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LISTA DE ABREVIATURA E SIMBOLOS

AP Altura de planta
AF Area foliar

ABS / CSwm Energia absorvida por secéo transversal (CS) na fluorescéncia maxima (t
= tFM), igual aproximadamente a FM,;

BPCP Bactérias promotoras de crescimento de plantas
Clor a Clorofila a

Clor b Clorofila b

Clor total Clorofila total

DBC Delineamento em blocos casualizados

DC Diametro do caule

Dlo/CSwm Dissipagéao térmica de energia do FSII por se¢éo transversal (CS) em t =
tFM

ETo/CSwm Fluxo de elétrons através do FSII por secéo transversal (CS) em t = tFm
FLC Fertilizante de liberag&o controlada

Fo Fluorescéncia inicial

Fo/Fm producéo quéantica basal dos processos nao fotoquimicos no FSilI
FSI Fotossistema |

FSIl Fotossistema Il

Fv/Fm Rendimento quantico méximo do fotossistema Il

Fv/Fo Eficiéncia maxima do processo fotoquimico no FSlI

MFPA Massa fresca da parte aérea

MFR Massa fresca da raiz

MFT Massa de matéria fresca total

MSPA Massa seca da parte aérea

MSR Massa seca da raiz

NF Numero de folhas

RPAR Relagdo massa seca da parte area com a massa seca das raizes

PITotal indice de desempenho total



QA Quinona A
RAD Relacao altura da parte aérea com o diametro do caule

TRo/CSwm Fluxo de energia capturada por centros de reacao do fotossistema Il (FSII)
por se¢do transversal em t = tFM;

V; Fluorescéncia variavel normalizada no ponto J (2 ms)
V| Fluorescéncia variavel normalizada no ponto | (30 ms)
$Eo Rendimento quéantico para o transporte de elétrons no FSII

$Ro Rendimento quéntico para reducao dos aceptores de elétrons no lado aceptor
do FSI

¢@Po Rendimento quéantico fotoquimico maximo para fotoquimica primaria

@Do Rendimento quantico da energia dissipada



RESUMO

NASCIMENTO, Thais Santana do; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo;
marco de 2024; Uso de Fertilizante de liberagcdo controlada associado a
inoculante no desenvolvimento de mudas de Coffea Canephora; Orientador:
Ivoney Gontijo, Co-orientador: Edilson Romais Schmildt.

A adubacédo constitui uma indispensavel fase da producdo de mudas, influenciando
todo desenvolvimento da cultura. Assim, o uso de tecnologias que minimize perdas,
aumente a eficiéncia e estabeleca interacdes planta-microrganismos precisam ser
estudados. Dessa forma, objetivou-se avaliar o desenvolvimento de mudas de café
conilon, submetidas a diferentes doses de fertilizante de liberagdo controlada,
associadas ou ndo a inoculante comercial de bactérias promotoras de crescimento. O
trabalho foi dividido em trés capitulos: 1) revisdo bibliométrica sobre uso dos
biofertilizantes; 2) dados biométricos da cultura; 3) nutricdo/fisiologia das plantas. O
delineamento experimental empregado foi em blocos casualizado (DBC), em
esquema fatorial com tratamento adicional [(5 x 2) + 1] com 4 repeticdes, totalizando
44 unidades experimentais e 14 plantas por parcela. Os niveis do primeiro fator séo
cinco doses de fertilizante de liberacdo controlada Basacote® Mini 3M (0;1;2;4 e 8 ¢
plantal) e o segundo fator é a presenca ou auséncia de inoculante comercial
(BIOFREE®) com as cepas (Azospirillum brasiliense Ab-V6 e Pseudomonas
fluoresecens CCTBO03). O tratamento adicional é a adubacéao realizada pelo viveiro
comercial (Calagem+Endurene®+Fertilizante fosfatado). Apés 120 dias de
experimento, foram analisadas as variaveis biométricas da parte aérea e sistema
radicular da cultura. Sendo submetidos a analise de variancia no software R, quando
o fator qualitativo (inoculacéo), é significativo, foi realizado a comparacédo das médias
pelo teste de Tukey (p<0,05). Ja o fator quantitativo (doses) foi submetido a analise
de regressdo com base na significancia dos coeficientes e ao teste de Dunnett
(p<0,05). Nao houve interacéao significativa entre os fatores para as variaveis estudas.
Para o melhor desenvolvimento de mudas de Coffea canephora, genétipo Al
produzidas em tubetes é indicado o uso de fertilizantes de liberagdo controlada com

dose de 6 g planta™. O uso do inoculante proporcionou aumento no niimero de folhas.



Para os parametros de fluorescéncia da clorofila a e teor mineral das mudas,
foram observadas bandas L e K negativas indicando que o uso de FLC e inoculante
proporcionaram melhor uso da energia de excitagdo com maior estabilidade ao
sistema fotoquimico. Assim, maiores doses de FLC com inoculante promoveram
aumentos nos valores PO, FV/FO e @EO, em contrapartida em mudas sem inoculante,
observou-se redugcao em @EO evidenciando uma menor eficiéncia fotossintética. A
interacdo significativa entre doses x inoculante para os teores nutricionais de Mn
encontra-se acima das faixas recomendada para cultura. As varidveis que
contribuiram positivamente para o grupo fotoquimico foram RC/CSw, PO, Area, Fv/Fo

e PlroraL.
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RESUMO

NASCIMENTO, Thais Santana do; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo;
marco de 2024; Tecnologia, inovacao e desenvolvimento de biofertilizantes, uma
pesquisa bibliométrica (2003-2023); Orientador: Ivoney Gontijo, Co-orientador:
Edilson Romais Schmildt.

Os biofertilizantes atuam por meio de microrganismos benéficos ao solo,
estabelecendo uma relagdo mutualistica com as plantas, podendo agir como promotor
de crescimento vegetal, producdo de fitohormbnios, atuar como agentes de
biocontrole ou de forma multifuncional. Objetivou-se por este estudo relatar os
avancos e identificar os principais paises envolvidos em pesquisas cientificas com
biofertilizantes no mundo, desenvolvidas no periodo de janeiro de 2003 a junho de
2023, a partir do banco de dados da Scopus com as seguintes palavras-chaves:
“Biofertilizers”, “Agricult”, “Microorganism”, “Inoculant”, “Growth promoting bacteria”,
“‘Azospirillum” e “Pseudomonas”. Através da analise bibliométrica e auxilio do
programa VOSviewer, foram identificadas 258 publicacbes de artigos cientificos,
contribuicdo e coautoria entre os paises mais influentes, tendéncia de crescimento
nas publicagdes e palavras-chaves de maior ocorréncia. Ao longo dos 20 anos, 0
namero de publicacBes se concentrou nas areas de ciéncias agrarias e biolégicas,
com tendéncia de crescimento para os proximos anos. A india é o principal pais
produtor de conhecimento cientifico neste campo, com as palavras-chaves utilizadas
nesta revisdo. O termo “biofertilizante” lidera o nimero de vezes citado em artigos,
entretanto ndo apresenta a mesma definicdo em todos os paises, variando de acordo
com a legislacdo de cada. A padronizacdo do termo “internacionalmente” pode
aumentar o numero de trabalhos encontrados, reclassificando os dez paises

identificados.

Palavras-chaves: Inoculante, Agricultura, Analise, Microrganismos, BPCP



ABSTRACT

NASCIMENTO, Thais Santana do; M.Sc.; Federal University of Espirito Santo; March
2024; Technology, Innovation, and Development of Biofertilizers, a Bibliometric
Research (2003-2023); Advisor: lvoney Gontijo, Co-advisor: Edilson Romais Schmildt.

Biofertilizers work through beneficial soil microorganisms, establishing a mutualistic
relationship with plants, potentially acting as plant growth promoters, producers of
phytohormones, agents of biocontrol, or in a multifunctional manner. This study aimed
to report the advances and identify the main countries involved in scientific research
on biofertilizers worldwide, conducted from January 2003 to June 2023, using the
Scopus database with the following keywords: “Biofertilizers,” “Agricult,”
“‘Microorganism,” “Inoculant,” “Growth promoting bacteria,” “Azospirillum,” and
“Pseudomonas.” Through bibliometric analysis and the aid of the VOSviewer program,
258 scientific articles were identified, showing contributions and co-authorship among
the most influential countries, growth trends in publications, and the most frequent
keywords. Over the 20 years, the number of publications has concentrated in the areas
of agricultural and biological sciences, with a growth trend for the coming years. India
is the leading country in producing scientific knowledge in this field, with the keywords
used in this review. The term “biofertilizer” leads in the number of citations in articles;
however, it does not have the same definition in all countries, varying according to
each country's legislation. The international standardization of the term could increase

the number of studies found, reclassifying the ten identified countries.

Keywords: Inoculant, Agriculture, Analysis, Microorganisms, BPC
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1. INTRODUCAO

Os biofertilizantes, também chamados de inoculantes sdo formulagbes
microbianas de microrganismos vivos que podem proporcionar maior crescimento as
plantas, producdo de horménios estimuladores de crescimento e alta fertilidade do
solo (ALOO et al., 2022). Na visdo internacional, o termo “biofertilizantes” inclui os
inoculantes e fertilizantes organicos. No Brasil os termos séo vistos de forma distintas,
onde os inoculantes estdo associados principalmente a fixagao bioldgica de nitrogénio

ou a bactérias promotoras de crescimento.

Os primeiros microrganismos utilizados como inoculantes foram os “rizébios”,
bactérias diazotréficas que colonizam a rizosfera, principalmente das leguminosas,
realizando o processo de fixacao biologica de nitrogénio (FBN) e suprindo a demanda
por N na planta (SANTOS et al., 2019). Outros microrganismos, como bactérias do
género Azospirillum também realizam a FBN em varias espécies ndo leguminosas,
favorecendo o crescimento e reduzindo o uso de fertilizantes nitrogenados (SPOLAOR
et al., 2016). Utilizados pela agricultura, esses microrganismos benéficos para o solo
sdo chamados de bactérias promotoras de crescimento de planta (BPCP) e tem sido
uma das alternativas promissoras para diminuir o uso de fertilizantes e potencializar
praticas agricolas mais sustentaveis (URGILES-GOMEZ et al., 2021).

O uso indiscriminado de fertilizantes quimicos diminui a quantidade desses
microrganismos no solo, além de associar-se a varios impactos ambientais como
lixiviagao, eutrofizacao de rios e emissdes de gases de efeito estufa (SPOLAOR et al.,
2016). Além disso, os fertilizantes sao produzidos a partir de recursos naturais finitos,
assim préticas que reduzam o uso e aumente a producdo das culturas tém sido
estudadas. Nos ultimos 15 anos, houve um aumento no uso dos bioinsumos no Brasil,
com um mercado de aproximadamente 45 milhdes de doses de inoculantes liquidos
e 10 milhdes de doses de inoculantes solidos (FLORENCIO et al., 2022).

Objetivou-se no presente estudo identificar, a partir do banco de dados da
Scopus, 0s avancgos e 0s principais paises envolvidos em pesquisas cientificas com
biofertilizantes no mundo, desenvolvidas no periodo de janeiro de 2003 a junho de
2023.
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2. MATERIAL E METODOS

A base de dados consultada para avaliar a evolugdo das pesquisas cientificas
com uso dos “biofertilizantes” no intervalo de janeiro de 2003 a junho de 2023 foi a
Scopus, 0 maior banco de dados global de citacbes académicas, com cerca de 90
milhdes de documentos e 1,7 bilhdo de referéncias citadas. Uma de suas vantagens
€ a possibilidade que o autor possui de analisar de forma aprofundada os autores
individualmente e organizacdes por paises, o que nao é possivel na base de dados
da Web of Science (KOTSEMIR & SHASHNOV, 2017). O primeiro passo para uma
analise bibliométrica, € definir os termos de pesquisa para evitar a generalizacdo dos
resultados (SANTANA et al., 2021). As palavras-chaves utilizadas para a busca foram:
“Biofertilizers”, “Agricult”’, “Microorganism”, “Inoculant”, “Growth promoting bacteria”,
“Azospirillum” e “Pseudomonas”. Com os operadores booleanos AND e OR e o codigo
de pesquisa: (TITLE-ABS-KEY (biofertilizers*) AND TITLE-ABS-KEY (agricult*) AND
TITLE-ABS-KEY (microorganism*) OR TITLE-ABS-KEY (inoculant*) OR TITLE-ABS-
KEY ("growth promoting bacteria”) OR TITLE-ABS-KEY ("Azospirillum™) OR TITLE-
ABS-KEY("Pseudomonas")).

