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RESUMO - Com o advento de medidores portateis, a quantificagdo de clorofilas tornou-
se facil e rapida, podendo ser realizada de forma nao destrutiva, no campo. Este trabalho
foi conduzido visando avaliar a viabilidade da utilizacdo de um colorimetro, como
alternativa a utilizacdo de medidor de clorofila, para a quantificagao nao destrutiva de
clorofilas em folhas de milho. Folhas de trés hibridos, com tonalidades variando do verde-
amarelado a verde-escuro, foram avaliadas nas faces adaxial e abaxial, com um medidor
de clorofila (Minolta SPAD-502) e um colorimetro (Minolta CR-400, no espago de cores
L, C e h°), seguido de quantificagdes destrutivas de clorofilas a, b e totais. Os valores de
leitura do medidor de clorofila e da relagao /#°/(LxC) do colorimetro aumentaram com o
incremento nos teores de clorofilas, nos trés hibridos. Melhores estimativas dos teores
de clorofilas foram obtidas em unidades de area do que em unidades de massa fresca,
especialmente para a clorofila a, tanto para a leitura do SPAD-502 quanto para a relagao
h°/(LxC) do colorimetro CR-400. Os resultados obtidos demonstram que o colorimetro
¢ uma alternativa viavel na avaliacao nao destrutiva dos conteudos de clorofilas a, b
¢ totais (ug cm?), sendo as leituras pouco influenciadas por diferengas nas faces das
folhas de milho. Para tanto, os valores da relagao /#°/(L x C) do colorimetro devem ser
previamente calibrados com a extracao de clorofilas das folhas do hibrido de interesse,
assim como ocorre com o SPAD-502.

Palavras-chave: Zea mays, coloragao da folha, propriedades Opticas, absorbancia,

refletancia.
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QUANTIFICATION OF CHLOROPHYLLS IN MAIZE LEAVES BY
NON-DESTRUCTIVE OPTICAL METHODS

ABSTRACT - With the development of portable equipments, chlorophylls quantification
became easy, quick, and affordable for non-destructive assessment in the field. This work
was carried out to evaluate the viability of using a chroma meter as an alternative to the
leaf chlorophyll meter for non-destructive quantification of chlorophylls in maize leaves.
Leaves of three hybrids, with colors ranging from yellow-green to dark green, were assessed
on the adaxial and abaxial faces with the chlorophyll meter (SPAD-502) and the chroma
meter (Minolta CR-400, at the L, C, and A° color space), and, thereafter, destructively
assessed for total chlorophyll and chlorophylls a and b. The chlorophyll meter reading and
the /#°/(LxC) ratio for the chroma meter increased with the increment of chlorophylls in all
maize hybrids. The best estimates of chlorophylls content were achieved when expressed
in leaf area rather than in leaf fresh matter basis, specially for chlorophyll a, for both,
chlorophyll meter reading and /°/(LxC) ratio for the chroma meter. The results showed that
the chroma meter is a viable alternative for non-destructive assessment of chlorophylls a
and b and total chlorophyll (ug.cm?), with readings being little affected by differences
on faces of maize leaves. Nevertheless, this requires the calibration between the 4°/(LxC)
ratio of the chroma meter and the chlorophylls extracted from leaves of concerned hybrid,
as required for the SPAD-502.

Key words: Zea mays, leaf color, optical properties, absorbance, reflectance.

A quantificacao do conteudo de clorofilas
em folhas de milho ¢ importante no estudo de
resposta das plantas as técnicas de nutri¢ao
€ manejo que visam aumentar o potencial
fotossintético e a produtividade (Driscoll et al.,
20006).

O método tradicional para a determinagao
do conteudo de clorofilas em folhas ¢ realizado
via maceragdo com acetona, ou outro solvente
organico e posterior leitura em espectrofotometro

(Arnon, 1949). Porém, esse método resulta

na coleta destrutiva do material vegetal e ¢
demorado. Com o advento dos medidores
portateis, que utilizam principios Opticos nao
destrutivos, baseados na absorbancia e/ou
refletancia da luz pelas folhas, a determinagao
de clorofilas tornou-se facil e rapida, podendo
ser realizada no campo (Richardson et al., 2002).

