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CONTRIBUICAO DE VARIAVEIS DE SOLO E PLANTA PARA A COMPOSICAO
ELEMENTAR DE ERVA-MATE (llex paraguariensis St.Hil.)

Autor: Julierme Zimmer Barbosa

Orientador: Prof., Antonio Carlos Vargas Motta

RESUMO GERAL

A infuséo feita a partir das folhas processadas de erva-mate (llex paraguariensis St.,Hil.,)
consiste em bebida néo alcodlica tradicionalmente consumida na América do Sul. Outros usos
para as folhas de erva-mate sdo produtos nas industrias de alimentos, bebidas, cosméticos,
farmacos e produtos de limpeza. S&o incipientes as pesquisas com fertilidade do solo e
variacdo genotipica que estudem uma ampla gama de elementos quimicos na erva-mate.
Nesse sentido, o objetivo do estudo foi determinar a contribuicdo de variaveis de solo,
fertilizacdo e gendtipos para a composicdo elementar de erva-mate. Foram idealizados trés
estudos com este propoésito: 1) em casa de vegetacdo, para estudar efeito do solo, adubacéo
com P e clone de erva-mate; 2) a nivel de campo, para estudar efeito do clone e adubagdo com
P; 3) avaliando a composicdo e distribuicdo espacial de nutrientes e outros elementos no
tecido foliar em erval nativo. Em casa-de-vegetagdo foram cultivadas mudas de dois clones de
erva-mate, cada clone em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 4 (P
- sem e com versus quatro solos acidos). Foi determinado o crescimento de plantas e a 0s
teores totais (C e N via analisador elementar; P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu, Ni, B, Mo, Co,
As, Cd, Pb, Ba, Cr e V via espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente
acoplado ICP-OES) nas folhas e usando microscopia eletrbnica de varredura com
espectroscopia de energia dispersiva (C, O, Ca, Mg, K, P, Mn, Al, Si, Na). Em condicéo de
campo, em dois municipios (ltaiopolis e Trés Barras) em Santa Catarina, Brasil, foram
realizados experimentos envolvendo adubacéo fosfatada (cinco doses de P) e clones de erva-
mate (dois clones). Foi determinada a composi¢édo elementar de folhas (Al, B, Ba, Ca, Cd, Cs,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Ni, Pb, Rb, S, Se, Sr, Ti, V e Zn via espectrometria de massa por plasma

acoplado indutivamente ICP-MS). Em folhas coletadas em erval nativo no municipio de Cruz

! Tese de Doutorado em Ciéncia do Solo. Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia do Solo. Setor de Ciéncias
Agrarias. Universidade Federal do Parana. Curitiba, (94 f.) Marco, 2017.
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Machado (Parana, Brasil), foram analisadas utilizando microscopia eletronica de varredura
com espectroscopia de energia dispersiva (MEV-EDS) e espectroscopia de fluorescéncia de
raios X (XRF) para a realizacdo de microanalises; além disso, os teores totais de elementos (K
via espectrometria de emissao por chama; Ca, Mg, P, S, Fe, Mn, Zn, Cu, Ni, B, Si, Al, Ba, Pb
e Cd usando ICP-OES). Na condicdo de casa-de-vegetacdo a adubacdo fosfatada mostrou
grande efeito positivo sobre o crescimento da erva-mate, embora o incremento no crescimento
diminui em solo com maior disponibilidade inicial de P ou com alguma limitacao nutricional.
A adubacdo fosfatada altera os teores de elementos nutrientes e elementos potencialmente
toxicos das folhas de erva-mate, o que € dependente do tipo de solo e clone, sendo que o tipo
de solo e o clone também afetam isoladamente alguns elementos. Porém, resultados
contrastantes entre o estudo em casa-de-vegetacdo e no campo, como, por exemplo, para 0s
teores de Pb, que apresenta aumento ou decréscimo com a adubacdo fosfatada, impossibilita
que generalizacgdes sejam feitas. O fator solo teve grande contribuicdo para a acumulagéo de
Mn acima de 1000 mg kg nas folhas, que é dependente da elevada acidez do solo e, da
disponibilidade desse elemento no solo, associada com teores de Mn-disponivel, Mn-baixa
cristalinidade e Mn-cristalino. A variacdo genotipica indica potencial de uso para fins de
seguranca alimentar, embora para o Se, seria necessario suplementacdo via fertilizantes ou
fortificacdo dos produtos a base de erva-mate. Com base nas avaliacbes de microanalise,
pode-se dizer que ocorre acimulo de Si e O, entre a parede celular e a cuticula na face externa
da epiderme superior das folhas e, a formacédo de precipitados com Ca, O e C, sobretudo na
nervura central. Também podem ocorrer precipitados com Al, Si e O em estdmatos da folha e
acumulacdo de Mn, Ba, Ca e P na estrutura de um possivel liquen encontrado na superficie da
epiderme superior da folha. O presente estudo contribui para incrementar o conhecimento
acerca da composicdo elementar da erva-mate, sobretudo pela analise em solos, adubacéo,
condicdes ambientais, tecidos vegetais e materiais genéticos contrastantes, com destaque para
elementos pouco conhecidos nessa espécie, como Ba, Cd, Cr, Cs, Mo, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Ti e
V. Ao utilizar técnicas de microanalise, demonstrou-se que varios enfoques podem ser dados
no estudo da composicao elementar nas folhas de erva-mate. Com isso, tem-se a possibilidade

de ampliar o debate acerca dos teores de nutrientes e elementos indesejaveis na erva-mate.