Scopus

(Termos de busca)

Periodo de busca;
! . . .| Processamento
Areas de conhecimento; | 00 0 e
Delimitagﬁes * Tipo de documento; —— | Organizagio dos dados
Linguagem;

L ") Analises e Clusters

Figura 1. Processos da analise bibliométrica utilizados na pesquisa.
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Os microrganismos utilizados na busca (Azospirillum sp. e Pseudomonas sp.)
foram escolhidos por apresentarem resultados benéficos como biofertilizantes
(HUNGRIA et al., 2010; EL-DEEN et al., 2020).

A partir das buscas, 911 artigos apresentaram os termos no titulo, palavras-
chaves ou resumo. Foram aplicadas delimitacdes, com buscas em um periodo de dez
anos nas areas de ciéncias agrarias e biologicas, ciéncia ambiental, bioquimica,
genética e biologia molecular. Selecionando artigos nos idiomas: Inglés, Espanhol,
Chinés e Francés. Nao houve exclusdo de palavras-chaves. O processo pode ser
observado na Figura 1. Ao final, 258 artigos foram selecionados e exportados para
planilha do Excel e importados para o programa VOSviewer para construgdo das
redes bibliométricas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tendéncias de crescimento das publicactes

Através da andlise bibliométrica, foram identificadas 258 publicacbes de
artigos cientificos nos ultimos dez anos (janeiro de 2003 a junho de 2023). No ano de
2003 a 2016, observa-se oscilagdes anuais e crescimento lento (Figura 2). A partir de
2017, houve um crescimento expressivo, alcancando o pico de publicacfes em 2022,
com tendéncia de crescimento nos proximos anos. Na tentativa de ndo depender
exclusivamente dos fertilizantes quimicos, varios paises tem investido em pesquisas
e diferentes tecnologias biotecnolégicas. Assim, os biofertilizantes vem ganhando

destaque e ampliando sua presenca no mercado agricola (ALOO et al., 2022).

50

45 mmmmm Publicacdes

N° de publicacdes
= = N N w w B
(€] o (¢)] o ol o (3} o

2006 e——— >

AN

(6]
2008 mmmw?
2009 m—
2010 mmm | o
2011 me———
2012 mmmm | o
2013 T
2014 EEEm—— ©
2015 mmmm— = ©
2016 T
2017 T
2018 S
2019 E— O

(S2}
2020 T 1
2021 I 2
(6]
2022 . &
®
I

2023 s

2003 mm
2004 ==
2005 W= ™
2007 mm

ANos

Figura 2. Evolugéo das publicagBes de artigos cientificos acompanhada de média

movel nos periodos de janeiro de 2003 a junho de 2023.

3.2 Contribuicdo e Coautoria entre os paises mais influentes
Dos 60 paises com trabalhos indexados na base de dados da Scopus, 0s dez

principais produtores de conhecimento cientifico neste campo s&o: india, Ir&, México,
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Espanha, lItalia, Brasil, China, Egito, Estados Unidos e Canada. Dos 258 artigos
encontrados, 68,7% dos trabalhos estdo concentrados nas areas de ciéncias agrarias
e biolégicas, 17,5% ciéncia ambiental e 13,9% bioquimica, genética e biologia
molecular. Duzentas publicacdes estdo distribuidas entre os dez paises, destes 82
trabalhos produzidos na india. O pais, também tem se destacado na producédo de

graos (3°), feijao (2°) e algodao (2°) na producao mundial (FAO, 2020).

.

8 - . 52
Figura 3. Paises com maior niumero de publicac6es nos ultimos dez anos.

Apesar do destaque na producédo cientifica, os investimentos em insumos
biolégicos sdo poucos, para cada investimento de US$ 1.000 em agricultura
sustentavel, um subsidio de US$ 100.000 é destinado a fertilizantes quimicos (PAUL
et al., 2023). Nas ultimas cinco décadas, a industria de fertilizantes minerais da india
vem se expandindo-se, ocupando a segunda posicdo em consumo e terceira em
producéo de fertilizantes minerais mundialmente (RANDIVE et al., 2021).

Tornou-se um grande desafio a transicao aos biofertilizantes e o abandono a
dependéncia aos fertilizantes quimicos. Pesquisas tém sido desenvolvidas nos
principais paises encontrados nesta revisao, para que os biofertilizantes chegue a
todos os agricultores e que receba maior incentivo governamental, explicando o

grande numero de trabalhos desenvolvidos.
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Para coautoria entre os paises, cinco clusters se formaram (amarelo,
vermelho, verde, roxo e azul) com destaque para os maiores clusters (Figura 3), que
indicam maior nimero de artigos realizados por estes paises (india e Ird). A
proximidade entre os clusters significa maior ocorréncia de coautoria. O cluster central
(india) possui redes de conex&o com diversos paises (Ird, Espanha, Austrélia e Egito)

e quanto mais distantes menor a ligacao (Brasil).

turkey egypt

pakistan india

beazil
spain portugal o

australia

unitedstates carfggda tunisia @

mexico

Figura 3. Coautoria entre paises com no minimo 4 documentos publicados.

3.4 Palavras-chaves de maior ocorréncia

No periodo de 2014 a 2020 as doze palavras-chaves com maiores taxas de
ocorréncia, com pelo menos cinco incidéncia nos artigos encontrados séao:
Biofertilizers (76), microorganism (40), bacterium (29), azotobacter (29), pgpr-
bactérias promotoras de crescimento (25), nitrogen (24), fungi (25), sustainable

agriculture (24), rhizophere (22), phosporus (19), inoculantion (18) e Azospirillum (17).

Das 1727 palavras encontradas, 111 atenderam a exigéncia, na Figura 4 é
possivel identificar todas as palavras-chaves e a formacao de trés grupos (roxo, verde
e amarelo) que possibilita avaliar a ordem cronoldgica do uso dessas palavras nas

pesquisas e as inumeras conexodes.
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Figura 4. Palavras-chaves de maior ocorréncia dos anos de 2014 a 2020.

O termo “biofertilizantes” lidera o nimero de vezes citado em artigos, entretanto
nao apresenta a mesma definicido em todos os paises, termos como “biocinsumo”,
“bioprodutos”, “bioformulagées microbianas”, “bioinoculantes” e “bioldgicos” também
sao utilizados para o mesmo tipo de pesquisa, variando de acordo com a legislacao
de cada pais. Em 2020, o Brasil criou o Programa Nacional de Bioinsumo, que visa
ampliar e fortalecer a utilizacdo desses produtos, unindo todos os termos que
anteriormente eram vistos de forma isolada na definicao “bioinsumo”. Assim, o niumero

de trabalhos € maior do que o encontrado nessa pesquisa.

2020
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4. CONCLUSOES

Ao longo dos ultimos 20 anos, o aumento do numero de publicacdes
concentrou-se nas areas de ciéncias agrarias e biologicas, com tendéncia de

crescimento para 0s proximos anos.

A india é o principal pais produtor de trabalhos cientificos com as palavras
chaves utilizadas nessa revisdo, mantendo redes de coautoria com outros paises

como Ird, Espanha, Australia e Egito.

A palavra-chave de maior ocorréncia € “biofertilizantes”, entretanto, sua
definicdo pode variar entre paises. A padronizacdo do termo “internacionalmente”
pode aumentar o numero de trabalhos encontrados, reclassificando os dez paises

identificados.
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RESUMO

NASCIMENTO, Thais Santana do; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo;
marco de 2024; Uso de Fertilizante de liberagcdo controlada associado a
inoculante no desenvolvimento de mudas de Coffea Canephora; Orientador:
Ivoney Gontijo, Co-orientador: Edilson Romais Schmildt.

O estado do Espirito Santo se destaca como maior produtor de Coffea canephora do
pais. Para formacdo de uma lavoura produtiva, além da qualidade das mudas, o
manejo nutricional influencia todo desenvolvimento da cultura. Assim, objetivou-se
avaliar o desenvolvimento de mudas de café conilon, submetidas a doses de
fertilizante de liberagcdo controlada, associadas ou ndo a inoculante comercial
contendo bactérias promotoras de crescimento. O experimento foi conduzido em
viveiro comercial, localizado no municipio de Jaguaré, na regido Norte do Espirito
Santo, nos meses de marco a julho de 2023. Foram realizados dois experimentos. No
primeiro, o delineamento experimental empregado foi em blocos casualizado (DBC),
em esquema fatorial com tratamento adicional [(5 x 2) + 1] com 4 repeticdes,
totalizando 44 unidades experimentais e 14 plantas por parcela. Os niveis do primeiro
fator sdo cinco doses (0;1;2; 4 e 8 g planta) de fertilizante de liberagdo controlada
Basacote® Mini 3M (16-08-12 (2+)) e o segundo fator é a presenca ou auséncia de
inoculante comercial (Biofree®) com as cepas de Azospirillum brasiliense (Ab-V6) e
Pseudomonas fluoresecens (CCTBO03). O tratamento adicional € a adubacéo realizada
pelo viveiro comercial (Calagem+ Endurene®+ Fertilizante fosfatado). No segundo, o
delineamento experimental empregado foi em blocos casualizado (DBC), em
esquema fatorial (3 x 2), com 4 repeticles, totalizando 24 unidades experimentais,
cada uma contendo 14 plantas por parcela. Os niveis do primeiro fator sédo diferentes
tecnologias de adubacédo de base (fertilizante de liberagdo controlada, adubacéo
tradicional do viveiro e controle), e o segundo fator consiste na presenca ou auséncia
de inoculante comercial (Biofree®). Aos 120 dias de experimento, foram analisadas as
variaveis biométricas da parte aérea, sistema radicular e os indices de clorofila. Sendo
submetidos a analise de variancia no software R, quando significativo o fator
qualitativo (inoculac&o) foi realizado a comparacao das meédias pelo teste de Tukey (p
< 0,05). Ja o fator quantitativo (doses), foi submetido a analise de regressdo com base
na significancia dos coeficientes e ao teste de média Dunnett (p < 0,05). Nao houve

interacdo significativa entre os fatores para as variaveis estudadas. Para o melhor
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desenvolvimento de mudas de Coffea canephora, gendtipo Al, produzidas em tubetes
de 160 cm3, é indicado o uso de fertilizantes de liberacdo controlada com dose de 6 g
planta-1. O uso do inoculante proporcionou aumento de 14,22% no nimero de folhas,

guando comparado ao nao inoculado.

Palavra-chave: Azospirillum brasiliense; Pseudomonas fluoresecens; Bactérias

promotoras de crescimento; Conilon, nutricdo mineral.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Thais Santana do; M.Sc.; Federal University of Espirito Santo; March
2024; Technology, Innovation, and Development of Biofertilizers, a Bibliometric
Research (2003-2023); Advisor: Ivoney Gontijo, Co-advisor: Edilson Romais Schmildt.

The state of Espirito Santo stands out as the largest producer of Coffea canephora in
the country. For the establishment of a productive plantation, in addition to the quality
of seedlings, nutritional management influences the entire development of the crop.
Thus, the objective was to evaluate the development of conilon coffee seedlings
subjected to doses of controlled-release fertilizer, associated or not with commercial
inoculants containing growth-promoting bacteria. The experiment was conducted in a
commercial nursery located in the municipality of Jaguaré, in the northern region of
Espirito Santo, from March to July 2023. Two experiments were conducted. In the first,
the experimental design employed was a randomized block design (RBD) in a factorial
scheme with an additional treatment [(5 x 2) + 1] with 4 repetitions, totaling 44
experimental units and 14 plants per plot. The levels of the first factor are five doses
(0; 1; 2; 4; and 8 g plant®-1) of controlled-release fertilizer Basacote® Mini 3M (16-08-
12 (2+)) and the second factor is the presence or absence of a commercial inoculant
(Biofree®) with strains of Azospirillum brasiliense (Ab-V6) and Pseudomonas
fluorescens (CCTBO03). The additional treatment is fertilization performed by the
commercial nursery (Lime+Endurene®+Phosphate fertilizer). In the second
experiment, the experimental design employed was a randomized block design (RBD)
in a factorial scheme (3 x 2), with 4 repetitions, totaling 24 experimental units, each
containing 14 plants per plot. The levels of the first factor are different base fertilization
technologies (controlled-release fertilizer, traditional nursery fertilization, and control),
and the second factor consists of the presence or absence of a commercial inoculant
(Biofree®). At 120 days of the experiment, biometric variables of the aerial part, root
system, and chlorophyll indices were analyzed. The data were subjected to analysis of
variance using R software. When the qualitative factor (inoculation) was significant,
mean comparisons were performed using Tukey's test (p < 0.05). For the quantitative
factor (doses), regression analysis was performed based on the significance of the
coefficients and the Dunnett's mean test (p < 0.05).
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There was no significant interaction between the factors for the variables studied. For
the best development of Coffea canephora seedlings, genotype Al, produced in 160
cm? tubes, the use of controlled-release fertilizers at a dose of 6 g plant®-1 is
recommended. The use of the inoculant resulted in a 14.22% increase in the number

of leaves compared to the non-inoculated treatment.

