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RESUMO: A deficiéncia de zinco representa um problema de saide publica. Uma das estratégias patra
melhorar essa questio consiste em biofortificacdo agronémica. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar o teor de
Zn na parte aérea (folhas e ramos) e o limite critico de Zn para plantas de erva-mate submetidas a adubacio
com sulfato de Zn. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no municipio de Lages. Foi utilizado
Cambissolo Haplico Distréfico Tipico, o qual foi submetido a analise quimica (Tedesco et al., 1995) e
granulométrica (EMBRAPA, 1997). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. As
unidades experimentais foram compostas por vasos contendo 6 kg de solo, cinco doses de Zn (0, 100, 200, 300
e 400 mg.kg!) e sete repeticoes, totalizando 35 unidades experimentais. Foram realizadas analises antes da
colheita (Indice SPAD, altura e Infrared Gas Analyser - IRGA) e analises ap6s a colheita (peso fresco e seco de
parte aérea, teor de Ca, Mg, P, Cu, Zn na folha). Os dados foram submetidos a analise de vatiancia, com
normalidade testada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias pelo teste de Levenne, a nivel
de significancia de 5%. A aplicacdo de doses crescentes de Zn a0 solo resultou em aumento do teor de Zn na
patte aérea de forma linear. O teor médio de Zn na folha variou de 27 mg kg™ na auséncia de aplicagio de Zn
2 883 mg kg! na dose aplicado de 400 mg kg!. Nao houve diferenca estatistica para massa fresca, seca de parte
aérea, indice SPAD, altura, condutincia estomatica e transpiracio indicando auséncia de estresse oxidativo. Ndo
foi possivel calcular o limite critico de Zn para erva-mate.

Palavras-chave: biofortificacdo agronémica; Cambissolo; lex paraguariensis.

Diagnose yerba mate nutritional and photosynthetic indices under different
levels of zinc fertilization

ABSTRACT: Zinc deficiency represents a public health problem. One of the strategies to improve this issue
is agronomic biofortification. The objective of this research was to evaluate the Zn content in the aerial part
(leaves and branches) and the critical limit of Zn for yerba mate plants submitted to fertilization with Zn sulfate.
The experiment was conducted in a greenhouse in the municipality of Lages. A typical Dystrophic Cambisol
was used, which was subjected to chemical (Tedesco et al., 1995) and granulometric (EMBRAPA, 1997)
analysis. The experimental design used was completely randomized. The experimental units were composed of
pots containing 6 kg of soil, five doses of Zn (0, 100, 200, 300 and 400 mg.kg™!) and seven replications, totaling
35 experimental units. Analyzes were performed before harvesting (SPAD Index, height and Infrared Gas
Analyzer - IRGA) and analyzes after harvesting (fresh and dry aerial weight, and Ca, Mg, P, Cu, Zn content in
the leaf). The data were submitted to analysis of variance, with normality tested by the Shapiro-Wilk test and
homogeneity of variances by the Levenne test, at a significance level of 5%. The application of increasing doses
of Zn to the soil resulted in a linear increase in the Zn content in the aerial part. The average Zn content in the
leaf varied from 27 mg kg! in the absence of Zn application to 883 mg kg at the applied dose of 400 mg kg
1. There was no statistical difference for fresh, dry shoot weight, SPAD index, height, stomatal conductance
and perspiration indicating absence of oxidative stress. It was not possible to calculate the critical limit of Zn
for yerba mate.
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1. INTRODUCAO

A FErva-mate é uma espécie florestal com area de
ocorréncia natural na regidao Sul do Brasil, Nordeste da
Argentina e Leste do Paraguai, botanicamente chamada de
Llex: paragnariensis St. Hill.

