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RESUMO 

 

A amêndoa da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa) é reconhecida como o 

alimento mais rico em selênio (Se) no mundo, sendo considerado um elemento-traço 

que apresenta propriedades essenciais ou tóxicas ao ser humano e aos animais 

dependendo da faixa de concentração no alimento ingerido. A recomendação de 

ingestão diária de Se para humanos é na faixa de 50 a 70 μg por dia. A deficiência 

ou toxidez de Se nos solos reflete no teor do elemento presente nos alimentos que 

são cultivados nestas regiões. Isso tem gerado interesse nos estudos de 

biogeoquímica deste elemento. O presente estudo buscou caracterizar os teores de 

Se na castanha-do-brasil em solos da região Amazônica e suas relações com a 

disponibilidade de Se e possíveis bactérias redutoras de Se do solo. As amostras de 

solo e amêndoas foram coletadas em ambiente natural de produção e em cultivos 

estabelecidos em diferentes regiões da bacia Amazônica. Foi realizado um 

mapeamento de novas áreas produtoras de castanhas bem como a caracterização 

química e biológica do solo das áreas dos novos castanhais comerciais. O DNA de 

microrganismos do solo foi extraído para caracterização e seleção de bactérias 

redutoras de Se. Pela análise filogenética dessas bactérias, foi obtida a classificação 

das comunidades de bactérias do gênero Bacillus presentes na rizosferas da 

castanheira com capacidade de reduzir selenato e selenito. Após a caracterização 

microbiológica, foram realizadas as análises de teores de Se total e disponível no 

solo, análises de bioacessibilidade e especiação de Se na castanha-do-brasil em 

ICP-MS na Universit of Nottinghan, Nottinghan – UK. 

 

Palavras-chave: Bertholletia excelsa L.; bactéria; acúmulo de selênio; floresta 

amazônica.  



 
 

 

ABSTRACT 

 

Brazil nuts (Bertholletia excelsa) are recognized as the richest food in selenium (Se), 

a trace element that has essential or toxic properties depending on the concentration 

range in the food ingested. The recommended daily Se intake for humans is in the 

range of 50 to 70 μg per day. Deficiency or toxicity of Se in soils is reflected in the 

content of the element present in foods that are grown in these regions. This has 

generated interest in biogeochemical studies of this element. The present study 

sought to better understand and characterize the Se content in Brazil nuts and in 

soils from the Amazon region and its relationship with the availability of Se and 

possible Se-reducing bacteria in the soil. Soil and almond samples were collected in 

a natural production environment and in crops established in different regions of the 

Amazon basin. The Aruanã farm distributes nut seedlings free of charge to small 

producers. A mapping of new nut producing areas was carried out, as well as the 

chemical and biological characterization of the soil in the areas of new commercial 

nut groves. DNA from soil microorganisms was extracted for characterization and 

selection of Se-reducing bacteria. The phylogenetic analysis of these bacteria was 

used to classify the bacterial communities present in the rhizosphere of Brazil nut 

trees. After microbiological characterization, analyzes of total and available Se 

content in soil, bioaccessibility and Se speciation analyzes in Brazil nuts were carried 

out in ICP-MS at the Universit of Nottinghan, Nottinghan - UK. 

 

Keywords: Bertholletia excelsa L.; bacteria; selenium accumulation; Amazon 

rainforest. 
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1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 1 

 2 

1.1 INTRODUÇÃO 3 
 4 
A castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K), amplamente distribuída em 5 

toda a região Amazônica, possui grande importância social, ecológica e econômica 6 

para a região, onde milhares de famílias e produtores rurais utilizam sua semente 7 

como fonte de renda e alimento (WADT; KAINER, 2012). Por isso tem sido 8 

incentivado o plantio de castanhas-do-brasil, reincorporando as áreas degradadas 9 

ao processo produtivo, uma vez que é o segundo produto florestal não madeireiro de 10 

maior relevância comercial, ficando atrás apenas do fruto do açaí (Euterpe spp.) 11 

(PACHECO; SCUSSEL, 2007; IBGE, 2010).  12 

Reconhecida como principal fonte de selênio (Se) para a dieta humana e 13 

animal, a castanheira-do-brasil tem sido objeto de muitos estudos, devido à grande 14 

variabilidade no teor desse elemento em suas castanhas, sendo reportados valores 15 

de até 512 mg Se kg-1
 em suas amêndoas (FREITAS et al., 2004; DUMONT et al., 16 

2006). Segundo Kabata-Pendias e Mukherjee (2007) o Se possui importante papel 17 

na saúde animal, humana e em outros organismos, como bactérias e algas. Dentre 18 

os efeitos benéficos do selênio, Yang (2009) cita as atividades antioxidante e 19 

antiproliferativa, podendo previnir câncer de prostata, fígado e pulmões, estimula o 20 

sistema imunológico, proteje contra doenças do coração, entre outros.  21 

Segundo Clement (1993) os altos teores de Se encontrados na castanheira-22 

do-brasil ocorrem devido à similaridade desse elemento com o enxofre (S) 23 

associado as baixas concentrações de S nos solos da região Amazônica. Graças a 24 

essa similaridade, as plantas absorvem e metabolizam o Se na forma de selenato 25 

(SeO4
2-) utilizando os mesmos transportadores de S através do mesmo sítio de 26 

absorção (PILON-SMITS; QUINN, 2010). Para a forma de selenito (SeO3
2-), a 27 

absorção e metabolização do Se ocorre via transportadores de fosfato (LI.; 28 

MCGRATH; ZHAO 2008; ZHU et al., 2009).  29 

O Se é um elemento traço, com função oxidante, associado à selenoproteínas 30 

que protegem contra a oxidação no organismo. Os teores naturais de Se nos solos 31 

podem variar de 0,05 a 1,50 mg kg-1, onde os valores mais baixos são encontrados 32 

em florestas típicas em solos podzólicos e os maiores em organossolos.  33 
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Nos solos o Se é encontrado principalmente nas formas inorgânicas, como o 1 

selênio elementar (Se0) seleneto (Se2), selenito (IV), selenato (VI); e orgânicas, 2 

como selenometionina (Se-Met) e selenocisteína (Se-Cis) (YUAN et al., 2012). 3 

Alguns fatores controlam a disponibilidade de Se para plantas e animais tais 4 

como os diferentes tipos de solos, geologia, condições redox, quantidade de matéria 5 

orgânica, pH do solo, presença de íons como o sulfato e o fosfato, textura do solo, 6 

atividade microbiana, etc. (FORDYCE et al., 2010).  7 

Existe, entretanto, uma preocupação por parte dos pesquisadores quanto à 8 

sua toxicidade e deficiência, pois a diferença entre a ingestão recomendada e a que 9 

produz toxidez é pequena (FREITAS et al., 2010). A deficiência de Se atinge 10 

aproximadamente um bilhão de pessoas no mundo, sendo associado problemas de 11 

saúde com a baixa ingestão desse elemento, como hipotirioidismo, doenças 12 

cardiomiopata (doença de Keshan),  osteoartrite deformante (doença de Kashin-13 

Beck) (WHITE; BROADLEY, 2009; RAYMAN, 2012). 14 

Pesquisas vêm sendo realizadas a fim de determinar os teores de Se na 15 

castanha-do-brasil. Chang et al. (1995) avaliando os valores totais de Se em 16 

amêndoas de castanha-do-brasil em duas diferentes regiões do Brasil (Acre-17 

Rondônia e Manaus-Belém) verificaram valores médios de 0,03-31,7 e 1,25-512 mg 18 

kg-1, para cada região, respectivamente. Isso se deve provavelmente as diferentes 19 

concentrações de Se nestes solos ou a diferença na eficiência de absorção de Se 20 

pelas diferentes cultivares amostradas. A biodisponibilidade, determinada por 21 

parâmetros bio-físico-químicos, juntamente com a geologia subjacente são os 22 

principais fatores de controle da concentração de Se nos solos (FORDYCE, 2013).  23 

Comunidades de microrganismos endofíticos e os presentes na rizosfera são 24 

fundamentais no crescimento e desenvolvimento das plantas, agindo por 25 

mecanismos diretos ou indiretos (GLICK, 2012; JHA et al., 2013). Eles são 26 

responsáveis pelo aumento da aquisição ou biodisponibilidade de nutrientes, 27 

incluindo a fixação biológica de nitrogênio; repressão de patógenos presentes no 28 

solo; aumento da resistência a eestressees bióticos e abióticos; e produção de 29 

fitohormônios como o AIA (ácido indo-3-acético) (GUPTA; GOPAL; TILAK et al., 30 

2000).  31 

Microrganismos endofíticos Se-hiperacumuladores podem ser 32 

caracterizados por possuir resistência a Se, capacidade de produzir Se elementar e 33 

propriedades de promoção do crescimento das plantas em solos seleníferos (SURA-34 
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DE JONG et al., 2015). Altos níveis de Se em plantas hiperacumuladores podem 1 

afetar a fauna microbiana das áreas seleníferas. Material orgânico com elevados 2 

teores de Se (550 mg kg-1 de matéria seca) foi decomposto mais rapidamente do 3 

que aquele que possuía baixos níveis de Se, o que sugere a presença de uma 4 

comunidade microbiana Se-resistente (QUINN et al., 2011).  5 

Sura-de Jong et al. (2015) avaliando a diversidade bacteriana endofítica de 6 

uma área selenífera, coletaram o solo próximo a rizosfera de duas espécies Se-7 

hiperacumuladoras (Stanleya pinnata (Brassicaceae) e Astragalus bisulcatus 8 

(Fabaceae)) e duas não acumuladoras (Physaria bellii (Brassicaceae) e Medicago 9 

sativa (Fabaceae)), concluíram que ambos os solos possuiam a mesma comunidade 10 

bacteriana. As espécies de microrganismos incluíam Bacillus, Pseudomonas, 11 

Pantoea, Staphylococcus, Paenibacillus, Advenella, Arthrobacter, e Variovorax, 12 

sendo que a maioria podia reduzir selenato a selenito, e selenito a Se elementar.  13 

O presente trabalho teve como objetivos: 1) avaliar o teor de Se em 14 

amêndoas de castanha-do-brasil provenientes de diferentes regiões da bacia 15 

Amazônica, 2) determinar o teor total e disponível de Se nos solos e observar o 16 

comportamento do Se com relação às variações regionais e locais, 3) determinar se 17 

há uma correlação entre o teor total de Se presente nas amêndoas e as 18 

concentrações de Se total e biodisponível nos solos da Amazônia, 4) extrair e 19 

identificar possíveis bactérias redutoras de Se nos solos da Amazônia. 20 

 21 

1.2 REVISÃO DE LITERATURA 22 

1.2.1 Introdução 23 
A castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K), amplamente distribuída em 24 

toda a região Amazônica (Roraima, Rondônia, Acre, Amazonas, Pará e norte dos 25 

estados de Goiás e Mato Grosso), possui grande importância econômica para as 26 

comunidades locais, sendo o segundo produto florestal não madeireiro de maior 27 

relevância comercial, ficando atrás apenas do fruto do açaí (Euterpe spp.) 28 

(PACHECO; SCUSSEL, 2007; IBGE, 2010). 29 

Considerada uma das espécies de maior relevância na exploração 30 

extrativista, a castanheira-do-brasil possui sementes com elevado valor comercial e 31 

nutricional, sendo seus frutos utilizados na fabricação de artesanatos e sua madeira, 32 

apesar de seu corte ser proibido, empregada na construção naval e civil (LORENZI, 33 

2002).   34 
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A castanheira-do-brasil pode ser encontrada em regiões de baixa fertilidade 1 

do solo, bem estruturados e drenados, argilosos ou argilo-arenosos, ocorrendo com 2 

maior frequência e solos de textura média a argilosa. Adaptada a regiões de clima 3 

quente e úmido, ocorre em áreas com precipitação média de 1400 a 2800 mm ano-1, 4 

com déficit hídrico por 2 a 5 meses (CLEMENT, 1993).  5 

Suas amêndoas têm despertado grande interesse por parte dos 6 

pesquisadores devido a sua grande capacidade em acumular selênio (Se), sendo já 7 

reportados valores de até 512 mg Se kg-1
 em suas amêndoas (CHANG et al., 1995; 8 

DUMONT et al., 2006). 9 

Segundo Kabata-Pendias e Mukherjee (2007) o Se possui importante papel 10 

tanto na saúde animal, humana e em outros organismos como bactérias e algas. É 11 

um elemento traço, com função oxidante e está associado à selenoproteínas que 12 

protegem contra a oxidação no organismo. Existe, entretanto, uma preocupação por 13 

parte dos pesquisadores quanto à sua toxicidade e deficiência, pois a diferença 14 

entre a ingestão recomendada e a que produz toxidez é pequena (FREITAS et al., 15 

2010). A deficiência de Se atinge aproximadamente um bilhão de pessoas no 16 

mundo, sendo associado problemas de saúde com a baixa ingestão dietética desse 17 

elemento, atingindo aproximadamente um bilhão de pessoas no mundo (COMBS, 18 

2001; WHITE; BROADLEY, 2009). 19 

A biodisponibilidade, determinada por parâmetros bio-físico-químicos, 20 

juntamente com a geologia subjacente são os principais fatores de controle da 21 

concentração de Se nos solos (FORDYCE, 2013). Alguns trabalhos demonstraram 22 

que os níveis de Se no sangue humano está diretamente relacionado com o 23 

conteúdo de Se nos alimentos, que por sua vez está altamente correlacionado com 24 

a concentração, distribuição na fase sólida do solo bem como a especiação no 25 

ambiente local, que são determinados pelas características geoquímicas (COMBS 26 

JUNIOR, 2001). Hurst et al. (2013) relacionaram os baixos teores de Se nos solos 27 

de Malawi com a deficiência endemica desse elemento na população desse país. 28 

As informações sobre os teores de Se nos solos brasileiros são escassas. 29 

Contudo, há indicios de baixa ingestão de Se pela população (FERREIRA et al., 30 

2002; MAIHARA et al., 2004). Segundo Combs Junior (2001) existe a necessidade 31 

de se obter informações das concentrações de Se a nível nacional com o intuito de 32 

compreender quais fatores influenciam tais concentrações.  33 
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Devido a grande variabilidade nos teores de Se em amêndoas de castanha-1 

do-brasil, há a necessidade de se realizar a caracterização desses teores em 2 

diferentes populações de castanheiras e os respectivos teores nos solos adjacentes, 3 

a fim de se obter quais fatores definem a eficiência da planta em aculumar esse 4 

elemento em suas amêndoas (SILVA JUNIOR, 2016).  5 

 6 

1.2.2 Castanha-do-brasil 7 

Pertencente à classe Dicotiledônea, ordem Myrtiflorae e família 8 

Lecythidaceae, a castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) é uma 9 

angiosperma de grande porte podendo atingir até 60 metros de altura e 2 metros de 10 

diâmetro na altura do peito (DAP), sendo que algumas espécies podem passar de 11 

1.000 anos de idade (MORI; PRANCE, 1990; SALOMÃO et al., 1995; LORENZI, 12 

2002; ORTIZ, 2002).   13 

Ocorrendo em toda a região Amazônica, Guianas, Colômbia, Venezuela, Peru 14 

e Bolívia (Figura 1), a castanheira-do-brasil tem as terras firmes (florestas não-15 

inundadas) como seu principal habitat, com temperatura média anual variando de 16 

24º a 27ºC, umidade relativa do ar de 79% a 91%, precipitação de 1.400 mm a 2.800 17 

mm, bem adaptada a Latossolos e Argissolos pobres em nutrientes (LOUREIRO; 18 

SILVA,1968; FAO, 1986; LOUREIRO; SILVA; ALENCAR 1979; FIGUEIRÊDO; 19 

CARVALHO, 2002).  20 

 21 

Figura 1. Distribuição da castanheira-do-Brasil entre as regiões (Oeste e Leste) da 22 

Bacia Amazônica. 23 

 24 
Fonte: adaptado de Pacheco; Scussel (2007). 25 
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Bem adaptada a Latossolos e Argissolos, segundo Locatelli, Vieira e Souza 1 

(2010) a castanheira apresenta com crescimento tanto em diâmetro quanto em 2 

altura em solos com pH ácido, com baixa saturação de bases e CTC e elevados 3 

valores de saturação de alumínio. Segundo Schroth et al. (2001), ela é eficiente em 4 

concentrar nutrientes provenientes de precipitação, lixiviação e deposição da matéria 5 

orgânica.  6 

Também conhecida como castanha-da-amazônia ou castanha-do-pará, a 7 

castanha-do-brasil possui copa grande, fuste retilíneo e desrama natural dos galhos 8 

em plantio. É encontrada comumente em grupos denominados “castanhais”, 9 

agregados de 50 a 100 indivíduos, possuindo de 9 a 26 árvores adultas por hectare 10 

(MORI; PRANCE, 1990; FERNANDES; ALENCAR, 1993).  11 

Seu fruto, conhecido como ouriço, pode pesar de 500 a 1.500 g. Em seu 12 

interior são encontradas as amêndoas (de 10-25 por fruto), parte comestível da 13 

planta, de formato triangular-anguloso, medindo de 4 a 7 centímetros de 14 

comprimento, com peso médio de 8,2 g (SOUZA, 1963). Possui alto valor nutritivo, 15 

rica em selênio, cálcio, fósforo, magnésio e potássio, tida como uma das proteínas 16 

vegetais mais completas (MORI; PRANCE, 1990; VILHENA, 2004). 17 

Suas amêndoas possuem uma composição química complexa, constituídas 18 

tipicamente por minerais, fibras, aminoácidos contendo enxofre, particularmente 19 

metionina e cisteína (380 e 130 mg g-1, respectivamente) (SUN; ALTENBACH; 20 

LEUNG, 1987;), 50-70% de lipídeos, 10-20% de proteínas e 10-20% de 21 

carboidratos, o que segundo Gonçalves et al. (2009) tornam suas análises 22 

dificultosas.  23 

Considerada uma espécie de grande potencial em sistemas agroflorestais, a 24 

castanheira-do-brasil tem seu aproveitamento fundamentado principalmente na 25 

exploração comercial de seus frutos (ouriços), sobretudo em árvores nativas 26 

(YARED et al., 1993; FIGUEIRÊDO; CARVALHO, 1990; SCOLES; GRIBEL, 2011). 27 

Segundo Clement (2000) as árvores começam a produzir os ouriços a partir dos 8 28 

anos de idade, regularizando sua produção aos 12 anos.  29 

Apesar de protegida por lei, castanhais nativos vêm sendo dizimados, uma 30 

vez que os fragmentos florestais não possuem condições favoráveis à polinização, 31 

diminuindo assim sua produção econômica. Devido a sua grande importância social, 32 

ecológica e econômica para a região Amazônica, onde milhares de famílias e 33 

produtores rurais utilizam sua semente como fonte de renda e alimento, tem sido 34 
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então incentivado o plantio de castanhas-do-brasil, reincorporando as áreas 1 

degradadas ao processo produtivo (COSTA; WANDELLI; CASTRO, 2009; WADT; 2 

KAINER, 2012). 3 

Em 1986, com a abertura dos portos da Amazônia ao comércio exterior, 4 

houve a expansão da produção e comercialização das castanha-do-brasil no 5 

exterior, principalmente países da Europa e Estados Unidos, onde são conhecidas 6 

como Brazilian nuts ou Brazil nuts (SOUZA et al., 2008; WADT; KAINER, 2012).  7 

  8 

1.2.3 Selênio no solo 9 

Os teores naturais de Se nos solos podem variar de 0,05 a 1,50 mg kg-1, onde 10 

os valores mais baixos são encontrados em solos podzólicos e os maiores em 11 

organossolos (KABATA-PENDIAS, 2011).  12 

Em sua maioria, os solos das regiões temperada úmidas, originários de 13 

rochas sedimentares possuem níveis de Se insuficientes para a produção de 14 

alimento com teores adequados à nutrição humana e animal, sendo necessária a 15 

adubação de correção. Esse fato tem chamado a atenção de diversos 16 

pesquisadores, principalmente em áreas com problemas de deficiência ou toxicidade 17 

desse elemento (KABATA-PENDIAS, 2011).  18 

Em contrapartida, solos com maior grau de intemperismo, como Latossolos e 19 

Argissolos, possuem teores mais elevados desse nutriente. Esse fato deve-se 20 

principalmente ao material de origem com teores mais altos de Se (granito e 21 

gnaisse) e a concentração de óxidos e hidróxidos de Fe e Al, que possuem alta 22 

afinidade pelas principais espécies iônicas de Se (GOH; LIM, 2004).  23 

As principais formas de Se encontrados nos solos são: inorgânicas, como o 24 

selênio elementar (Se0), seleneto (Se2), selenito (SeO3
-2), selenato (SeO4

-2); e 25 

orgânicas, como selenometionina e selenocisteína. As formas selenito e selenato 26 

são as predominantes em solos cultiváveis, e o principal mecanismo de controle da 27 

distribuição desse elemento na solução do solo é a adsorção em óxidos e hidróxidos 28 

e na borda dos argilominerais. Por outro lado, para que o Se orgânico esteja 29 

prontamente disponível para as plantas, é necessário que ocorra a mineralização do 30 

mesmo (KOPSELL; KOPSELL, 2007; SUPRIATIN et al., 2015).  31 

Os fatores que controlam a disponibilidade de Se para plantas e animais 32 

variam nos diferentes tipos de solos. Dentre eles, podemos citar a geologia, 33 

condições redox, quantidade de matéria orgânica, pH do solo, presença de íons 34 
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competidores como o sulfato e o fosfato, textura do solo, compactação e 1 

mineralogia, temperatura do solo, atividade microbiana, nível de precipitação, 2 

irrigação, etc (FORDYCE et al., 2010). Por exemplo, solos com elevado teor de 3 

matéria orgânica e altos teores de oxihidróxidos de Fe e de argila tendem a inibir a 4 

absorção de Se pelas plantas e animais. (FORDYCE, 2007).  5 

Uden et al. (2004) relataram que, devido à alta lixiviação do selenato (SeO4
-2) 6 

do solo para as águas dos rios, esse elemento é facilmente absorvido pelas árvores 7 

com capacidade de retenção cumulativa, o que ocorre na região Amazônica. 8 

Entretanto, se esse Se não estiver na forma disponível para plantas, mesmo em 9 

concentrações adequadas, pode haver a deficiência desse nutriente tanto em 10 

plantas quanto em animais (SUPRIATIN et al., 2015). 11 

Existe uma dependência entre as formas de Se com relação ao pH e o 12 

potencial redox. Os processos de oxidação-redução regulam as transformações 13 

desse elemento, baseado principalmente nas interações entre os fatores citados 14 

anteriormente e as formas químicas de Se no solo (KOPSELL; KOPSELL, 2007; 15 

JEŽEK, 2012). O selenito pode ser oxidado a selenatos solúveis em solos alcalinos 16 