Keywords: Azospirillum brasiliense; Pseudomonas fluorescens; Growth-promoting
bacteria; Conilon; mineral nutrition.
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1. INTRODUCAO

O género Coffea, pertencente a familia Rubiaceae, detém 124 espécies ja
conhecidas (DAVIS et al., 2011), das quais Coffea arabica L. (café arabica) e Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner (café robusta) sdo economicamente exploradas no
mercado global de café, com consumo mundial de 168,2 milhdes de sacas no ano de
2022/23 e espera-se aumento de 5,8 % para o ano de 2023/24 (ICO, 2023).

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café, contribuindo para o
desenvolvimento de varios setores da cadeia produtiva, gerando emprego e renda nos
principais estados produtores. Segundo dados da CONAB (2024) a area destinada a
cafeicultura é de 2,25 milhdes de hectares, sendo 18,15 % dessa area correspondente
a producao de C. canephora, tendo os estados do Espirito Santo, Rondbnia e Bahia
como principais produtores.

A produgéo de mudas, com bom crescimento vegetativo e vigor, constitui uma
etapa importante para se garantir o bom desenvolvimento da cultura no campo
(SILVEIRA et al., 2023). Em mudas produzidas com substratos comerciais, tem-se a
vantagem da auséncia de fitonematoides, menor risco de patdgenos, reducdo de mao
de obra e espaco para producao nos viveiros (ROSA et al., 2021). Com a producéo
de mudas em tubetes, utiliza-se um menor volume de substrato, no entanto hd maior
risco de lixiviacdo dos nutrientes pela irrigacdo, necessitando de aplicacbes
frequentes de fertilizantes.

A eficiéncia dos fertilizantes quimicos convencionais é baixa, sendo o nitrogénio
(N) de 30 a 40%, fosforo (P) de 15 a 20%, potassio (K) de 50 a 55% (WANG et al.,
2023). Uma alternativa para se aumentar a eficiéncia das adubacdes e evitar a perda
desses nutrientes é o uso de fertilizantes com novas tecnologias. Obteve-se entdo os
fertilizantes de liberacdo controlada (SANTOS et al., 2020). Estes, consistem em
fertilizantes revestidos externamente, visando atrasar a liberacdo de nutrientes do
nudcleo do fertilizante (WANG et al., 2023), possibilitando a liberagéo de forma gradual
de modo a minimizar perdas e disponibiliza-los nas fases de maior demanda da planta.

Os substratos comerciais, que recebem fertilizacdo excessiva apresentam
uma baixa populagdo de microrganismos benéficos ao crescimento e a sanidade das
plantas durante seu ciclo (URGILES-GOMEZ et al., 2021), o que pode inviabilizar o
estabelecimento de uma simbiose planta/microrganismos. Portanto, o uso de

inoculantes que contém bactérias promotoras de crescimento vegetal, aumenta a
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eficiéncia dos fertilizantes quimicos, reduzindo a frequéncia de aplicacbes dos
mesmos (SPOLAOR et al.,, 2016). Aléem disso, existem outras caracteristicas
benéficas, como controle de patégenos nas plantas, melhora na absorcdo de
nutrientes, formacao de raizes e brotos, tolerancia da planta a estresse abidtico,
fixacdo de nitrogénio e solubilizacédo de fosfato (ARIF et al., 2020).

O uso de inoculantes na agricultura € amplamente estudado, apresentando-se
como alternativa para praticas mais sustentaveis, demonstrando associagfes com
grande numero de espécies, como o milho (SHEN et al., 2021), trigo (SILVEIRA et al.,
2016), pepino (SHAO et al., 2015) e tomate (PURI et al., 2020).

No cafeeiro, os estudos se concentram na espécie Coffea arabica (JIMENEZ-
SALGADO et al.,1997; KEJELA et al., 2016; RAMIREZ et al., 2020), com poucas
pesquisas voltadas para Coffea canephora.

Nesse contexto, objetivou-se, nesse trabalho avaliar o desenvolvimento de
mudas de café conilon, submetidas a doses de fertilizantes de liberacédo controlada,
associados ou nado a inoculante comercial de bactérias promotoras de crescimento,
com as cepas de Azospirillum brasiliense (Ab-V6) e Pseudomonas fluoresecens
(CCTBO03).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizagao e material vegetal

O experimento foi realizado em viveiro comercial, localizado no municipio de
Jaguaré (Figura 1), na regido Norte do Espirito Santo, nos meses de marc¢o a julho de
2023. Os dados do viveiro sao: latitude 18° 54'23” S, longitude 40° 04°31” W, altitude
de 70 metros com temperatura média anual de 24,2 °C. Segundo classificacdo de
Kdppen, o clima da regido € do tipo Aw, clima tropical umido, com estacdes bem
definidas, inverno seco e chuvas maximas no verao (ALVARES et al., 2014). A espécie
vegetal selecionada para estudo foi Coffea canephora, genétipo ‘A1’ que é produzida
e comercializada pelo viveiro na regido, seguindo os padrdes de qualidade de acordo

com o Registro Nacional de Sementes e Mudas (RENASEM).

g

Jaguaré @

Figura 1. Localizacéo da area de estudo.

2.2 Experimentos

Foram realizados dois experimentos, no primeiro, avaliou-se as doses de
fertilizante de liberagdo controlada, com presenca ou auséncia de inoculante
comercial. No segundo experimento, a avaliagcdo se concentrou em tecnologias de

adubacdo de base, considerando a presenca ou auséncia do inoculante.



28

2.3 Experimento 1

O delineamento experimental empregado foi em blocos casualizado (DBC), em
esquema fatorial com tratamento adicional [(5 x 2) + 1] com 4 repeti¢des, totalizando
44 unidades experimentais e 14 plantas por parcela. Os niveis do primeiro fator sdo
cinco doses de fertilizante de liberacdo controlada Basacote® Mini 3M (0;1;2; 4 e 8 g
plantal) e o segundo fator é a presenca ou auséncia de inoculante comercial
(Biofree®) com as cepas de Azospirilum brasiliense (Ab-V6) e Pseudomonas
fluoresecens (CCTB03), com garantia de 1x10'*UFC L*, além do tratamento adicional
que é a adubacéo realizada pelo viveiro comercial para tubetes (calagem + Endurene®

+ fertilizante fosfatado).

Tabela 1. Descricdo dos tratamentos utilizados no experimento. FLC = Fertilizante de
liberagdo controlada.

Tratamento Descricao Dose (g planta®?)
T1 FLC com inoculante 0,0
T2 FLC sem inoculante 0,0
T3 FLC com inoculante 1,0
T4 FLC sem inoculante 1,0
T5 FLC com inoculante 2,0
T6 FLC sem inoculante 2,0
T7 FLC com inoculante 4,0
T8 FLC sem inoculante 4,0
T9 FLC com inoculante 8,0
T10 FLC sem inoculante 8,0
Tratamento adicional Adubacéo tradicional -

2.3.1 Composicao dos tratamentos

Vinte quatro bandejas tipo caixa, com capacidade para 54 tubetes conicos de
polipropileno de 160 cm?3, passaram por limpeza em agua corrente e expostos ao sol
para desinfeccdo. O substrato comercial utilizado foi o Biomix®, composto por pé ou
fibra de coco, casca de pinus moida e compostada, Biokashi (aditivo organico com
nutrientes) e composto organico formulado pela empresa, todo material é isento de
pragas e doencas.

Para 100 litros do substrato, com caracterizacao fisico-quimica na Tabela 2,

adicionou-se 100 g de calcério (30% de CaO e 20 % de MgO). Dezesseis litros foram
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separados para o tratamento adicional, com adicdo de 103 g de fertilizante fosfatado
(14 % de P20s5 10% Ca) e 16 g de Endurene® (30% de N, 11% P20s, 1,3% Mg, 0,1%
B, 1% Zn).

Todas as doses do fertilizante Basacote® Mini 3M, com formulacéo 16-08-12
(2+) e tempo de liberacdo de 3 meses (Tabela 2), foram aferidas em balanca analitica
com precisdo de 0,0001 g e separadas em recipientes plasticos identificados,
adicionando-se ao substrato de forma individualizada. Apds, os tubetes receberam
etiquetas de acordo com cada tratamento e repeticao, sendo dispostos aleatoriamente

em cada bloco.

Tabela 2. Composicéo fisico-quimica do substrato e composicdo quimica do fertilizante

de liberacéo controlada.

Biomix® pH C/N UR Mo N P K Ca Mg S Fe Zn Cu Mn B

dag kg * mg kg-t--------

5,50 35/1 37,65 71,75 1,08 1,64 2,17 2,83 0,59 090 0,96 310,0 27,5 5759 245

Basacote® MiniaM N NO® NH* P20s KO Mg S B Cu Fe Mn Mo Zn

dag kg *

16 74 8,6 8 12 12 5 0,02 005 04 0,06 0,015 0,02

2.3.2 Propagacéao vegetativa, inoculacdo e manejo

Hastes ortotropicas jovens, foram previamente selecionadas em jardim clonal
com a finalidade de producdo de estacas para repasse ao viveiro. As estacas
continham um par de folhas do tecido adulto, cada uma cortada pela metade da sua
area para diminuir a transpiracado e evitar o efeito guarda-chuva que prejudica a
eficiéncia da irrigacédo. O tratamento fitossanitério foi realizado com imerséo por cinco
minutos no fungicida Brisa® WG indicado para controle de doencas na cultura, com
posterior transplantio nos tubetes.

A primeira inoculagdo ocorreu antes do transplantio das estacas seguindo
orientacdes do fabricante, aplicando-se 14,5 mL e a cada 30 dias uma nova aplicacéo,
sendo um total de quatro aplicagdes no ciclo das mudas, conforme padréo adotado
pelo viveiro. Todos os tratos culturais foram realizados pelo viveiro de acordo com a

pratica de producdo de mudas de forma padrdo em todos os tratamentos.
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2.3.3 Avaliacbes

A cada 15 dias, foram analisadas as seguintes variaveis biométricas: altura da
planta (AP), em cm, com auxilio de uma régua da base do colo da planta até gema
apical, diametro do caule (DC), em mm, utilizando-se paquimetro digital, nimero de
folhas (NF) contando-se manualmente o numero total presentes em cada parcela e a
relacdo da altura da parte aérea com o diametro do caule (RAD = AP/DC). Aos 120
dias de experimento, as mudas foram transportadas até a fazenda experimental da
Universidade Federal do Espirito Santos, campus S&o Mateus. Foram entéo, retiradas
dos tubetes e colocadas em baldes contendo agua para a remocdo do substrato.
Apods, separou-se 0s ramos ortotropicos, as raizes e folhas. Para se obter o indice de
clorofila total (CT) mediu-se eletronicamente por aparelho clorofiLOG® da marca
Falker, realizando-se duas leituras por muda nas folhas do terco médio. A area foliar
(AF), foi obtida com medidor de area foliar Li-COR modelo (L1-3100). A massa fresca
da parte aérea (MFPA) e das raizes (MFR), determinadas em balanca analitica com
precisdo de 0,0001 g. Apos secagem em estufa de circulacdo forcada a 62°C até
massa constante, determinou-se a massa seca da parte aérea (MSPA) e das raizes
(MSR) e relacdo da massa seca da parte aérea com a massa seca das raizes (RPAR
=MSPA/MSR).

2.3.4 Andlise estatistica

Os dados foram analisados no software R Core (TEAM, 2021), sendo
submetidos a analise de variancia, quando significativo o fator qualitativo (inoculacéo)
foi realizado a comparacdo das médias pelo teste de Tukey (p < 0,05). Ja o fator
guantitativo (doses), foi submetido a anélise de regressdo com base na significancia
dos coeficientes e ao teste de média Dunnett (p < 0,05), utilizando-se o pacote
‘Tratamentos.ad’ (AZEVEDO, 2022). Os pontos de maxima eficiéncia fisica, foram

determinados por meio da derivada primeira das equagdes de regressao quadratica.