O uso da planta tradicionalmente conhecido sio as
infusGes, com dgua quente gerando o chimarrao e com agua
fria o tereré. Entretanto, seu uso pode ir muito além disso, é

utilizada também na 4area estética compondo cremes e
mascaras faciais, na culiniria, na inddstria alimenticia
compondo balas e gomas, além do uso na industria
farmacéutica em encapsulados, comprimentos, e extratos
visando as propriedades medicinais. Sdo os diferentes grupos
quimicos que a erva-mate apresenta em sua composicio que
conferem a ela esses indmeros usos. Dentre eles destacam-se:
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as saponinas, os alcaloides, os compostos fenélicos e os 6leos
essenciais que atuam como antioxidantes, estimulantes,
combatendo micrébios e realizando a eliminacao da retencao
de liquidos. Vitaminas e minerais também sdo presentes na
sua composicio (SIMOES et al., 2001).

Esses compostos estio associados a uma série de
beneficios para saide humana. Foram realizados
experimentos para comprovagio, sendo a maioria feita com
ratos. O substrato utilizado foi o extrato da erva (sélido) ou
o cha (liquido) os resultados obtidos foram a perda de peso,
acdo anticonvulsivante, antidepressiva, atenuagao da glicemia
e do colesterol (ARCARI et al., 2011; ARZI et al., 2011;
MARTIN et al., 2013; REIS et al., 2013; PEREIRA et al.,
2012).

Objetivando ~ aumentar a  concentragdo  de
micronutrientes nos vegetais, uma das estratégias consiste na
biofortificagao agronoémica (CAKMAK, 2008) que tem como
intuito suprir a demanda diaria necessaria de micronutrientes
que muitas vezes se encontra em déficit, principalmente em
pessoas que vivem em paises em desenvolvimento. Dentre
os nutrientes com maior frequéncia de deficiéncia destacam-
se ferro (Fe), iodo (I), selénio (Se) e o zinco (Zn).

A deficiéncia de Zn em humanos interfere no
funcionamento do sistema imunolégico, que
consequentemente pode gerar maiores chances de se ter
infecgdes, prejudica o crescimento fisico, retarda capacidade
de aprendizagem além de estar relacionado a danos na
duplicacio do DNA (DEMMENT et al., 2003; BHUTTA et
al., 2004; GIBSON, 2006; PRASAD, 2007, HAASE et al,,
2020; JOO et al., 2021).

A erva-mate pode ser uma planta com potencial para
programas de biofortificacio com Zn. E uma planta
calcifuga, ou seja, que se desenvolve bem em solos acidos e
com altos teores de aluminio(CARVALHO, 2003) e outros
elementos-traco, o que, pode indicar que a erva-mate possui
capacidade de responder ao aumento de Zn (elemento-traco)
no solo, aumentando por consequéncia o teor na parte aérea
e na infusdo (chimarrio).

Dessa forma o objetivo dessa pesquisa foi avaliar o teor
de Zn na parte aérea (folhas e ramos), e determinar o limite
critico de Zn para plantas de erva-mate submetidas a
adubagio com sulfato de Zn a fim de verificar seu potencial
para uso em biofortificagdo agronémica.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do
Departamento de Solos e Recursos Naturais da UDESC, no
municipio de Lages, SC. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado, as unidades experimentais foram
compostas por vasos contendo 6 Kg de solo com 5 doses
crescentes de zinco (0, 100, 200, 300 e 400 mg.kg ') na forma
de sulfato de zinco, sendo que, cada dose foi composta de 7
repetigdes.

O solo utilizado foi um Cambissolo Haplico Distréfico
Tipico derivado de arenito botucatu, coletado na localidade
de Pedras Brancas/SC. Esse solo foi seco ao ar, tamisado em
peneira de malha 4 mm, retirada uma amostra para realizacdo
de analise granulométrica (método do densimetro de
Boyoucus, EMBRAPA,1997), e analise quimica (TEDESCO
et al., 1995). Os micronutrientes Cu e Zn foram extraidos em
HCl 0,1 M e quantificados em espectrofotémetro de
absorcio atomica com atomizacdo em chama ar acetileno
(EAA Perkin Elmer 200 ®). A CTC foi determinada a pH do

solo através da soma dos cations Ca, Mg, Na, K e Al, e em
pH 7, pela soma dos cations anteriores juntamente com o H*.