Palavras-chave: Solos acidos. Adubagdo fosfatada. Variacdo genotipica. Elementos-traco.

Microscopia eletronica.



CONTRIBUTION OF SOIL AND PLANT VARIABLES TO ELEMENTAL
COMPOSITION OF YERBA-MATE (llex paraguariensis St.Hil.) 2

Author: Julierme Zimmer Barbosa

Advisor: Prof. Antonio Carlos Vargas Motta

GENERAL ABSTRACT

Yerba mate (llex paraguariensis St., Hil.) is a plant known for its health benefits. The
infusion prepared from the processed leaves of this plant is a non-alcoholic beverage
traditionally consumed in South America. Other uses for yerba mate leaves are in the form of
food products, other beverages, cosmetics, pharmaceuticals, and cleaning products. Research
on soil fertility and genotypic variation that focuses on a wide range of chemical elements in
yerba mate is incipient. Thus, the aim of this study was to determine the contribution of soil
variables, fertilization, and genotypes to the elemental composition of yerba mate. Three
experiments were designed for this study: 1) in a greenhouse, the effect of soil, fertilization
with P and, clone of yerba mate was evaluated; 2) at the field sites, to study the effect of the
clone and fertilization with P; and 3) evaluation of the composition and spatial distribution of
nutrients and other elements in leaf tissues under wild-grown plants. In the greenhouse
experiments, two clones of yerba mate were cultivated, each in a completely randomized
design in a 2 x 4 factorial scheme (without and with P versus four acid soils). We measured
plant growth and total elemental content: C and N via elemental analyzer; P, K, Ca, Mg, Fe,
Mn, Zn, Cu, Ni, B, Mo, Co, As, Cd, Pb, Ba, Cr, and V via inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP-OES), and C, O, Ca, Mg, K, P, Mn, Al, Si, and Na using
scanning electron microscopy with dispersive energy spectroscopy (SEM-EDS). Under field
conditions, experiments involving phosphate fertilization (five P rates) and two yerba mate
clones were carried out in two municipalities (Itaiopolis and Trés Barras) in Santa Catarina,
Brazil. The elemental composition of leaves (Al, B, Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Ni, Pb,
Rb, S, Se, Sr, Ti, V, and Zn) was determined by inductively coupled plasma mass

spectrometry (ICP-MS). Leaves collected from wild-grown plants in the city of Cruz

2 Doctoral Thesis in Soil Science. Postgraduate Program in Soil Science. Sector of Agrarian Sciences. Federal
University of Parand. Curitiba, (94 f.) March 2017.
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Machado (Parana, Brazil) were analyzed using SEM-EDS and X-ray fluorescence
spectroscopy (XRF) was used to perform microanalysis. In addition, the total elemental
content was determined using flame emission spectrometry (for K) and ICP-OES (for Ca, Mg,
P, S, Fe, Mn, Zn, Cu, Ni, B, Si, Al, Ba, Pb, and Cd). Under greenhouse conditions, phosphate
fertilization had a large positive effect on yerba mate growth, although growth increment
decreased in soil with higher initial availability of P or with some nutritional limitation.
Phosphate fertilization led to changes in the nutrient content and potentially toxic elements of
yerba mate leaves, which were dependent on the soil and clone type. Soil type and clone also
affected some elements in isolation. However, contrasting results between greenhouse and
field experiments—such as those for Pb contents, which increased or decreased with phosphate
fertilization—renders it impossible to draw conclusions. Soil type contributed greatly to the
accumulation of Mn (above 1000 mg kg™?) in the leaves; this was dependent on the high
acidity of the soil and availability of Mn in the soil (associated with Mn-available, Mn-low
crystallinity and Mn-crystalline forms). Genotypic variation indicated potential use for food
safety purposes, although for Se, supplementation via fertilizers or fortification of yerba mate
products would be necessary. Based on microanalysis evaluations, accumulation of Si and O
occurs between the cell wall and the cuticle on the external surface of the upper epidermis of
the leaves. Additionally, formation of Ca, O, and C precipitates occurs in the central vein.
Aluminum, Si, and O precipitates may also occur in the leaf stomata, while accumulation of
Mn, Ba, Ca, and P occurs in the structure of a possible lichen found on the surface of the
upper epidermis of the leaf. The present study contributes to an increased knowledge about
the elemental composition of yerba mate, mainly by the analysis of soil, fertilization,
environmental conditions, plant tissues, and contrasting genetic material, especially for
elements not well known in this species, such as Ba, Cd, Cr, Cs, Mo, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Ti,
and V). By using several microanalysis techniques, we showed that various approaches can be
used in the study of the elemental composition of yerba mate leaves. This research may help
to broaden the debate about the contents of nutrients and undesirable elements in yerba mate.