2.4 Experimento 2

O delineamento experimental empregado foi em blocos casualizado (DBC), em
esquema fatorial (3 x 2), com 4 repeti¢cbes, totalizando 24 unidades experimentais,
cada uma contendo 14 plantas por parcela. Os niveis do primeiro fator sdo diferentes
tecnologias de adubacdo de base (fertilizante de liberacdo controlada, adubacgéo

tradicional do viveiro e controle), e o segundo fator consiste na presenca ou auséncia
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de inoculante comercial (Biofree®) com as cepas de Azospirillum brasiliense (Ab-V6)

e Pseudomonas fluoresecens (CCTBO03).

Tabela 3. Descri¢ao dos tratamentos utilizados no experimento.

Tratamento Tecnologia de adubacéo Inoculante
T1 Fertilizante liberacédo controlada com
T2 Fertilizante liberacdo controlada sem
T3 Adubacao tradicional com
T4 Adubacao tradicional sem
T5 Controle com
T6 Controle sem

2.4.1 Composicéo dos tratamentos

Oito bandejas tipo caixa, com 224 tubetes conicos com capacidade de 160 cm?3
foram preenchidos com o mesmo substrato descrito no item 2.3.1, com adicdo de 4 g
planta?® do fertilizante Basacote® Mini 3M com formulacdo 16-08-12 (2+). Para o
tratamento controle, que nao recebeu adubacdo de base, 112 tubetes foram
preenchidos com mesmo substrato descrito no item 2.3.1. J& a adubacéo tradicional
do viveiro, realizada em sacos de polietileno com dimensdes 10,5 x 20 cm, contendo
(terra de barranco + calcario+ esterco bovino curtido + adubo fosfatado 14 % de P20s
10% Ca).

2.4.2 Propagacao vegetativa, inoculacdo e manejo

Mesmos processos descritos no item 2.3.2

2.4.3 Avaliagbes

Mesmos processos descritos no item 2.3.2

2.4.4 Andlise estatistica

Os dados foram analisados no software R Core (TEAM, 2021), sendo
submetidos a analise de variancia. Quando significativo, a comparagédo das médias foi
realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Utilizando-se o pacote ExpDes.pt (FERREIRA
et al., 2018).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise de variancia e regressao

N&o houve interacdo significativa entre os fatores (doses x inoculante) para as
variaveis estudadas, indicando que o uso de inoculante independe da dose de FLC
aplicada, avaliando-se os efeitos simples dos fatores. Para o desenvolvimento das
mudas em funcao das doses de fertilizante de liberagéo controlada (FLC), todas as
variaveis analisadas, exceto diametro do caule (DC) e relacdo da massa seca da parte
aérea com a massa seca das raizes (RPAR = MSPA/MSR), foram significativas com
comportamento quadratico, observando os menores valores na dose zero e maiores
nas doses entre 4 e 8 g planta™.

A maior altura de planta (AP), foi observada na dose de 5,2 g planta* com 8,7
cm, 0 que representa um aumento de 88,31 % comparado ao tratamento sem adi¢cao
de fertilizante (Figura 2A). Esses resultados corroboram com Silva et al. (2010) que
identificaram menores taxas de crescimento em mudas de Coffea canephora sem
adicao de fertilizante de liberacdo controlada. A altura das mudas € uma das principais
caracteristicas observadas pelos produtores para determinacdo do ponto de
comercializagao (BERILLI et al.,2014).
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Figura 2. Altura de plantas (A) e numero de folhas (B) do cafeeiro apds aplicacéo de

fertilizantes de liberacdo controlada Basacote®.

Quanto ao numero de folhas por planta (Figura 2B), observou-se valor maximo
de 11,05 folhas planta, sendo a dose que proporcionou a maxima eficiéncia técnica
6,11 g plantal. O momento de levar a muda para campo, depende do nimero de
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folnas completamente expandidas (BRASIL, 2012). Este nimero pode variar entre

espécies e manejos adotados pelo viveiro. Valores encontrados por Bachido et al.

(2018) em C. arabica também apresentou comportamento quadratico € maior nimero

de folhas com incremento das doses.

A Massa fresca da parte aérea (MFPA) e das raizes (MFR) e respectivas

massas secas (MSPA, MSR), apresentaram maior producdo de biomassa aérea e

radicular (Figura 3), com pontos de maxima eficiéncia fisica nas doses de 6,17; 6,47,

6,26 e 6,30 g planta?, respectivamente. A (MSPA e MSR) apresentaram valores

meédios de 1,69 g e 0,52 g (correspondendo a 153 e 123% comparado a dose zero),

guanto maior o valor dessas variaveis, melhor a qualidade das mudas produzidas

(BATISTA et al., 2014).
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Figura 3. Massa fresca da parte aérea (A), massa fresca de raiz (B), massa seca da

parte aérea (C) e massa seca de raiz (D) do cafeeiro apds aplicacéo de fertilizantes

de liberacéo controlada Basacote®.
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Os teores de clorofila a nas folhas do cafeeiro, alcangcaram maior indice na dose
de 5,35 g planta, e houve reducédo na dose maxima aplicada. No entanto, a dose
maxima proporcionou maiores teores relativos de clorofila b e total (Figura 4). Os
pontos de maxima eficiéncia fisica encontrados foram 5 6,46 e 5,81 g plantal. Os
teores de clorofila a e b sdo indicadores da ativacdo do maquinario fotossintético das
plantas (RAMIREZ-OLVERA et al., 2019).
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Figura 4. Teor relativo de clorofila a (A), clorofila b (B) e clorofila total (C) em folhas
de cafeeiro gendtipo Al.

Partelli et al. (2014) verificaram aumentos de clorofila b e clorofila total no inverno
para cafeeiros. Também descrito por Gongalves et al. (2007) para clorofila b. Esses
resultados podem explicar os altos teores encontrados neste estudo, no qual as
mudas foram cultivadas durante o inverno e chuvas frequentes. Além disso, o

aumento na quantidade de clorofila e reducdo da Rubisco em ambientes com baixa
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guantidade de radiacdo disponivel € caracteristica de plantas com plasticidade

fenotipica, como parece ser o caso do cafeeiro (MORAIS et al., 2004).

A relacdo altura de planta e diametro do caule (AP/DC) possuem ponto de
maxima eficiéncia fisica em 4,9 g planta’* (Figura 5A). Essa relacéo indica o equilibrio
de desenvolvimento da planta, no qual o aumento possui efeito semelhante ao
estiolamento, crescendo mais em altura do que em diametro (MARANA et al., 2008).
Os resultados encontrados indicam crescimento excessivo nas mudas, com valor de
RAD de 11,0, fora do intervalo proposto por Marana et al. (2008) 3,5 a 4,0 e Dardengo
et al. (2013) 3,86. Entretanto, € importante considerar o gendtipo utilizado, quanto a
exigéncia nutricional. Observa-se que nas doses de 1 e 2 g planta, a relacédo (AP/DC)
ja se encontra acima do encontrado nos trabalhos citados, mas ndo houve detrimento
do sistema radicular. Podendo estad relacionado, a diferenca entre espécies,

genaotipos, épocas de cultivo, recipientes e ambientes.

Em relacdo a area foliar, o incremento das doses promoveu uma maior area
foliar, com maxima eficiéncia fisica de 5,7 g planta® (Figura 5B). A mensuragéo da
area foliar auxilia na avaliacdo do estado fisiolégico da planta, pois quanto maior sua
area, maior a superficie de interceptacdo de luz, podendo resultar em taxas
fotossintéticas elevadas e maior crescimento vegetal (PARTELLI et al., 2006).
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Figura 5. Relacéo altura de planta/diametro do caule (A), area foliar (B).
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3.2 Teste de Dunnett

Ao comparar as doses de fertilizante de liberagdo controlada ao tratamento
convencional do viveiro (Tabela 3), altura de planta (AP), nimero de folhas (N°F), &rea
foliar (AF), massa seca da parte aérea (MSPA), massa fresca da parte aérea (MFPA),
massa fresca da raiz (MFR), e clorofila b (clor b) se diferiram da testemunha nas doses
4 e 8 g planta?, enquanto massa seca da raiz (MSR) apenas na dose maxima de 8
g planta. A relacédo altura de planta e diametro de caule (AP/DC) nas doses 2 e 4 g
planta! com reducdo na dose maxima, a clorofila a (Clor a) difere-se do tratamento
adicional em todas as doses, enquanto que a clorofila total (Clor total) nas doses de
2,4 e 8 gplanta™.

A clorofila é o pigmento de maior relevancia para a fotossintese,
correlacionando-se ao estado nutricional e ao teor de nitrogénio das folhas,
possibilitando assim estimar o crescimento vegetal (MAO et al.,2018; SILVEIRA et
al.,2003). Neste estudo, o incremento das doses de fertilizante proporcionou maiores
indices dos pigmentos fotossintetizantes e morfoldgicos, quando comparados ao
tratamento adicional, estando diretamente relacionado a maior disponibilidade dos
nutrientes as plantas.

A dose zero apresentou 0s menores Vvalores as caracteristicas
morfofisiolégicas. Portanto, para producdo de mudas em tubetes com substrato
comercial, recomenda-se a adicdo de fertilizantes de liberacdo controlada na

adubacao.
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Tabela 3. Dados de Coffea canephora, genétipo ‘Al’ em diferentes doses de fertilizante de liberacédo controlada (FLC) comparados
com um tratamento adicional (calcario + Endurene ® + fertilizante fosfatado). AP = altura da planta; MFPA = massa fresca da parte
aérea; MFR = massa fresca de raiz; MSPA = massa seca da parte aérea; MSR = massa seca de raiz; AF = area foliar; Clor a =
Clorofila a; Clor b = Clorofila b; Clor total = clorofila total; AP/DC = razao altura da planta/diametro de caule.

AP AF N° F MFPA MFR MSPA MSR Clora Clorb Clor total AP/DC
Doses FLC (9) ¢ cm2 planta g
0 4,62 61,09* 5,41 3,74 1,75 0,89 0,30 242,72 63,91 306,63 6,44
1 7,04 151,82 7,46 6,32 2,77 1,48 0,44 317,50* 106,09 423,59 10,15
2 7,71 180,63 8,51 7,51 3,55 1,84 0,55 333,75* 137,38 471,13* 10,39*
4 8,01* 196,52* 10,28* 8,16* 4,17* 1,93* 0,63 344,25* 154,28* 498,53* 11,01*
8 7,81* 209,38* 10,51* 9,04* 4,62* 2,19* 0,68* 343,81* 174,78*  518,59* 10,14
Trat. Adicional 5,65 124,96 6,93 5,62 2,45 1,36 0,42 250,88 70,875 321,75 7,74

*Médias seguidas por asterisco diferem estatisticamente do tratamento adicional, ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), pelo teste de Dunnett.
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3.3 Dados qualitativos

Quanto ao uso do inoculante, observou-se diferenca significativa pelo
teste de Tukey (p<0,01) apenas para numero de folhas (N°F), em que as plantas
inoculadas apresentaram um maior namero de folhas (14,22%) quando
comparadas as nao inoculadas (Figura 6). Portanto, o numero de folhas é um
fator importante, pois aumenta a eficiéncia no uso da radiagéo solar, promovendo
maior taxa fotossintética e crescimento (OLIVEIRA et al., 2006). Além disso,
relaciona-se a uma melhor estruturacéo da copa das plantas, quando levadas a

campo, podendo contribuir para seu desenvolvimento.
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Figura 6. Numero de folhas em plantas inoculadas e n&o inoculas com

Azospirillum brasiliense (Ab-V6) e Pseudomonas fluoresecens (CCTBO03) em

plantas de Coffea canephora genétipo Al.

Assim, 0s géneros Azospirilum e Pseudomonas tem demonstrado
recorrente capacidade de colonizar a rizosfera vegetal e melhorar o
desenvolvimento das plantas (SAHARAN e NEHRA 2011). Essas bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCP)tem importante funcéo
bioestimuladora, através da producao de fitohorménios como, giberelinas, acido
indol acético — IAA, citocininas e etileno (URGILES-GOMEZ et al., 2021).


https://link.springer.com/article/10.1186/s40529-022-00345-w#ref-CR81
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A inoculacdo com Azospirillum nas plantas, estimula o crescimento,
resultando em aumento da biomassa da parte aérea, ramificacbes, melhor
aproveitamento da fotossintese e maior absorcéo de agua e nutrientes, levando
a rendimentos mais altos nas culturas (STRZELCZYK et al. 1994; BASHAN et
al. 2004).