O equipamento Minolta SPAD-502 tem
sido utilizado na quantificacdo de clorofilas,
caracterizando-se pela rapidez, simplicidade
e, principalmente, por

possibilitar uma
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avaliacao nao destrutiva do tecido foliar. Para a
quantificacao de clorofilas, o equipamento emite
luz, que atravessa o tecido foliar e atinge um
receptor (fotodiodo de silicone). A luz transmitida
¢ convertida em sinais digitais, sendo usados
por um microprocessador para calcular a leitura
SPAD (“Soil Plant Analytical Division Value”,
na faixa de 0-100). A intensidade de cor verde
¢ detectada no aparelho através da quantidade
de luz absorvida pela folha, nos comprimento
de onda (A) de 650 nm (vermelho) ¢ 940 nm
(vermelho distante proximo). A luz absorvida no
A de 650 nm (pelas clorofilas, sem a interferéncia
ocasionada pelos carotenodides) indica a
quantidade de clorofilas, enquanto a quantidade
absorvida proximo do A de 940 nm serve como
referéncia interna na compensagao da espessura
e contetido de agua da folha (Swiader & Moore,
2002). Esse equipamento tem sido utilizado com
sucesso para diagnosticar o estado nutricional,
crescimento e desenvolvimento de diversas
espécies vegetais, tais como milho (Bullock &
Anderson, 1998; Zotarellietal.,2003; Magalhaes
et al., 2009), cevada (Spaner et al., 2005), trigo
(Spaner, et al., 2005; Fotovat et al., 2007), arroz
(Iwaya et al., 2004), soja (Saitoh et al., 2004;
Rodriguez-Lucena et al., 2010) e feijao (Teixeira
et al., 2003; Silveira et al., 2003), entre outras.
Todavia, como o equipamento fornece uma
leitura em unidades arbitrarias (leitura SPAD),
recomenda-se que o mesmo seja calibrado com
as extracoes de clorofilas da cultura de interesse
(Azia & Stewart, 2001; Zotarelli et al., 2003;

Uddling et al., 2007).

O colorimetro Minolta CR também pode
ser utilizado para a avaliacdo nao destrutiva
da coloracao de tecidos vegetais, como ocorre
em frutos (Amarante et al., 2007). Esse
equipamento utiliza uma fonte interna de
luz e um sistema de compensagao de leitura,
constituido de dois sensores internos, um que
mede a luz refletida da superficie do tecido
vegetal e outro sensor que mede a luz da fonte
de iluminagao. A fonte de luz do equipamento
gera radiagdo difusa (com diferentes angulos
de incidéncia) e o sensor interno recebe a
luz refletida verticalmente pela superficie do
tecido no espaco de cores L, C e h°, que indicam
valores de brilho (‘lightness’), cromaticidade
e angulo ‘hue’, respectivamente (Mcguire,
1992). Os valores de h#° do equipamento
permitem quantificar o teor de clorofilas em
folhas (folha verde intensa, com elevado
teor de clorofila, apresentando 4° préximo
de 180°, e folha clorodtica, com baixo teor de
clorofila, apresentando 4° préximo de 90°).
Em adicdo ao A4°, os valores de L permitem
detectar tonalidades de verde (valores baixos
correspondem a coloragdo verde-escura
e valores altos a coloracdo verde-clara),
enquanto os valores de C identificam a pureza
da cor (caracterizada por altos valores de C).

Este trabalho foi conduzido visando avaliar
a viabilidade de utilizacao do colorimetro, como
alternativa ao emprego do medidor de clorofila
SPAD-502, para a quantificacdo ndo destrutiva
dos teores de clorofilas em folhas de hibridos de

milho.