Keywords: Acid soils. Phosphate fertilization. Genotype variation. Trace elements. Electron

microscopy.
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INTRODUCAO GERAL

A erva-mate (llex paraguariensis St, Hill) é uma espécie de arvore com ocorréncia
endémica, ou seja, foi encontrada na forma silvestre apenas no sul da América. A principal
area de concentracdo dessa espécie foi nos estados brasileiros do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana e Mato Grosso do Sul, na provincia de Misiones na Argentina e no leste do
Paraguai. Na condigéo nativa a erva-mate se desenvolvia predominantemente em solos com
acidez variando entre alta e média (FIGURA 1), onde formava o sub-bosque da floresta,
abaixo de espécies como o pinheiro-brasileiro (Araucaria angustifolia Bertol. O. Kuntze), a
imbuia (Ocotea porosa, Nees), o cedro (Cedrela fissilis Vell.) e a canela-lageana (Ocotea
pulchella, Mart.) (Gerhardt, 2013).

f pH do solo
N

Acidezalta  Acidez média Neutro  Alcalino médio

FIGURA 1. Principal area de ocorréncia de erva-mate (llex paraguariensis St.Hil.) e pH do
solo na América Meridional (area delimitada pela linha preta). Mapa de IGBP-DIS (1998)
usando informacgdes de Gerhardt (2013) para a area de ocorréncia endémica da erva-mate.



As folhas de erva-mate tém sido utilizadas desde os indigenas (no periodo pré-
europeu) até atualmente, tendo expressiva relevancia cultural e econémica na regido austral da
Ameérica do Sul. A principal forma de uso da erva-mate é através do consumo de chimarréo
(infusdo com agua quente) e tereré (infusdo com agua fria). No Brasil, Argentina, Paraguai e
Uruguai o consumo de chimarrdo e tereré ocorre em larga escala, similar ao consumo de cha
(Camellia sinensis) na Asia e Europa e, do café (Coffea ssp.) na Europa e América do Norte.
Recentemente, bebidas industrializadas, suplementos alimentares, farmacos e cosméticos
também tém sido elaborados a partir de folhas da planta, seja nos paises de origem ou em
outros paises (Cardozo Junior & Morand, 2016).

Com forca motriz econdmico-cultural determinada pelo potencial bioldgico da erva-
mate, nos ultimos anos as pesquisas com a espécie tém aumentado consideravelmente, como
pode ser observado na FIGURA 2. A maior parte das pesquisas esta relacionada com
medicina, ciéncias agrarias, quimica e tecnologia de alimentos. Embora existam, é
relativamente menor o nimero de pesquisas abrangendo fertilidade do solo e nutricdo de

plantas com erva-mate.
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FIGURA 2. Numero de publicagdes por ano e percentagem de publicacbes por &rea obtidos a
partir de pesquisa na base de dados Web of Science® utilizando o nome cientifico da erva-
mate “llex paraguariensis” (Pesquisa em: 02/02/2017).



O conhecimento acerca dos elementos quimicos que compdem as folhas da erva-
mate é importante para fins de fertilidade do solo e nutricdo de plantas, haja vista que: 17
elementos quimicos sdo essenciais para as plantas (C, H, O, N, P, S, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn,
Cu, Ni, Cl, B e Mo); no minimo outros cinco elementos (Na, Si, Co, Se e Al) séo
considerados benéficos em determinadas espécies; alguns elementos essenciais possuem
elementos analogos quimicamente (Ba e Sr sdo analogos de Ca e Mg; Rb ¢é anéalogo de K; Cd
é analogo de Zn; Se é analogo de S) (Marschner, 2012) e; varios elementos (Al, As, Cd, Cr,
Hg, Pb, Se) podem ter efeito de hormese nas plantas (Poschenrieder et al., 2013). A nutri¢do
humana é outra &rea cujo interesse pela composicdo elementar da erva-mate é elevado, ja que
produtos a base de erva-mate fazem parte da dieta de milhares de consumidores. Assim, a
fertilidade do solo, a nutricdo de plantas e a nutricdo humana acabam se entrelacando. Além
disso, a analise da composicdo elementar também pode ter aplicacbes envolvendo outras areas
de pesquisa, como, por exemplo, boténica, ecologia, farmacognosia, medicina, tecnologia de
alimentos e seguranca alimentar. Vale destacar que existe legislagdo especifica para
estabelecer os niveis permitidos de trés elementos potencialmente téxicos (As, Cd e Pb) nas
folhas de erva-mate.

Por ocorrer em solos &cidos, a erva-mate pode apresentar teores elevados de Al e Mn
(acima de 1000 mg kg™) (Reissmann et al., 1999), sendo normalmente superiores aos teores
dos micronutrientes Fe, Zn, Cu, Ni, B e Mo (Oliva et al., 2014; Maiocchi et al., 2016). Para
Mn muitas vezes seus teores sao similares aos teores dos macronutrientes Mg e P (Reissmann
et al., 1999). Outro elemento que indica que a erva-mate é bem adaptada as condi¢cdes de
solos acidos é o P, que com frequéncia é registrado em teores foliares abaixo de 1 g kg™
Valores proximos ou superiores a 100 mg kg™ tém sido observados para Zn, sugerindo que
erva-mate pode ter alta capacidade de aquisicdo e/ou transporte. Por outro lado, é interessante
notar que a literatura sobre os teores de As, Ba, Cd, Cs, Cr, Mo, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Ti e V nas
folhas de erva-mate é incipiente. O mesmo é valido para o conhecimento acerca da
importancia de variagdes de solo e planta para a composi¢do multielementar da erva-mate,
mais especificamente com rela¢do a composicao do solo, a adubacéo, a variacdo genotipica e
0 tecido da planta ou, a interacdo entre esses fatores. Para tanto sdo necessarias analises de
uma ampla gama de elementos quimicos, seja o teor total ou em microandlises para diferentes

tecidos da planta.
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CAPITULO 1. ADUBACAO FOSFATADA EM SOLOS ACIDOS AFETA O
CRESCIMENTO DA PLANTA E A COMPOSICAO ELEMENTAR DE FOLHAS DE
CLONES DE ERVA-MATE