3.4 Analise temporal (quantitativo x qualitativo)

A variavel altura de planta (AP) apresentou comportamento quadratico,
enquanto numero de folhas (N°F), com presenca ou auséncia do inoculante,
expressou um comportamento linear. Nos primeiros 80 dias apds transplantio
(DAT), n&o houve variagdo no crescimento das mudas. Aos 89 dias, observou-
se crescimento acentuado, e ao término do experimento, sem grandes
variacbes. As menores alturas de planta foram observadas na dose zero,
enquanto as doses 4 e 8 g planta resultaram em alturas superiores. Ja para

variavel numero de folhas, o tratamento com inoculante se destacou (Figura 7).
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Figura 7. Analise temporal em plantas de Coffea canephora genétipo Al. Altura

de planta (AP) e numero de folhas (N°F).

Corroborando com os resultados encontrado por Giuriatto Junior et al.
(2020) ao estudar estacas retiradas de diferentes posi¢des de haste ortotrdpica

secundéria para obtengdo de mudas de Coffea canephora, verificaram-se 3
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fases em seu desenvolvimento. Inicialmente, ocorreu um crescimento lento (83
dias), intermediario (83 a 125 DAT) com rapido crescimento e final com
crescimento estavel (apos 125 DAT).

Até aproximadamente os 80 dias, as mudas priorizam o crescimento
radicular, sem precocidade na emissao de brotos, que pode funcionar como
dreno consumindo as reservas de carboidratos, priorizando a disponibilidade dos
metabolitos para formacédo de raizes (LIMA et al., 2006). Com a formagé&o das
raizes (crescimento intermediario), as plantas absorvem os nutrientes. No
entanto, apesar do fornecimento dos nutrientes, a limitacdo fisica do tubete por

determinado tempo restringe o desenvolvimento (crescimento estavel)

3.5 Tecnologias de adubacdes X inoculante

No segundo experimento, os resultados da analise de variancia pelo teste
de F a 5%, ndo apresentaram interagcao significativa entre os fatores, sendo,
portanto, avaliados separadamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade (Tabela 4). Nos diferentes tratamentos de adubacédo, apenas a
variavel diametro do coleto (DC) ndo apresentou diferenca significativa. O uso
de fertilizante de liberacéo controlada (FLC) apresentou melhor desenvolvimento
nas mudas em todos parametros morfofisiol6gicos analisadas, assim, como no

experimento anterior.

Tabela 4. Variaveis morfofisiol6gicas em diferentes tecnologias de adubacao.

Tratamentos AP AP/DC MSPA/MSR Clor a Clor b Clor total
-------- cm -------- g
FLC 8,0l a 11,00 a 3,08 a 344,25 a 154,28 a 498,53 a
Ad. tradicional 537b 7,61b 2,96 ab 306,34 a 97,0b 403,34 b
Controle 462b 6,44 b 2,53 b 242,72 b 63,90 b 306,62 c
CV (%) 12,35 14,44 13,16 10,33 40,8 17,66

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade de erro (p>0,05). FLC = fertilizante de liberagdo controlada; Ad. Tradicional = adubacéo
tradicional; AP = altura da planta; AP/DC = altura da parte aérea com didmetro do coleto; MSPA/MSR= massa

seca da parte aérea e massa seca da raiz; Clor a = clorofila a; Clor b = clorofila b; Clor total= clorofila total.
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As variaveis altura de planta (AP), relacdo altura da parte aérea com
diametro do coleto (AP/DC), relacdo massa seca da parte aérea e massa seca
da raiz (MSPA/MSR) e clorofila b (Clor b) ndo apresentaram diferenca
significativa entre a adubacéo tradicional e o tratamento controle (sem uso de
fertilizante) (Tabela 4). Comprovando que a adubacéo tradicional ndo fornece
nutrientes necessarios a ser disponibilizado aos 120 dias de desenvolvimento

das mudas, necessitando de complementagdes via foliar ou fertirrigagao.

Tabela 5. Variaveis morfolégicas em diferentes tecnologias de adubacao.

Tratamentos N°F AF MFPA MFR MSPA MSR
cm? g

FLC 10,28 a 196,52 a 8,16 a 4,16 a 1,93 a 0,62 a

Ad. tradicional 6,79 b 100,08 b 4,99 b 2,76 b 1,29b 051b

Controle 5,40 c 61,08 c 3,73¢c 1,75¢c 0,89 ¢c 0,30 c

CV (%) 10,62 22,59 15,09 16,37 15,07 15,19

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade de erro (p>0,05). N°F= numero de folhas por planta; AF = &rea foliar, MFPA = massa fresca
da parte aérea; MFR = massa fresca de raiz; MSPA = massa seca da parte aérea; MSR = massa seca
de raiz.

J& as variaveis numero de folhas (N°F), area foliar (AF), massa fresca
da parte aérea (MFPA), massa fresca de raiz (MFR), massa seca de parte aérea
(MSPA), massa seca de raiz (MSR) e clorofila total (Clor total), o tratamento
controle apresentou os piores resultados de desenvolvimento (Tabela 5).

Para o uso de inoculante, foi observado o mesmo comportamento do
experimento 1, em que apenas a variavel numero de folhas apresentou
significancia. As mudas inoculadas, apresentaram um aumento de 14,16% no
namero de folhas, quando comparadas a néo inoculadas (Figura 8). Aumentos
significativos na parte aérea também foram observados quando houve

inoculacdo em plantas herbaceas e arbéreas (PURI et al., 2020).
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Figura 8. Numero de folhas em plantas inoculadas e ndo inoculas com

Azospirillum brasiliense (Ab-V6) e Pseudomonas fluoresecens (CCTBO03).

A resposta a inoculacdo depende da quantidade e qualidade das células
das bactérias promotoras de crescimento utilizadas, podendo variar de com o
genatipo da planta, estipe bacteriana, condicdes ambientais e manejos agricolas
(MATSUMURA et al., 2015). Assim, visando obter resultados mais eficazes na
inoculagéo de plantas de café conilon, recomenda-se a realizagdo de estudos
adicionais em distintas épocas do ano e utilizando diferentes métodos de

aplicacao, levando em consideracéo a diversidade de gendtipos presentes na

cultura.

De forma geral, observa-se melhores indices relacionados a qualidade
das mudas de Coffea canephora quando conduzidas com FLC na dose de 6 g
plantal, sendo o ponto de maxima eficiéncia fisica para quase todas as variaveis
analisadas, e bons resultados para numero de folhas com uso de inoculante.
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4. CONCLUSOES

Para o melhor desempenho das caracteristicas morfofisiologicas de
mudas de Coffea canephora, gendétipo Al produzidas em tubetes de 160 cm3,
recomenda-se o uso de fertilizante de liberacédo controla na dose de 6 g planta
1, com a formulacédo 16-08-12 (2+).

N&o é indicado apenas o uso de substrato comercial sem a adicdo de
fertilizantes de liberacdo controlada ou adubos tradicionais para producéo das
mudas de C. canephora.

O uso de inoculante proporcionou aumento de 14,22 % no numero de
folhas.

A diferenciacéo biométrica das mudas, tanto para os fatores quantitativos

(doses) e qualitativos (inoculante) foi aos 89 dias apos o transplantio das mudas.
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RESUMO

NASCIMENTO, Thais Santana do; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito
Santo; marco de 2024; Respostas fisiologicas em mudas de Coffea
canephora associadas a fertilizante de liberagdo controlada e inoculante;
Orientador: Ivoney Gontijo, Co-orientador: Edilson Romais Schmildt.

O manejo nutricional nas mudas do cafeeiro influencia os parametros
fisiologicos e produtivo da cultura. Objetivou-se no presente estudo compreender
as interacdes entre as doses de fertilizante de liberacdo controlada (FLC) com a
presenca ou auséncia de inoculante e a variacdo da fluorescéncia da clorofila a
e conteudo mineral das plantas, em mudas de café conilon. O experimento foi
realizado em viveiro comercial, localizado no municipio de Jaguaré, na regido
Norte do Espirito Santo, nos meses de marco a julho de 2023. O delineamento
experimental empregado foi em blocos casualizado (DBC), em esquema fatorial
com tratamento adicional [(5 x 2) + 1] com 4 repeticdes, totalizando 44 unidades
experimentais e 14 plantas por parcela. Os niveis do primeiro fator sdo cinco
doses de fertilizante de liberacdo controlada Basacote® Mini 3M (0;1;2; 4e 8 ¢
planta!) e o segundo fator é a presenca ou auséncia de inoculante comercial
(Biofree®) com as cepas de Azospirillum brasiliense (Ab-V6) e Pseudomonas
fluoresecens (CCTBO03), com garantia de 1x10'UFC L. Além do tratamento
adicional que é a adubacédo realizada pelo viveiro comercial para tubetes
(calagem + Endurene® + fertilizante fosfatado). Os parametros avaliados foram:
fluorescéncia da clorofila a, e teor mineral das mudas. Foram observadas bandas
L e K negativas indicando que o uso de FLC e inoculante proporcionaram melhor
uso da energia de excitacdo com maior estabilidade ao sistema fotoquimico.
Assim, maiores doses de FLC com inoculante promoveram aumentos nos
valores @P0O, FV/FO e ¢@EO, em contrapartida em mudas sem inoculante,
observou-se redugao em @EO evidenciando uma menor eficiéncia fotossintética.
A interacao significativa entre doses x inoculante para os teores nutricionais de
Mn encontra-se acima das faixas recomendada para cultura. As variaveis que
contribuiram positivamente para o grupo fotoquimico foram RC/CSw, @PO0, Area,
Fv/iFo e PlroTaL.

Palavra-chave: nutricdo mineral; fluorescéncia da clorofila a; robusta.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Thais Santana do; M.Sc.; Federal University of Espirito Santo;
March 2024; Respostas fisioldégicas em mudas de Coffea canephora
associadas a fertilizante de liberacdo controlada e inoculante; Advisor:
Ivoney Gontijo, Co-advisor: Edilson Romais Schmildt.

Nutritional management in coffee seedlings influences the physiological
and productive parameters of the crop. The objective was to understand the
interactions between doses of controlled-release fertilizer (CRF) with the
presence or absence of inoculant and the variation in chlorophyll a fluorescence
and mineral content of plants in conilon coffee seedlings. The experiment was
conducted in a commercial nursery located in the municipality of Jaguaré, in the
Northern region of Espirito Santo, from March to July 2023. The experimental
design employed was a randomized block design (RBD), in a factorial scheme
with an additional treatment [(5 x 2) + 1] with 4 replications, totaling 44
experimental units and 14 plants per plot. The levels of the first factor are five
doses of Basacote® Mini 3M controlled-release fertilizer (0; 1; 2; 4; and 8 g plant-
1), and the second factor is the presence or absence of commercial inoculant
(Biofree®) with strains of Azospirillum brasiliense (Ab-V6) and Pseudomonas
fluorescens (CCTBO03), with a guarantee of 1x10"11 CFU L. In addition to the
additional treatment, which is the fertilization carried out by the commercial
nursery for tubes (liming + Endurene® + phosphate fertilizer). The evaluated
parameters were: chlorophyll a fluorescence and mineral content of the
seedlings. Negative L and K bands were observed, indicating that the use of CRF
and inoculant provided better use of excitation energy with greater stability to the
photochemical system. Thus, higher doses of CRF with inoculant promoted
increases in the values of PO, FV/FO, and @EOQ; on the other hand, in seedlings
without inoculant, a reduction in @EO was observed, indicating lower
photosynthetic efficiency. The significant interaction between doses x inoculant
for Mn nutritional levels is above the recommended ranges for the crop. The
variables that positively contributed to the photochemical group were RC/CSM,
¢PO0, Area, FV/FO, and PITOTAL.

Keyword: mineral nutrition; chlorophyll a fluorescence; robusta.
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1. INTRODUCAO

O Brasil mantém sua lideranca na producéo global de café. A previsédo
para producdo mundial é de 171,4 milh6es de sacas para a safra 2023/2024,
com uma contribuicdo de cerca de 38,66%, dividida entre Coffea arabica L. e
Coffea canephora Pierre ex A. Froehner (USDA, 2023). Os estados de Minas
Gerais (café arabica) e Espirito Santo (café robusta) sdo os maiores produtores
(CONAB, 2024).