(pH 7,5-8,5), aumentando sua disponibilidade. Já em solos ácidos (pH 4,5-6,5), 17 

ocorre a diminuição da disponibilidade do selenito devido a ligação a composto de 18 

ferro. Os selenatos solúveis absorvidos pelas plantas são convertidos para formas 19 

orgânicas (selenometionina, seleneto de dimetila, disseleneto de dimetila e 20 

selenocisteína) (TIGLEA; CAPITANI, 2003). 21 

Segundo Alfthan et al. (2014) fatores como precipitação, sorção, dessorção, 22 

dissolução, formação de complexos orgânicos, inorgânicos e metilação de 23 

compostos voláteis controlam a mobilidade de Se no solo e a disponibilidade deste 24 

elemento para as plantas. Quanto ao comportamento de Se no solo, os autores 25 

afirmam que o selenato é móvel no solo, entretanto, devido a adsorção de selenito 26 

na superfície dos óxidos, essa forma fica menos disponível para as plantas. Já os 27 

selenetos são praticamente imóveis em solos ácidos, devido principalmente a 28 

formação de minerais estáveis e compostos orgânicos (KABATA-PENDIAS; 29 

PENDIAS, 2001).  30 

Uma vez que o teor e a forma química do Se no solo determinam sua 31 

concentração em grãos e vegetais, o estudo da concentração de Se nos solos e seu 32 

comportamento auxiliariam no entendimento da ciclagem, fluxo e balanço de Se no 33 

ecossistema, bem como sua influência na saúde humana (LI et al., 2008). Abreu 34 
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(2010), em estudos sobre a sorção de Se em solos do Cerrado brasileiro, verificaram 1 

que solos mais intemperizados, com maiores teores de argila e óxidos de Al 2 

possuíam uma maior afinidade pelo íon selenato, entretanto, houve uma menor 3 

retenção de Se em solos com textura média ou arenosa. 4 

Muitas áreas agrícolas produzem plantas com baixos teores de Se devido à 5 

baixa solubilidade deste elemento na grande maioria dos solos. Solos com teores de 6 

Se abaixo de 50 µg kg-1
 para grãos de cereais e 100 µg kg-1

 para forrageiras, são 7 

considerados deficientes em Se (GISSEL-NIELSEN et al., 1984). Entretanto em 8 

solos de zona áridas, ou mal-drenados, altamente adubados com lodo de esgoto ou 9 

restos de cinzas, enriquecidos com Se, pode haver o acumulo de altas 10 

concentrações de Se nas plantas, suficiente para tronar estes alimentos tóxicos para 11 

animais e humanos que se alimentarem dos mesmos (KABATA-PENDIAS; 12 

PENDIAS, 2001). 13 

A deficiência ou toxidade, e consequentemente a maioria das doenças em 14 

humanos relacionadas ao Se, são em virtude das altas ou baixas concentrações 15 

deste elemento no solo, alimento e água, uma vez que grande parte do Se ingerido 16 

por humanos é proveniente do solo onde plantas e legumes são cultivados. Países 17 

como Sibéria, África Central, China, e alguns do leste Europeu, possuem áreas com 18 

baixas concentrações de Se. Como consequência, grande parte da população 19 

apresenta ingestão insuficiente de Se, diminuindo assim a eficiência das 20 

selenoenzimas no organismo (LYONS et al., 2004).  21 

Estudos relacionados ao Se no solo são recentes no Brasil, tendo a 22 

necessidade da busca por mais informações sobre os teores naturais deste 23 

elemento, principalmente em regiões agrícolas. Por exemplo, Silva et al. (2012) 24 

avaliando o teor natural de Se em solos do estado de Minas Gerais, encontraram 25 

valores entre <0,05 a 2,14 mg kg-1 em diferentes tipos de solo (Latossolo, Argissolo, 26 

Neossolo, Basalto, CambEm contrapartida, Carvalho (2011) verificaram teores 27 

naturais de Se em solos do Cerradissolo e outros). o variando de 32 a 82 μg kg-1 no 28 

horizonte superficial e de < 22 a 63 μg kg-1 no horizonte subsuperficial. 29 

Na tabela 1 encontra-se compilado alguns dados de teores de Se em solos 30 

brasileiros. Embora haja poucos trabalhos nesta área, há evidencias da deficiência 31 

deste elemento em algumas regiões onde esses valores já foram avaliados (REIS, 32 

2016). 33 

 34 
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Tabela 1. Teores totais de Se em alguns solos do Brasil. 1 

Local amostrado Teores (µg kg-1) Referência 

Amazonas 640 Shaltout et al. (2011) 

Ceará 599 Shaltout et al. (2011) 

Cerrado  10-80 Carvalho et al. (2012) 

Cerrado (horizonte superficial) 32-81 Carvalho (2011) 

Cerrado (horizonte subsuperficial) <22-63 Carvalho (2011) 

Goiás 1-8 Fichtner et al. (1990) 

Goiás 215 Shaltout et al. (2011) 

Mato Grosso do Sul 113 Shaltout et al. (2011) 

Matão 2,3-15 Faria (2009) 

São Paulo 0-800 Paiva Neto; Gargantini (1956) 

São Paulo 89-1612 Gabos, Alleoni e Abreu (2014) 

Pará 419 Shaltout et al. (2011) 

Paraná 370 Shaltout et al. (2011) 

Rio Grande do Sul 248 Shaltout et al. (2011) 

Santa Catarina 262 Shaltout et al. (2011) 

Faixa de teores deficientes 100-600 Lyons, Stangoulis e Graham (2003) 

Fonte: Adaptado de Silva Junior (2016) 2 

 3 

A biofortificação agronômica, visando a melhora da qualidade nutricional dos 4 

alimentos, é uma excelente alternativa para áreas onde há baixa disponibilidade de 5 

Se nos solos (WHITE; BROADLEY, 2009). O consumo de alimentos biofortificados 6 

com Se é uma prática importante e eficaz na diminuição da deficiência de Se na 7 

população mundial (COMBS, 2001). A adição de Se inorgânico em solos deficientes 8 

a fim de melhorar o status de Se na população (biofortificação) tem sido realizada 9 

em países como Finlândia, Austrália, Brasil e Reino Unido (ARO; ALFTHAN; VARO, 10 

1995; LYONS et al., 2005; LYONS, 2009; RAMOS et al., 2010; BOLDRIN et al., 11 

2012, 2013).  12 

A regulação genotípica e a fisiologia da planta também podem influenciar os 13 

teores de Se nos produtos agrícolas (LYONS et al., 2005). Porém, mais pesquisas 14 

devem ser realizadas afim de esclarecer como o Se se comporta no solo bem como 15 

os fatores ligados a variação genotípica quanto ao acúmulo de Se. Esses dados 16 

servirão de subsídio para futuras pesquisas nas áreas de melhoramento vegetal, 17 
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nutrição mineral e adubação, além da produção de alimentos com uma maior 1 

qualidade nutricional. 2 

 3 

1.2.4 Selênio na castanha-do-brasil 4 

Valioso componente para os sistemas agroflorestais na região graças aos 5 

seus múltiplos usos, a árvore da castanha-do-brasil apesar de bem adaptada aos 6 

solos da região Amazônica brasileira, conseguindo extrair nutrientes de solos 7 

pobres, responde positivamente a adubação com fertilizantes químicos e a calagem 8 

(SCHROTH; MOTA; ELIAS, 2015).  9 

Reconhecida como principal fonte de Se para a dieta humana e animal, a 10 

castanheira-do-brasil tem sido objeto de muitos estudos. Ainda existemcontrovérsias 11 

quanto aos riscos e benefícios de Se e discussões acerca de sua essencialidade, 12 

sendo considerado um nutriente benéfico às plantas (TERRY et al., 2000; FREITAS 13 

et al., 2004; LYONS et al., 2009).  14 

Diversos fatores influenciam tanto a absorção de Se pelas plantas quanto seu 15 

valor total presente nos tecidos vegetais, entre eles o teor e forma química do Se no 16 

solo, potencial redox (Eh), mineralogia, precipitação pluviométrica, fertilizantes 17 

minerais e a atmosfera, que está em equilíbrio com seu ciclo (JEŽEK et al., 2012).  18 

A absorção de Se pelas raízes ocorre quando o elemento está na forma de 19 

selenato, selenito ou como compostos orgânicos (selenocisteína e selenometionina), 20 

porém são incapazes de absorver Se elementar ou selenidos metálicos. A principal 21 

proteína que contem Se em sua composição é a selenometionina, sua forma 22 

biodisponível (KANNAMKUMARATH et al., 2002; WHITE; BROADLEY, 2009). 23 

Segundo Clement (1993), os altos teores de Se encontrados na castanheira-24 

do-brasil ocorre devido à similaridade desse elemento com o enxofre (S) associado 25 

as baixas concentrações de S nos solos da região Amazônica. Graças a essa 26 

similaridade, as plantas absorvem e metabolizam o Se na forma de selenato 27 

utilizando os mesmos transportadores de S através do mesmo sítio de absorção 28 

(PILON-SMITS; QUINN, 2010). Para a forma de selenito, a absorção e 29 

metabolização do Se ocorre via transportadores de fosfato (LI.; MCGRATH; ZHAO 30 

2008; ZHU et al., 2009).  31 

As Angiospermas estão divididas em três grupos ecológicos de acordo coma 32 

capacidade e habilidade da espécie em acumular Se em seus tecidos. São eles: 33 
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• Espécie não-acumuladoras: maior parte das angiospermas, contem 1 

<25 mg kg-1 de Se na matéria seca. Não podem colonizar solos 2 

seleníferos uma vez que não toleram em seus tecidos concentrações > 3 

10-10 mg kg-1 de Se na massa seca. Essas plantas incorporam 4 

selenocisteína e selenometionina em suas proteínas, causando 5 

toxicidade (BROWN; SHRIFT, 1981; WHITE et al., 2004; DHILLON; 6 

DHILLON, 2009; WHITE, 2016).  7 

• Se-indicadoras: toleram concentrações de Se em seus tecidos 8 

próximos a 1000 mg kg-1 de massa seca, colonizando solos seleníferos 9 

ou não-seleníferos (MORENO RODRIGUEZ; CALA RIVERO; 10 

JIME´NEZ BALLESTA, 2005). 11 

• Se-acumuladoras: concentrações de Se em seus tecidos acima de 12 

1000 mg kg-1
 de massa seca, colonizando principalmente solos 13 

seleníferos. Incluem membros das famílias Asteraceae, Brassicaceae e 14 

Fabaceae, que possuem elevadas concentrações de Se nas células 15 

epidérmicas e nos tricomas foliares. Plantas hiperacumuladoras 16 

concentram o Se primeiramente na forma de metilselenocisteína 17 

(MeSeCys), que não é incorporado nas proteínas, portanto, não 18 

causando toxicidade (FREEMAN et al., 2010; QUINN, et al., 2011; EL 19 

MEHDAWI; PILON-SMITS, 2012). Sendo assim, são definidas como 20 

“hiperacumuladoras” espécies amostradas em seu ambiente natural 21 

cujas folhas apresentem concentrações maiores que 1000 mg kg-1 de 22 

massa seca. Representantes da família Lecythidaceae (Bertholletia 23 

excelsa, Lecythis zabucajo Aubl., Lecythis olaria Loefl., entre ouras) 24 

também acumulam elevadas concentrações de Se em seus frutos e 25 

sementes (WHITE, 2016). 26 

A hiperacumulação tem sido reportada como mecanismo de proteção contra o 27 

ataque de herbívoros e patógenos. Elevadas concentrações de Se mostrara-se 28 

eficientes na proteção de uma grande variedade de herbívoros em Brassica juncea 29 

(não-acumuladora), Stanleya pinnata e Astragalus bisulcatus (Se-acumuladoras) 30 

(HANSON et al., 2003; FREEMAN et al., 2006; QUINN et al., 2010). Barclay et al. 31 

(1995) analisando 700 amostras de alimentos consumidos no Reino Unido, 32 

avaliaram os teores médios de Se em 100 tipos diferentes de alimentos e 33 
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encontraram as maiores concentrações de Se na castanha-do-brasil, com um teor 1 

máximo de 2,54 mg kg-1. 2 

Diversos outros trabalho de pesquisa vêm sendo realizados a fim de 3 

determinar os teores de Se na castanha-do-brasil. Chang et al. (1995) avaliando os 4 

valores totais de Se em amêndoas de castanha-do-brasil em duas diferentes regiões 5 

do Brasil (Acre-Rondônia e Manaus-Belém) encontraram valores médios de 0,03-6 

31,7 e 1,25-512 mg kg-1, para cada região, respectivamente. Isso se deve 7 

provavelmente as diferentes concentrações de Se nestes solos ou a diferença na 8 

eficiência de absorção de Se pelas diferentes cultivares amostradas. Reilly (1999) 9 

encontrou teores médios de Se na faixa de 3,6 mg/100 g a 51,2 mg/100g. Segundo 10 

o autor, essa diferença pode ser atribuída à eficiência biológica da planta em 11 

absorver selênio do solo. 12 

Pacheco e Scussel (2007) encontraram valores entre 8,5 5 mg Se kg-1 e 69,7 13 

mg Se kg-1, sendo que os valores mais altos foram obtidos na região Leste da 14 

Amazônia (Pará, Amapá e Norte do Maranhão) e os teores mais baixos foram 15 

obtidos na região Oeste da Amazônia (Acre, Rondônia, Roraima e a parte Leste do 16 

Amazonas, após Manaus). De um lote proveniente da região de Manaus, Martins et 17 

al. (2012) obtiveram uma concentração média de 22,7 mg Se kg-1. Em contrapartida, 18 

Silva, Mataveli e Arruda (2013) avaliando os teores de Se em amêndoas adquiridas 19 

em um mercado de Campinas-SP, encontraram teores médios de 54,8 mg Se kg-1.  20 

Uma vez que os valores de Se na castanha-do-brasil são muito variáveis, 21 

sendo dependentes da cultivar e do solo onde a planta foi cultivada, torna-se 22 

necessário o monitoramento das concentrações desse elemento para que se 23 

possam ser feitas as recomendações de consumo. 24 

 25 

1.2.5 Bactérias Se-redutoras 26 

Comunidades de microrganismos endofíticos e aqueles presentes na 27 

rizosfera são fundamentais no crescimento e desenvolvimento das plantas, agindo 28 

por mecanismos diretos ou indiretos (GUPTA; GOPAL; TILAK et al., 2000; GLICK, 29 

2012). Esses microrganismos podem colonizar o interior das raízes, caule folhas, 30 

flores, frutos ou sementes (JHA et al., 2013). 31 

Eles são responsáveis pelo aumento da aquisição ou biodisponibilidade de 32 

nutrientes, incluindo a fixação biológica de nitrogênio; repressão de patógenos 33 

presentes no solo (produção de cianeto de hidrogênio, antibióticos e/ou competição 34 
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por nutrientes); aumento da resistência a eestressees bióticos e abióticos 1 

(salinidade, seca e toxicidade por metais); e produção de fitohormônios como o AIA 2 

(ácido indo-3-acético) (GUPTA; GOPAL; TILAK et al., 2000; JHA et al., 2013).  3 

Alguns fatores como espécie da planta, cultivar e condições de cultivo irão 4 

influenciar na diversidade desses microrganismos. Dentre os principais 5 

microrganismos presentes na rizosfera podemos citar as Pseudonomas, Bacillus, 6 

Azospirillum, Enterobacter, Burkholderia, Serratia, Stenotrophomonas, 7 

Methylobacterium, Paenibacillus, Streptomyces, Rhizobium, Rhodococcus, 8 

Arthrobacter, Variovorax, entre outros (MILLER et al., 1998; LODEWYCKX et al., 9 

2002; STROBEL et al., 2004; GUAN et al., 2005; TAGHAVI et al., 2005; RYAN et al., 10 