RESUMO

A erva-mate responde a adubacéo fosfatada em algumas condi¢6es, embora pouco se conhega
sobre o grau de influéncia de fatores genéticos e de solo na composi¢do da planta. O objetivo
do estudo foi avaliar crescimento da planta, nutrientes e elementos potencialmente téxicos em
folhas de clones de erva-mate em resposta a adubacdo fosfatada em solos acidos. Em casa-de-
vegetacdo, foram cultivadas mudas de dois clones de erva-mate, cada clone em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial (P — sem e com versus quatro solos &cidos).
Foram determinados o crescimento vegetal e a composicdo elementar das folhas [teor total
(20 elementos); em escala microscopica (10 elementos) para condicdo com acumulo de Mn
nas folhas]. Em condicdo de campo, em dois locais foram realizados experimentos
envolvendo adubacdo fosfatada (cinco doses de P) e dois clones de erva-mate, com
determinacéo dos teores totais de 20 elementos nas folhas. Adubacao fosfatada propicia efeito
positivo no crescimento da erva-mate cultivada em casa-de-vegetacdo (incremento de 34 % a
1000 % na matéria seca da parte aérea). A adubacédo fosfatada altera a composi¢do elementar
(nutrientes e elementos potencialmente toxicos) das folhas de erva-mate. O efeito da adubacao
varia entre solos e clones. Assim, a resposta da erva-mate a adubacéo fosfatada é afetada por
fatores edéaficos e de planta, o que pode trazer impactos na nutricdo vegetal e, na qualidade
das folhas de erva-mate com relacdo a presenca de nutrientes e elementos indesejaveis para

humanos.

Palavras-chave: Fertilidade do solo. analise multielementar. Seguranca alimentar. Potencial

bioldgico. Propagacgéo clonal.



CHAPTER 1. PHOSPHATE FERTILIZATION IN ACID SOILS AFFECTS PLANT
GROWTH AND ELEMENTAL COMPOSITION OF LEAVES OF YERBA MATE
CLONES

ABSTRACT

Yerba mate (llex paraguariensis St., Hil.) responds to phosphate fertilization under certain
conditions, although little is known about the degree of influence of genetic and soil factors
on elemental composition of this plant. The main objective of this study was to evaluate plant
growth and content of nutrients and potentially toxic elements in the leaves of yerba mate
clones in response to phosphate fertilization in acid soils. Under greenhouse conditions,
seedlings of two yerba mate clones were grown, each in a completely randomized design in a
factorial scheme (without and with P versus four acid soils). Plant growth and elemental
composition of leaves were determined [total content (20 elements); in microscopic scale (10
elements) under conditions of Mn accumulation in the leaves]. Under field conditions, two
experiments were carried out involving phosphate fertilization (five P doses) and two yerba
mate clones, to determine total content of 20 elements in the leaves. Phosphate fertilization
had a positive effect on the growth of yerba mate cultivated in the greenhouse (34-1000%
increase in dry matter of the aerial part of the plant). Phosphate fertilization also altered
elemental composition (nutrients and potentially toxic elements) of yerba mate leaves. The
effects of fertilization varied between soils and clones. Thus, the response of yerba mate to
phosphate fertilization was affected by edaphic and plant factors. Phosphate fertilization may
have an impact on plant nutrition and quality of yerba mate leaves with respect to the

presence of nutrients and other elements that are undesirable for human consumption.

Keywords: Soil fertility. Multielemental analysis. Food security. Biological potential. Clonal

propagation.



1.1. INTRODUCAO

A erva-mate € uma arvore nativa da regido austral da América do Sul, sendo
encontrada no Brasil, Argentina e no Paraguai. Tradicionalmente o consumo da erva-mate nos
paises de origem é na forma de chimarrdo (infusdo com agua quente) e tereré (infusdo com
agua fria). Além disso, bebidas industrializadas, suplementos alimentares, farmacos e
cosmeticos também tém sido elaborados a partir de folhas da planta (Cardozo Junior &
Morand, 2016).

Os solos onde a erva-mate é encontrada chamam a atencéo devido a elevada acidez
(pH-CaCl 3,6 até 5,1) e os altos teores disponiveis de Al (forma trocavel, AI**; 0,1 até 7,0
cmolc dm™®) e Mn (8 até 150 mg kg™), indicando que a espécie é tolerante a essa condicio
extrema (Fossati, 1997; Reissmann et al, 1999; Pandolfo et al., 2003; Oliva et al., 2014), que é
incomum para a maioria das espécies cultivadas. Assim, a erva-mate e o globalmente
consumido cha (Camellia sinensis) sdo similares, devido a ocorréncia na forma nativa em
solos &cidos (Chen et al., 2008). Por outro lado, o baixo pH dos solos &cidos pode afetar a
dindmica de diversos outros elementos no solo, com destaque para a maior disponibilidade de
Cu, Fe, Ni, Zn, Pb e Cd e, a menor disponibilidade de Mo e P (Kabata-Pendias, 2011).
Contudo, a disponibilidade de elementos em solos acidos também é influenciada por outros
fatores, como, material de origem, mineralogia, matéria organica e textura (Motta & Melo,
2009; Kabata-Pendias, 2011; Gérard, 2016).