Revista Brasileira de Milho e Sorgo, v.9, n.1, p. 39-50, 2010
Versao impressa ISSN 1676-689X / Versao on line ISSN 1980-6477 - http://www.abms.org.br



42 Amarante et al.

Material e Métodos

Foram coletadas 20 folhas dos hibridos
AG9020, AS1570 e P30F53,

localizada no municipio de Lages, SC. As

em lavoura

plantas estavam em pleno desenvolvimento
vegetativo (janeiro/2008), sendo coletadas
folhas que apresentavam coloragao variando de
verde-amarelado (clorética) a verde-escuro. Em
cinco pontos de cada folha, nas faces adaxial
(superior) e abaxial (inferior), foram feitas
leituras utilizando o medidor portatil de clorofila
SPAD-502 e o colorimetro CR-400 (ambos
da Konica Minolta® , Japdo), procedendo-se
ao calculo da média das leituras por folha. O
colorimetro CR-400 foi utilizado com ponteira
de vidro concava CR-A33f (abertura de 8§ mm),
para a quantificagdo da cor no espago de cores L,
Ce h°(Mcquire, 1992), sendo as folhas colocadas
sobre superficie branca (folha de papel branco),
para evitar qualquer interferéncia da cor dessa
superficie nas leituras de refletancia.

Em cada folha, nos mesmos pontos onde
foram feitas as leituras de cor com o SPAD-
502 e o colorimetro CR-400, com o auxilio de
um furador de rolha, foram removidos discos
(D=1,8cm), nos quais foram determinadas a
massa fresca (com uma balanca analitica, com
precisao de 0,0001 g) e a area total (com um
integrador de area foliar LI-COR modelo LI-
3050A). Os cinco discos de cada folha foram
imediatamente macerados em acetona (80%),
sendo os extratos filtrados através de papel-

filtro (densidade de 80g m?) e coletados em

baldes volumétricos de 25 mL, completando-se
o volume ao final da filtragem. A densidade oOtica
dos filtrados foi lida em espectrofotometro (Carl
Zeizz® UV-Vis Spekol, Alemanha) nos A de 645
e 663 nm, utilizando cubetas de quartzo. A partir
dessas leituras, determinou-se a concentragao
(mg cm?) de clorofilas a, b e totais nas solugdes
de leitura, por meio de formulas propostas
por Arnon (1949).

transformados para teores de clorofilas a, b e

Esses valores foram
totais nas folhas, expressos em unidades de area
(ug cm?) e de massa fresca (ug g'), segundo
sugestao de Richardson et al. (2002).

Foram feitas analises de regressao linear
e nao-linear entre as leituras obtidas, com o
auxilio dos dois equipamentos, nas faces adaxial
e abaxial, e os teores de clorofilas a, b e totais
quantificados nas folhas, utilizando o programa

SAS.

Resultados e Discussao

Os valores de leitura do medidor de
clorofila SPAD-502 apresentaram aumento
linear com o incremento nos teores de clorofilas
a, b e totais nas folhas dos trés hibridos, nas
faces adaxial (Figuras 1, 2 e 3) e abaxial (Tabela
1). Todavia, melhores ajustes dos modelos
(maiores valores de R?) foram observados
para a quantifica¢dao feita com o SPAD-502 na
face adaxial, possivelmente refletindo a maior
regularidade da superficie das folhas nessa face.

Para os atributos de cor quantificados

com o colorimetro CR-400, nas faces adaxial e
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FIGURA 1. Relacdo entre valores de leitura do SPAD-502 (A e B) e o atributo de cor
h°/(L x C) do colorimetro CR-400 (C e D), na face adaxial, versus teores de clorofilas a,
b e totais, em unidades de area (ug cm?; graficos a esquerda) e de massa fresca (ug g';
graficos a direita), em folhas de milho hibrido AG9020.