2008; ULRICH; ULRICH; EWALD, et al., 2008; WEYENS et al., 2013; CROES et al., 11 

2014).  12 

Esses microrganismos vêm sendo utilizados na agricultura por meio da 13 

inoculação de algumas espécies de plantas, como Glycine max, Oryza sativa, Zea 14 

mays, Triticum, Phaseolus vulgaris, entre outras. A utilização desses microrganismos 15 

possui efeitos positivos, proporcionando o aumento da produção dessas culturas, 16 

proteção contra patógenos e eestressee abiótico bem como um aumento no valor 17 

nutricional das culturas (biofortificação) (PILON-SMITH, 2005). 18 

Microrganismos endofíticos Se-hiperacumuladores podem ser 19 

caracterizados por possuir elevada resistência a Se, capacidade de produzir Se 20 

elementar e propriedades de promoção do crescimento das plantas em solos 21 

seleníferos (SURA-DE JONG et al., 2015).  Chen et al. (2014) relataram que a 22 

presença de metais pesados e espécies de plantas contribuíram na formação da 23 

comunidade bacteriana endofítica associada a hiperacumulação. Valdez Barillas et 24 

al. (2012) avaliando uma planta Se-hiperacumuladora (Astragalus bisulcatus), 25 

constataram que o grupo de Se-hiperacumuladores continha bactérias e fungos 26 

endofíticos, incluindo os rizóbios dos nódulos radiculares e fungos presentes no 27 

tegumento das sementes. 28 

O elevado nível de Se em plantas hiperacumuladores podem afetar a fauna 29 

microbiana das áreas seleníferas. Material orgânico com elevado teor de Se (550 mg 30 

kg-1 de matéria seca) foi decomposto mais rapidamente do que aquele que possuía 31 

baixos níveis de Se, o que sugere a presença de uma comunidade microbiana 32 

decompositora Se-resistente (QUINN et al., 2011). O Se pode ainda proteger as 33 

plantas de patógenos fúngicos sensíveis a esse elemento (Hanson et al., 2003).  34 
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Sura-De Jong Jong et al. (2015) avaliando a diversidade bacteriana 1 

endofítica de uma área selenífera, coletaram o solo próximo a rizosfera de duas 2 

espécies Se-hiperacumuladoras (Stanleya pinnata (Brassicaceae) e Astragalus 3 

bisulcatus (Fabaceae)) e duas não acumuladoras (Physaria bellii (Brassicaceae) e 4 

Medicago sativa (Fabaceae)), concluíram que ambos os solos possuíam a mesma 5 

comunidade bacteriana. As espécies de microrganismos incluíam Bacillus, 6 

Pseudomonas, Pantoea, Staphylococcus, Paenibacillus, Advenella, Arthrobacter, e 7 

Variovorax, sendo que a maioria podia reduzir selenato a selenito, e selenito a Se 8 

elementar.  9 
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2. CAPÍTULO 2.  PERFIL SOCIOECONÔMICO E PROFISSIONAL DE 1 

PRODUTORES DE CASTANHA-DO-BRASIL NA REGIÃO DE ITACOATIARA-2 

AM. 3 

 4 

Resumo - A castanheira-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) é uma das espécies 5 

arbóreas de terras altas mais importantes e valiosas da região amazônica, utilizada 6 

por diversas comunidades extrativistas e indígenas como fonte de renda e 7 

alimentação. Caracteriza-se por ser uma espécie dominante, ocupando o dossel 8 

superior da floresta, tendo grande influência na sucessão florestal bem como na 9 

dinâmica de clareiras. Foram aplicados questionários aos funcionários da fazenda 10 

Aruanã e a pequenos produtores da região. A escolha dos pequenos produtores 11 

baseou-se no banco de dados das doações de mudas de castanha-do-Brasil pela 12 

fazenda. Com a aplicação do questionário, pode-se compreender alguns aspectos 13 

tanto do perfil dos produtores e funcionários da Fazenda Aruanã, quanto dos 14 

processos de produção e comercialização da castanha. O principal motivo para o 15 

cultivo da castanha foi o incentivo da Fazenda Aruanã e buscam através do cultivo 16 

dessa planta a criação de renda para suas respectivas famílias. Grande parte dos 17 

produtores entrevistados tem propriedade com 200 a 300 árvores de castanha. A 18 

maoir parte dos pequenos produtores pretendem comercializar seus produtos com 19 

outros clientes. A Fazenda Aruanã tem certificação para produto orgânico e seus 20 

fornecedores devem atender as mesmas exigência de produtos orgânicos. 21 

 22 

Palavra-chave: Bertholletia excelsa H.B.K; questionário socioeconômico; pequenos 23 

produtores. 24 

 25 

Abstract - The Brazil nut tree (Bertholletia excelsa H.B.K.) is one of the most 26 

important and valuable upland tree species in the Amazon region, used by several 27 

extractivist and indigenous communities as a source of income and food (SOUZA et 28 

al., 2008). It is characterized by being a dominant species, occupying the upper 29 

canopy of the forest, having great influence on forest succession as well as on the 30 

dynamics of clearings (VILHENA, 2004). Questionnaires were applied to the 31 

employees of the Aruanã farm and to small producers in the region. The choice of 32 

small producers was based on the data bank of Brazil nut seedling donations from 33 

the farm.  With the application of the questionnaire, we were able to understand 34 
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some aspects of the profile of the farmers and employees of Aruanã Farm, as well as 1 

the processes of production and commercialization of the nut. The main reason for 2 

the cultivation of Brazil nuts was the encouragement by Fazenda Aruanã for 3 

smallholders increase the income. Most of interviewed smallholders show properties 4 

containing around 200 to 300 Brazil nut trees. Most of smallholders intend to 5 

commercialize their products with other customers. Fazenda Aruanã is certified for 6 

organic products and its suppliers must meet the same requirements as organic 7 

products. 8 

 9 

Key-words: Bertholletia excelsa H.B.K; socioeconomic questionnaire; small 10 

producers. 11 

 12 

2.1 INTRODUÇÃO 13 

A castanheira-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) é uma das espécies 14 

arbóreas de terras altas mais importantes e valiosas da região amazônica, utilizada 15 

por diversas comunidades extrativistas e indígenas como fonte de renda e 16 

alimentação (SOUZA et al., 2008). Caracteriza-se por ser uma espécie dominante, 17 

ocupando o dossel superior da floresta, tendo grande influência na sucessão 18 

florestal bem como na dinâmica de clareiras (VILHENA, 2004). Após o decaimento 19 

da exploração comercial da borracha na região amazônica, a exploração da 20 

castanha se tornou uma das principais atividades econômicas da região, segundo 21 

Homma (2004). 22 

Apesar do Decreto Federal nº 5.975/2006 que proíbe a exploração de árvores 23 

nativas, os castanhais nativos têm sido assolados, e sua produção vêm diminuindo 24 

uma vez que os fragmentos florestais restantes não comportam condições 25 

ecológicas benéficas à polinização (COSTA; WANDELLI; CASTRO, 2009). O plantio 26 

da castanha-do-Brasil tem sido fortemente estimulado, sendo indicado para a 27 

composição de diferentes sistemas de plantio na região amazônica, principalmente 28 

como componente agroflorestal em programas de reflorestamento, uma vez que 29 

este decreto não impede o seu plantio (SCOLES; GRIBEL; KLEIN, 2011; 30 

SALOMÃO; SANTANA; BRIENZA JUNIOR, 2013; LOCATELLI et al., 2016). 31 

Embora possui baixa representatividade nas exportações brasileiras, a cadeia 32 

produtiva da castanha-do-Brasil é a principal atividade econômica de varias 33 

comunidades extrativistas da região, e seu transporte, comercialização e 34 
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processamento gera reande e emprego na cadeia (CAVALCANTE et al., 2011; 1 

BAYMA et al., 2014).  2 

Dentre os produtos explorados e comercializados da castanheira, o mais 3 

importante é a amêndoa in natura. Entretanto, podemos citar outros produtos, tais 4 

como o óleo, leite, farinha, dentre outros, produzidos a partir da amêndoa. Além 5 

disso, essa espécie possui elevado potencial na indústria madeireira por possuir 6 

características silviculturais excelentes e madeira de ótima qualidade (SOUZA, 2003; 7 

LOCATELLI et al., 2005; SOUZA et al., 2008). 8 

Ao pesquisar o perfil socioeconômico de uma comunidade são coletados 9 

dados que permitam a tomada de decisões a fim de melhorar a vida da comunidade, 10 

trançando estratégias para a adoção de novas tecnologias e inovações, capacitando 11 

o produtor, (SOUZA et al., 2018). A importância desta pesquisa está em elencar as 12 

dificuldades enfrentadas pelos pequenos produtores castanha-do-Brasil, indicando 13 

métodos e ferramentas para melhorar o desenvolvimento econômico e social desses 14 

produtores. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi identificar e analisar o perfil 15 

socioeconômico dos agricultores que se dedicam ao cultivo de castanha do Brasil na 16 

região de Itacoatiara, Amazonas, com o intuito de gerar informações a serem 17 

utilizadas como política para o fortalecimento e desenvolvimento da produção da 18 

castanha-do-Brasil. 19 

 20 

2.2 METODOLOGIA 21 

A coleta de dados foi realizada com o corpo de funcionários da fazenda 22 

Aruanã e em comunidades de pequenos produtores no município de Itacoatiara-AM 23 

(Figura 1), no período de março a maio de 2018, com a realização de questionário 24 

(Anexo 1).  25 

 26 
Figura 1 – Localização geográfica do município de Itacoatiara, Amazonas. 27 

 28 

Fonte: Do próprio autor (2020). 29 
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A empresa Agropecuária Aruanã S. A. com cerca de 1.500.000 árvores 1 

representa o principal empreendimento com plantios de Bertholletia excelsa do 2 

mundo. A fazenda possui um programa de doação de mudas de castanheira para os 3 

pequenos produtores residentes em comunidades no município de Itacoatiara, 4 

Amazonas.  5 

A grupo amostral foi constituída por 39 funcionários da fazenda Aruanã e 34 6 

pequenos produtores. A escolha dos pequenos produtores baseou-se no banco de 7 

dados das doações de mudas de castanha-do-Brasil pela fazenda, variando quanto 8 

ao gênero, faixa etária, grau de escolaridade, tamanho da propriedade, poder 9 

econômico, tempo de atividade.   10 

Os entrevistados foram convidados a participar voluntariamente da pesquisa e 11 

posteriormente informados sobre o objetivo do estudo e da confidencialidade de 12 

suas respostas. Foram desenvolvidos e aplicados dois questionários (Anexo I e II), 13 

originalmente preparados em inglês, porém foi traduzido para o português para a 14 

melhor compreensão dos entrevistados. O primeiro questionário, composto por 17 15 

questões abertas e de múltipla escolha, foi aplicado aos funcionários da fazenda e 16 

teve por objetivo analisar a caracterização organizacional da fazenda bem como a 17 

relação dos funcionários com a castanha-do-Brasil. O segundo questionário, 18 

composto por 42 questões abertas e de múltipla escolha, foi aplicado aos pequenos 19 

produtores e teve por objetivo a compreensão das relações sociais e econômicas 20 

entre a Fazenda Aruanã e os pequenos produtores de castanha-do-Brasil na região 21 

de Itacoatiara. 22 

Durante as visitas foram coletados pontos com GPS (Global Position System) 23 

que permitiram a identificação da localização de cada produtor.  24 

Com intuito de verificar a formação de grupos por similaridade, realizou-se a 25 

análise multivariada de clusters hierárquica. Os pacotes “hclust” e “dendextend” 26 

foram acessados e a distância euclidiana foi calculada para construir matrizes de 27 

similaridade comunitária. A aglomeração de grupos foi realizada por dois métodos, 28 

de Ward e da média. A aglomeração pelo método de Ward se baseia na distância 29 

média de cada ponto de dados em um cluster em relação ao centroide. A 30 

aglomeração pela média de pontos se baseia no cálculo da soma de quadrados 31 

entre dois grupos, resultando ao final em agrupamentos de tamanhos 32 

aproximadamente iguais devido a sua minimização na variação interna. Em cada 33 
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estágio, combinam-se os dois agrupamentos que apresentarem menor aumento na 1 

soma global de quadrados dentro dos agrupamentos. 2 

Posteriormente procedeu-se a análise de correlação de Pearson (p < 0,05), a 3 

fim de constatar as variáveis dependentes que se correlacionaram diretamente. O 4 

pacote “corrplot” foi acessado para criação do heatmap, utilizando-se as funções 5 

“cor” e “cor.mtest” para criação de matrizes de coeficientes e p-valor, 6 

respectivamente. Afim de facilitar a visualização das correlações que foram 7 

significativas, foram inseridos asteriscos nas células do heatmap. 8 

As análises dos dados coletados nos questionários aplicados foram 9 

organizadas em planilhas, tratados por meio de estatística descritiva para a 10 

determinação da porcentagem, médias, apresentadas em gráficos. O software 11 

empregado foi o Microsoft Excel 2016. 12 

 13 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 14 

A análise da aplicação de formulários de pesquisa a 34 produtores de 15 

castanhas na região Amazônica permite a compreensão prévia de alguns aspectos 16 

de perfil do produtor, de processo de produção e de comercialização.  17 

Os aspectos principais quanto ao perfil do produtor são de idade mais 18 

elevada, principalmente acima de 51 anos e menor nível de escolaridade (sem 19 

educação básica ou de ensino médio), envolvidos há tempo na agricultura de 20 

pequena escala (acima de 21 anos principalmente) e que é proprietário da terra (Fig. 21 

2 e 3).  22 

  23 
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Figura 2. Idade e escolaridade dos produtores entrevistados. 1 

 2 

Fonte: Do próprio autor (2020). 3 

 4 

Figura 3. Tempo de trabalho (anos) e relação com a terra. 5 

 6 
Fonte: Do próprio autor (2020). 7 

 8 

 Na Figura 4 podemos ver as correlações entre os fatores estudados. Os 9 

fatores idade e tempo de serviço na agricultura possuem correlação positiva. 10 

Entretanto, a correlação entre a escolaridade e o tempo de serviço é negativa, ou 11 

seja, quanto menor o nível de escolaridade, a mais tempo o entrevistado está 12 

envolvido com a agricultura. 13 
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Figura 4. Correlação entre os fatores estudados (Heatmap).1 

 2 

Fonte: Do próprio autor (2020). 3 

 4 

A maior parte deles iniciou o cultivo de árvores de castanha há dez anos (até 5 

o ano de 2009) e colhe a castanha na atualidade, sendo que 50% deles colhem mais 6 

de 3 sacas por ano. Mais de 50% dos produtores possui até 50 hectares, com um 7 

alto número de árvores por hectare (acima de 101 árvores); e não necessariamente 8 

as maiores propriedades é que possuem o maior número de árvores plantadas (Fig. 9 

5 a 8). 10 
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Figura 5. Tempo de atuação na produção de castanhas do Brasil e 1 

expectativa temporal de colheita. 2 

 3 

Fonte: Do próprio autor (2020). 4 

 5 

Figura 6. Tamanho da propriedade e número de árvores/área. 6 

 7 

Fonte: Do próprio autor (2020). 8 
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Figura 7. Quantidade de árvores/ fazenda (propriedade).1 

 2 

Fonte: Do próprio autor (2020). 3 

 4 

Figura 8. Quantidade de sacas colhidas por ano/ % produtores que já está colhendo. 5 

 6 

Fonte: Do próprio autor (2020). 7 

 8 

A motivação principal ao cultivo da castanha fora de interesse próprio ou de 9 

incentivo de outros membros da comunidade, e não de agentes externos 10 

(associação ou Institutos); e os benefícios buscados são vários, destacando-se a 11 

perspectiva de fonte de renda, valorização da propriedade e reflorestamento (Fig. 9). 12 

Pode-se inferir que a alta expectativa no retorno da produção de castanhas tenha 13 

levado os produtores ao investimento, até mesmo sem o benefício de ocorrência de 14 

políticas públicas ou de incentivos de terceiros (Fig. 10). Apenas quatro produtores 15 

declararam ter recebido treinamentos em como plantar e conduzir as mudas, sendo 16 
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este feito pela Fazenda Aruanã e o Instituto de Desenvolvimento Agropecuário e 1 

Florestal Sustentável do Estado do Amazonas (IDAM).  2 

 3 

Figura 9. Motivação e benefícios quanto ao cultivo de castanha. 4 

 5 

Fonte: Do próprio autor (2020). 6 

 7 

Figura 10. Produtor beneficiado por política pública. 8 

 9 

Fonte: Do próprio autor (2020). 10 

 11 

Além de produzir, os produtores e seus familiares possuem o hábito de 12 

consumo de castanhas diariamente, como pode ser observado na figura 11 (mais 13 

expressivo de 3 ou 6 castanhas/ dia). O consumo de castanha pela família e o 14 

consumo pelo produtor possui correlação positiva (Fig. 4). 15 

 16 

  17 
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Figura 11. Consumo de castanhas. 1 

 2 

Fonte: Do próprio autor (2020). 3 

 4 

Em processo de produção, de modo amplo não se faz o uso da técnica de 5 

enxertia, tão bem como a aplicação de insumos químicos. Há um equilíbrio, em 6 

número de produtores, quanto ao tipo de solo utilizado: argiloso e arenoso. Todavia, 7 

com mais expressão de fertilidade média a baixa do solo. Há um predomínio (64%) 8 

de espaçamento de 10x5m entre linhas e entre as árvores plantadas (Fig. 12 a 14).  9 

 10 

Figura 12. Uso de técnicas de enxertia e de insumos na produção. 11 

 12 

Fonte: Do próprio autor (2020). 13 
14 
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Figura 13. Características do solo da fazenda. 1 

 2 
Fonte: Do próprio autor (2020). 3 

 4 

Figura 14. Espaçamento entre linhas e entre plantas (metros). 5 

 6 

Fonte: Do próprio autor (2020). 7 

 8 

Existe uma correlação positiva entre a textura e a fertilidade do solo (Fig. 4). 9 

Solos argilosos possuem fertilidade de média a alta. Em contra partida, os solos 10 

arenosos apresentavam fertilidade baixa.  Locatelli, Vieira e Souza (2008) afirma que 11 

a castanha-do-Brasil ocorre principalmente em solos argilosos e se desenvolve 12 

melhor em solos de baixa fertilidade.  13 

No âmbito da comercialização, 50% dos produtores responderam por suas 14 

vendas das castanhas à Fazenda Aruanã, havendo grande número deles (64%) que 15 

também optam ou optarão por comercialização a outros clientes. A forma de produto 16 

comercializada, predominantemente, é a de castanha com casca. Na relação de 17 
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comercialização a forma de governança utilizada é a de contrato escrito e com 1 

recebimento de preços acima ao de mercado, a vista. E não exigência de atributos 2 

de qualidade especificadas pelo agente comprador; somente dois produtores 3 

realizando uma produção orgânica (Fig. 15 a 17).  4 

 5 

Figura 15. Agentes compradores da castanha da Brasil. 6 

 7 

Fonte: Do próprio autor (2020). 8 
 9 

Figura 16. Expectativas de venda da castanha do Brasil em relação a. 10 

 11 

Fonte: Do próprio autor (2020). 12 

  13 
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Figura 17. Existência de atributos de qualidade estipuladas pelo agende comprador 1 

da castanha. 2 

 3 

Fonte: Do próprio autor (2020). 4 

 5 

O alto percentual de produtores que não irão comercializar sua produção está 6 

relacionado a baixa produção de castanha, média de duas sacas, uma vez que as 7 

primeiras mudas doadas pela fazenda começaram a produzir somente ano passado. 8 

Outro fator importante é que a fazenda possui certificado de produto orgânico, e 9 

para haver a compra da produção de outras fazendas as mesmas deverão possuir a 10 

mesma certificação. A exploração de produtos florestais não madeireiros gera 11 

incentivos para que as comunidades preservem e conservem as florestas se houver 12 

a melhora das condições de vida dos pequenos produtores (BAYMA et al., 2014). 13 

Ainda que a atividade de cultivo de árvores de castanhas tenha se iniciado há 14 

tempo (mais de 10 anos), na percepção dos produtores avaliados, não houve 15 

aumento no nível de confiança e melhoria de fatores sociais (fig. 18). 16 

 17 

Figura 18. Ampliação de nível de confiança e melhoria social após a interação com a 18 

Fazenda Aruanã e produção de castanhas19 

 20 

Fonte: Do próprio autor (2020). 21 
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O perfil dos funcionários entrevistados da Fazenda Aruanã é de mais jovens 1 

(18 a 40 anos) e do sexo masculino; maior parte com menor nível de instrução 2 

educacional (sem educação básica ou com ensino fundamental) e voltado às 3 

atividades de pré-colheita e pós-colheita. Há familiares também envolvidos nas 4 

atividades essas de produção (Fig. 19 e 20).  5 

Nota-se, assim como na análise dos produtores, o consumo de castanha por 6 

esses profissionais (colaboradores da Fazenda Aruanã), em nível de 6 a mais 7 

castanhas/ dia (Fig. 21). 8 

 9 

Figura 19. Perfil dos funcionários da Fazenda Aruanã entrevistados. 10 

 11 

Fonte: Do próprio autor (2020). 12 
 13 

Figura 20. Familiares envolvidos na atividade de produção de castanha. 14 

 15 
Fonte: Do próprio autor (2020). 16 
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Figura 21. Consumo de castanha.1 

 2 

Fonte: Do próprio autor (2020). 3 

 4 

2.4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 5 

Com a aplicação do questionário pode-se compreender alguns aspectos tanto 6 

do perfil dos produtores e funcionários da Fazenda Aruanã, quanto dos processos 7 

de produção e comercialização da castanha. Em sua maioria, os produtores são 8 

mais velhos, com baixo nível de escolaridade. Em sua grande maioria, o principal 9 

motivo para o cultivo da castanha foi o incentivo da Fazenda Aruanã e buscam 10 

através do cultivo dessa planta a criação de renda para suas respectivas famílias. 11 

Grande parte dos produtores entrevistados tem propriedade com 200 a 300 árvores 12 

de castanha. A maoir parte dos pequenos produtores pretendem comercializar seus 13 

produtos com outros clientes. A Fazenda Aruanã tem certificação para produto 14 

orgânico e seus fornecedores devem atender as mesmas exigências de produtos 15 

orgânicos. 16 

Os funcionários da Fazenda Aruanã são em sua grande maioria homens de 17 

18 a 40 anos, e trabalham em todas as etapas de produção da castanha-do-brasil 18 

(pré-colheita a pós-colheita).  19 

 20 
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ANEXO I 

 
 

Caracterizando a variação e acúmulo de selênio (Se) em castanhas do Brasil no estado do Amazonas, utilizando um 

programa de participação da população.  