Em caso de baixa disponibilidade de P no solo as plantas podem ativar mecanismos
préprios ou associados com outros organismos para tentar obter esse nutriente do solo. A
exsudacdo de determinadas moléculas (enzimas, acidos organicos e flavonoides) que
solubilizam formas menos disponiveis de P no solo é um desses mecanismos, muito embora
também possam solubilizar outros nutrientes ou elementos potencialmente toxicos. Por outro
lado, a adicdo de P favorece o metabolismo das plantas; em consequéncia a exsudacdo
radicular total de moléculas pode aumentar, embora sem a mesma quantidade de moléculas
especificas para solubilizar P (Vance et al., 2003; Lin et al., 2011). Todavia, a interacdo da
planta com o solo na aquisicdo de P e outros elementos, provavelmente é influenciada pelo
gendtipo da planta e pelo tipo de solo. Além disso, outro complicador é que isso ndo significa

necessariamente aumento nos teores foliares, haja vista que isso depende de maior transporte



das raizes para a parte aerea, bem como de fatores de crescimento e de fisiologia da planta
(Marschner, 2012).

Por apresentar baixos teores de P nas folhas (Reissmann et al., 1999), a erva-mate
poderia ser considerada uma espécie pouco exigente em P. Em contraste, tém sido registrados
incrementos no crescimento da espécie em resposta a adubacédo fosfatada, inclusive com doses
elevadas, indicando que a erva-mate é exigente em P (Ceconi et al., 2007; Santin et al., 2008;
Santin et al., 2013). No entanto, poucos estudos tém determinado os efeitos sobre a
composicao elementar das folhas. Nesse sentido, avaliando a influéncia da adubacéo fosfatada
na composicdo elementar de folhas de mudas de erva-mate, Zampier (2001) verificou
alteracdes nos teores de K e Fe, enquanto que Santin et al, (2013) verificaram alteracfes nos
teores de N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu e Zn. Em condi¢Ges de campo, Pandolfo et al. (2003)
verificaram apenas alteracdo nos teores de P devido a adubacdo fosfatada. Adicionalmente,
também sdo incipientes na literatura pesquisas considerando os efeitos da adubacdo fosfatada
nos teores de nutrientes, elementos benéficos ou elementos potencialmente toxicos nas folhas
de diferentes materiais genéticos de erva-mate. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o
crescimento e a composicdo elementar de folhas de clones de erva-mate em resposta a

adubacdo fosfatada em solos acidos.

1.2. MATERIAL E METODOS

1.2.1. EXPERIMENTO EM CASA-DE-VEGETACAO

Foram coletadas amostras da camada superficial (0-20 cm) de quatro solos acidos
(LV, Latossolo Vermelho, CX1, CX2, CX3, Cambissolo Haplico 1, 2 e 3, respectivamente),
em Jaguariaiva-PR, Pinhais-PR, Sdo Mateus do Sul-PR e Rio dos Cedros-SC. Posteriormente
as amostras foram secas ao ar e passadas por peneira com 4 mm de abertura. Para
caracterizagdo das amostras de solo foram realizadas analises quimicas e fisicas, com 0s
resultados apresentados na TABELA 1 e APENDICE 1. Além disso, é importante destacar
que o material de origem de cada solo (LV, CX1, CX2 e CX3) foi o arenito, argilito

esmectitico, xisto e argilito/siltito, respectivamente.



TABELA 1. Resultado da analise granulométrica e quimica dos quatro solos utilizados no

experimento

pH-

Solo  Areia  Silte  Argila CaCl H+APR* AP Ca? Mg?* K* CTC m
2
g kg cmolc dm3 %
LV 850 25 125 3,80 5,00 1,60 0,20 0,10 0,02 5,32 83
CX1 475 212 313 3,90 15,20 4,70 1,10 0,35 0,09 16,74 75
CX2 337 238 425 3,70 16,30 8,00 1,80 1,00 0,26 19,36 72
CX3 275 225 500 3,50 15,20 14,00 0,50 0,70 0,14 16,54 91
P Fe Mn Cu Zn Ni B Ba Co Cr Pb
mg dm?3
LV 3,00 170 2,00 1,00 0,30 0,04 0,68 1,00 0,070 0,27 1,50
CX1 2,20 38 3,00 0,25 4,40 0,08 0,43 2,00 0,004 0,16 0,72
CX2 6,20 120 48,70 1,70 1,80 0,18 0,57 3,34 0,060 0,09 0,39
CX3 2,50 267 2,10 1,00 1,70 0,16 0,59 3,41 0,170 0,37 0,46
Bc- Bc- Bc- C- C- C-
As v Mo Cd A|203 Fe203 Mn02 A|203 F6203 MnOz co
mg dm3 tg dm g kgt gdm?
LV 0,15 0,99 2,19 4,15 1,52 1,54 0,001 7,07 3,563 nd 15,0
CX1 0,09 0,10 17,00 8,90 4,27 7,14 0,015 9,56 23,77 nd 30,0
CX2 0,16 0,06 5,00 10,00 2,35 2,96 0,175 7,66 21,23 0,10 32,0
CX3 0,06 0,20 2,80 11,00 2,73 4,75 0,005 6,92 22,66 nd 20,0