As mudas de erva-mate utilizadas foram provenientes da
empresa Eucaflora Florestal, sendo estas certificadas pela
EPAGRI Chapec6/SC. O pH do solo foi corrigido para 5,5.
Antes do plantio foi realizado a adubacdo com sulfato de
zinco e uma semana apés o plantio a adubacio com
superfosfato triplo (SFT), cloreto de potassio e ureia, nas
quantidades 20, 20 e 30 kg/ha respectivamente. A adubacio
foi realizada de acordo com o manual de adubacio e calagem
para os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina,
seguindo as recomendac¢des para a cultura. Durante toda a
conducio do experimento o teor de umidade do solo foi
mantido a 75% da capacidade de campo (CC).

2.1. Analises antes da colheita

A medida do indice SPAD foi feita através do medidor
portatil de clorofila SPAD 502 (Konica Minolta®) com
objetivo de obter os valores de intensidade do verde das
folhas, sendo coletado durante o experimento em dois
momentos (30 dias ap6s o plantio e no dia da colheita). Para
tanto, foram selecionadas folhas totalmente expandidas, sem
injarias ou sintomas de doencas visfveis. As medidas foram
realizadas no ter¢o médio das plantas, sempre em duplicata,
em todas as plantas de cada repeticdo. A medida da altura da
planta foi realizada no dia da colheita padronizada por meio
da medida da base da planta até a inser¢do da dltima folha no
caule. No dia da colheita foi realizada as medidas de taxa
fotossintética liquida (A) das plantas com auxilio de
analisador de gases por infravermelho portatl (IRGA)
equipado com uma cimara foliar com fonte de LED (LI-
6400XT Portable Photosynthesis and Fluorescence System;
LICOR, Lincoln, EUA). Esta leitura foi realizada na mesma
folha selecionada para a leitura do indice SPAD. A colheita
foi realizada quando da estabilizacio do ctrescimento da
planta de erva-mate.

2.2. Analises ap0s a colheita

Ap06s a colheita foram avaliados o peso fresco e seco de
parte aérea (folhas e ramos), e o teor dos nutrientes Ca, Mg,
Cu, e Zn na parte aérea. Os teores dos nutrientes foram
determinados utilizando-se o método de extracio USEPA
3050B e quantificacdo em espectrémetro de emissdao atbmica
com plasma acoplado por inducio (ICP-OES). A
confiabilidade do método foi aferida utilizando material
referéncia de planta CRM-Agro E1001a (FO-01/12)
EMBRAPA. As raizes foram limpas e lavadas com agua
destilada, e mantidas em uma solugio de alcool 50%, para
posterior determinacdo de parametros radiculares tais como
volume, didmetro médio e comprimento radicular. Para
determinacio de tais parimetros, as rafzes foram distribuidas
uniformemente em cuba de vidro preenchida por limina de
agua destilada, sem sobreposi¢io, e submetidas a digitalizacio
em scanner profissional. As imagens obtidas do processo de
scanner foram  processadas através do  programa
computacional WinRhizo.
Para a construcdo de um cenario hipotético de ingestao de
Zn por um adulto foi considerado o consumo de 1L de
chimarrio e o uso de 100g de erva-mate.

2.3. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a anilise de
varidncia, com normalidade testada pelo teste de Shapiro-
Wilk e a homogeneidade de variancias pelo teste de Levene,
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a nfvel de significancia de 5%. As analises foram realizadas
utilizando o programa R® (R DEVELOPMENT CORE
TEM, 2012).

3. RESULTADOS

O aumento do teor de Zn aplicado no solo resultou em
aumento linear do Zn na folha (Figura 1). O teor de Zn da
parte aérea na testemunha foi em média 27,22 mgkg!
enquanto que na dose 400 mg.kg! o teor foi 883,03 mg.kg!
de Zn.

