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Medidor portétil de clorofila: Determinacgdo dos teores de clorofila e nitrogénio
em andiroba e cumaru

Portable meter of chlorophyll: Determination of the contents of chlorophyll and
nitrogen in andiroba and cumaru

Cristina A. Felsemburgh*, Edgard S. Tribuzy?.

RESUMO - Os métodos utilizados para extrair os pigmentos fotossintéticos como a clorofila do material de plantas séo
baseados na utilizacdo de solventes organicos e ainda sdo destrutivos. O uso do medidor indireto portatil de clorofila
SPAD-502 tem sido utilizado para quantificar de forma nédo destrutiva e rapida os teores de clorofila e nitrogénio foliar.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade da utilizagdo do SPAD-502 para a predi¢do dos teores de
clorofila total e nitrogénio foliar em Carapa guianensis Aubl. e Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. O experimento foi
realizado no viveiro da Universidade Federal do Oeste do Para, foram utilizadas 10 plantas de cada espécie. As leituras
com o clorofilémetro foram realizadas em seis pontos da folha, evitando medidas sobre a nervura central. Apos as
leituras, as folhas foram destacadas e levadas ao laboratorio para a determinacédo do teor de clorofila de e nitrogénio.
Para as duas espécies estudadas, a analise de regressao foi significativa entre os teores de clorofila total e nitrogénio
foliar com os valores do indice SPAD (p <0,01). O estudo demonstrou que o SPAD-502 pode ser aplicado com preciséo
para estimar os teores de clorofila total e nitrogénio foliar nas espécies estudadas.

Palavras chave: clorofilémetro portatil, Carapa guianensis, Dipteryx odorata.

ABSTRACT - The methods used to extract the photosynthetic pigments as the chlorophyll from the plant material are
based on the utilization of the organic solvents and are still destructive. The portable indirect meter of chlorophyll
SPAD 502 has been used to quantify the levels of chlorophyll and foliar nitrogen in a non-destructive and fast way. This
study aimed at evaluating the viability of the utilization of the SPAD-502 for the prediction of the levels of total
chlorophyll and foliar nitrogen in Carapa guianensis Aubl and Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. The experiment was
readings with the chlorophyll meter were taken on six points of the leaf, avoiding the readings on the midrib. The leaves
were detached and taken to the lab for the determination of the content of chlorophyll and nitrogen after the readings.
The regression analysis was significant between the levels of total chlorophyll and foliar nitrogen with the levels of the
index SPAD (p <0.01) for the two species that were studied. The study demonstrated that the SPAD 502 can be applied
with precision to estimate the levels of total chlorophyll and foliar nitrogen in the studied species.

Key-words: portable chlorophyll meter, Carapa guianensis, Dipteryx odorata

INTRODUCAO

Os pigmentos fotossintéticos como a clorofila,
carotenoides e xantofilas s8o essenciais para o
desenvolvimento das plantas. As clorofilas sdo pigmentos
responsaveis pela conversdao da energia luminosa em
energia quimica e por essa razdo, sdo estreitamente
relacionadas com a eficiéncia fotossintética das plantas e,
consequentemente com seu crescimento (JESUS &
MARENCO, 2008).

As técnicas utilizadas para extrair os pigmentos
fotossintéticos do material de plantas sdo baseadas em
métodos que utilizam solventes organicos como acetona,
dimetilsulfoxido (DMSO), metanol, (ARNON, 1949;
LICHTENTHALER, 1987) entre outros, com a
desestruturacdo do tecido. Utilizando-se dessa forma,
métodos laboratoriais, 0s quais sdo demorados,
dispendiosos, requerem a destruicdo da amostra e sdo
pouco préticos na avaliacdo de plantas no campo.

*autor para correspondéncia
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No entanto, com o surgimento do instrumento SPAD-
502 (SPAD-502, Minolta Corp., Ramsey, Japdo “SPAD —
soil plant analysis development”), um medidor portatil de
clorofila, que fornece leituras que se relaciona com o teor
de clorofila (NEVES et al., 2005; SALLA et al., 2007;
JESUS & MARENCO, 2008; COSTE et al., 2010;
FONSECA et al., 2012; RIGON et al., 2012) presente na
folha, tornou-se possivel a medigdo com um método nédo
destrutivo, rapido, menos oneroso e préatico.