Questionário para funcionários e gerentes da Fazenda Aruanã. Esta pesquisa faz parte de um estudo mais amplo, que busca a 

compreensão de (1) A relação entre os solos, a produção e a qualidade da Castanha do Brasil, e (2) as relações sociais e 

econômicas entre a Fazenda Aruanã e os pequenos produtores/agricultores de Castanha do Brasil na região amazônica. Este 

levantamento inicial será acompanhado por interações mais detalhadas com um subconjunto dos participantes desta pesquisa. 

Por favor, note que todas as perguntas são opcionais. Obrigada pela sua participação.  

 

Nome do entrevistador: ____________________________________________ Data : ___/___/___ 

 

Informações Pessoais (para todos os funcionários) 

1. Nome Completo:  
2. Idade 3. Gênero 4. Nacionalidade 

5. Cargo exercido (período integral/meio período, temporada 

etc.) 

  

6.  Há quantos anos trabalha na Fazenda Aruanã? 

 

 

7. Escolaridade 

(  ) Sem educação básica (  ) Ensino fundamental (  ) Ensino Médio (  ) Ensino Superior (  ) Pós-graduação (  ) Não especificado 

 

8. Endereço 
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9. Telefone 

 

10. Celular 11. E-mail 

 

12. Descreva brevemente suas funções na Fazenda Aruanã.   

 

 (  ) Atividade produtiva: 

                  (  ) Pré-colheita 

      (  ) Pós-colheita 

(  ) Atividade não-produtiva: gestão 

 

Caracterização da Organização (para todos os funcionários) 

13. Quantos familiares contribuem nas atividades de pré-colheita de castanha do Brasil na Fazenda Aruanã? 

 

 

14. Quantos familiares contribuem nas atividades de pós-colheita de castanha do Brasil na Fazenda Aruanã? 

 

 

15. Gostaria de acrescentar mais comentários sobre seu trabalho na Fazenda Aruanã, ou sobre os pequenos produtores de 

castanha do Brasil na região amazônica? (gestor e funcionário) 

 

 

16.  Você come castanha do Brasil? Se sim, aproximadamente quantas castanhas você come em um dia típico? (gestor e 

funcionário) 

 

17. Os membros da sua família comem castanha do Brasil?  Se sim, aproximadamente quantas castanhas eles comem em um dia 

típico? (gestor e funcionário) 
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Caracterizando a variação e acúmulo de selênio (Se) em castanhas do Brasil no estado do Amazonas, utilizando um 

programa de participação da população.  

Questionário para pequenos produtores/comunidade produtora de castanha do Brasil. Esta pesquisa faz parte de um estudo 

mais amplo, que busca a compreensão de (1) A relação entre os solos, a produção e a qualidade da Castanha do Brasil, e (2) as 

relações sociais e econômicas entre a Fazenda Aruanã e os pequenos produtores/agricultores de Castanha do Brasil na região 

amazônica. Este levantamento inicial será acompanhado por interações mais detalhadas com um subconjunto dos participantes 

desta pesquisa. Por favor, note que todas as perguntas são opcionais. Obrigada pela sua participação.  

 

Nome do entrevistador: ____________________________________________ Data : ___/___/___ 

 

Informações pessoais 

1. Nome Completo  
2. Idade 

 

3. Gênero 

 

4. Nacionalidade 

 

5. Descreva sua ocupação atual. 

 

  

6. Há quantos anos trabalha nessa ocupação? 

 

7. Escolaridade 

 

(  ) Sem educação básica (  ) Ensino fundamental (  ) Ensino Médio (  ) Ensino Superior (  ) Pós-graduação (  ) Não especificado  

 

Você fala alguma língua indígena? Se sim, qual língua indígena você fala?  

 

8. Endereço, incluindo vila, comunidade, e filiações tribais.  
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9. Telefone 

 

10. Celular 11. E-mail 

 

Caracterização da Fazenda 

12. Você se descreve como um pequeno produtor? 

(   ) Não  (  ) Sim  (   ); Outra descrição_____________________ 

 

13. Sua fazenda possui status DAP? (DAP=Declaração de Aptidão ao PRONAF; Programa Nacional de Fortalecimento da 

Agricultura Familiar) 

(   ) Não, por quê?  (   )  Sim  (   ) Não sei/não sei o que é DAP 

 

14. Há quanto tempo você está envolvido na agricultura de pequena escala (pequeno produtor)?  

(   ) Menos que 10 anos  (   ) 11-20 anos  (  ) 21-30 anos  (  ) 31-40 anos  (  ) 41-50 anos 

 

15. Quantas fazendas, e/ou quantos hectares sua família possui? Quantas árvore de castanha 

(   ) Número de fazendas ______       (   ) hectares    _____ha                   (  ) número de árvores de castanha  

 

Qual é sua relação com a terra: 

(  ) dono/proprietário   (   ) posse   (   ) arrendamento 

 

16. Você considera a renda da sua família:  

(   ) baixa, (   ) média, ou (   ) alta, em relação aos outros membros da sua comunidade? (por favor, escolha apenas uma) 

 

Você é beneficiado por algum programa de política pública? Qual? 

(  ) Não, por quê?  (   )  Sim 

 

17.  Quantos de seus familiares estão envolvidos na agricultura familiar?  

Pais/ avós  (   ) Não  (   ) Sim; quantos?_______ 



64 
 

 

Esposa/Esposo (   ) Não  (   ) Sim 

Filha(s) (   ) Não  (   ) Sim; quantos?_______ 

Filho(s) (   ) Não  (   ) Sim; quantos?_____ 

Outros   (   ) Não  (   ) Sim; quantos?_______ 

 

18. Você emprega não-familiares na sua fazenda(s)? 

(   ) Não   

(   ) Sim; quantos funcionários permanentes?_______ ;  quantos funcionários temporários/safra?_______. 

 

 

19. Gostaria de compartilhar alguma outra informação sobre sua fazenda(s) ou família?  

 

Atividades na Fazenda e Produção de castanhas do Brasil 

20. Descreva brevemente as atividades agropecuárias que são realizadas na sua fazenda(s). 

 

21. Na sua opinião, quais atividades na sua fazenda(s) trazem os maiores lucros e por quê? 

 

22. Há quanto tempo você tem cultivado árvores de castanha do Brasil na sua fazenda(s)? 

(   ) antes de 2006     (   ) 2007-2009         (   ) 2010-2012          (   ) 2013-2015              (   ) 2016-2018  

 

23. Qual é a circunferência do tronco da sua maior árvore de castanha do Brasil (medição na “altura do peito” em centímetros)?  

Cultivada 

Extrativismo 

 

24. Em quanto tempo você espera colher sua primeira castanha do Brasil? 

 

 

25. Se você já está colhendo castanha do Brasil na sua fazenda(s), aproximadamente quantas castanhas, ou quilos de castanha 
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você colhe por ano? 

 

 

26. Você atualmente colhe castanhas do Brasil de árvores nativas/silvestres?  

(   ) Não  (   ) Sim; quantos a cada ano?_________; há quantos anos?_______ 

 

27. Você tem conhecimento de outras famílias dentro da sua comunidade, ou famílias de outras comunidades, que cultivam 

castanha do Brasil em suas fazendas? 

Dentro da sua comunidade:             (   ) Não  (   ) Sim; quantos e área, se conhecido?__ _ ________ 

Dentro de outras comunidades:  (   ) Não  (   ) Sim; quantos e área, se conhecido?_______ ________ 

 

28. Qual foi sua motivação para o cultivo de castanha do Brasil em sua fazenda(s)?  

(   )Foi interesse próprio, ou foi incentivo de outros membros da sua comunidade? 

(   ) Foram incentivos externos providos por qualquer associação ou instituto?  

(   )Foi algum outro fator? 

 

29. Quais são os benefícios no cultivo de castanha do Brasil? (Possíveis respostas: questão cultural, tradição, familiar, econômico, 

edafoclimático) 

 

 

30. Por favor, você pode fornecer uma breve descrição da área de castanha do Brasil em sua fazenda(s)? Por exemplo: 

(a) Descreva o solo da sua fazenda (tipo de solo, fertilidade, outros fatores) 

(b) Quais outras culturas você cultiva?  

(c) Qual é o espaçamento entre linhas e entre plantas? 

(d) Você realiza técnicas de enxertia em suas plantas de castanha do Brasil? 

(e) Você aplica adubos ou outros fertilizantes químicos em suas árvores? 

(f) Há algum outro detalhe que você gostaria de compartilhar? 
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31. Você recebeu: 

• treinamentos (Pela Fazenda, instituto ou outro agente); 

• suporte de serviços de extensão (Fazenda, instituto, órgão estadual, federal, ONG, outros),  

• ou financiamento/outros incentivos para o cultivo de castanha do Brasil? Por favor, forneça detalhes. 
 

Marketing das Castanhas do Brasil e Relacionamento com Fazenda Aruanã 

32. As castanhas do Brasil produzidas na sua fazenda(s) serão/foram vendidas diretamente à Fazenda Aruanã? 

(   ) Não  (  ) Sim  (   ) Não sei 

 

33. As castanhas do Brasil produzidas na sua fazenda(s) serão/foram vendidas à outros clientes? 

(   ) Não  (   ) Sim  (   ) Não sei 

 

34. Como você vende os frutos? Por exemplo, você pretende vender suas castanhas no fruto, ou a castanha com casca, ou a 

castanha sem casca (possivelmente tratados e/ou esterilizados)? Por favor, fornecer o máximo de informações que você gostaria 

de compartilhar. 

(   ) ouriço, por que? 

(  ) castanha com casca, por que? 

(   ) castanha sem casca, por que? 

 

 

35. Você come castanha do Brasil? Se sim, aproximadamente quantas castanhas você come em um dia típico?  

  

 

36. Seus familiares comem castanhas do Brasil? Se sim, aproximadamente quantas castanhas eles comem em um dia típico?  

 

 

37. Você gostaria de consumir a castanha do Brasil produzida em sua própria fazenda(s)? 
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38. Quando você (comercializou) ou começar a colher as castanhas do Brasil, quais suas expectativas em relação a: 

(a) Você espera ter (ou tem) um contrato escrito ou de boca com um preço prêmio acordado com a Fazenda Aruanã, ou outros? 
Há confiança? 

(b) Preços, da Fazenda Aruanã, ou outras (você acha que a Fazenda vai te pagar mais, ou no mercado é melhor?)?  
(c) Tendo havido a venda ou se ocorrerá, como se deu (ou dará) a forma de pagamento? (a vista; parcelado..) 

 

 

39. Como você pretende entregar suas castanhas do Brasil à Fazenda Aruanã, ou outros? Seu(s) cliente(s) virá(ão) à sua fazenda 

para comprar as castanhas, ou você irá entregar as castanhas para eles? 

(  ) produtor entrega 

(   ) cliente busca 

   Quem arca com o frete: 

(  ) produtor 

(   ) cliente 

 

 

40.  São estipuladas metas de qualidade para suas castanhas? Se sim, você sabe se (são) serão definidas localmente, ou em 

conjunto com a Fazenda Aruanã, ou outros? Você têm outros comentários sobre a qualidade do produto, e se estas devem ser 

determinadas por seus clientes? 

 

 

41. Você espera, ou deseja, receber investimentos da Fazenda Aruanã, ou outros? Se sim, por favor descreva o investimento que 

traria maior benefício (por exemplo, apoio financeiro ou de formação, mais mudas, etc.). 

 

 

(PS. O senhor gostaria de receber mais ajuda da fazenda Aruna?  
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42. Como você descreveria seu relacionamento com a Fazenda Aruanã e o Instituto Excelsa em termos de confiança  

      a) Você pode dar exemplos específicos que levaram ao aumento da confiança?  

      b) Você notou qualquer melhoria social? 

      c) Há alguma sugestão para melhorar suas interações com a Fazenda Aruanã e o Instituto Excelsa?  

      d) Você recomendaria a outras famílias, comunidades a se envolverem? 
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3. CAPÍTULO 3 – APLICAÇÕES EXÓGENAS DE SELÊNIO (Se) AUMENTAM AS 1 

CONCENTRAÇÕES DE SELÊNIO EM RAÍZES E CAULES DE MUDAS DE 2 

CASTANHA DO BRASIL (Bertholletia excelsa) AO CUSTO DO EESTRESSEE 3 

OXIDATIVO DA PLANTA EM ALTAS TAXAS DE APLICAÇÃO 4 

 5 

Resumo - As castanhas do Brasil são a fonte alimentar mais conhecida de selênio 6 

(Se) para a dieta humana em todo o mundo. Apesar da importância nutricional, a 7 

faixa entre os efeitos benéficos e tóxicos da Se nas plantas é estreito. Este estudo 8 

teve como objetivo investigar os efeitos fisiológicos e bioquímicos do Se sobre a 9 

resposta antioxidante, compostos nitrogenados, concentração de açúcar, e a 10 

distribuição da concentração de Se nas raízes, caules e folhas das plântulas de 11 

castanha do Brasil. Foram testadas cinco concentrações de Se (0, 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 12 

kg ha -1) e duas fontes de Se (selenato de sódio e selenito de sódio). As plantas 13 

fertilizadas com selenato mostraram maior concentração de Se nas folhas, enquanto 14 

que as plantas fertilizadas com selenito mostraram maior concentração de Se nas 15 

raízes e no caule. A aplicação de até 2 kg ha-1 de Se na fonte selenito de sódio nas 16 

mudas de castanha do Brasil aumentou significativamente a síntese de clorofila, 17 

carotenóides e feofitina, aumentando a eficiência fotossintética e as concentrações 18 

de sacarose e aminoácidos. A peroxidação lipídica, o açúcar total e a sacarose 19 

aumentaram, e as atividades das enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase 20 

(CAT), e ascorbato peroxidase (APX) diminuíram devido à aplicação de Se - 21 

mostrando o estresse oxidativo promovido pelas elevadas taxas de Se. Contudo, 22 

não foram observados sintomas visuais de toxicidade de Se nas folhas das mudas 23 

nas taxas mais elevadas de Se. A diminuição das atividades de APX, e o aumento 24 

do acúmulo total de açúcar, sacarose, amônia e aminoácidos nas folhas foram as 25 

principais respostas fisiológicas e bioquímicas das mudas de castanha do Brasil sob 26 

níveis elevados de exposição a Se.  27 

 28 

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes; metabolismo antioxidante; selenato; 29 

selenito; pigmentos fotossintéticos; respostas fisiológicas. 30 

 31 

Abstract - Brazil nuts are the most known food source of selenium (Se) for the 32 

human diet wordwide. Despite the nutritional importance, the range between benefit 33 

and toxic effects of Se in plants is narrow. This study aimed to investigate the 34 
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physiological and biochemical effects of Se on the antioxidative response, nitrogen 1 

compounds, sugar concentration, and the distribution of Se concentration in roots, 2 

stems and leaves of Brazil nut seedlings. Five Se rates (0, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 kg 3 

ha-1) and two Se sources (sodium selenate and sodium selenite) were tested. Total 4 

Se concentration was found in large concentration in roots, stem and leaves, 5 

respectively. Plants fertilized with selenate showed higher Se concentration in 6 

leaves, whereas plants fertilized with selenite showed higher Se concentration in 7 

roots and stem. Application up to 2 kg ha-1 of Se as sodium selenite in Brazil nut 8 

seedling significantly increased the synthesis of clorofila, carotenoids and feofitina, 9 

augmenting the photosynthetic processing and lead the high amount of sucrose and 10 

aminoacids. Lipid peroxidation, total sugar and sucrose increased, and the enzymes 11 

superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and ascorbate peroxidase (APX) 12 

activities decreased due to Se application - showing the oxidative estresse promoted 13 

by high Se rates. However, no visual symptoms of Se toxicity in seedling leaves were 14 

observed at higher Se rates. Decreased APX activities, and increased total sugar, 15 

sucrose, ammonia and aminoacids accumulation in leaves were the main 16 

physiological and biochemical responses of Brazil nut seedlings under high levels of 17 

Se exposure.  18 

Key-words: Antioxidant enzymes; antioxidant metabolism; selenate; selenite; 19 

photosynthetic pigments; physiological responses. 20 

 21 

3.1 INTRODUÇÃO 22 

A castanha do Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) é uma planta nativa da 23 

região amazônica amplamente distribuída por toda esta região. Apresenta grande 24 

importância social, ecológica e econômica para a região, onde milhares de famílias e 25 

pequenos produtores utilizam as suas castanhas como fonte de renda e alimento 26 

(WADT; KAINER, 2012). Os seus frutos são a maior fonte alimentar conhecida de 27 

selênio (Se) para a dieta humana e animal, e tem sido objeto de muitos estudos, 28 

devido à grande variabilidade das concentrações de Se nas castanhas, até 512 mg 29 

Se kg-1 (Freitas et al., 2004; Dumont et al., 2006). As espécies vegetais cuja 30 

concentração de Se foliar é superior a 1 mg g-1 de matéria seca, são definidas como 31 

Se-hiperacumuladoras (BRANCO, 2016), tais como a árvore selecionada para este 32 

estudo.  33 
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O selênio é um elemento traço que desempenha papel essencial na saúde 1 

humana e animal (RAYMAN, 2012). Por outro lado, possui efeitos benéficos no 2 

crescimento das plantas, uma vez que pode melhorar o estado nutricional de plantas 3 

vasculares e ajudar a resistir aos eestressees oxidativos, bióticos e abióticos 4 

(GRAHAM et al., 2007; FORDYCE 2013; WHITE, 2016; REIS et al., 2017). Vários 5 

estudos demonstraram que a aplicação de baixos níveis de Se pode melhorar o 6 

metabolismo antioxidante das plantas (EICHE et al., 2015; EKANAYAKE et al., 2015; 7 

NAWAZ et al., 2015; JING et al., 2017). Em contrapartida, níveis elevados deste 8 

elemento induzem diferentes efeitos tóxicos nas plantas; reduzem a eficiência 9 

fotossintética e o crescimento das raízes, a clorose e a morte das plantas (VAN 10 

HOEWYK 2013). No entanto, algumas espécies vegetais podem crescer em solos 11 

que contém grandes concentrações deste elemento e ainda acumular concentrações 12 

elevadas no tecido vegetal (PILON-SMITS et al., 2016). Não há informação sobre 13 