abaxial, houve aumento no valor de 4° (indicando clorofilas a, b e totais nas folhas de milho dos

uma mudanga de coloracdo de amarelada, em trés hibridos do que a utilizacdo individual de

folha clorotica, para verde-intenso) e reducao h°, L e C. Na face adaxial, houve um aumento

nos valores de L e C (indicando uma redugao da relagdo A°/(L x C) com o incremento nos

no brilho e na cromaticidade) com o incremento  teores de clorofilas nas folhas dos trés hibridos

nos contetdos (expressos em pgcm?epg g')de  de milho, segundo modelo assintotico para as
clorofilas a, b e totais (dados ndo apresentados). clorofilas fotais e clorofila a, e modelo linear
A utilizagdo da relagdo #°/(L x C) resultou  para a clorofila b (Figuras 1, 2 e 3). Na face

em melhor ajuste de modelos com os teores de abaxial, o aumento da relagao 4%/(L x C) com
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FIGURA 2. Relagao entre valores de leitura do SPAD-502 (A e B) e o atributo de cor
h°/(L x C) do colorimetro CR-400 (C e D), na face adaxial, versus teores de clorofilas a,

b e totais, em unidades de area (ug cm?; graficos a esquerda) e de massa fresca (ug g';
graficos a direita), em folhas de milho hibrido AS1570.

o incremento nos teores de clorofilas nas folhas
seguiu modelo assintotico para as clorofilas
totais e clorofila a, e linear para a clorofila b,
nos hibridos AS1570 e P30F53 (Tabela 1). No
hibrido AG9020, o aumento da relagdo 4°/(L x
() na face abaxial com o incremento nos teores
de clorofilas a, b e totais foi linear (Tabela 1).
De forma geral, os modelos ajustados

entre teores de clorofilas (em unidades de area

e de massa fresca foliar) e os valores da relacao
h°/(L x C) do colorimetro apresentaram maiores
valores de R?, comparativamente aos modelos
ajustados para leituras do medidor de clorofila,
nas faces adaxial (Figuras 1, 2 e 3) e abaxial
(Tabela 1) dos trés hibridos de milho. Apenas
no hibrido AS1570, o R? foi maior nos modelos
ajustados entre leituras do medidor de clorofila

e os teores de clorofilas, em unidades de massa
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FIGURA 3. Relagao entre valores de leitura do SPAD-502 (A e B) e o atributo de cor
h°/(L x C) do colorimetro CR-400 (C e D), na face adaxial, versus teores de clorofilas a,
b e totais, em unidades de area (ug cm?; graficos a esquerda) e de massa fresca (ug g';
graficos a direita), em folhas de milho hibrido P30F53.

fresca, na face adaxial, comparativamente a
relacdo /4°/(L x C) do colorimetro (Figuras 2B
e 2D).

Houve, ainda, diferenca entre hibridos, no
ajuste de modelos para a estimativa dos teores
de clorofilas, a partir de medi¢des feitas com
ambos os equipamentos. No hibrido AG9020,
os modelos ajustados para a estimativa de
de massa fresca,

clorofilas, em unidades

com medigoes feitas em ambas as faces, mas
principalmente na face abaxial, apresentaram
baixos valores de R? especialmente para a
clorofila a (Figuras 1, 2 e 3; Tabela 1). Portanto,
diferencas na estrutura foliar entre gendtipos
de milho interferem na estimativa do teor de
clorofilas.

Os modelos ajustados para teores de

clorofilas em unidades de area apresentaram
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TABELA 1. Modelos lineares e ndo lineares ajustados para valores de leitura do SPAD-502 e o

atributo de cor 4°/(L x C) do colorimetro CR-400, na face abaxial, versus teores de clorofilas a, b e

totais, em unidades de area (ug cm™) e de massa fresca (ug g'), em folhas de trés hibridos simples de
milho (AG9020, AS1570 e P30F53).