O SPAD-502 fornece leituras que se correlacionam
com o teor de clorofila presente na folha. Os valores séo
calculados pelo aparelho com base na quantidade de luz
transmitida pela folha, em dois comprimentos de ondas,
com diferentes absorbancias da clorofila. O medidor de
clorofila possui dois diodos que emitem luz 650 nm
(vermelho) e a 940 nm (infravermelho). A luz em 650 nm
situa-se proxima dos dois comprimentos primérios de
ondas associados & absorbancia da clorofila (645 e 663
nm). O comprimento de onda de 940 nm serve como
referéncia para compensar diferencas na espessura ou no
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conteddo de agua da folha ou que sejam devidas a outros
fatores. A luz que passa através da amostra da folha atinge
um receptor (fotodiodo de silicone) que converte a luz
transmitida em sinais elétricos analdgicos. Por meio do
conversor A/D, esses sinais analdgicos sdo amplificados e
convertidos em sinais digitais, sendo usados por um
microprocessador para calcular os valores SPAD
(MINOLTA, 1989).

Alguns estudos mostram ainda, a relagdo entre as
leituras do SPAD-502 com o teor de nitrogénio (N) foliar
de plantas (BALASUBRAMANIAN et al., 2000) isto,
devido a este elemento ser um componente da estrutura
quimica do anel de porfirina da molécula de clorofila
(NETTO et al., 2002).

Devido o N ser um dos principais constituintes da
molécula de clorofila (PAN et. al, 2004) e ainda que, cerca
de 70% do N contido nas folhas estdo associados aos
cloroplastos participando do metabolismo, da sintese e da
estrutura destes pigmentos fotossintéticos (CHAPMAN &
BARRETO, 1997), o SPAD-502 passou a destacar-se,
dentre suas utilidades, como quantificador indireto dos
teores de nitrogénio foliar. Dessa forma, o status do
nitrogénio foliar reflete a cor da folha como o
esverdeamento da folha, e essa propriedade espectral
serve como base para o desenvolvimento de sensores
6ticos como o SPAD-502 (MINOLTA, 1989;
DJUMAEVA et al., 2012).

A aplicacdo do clorofildmetro tem sido estudada para
diversas culturas anuais como tomate (GUIMARAES et.
al., 1999), milho (ZOTARELLI et. al., 2003); algodoeiro
(NEVES et al., 2005); abobrinha (PORTO et al., 2011),
beterraba (TSIALTAS & MASLARIS, 2012), com
resultados satisfatérios quanto a avaliacdo do estado
nutricional de N (ZOTARELLI et al., 2003), utilizado
também em espécies perenes como Populus deltoides
Bartr. ex Marsh (MOREAU et al., 2004) e Quercus robur
L. (PERCIVAL et al., 2008). Além de outros estudos
realizados correlacionando os indices SPAD-502 com
elementos como enxofre (S), ferro (Fe) e manganés (Mn)
(NEVES et al., 2005) e com caracteristicas foliares como
area foliar especifica, espessura da folha e conteldo de
agua (MARENCO et al., 2009).

Dessa forma, objetivou-se avaliar a relacdo entre os
valores obtidos pelo clorofildmetro SPAD-502 e os teores
absolutos de clorofila e nitrogénio em folhas de andiroba e
cumardu.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no viveiro de mudas da
Universidade Federal do Oeste do Par4, em Santarém, PA.
Geograficamente estd localizada a uma latitude de
02°25°04S, longitude 54°44°W de GRT e altitude de 51 m
acima do nivel do mar; o tipo climético é o Ami da
classificacdo de Koppen (clima tropical chuvoso), a regido
apresenta uma estagdo seca, caracterizada por uma
precipitacio média em torno de 54,8 mm més' se
estendendo geralmente pelos meses de agosto a novembro

e uma estacdo chuvosa caracterizada por meses com
precipitacdes superiores a este valor, apresentando médias
mensais em torno de 211,3 mm més™ (INMET, 2011). A
temperatura média anual é de 25 °C e a umidade relativa
média do ar é de 85% (INMET, 2011). Os dados foram
coletados entres os meses de abril e maio de 2011.

