo da fonte nano-Se 5000 aumentou a produtividade
do café beneficiado em 1600 kg ha'. A aplicagio de Se recomendada nesse estudo pode

mitigar estresses abidticos e promover aumento de produtividade do cafeeiro.
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