árvores de castanha do Brasil que crescem em diferentes concentrações Se no solo.  14 

Apesar da importância nutricional, a faixa entre níveis deficientes e tóxicos de 15 

Se é estreita (SCHIAVON AND PILON-SMITS, 2017; SILVA et al., 2018). O 16 

eestressee causado pelas elevadas concentrações de Se nas plantas pode alterar 17 

as concentrações de espécies reativas de oxigênio (EROs) como o peróxido de 18 

hidrogênio (H2O2) e induzir elevadas taxas de peroxidação lipídica nas membranas 19 

celulares (MOSTOFA et al., 2017). As EROs são um indício de estresse nas plantas, 20 

indicando danos na célula da planta, mas também atuam como moléculas de 21 

sinalização em resposta a compostos eestresseantes nos tecidos da planta 22 

(WRZACZEK; BROSCHÉ; KANGASJÄRVI, 2013; LUO et al., 2016). O estresse 23 

abiótico nas plantas é avaliado também pelo aumento de enzimas antioxidantes 24 

como o ascorbato peroxidase (APX), superóxido dismutase (SOD), e catalase (CAT) 25 

em resposta a elevados níveis de exposição a metais pesados (REIS et al., 2017; 26 

SANTOS et al., 2017; SILVA et al., 2018).  27 

A absorção de selênio pelas plantas é regulada pela fonte e disponibilidade 28 

de Se no solo (BRANCO, 2018).  Diferentes fontes de Se, tais como selenato e 29 

selenito, apresentam comportamentos distintos no solo e nas plantas. Por exemplo, 30 

a absorção, assimilação e translocação de selenato é mais rápida do que a de 31 

selenito (GUPTA; GUPTA, 2017). O selenato é a principal forma de Se em solos 32 

oxigenados, e o selenito encontra-se em ambientes anaeróbios (BRANCO, 2016).  33 
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A adição de selênio através de fertilizantes está envolvida na melhoria da 1 

qualidade dos produtos agrícolas (REIS et al., 2018). Contudo, existe pouca 2 

informação sobre a aplicação da Se em mudas de castanhas do Brasil. Este estudo 3 

visou investigar os efeitos fisiológicos e bioquímicos de diferentes concentrações e 4 

fontes de Se (selenato de sódio e selenito de sódio) sobre as respostas 5 

antioxidantes, compostos nitrogenados, concentração de açúcar, crescimento e 6 

distribuição da concentração de Se nas raízes, caules e folhas de mudas de 7 

castanhas do Brasil.  8 

 9 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 10 
3.2.1 Material vegetal e desenho experimental 11 

O experimento foi realizado entre os meses de Julho e Agosto de 2018, na 12 

Universidade Estadual de São Paulo - UNESP, em Ilha Solteira, São Paulo, Brasil 13 

(20º25' S e 51º20'O, 335 m). de acordo com a classificação climática de Köppen, o 14 

clima da região é Aw, tropical úmido, como estação chuvosa no verão e seca no 15 

inverno (CLEMENT, 2000).  16 

O experimento foi conduzido em bancadas ao ar livre. O solo foi coletado na 17 

camada de 0-0,20 m, na Fazenda de Estudo, Pesquisa e Extensão da Universidade 18 

Estadual de São Paulo (UNESP) no município de Selviria, estado de Mato Grosso 19 

do Sul, Brasil (20°20'43''S; 51°24'7''O, 355 m). O solo foi seco ao ar e peneirado com 20 

uma peneira de 4 mm; em seguida, foram retiradas subamostras para a 21 

caracterização dos atributos químicos.  22 

O solo foi classificado como: Latossolo Vermelho distrófico típico, com textura 23 

argilosa de acordo com Santos et al. (2018), com as seguintes características 24 

químicas: pH (CaCl2) 4,6; fósforo (resina) 5 mg dm-3; enxofre 2 mg dm-3; potássio 1,3 25 

mmolc dm-3; cálcio 5 mmolc dm-3; magnésio 4 mmolc dm-3; H + Al (tampão SMP) 18 26 

mmolc dm-3; capacidade de troca catiônica (pH 7,0) 28,3 mmolc dm-3; saturação de 27 

base (V%) 36 %; boro 0,20 mg dm-3; cobre 1,0 mg dm-3; ferro 30 mg dm-3; manganês 28 

11,0 mg dm-3; zinco 0,5 mg dm-3; Se total 3,6 μg dm-3; e matéria orgânica 15 g dm-3. 29 

Os atributos químicos do solo foram determinados conforme descrito por Raij et al. 30 

(2001). O calcário foi aplicado afim de aumentar a saturação de base até 50%, 31 

utilizando cal viva com 32% CaO, 15% MgO, poder neutralizante eficaz de 94,5%. A 32 

fertilização na base consistiu em 100 g de superfosfato triplo (EMBRAPA, 1995). 33 
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Mudas homogêneas de castanha do Brasil foram cultivadas até um ano de 1 

idade e então transplantadas para vasos com uma capacidade de 15 L. Cada vaso 2 

continha uma muda com 1 metro de altura e 10 folhas por planta, aproximadamente. 3 

As mudas foram cultivadas em vasos contendo substrato composto e solo (1:1 v/v).  4 

Foi utilizado um desenho experimental em bloco casualizados, com um 5 

esquema fatorial de 5 x 2, onde, cinco concentrações de Se (0, 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 kg 6 

ha 1), e duas fontes Se (selenato de sódio e selenito de sódio) com quatro réplicas, 7 

num total de 40 vasos. Uma solução estoque contendo Se foi preparada, diluída e 8 

aplicada nos vazos. A irrigação foi realizada com base no cálculo da capacidade de 9 

campo do solo, utilizando um tensiômetro, sempre mantendo a capacidade do 10 

campo do solo acima de 60% (Boyer, 1976). As mudas foram expostas a diferentes 11 

concentrações de Se durante 12 dias. Posteriormente, as folhas foram colhidas em 12 

nitrogênio líquido para determinação da atividade enzimática anti-oxidante, 13 

concentração de açúcar, nitrato, amônia, aminoácidos e análise fotossintética dos 14 

pigmentos. A fim de avaliar a concentração de Se em diferentes partes do tecido 15 

vegetal, as mudas foram colhidas e separadas em folhas, caule e raízes. 16 

 17 

3.2.2 Análise da concentração de Se 18 

A folhas, caule e raízes de 3 repetições foram coletadas 12 dias após a 19 

aplicação dos tratamentos, secas e utilizadas para a quantificação de Se. As 20 

amostras de folha, caule e raiz foram digeridas num forno de microondas durante 30 21 

min sob pressão controlada (20 bar), em 6 ml de ácido nítrico a 20% (Subbulhar), 2 22 

ml de peróxido de hidrogênio (Merck) e completadas com água milli-Q até ao volume 23 

de 15 ml. Para o controle de qualidade analítica, as análises foram certificadas 24 

utilizando o padrão BCR 402 (trevo branco) (Sigma-Aldrich). Foram analisadas 25 

amostras de referência em branco e certificadas juntamente com a digestão de cada 26 

lote, que apresentou uma recuperação de 100%. A análise de selênio foi realizada 27 

por espectroscopia de massa de plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). A 28 

concentração de selênio final foi expressa em mg kg-1 de matéria seca. 29 

 30 

3.2.3 Análise do estresse oxidativo e das enzimas antioxidantes 31 

A folha de diagnóstico (terceira folha totalmente expandida) de cada 32 

tratamento foi colhida, congelada em nitrogênio líquido e subsequentemente 33 
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armazenada num congelador a -80 ºC até à análise da atividade de peróxido de 1 

hidrogênio (H2O2), malonaldeído (MDA), superóxido dismutase (SOD), catalase 2 

(CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR). 3 

Para quantificar a atividade de proteína total, superóxido dismutase (SOD, 4 

EC:1.15.1.1), catalase (CAT, 1.11.1.6), ascorbato peroxidase (APX, EC:1.11.1.11) e 5 

glutationa redutase (GR, EC:1.6.4.2), pesou-se aproximadamente 1,5 g de material 6 

vegetal congelado e depois macerou-se em nitrogénio líquido utilizando almofariz e 7 

pistilo. Ao material macerado foram adicionados 4 ml de tampão fosfato de potássio 8 

100 mM, pH 7,5, contendo 1 mM de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), 3 mM 9 

de ditiotreitol (DTT) e 4% (p/v) de polivinilpolipirrolidona (PVPP) usando um método 10 

adaptado de Santos et al (2017). O material foi homogeneizado num vórtice e depois 11 

centrifugado numa centrifuga refrigerada a 9.000 rpm durante 20 minutos a 4 ºC. 12 

 13 

3.2.4 Peróxido de higrogênio 14 

A concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) foi determinada de acordo 15 

com Alexieva et al. (2001). Aproximadamente 400 mg de material vegetal congelado 16 

foi pesado e depois macerado em nitrogênio líquido usando almofariz e pistilo. Ao 17 

material macerado foram adicionados 4 ml de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) 18 

em um tubo Falcon de 15 ml. O material foi homogeneizado num vortex e 19 

centrifugado a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4 ºC. Depois, foram pipetados 200 20 

μL de sobrenadante, ao qual foram adicionados 200 μL de tampão fosfato de 21 

potássio 100 mM, pH 7,5, e 800 μL de solução de 1 M de iodeto de potássio. As 22 

amostras foram mantidas em gelo durante uma hora. Após arrefecimento à 23 

temperatura ambiente, a absorbância foi lida a 390 nm num espectrofotómetro. A 24 

concentração foliar de peróxido de hidrogênio foi calculada utilizando uma curva 25 

padrão, e os resultados foram expressos em μmol g-1 MF. 26 

 27 

3.2.5 Peroxidação lipídica 28 

A peroxidação lipídica, ou malonaldeído (MDA), foi medida de acordo com o 29 

método descrito por Heath e Packer (1968). Utilizando um almofariz e pistilo, 400 mg 30 

de material vegetal foi macerado em nitrogênio líquido. Ao material macerado foram 31 

adicionados 4 ml de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) + 20% de 32 

polivinilpolipirrolidona (PVPP) em um tubo Falcon de 15 ml. O material 33 
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homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. A reação 1 

foi iniciada pela adição de 250 μL de sobrenadante e 1 ml de ácido tricloroacético 2 

20% + 0,5% de solução de ácido tiobarbitúrico. As amostras foram mantidas num 3 

banho seco a 95ºC durante 30 minutos e subsequentemente transferidas para uma 4 

caixa sobre gelo durante 10 minutos. O material foi então centrifugado novamente a 5 

10.000 rpm durante 10 minutos. A absorbância foi lida a dois comprimentos de onda, 6 

535 e 600 nm, e os resultados foram expressos em nmol MDA g-1 MF (massa 7 

fresco). 8 

 9 

3.2.6 Atividade da Superóxido dismutase (SOD, EC:1.15.1.1) 10 

A atividade da superóxido dismutase foi quantificada de acordo com 11 

(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Usando uma câmara de reação sob iluminação de 12 

lâmpada fluorescente 15-W a 25ºC, 50 μL de amostra foi adicionado a 5 ml de uma 13 

solução contendo 50 mmol L-1 tampão de fosfato de potássio, pH 7,8, 13 mmol L-1 14 

metionina, 75 mmol L-1 nitroblue tetrazólio (NBT), 0,1 mmol L-1 EDTA e 2 μmol L-1 15 

riboflavina. As amostras foram colocadas na câmara que foi protegida de qualquer 16 

luz exterior e mantida sob iluminação de lâmpadas fluorescentes durante 25 17 

minutos. As amostras foram então homogeneizadas por vórtice, e a absorbância foi 18 

lida a 560 nm num espectrofotómetro, os resultados foram expressos como U SOD 19 

mg proteína-1. 20 

 21 

3.2.7 Atividade da Catalase (CAT, 1.11.1.6) 22 

A atividade da catalase foi determinada pela monitorização da degradação de 23 

H2O2 de acordo com o método descrito por Reis et al. (2015). Um mililitro de tampão 24 

fosfato de potássio pH 7,5 (100 mM) e 2,5 μL de H2O2 (30%) foram adicionados a 5 25 

μL do extrato proteico, e as amostras foram imediatamente vortexadas. A 26 

determinação da decomposição de H2O2 foi realizada a intervalos de 2 minutos a 27 

25ºC num espectrofotometro a 240 nm, e os resultados foram expressos em μmol 28 

mg protein-1. 29 

 30 

3.2.8 Atividade da Ascorbato peroxidase (APX, EC:1.11.1.11)  31 

A atividade do ascorbato peroxidase foi quantificada de acordo com Moldes et 32 

al (2008). A 100 μL de extrato de planta foi adicionado 1,6 ml de tampão fosfato de 33 
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potássio 80 mM, pH 7,0, 300 μL de ascorbato 5 mM e 300 μL de EDTA 1 mM, 1 

seguido de incubação num banho de água a 30 ºC durante 5 minutos, no escuro. A 2 

seguir, 300 μL de 1 mM H2O2 foram adicionados, e a absorbância foi imediatamente 3 

lida a 290 nm durante 1 minuto. Os resultados foram expressos em nmol min-1 mg-1 4 

de proteína. 5 

 6 

3.2.9 Proteínas solúveis 7 

As concentrações de proteínas solúveis totais foram determinadas de acordo 8 

com o método de Bradford (1976) para calcular a atividade específica de SOD, APX 9 

e GR. A quantificação foi realizada pela adição de 20 µL de sobrenadante e 1 ml de 10 

reagente de Bradford. Após 10 minutos, a absorbância foi lida a 595 nm num 11 

espectrofotômetro. A concentração de proteínas foliares foi calculada usando uma 12 

curva padrão de albumina de soro bovino (BSA), e os resultados foram expressos 13 

em mg g-1 MF. 14 

 15 

3.2.10 Açúcar total e sacarose 16 

Para analisar a sacarose e os açúcares totais, o material foi extraído de 17 

acordo com o método descrito por Bieleski e Turner (1966). Para a extração, 1 g de 18 

material vegetal (folhas) foi macerado utilizando um almofariz e pistilo e pesado, 19 

seguido da adição de 10 ml de solução de MCW (60% metanol, 25% clorofórmio e 20 

15% água) num tubo Falcon de 15 ml. O material foi homogeneizado por vortex e 21 

depois centrifugado numa centrífuga refrigerada a 10.000 rpm durante 10 minutos a 22 

4ºC. A outro tubo foram adicionados 4 ml do sobrenadante de extrato de MCW, 1 ml 23 

de clorofórmio e 1,5 ml de água. Após a separação de fases, foi determinada a 24 

concentração de açúcares totais e sacarose na fase solúvel em água. 25 

Para quantificar os açúcares totais (Dubois et al, 1956), 20 µL de extrato 26 

vegetal, 500 µL de fenol a 5% e 2 ml de ácido sulfúrico concentrado foram 27 

adicionados a um tubo de ensaio. A mistura foi homogeneizada por vortex, e após 28 

arrefecimento à temperatura ambiente, a absorbância a 490 nm foi lida utilizando um 29 

espectrofotômetro. Os resultados foram expressos em mg g-1 MF. 30 

Para quantificar a sacarose (VAN HANDEL, 1968), 20 µL de extrato, 500 µL 31 

de 30% KOH e 2 ml de H2SO4 concentrado foram adicionados a um tubo de ensaio. 32 

A mistura foi homogeneizada por vortex e seca em estufa a 100ºC durante 10 33 
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minutos. Após arrefecimento à temperatura ambiente, a absorbância a 490 nm foi 1 

lida utilizando um espectrofotômetro. Ambas as quantificações foram realizadas 2 

utilizando uma curva padrão de sacarose. Os resultados foram expressos em mg g-1
 3 

MF. 4 

 5 

3.2.11 Compostos nitrogenados (nitrato, amônia e aminoácidos) 6 

A concentração de nitrato, amônia e aminoácidos nas folhas foi determinada 7 

no extrato obtido de 1,0 g de material fresco em 10 ml de solução (60% [v/v] 8 

metanol; 25% [v/v] clorofórmio). O material foi homogeneizado por vortex e depois 9 

centrifugado numa centrífuga refrigerada a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. A 10 

outro tubo foram adicionados 4 ml de sobrenadante de extracto de MCW, 1 ml de 11 

clorofórmio e 1,5 ml de água. Após a separação de fases, foi determinada a 12 

concentração de nitrato, amônia e aminoácidos na fase solúvel em água. 13 

A concentração de nitrato foi quantificada de acordo com Cataldo et al (1975). 14 

Para a reacção, uma alíquota de10 μL de extrato foi adicionada a 40 μL ácido 15 

salicílico 5% em ácido sulfúrico e mantida à temperatura ambiente durante 20 16 

minutos. Posteriormente, 1 ml de NaOH 2 N foi adicionado, o material foi 17 

homogeneizado por vórtice e depois determinado por colorimetria a 410 nm de 18 

absorbância. Os resultados para o nitrato foram expressos em μmol g-1 MF. 19 

A concentração de amônia foi quantificada de acordo com McCullough (1967). 20 

Para tal, foi adicionada uma alíquota de 200 μL do extrato a 1,0 ml de solução 21 

colorimétrica. Esta solução foi preparada utilizando uma proporção 1:1 de reagente 22 

de fenol (2,5 g de fenol e 12,5 mg de nitroprussiato de sódio em 250 ml) com o 23 

reagente fosfato (1,25 g de hidróxido de sódio, 13,4 g de fosfato monobásico de 24 

sódio, e 2,5 ml de hipoclorito de sódio a 5% em 250 ml). As amostras foram 25 

incubadas a 37◦C durante 1 h. A concentração de amônia foi então determinada por 26 

colorimetria a 630 nm de absorbância. Os resultados para a amônia foram 27 

expressos em μmol g-1 MF. 28 

Finalmente, a concentração de aminoácidos foi quantificada de acordo com 29 

Yemm e Cocking (1955). Para a reação, uma alíquota de 200 μL do extrato foi 30 

adicionada a 500 μL citrato de sódio 0,2M, 200 μL ninidrina 5% em etilenoglicol e 1 31 

ml KCN 0,0002M. Os tubos de ensaio foram homogeinezados por vórtice e 32 

aquecidos a 100ºC durante 15 minutos. Posteriormente, os tubos foram arrefecidos 33 
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em água da torneira durante 10 minutos. Finalmente, 1 ml de etanol a 60% foi 1 

adicionado aos tubos de ensaio, misturado por vortex e quantificado por colorimetria 2 

a 570 nm. Foi utilizada uma curva padrão de leucina para calcular a concentração de 3 

aminoácidos nas folhas e os resultados foram expressos em μmol g-1 MF. 4 

 5 

3.2.12 Pigmentos fotossintéticos 6 

Os níveos de clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotenóides, feofitina a, 7 

feofitina b e feofitina total foram quantificados usando o método do 8 

espectrofotõmetro proposto por Lichtenthaler (1987), utilizando matéria fresca das 9 

mudas armazenadas em extrato de acetone a 80%. 10 

 11 

3.2.13 Análise estatística 12 

Para todos os conjuntos de dados, a normalidade foi testada usando o teste 13 

Anderson-Darling e a homoscedasticidade usando o teste Levene para a igualdade 14 

de variâncias. Os dados foram submetidos a análise de variância utilizando o teste 15 

F, p ≤ 0,05. Quando foram encontradas diferenças significativas, o teste Tukey foi 16 

utilizado para testar as diferenças entre as fontes e as concentrações de Se, p ≤ 17 

0,05, utilizando o software estatístico R. Os gráficos foram plotados utilizando o 18 

software Sigma Plot. 19 

O heatmap foi feito calculando a correlação de Pearson (p < 0,05) para avaliar 20 

a relação entre os parâmetros fisiológicos e bioquímicos utilizando o software R (R 21 