Para o estabelecimento de uma lavoura, a utilizacdo de mudas com
qualidade influenciard todo seu desenvolvimento, incluindo aspectos como
sanidade, nutricdo, qualidade de graos e produtividade. Devido ao alto potencial
produtivo da cultura, acumulando elevadas quantidades de nutrientes nos
tecidos vegetativos e reprodutivos, o café demanda altos niveis de nutrientes
(SCHMIDT et.al., 2022).

Os fertilizantes formulados NPK (Nitrogénio, fosforo e potassio) sdo os
mais utilizados pela agricultura para manter e aprimorar a fertilidade dos solos,
favorecendo a produtividade (CHANNAB et al., 2023). Entretanto, a eficiéncia
desses nutrientes é reduzida (WANG et al., 2024). Aproximadamente 70% dos
fertilizantes convencionais, apos serem aplicados, podem sem perdidos por
lixiviagdo, decomposicdo e volatilizagdo nos trés principais compartimentos da
biosfera ar (atmosfera), agua (litosfera) e solo (hidrosfera) (DUAN et al., 2023).

Assim, uma das alternativas para reduzir as perdas dos fertilizantes
convencionais sdo os fertilizantes de liberacdo controlada (FLC). De acordo com
VEJAN et al. (2021) os FLC disponibilizam os nutrientes de forma gradual de
acordo com a demanda da planta durante seu crescimento. Além disso, 0 uso
de microrganismos conhecidos como bactérias promotoras de crescimento de
plantas BPCP, estabelece interacdes benéficas entre solo e plantas,
aumentando a produtividade das culturas, reducéo da quantidade de fertilizantes
aplicados e melhor conservacdo dos recursos ambientais (FERRARO et
al.,2023). Entretanto, para se obter o maximo de beneficios, é necessario utilizar
a inoculagcdo com (BPCP) em conjunto com os niveis adequados de fertilizantes
(SOUZA et al., 2015).

Neste sentido, objetivou-se no presente estudo compreender as

interacdes entre as doses dos fertilizantes de liberagdo controlada com a


https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/potassium
https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0301479723027160#bib55
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presenca ou auséncia de inoculante e a variacao da fluorescéncia da clorofila a

e conteudo mineral das plantas, em mudas de café conilon.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizagao e material vegetal

O experimento foi realizado em viveiro comercial, localizado no municipio
de Jaguaré, na regido Norte do Espirito Santo, nos meses de marco a julho de
2023. Os dados do viveiro sdo: latitude 18° 54°23” S, longitude 40° 04°31” W,
altitude de 70 metros com temperatura média anual de 24,2 °C. Segundo
classificacdo de Koppen, o clima da regido é do tipo Aw, clima tropical umido,
com estacdes bem definidas, inverno seco e chuvas maximas no verdo
(ALVARES et al., 2014). A espécie vegetal selecionada para estudo foi Coffea
canephora, gendtipo ‘A1’ que é produzida e comercializada pelo viveiro na
regiao, seguindo os padrdes de qualidade de acordo com o Registro Nacional de
Sementes e Mudas (RENASEM).

2.2 Desenho experimental e tratamentos

O delineamento experimental empregado foi em blocos casualizado
(DBC), em esquema fatorial com tratamento adicional [(5 x 2) + 1] com 4
repeticdes, totalizando 44 unidades experimentais e 14 plantas por parcela. Os
niveis do primeiro fator sdo cinco doses de fertilizante de liberacdo controlada
Basacote® Mini 3M (0;1;2; 4 e 8 g planta™!) e o segundo fator é a presenca ou
auséncia de inoculante comercial (Biofree®) com as cepas de Azospirillum
brasiliense (Ab-V6) e Pseudomonas fluoresecens (CCTB03), com garantia de
1x101UFC L. Além do tratamento adicional que é a adubacéo realizada pelo
viveiro comercial (calagem + Endurene® + fertilizante fosfatado).

Vinte quatro bandejas tipo caixa, com capacidade para 54 tubetes conicos
de polipropileno de 160 cm3, passaram por limpeza em agua corrente e expostos
ao sol para desinfecgdo. O substrato comercial utilizado foi o Biomix®, composto
por po ou fibra de coco, casca de pinus moida e compostada, Biokashi (aditivo
organico com nutrientes) e composto organico formulado pela empresa, todo
material é isento de pragas e doencas. Para 100 litros do substrato, com
caracterizagao fisico-quimica na Tabela 1, adicionou-se 100 g de calcario (30%

de CaO e 20 % de MgO). Dezesseis litros foram separados para o tratamento
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adicional, com adicao de 103 g de fertilizante fosfatado (14 % de P20s 10% Ca)
e 16 g de Endurene® (30% de N, 11% P20s, 1,3% Mg, 0,1% B, 1% Zn).

Todas as doses do fertilizante Basacote® Mini 3M, com formulagéo 16-08-
12 (2+) e tempo de liberacdo de 3 meses (Tabela 1), foram aferidas em balanca
analitica com precisdo de 0,0001 g e separadas em recipientes plasticos
identificados, adicionando-se ao substrato de forma individualizada. Apoés, os
tubetes receberam etiquetas de acordo com cada tratamento e repeticao, sendo
dispostos aleatoriamente em cada bloco.

Tabela 1. Composicdo fisico-quimica do substrato e composicdo quimica do

fertilizante de liberac&o controlada.

Biomix® pH C/N UR Mo N P K Ca Mg S Fe Zn Cu Mn B

dag kg ! mg kg1--------

5,50 35/1 3765 71,75 1,08 1,64 2,17 2,83 059 0,90 0,96 310,0 275 5759 245

Basacote® MiniaM N NO® NH* P20s K20 Mg S B Cu Fe Mn Mo Zn

dag kg !

16 74 86 8 12 12 5 002 005 04 0,06 0,015 0,02

2.3 Propagacao vegetativa, inoculacdo e manejo

Hastes ortotrépicas jovens, foram previamente selecionadas em jardim
clonal com a finalidade de producdo de estacas para repasse ao viveiro. As
estacas contiam um par de folhas do tecido adulto, cada uma cortada pela
metade da sua area para diminuir a transpiracao e evitar o efeito guarda-chuva
que prejudica a eficiéncia da irrigacdo. O tratamento fitossanitario foi realizado
com imersdo por cinco minutos no fungicida Brisa® WG indicado para controle
de doencas na cultura, com posterior transplantio nos tubetes.

A primeira inoculagéo ocorreu antes do transplantio das estacas seguindo
orientacdes do fabricante, aplicando-se 14,5 mL via irrigacdo utilizando um
regador. A cada 30 dias, foi realizada uma nova aplicacédo, totalizando 4
aplicacdes no ciclo das mudas, conforme padréo adotado pelo viveiro. Todos os
tratos culturais foram realizados pelo viveiro de acordo com a pratica de

producdo de mudas de forma padrdo em todos os tratamentos.
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2.4 Fluorescéncia da clorofila a: Curvas OJIP, normalizagOes e teste JIP

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida com um fluordmetro
portatil Handy-PEA (Hansatech, King's Lynn, Norfolk, Reino Unido). Para as
medic¢Oes, foram selecionadas aleatoriamente treze plantas de cada tratamento
(n=13) aos 120 dias de experimento. As folhas jovens completamente
expandidas) foram previamente adaptadas ao escuro usando clipes foliares
(Hansatech®) por 30 minutos. Foi aplicado um flash saturante de luz com
intensidade 3000 pmol (fétons) m=2 s™1, suficiente para gerar a fluorescéncia
méaxima em todos os tratamentos. Os sinais de fluorescéncia foram registrados
de 10us até 1s. As intensidades de fluorescéncia registrada aos 20us
(considerada como Fo), 100us, 300us, 2ms (FJ), 30ms (FI) e fluorescéncia
maxima ou Fm (=300ms) foram coletadas e utilizadas para obter os parametros
do teste JIP (STRASSER et al., 2004).

Para a construcdo das curvas OJIP, os sinais de fluorescéncia foram
obtidos pelo software Biolyser (Biolyser ¢ R. M. Rodriguez, The Bionenergetics
Laboratory, University of Geneva, Geneva, Switzerland) e plotados em escala
logaritmica de tempo desde 0,02 us até 1s. A curva OJIP e normalizacdes foram
construidos utilizando o SigmaPlot versdo 12.0. Para comparar os efeitos dos
tratamentos para os eventos refletidos nas fases O-J, J-I e I-P, os sinais de
fluorescéncia foram duplamente normalizados entre Fo a Fm e apresentados
como a cinética da fluorescéncia relativa variavel no tempo (t), Vop = (Ft-Fo)/(Fm-
Fo) e como a diferenga cinética Avop = (Voptratamento - Vopcontrole) (STRASSER et
al. 2007).

A fluorescéncia relativa entre os pontos O e K [20 and 300us,
respectivamente = Vok = (Ft — Fo)/(Fk — Fo)] e entre O e J [20us e 2ms,
respectivamente = Voj = (Ft — Fo)/(Fs — Fo)]) foram normalizados e apresentados
como a diferenca cinética Vok = Vok(tratamento) = Vok(controle) € Vo3 = Vou(tratamento)
—Voi(controle), respectivamente. A diferenca cinética Vok e Vos refletem o
aparecimento das bandas-L e K, respectivamente. Plantas que ndo receberam

o0 FLC e o inoculante foram consideradas como controle
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2.5 Macro e micronutrientes das plantas

Folhas das 14 plantas por parcela, foram colocadas em sacos de papel
identificados e levado em estufa de circulagéo forgada por 72 horas, até massa
constante. Apos secagem, amostras compostas de todos os tratamentos por
blocos foram separadas para envio a laboratorio de analises agronémicas, para
determinacao dos teores de nutrientes nas mudas. A determinacéo de P, K Ca,
Mg, S, Zn, Mn, Fe, Cu e Na, foram realizadas por digestdo em &acido nitrico-
perclérico. A quantificagédo do nitrogénio (N) pelo método micro Kjeldahl (ou seja,
digestdo com acido sulfurico seguida por destilacéo e titulacdo) e Boro (B) por
incineracdo. Os resultados foram expressos em gramas e miligramas de cada

elemento por quilo de matéria seca.

2.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados no software R (TEAM, 2021), sendo
submetidos a andlise de variancia, quando significativo o fator qualitativo
(inoculacéo) foi realizado a comparacdo das médias pelo teste de Tukey (p <
0,05). J& o fator quantitativo (doses), foi submetido a andlise de regressdo com
base na significancia dos coeficientes, utilizando-se o pacote ‘Tratamentos.ad’
(AZEVEDO, 2022). Os pontos de maxima eficiéncia fisica, foram determinados
por meio da derivada primeira das equacdes de regressao quadratica.

Além disso, realizou-se a analise multivariada dos dados através da
analise dos componentes principais (ACP), cada uma das doses de FLC, foram
analisadas graficamente com e sem presenca de inoculante contendo bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCP), com os parametros fisiol6gicos

e nutricionais.
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3. RESULTADOS
3.1 Florescéncia da clorofila a

A analise das curvas da fluorescéncia transiente da clorofila a mostraram
diferencgas fisiolégicas nas mudas de café conilon submetidas a doses de
fertilizante de liberacdo controlada (FLC), com e sem inoculante. As curvas
mostraram um comportamento polifasico tipico OJIP aumentando desde o nivel
de fluorescéncia inicial (Fo) até o nivel maximo (Fm) com pontos intermediarios
J e | bem definidos (Figura 1A-B). Maior heterogeneidade das amostras foi
observada para as plantas que nao receberam inoculacéo.

Para avaliar com maior nivel de detalhes o comportamento polifasico das
curvas OJIP, os dados de fluorescéncia foram duplamente normalizados entre
FO e Fm, o que permitiu a visualizacao das fases O-J, J-1 e I-P, foram realizadas
normalizacGes entre os pontos (FO e Fm), apresentadas como fluorescéncia
variavel relativa (Vopr) e como a diferenca cinética (AVor) (STRASSER et al.,
2007). A analise de Vop, permitiu visualizar aumento do ponto J, obtido aos 2 ms,
no tratamento sem inoculante para a dose 0 g de FLC. Nenhuma variacao foi
observada no ponto | para todos os tratamentos.