Os teores dos elementos de Ca, Mg, P e Cu na parte aérea
da erva-mate podem ser encontrados nas Figuras 2, 3, 4 ¢ 5,
respectivamente. Para Ca, Mg e P ocorreu diminuic¢ao do teor
na parte aérea a partir da dose de 200 mg.kg! de Zn aplicada
a0 solo. Nao foi possivel ajustar uma equagdo aos teores de
Cu na parte aérea.

Nio houve diferencas significativas entre doses de Zn
para altura da planta, peso seco e fresco de folhas e ramos,
diametro, comprimento e volume de raiz (Tabela 1) e para
intensidade do verde da folha, taxa fotossintética,
condutancia estomatica e transpiragao (Tabela 2).
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Figura 1. Teor de Zn nas folhas de erva mate em funcio das doses
de Zn aplicados no solo.
Figure 1. Zn content in mate leaves as a function of Zn doses
applied to the soil.
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Figura 2. Teores médios de Ca na parte aérea da erva mate em
funcio das doses crescentes de Zn aplicados ao solo.
Figure 2. Mean contents of Ca in the aerial part of mate as a function
of increasing doses of Zn applied to the soil.
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Figura 3. Teores médios de magnésio na parte aérea da erva mate
em fungio das doses crescentes de Zn aplicados ao solo.
Figure 3. Average contents of magnesium in the aerial part of mate
as a function of increasing doses of Zn applied to the soil.
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Figura 4. Teores médios de fésforo na parte aérea da erva mate em
funcio das doses crescentes de Zn aplicados ao solo.
Figure 4. Average contents of phosphorus in the aerial part of mate
as a function of increasing doses of Zn applied to the soil.
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Figura 5. Teores médios de cobre na parte aérea da erva mate em
funcio das doses crescentes de Zn aplicados ao solo.
Figure 5. Average contents of copper in the aerial part of mate as a
function of increasing doses of Zn applied to the soil.

Tabela 1. Valor médio para cada varidvel (adimensional) obtida pela divisio da média das doses 100, 200, 300 e 400 mg kg! pela média da

testemunha.
Table 1. Mean value for each variable (dimensionless) obtained by di
mean of the control.

viding the mean of the doses 100, 200, 300 and 400 mg kg-1 by the

Zn solo Altura Peso Fresco Peso Seco Raiz

(mg kg'1) Raiz Folha Raiz Folha Diametro Comprimento Volume
100 0,93 0,99 0,84 1,00 0,95 1,05 0,80 0,85
200 0,98 1,09 0,92 1,03 1,11 0,95 0,91 0,8
300 1,00 1,12 0,72 1,10 0,93 1,03 0,87 0,93
400 1,04 1,06 0,79 1,09 1,27 0,99 0,81 0,81
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Tabela 2. Valor médio para cada varidvel (adimensional) obtida pela divisdo da média das doses 100, 200, 300 e 400 mg kg pela média da

testemunha.

Table 2. Mean value for each variable (dimensionless) obtained by dividing the mean of the doses 100, 200, 300 and 400 mg kg-1 by the

mean of the control.

Zn solo SPAD 1 SPAD 2 Taxa Condutancia Transpiracio
(mg kg1 Fotossintética Estomatica 7
100 1,16 1,13 0,92 0,78 1,11
200 1,17 1,39 1,01 1,09 1,01
300 1,14 1,11 1,01 0,93 1,08
400 1,09 1,19 1,11 0,98 1,13

SPAD - intensidade do verde da folha, SPAD 1 realizado 30 dias ap6s o plantio SPAD 2 no dia da colheita.

A Figura 6 apresenta os cenarios hipotéticos (CH) 1 e 2
onde 14 e 60 mg de Zn seriam a quantidade do elemento
obtido (ou absorvido) por um adulto pelo consumo de 1L de
chimarrio e 100 gramas de erva-mate cultivada sob aplicacdo
de 100 e 200 mg kg! de Zn no solo, respectivamente. Para
adultos, mulheres gravidas e lactantes, os valores de ingestao
didtia recomendada estio entre 7 mg/dia a 16 mg/dia,
dependendo do sexo e da ingestdo de fitatos na dieta
(HAASE e al., 2020). Para CH1 o teor de Zn é muito
proximo ao Ingestdo Diaria Recomendada (IDR), enquanto
que no CH 2 a quantidade de Zn seria cinco vezes superior a
IDR.
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Figura 6: Ingestao média de Zn pelo consumo de 1 L de chimartio
calculado para erva mate cultivada nas doses de Zn de 100 mg.kg!
(CH1) e 200 mg kg! (CH2) aplicadas ao solo e Valor de Ingestio
Diaria Recomendada (IDR) para um adulto, segundo Joo et al
(2021).