Development Core Team, 2015). O pacote "corrplot" foi utilizado para gerar o 22 

heatmap utilizando as funções "corr" e "cor.mtest" para criar coeficientes de matriz e 23 

p-valores, respectivamente. A fim de melhor visualizar as correlações estatísticas 24 

significativas, foram inseridos asteriscos nas células do heatmap. 25 

 26 

3.3 RESULTADOS  27 

3.3.1 Análise de Selênio 28 

A aplicação de selenito de sódio ou selenato de sódio mostrou efeitos 29 

significativos sobre as concentrações de Se nas folhas, caule e raízes. A aplicação 30 

de Se melhorou a concentração de Se nas folhas, embora este efeito tenha sido 31 

maior com o selenato em comparação com a selenito. O aumento das 32 

concentrações de selenato de sódio proporcionou o aumento das concentrações de 33 

Se nas folhas de Bertholletia excelsa, e a aplicação de 4,0 kg ha-1 de Se aumentou a 34 
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concentração de Se ~4,0 vezes em comparação com ao tratamento de sem selênio 1 

(Fig. 1a).  2 

 3 

Figura 1. Concentração de Selênio em folhas (A), caule (B) e raízes (C) mudas de 4 

castanha do Brasil fertilizadas com diferentes concentrações e fontes de Se. Barras 5 

de erro indicam o desvio padrão da média. (n= 4 repetições). Letras maiúsculas 6 

iguais indicam que não houve diferença significativa entre as médias de 7 

concentrações de Se, e letras minúsculas iguais indicam que não houve diferença 8 

significativa entre as médias de fontes de Se (selenato ou selenito), de acordo com o 9 

teste Tukey (p≤0.05). 10 

 11 
Fonte: do próprio autor (2020). 12 

 13 

 A aplicação de selenito aumentou as concentrações de Se no caule (Fig. 1b). 14 

Um aumento na concentração de Se no caule foi observado em plantas que 15 
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receberam 2,0 kg ha-1 de Se na fonte selenito de sódio. A aplicação de selenito 1 

aumentou a concentração de Se ~3,0 vezes no caule das mudas de castanha do 2 

Brasil, em comparação com o selenato. 3 

A aplicação de selenito de sódio também afetou a concentração de Se nas 4 

raízes das mudas, aumentando a concentração de Se ~1,5 vezes em comparação 5 

com o selenato de sódio (Fig. 1c). A maior concentração de Se em plantas que 6 

receberam selenato de sódio foi observada à dose de 4,0 kg ha-1 de Se, 60% maior 7 

que o tratamento sem Se. 8 

 9 

3.3.2 Resposta do metabolismo antioxidante 10 

A aplicação de Se como selenito de sódio e selenato de sódio teve efeito 11 

significativo na peroxidação lipídica (MDA) (Fig. 2a) e nas concentrações de H2O2 12 

(Fig. 2b). A aplicação de 0,5 kg ha-1 de Se como selenato de sódio ou selenito de 13 

sódio foi associada a uma redução na peroxidação lipídica em comparação com o 14 

tratamento sem Se. As maiores taxas de peroxidação lipídica foram registadas em 15 

folhas de plantas tratadas com 4 kg ha-1 de Se aplicadas como selenato de sódio, o 16 

que levou a um aumento de 57% nas taxas de peroxidação lipídica em comparação 17 

com o tratamento de sem Se.  18 

19 
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Figura 2. Taxas de peroxidação lipídica estimadas pela concentração de MDA (A), e 1 

concentração de H2O2 (B) em folhas de mudas de castanha do Brasil fertilizadas 2 

com diferentes concentrações e fontes de Se. Barras de erro indicam o desvio 3 

padrão da média. (n= 4 repetições); Letras maiúsculas iguais indicam que não houve 4 

diferença significativa entre as médias de concentrações de Se, e letras minúsculas 5 

iguais indicam que não houve diferença significativa entre as médias de fontes de Se 6 

(selenato ou selenito), de acordo com o teste Tukey (p≤0.05). 7 

 8 
Fonte: do próprio autor (2020). 9 

A aplicação de Se afetou a atividade específica da SOD, CAT e APX no 10 

tecido foliar das mudas (Fig. 3). As atividades mais baixas da SOD (Fig. 3a) foram 11 

observadas em plantas que receberam 1,0 kg ha-1 de Se na fonte selenito de sódio. 12 

Por outro lado, as plantas que receberam 1,0 e 4,0 kg ha-1 de Se na fonte selenato 13 

de sódio não diferiram do tatamento sem Se. A aplicação de 0,5 e 2,0 kg ha-1 de Se 14 

como selenato de sódio mostrou a menor atividade da SOD. 15 

 16 

  17 
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Figura 3. Atividade específica da superóxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) 1 

(B) e ascorbato peroxidase (APX) (C) em folhas de mudas de castanha do Brasil 2 

fertilizadas com diferentes concentrações e fontes de Se. Barras de erro indicam o 3 

desvio padrão da média. (n= 4 repetições); Letras maiúsculas iguais indicam que 4 

não houve diferença significativa entre as médias de concentrações de Se, e letras 5 

minúsculas iguais indicam que não houve diferença significativa entre as médias de 6 

fontes de Se (selenato ou selenito), de acordo com o teste Tukey (p≤0.05). 7 

 8 

Fonte: do próprio autor (2020). 9 

 10 

A atividade da catalase (Fig. 3b) aumentou com a aplicação de 1,0 kg ha-1 de 11 

Se como selenato de sódio, ~45% maior do que o tratamento sem Se. No entanto, a 12 

aplicação de 0,5 e 2,0 kg ha-1 de Se diminuiu a atividade de CAT nas folhas das 13 
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mudas de castanhas do Brasil. A maior atividade de APX (Fig. 3c) foi observada em 1 

plantas tratadas com 0,5 kg ha-1 de Se como selenato de sódio e diminuiu à medida 2 

que mais Se foi aplicado. A aplicação deste elemento como selenato de sódio foi 3 

superior na concentração de 0,5 kg ha-1 de Se  e induziu a diminuição acentuada da 4 

atividade de APX, 85% menos do que o tratamento sem Se. A menor atividade de 5 

APX foi observada naqueles que receberam 4,0 kg ha-1 de Se como selenato de 6 

sódio.  7 

 8 

3.3.3 Quantificação dos compostos nitrogenados 9 

Não foi observada uma resposta significativa à aplicação de selenato de sódio 10 

ou selenito de sódio para concentração de nitrato (Fig. 4a). Contudo, o selenito de 11 

sódio e o selenato de sódio mostraram efeitos significativos na concentração de  12 

amônia (Fig. 4b) e aminoácidos (Fig. 4c) nas folhas das mudas de castanhas do 13 

Brasil. A concentração de amônia aumentou nas folhas de plantas que receberam 14 

2,0 e 4,0 kg ha-1 de Se como selenato de sódio. A aplicação de 4,0 kg ha-1 de Se 15 

como selenito de sódio elevou a concentração de aminoácidos 2,0 vezes maior do 16 

que o tratemento sem Se.  17 

  18 
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Figura 4. Concentração de nitrato (A), amônia (B) e aminoácidos (C) em folhas de 1 

mudas de castanha do Brasil fertilizadas com diferentes concentrações e fontes de 2 

Se. Barras de erro indicam o desvio padrão da média. (n= 4 repetições); Letras 3 

maiúsculas iguais indicam que não houve diferença significativa entre as médias de 4 

concentrações de Se, e letras minúsculas iguais indicam que não houve diferença 5 

significativa entre as médias de fontes de Se (selenato ou selenito), de acordo com o 6 

teste Tukey (p≤0.05), ns= não significativo. 7 

 8 
Fonte: do próprio autor (2020). 9 

 10 

3.3.4 Fotoassimilados e pigmentos fotossintéticos 11 

A aplicação de selênio afetou a concentração da sacarose, açúcares totais, 12 

clorofila total, carotenóides e de feofitina total nas folhas das mudas (Fig. 5 e 6).  13 
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 1 

Figura 5. Concentração de açúcar total (A) e sacarose (B) em folhas de mudas de 2 

castanha do Brasil fertilizadas com diferentes concentrações e fontes de Se. Barras 3 

de erro indicam o desvio padrão da média. (n= 4 repetições); Letras maiúsculas 4 

iguais indicam que não houve diferença significativa entre as médias de 5 

concentrações de Se, e letras minúsculas iguais indicam que não houve diferença 6 

significativa entre as médias de fontes de Se (selenato ou selenito), de acordo com o 7 

teste Tukey (p≤0.05), ns = não significativo. 8 

 9 

Fonte: do próprio autor (2020). 10 

  11 
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Figura 6. Concentração de clorofila total (A), carotenóides (B) e feofitina total (C) em 1 

folhas de mudas de castanha do Brasil fertilizadas com diferentes concentrações e 2 

fontes de Se. Barras de erro indicam o desvio padrão da média. (n= 4 repetições); 3 

Letras maiúsculas iguais indicam que não houve diferença significativa entre as 4 

médias de concentrações de Se, e letras minúsculas iguais indicam que não houve 5 

diferença significativa entre as médias de fontes de Se (selenato ou selenito), de 6 

acordo com o teste Tukey (p≤0.05). 7 

 8 

 9 
Fonte: do próprio autor (2020). 10 

 11 

A concentração total de açúcar aumentou em folhas de plantas tratadas com 12 

Se acima de 0,5 kg ha-1 como selenato de sódio. Um resultado semelhante foi obtido 13 
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nas plantas que receberam selenito de sódio, que aumentou com o aumento das 1 

aplicações de selenito até 4,0 kg ha-1 de Se. 2 

A concentração de sacarose nas folhas (Fig. 5b) aumentou com o aumento da 3 

aplicação de selenito de sódio até um máximo em plantas tratadas com 4,0 kg ha-1 4 

de Se, ~2,0 vezes mais do que o tratamento sem Se. A concentração de sacarose 5 

foi maior em plantas que receberam 0,5 até 2,0 kg ha-1 de Se na fonte selenito de 6 

sódio, o que foi 35% mais elevado do que o tratamento sem Se. 7 

A concentração de clorofila total das folhas (Fig. 6a) aumentou com o 8 

aumento da Se com aplicações de selenito de sódio até 2,0 kg ha-1 de Se, ~2,0 9 

vezes mais do que o tratamento sem Se. Um resultado semelhante foi obtido para 10 

os carotenóides (Fig. 6b) e para a feofitina (Fig. 6c). As menores concentrações de 11 

pigmentos fotossintéticos foram observadas no tratamento sem Se. 12 

 13 

3.4 DISCUSSÃO 14 

3.4.1 Análise de selênio 15 

Houve diferença na absorção de selenito e selenato pelas raízes. Enquanto o 16 

selenato migra para as raízes e logo após se transloca para o caule através de 17 

transportadores de sulfato de alta afinidade, a selenito é geralmente assimilado em 18 

Se orgânico nas raízes e é pouco provável que se transloque para as partes aéreas 19 

(SORS et al, 2005).  20 

A concentração do Se nas raízes, caules e folhas das castanhas do Brasil 21 

fertilizadas com selenito mostrou correlações positivas com o açúcar total, sacarose, 22 

aminoácidos e pigmentos, indicando que quanto maior for a concentração deste 23 

elemento nos respectivos órgãos, maior será a taxa fotossintética da planta (Fig.7).  24 

  25 
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Figura 7. Heatmap apresentando a correlação de Pearson entre os parâmetros 1 

fisiológicos e bioquímicos de mudas de castanha do Brasil em resposta a aplicação 2 

de diferentes concentrações de Se nas fontes selenato ou selenito. * indica 3 

correlação significativa (p < 0.05). 4 

 5 
Abreviações: Concentração de Se nas folhas (Se-leaves), Concentração de Se nos caules (Se-6 
stem), Concentração de Se nas raízes (Se-root), Peso seco das folhas (LDW), Peso seco dos caules 7 
(SDW), Peso seco das raízes (RDW), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato 8 
peroxidase (APX), peróxido de hidrogênio peroxide (H2O2), malondialdeido (MDA), clorofila a (Chl-a), 9 
clorofila b (Chl-b), clorofila total (Chl), carotenoides (Carot), feofitina a (Ph-a), feofitina b (Ph-b), 10 
feofitina total (Phe), sacarose (Suc), açúcar total (Sug), nitrato (NO3), amônia (NH3), aminoácidos 11 
(Aa). 12 
Fonte: do próprio autor (2020). 13 
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 1 

A forma mais oxidada de Se encontrada nos solos e a forma mais absorvida 2 

de Se pelas plantas é o selenato, como resultado das semelhanças químicas entre 3 

Se e enxofre (SORS et al, 2005). Devido a translocação imediata do selenato ao 4 

xilema, o selenato de sódio é mais prontamente absorvido do que o selenito de 5 

sódio (BRANCO et al, 2004; LI; MCGRATH; ZHAO, 2008; BRANCO, 2016; 6 

BRANCO, 2018), e rapidamente translocado para as folhas, o que foi observado no 7 

presente estudo. A fertilização com selenato de sódio é mais eficaz no aumento do 8 

aúmulo de Se em comparação com selenito de sódio, levando a uma rápida 9 

absorção e distribuição do mesmo (SHARMA et al, 2010).  10 

Estudos demonstraram que uma diminuição na disponibilidade de sulfato no 11 

solo resulta no aumento da expressão dos genes transportadores de sulfato, o que 12 

melhora a capacidade de absorção de sulfato e, portanto, aumenta a absorção de 13 

Se (HAWKESFORD, 2000; HAWKESFORD et al, 1968; SHINMACHI et al, 2010). 14 

Cabannes et al. (2011) observaram que as espécies hiperacumuladoras (acumulam 15 

mil a milhares de mg kg-1 de Se) cultivadas sem S mostraram uma tolerância 16 

elevada a Se com crescimento semelhante em comparação com plantas não-17 

acumuladoras (acumulam níveis baixos de Se, <25 mg kg-1). A concentração de S 18 

no solo neste estudo foi baixa, o que pode ter contribuído para o aumento da 19 

absorção de Se pelas mudas de castanhas do Brasil. 20 

O metabolismo e assimilação de selênio pelas raízes difere das folhas 21 

(PREMARATHNA et al, 2012), uma vez que a absorção de selenito através das 22 

raízes é mediada por transportadores de fosfato (LI; MCGRATH; ZHAO, 2008). 23 

Neste estudo, verificou-se que a absorção de Se foi maior nas raízes e caules onde 24 

foi aplicado selenito em comparação ao selenato. A concentração de selenito 25 

aumentou com o aumento da taxa de selenito de sódio. Uma resposta semelhante 26 

na concentração de Se em raízes onde à aplicação de selenito e selenato foi 27 

também relatada por Cartes, Gianfreda e Mora et al. (2005) em azevém. 28 

 29 

3.4.2 Resposta do metabolismo antioxidante 30 

A peroxidação lipídica e a concentração de peróxido de hidrogênio indicam 31 

estresse em mudas que receberam concentrações elevadas de Se (Fig. 2), uma vez 32 

que espécies reativas de oxigênio e estresse oxidativo podem estar associadas à 33 
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toxicidade de Se (HARTIKAINEN, 2005; GOMES-JUNIOR et al., 2007; TAMAOKI; 1 

FREEMAN; PILON-SMITS, 2008). As plantas que receberam 2,0 e 4,0 kg ha-1 de Se 2 

(fonte de selenito de sódio) mostraram valores mais elevados para MDA em 3 

comparação com o sem Se, indicando estresse. No entanto, a diminuição das 4 

concentrações de MDA nas doses maiores que 0,5 kg ha-1 de Se na fonte selenato 5 

de sódio e selenito de sódio pode ser devida à indução do sistema antioxidante nas 6 

plantas, aumentando consequentemente a resistência ao estresse oxidativo (RIOS 7 

et al., 2010). De acordo com vários estudos, a aplicação de Se aumentou a atividade 8 

antioxidante do trigo, canola e sorgo, melhorando a tolerância das mudas de trigo e 9 

de brássica à radiação ultravioleta, ao frio, à seca e ao estresse salino (SMRKOLIJ 10 

et al., 2006; CHU; YAO; ZHANG 2010; DJANAGUIRAMAN; PRASAD; SEPPANEN 11 

et al., 2010; YAO; CHU; BA et al., 2010a,b; HASANUZZAMAN; FUJITA, 2011; 12 

HASANUZZAMAN; HOSSAIN; FUJITA, 2011; WANG, 2011). 13 

As enzimas antioxidantes, tais como SOD e CAT, também podem ser 14 

ativadas pelo Se, ocasionando a redução da peroxidação lipídica e do peróxido de 15 

hidrogênio, reduzindo subsequentemente a senescência. A atividade da CAT e SOD 16 

em plantas que receberam selenato de sódio ou selenito de sódio pode ter ajudado 17 

a manter a concentração de MDA e H2O2 a níveis inferiores aos do tratamento sem 18 

Se, uma vez que CAT converte H2O2 em H2O e O2 (IGAMBERDIEV; LEA, 2002; 19 

SAIDI; CHTOUROU; DJEBAL, 2014). A redução na concentração de H2O2 em 20 

plantas que receberam selenato de sódio e selenito de sódio foram inferiores ao 21 

tratamento sem Se (Fig. 2b) mostrando a ação destas enzimas.  22 

Os resultados deste estudo mostraram que a concentração de MDA foi maior 23 

nas plantas que receberam 4,0 kg ha-1 de Se na fonte selenito de sódio. Isto pode 24 

estar relacionado com a conversão de selenito a formas orgânicas de Se e posterior 25 

incorporação em proteínas para substituir o S, causando toxicidade mais 26 

rapidamente quando comparada com o selenato (HOPPER; PARKER, 1999). 27 

As plantas têm enzimas antioxidantes (por exemplo, SOD e CAT) e uma 28 

grande diversidade de compostos antioxidantes não enzimáticos para proteção 29 

contra espécies reativas de oxigénio (EROs). A produção excessiva de EROs 30 

através de estresse oxidativo pode causar danos nas membranas celulares, levando 31 

eventualmente à morte celular (BRANCO, 2016). SOD, CAT e APX mostraram picos 32 

de atividade em diferentes concentrações de Se. Segundo Silva et al (2018), isto 33 
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pode estar relacionado com a estimulação ou supressão de diferentes enzimas por 1 

selênio em diferentes concentrações.  2 

A concentração da SOD aumentou na dose de 0,5 e kg ha-1 de Se como 3 

selenato de sódio. Havia uma relação negativa entre a SOD e o peróxido de 4 

hidrogênio (Fig. 7). A SOD é a primeira enzima que atua no sistema antioxidante, 5 

responsável pela dismutação de O2- em H2O2 (FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011; SAIDI; 6 

CHTOUROU; DJEBAL, 2014). O aumento das concentrações de peróxido de 7 

hidrogênio em algumas doses foi causado pelas atividades inferiores de outras 8 

enzimas (por exemplo, CAT e APX) e podem ter proporcionado um ambiente onde 9 

houve estímulo para a síntese de SOD. Reis et al (2018) observaram que o arroz 10 

fertilizado com Se tem um aumento na atividade de SOD. APX, uma enzima que 11 

utiliza o ascorbato como doador de elétrons para reduzir H2O2 a H2O (CAVERZAN et 12 

al, 2012), apresentou maior atividade em plantas expostas a baixas concentrações 13 

de Se (Fig. 3c). Neste estudo, foi observada uma relação negativa entre APX e 14 

concentração de MDA (Fig. 7), mostrando a ação de APX para controlar a 15 

peroxidação lipídica na membrana celular.  16 

A atividade da catalase foi mais elevada para o tratamento com 1,0 kg ha-1 de 17 

Se na fonte selenato de sódio (Fig. 3b). Esta enzima encontra-se principalmente em 18 

peroxisomas e converte H2O2 em água; mas, a sua afinidade com o substrato é mais 19 

fraca que as outras enzimas antioxidantes (FENG;WEI;TU et al, 2013).  20 

 21 

3.4.3 Quantificação dos compostos nitrogenados 22 

A biossíntese e acúmulo de aminoácidos ocorre em resposta a estresses 23 

ambientais (HSU;KAO, 2003) resultando na decomposição das proteínas estruturais 24 

em aminoácidos componentes (BOM;ZAPLACHINSKI, 1994). O aumento da 25 

concentração de aminoácidos por aplicação de selenito de sódio ou selenato pode 26 

resultar da perturbação do metabolismo de aminoácidos que aumenta a 27 

concentração de proteínas solúveis e a atividade de nitrato redutase 28 

(DJANAGUIRAMAN et al., 2004).  29 

As aplicações de selenito aumentaram as concentrações de aminoácidos nas 30 

mudas de castanhas do Brasil (Fig. 4). O aumento do aminoácido pode ser atribuído 31 