Pigmentos Teores em unidades de area (ug cm de folha)
fotossintéticos Leitura SPAD h'/LxC

AG9020
Clorofilas totais y=-12,56 + 1,82x; R2= 0,836 *** y =30,71 +207,68x; R2 = 0,8767***
Clorofila a y = 6,46 + 0,99x; R> = 0,781 8*** y =31,85+ 102,12x; R2 = 0,6879%**
Clorofila b y=-19,03 + 0,83x; R2 = 0,7353%** y =-1,13 + 105,62x; R = 0,9369%**

AS1570
Clorofilas totais y =-12,00 + 1,83x; R2 = 0,9579%x** y=-13,62 + 63,02 (1 - e>/019); R2 = (,9902%***
Clorofila a y = 1,13 + 1,14x; R> = 0,9364*** y =-14,72 + 43,53 (1 - e*/010); R2 = (0,9876 ***
Clorofila b y =-26,28 + 1,40x; R2 = 0,8935%x** y = 0,47 + 104,79x; R? = 0,9706***

P30F53
Clorofilas totais y=0,12 + 1,59x; R? = 0,9440%%* y=-157,93 + 112,44 (1 - e"/019); R2 = 0,9720%%**
Clorofila a y=4,62+ 1,10x; R? = 0,9139%%** y=-78,18 + 79,03 (1 - e=00); R2 = (,9650%**
Clorofila b y =-4,50 + 0,50x; R2 = 0,8840%** y=0,32+93,67x; R = 0,9768***

Teores em unidades de massa fresca (ug g de folha)
Leitura SPAD h/LxC

AG9020
Clorofilas totais y = 1141,63 + 73,31x; R> = 0,5396*** y =2847,43 + 8372,16x; R? = 0,5446**
Clorofila a =1765,00 + 33,77x; R? = 0,2780* y =2637,86 + 3331,32x; R2=0,2109*
Clorofila b y =-623,36 + 39,56x; R? = 0,6980*%** y=210,11 + 5043,70x; R? = 0,8869***

AS1570
Clorofilas totais y=1303,40 + 60,38x; R> = 0,6913%** y =-1707,57 + 3265,85 (1 - e™099); R2 = (,8878***
Clorofila a = 1535,00 + 32,65x; R2 = 0,4315%* y=-1631,30 + 2528,28 (1 - e¥099); R2 = (1,8242%**
Clorofila b y =-231,39 +27,74x; R? = 0,9258%** y = 266,34 + 4357,16x; R = 0,8905%**

P30F53
Clorofilas totais y =781,17 + 80,76x; R2 = 0,8452%** y =-1127,61 + 3266,02 (1 - ¢=0®); R2 = (0,9118%**
Clorofila a y = 874,53 + 54,77x; R? = 0,7402%%* y =-1739,33 + 2762,46 (1 - e*009); R? = ,8626***
Clorofila b y=-93,26 +26,01x; R? = 0,9198%%* = 176,95 + 4791,30x; R? = 0,9443%**

* k¥ e *** para modelos significativos aos niveis de 5, 1 e 0,1%, respectivamente.
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maiores valores de R?>do que aqueles ajustados
em unidades de massa fresca, especialmente para
a clorofila a, tanto para a leitura do SPAD-502
quanto para a relagdo /#°/(L x C) do colorimetro
CR-400, nos trés hibridos, nas faces adaxial
(Figuras 1, 2 e 3) e abaxial (Tabela 1). Portanto, a
variagdo que ocorre na area foliar especifica (cm?
¢! de massa fresca), influenciada por diferengas
na espessura do mesofilo e/ou no contetido de
agua das folhas, resulta em maior variabilidade
nos valores expressos em unidades de massa
fresca foliar (ug g'). Assim, a expressdo dos
teores de clorofilas em unidades de area (ug cm
%) deve ser preferida, quando estimada através
da utilizacdo do medidor de clorofila SPAD-
502 e do colorimetro CR-400, ja que resulta em
menor erro.

Os modelos ajustados entre a relagdo A/
(L x C) do colorimetro CR-400 e os teores de
clorofilas a, b e totais, apresentaram valores
semelhantes de R?, ao se compararem medigoes
feitas com o equipamento nas faces adaxial
(Figuras 1, 2 e 3) e abaxial (Tabela 1), nos
trés hibridos de milho. O mesmo ndo ocorreu
para medicoes feitas com o SPAD-502, nas
quais melhores ajustes foram verificados para
medigOes feitas na face adaxial, em todos os
hibridos (Figuras 1, 2 e 3; Tabela 1). Portanto,
o valor da relagdo 4°/(L x C) do colorimetro
CR-400 nao s6 proporciona melhor estimativa
dos teores de clorofilas nos hibridos de milho,

como também nao sofre influéncia de diferencas

na superficie das folhas, comparativamente
ao SPAD-502, como verificado nos modelos
ajustados para a quantificagdo nas faces adaxial
e abaxial.