Na auséncia de inoculante, a analise de AVop revelou fases O-J e J-I com
amplitudes negativas para as doses 2, 4 e 8 g FLC. Por outro lado, quando O e
1 g de FLC foram aplicadas, fase I-P positiva foi observada (Figura E-F). Quando
o inoculante foi aplicado, fases O-J e J-I positivas também foram observadas,

mas com menor amplitude.
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fluorescéncia variavel relativa Vor (C-D) e diferencgas cinéticas da fluorescéncia

variavel relativa AVor (E-F) em mudas de Coffea canephora.
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Para avaliar a conectividade energética entre as subunidades associadas

ao FSIl e a estabilidade do complexo de evolucdo do oxigénio (CEO), os dados

de fluorescéncia normalizados entre os pontos O-K e O-J revelaram bandas L e

K distinguindo os tratamentos entre si (Figura 2).

No presente estudo, na auséncia do inoculante, banda-K positiva foi
obtida na dose de 0 g de FLC. Para as doses 1, 2, 4 e 8 g de FLC, bandas-K

negativas foram observadas e foram proporcionais a dose de FLC aplicada, com

maiores amplitudes negativas registradas para as doses 4 e 8 seguidas pela

dose 2 g de FLC.
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Figura 2. Mudas de café conilon em diferentes doses de fertilizante de
liberacdo controlada com (A-C) e sem (B-D) inoculante, entre os passos O- K

Banda — L (C-D) e O- J banda- K

(A-B).

O uso do inoculante resultou em bandas-K negativas para todas as doses

de FLC aplicadas, com menor amplitude para as doses 0 e 1 g de FLC e maior



60

amplitude para as doses 2 a 8 g de FLC. A banda-L formada para todos os
tratamentos (com/sem inoculante), apresentou valores negativos com maior
amplitude para as doses 4 e 8 g de FLC. O uso do inoculante aumentou a
amplitude negativa da banda-L para a dose 0 g FLC.
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3.2 Parametros do teste JIP

A Figura 3 apresenta 21 parametros da fluorescéncia da clorofila a (teste
JIP) em plantas de café conilon genétipo A1. Ambos os tratamentos (com e sem
inoculante) e doses de FLC influenciaram os parametros do teste JIP. Mudas
cultivadas com inoculante mostraram reducdes nos valores de Fo, N e aumento
para Vjpara as menores doses de FLC. Por outro lado, mudas sem inoculante
também apresentaram redugcdes em Fo, mas aumento dos valores de N e V. A
fluorescéncia maxima (Fm) aumentou nas doses 0, 8 e 4 g de FLC para mudas
inoculadas com reducdo para dose de 2 g de FLC, enguanto para nao
inoculadas, o aumento foi observado nas doses 2 e 4 g de FLC, com reducdes
em 1 e 8 g de FLC. Além disso, houve aumento em Fv/Fo e reducdo em Fo/Fm
em todas as doses, independente do inoculante. Destaca-se que a fluorescéncia
variavel (Vi) ndo apresentou aumento em ambos tratamentos. Em Tf (max), houve
aumento nas doses 2 e 4 g FLC e reducdo em 0, 1 e 8 g de FLC para ambos
tratamentos. SFI abs) das mudas inoculadas aumentou em todas as doses de
FLC, enquanto sem inoculante, apenas nas doses 8 e 2 g de FLC, com reducao
para dose de 0 g e 1 g ndo diferindo-se do controle. Para Area, observou-se
aumento em 4, 8, 2 e 0 g FLC em ambos tratamentos, com a dose de 1 g ndo se
diferindo do controle com a presenca do inoculante, com reducéao na dose 1 g de
FLC para nao inoculadas. Sm em mudas com inoculante as doses 4,8 e 2 g de
FLC apresentaram aumento, com as doses 0 e 1 g de FLC nado apresentando
diferenca em relacdo ao controle, para mudas sem inoculante, observou-se
aumento para todas as doses. Sm/Tmax) aumento nas doses de 0,8,4 e 1 g de
FLC em ambos tratamentos. No entanto, a dose de 2 g nao apresentou
diferencas ao controle em mudas com inoculante, entretanto houve redugéo em
mudas sem inoculante. Os valores dos fluxos fenomenol6gicos de energia
relacionados a absorcéo, captura e transporte de elétrons por secao transversal
(ABS/CSm, TRo/CSm e ETo/CSwm, respectivamente) aumentaram quando as
plantas foram cultivadas com inoculante. Observou-se redugdes dos valores do
fluxo de energia de dissipacéao (Dlo/CSwm) nos tratamentos com e sem inoculante
independente da dose de FLC aplicada. A densidade de centros de reacéo ativos
(RC/CSwm) aumentou para todas as doses de FLC na presenca do inoculante. Na
auséncia do inoculante, maior RC/CSwm ocorreu apenas para as doses 4,8 e 2 g

de FLC, com as doses 0 e 1 g de FLC sem diferencas em relacdo a testemunha.
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Figura 3. Parametros do teste JIP em plantas de café conilon gendétipo A1 com
e sem inoculante. Médias seguidas por um (*) para doses de FLC em cada
tratamento com ou sem inoculante; e/ou dois asteriscos (**), para com ou sem
inoculante em cada dose de FLC; e/ou trés asteriscos (***), para os fatores doses
e inoculante sem interacdo, sdo significativamente diferentes de acordo com o

teste de F (p<0,05). " (ndo significativo)

A andlise dos parametros de rendimento quantico para mudas cultivadas
sem inoculante revelaram um aumento em @Po nas doses 8,4 e 2 g de FLC
aplicadas, assim como em @Eo apenas para as doses 4, 8 e 2 g de FLC, com
reducdo para as doses 0 e 1 g de FLC. Entretanto, o uso do inoculante aumentou
¢Po em todas as doses de FLC, enquanto 9EO aumentou apenas para as doses
4,8 e 2 g de FLC, sem diferenca em relacdo a testemunha para as doses 0O e 1
g de FLC. Os valores de @Do reduziram em todas as doses de FLC,
independente do uso de inoculante. Quanto a ®Ro,, em mudas inoculadas,
observou-se aumentou nas doses 8,4,2 e 0 g FLC, com 1 g nao se diferindo do
controle. Os mesmos resultados foram encontrados sem inoculag¢do, porém com

aumento em todas as doses.
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Figura 4. indice de desempenho em base de absorcéo (Plass) e para conservacao
de energia dos fétons absorvidos pelo FSII para a reducéo dos aceptores finais
do FSI (PlrotaL), em plantas de café conilon genétipo Al em diferentes doses de
FLC com presenca ou auséncia de inoculante. Médias seguidas pela mesma letra

nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O aumento nas doses de FLC resultou em uma elevacdo nos valores do
indice de desempenho (Plass) e PlroraL independentemente da presenca do

inoculante (Figura 4 a-b).
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3.3 Conteudo mineral das mudas

Os teores minerais das mudas foram significativos para o fator dose
(Tabela 2). Os nutrientes Fésforo (P) e Enxofre (S) apresentaram
comportamento linear crescente em resposta ao incremento das doses de
fertilizante de liberacdo controlada (FLC) (Tabela 2). No entanto, para Céalcio
(Ca), Magnésio (Mg) e Cobre (Cu), observou-se um comportamento quadrético.
O ponto de maxima eficiéncia fisica para o Ca foi atingido em 5 g planta*de FLC.
Houve reducdo nos nutrientes Mg e Cu com ponto de minimo de 6,59 e 5 g
planta®l de FLC, respectivamente, com aumento das doses. A interagdo
significativa entre doses de FLC e inoculante foi observada para os
micronutrientes manganés (Mn) e boro (B). A inoculagdo promoveu maior teor
de Manganés na dose maxima. Maior teor de B ocorreu na dose 0 g FLC na

auséncia de inoculante (apenas substrato).

Tabela 2. Analise foliar de mudas de Coffea canephora em fungcéo das diferentes

doses de fertilizante de liberacéo controlada.

Nutrientes Doses FLC (g) Trat. Ad Equacéo Rz
0 1 2 4 8

P (g kg?) 1,66* 1,71* 1,96* 210* 2,36 142 y= 0,088 Xx** + 1,69** 0,94

S (g kg?) 1,46 151 164* 163  1,80* 1,47 y= 0,039 x** + 1,49** 0,91

Ca (g kg?) 804 887 931 930 9,12 8,37 y=-0,055x2**+0,55x**+8,22 0,85

Mg (g kg?) 370 331 316 2,88 2,75 3,37 y=0,022 x2**-0,29 x**+ 3,65 0,98

Cu (mg kgh) 7,96* 6,10 582 554 595 525 y=0,099 x2** - 0,99 x** + 7,54 0,83

Mn (mg kg?)

Com inoculante 44,202 53,922 64,552 101,202 278,652 y= 3,62 x>** - 0,11 x + 47,33 0,99

Sem inoculante 44,422 49,672 66,472 115,152 224,10°b ’ y= 23,41 x** + 29,72** 0,98

B (mg kg™)

Com inoculante 112,57° 90,052 90,222 87,322 79,252 y= 0,68 xz**- 8,71 x** + 106,48 0,78

Sem inoculante 137,472 96,522 95472 81,522 91,772 y= 2,15 x2** - 21 77 x** +129,28 0,85

Médias seguidas de mesma letra minlscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade de erro (p>0,05) para os fatores com interacdo (Inoculante X doses). Médias

seguidas por asterisco (*) diferem-se do tratamento adicional, ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05),

pelo teste de Dunnett.
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3.4 Anélise dos componentes principais (ACP)

Como mostra a Figura 5, os biplots derivados da ACP resumiram as
correlagcbes entre os tratamentos e caracteristicas fisiologicas (teste JIP e
conteudo mineral). Os dois primeiros componentes principais explicaram 72,81%
da variancia total das caracteristicas nos dez tratamentos. A CP1 explicou
47,97% da variacdo total e foi positivamente associada com caracteristicas
fotoquimicas Plass, RC.CSwm, Area, PltoraL, SFi.abs, ®Eo, Po, Fv.Fo, ETo.CSw,
¢Ro, Sm e associacdo negativa com caracteristicas ndo-fotoquimicas como
DIO/CSwm, Vi, Fo, Vj, N, K, Fo.Fm e @Do. Assim, PC1 tendeu a representar as
caracteristicas fotoquimicas.

O PC2 explicou 24,84% da variacao total dos dados e foi positivamente
associado ao conteudo de Mg, B, Cu, Zn, ABS.CSm, Fm € TRo.CSm e
negativamente correlacionado com o contetudo de nitrogénio (Ni), Ca, Mn, P, S
e Fe.

Os tratamentos que receberam 4 e 8 g de FLC com e sem inoculante (T7
a T10) foram separados dos demais com pontuacdo alta no PC1l e foram
relacionados com os parametros fotoquimicos da fluorescéncia da clorofila a,
como Plass, PlrotaL, Po e @Eo. Por outro lado, os tratamentos com 0 g de FLC
e a testemunha (T2 e TEST, respectivamente) foram relacionados com as
caracteristicas ndo-fotoquimicas da fluorescéncia da clorofila a, como V3, @Do. e
Fo/Fm.
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Figura 5. Gréfico da Analise de componentes Principais (PCA) considerando 21

fatores analisados com e sem inoculante em cinco doses de fertilizante de

liberacdo controlada (FLC) e tratamento adicional (TEST). Fluorescéncia inicial

(FO), fluorescéncia maxima (Fm), a eficiéncia quantica da dissipacéo de energia

(pDO0), a eficiéncia quantica maxima da fotoquimica primaria (@PO0), fluxo

especifico de absor¢ao por centro de reacéo ativo (ABS/RC), ao fluxo especifico

de dissipacdo por centro de reacao ativo (DIO/RC), ao fluxo especifico de

transporte de elétrons por centro de reacdo ativo (ETO/RC), indice de

desempenho em base de absorcao (Plass) e para conservacao de energia dos

fétons absorvidos pelo FSII para a reducéo dos aceptores finais do FSI (PlroTaL),