à síntese de selenoaminoácidos não proteicos. As folhas com tratamentos com 32 

selenito, em comparação com os tratamentos com selenato, mostram um aumento 33 
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na concentração total de aminoácidos devido ao fato de a redução do selenato por 1 

sulfurilase ATP ser uma etapa limitadora da concentração (TERRY et al 2000; 2 

RASPOR et al 2003). As espécies acumuladoras de Se desenvolveram um 3 

mecanismo em que o Se pode ser excluído da incorporação de proteínas como 4 

resultado da formação de selenoaminoácidos não protéicos, por exemplo, 5 

selenomtionina e selenocisteína, e a síntese destes compostos pode desviar o 6 

selênio da formação de SeCys e SeMet em espécies Se-tolerantes (PETERSON; 7 

BUTLER, 1962; BROWN; SHRIFT 1981). 8 

 9 

3.4.4 Fotoassimilados e pigmentos fotossintéticos 10 

Embora Se não seja um elemento essencial para plantas superiores (SORS 11 

et al, 2005), neste estudo, a aplicação de selenito de sódio aumentou a atividade 12 

dos pigmentos fotossintéticos em comparação com o tratamento sem Se (Fig. 6). Da 13 

mesma forma, outros autores também encontraram um efeito positivo da aplicação 14 

de Se na batata (Solanum tuberosum), erva de centeio (Lolium perenne L.), alface 15 

(Lactuca sativa), lentilha (Lens culinaris Medikus) e mostarda (Brassica rapa L.) 16 

(HARTIKAINEN; XEU; PIIRONEN, 2000; LYONS et al., 2009; TURAKINEN; 17 

HARTIKAINEN; SEPPEANEN, 2004; EKANAYAKE et al., 2015). O aumento dos 18 

pigmentos fotossintéticos nas mudas de castanhas do Brasil pode estar relacionado 19 

com o aumento da atividade antioxidante, o que confere uma fotossíntese mais 20 

eficiente (LYONS et al, 2009).  21 

Os sintomas fisiológicos do estresse de Se nas plantas incluem atrofiamento 22 

das raízes, redução da biomassa e da eficiência fotossintética, clorose e morte das 23 

plantas (VAN HOEWYK, 2013). Não foi observado qualquer sintoma visual de 24 

toxicidade da Se em mudas de castanhas do Brasil tratadas com Se. A aplicação de 25 

4,0 kg ha-1 de Se como selenato de sódio diminuiu a concentração de clorofila total, 26 

carotenóides e feofitina total nas folhas (Fig. 6). Como resultado, a eficiência 27 

fotossintética foi mais elevada em plantas que receberam selenato de sódio do que 28 

nas que receberam selenito de sódio. Variações na concentração de clorofila de 29 

plantas cultivadas no solo suplementadas com diferentes fontes de Se foram 30 

relatadas por outros pesquisadores (XUE; HARTIKAINEN; PIIRONEN, 2001; 31 

HUANG; XU; HU, 2005; SHARMA et al., 2010). Foi observada uma relação positiva 32 

entre carotenóides e açúcares, como ilustrado na Figura 7. Os carotenóides 33 
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protegem as plantas contra a luz solar e induzem as plantas a produzir mais 1 

sacarose (SILVA et al, 2018). 2 

O aumento da concentração de açúcar total e sacarose (Fig. 5) pode estar 3 

relacionado com o efeito do Se na atenuação do estresse oxidativo e da atividade 4 

das enzimas do metabolismo dos carboidratos (Fig. 1). Ribeiro et al. (2016) 5 

avaliaram o efeito de Se em Arabidopsis thaliana e detectaram uma menor 6 

degradação de amido ao cair da noite, e também a diminuição na concentração de 7 

sacarídeos e hexoses. Além disso, sementes de feijão caupi (Phaseolus aureus 8 

Roxb.) fertilizada com Se apresentaram aumento na atividade d invertase e da 9 

amilase (MALIK et al., 2011). Uma diminuição dos pigmentos fotossintéticos nas 10 

folhas com o aumento da concentração de Se já foi descrita para o milho e o feijão-11 

caupi (JIANG et al., 2017; SILVA et al., 2018). 12 

 13 

3.5 CONCLUSÃO 14 

Foi encontrada grandes quantidades de Se total nas raízes, caule e folhas 15 

das castanhas do Brasil. A aplicação de selenato aumentou mais a concentração de 16 

Se nas folhas do que nas raízes e caule em comparação com a aplicação do 17 

selenito. 18 

A aplicação de 2 kg ha-1 de selenito de sódio na muda da castanha do Brasil 19 

foi mais eficiente em induzir a síntese de clorofila, carotenóides e feofitina, ativando 20 

o sistema fotossintético e produzindo maiores quantidades de sacarose e 21 

aminoácidos. 22 

A peroxidação lipídica e a sacarose aumentaram em resposta às 23 

concentrações de aplicação de Se, contudo, SOD, CAT e APX diminuíram devido à 24 

aplicação de Se, mostrando o estresse promovido por 4 kg ha-1 de Se. A ativação de 25 

enzimas antioxidantes, acúmulo total de açúcar e sacarose nas folhas das mudas foi 26 

a principal resposta fisiológica e bioquímica das mudas de castanha do Brasil sob 27 

altas concentrações Se. 28 

 29 
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4. CAPITULO 4 – IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE ISOLADOS DE 1 

BACTÉRIAS PROVENIENTES DESOLOS DA AMAZÔNIA TOLERANTES A 2 

ALTA CONCENTRAÇÃO DE SELÊNIO 3 

 4 

Resumo – O selênio (Se) é um elemento essencial para a vida do humano, atuando 5 

principalmente na síntese do hormônio tireoide. Nas plantas é considerado um 6 

elemento benéfico que pode mitigar o eestressee oxidativo nas células vegetais. A 7 

castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) é reconhecida mundialmente como a maior 8 

fonte de Se para alimentação, no mundo. Nativa de solos da Amazônia, que 9 

possuem, em sua maioria solos com teores de Se que não justificam as exageradas 10 

concentrações do elemento na castanha-do-Brasil. Devido a elevada diversidade de 11 

organismos nos solos da Amazônia, a hipótese desse estudo é de que existem 12 

bactérias redutoras de Se na rizosfera de castanha-do-Brasil. Sendo assim, o 13 

objetivo desse trabalho foi isolar e caracterizar colônias de bactérias encontradas em 14 

rizosferas de Castanha-do-Brasil. Foram coletadas amostras de áreas nativas e de 15 

uma fazenda da região de Itacoatiara-AM. Desse material, foi realizada analise de 16 

concentração de Se no solo, as bactérias foram isoladas e submetidas ao teste de 17 

mínima concentração de inibição e taxa de crescimento sob efeito de selenito e 18 

selenato nas doses de 0,0002, 0,002, 0,02, 0,2, 2, 20, 200 e 2000 mM de Se. Além 19 

disso foram realizadas analise morfológica e genética das bactérias isoladas. Apesar 20 

dos solos da fazenda apresentarem concentração de Se 10 vezes maiores que o 21 

solo de área nativa, os isolados de bactérias encontrados em ambos solos foi igual.  22 

Quatro colônias de Bacillus foram foram isoladas, apresentando inibição de 23 

crescimento quando expostas a doses muito elevadas: 2000 mM de Se (selenato) 24 

ou 200 mM de Se (selenito). A colônia 3 apresentou taxa de crescimento levemente 25 

inferior às demais, mas todas as colônias demonstraram grande tolerância ao 26 

crescimento em meio contendo Se. Esse isolados de bactéria apresentam 27 

características favoráveis para sobrevivência em áreas com alta concentração de 28 

Se, com potência para serem uma nova alternativa no fornecimento de Se às 29 

culturas por meio da solubilização do Se presente no solo. 30 

 31 

Palavras-chave: Castanha-do-Brasil; Bertholletia excelsa; rizosfera; selenito; 32 

selenato. 33 

 34 
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Abstract - Selenium (Se) is an essential element for human life, acting mainly in the 1 

synthesis of the thyroid hormone, and in plants it is a beneficial element that can 2 

mitigate oxidative estresse in plant cells. The Brazil nut (Bertholletia excelsa) is 3 

recognized worldwide as the largest source of Se for food in the world. It is native to 4 

Amazonian soils, which have, in their majority, soils with Se contents that do not 5 

justify the exaggerated concentrations of the element in the Brazil nut. Due to the 6 

high diversity of organisms in Amazonian soils, the hypothesis of this study is that 7 

there are Se reducing bacteria in the rhizosphere of Brazil nuts. Therefore, the 8 

objective of this work was to isolate and characterize bacterial colonies found in 9 

Brazil nut rhizospheres. Samples were collected from native areas and from a farm in 10 

the region of Itacoatiara-AM. From this material, soil Se concentration analysis was 11 

performed, bacteria were isolated and submitted to the minimum inhibition 12 

concentration test and growth rate under the effect of selenite and selenate at doses 13 

of 0.0002, 0.002, 0.02, 0.2, 2, 20, 200 and 2000 mM of Se. In addition, morphological 14 

and genetic analyses of the isolated bacteria were performed. Although the farm soil 15 

had a Se concentration 10 times higher than the native soil, the bacterial isolates 16 

found in both soils were the same.  Four colonies were isolated showing growth 17 

inhibition when exposed to very high doses: 2000 mM of Se (selenate) or 200 mM of 18 

Se (selenite). Colony 3 showed slightly lower growth rate than the others, but all 19 

colonies showed high tolerance to growth on medium containing Se. These bacterial 20 

isolates present favorable characteristics for survival in areas with high Se 21 

concentration, with potential to be a new alternative in the supply of Se to crops by 22 

solubilizing Se present in the soil. 23 

 24 

Keywords: Brazil nuts; Bertholletia excelsa; rhizosphere; selenite; selenate. 25 

 26 

4.1 INTRODUÇÃO 27 

O selênio (Se) é um elemento benéfico para plantas (WHITE, 2016; LANZA; 28 

REIS, 2021), mas considerado essencial para os animais e humanos 29 

(FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011), além de exercer papel importante na biologia de 30 

organismos menos complexos, como Archeae e Prokaryota (FLOHÉ et al., 2000). 31 

Por exercer função na ativação de enzimas ao combate do eestressee oxidativo 32 
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(SILVA et al., 2020), o Se pode mitigar o eestressee da planta oriundo de condições 1 

abióticas (WHITE, 2016).  2 

Para os seres humanos, estima-se que aproximadamente 1 bilhão de 3 

pessoas no mundo sofram pela falta de Se (COMBS, 2011). E a falta de Se está 4 

associada a problemas de saúde como hipotireoidismo, doenças cardiovasculares, 5 

fragilidade do sistema imunológico, infertilidade masculina e aumento na incidência 6 

de vários tipos de câncer (FORDYCE, 2013).  7 

Isso ocorre pois, o Se é um elemento escasso em solos de reação ácida com 8 

alta teor de umidade, como é o caso dos solos tropicais (PILON-SMITS et al., 2009), 9 

consequentemente, as plantas, possuem concentrações reduzidas de Se em seus 10 

tecidos comestíveis (REIS et al., 2017). Portanto, é desejável a utilização de 11 

artifícios pata aumentar a disponibilidade desse elemento para as plantas. A 12 

aplicação de Se como fertilizantes (REIS et al., 2018; SILVA et al., 2019; MATEUS 13 

et al.,2021; LANZA et al., 2021) e o uso de variedades geneticamente melhoradas 14 

e/ou modificadas (ZHANG et al., 2020), são as estratégias mais comuns para elevar 15 

a concentração de Se nos alimentos de origem vegetal. Entretanto, existe também a 16 

possibilidade de explorar bactérias endofíticas, que podem ter potencial para 17 

aumentar a disponibilidade de Se para as plantas. 18 

Bactérias presentes na rizosfera e no solo, são fundamentais para o 19 

desenvolvimento das plantas, podendo contribuir por mecanismos diretos e indiretos 20 

(GUPTA et al., 2000; GLICK, 2012). Bactérias endofíticas, que podem colonizar o 21 

interior do tecido vegetal, como das raízes, caule folhas, flores, frutos ou sementes 22 

(JHA et al., 2013). Esses organismos são utilizados com frequência para promover o 23 

crescimento de plantas (FENG et al., 2013), podendo gerar também aumento na 24 

disponibilidade de nutrientes (HE et al., 2020). Esses microrganismos liberam no 25 

solo sideróforos, que auxiliam no aumento da biodisponibilidade de alguns 26 

elementos (BHATTACHARYYA; JHA, 2012). E a secreção de ácidos orgânicos pode 27 

ter influência na biodisponibilidade de Se no solo (JIA et al., 2019). 28 

Entre os microrganismos endófitos, alguns são descritos como 29 

hiperacumuladoras de Se, devido suas características de tolerância ao Se, 30 

capacidade de liberar Se elementar e possibilidade de promover o desenvolvimento 31 

de plantas em solos com elevada concentração do elemento (SURA-DE JONG et 32 

al., 2015). Além do efeito direto, disponibilizando Se para a planta, essas bactérias 33 
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podem contribuir de forma indireta para o desenvolvimento vegetal. Em estudo 1 

observando a decomposição de material orgânico com elevados níveis de Se (550 2 

mg kg-1 de matéria seca) foi constatada decomposição mais rápida em comparação 3 

a material orgânico com baixos níveis de Se, indicando a presença de comunidade 4 

microbiana decompositora Se-resistente (QUINN et al., 2011). 5 

Estudando a diversidade de bactérias endofíticas, Sura-De Joung et al., 2015, 6 

observaram comunidades bacterianas iguais em rizosfera de plantas 7 

hiperacumuladoras e não hiperacumuladoras de Se, foram encontradas bactérias 8 

dos gêneros Bacillus, Pseudomonas, Pantoea, Staphylococcus, Paenibacillus, 9 

Advenella, Arthrobacter, e Variovorax, em sua maioria, capazes de converter 10 

selenato a selenita, e selenito a Se elementar. 11 

A castanha-do-Brasil é a fonte de Se mais rica que existe para a alimentação 12 

(DUMONT et al., 2006) no mundo, sendo uma planta nativa da floresta amazônica. 13 

No entanto, estudos recentes indicam que a concentração de Se em solo amazônico 14 

não são exageradamente elevadas: Silva Junior et al. (2017) estudando a 15 

concentração de Se em solo da floresta amazônica, constataram que 98% dos solos 16 

avaliados foram classificados como solos deficientes em Se (concentrações 17 

inferiores a 0,6 mg kg-1), no mesmo estudo, observaram no entanto uma elevada 18 

eficiência das arvores de acumular Se nas castanhas. Os solos da floresta 19 

amazônica possuem elevada biodiversidade microbiológica (FONSECA et al., 2018; 20 

VERA-VELÉZ et al., 2021), com potencial de abrigar inúmeros micro-organismos 21 

resistentes a presença de Se, e com capacidade de torna-lo mais disponível para as 22 

plantas. 23 

A hipótese desse estudo é que, em solos amazônicos, ocorram micro-24 

organismos tolerantes ao Se, capazes de aumentar a disponibilidade do elemento. O 25 

presente estudo teve como objetivo caracterizar bactérias encontradas em solos da 26 

Amazônia, buscando encontrar possíveis organismos endofíticos redutores de Se. 27 

 28 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 29 

4.2.1 Isolamento e triagem de cepas resistentes à aplicação de selênio 30 

As amostras de solo foram coletadas entre março e maio de 2018, na camada 31 

superficial (0-10 cm) do solo, em duas áreas localizadas na região de Itacoatiara-32 

AM. A primeira coleta de solo foi realizada em uma área de plantio comercial de 33 
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castanha-do-Brasil, na fazenda Aruanã. A segunda coleta foi realizada em uma área 1 

de floresta nativa. As amostras foram então armazenadas a -80ºC Pr posterior 2 

realização do isolamento e caracterização da comunidade microbiana. Os 3 

parâmetros de propriedades químicas e físicas destas áreas são apresentados na 4 

Tabela 1. As propriedades físicas do solo foram determinadas de acordo com 5 

Teixeira et al., 2017, as propriedades químicas foram determinadas de acordo com 6 

Silva et al., 2019. 7 

 8 

Tabela1. Análise químicas e físicas de solo. 9 

Area Si S Se I 

 ---mg kg-1--- ---µg kg-1--- 

Nativa 5,4±0,5 4,4±0,6 4,4±0,6 44,0±3,4 

P21 6,7±0,2 20,3±0,6 42,9±0,5 80,8±0,8 

P27 4,2±0,4 11,7±0,4 42,4±0,4 103,9±0,3 

P28 4,5±0,4 7,7±0,2 40,7±0,5 62,6±1,0 

P29 4,9±0,4 9,2±0,5 40,3±0,7 53,4±2,8 

 Areia Silte  Argila  

 ---g kg-1---  

Nativa 587,6±2,9 289,1±0,5 123,3±0,3  

P21 749,2±0,3 103,1±0,8 147,7±2,7  

P27 730,1±0,3 95,0±3,8 174,9±0,2  

P28 659,5±0,2 103,9±0,9 236,6±0,2  

P29 735,3±0,5 97,1±1,6 167,7±1,8  
Fonte: Do próprio autor 10 

Posteriormente, 10 gramas de cada amostra foram adicionadas em 11 

Erlenmeyers contendo 90 ml de solução de NaCl a 10%. As amostras foram então 12 

agitadas por 30 minutos a 150 rpm. Em seguida, foram realizadas diluições seriadas 13 

de cada amostra, em uma escala de 10-1 a 10-3. As aliquotas (0.1 ml) de cada 14 

diluição foram então espalhadas em placas contendo o meio Tryptic Soy Broth (TSB) 15 

mais agar.  16 

Foram utilizadas duas fontes de selênio: selenato Se(VI)  e selenito Se(IV) e 17 

quatro doses (0, 25 µmol, 50 µmol e 100 µmol). Devido a sensibilidade do Se a altas 18 

temperaturas, as doses de selênio só foram adicionadas ao meio após o processo 19 

de esterilização, quando o meio já em temperatura ambiente. 20 

A incubação foi performada a 30 °C durante 3 dias. Após a incubação e 21 

crescimento microbiano, foram observados o tamanho, a cor e a morfologia das 22 

colônias que obtiveram crescimento positivo. Para a obtenção de culturas puras das 23 
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colônias isoladas, cada colônia foi sub-cultivada em meio TBS (tryptic soy broth) 1 

para que apenas colônias com características semelhantes crescessem no meio 2 

(CHOVANOVÁ et al., 2004; MORTAZAVI et al., 2005; ZOLGHARNEIN et al., 2007; 3 

GHOSH et al., 2008; MISHRA et al., 2009). 4 

 5 

4.2.2 Medição da taxa de crescimento das colônias e efeito tóxico de Se(VI) e 6 

Se(IV). 7 

O estudo do crescimento das colônias foi feito em erlenmeyers contendo 50 8 

ml de meio TBS, duas fontes (selenato e selenito) na dose de 20 mM, em triplicatas. 9 

Cepas das amostras das bactérias foram previamente inoculadas e, no dia seguinte, 10 