LV, Latossolo Vermelho, CX1, CX2, CX3, Cambissolo Haplico 1, 2 e 3, respectivamente. As amostras de LV,
CX1, CX2 e CX3 apresentam textura arenosa, média, argilosa e argilosa, respectivamente. pH (CaCl, 0,01 mol
L1); Ca?*, Mg?*, AI¥* (extraido com KCI 1mol L); H + AI®* (extragdo com acetato de Ca 0,5 mol L); carbono
organico (CO) (método volumétrico dicromato de potassio); K*, P, Mn, Fe, Cu, Zn (extrator Mehlich-1; relagdo
solo:solugdo 1:10); As, Ba, Co, Co, Cr, Ni, B, Pb, V, Cd, Mo (extrator Mehlich-1; relagdo solo:solucéo 1:5);
areia, silte, argila (método do densimetro); Bc e C, respectivamente, indicam formas de baixa cristalinidade e
formas cristalinas; CTC = capacidade de troca de cations a pH 7,0; m = saturagdo por AI**. nd = ndo detectado.

Em dezembro de 2013 foram instalados, em casa de vegetacdo, em Curitiba (PR),
dois experimentos, sendo o primeiro com mudas de erva-mate do clone 1 (BRS 408) e o
segundo com mudas do clone 2 (BRS BLD Aupaba). As plantas foram selecionadas em um
teste de procedéncias e progénies implantado em 1997, em Ponta Grossa, PR, propagados por
miniestaquia, conforme metodologia descrita em Wendling e Brondani (2015). Em ambos o0s
experimentos se utilizou delineamento inteiramente casualizado com arranjo dos tratamentos
em esquema fatorial 2 x 4 (dois niveis de adubacdo fosfatada x quatro solos) com seis
repeticGes. Cada unidade experimental constou de um vaso de plastico (volume de 8 L)
contendo 6.5 kg de solo e uma muda de erva-mate.

Os tratamentos de P constaram de: auséncia de P (controle) e; 250 mg kg* de P,
metade aplicada na forma de NHsH:POs e a outra metade na forma de KH.POs (PA).
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Adicionalmente, em todos os tratamentos, foram aplicados 200 mg kg* de K (fonte KCI) e
100 mg kg de N [fonte (NH2).CO]. Dois e quatro meses apds a instalagio dos experimentos
foi aplicado 50 mg kg* de N, usando como fonte sulfato de amonio [(NH4)2SO4] e ureia
[(NH).CQ], respectivamente.

Na casa de vegetacdo o controle de temperatura foi realizado por extratores de ar e
sistema de umedecimento do ar. Quando a temperatura atingia 28 °C o sistema de ventilicdo-
umedecimento era ativado automaticamente, sendo que este permanecia ligado até que a
temperatura fosse inferior a 28 °C. A plantas de erva-mate foram cultivadas em condicgéo
parcialmente sombreada (aluminet 50 %). A irrigacdo foi efetuada com &gua deionizada
conforme a necessidade da cultura. Aproximadamente a cada duas semanas 0s vasos foram
aleatorizados, sendo que estes permaneceram sobre estrados (80 cm de altura).

Transcorridos 210 dias foi determinada a altura das plantas (do colo até o meristema
principal) e foram coletadas folhas expandidas na regido do segundo quartil (da base para o
apice) das plantas. As folhas foram lavadas com agua deionizada, secas em estufa (48 h a 65
°C), pesadas em balanca digital (0,001 g), moidas em moinho de facas tipo Willey e passadas
em peneira com 1 mm de abertura. Em seguida, as plantas foram cortadas 5 cm acima da
superficie do solo, sendo a parte aérea seca em estufa (48 h a 65 °C) e pesada em balanca
digital (0,001 g).

Os teores de C e N das folhas foram determinados por combustdo via seca, com
analisador de elementos ndo-metais (Elementar, Vario EL 11), utilizando cerca de 20 mg de
folhas. Para analise dos demais elementos foi utilizada metodologia adaptada de Martins e
Reissmann (2007). Cerca de 2 g de folhas foram incinerados em cadinhos de porcelana em
mufla a 500 °C por 4 horas. Apds resfriamento dos cadinhos, as cinzas foram solubilizadas
com HCI 3 mol L e novamente os cadinhos ficaram em mufla & 500 °C por 4 horas. Entéo
foram adicionados 10 mL de HCI 3 mol L e os cadinhos permaneceram por 10 minutos em
chapa de aquecimento a 70 °C. Transcorrido esse periodo as solucBes de digestdo foram
filtradas em papel filtro (didmetro de poros 8 um) e os extratos coletados em balGes
volumetricos de 50 mL. Para aferir os balGes volumétricos se utilizou dgua deionizada. Nos
extratos obtidos foram determinados: P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu, Ni, B, Mo, Co, As, Cd,
Pb, Ba, Cr e V com espectrometro de emissdo Gptica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES) (Varian, 720-ES). As anélises foram reaizadas no Laboratorio de Nutricdo de
Plantas, no Departamento de Solos e Engenharia Agricola da UFPR
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Em adicdo, folhas da mesma regido coletada para analise elementar (para os dois
clones no solo CX2 com adubacdo fosfatada) foram analisadas com microscopia eletrénica de
varredura [(MEV) (FEI, Quanta 450 FEG)] combinada com espectroscopia por dispersdo de
energia [(EDS) (EDAX, Apollo XL SDD)]. Seccbes da regido central das folhas foram
fixadas a 4 °C no escuro dentro de ependorf de 3 ml contendo solugdo FAA (5 % [v/V]
formalina, 5 % [v/v] &cido acético glacial e 70 % [v/v] etanol) e posteriormente armazenadas
em alcool 70 %. As seccOes foram entdo submetidas a desidratacdo em serie etilica de 80, 90,
95 e 100 %, a desidratagdo ao ponto critico com CO> liquido, montadas em suportes (stubs)
de aluminio recoberto com fita dupla-face de cobre e analisadas em MEV-EDS. As anélises
foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica da UFPR.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e ao teste de
Tukey (p<0,05). Para explorar de maneira geral o perfil elementar dos clones de erva-mate, 0s
dados dos dois experimentos foram submetidos a analise de varidncia (p<0,05) seguindo
delineamento completamente casualizado com dois tratamentos (Clone 1 x Clone 2), com 48
repeticdes. Adicionalmente, as interacdes entre os elementos foram analisadas através de