As espécies selecionadas para o estudo pelo seu
potencial comercial madeireiro e medicinal foram
andiroba (Carapa guianensis Aubl., Meliaceae) e cumar(
(Dipteryx odorata (Aubl.) Willd., Fabaceae). Utilizaram-
se neste estudo 10 plantas jovens de cada espécie. O teor
relativo de clorofila foi obtido utilizando o clorofilémetro
portatil SPAD-502 (Minolta Corp., Ramsey, Japdo) e os
teores absolutos de clorofila e o teor de nitrogénio total
foram determinados em laboratorio.

Para cada espécie foram selecionadas folhas em
diferentes estadios de desenvolvimento desde novas até
maduras e totalmente expandidas, para obtencdo de
diferentes graus de esverdeamento, e consequentemente
um gradiente nos teores de clorofila (JESUS &
MARENCO, 2008).

As leituras com o clorofildmetro foram realizadas em
seis pontos da folha para obtencdo de uma média,
evitando medidas sobre a nervura central. Para cada planta
foram examinadas trés folhas, com um total de 30 folhas
por espécie e o clorofilémetro foi calibrado para cada
espécie antes de sua utilizagéo.

Apos as leituras, as folhas foram destacadas e levadas
ao laboratério. As amostras do material vegetal para as
anélises laboratoriais foram retiradas dos pontos onde
haviam sido realizadas as leituras com o clorofilémetro.

Foram utilizadas 0,5 g de material vegetal para
determinacdo do teor de clorofila sendo realizada pelo
método de Lichtenthaler (LICHTENTHALER, 1987) e
para o teor de nitrogénio foliar foram utilizadas 0,1 g. A
determinacéo foi feita em um analisador elementar (Carlo
Erba modelo 1110, Mildo Italia), no qual gés proveniente
da combustdo foi purificado numa coluna de
cromatografia gasosa e introduzido diretamente num
espectrémetro — ThermoQuest-Finningan Delta Plus
(Finninga-MAT, California, EUA) com a determinacdo da
concentracdo do nitrogénio foliar gerada. As amostras
foram analisadas no Laboratério de Ecologia Isotdpica do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade
de Sao Paulo (Piracicaba, SP).

Os teores de clorofila e nitrogénio foliar foram
expressos em unidade de massa. Foram realizadas analises
de regressdo entre os resultados dos teores absolutos de
clorofila total, teores de N, e os resultados das leituras
obtidas pelo clorofildmetro, tendo-se os teores de clorofila
e nitrogénio total como variavel dependente, e os valores
do indice SPAD como varidvel independente. Para as
andlises dos dados foram utilizados os programas Bioestat
e Excel®.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Para as duas espécies estudadas, a analise foi
significativa entre os teores de clorofila total e os valores
do indice SPAD (p <0,01). O teor de clorofila total oscilou
entre 185 e 793 g g para andiroba e 150 e 701 pg g*
para o cumaru (Figura 1A; Figura 1B). Estudos mostram
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Figura 1. Teor de clorofila total em func&o do indice SPAD em andiroba (A) e cumaru (B)

A relacéo entre os teores de clorofila total e os indices
SPAD mostrou coeficientes de determinacdo (r?) entre
0,80 e 0,92. Os resultados estdo de acordo com o
encontrado por Jesus & Marenco (2008) que obtiveram
coeficiente de determinacdo entre 0,67 e 0,92 para
clorofila total. Trabalhando com plantas jovens tropicais
de acariquara, mogno, pau-rosa € mangueira 0S
coeficientes (r’) encontrados estavam entre 0,18 e 0,93, 0s
autores sugerem que os baixos valores de r?, indicam que
as caracteristicas da espécie podem influenciar a preciséo
do método (SALLA et al., 2007).

Em estudo com Elaeagnus angustifolia, Gleditsia
triacanthos e Robinia pseudoacacia espécies da Asia
Central, vérios tipos de regressdo foram testados e
comparados, em busca do melhor modelo para a relacdo

entre leituras SPAD e teor de clorofila, e os melhores
modelos preditivos para cada espécie foram obtidos com
os modelos de segundo grau com r? entre 0,64 e 0,83,
entretanto, 0os autores ressaltam que as equacgbes de
calibracdo sdo vdlidas para as faixas de valores das
leituras SPAD encontradas para cada espécie
(DJUMAEVA et al., 2012).