Figure 6: Average Zn intake by consuming 1 L of herb tea calculated
for mate cultivated in Zn doses of 100 mg kg! (CH1) and 200 mg
kg1 (CH2) applied to the soil and Recommended Daily Intake Value
(RDI) for an adult, according to Joo et al. (2021).

4. DISCUSSAO

Estudos cientificos tém apontado que a erva mate é capaz
de translocar e acumular Pb (SILVA et al., 2019), As e Cd
(PARDINHO et al., 2020), Ca e Mn (MOTA et al., 2021) nas
folhas e que a erva mate é uma hiperacumuladora de Mn
(MAGRI et al,, 2021). Magti etal. (2021) e Matos et al. (2021)
observaram correlagdo positiva entre teor de Zn no solo e
teor na folha da erva-mate coletada em diferentes regiGes
produtoras no sul do Brasil, porém nao ha estudos cientificos
publicados sobre absor¢ao e acumulo de Zn em plantas de
erva mate.

Os teores de Zn nas folhas (na dose 400 mg.kg'! o teor
foi 883,03 mgkg! de Zn) observados no presente estudo
podem indicar capacidade de hiperacumulagio de Zn. Magri
e colaboradores (2021) avaliaram a capacidade de acumulo de
Mn em plantas de erva mate. Os autores usaram solos de
diferentes materiais de origem (basalto e arenito), com e sem
calagem, e seis doses de Mn (0, 30, 90, 270, 540 e 1.080 mg

kg!) e cultivaram as plantas por 203 dias. As plantas foram
capazes de acumular nas folhas, na dose de 540 mg kg!
aplicada no solo, entre 13.452,0 (solo derivado de arenito) e
12.127,0 mg.kg! (solo derivado de basalto).

Para uma planta ser considerada hiperacumuladora é
necessario ser capaz de translocar para parte aérea um ou
mais elementos inorganicos em niveis até cem vezes maiores
que outras espécies, crescendo sob as mesmas condigoes.
Dessa forma para a planta de erva mate ser considerada como
hiperacumuladora sdo necessarios outros experimentos que
utilizem maiores doses de Zn para verificar a capacidade de
acumulagao do metal sem prejuizo ao desenvolvimento da
planta. Assim como sdo necessarias pesquisas futuras para se
obter o valor do limite critico (LC) de Zn para erva-mate, ou
seja, o teor de zinco na parte aérea que resulta em redugao de
10% de massa seca da planta.

Os valores apresentados nas tabelas 1 e 2 indicam que
valores proximos de 1,0 ndo houve diferenca entre a dose
zero e as demais doses de Zn aplicadas ao solo. Geralmente
teores foliares acima de 300 mg kg! de Zn tem efeito de
toxicidade para a maioria das plantas (LIN; AARTS, 2012),
para erva-mate isso nao se confirmou, ja que ela ndo
apresentou reducido de altura, de matéria seca, e de taxa
fotossintética. Quando a planta esta sob excesso de Zn, pode
ocorrer uma diminui¢do no seu peso seco (PS) e fresco (PF),
pela menor producio de fotoassimilados, devido, a redugio
das taxas fotossintéticas. O estresse causado por excesso de
Zn pode levar a alteragdes no aparato fotossintético, devido
a competicio e substituicdo do magnésio (ativador da
enzima) por esse elemento comprometendo dessa forma a
atividade da enzima rubisco (VAN; CLIJSTERS, 1980).