67

4. DISCUSSAO
4.1 Florescéncia da clorofila a

Neste estudo, investigou-se a interagcdo de doses de fertilizante de
liberacdo controlada (FLC) e uso de inoculante contendo bactérias promotoras
de crescimento de plantas (BPCP) no desenvolvimento inicial de mudas de café
conilon. O comportamento polifasico tipico OJIP observado, indica que todas as
mudas estavam fotossinteticamente ativas em todos os tratamentos. Entretanto,
a presenca de FLC nas doses estudadas (2, 4 e 8 g planta') e inoculante
apresentaram melhores indices fisioldgicos comparadas as nao inoculadas. A
normalizagéo AVop permite visualizar, a fase O-J que se relaciona a reducgéo de
QA nos centros de reacao do FSII, J-I reducao do pool de plastoquinonas e I-P
a Ultima etapa da cadeia transportadora de elétrons, com reducéo da velocidade
dos aceitadores finais no FSI (TOTH et al., 2007; MARTINS et al., 2021). Neste
contexto, mudas cultivadas nas doses 0 e 1 g de FLC apresentaram fase |-P
positivas (Figura 1E-F), ocorrendo reducéo dos aceptores e aumento do fluxo de
elétrons, a presenca do inoculante foi eficiente para reorganizar o fluxo e reduzir
a amplitude das curvas. Por outro lado, bandas L e K positivas podem ser
indicativos para identificar perturbacdes fisioldgicas antes de danos visuais nas
plantas (OUKARROUM et al., 2009). Entre os tratamentos, apenas plantas
(Figura 2-B) sem inoculante para dose zero, apresentaram banda K positiva,
indicando distlrbios nas membranas dos tilacoides, reduzindo a ligacéo entres
0os RCs do fotossistema Il (ROSA et al.,2018), e perda de integridade do
complexo de evolucéo de oxigénio (CEO) (KALAJI et al., 2016). No entanto, para
as doses 1, 2,4 e 8 g de FLC, foram observadas bandas negativas. Logo, banda
K negativa, tem-se um maior fluxo de elétrons liberados pelo complexo de
evolucdo de oxigénio (CEO) e a proteinas D1 dos centros de reacédo do FSII
(ROSA et al.,2018). J4 para banda L, todos os tratamentos apresentaram valores
negativos independente das doses, entretanto, valores mais negativos foram
observados nas doses 8 e 4 g de FLC (sem e com inoculante). Portanto, bandas
L e K negativas indicam que o uso de FLC e inoculante proporcionaram melhor
uso da energia de excitagdo com maior estabilidade ao sistema fotoquimico. O
uso do inoculante, contribuiu principalmente nas menores doses, fazendo com

gue se aproximasse ou até mesmo se iguala-se as maiores doses aplicadas.
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4.2 Teste JIP

O presente estudo representa o primeiro relato, até onde tem-se
conhecimento, sobre o efeito do uso de inoculante com as cepas de Azospirillum
brasiliense e Pseudomonas fluoresecens, associadas a doses de fertilizante de
liberacdo controlada (FLC), nos parametros fotoquimicos, apresentando
diferencas ao teste JIP. Ambos os tratamentos apresentaram reducfes na
fluorescéncia inicial (Fo), quando os centros de reacdo estdo abertos e QA é
oxidado ao maximo (BAKER E ROSENQVIST 2004). As reducbes de Fo,
demonstram uma melhoria no fluxo de elétrons no FSIl (QA) para o aceptor
secundario de elétrons (QB) (MARTINS et al.,2018), indicando que as mudas
ndo estavam sob estresse bidtico e abidtico.

A intensidade de fluorescéncia maxima (Fm) analisa a eficiéncia
fotossintética das plantas, em que todos os centros de reacéo estdo fechados
(KALAJI et al., 2016). Para mudas com e sem inoculante ocorreram reducfes
nas doses 2 g de FLC (com inoculante), 1 e 8 g de FLC (sem inoculante),
sugerindo um impacto negativo na eficiéncia fotossintética para estes
tratamentos. Os valores de Vje Viindicam o funcionamento dos fluxos de elétrons
entre as quinonas (QA e QB) no lado receptor do FSIlI (SANTOS et al. 2020;
MARTINS et al. 2021). Aumentos em Vjindicam a reducdo da capacidade de
reoxidar a plastoquinona (SHAMSHIRI & FATTAHI 2016), e neste estudo, pode-
se observar uma reoxidacédo lenta de QA e QB para as mudas submetidas as
menores doses (0 e 1 g de FLC). O parametro Area tem seu tamanho
proporcional ao pool dos aceptores de elétrons no lado redutor do FSlI, se o fluxo
de elétrons do centro de reacédo para o pool de plastoquinona for interrompido, a
Area é reduzida (MEHTA et al. 2010). Neste estudo, a Area aumentou para as
maiores doses de FLC. Quando associamos os indices Fv/Fo, Po e @Eo €
possivel analisar as condicdes do sistema de transporte de elétrons, eficiéncia,
conversdo e transporte de energia entre os fotossistemas (STRASSER et al.
2004; GUO et al. 2020). Assim, maiores doses de FLC com inoculante
promoveram aumentos nos valores PO, Fv/Fo e @Eo, em contrapartida em
mudas sem inoculante, observou-se redu¢ao em @EO evidenciando uma menor
eficiéncia fotossintética. Pois, seus valores representam o rendimento quéantico
do transporte de elétrons (MATHUR et al. 2016). Aumentos também foram
encontrados para ABS/CSwm, TRo/CSm e ETo/CSm sem incremento para DIO/CSwm
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e ¢Do indicando aparato fotossintético ativo e eficiente para mudas inoculadas,
observando valores mais baixos sem inoculante. Além disso, apresentaram
valores mais alto para indices de desempenho PlrotaL € Plass confirmando o
desempenho do aparato fotossintético das plantas (KALAJI et al., 2016), sendo

parametros sensiveis ao teste JIP.
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4.3 Conteudo mineral foliar

Para os nutrientes nitrogénio (N), potassio (K), zinco (Zn) e ferro (Fe), nao
foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos. No entanto, os
teores médios dos macronutrientes encontrados foram 27,79 e 25,44 g kg't, e
dos micronutrientes 26,57 e 114,87 mg kg, respectivamente. Os resultados
observados por Gongalves et al. (2009) em estudo com mudas de Coffea arabica
L. produzidas em tubetes indicam teores adequados de nitrogénio e potassio
dentro da faixa de 22,6 a 26,2 g kg para N e 25,9 a 29,2 g kgtem K.

No presente estudo, os teores de nitrogénio encontram-se acima da faixa
proposta, enquanto os valores para potassio se aproximam dessa faixa.
Entretanto, em lavouras de Coffea canephora de alta produtividade sob cultivo
convencional, foram determinados valores adequados para N de 26,4 e 18,5 g
kg? para K e micronutrientes Zn 10,9 e 106 mg kg* para Fe (PARTELLI et
al.,2006), estando todos os valores neste estudo superiores.

Os nutrientes que apresentaram diferencas significativas (Tabela 2) foram
comparados aos valores encontrados por Prezotti et al. (2007) e Partelli et al.
(2006) (Tabela 3). O teor médio de fosforo (P) encontra-se acima em todas as
doses em ambos os autores. Para magnésio (Mg), foram observados valores
acima do proposto por Partelli et al. (2006) na dose zero, entretanto, nas doses
1 e 2 g de FLC e no tratamento adicional, estdo dentro da faixa proposta por
Prezotti et al. (2007). O teor médio de enxofre (S) encontra-se dentro do proposto
por Partelli et al. (2006) apenas na dose maxima, enquanto nas doses 0,1 e 2 g
de FLC dentro do proposto por Prezotti et al. (2007). Para célcio (Ca) e cobre
(Cu), os valores estéo abaixo do recomendado em ambos os trabalhos.

O teor de manganés (Mn) encontra-se dentro da faixa proposta por
Prezotti et al. (2007) nas doses 1, 2 e 4 g de FLC com inoculante e sem apenas
2 e 4 g de FLC e nenhum teor dentro do proposto por Partelli et al. (2006). A
interacao significativa observada para a dose maxima e o uso de inoculante ndo
esta dentro das faixas recomendadas para a cultura.

Para boro (B), todas as doses e o tratamento adicional encontram-se
dentro da faixa proposta por Prezotti et al. (2007) com e sem inoculante, no

entanto, acima do encontrado por Partelli et al. (2006).
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Tabela 3. Diagnose nutricional para Coffea canephora em lavoura de alta
produtividade proposto por Partelli et al. (2006) e recomendacdo do manual de
calagem e adubacdo para o estado do Espirito Santo, segundo Prezotti et al.
(2007).

Nutrientes PARTELLI et al.,2006 PREZOTTI et al., 2007
P (g kg'h) 1,4 1,2-1,6
S (g kg?) 1,8 1,5-2,0
Ca (g kg?) 11,6 10-13
Mg (g kg 3,6 3,1-45
Cu (mg kg?) 12,0 8,0-16
Mn (mg kg?) 85,0 50 - 200
B (mg kg1) 62,4 70— 180

Cada um dos nutrientes contribui para as reac¢des bioquimicas, separadas
em trés categorias: aos que fazem parte de compostos de carbono (N e S), os
importantes para o armazenamento de energia ou na integridade estrutural (P,
B e Si), os que permanecem na forma ionica (Ca, K, Mg, Cl, Zn e Na) e
envolvidos em reagdes redox (Fe, Mn, Cu, Ni e Mo) (TAIZ & ZEIGER, 2017).

Considerando-se a caréncia de informacdes referentes a nutricdo mineral
em mudas de Coffea canephora, € importante ressaltar a influéncia das
diferentes espécies, gendtipos, época de coleta, idade, érgdos e tecidos da
planta (PREZOTTI & BRAGANCA 2013). Além disso, a concentragdo de um
nutriente no tecido vegetal depende do balanco entre a absor¢ao e diluicdo ao
longo do seu crescimento, podendo esta em niveis de deficiéncia, adequado e
toxico (TAIZ & ZEIGER, 2017).

Assim, a sequéncia de acumulagdo dos macronutrientes encontrados
neste estudo para o genoétipo Al, seguiu a seguinte ordem N > K > Ca > Mg > P

> S e para 0s micronutrientes Fe > Mn > B > Zn > Cu.
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4.4 Andlise dos componentes principais (ACP)

A andlise permitiu a visualizacdo da formacdo de trés grupos
(fotoquimicas, nédo-fotoquimicas e nutricionais), influenciados pelas doses e
inoculante, em um mesmo genotipo, mas sob diferentes condi¢cfes de nutricdo
(Figura 5). As variaveis que mais influenciaram o grupo fotoquimico foram
RC/CSwm, @Po, Area, Fv/Fo e PlrotaL. Conforme mostrado anteriormente, essas
variaveis indicam o comportamento normal de plantas ndo submetidas a
estresse e com eficiéncia fotossintética. A formacéo do grupo nao-fotoquimico
foi mais influenciada por @Do e Fo/Fm, sugerindo danos ou condigdes que
afetaram negativamente o aparato fotossintético.

O grupo nutricional foi influenciado pelo nutriente magnésio (Mg),
envolvido em inumeros processos fisioldgicos e bioquimicos, incluindo a
fotossintese, sendo o segundo nutriente mais abundantes nas plantas (CHEN et
al., 2018).

A andlise confrmou que os parametros fotossintéticos estéo

significativamente correlacionados com as maiores doses de FLC.
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5. CONCLUSOES

De modo geral, os parametros OJIP e JIP foram positivamente
influenciados pelo uso de inoculante e maiores doses de Fertlizante de
Liberacdo Controlada melhorando o desempenho fotoquimico e os indices de
desempenho das mudas em comparacao as néo inoculadas.

A sequéncia de acumulacdo encontrados neste estudo para o genaétipo
Al, seguiu a seguinte ordem N>K>Ca>Mg>P>S>Fe>Mn>B >Zn > Cu.

As variaveis que contribuiram positivamente para o grupo fotoquimico
foram RC/CSw, PO, Area, Fv/Fo e PlroTaL.
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ANEXO 1

Figura 1. Selecao e desinfeccdo dos tubetes (A-B); adubacdes dos tratamentos
(C-D) (Fotos: Thais Santana do Nascimento).
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ANEXO 2

Figura 2. Tratamento fitossanitario (Figura A); plantio das estacas (Figura B-
D); aplicacdo de inoculante com bactérias promotoras de crescimento
(Figura D).
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ANEXO 3

Figura 3. Afericéo das doses de FLC (A-B); aplicacao nos tratamentos (C-
D) (Fotos: Thais Santana do Nascimento).
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ANEXO 4
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Figura 4. Avaliacdes biométricas e fisioldégicas — diametro (A); altura de planta
(B); Fluorescéncia da clorofila a (C-D).
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ANEXO 5

Figura 5. Transporte das mudas para a fazenda experimental da UFES; teor de
clorofila
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ANEXO 6

Figura 6. Limpeza e retirada das mudas dos tubetes (A-B); separacdo dos ramos
ortotrépicos, as raizes e folhas (C-D)
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ANEXO 7

Figura 7. Area foliar (A); secagem em estufa de circulag&o forcada a 62°C com folhas,
ramos e raizes para obtenc@o de massa seca (B).
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