correlacdes de Pearson e analise de componentes principais (ACP).

1.2.2. EXPERIMENTO EM CONDICOES DE CAMPO

O estudo foi realizado em areas experimentais localizadas nos municipios de
Itaiopolis (26°25'44" S e 49°55'45" O) e Trés Barras (26°11'35" S e 50°13'55” O), no estado
de Santa Catarina (Figura 1). Nesses locais foram instalados experimentos para avaliar a
resposta da erva-mate a adubacdo fosfatada. Em Itaiopolis o clima é Cfb e estd a 812 m de
altitude, sendo que a temperatura média anual € 17,1 °C e a precipitacdo média anual é 1626
mm. Em Trés Barras o clima é Cfb e esta a 799 m de altitude, sendo que a temperatura média
anual é 17,4 °C e a precipitacdo média anual é 1564 mm (Alvares et al., 2013).

O solo coletado nos locais dos experimentos, segundo (Embrapa, 2013), é
Cambissolo humico (CH), textura argilosa (Itaindpolis) e Latossolo Vermelho (LV), textura
muito argilosa (Trés Barras), cujas principais caracteristicas (camada O até 20 cm) estdo
apresentadas na TABELA 2. O histdrico das areas (obtido junto aos produtores) revela que
anteriormente aos experimentos, em Trés Barras o solo foi cultivado com culturas agricolas

anuais e, em Itaiopolis, com reflorestamento de pinus.
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As mudas foram produzidas pela Baldo S.A. (S&o Mateus do Sul-PR) e Embrapa
Florestas (Colombo-PR). A propagacdo das mudas foi efetuada por miniestaquia a partir de
clones resgatados via enxertia e estaquia, conforme Wendling et al. (2007). As mudas foram
transplantadas para o campo ap0s passarem pelas fases de enraizamento, aclimatacéo,
rustificacdo e ao atingirem altura média de 12 cm. As mudas foram de dois clones fémeas
(F1-BRS BLD Aupaba e F2-ainda sem registro).
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FIGURA 1. Localizacdo dos dois municipios onde foram realizados 0s experimentos com

adubacdo fosfatada em clones de erva-mate, no estado de Santa Catarina, Brasil.

TABELA 2. Teor de argila e propriedades quimicas do solo na camada de 0 a 20 cm de

profundidade nos locais dos experimentos.

Local pH Ca2 Mg Al® H+APF* CTC \ m Argila  CO P K

O I cmole dm8----------o--- % gdm3 mgdm?3
Trés Barras 52 645 173 131 6,2 15,22 59,28 12,68 64 278 86 251
Itaiopolis 49 239 051 471 13,7 17,12 20,00 57,90 51 238 82 204

Ca?*, Mg?*, Al (extraido com KCI 1 mol L?); H + AI®* (extragdo com acetato de Ca 0,5 mol L); carbono
organico (CO) (método volumétrico dicromato de potassio); K* e P (extrator Mehlich-1; relagdo solo:solucédo
1:10); argila (método do densimetro); CTC = capacidade de troca de cétions a pH 7,0; m = saturagéo por Al%*,
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O preparo de solo consistiu da subsolagem com uma haste na linha de plantio a 40
cm de profundidade. O espacamento de plantio foi de 2 x 2,5 m, sendo que em Itaiopolis a
unidade experimental foi composta de 12 plantas e em Trés Barras composta de seis plantas
de erva-mate.

O plantio foi realizado em setembro de 2013 e foram testadas as doses 0, 2,3, 4,5, 6,8
e 9,0 g planta? ano? de P,Os, sendo a fonte o superfosfato triplo (42 %). Com base no
trabalho de Santin et al. (2013) utilizou-se doses de 7,5 e 4,8 g planta™® ano™ de N, e K30,
respectivamente, nas fontes de ureia (45 % de N), e cloreto de potéssio (60 % de K20). Para o
plantio, aplicou-se 50 % da dose de cada adubo, sedo todos homogeneizados a 15 dm™ de
solo. Para isso, retirava-se o solo da cova e aferia-se seu volume em um balde e, na sequéncia,
0 solo e adubos eram acondicionados em um saco plastico onde eram homogeneizados. Ao
final, o solo ja adubado retornava a cova, quando na sequéncia eram plantadas as mudas de
erva-mate. Para a adubacdo de N, P e K pds-plantio parcelou-se a dose anual em duas vezes
iguais, aplicadas nos meses de janeiro e setembro. As adubacdes pos-plantio foram realizadas
em janeiro e setembro de 2014 e janeiro de 2015, aos 04, 12 e 16 meses apos o plantio das
mudas, respectivamente. A adubacdo poés-plantio foi aplicada superficialmente na area de
projecao da copa, mantendo uma distancia de 20 cm de raio da planta sem aplicar adubo. Para
a area experimental de Itaidpolis, devido o teor de Ca e Mg no solo estar em menor
disponibilidade que o de Trés Barras (TABELA 2), aplicou-se superficialmente, 3,5 t ha® de
calcario dolomitico (CaO e MgO, respectivamente, de 31,6 e 20,3 %).