Diferencas observadas entre espécies podem ser
relacionadas com a distribuicdo da clorofila em folhas
como um resultado da organizagao estrutural de moléculas
de clorofila em cloroplastos, cloroplastos nas células e
células nas folhas. E geralmente aceito que, com o
aumento da heterogeneidade da distribuicdo de clorofila
dentro da folha, a absorcdo de uma determinada
guantidade de clorofila diminui (COSTE et al., 2010).

Revista Verde (Mossor6 — RN), v. 7, n. 2, p 163-168, abr-jun, 2012



Cristina A. Felsemburgh & Edgard S. Tribuzy

Além disso, estresses abidtico ou bidtico podem causar a
descoloracdo da folha e impactar os valores SPAD e as
estimativas de clorofila. Consequentemente, as relactes
funcionais devem ser desenvolvidas a cada estaddio de
desenvolvimento da planta para aumentar a precisdo do
método (DJUMAEVA et al., 2012).

As leituras efetuadas com o clorofildmetro estimam,
adequadamente, o grau de esverdeamento das folhas de
Gossypium hirsutum L. r. latifolium Hutch, e as leituras
efetuadas pelo equipamento podem substituir, com boa
precisdo, as determinaces tradicionais do teor de clorofila
(NEVES et al., 2005).

Verificou-se que para as duas espécies estudadas, a
analise foi significativa entre os teores de nitrogénio total
e os valores do indice SPAD (p <0,01). O teor de

triacanthos e R. pseudoacacia foram encontrados valores
entre 30 e 40, 14 e 23 e 34 e 41,1 mg g~ de N foliar,
respectivamente em diferentes anos avaliados. Uma vez
que o N é um componente essencial da clorofila e por
haver uma relacdo altamente positiva entre essas duas
caracteristicas, 0 SPAD tem sido usado com sucesso para
determinar o N foliar. No entanto, o tipo de relacdo entre o
SPAD e valores do teor de N, assim como o0 ajuste entre
esses parametros podem diferir de acordo com a espécie,
cultivar e estadio de crescimento da cultura (DJUMAEVA
etal., 2012).

Para Fontes & Araljo (2007), o SPAD-502 é uma
alternativa para avaliar o estado de N da planta em tempo
real, pelo fato de haver correlacdo significativa entre a
intensidade do verde e o teor de clorofila com a

nitrogénio total oscilou entre 6,11 e 25,42 g Kg™* (Figura concentracio de N da folha.
2A; Figura 2B). Trabalhando com E. angustifolia, G.
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Figura 2. Teor de nitrogénio em fungéo do indice SPAD em andiroba (A) e cumart (B)

A relacdo entre os teores de nitrogénio total e os
indices SPAD mostrou coeficientes de determinacio (r?)
entre 0,75 e 0,80. Observa-se que teor de nitrogénio foliar
diminui quando os valores obtidos pelo indice SPAD
foram inferiores a 50 (Figura 2A; Figura 2B). Em estudo
com C. papaya, 0 conteddo de nitrogénio foi
correlacionado com as leituras do clorofilémetro (r=0,97)

e 0 conteldo de nitrogénio diminui acentuadamente
guando os valores obtidos pela leitura SPAD foram
inferiores a 40. Valores SPAD superiores a 40 estdo
associados com elevado conteldo de pigmentos
fotossintéticos e nitrogénio nas folhas (NETTO et al.,
2002).
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O teor relativo de clorofila, estimado com o
clorofildbmetro SPAD-502, relaciona-se com o teor de
nitrogénio foliar na planta, podendo ser utilizado como
ferramenta auxiliar para quantificar de forma indireta o
teor de nitrogénio da folha (FONTES & ARAUJO, 2007;
NEVES et al., 2005; NETTO et al., 2002).

Dessa forma, o medidor SPAD-502 fornece um
método simples e ndo destrutivo para estimar o teor de
clorofila e nitrogénio, com a rapidez de um grande
nimero de leituras, abrindo caminho para avaliagBes
fisiologicas imediatas.

CONCLUSAO

1- O medidor portatil de clorofila SPAD-502 pode ser
aplicado para estimar o teor de clorofila total em plantas
de andiroba e cumard.

2- O teor de nitrogénio pode ser estimado com a
utilizacdo do clorofildmetro SPAD-502 para andiroba e
cumard.
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