A auséncia de efeito para os parametros transpiracdo e
condutiancia estomatica (tabela 1) sugerem possivel
compartimentalizacdo do zinco nas células da folha, evitando
assim, danos aos processos fisiologicos. Estudos mostram
que a sensibilidade ao Zn varia conforme a dose aplicada e a
espécie vegetal. Existem plantas com alta tolerdncia a esse
elemento, podendo atingir teor de 20 g kg'! de Zn (KUPPER
etal., 1999). Porém existem plantas que apresentam sintomas
de toxidez com baixa quantidade do elemento como a cultura
do cafezeiro. Cambrollé et al. (2013) observaram que doses
de Zn acima de 90 mmol L1 (5886 mgkg!) foram
responsaveis pelo declinio na atividade fotossintética, em
Limoniastrum monopetalum (L..).

De maneira geral, quando ocotre estresse oxidativo tem-
se producio de espécies reativas ao oxigénio, como
superéxido (Oy), radicais hidroxila (OHY) e perdxido de
hidrogénio (H2O5) que, ao interagirem com componentes
celulares, promovem danos oxidativo em acidos nucleicos,
proteinas, acuicares e lipidios, o que, em condicdes extremas
acarretam em morte celular (GADJEV et al., 2008). Tais
danos nio foram observados no presente estudo.
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Nas figuras 2, 3, 4 ¢ 5 tem-se os teores dos elementos de
Ca, Mg, P e Cu na parte aérea da erva-mate. A queda nos
teores de calcio e magnésio com o aumento das doses de Zn
se deve a competicio no momento da absor¢io entre os
cations divalentes Ca*?, Mg*? e Zn*?, gerando o chamado
efeito antagdnico (KABATA-PENDIAS, 2000).
Comportamento semelhante foi observado por Soares et al.
(2001) trabalhando com eucalipto, em solucdo nutritiva. J4 a
diminuicdo no teor de fésforo pode estar relacionada com a
precipitagao do fésforo no solo na forma de fosfato de zinco,
acarretando imobiliza¢io do elemento. Quanto aos teores do
elemento Cu nio foi possivel ajustar uma equagdo, o que
pode indicar que o aumento no Zn nio interferiu diretamente
na absorcio e translocacio do Cu.

A erva-mate responde a adubagdo com Zn e pode ser
uma importante fonte deste na dieta dos consumidores de
chimarrao, entretanto, o calculo de ingestio diaria de Zn leva
em consideracdo a quantidade de calorias ingeridas (JOO et
al., 2021) e o teor de fitatos na dieta (HAASE et al., 2020), o
que nao foi considerado nos cenarios hipotéticos 1 e 2 do
presente estudo.

O Zinco ¢ essencial a saide humana, por estar envolvido
na replicacio do DNA (MEHRI, 2020) e divisdo celular, nos
processos cataliticos enzimatico, no metabolismo de energia
e no crescimento. (CRUZ; SOARES, 2011; JOO et al., 2021).
Dietas com baixa ingestio de zinco podem aumentar o risco
de desenvolvimento de doencas renais cronicas em
individuos com funcao renal normal (JOO et al,, 2021). Os
humanos sdo tolerantes a ingestdo de até 100mg/dia de Zn.
Nos casos de envenenamento agudo suas manifestacGes
incluem nauseas, vomitos, diarreia, febre e letargia (MEHRI,
2020).

5. CONCLUSOES

A aplicagio de doses crescentes de Zn ao solo resultou
em aumento do teor de Zn na parte aérea de forma linear;

A erva mate acumulou 883,03 mg.kg! de Zn na parte
aérea na maior dose aplicada de Zn ao solo;

Nao houve diferenga estatistica para massa fresca, seca de
parte aérea, indice SPAD, altura, condutancia estomatica,
transpiracdo e parametros radiculares indicando auséncia de
estresse oxidativo;

Doses de Zn acima de 200 mg.kg! conduziram a reducio
dos teores Ca, P e Mg nas folhas.

Nao foi possivel calcular o limite critico de Zn para erva-
mate.
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