As areas experimentais foram sempre mantidas com cobertura verde, com sorgo
forrageiro (Sorghum bicolor) no verdo e aveia-preta (Avena strigosa) no inverno e, no final do
ciclo de cada cobertura verde foi efetuada a rogada na area.

Em agosto de 2015 (23 meses apos o plantio), realizou-se a primeira colheita, com
poda dréstica, que consistiu no corte do tronco a uma altura entre 10 a 15 cm acima do solo,
permanecendo somente o0s brotos basais laterais. Esse tipo de poda serve para forgar o
surgimento de varios brotos basais que favorecem a futura formacao da copa adequada.

No momento da colheita a biomassa colhida foi separada em erva-mate comercial
(ECOM= folha mais galho fino com didmetro maximo de 7 mm, aproximadamente) e galho
grosso (GG= todo o galho que sobra da colheita com didmetro a partir de 7 mm,
aproximadamente). No momento da colheita coletou-se uma amostra representativa de ECOM
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(= 500 g), retirada na metade da altura da copa (~3 ramos de cada uma das plantas da unidade
experimental), onde foram separadas as folhas e os galhos finos.

Em laboratorio, as amostras de folhas foram secas em estufa a 65 °C até peso
constante e, trituradas em moinho tipo Wiley. As amostras (~200 mg) foram submetidas a
digestdo usando sistema fechado de digestdo por microondas (Ethos 1, Milestone SrL) com
solugdo nitro-peroxida (2 mL HNOs, 1 mL de agua 18,2 MQ cm e 1 mL de perdxido de
hidrogénio 30 %). Os elementos Al, B, Ba, Ca, Cd, Cs, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Ni, Pb, Rb, S, Se,
Sr, Ti, V e Zn foram determinados usando espectrometria de massa por plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS; Agilent 7500ce). Essas analises foram realizadas na University of
Nottingham (Reino Unido).

Para estimar a contribuicdo da ingestdo da infusdo de folhas de erva-mate nos dois
clones avaliados foram utilizados dados de Barbosa et al. (2015). Especificamente, foi
considerada a solubilidade de determinado elemento em &gua quente e a contribuicdo para
indices de ingestdo de elementos (ingestdo diaria recomendada, IDR; ingestdo diaria tolerada,
IDT) para estimar a contribuicdo das folhas dos clones de erva-mate e os locais em que 0s
experimentos foram realizados.

Para cada local (Itaiépolis e Trés Barras) os tratamentos (doses e clones) foram
arranjados em esquema de parcela subdividida, com cinco doses de P e dois clones, sendo na
parcela as doses de P e na subparcela os clones de erva-mate. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (p<0,05) e quando necessario comparando clones pelo teste t (p<0,05) e
as doses de P por regressdo. Para comparar os locais, foi considerada a média de todos os
tratamentos em cada local e comparados pela anélise de variancia e se necessario pelo teste t.
Foram analisadas as correlacfes de Pearson entre as concentracfes dos elementos nas folhas

de cada clone de erva-mate.

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. EXPERIMENTO EM CONDICOES DE CASA-DE-VEGETACAO

Os resultados apresentados na FIGURA 2 indicam variagdo no grau de resposta a
adubacdo fosfatada entre clones e solos utilizados. Em geral, as plantas apresentaram maior

crescimento no solo CX2 na auséncia de P e menor resposta a adubacgéo fosfatada. O clone 2

14



mostrou ser menos produtivo na auséncia de P e mais responsivo a aplicacdo de P: incremento
de 57 % a 500 % e 34 % a 1000 % na matéria seca para Clone 1 e Clone 2, respectivamente.
O baixo potencial explicativo do efeito da adubacéo fosfatada nos valores de altura decorre da
intensa ramificacdo lateral que ocorreu nas plantas, comprometendo o crescimento do caule
principal. Em outros estudos com erva-mate em condi¢Oes de vasos tém sido verificado efeito
positivo da adubacdo fosfatada na altura e na producdo de matéria seca das plantas, com
maximo incremento até doses de 450 mg P kg™ (Ceconi et al., 2007; Santin et al., 2008;

Santin et al., 2013).
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FIGURA 2. Altura (A e B) e matéria seca (MS) da parte aérea (C e D) de clones de erva-mate
aos 210 dias apo6s a instalacdo dos experimentos em resposta a adubacdo fosfatada conduzido
em diferentes solos (LV= Latossolo Vermelho; CX1= Cambissolo Haplico 1; CX2=
Cambissolo Haplico 2; CX3= Cambissolo Haplico 3). Clone 1 = A e C; Clone 2 = B e D;
Médias seguidas por mesma letra maiuscula ndo diferem entre doses de P e médias seguidas
por mesma letra minascula ndo diferem entre solos pelo Teste de Tukey (p< 0,05). CV

significa coeficiente de variacéo.

Os teores de P nas folhas na auséncia de adubagéo foram valores menores 