1 ml do inóculo foi adicionado a cada frasco (ADARSH et al., 2007; ABDELATEY et 11 

al., 2011). Todos os frascos foram colocados em um shaker e mantidos a 250 rpm 12 

durante 1 semana em temperatuta ambiente. Em intervalos pré definidos, o 13 

crescimento foi monitorado pela medição da absorbância a 600 nm usando um 14 

espectofotômetro, até que a fase estacionária fosse atingida. (RAJA et al., 2009). A 15 

curva final de crescimento foi baseada na média das triplicatas.  16 

Para a análise do efeito tóxico do selenato e do selentio sob os isolados, foi 17 

realizado o teste de zona inibitória de crescimento. Para isto, 50 µL dos isolados 18 

foram inoculados em placa petri contendo o meio TBS + ágar. Discos de papel filtro 19 

de 6 mm de diâmetro foram umidecidos com 10 µL das soluções de selenato e 20 

selenito, nas nove concentrações (0 a 2M) e posteriormente incubados a 30ºC por 24 21 

horas (RABANAL et al., 2002; SOLTAN et al., 2008; 22 

PRAPAGDEE;WATCHARAMUSIK 2009).  23 

 24 

4.2.3 Determinação da concentração inibitória mínima (MIC) 25 

A concentração mínima inibitória (MIC) é a concentração mínima de um 26 

inibitor responsável por limitar o crescimento de um determinado microrganismo 27 

(RICHARDS et al., 2002; SOLTAN et al., 2008). No presente estudo, MIC foi 28 

determinado em meio TBS (tryptuc so broth) com diferentes concentrações de 29 

selenato e selenito nas doses 0, 0,2 µM, 2 µM, 20 µM, 200 µM, 2 mM, 20 mM, 200 30 

mM e 2M. a iniculação foi feita utilizando 100 µL de suspensão bacteriana pré-31 

crescida (Mortazavi et al. 2005; Sarin, Sarin 2010; Nasrazadani et al. 2011). Após a 32 

incubação a 30 °C por 72 h a 150 rpm, foi realizado a medição da densidade ópitica 33 
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a 600 nm. Um tubo de ensaio contendo respectivamente cada concentração de 1 

selenato e selenito, sem o inóculo, foi utulizado como branco para a medição da 2 

densidade óptica. (ABDELATEY et al., 2011; NASRAZADANI et al., 2011). 3 

 4 

4.2.4 Caracterização dos isolados selecionados 5 

A morfologia celular, incluindo reação gram e o formato da célula, foi 6 

observada ao miscroscópio. Para as análises por coloração de Gram foram 7 

utilizadas culturas jovens dos isolados crescidas em meio TBS por 2 dias a 30 °C. 8 

Uma gota de água deionizada estéril foi colocada no centro de uma lâmina limpa, 9 

em seguida, utilizando uma alça de platina flambada, uma pequena quantidade de 10 

amostra proveniente de uma colônia foi transferida para a lâmina e solubiliza da na 11 

gota de água estéril. O esfregaço foi deixado em repouso para secar ao ar e depois 12 

fixado passando-se sob a lâmina ar quente. Com a lâmina resfriada, o esfregaço foi 13 

coberto com solução de violeta genciana fenicada e deixado em repouso por 1 min. 14 

Posteriormente, o excesso de corante foi escorrido e o esfregaço foi coberto com a 15 

solução de iodo de Gram e deixado em repouso por mais 1 min. O excesso de 16 

solução de iodo de Gram foi escorrido e a lâmina foi lavada gotejando a solução 17 

descorante (álcool-acetona) por 15-30 segundos. A lâmina foi lavada com água 18 

deionizada e corada com a solução de fucsina fenicada por 30-60 segundos. 19 

Finalmente, a lâmina foi lavada com água deionizada, deixada secar ao ar e 20 

observada ao microscópio usando a objetiva de imersão (100x). 21 

A identificação dos isolados foi baseada no sequenciamento parcial do gene 22 

16S rRNA, usando uma cultura pura de cada colônia. A extração de DNA extraction 23 

foi realizada de acordo com as instruções do kit de extração de DNA (CHOUDHARY; 24 

SAR 2009; RAJA et al., 2009). Após assegurar a pureza e a quantidade de genoma 25 

extraído 16S rRNA bacteriano foi amplificado utilizandoos primers F (27F, 341F e 26 

968F) e R (1942R e 518R) (YAGHOOBIZADEH et al., 2017). 27 

A reação de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) consistiu da seguinte 28 

mistura: 1 µl de DNA (aprox. 50 ng), 7,5 µl MgCl2 (25mM), 4 µl de dNTP’s (2,5mM), 29 

0,1 µl dos primers (100mM), 5 µl Taq Buffer (10X), 0,5 µl de Taq DNA polimerase (5 30 

U.µL-1) e 31,8 µl de água Milli-Q autoclavada, com volume final de 50 µl. A 31 

amplificação foi realizada em um termociclador Gene Pro Thermal Cycler utilizando a 32 

seguinte programação: desnaturação inicial a 94ºC por 4 minutos, 35 ciclos de 33 
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desnaturação (94ºC por 30 segundos), anelamento (63ºC por 1 minuto), extensão 1 

(72ºC por 1 minuto) e uma extensão final a 72ºC por 10 minutos (ODEE et al., 2002). 2 

Após a extração, a integridade e a qualidade dos DNAs obtidos foram 3 

verificadas em eletroforese em gel de agarose 1% (w/v), seguida de coloração em 4 

brometo de etídeo e visualização em luz ultravioleta (ANDREOE et al., 2007). As 5 

sequências válidas foram utilizadas para uma busca de similaridade por BLASTn no 6 

banco de dados GenBank (Basic Local Alignment Search tool) disponível no site 7 

NCBI (National Center for Biotechnology Information – www.ncbi.nlm.nih.gov). A 8 

nova sequência foi submetida ao GenBank. A análise filogenética foi realizada pelo 9 

método de união de vizinhos usando o software MEGA 4.0 (ADARSH et al. 2007). 10 

 11 

4.2.5 Caracterização molecular 12 

DNA dos isolados foi extraído e amplificado. Logo após, os amplicons foram 13 

analizados por eletroforese em gel de agarose (0,8% p/v) em tampão 1xTAE e 14 

corado com brometo de etídio (0,5 µg.ml-1) (Fig 4). As seqüências foram analisadas 15 

pelo BLASTn contra a base de dados do NCBI (National Center for Biotechnology 16 

Information website [http://www.ncbi.nlm.nih.gov]), no qual foi observada a 17 

similaridade destas seqüências com regiões 16S rDNA já depositadas no banco de 18 

dados. 19 

 20 

4.2.6 Análise estatística 21 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA One-Way) por 22 

meio do software estatístico R. Em seguida, o teste de Tukey (P<0,05) foi aplicado 23 

para comparação entre as médias. 24 

 25 

4.3 RESULTADOS 26 

Quatro cepas foram isoladas dos solos provenientes a fazenda Aruanã. A 27 

caracterização primária desses isolados foi realizada com base na sua morfologia e 28 

o teste Gram. Todas as quatro colônias foram classificadas como Bacillus sp. Gram-29 

negativas (Fig. 1 e 2). A produção da coloração vermelha no teste de crescimento é 30 

uma indicação da capacidade das bactérias em reduzir Se (IV) para Se (0) (Fig. 3). 31 

  32 
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Figura 1. Coloração de Gram de linhagens de Bacillus após o cultivo em meio LB + 1 

selenito. (A) colônia 1; (B) colônia 2; (C) colônia 3; (D) colônia 4. 2 

 3 

Fonte: Do próprio autor (2020). 4 

 5 

Figura 2. Isolados de Bacillus em meio LB + selenato (A) e LB + selenito (B).6 

 7 

Fonte: Do próprio autor (2020). 8 

(A)SELENATO (B)SELENITO 
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Figura 3. A partir da dose de 200mM não houve crescimento visível das colônias, 1 

enquanto os demais tubos apresentavam turbidez, as doses 200mM e 2M 2 

permaneceram translúcidos, somente para selenito. Para selenato, somente a dose 3 

2M não apresentou crescimento aparente das colônias. 4 

 5 

Fonte: Do próprio autor (2020). 6 

 7 

A taxa de crescimento das colônias selecionadas na presença de selenato e 8 

selenito são apresentadas na Fig 4. Foi observada interação entre concentrações de 9 

exposição e fontes de Se no crescimento dos 4 isolados de bactéria observados 10 

(Fig. 4). A colônia 1 apresenta crescimento superior no selenato em relação ao 11 

selenito quando exposta as concentrações de 0.0002, 0.002 e 200 mM de Se, e o 12 

inverso quanto exposta as concentrações de 2 e 20, sob as concentrações de 0.02, 13 

0.2 e 2000 mM de Se, não foi observada entre selenito e selenato para o 14 

crescimento (Fig. 4A). Para o selenato, a concentração de 200 mM de Se 15 

proporcionou o maior crescimento da colônia 1, e para o selenito o maior 16 

crescimento foi observado nas concentrações de 2 e 20 mM (Fig. 4A). Na colônia 2, 17 

a exposição ao selenato proporcionou maior crescimento que ao selenito nas 18 

concentrações de 0.002, 0.2 e 200 mM de Se, já o selenito proporcionou maior 19 

crescimento que o selenato nas concentrações de 2 e 20 mM, enquanto nas 20 

concentrações de 0.02 e 2000, não houve diferença entre as fontes (Fig. 4B). O 21 

maior crescimento foi observado sobre as concentrações de 2 e 200 mM de Se na 22 

forma de selenato, ou 2 mM de Se na forma de selenito (Fig. 4B). Na terceira 23 

colônia, o crescimento foi maior sob a aplicação de selenato nas concentrações de 24 

0.0002 e 200 mM de Se, na aplicação de selenito o crescimento foi maior na 25 
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concentrações de 20 mM, enquanto nas demais concentrações não foi observada 1 

diferença entre as fontes de Se (Fig. 4C). O maior crescimento de bactérias na 2 

colônia 3, quando exposta ao selenato, foi observado nas doses de 2 e 200 mM de 3 

Se, e quando exposta ao selenito, nas dose de 2 e 20 mM de Se (Fig. 4C). Para a 4 

colônia 4, selenato apresentou maior crescimento que selenito nas concentrações 5 

de 20 e 200 mM de Se, já o selenito proporcionou maior crescimento que o selenato 6 

nas concentrações de 0.002 e 2 mM de Se, nas demais doses, não houve diferença 7 

entre selenito e selenato (Fig. 4D). Novamente, os maiores crescimentos sob a 8 

exposição ao selenato foram observados sob as concentrações de 2 e 200 mM de 9 

Se, enquanto para o selenito, a concentração de 2 mM de Se proporcionou maior 10 

crescimento. Na concentração de 2000 mM, tanto para selenito quanto para 11 

selenato, nenhuma colônia apresentou crescimento (leitura de absorbância 12 

praticamente 0), o mesmo foi observado também na concentração de 200 mM de Se 13 

sob a forma de selenito, para a colônia 2 (Fig. 4). 14 

  15 
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Figura 4.  Efeito de diferentes concentrações de selenato e selenito no crescimento 1 

de isolados de bactérias de um solo contendo altas concentrações de Se. Médias e 2 

desvio padrão de 3 repetições. O crescimento foi estimado medindo a absorção das 3 

culturas a 600nm. 4 

 5 

Fonte: Do próprio autor (2020). 6 

 7 

Foi realizada a avaliação da curva de crescimento das bactérias ao longo de 8 

96 horas, sob o efeito de selenito ou selenato (Fig 5). Em exposição ao selenato, a 9 

Colônia 1 apresentou crescimento mais elevado que as demais colônias até do início 10 

do crescimento até as 36h. Entre 36 e 72 horas, a colônia 2 apresentou o maior 11 
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crescimento e a colônia 3, o menor crescimento. A partir de 72 horas, todas as 1 

colônias apresentaram crescimento semelhante até o final da avaliação (Fig. 5A). 2 

Em relação a aplicação de selenito, foi observada uma maior variação no 3 

crescimento entre as colônias: a colônia 1 apresentou o maior crescimento entre 0 e 4 

48 horas, enquanto a colônia 4 apresentou o maior crescimento entre 48 e 60 horas. 5 

O menor crescimento foi observado na colônia 2 entre 36 e 48 horas, e de 48 em 6 

diante, a colônia 3 apresentou o menor crescimento. Ao final das 96 horas as 7 

colônias 1, 2 e 4 apresentaram crescimento semelhante, enquanto a colônia 3 8 

cresceu menos que que as demais (Fig. 5B). 9 

 10 
Figura 5. Curva de crescimento de bactérias isoladas de um solo com alta 11 

concentração de selenio. (a) selenato; (b) selenito.  Médias e desvio padrão de três 12 

repetições. 13 

 14 

Fonte: Do próprio autor (2020). 15 

 16 

A análise da morfologia das bactérias pelas imagens do microscópio 17 

eletrônico de varredura (MEV) mostram que o tamanho das células foi afetado pelos 18 

tratamentos com Se (Fig 6, 7, 8 e 9). Quando comparada com o controle, as 19 

bactérias tratadas com Se apresentaram um maior alongamento celular, bem como 20 

pequenas invainações e evaginações. A presença de Se estimulou também a 21 

secreção de substâncias poliméricas extracelulares. 22 

 23 

(A) (B) 
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Figura 6. Imagens MEV da morfologia celular das bactérias da colônia 1 em meio de 1 
cultivo TBS sem Se (controle), suplementado Se (IV) ou Se (VI). 2 

 3 
 4 

 5 
Fonte: Do próprio autor (2020). 6 

 7 
 8 
 9 
 10 
  11 
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Figura 7. Imagens MEV da morfologia celular das bactérias da colônia 2 em meio de 1 
cultivo TBS sem Se (controle), suplementado Se (IV) ou Se (VI).  2 

 3 

 4 

 5 
 6 
Fonte: Do próprio autor (2020). 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 



116 
 

 

Figura 8. Imagens MEV da morfologia celular das bactérias da colônia 3 em meio de 1 

cultivo TBS sem Se (controle), suplementado Se (IV) ou Se (VI). 2 

3 

 4 
Fonte: Do próprio autor (2020). 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 
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Figura 9. Imagens MEV da morfologia celular das bactérias da colônia 4 em meio de 1 

cultivo TBS sem Se (controle), suplementado Se (IV) ou Se (VI).  2 

3 

 4 
Fonte: Do próprio autor (2020). 5 

 6 

O DNA dos isolados foi extraído e amplificado. Logo após, os amplicons 7 

foram analisados utilizando gel de agarose em eletroforese, como mostrado na 8 

figura 10. As sequências foram analisadas pelo BLASTn contra a base de dados do 9 

NCBI (National Center for Biotechnology Information, website 10 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequências foram então alinhadas utilizando-se a 11 
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ferramenta ClustalW, no programa MEGA 4.0 e a árvore filogenética foi construída 1 

pelo método neighbor-joining (Fig 11).  2 

 3 

Figura 10. Eletroforese resultante da PCR. 4 

 5 

Fonte: Do próprio autor (2020). 6 

 7 

Figura 11. Relações filogenéticas entre as cepas do presente trabalho e o Bacillus 8 

mais restritamente relacionado. O dendrograma foi gerado usando o programa 9 

MEGA 4.0. 10 

 11 

 12 

4.4 DISCUSSÃO 13 

Selenato e selenito são duas formas de Se observadas no ambiente (MEHDI 14 

et al., 2013), podendo assim, afetar naturalmente os organismos. Comparando o 15 

efeito das duas fontes de Se no desenvolvimento da bactéria, observa-se que as 16 

mesmas são mais tolerantes ao selenato, que continuou proporcionando 17 

 Colonia1

 Colonia4

 Colonia2

 Colonia3

 CP018931.1 Bacillus cereus strain ISSFR-3F chromosome complete genome

 KF836429.1 Bacillus anthracis strain PTB12 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 MG733588.1 Bacillus anthracis strain APBSWPTB115 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 MK515002.1 Bacillus thuringiensis strain ASB-171 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 MZ429436.1 Bacillus sp. (in: Bacteria) strain JYCB1488 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 MZ416925.1 Bacillus paramycoides strain L17 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 MN448427.1 Bacillus proteolyticus strain WS2-9 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 MW559372.1 Bacillus cereus strain T3M14 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 MW559276.1 Bacillus cereus strain T3M19 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 MH375865.1 Bacillus cereus strain CymG01 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 MH491322.1 Bacillus anthracis strain JN0000109.1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 MF574418.1 Bacillus sp. strain AD97JUF 16S ribosomal RNA gene partial sequence

99

99

59

92

49

44

59

40

24

21

19

15
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crescimento regular na dose de 200 mM para todos os isolados, porém, e na mesma 1 

concentração de selenito, todos os isolados apresentaram crescimento prejudicado, 2 

ou completamente inibido. A faixa entre o benefício e a toxicidade causadas por Se 3 

é estreita (SCHIAVON; PILON SMITS, 2017), e especificamente em bactérias, foi 4 

observado que o Se elementar pode causar danos no DNA além de inibir o processo 5 

respiratório (ZHU et al., 2018). 6 

O selenato é convertido a selenito, que então é posteriormente convertido até 7 

chegar ao estado de Se elementar (HAGEMAN et al., 2013), portanto espera-se que 8 

a inibição do crescimento ocorra primeiro na presença do selenito, já que esse 9 

composto será mais rapidamente convertido a Se elementar. No entanto mesmo a 10 

inibição por selenito foi observada em concentração muito elevadas: todos os 11 

isolados de bactéria do presente estudo apresentaram maior sobrevivência quando 12 

expostas ao Se que em estudos com Rahnella aquatilis (ZHU et al., 2018), 13 

Stenotrophomonas maltophilia (LAMPIS et al., 2017), Thauera selenatis (BUTLER et 14 

al., 2012) e Astragalus bisculatus (GREGORIO et al., 2005). 15 

Foi observado significante alongamento celular nos tratamentos com Se (IV) e 16 

Se (VI) (Fig 6, 7, 8 e 9) relacionado aos efeitos inibitórios do Se na divisão celular 17 

(MCCREADY et al., 1966). Estudos com Rhodopseudonomas palustres, Rahnella 18 

aquatilis HX2 e Pseudonomas sp. (HUNTER; MANTER 2009; LI et al., 2014; ZHU et 19 

al., 2018) 20 

A produção excessiva de substâncias poliméricas extracelulares bem como 21 

pequenas invaginações e evaginações membrana celular das bactérias corrobora 22 

com resultados encontrados por Song et al. (2017) onde descreveram a produção 23 

desses compostos pelas células bacterianas em concetrações iguais ou maiores que 24 

1mM. Danos a membrana celular são reportados em vários trabalhos como 25 

resultado das elevadas concentrações de Se, ocasionando em casos severos a 26 

ruptura da célula e consequentemente a liberação de substâncias extracelulares 27 

(KHAN; AL-KHEDHAIRY; MUSARRAT, 2015; LIU et al., 2009; XI;BOTHUN, 2014; 28 

ZHU et al., 2018). 29 

Apesar da diferença notável na concentração de Se natural nos solos de área 30 

nativa e da fazenda (Tabela 1), as mesmas estirpes de bactéria foram encontradas 31 

em ambas condições. Essas informações sugerem que as bactérias isoladas no 32 

presente trabalho possuem alta tolerância quando expostas ao Se. Isso também é 33 
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reforçado pela avaliação da curva de crescimento dos isolados, que foi semelhante 1 

para selenito e selenato na concentração de 100 mM, com apenas uma ressalva 2 

para o crescimento final da colônia 3 sob efeito de selenito, que foi ligeiramente 3 

inferior aos demais materiais avaliados. 4 

 5 

4.5 CONCLUSÃO 6 

Em conclusão, as 4 estirpes de Bacillus sp. são tolerantes e sobrevivem a 7 

altas contrações de selenato e selenito. Esses isolados de bactéria apresentam 8 

características favoráveis para sobrevivência em áreas com alta concentração de 9 

Se, com potencial para serem uma nova alternativa no fornecimento de Se às 10 

culturas por meio da solubilização do Se presente no solo. 11 

 12 
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