Como a fungdo das clorofilas é absorver
quantas de luz incidente, poder-se-ia supor
que a medicdo da quantidade de radiacao
absorvida pela folha com o SPAD-502 resultaria
numa melhor estimativa de clorofilas do que a
medicao da luz refletida pela superficie da folha,
obtida com o colorimetro CR-400. Todavia, os
resultados obtidos mostram que o colorimetro
CR-400 ¢ tao ou mais eficiente do que o medidor
de clorofila SPAD-502, para a quantificagdo de
clorofilas em folhas de milho.

O SPAD-502, mesmo com sistema de
compensagdo (luz absorvida no A de 940 nm)
para alteracoes na espessura e conteudo de
agua da folha, apresenta grandes variacdes de
leitura entre espécies de plantas (Richardson
et al., 2002) e entre gendtipos de uma mesma
espécie (Bullock & Anderson, 1998) cultivados
em uma mesma condi¢do de ambiente, devido
a diferencas na estrutura e anatomia foliar.
O mesmo gendtipo pode apresentar grandes
variagoes no indice SPAD, ocasionadas por
diferencas nas condigdes edafoclimaticas
(Paliwal & Karunaichamy, 1995), no contetdo
de agua (Martinez & Guiamet, 2004), estadio
fenoldgico (Paliwal & Karunaichamy, 1995)
e posicao/idade da folha na planta (Hoel &
Solhaug, 1998; Gil et al., 2002).
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Folhas que estdo submetidas a ambiente
sombreado possuem maior teor de clorofilas e
menor relacdo clorofila a/b, visando aumentar a
eficiéncia de absor¢do de luz pelos cloroplastos
(Martinez & Guiamet, 2004; Taiz & Zeiger,
2006). Como o comprimento de onda emitido
pelo SPAD-502 (650 nm) estd muito proximo
do pico de absor¢do da clorofila @ na faixa
vermelha do espectro (663 nm), a maior parte da
luz vermelha emitida pelo aparelho ¢ absorvida
pela clorofila a. Portanto, em estudos que visam a
calibragdo desse aparelho, para se obter medidas
indiretas de clorofila, deve-se evitar leituras em
folhas excessivamente sombreadas, pois seu teor
de clorofila b é proporcionalmente maior do que o
de clorofila a, quando comparadas com as folhas
em pleno sol (Taiz & Zeiger, 2006), podendo
assim, interferir nos valores de leitura do SPAD-
502, bem como do colorimetro Minolta.

Até mesmo o nivel de radiagdo no
momento da medi¢do interfere na leitura
do SPAD-502. Os cloroplastos mudam sua
orientacdo nas células em resposta ao nivel
de radiacdo incidente. Em baixa radiacao,
os cloroplastos orientam-se ao longo das
paredes celulares superiores e inferiores,
perpendicularmente ao sentido de incidéncia
da luz, enquanto em alta radiacdo eles estdo
orientados, principalmente, ao longo das
paredes verticais das células, paralelamente ao
sentido de incidéncia da luz (Taiz & Zeiger,
2006). Como consequéncia disso, as leituras
do SPAD-502 sdao maiores quando medidas em

condigdes de baixa luminosidade, como, por

exemplo, no inicio da manha ou no final da
tarde, ou em folhas sombreadas da planta (Hoel
& Solhaug, 1998, Martinez & Guiamet, 2004).

Os resultados obtidos demonstram a
viabilidade técnica de utilizagdo do colorimetro
CR-400 na avaliacao quantitativa ndo destrutiva
dos teores de clorofilas a, b e totais em folhas
de milho, através do calculo da relagao A%/
(L x C). Todavia, deve-se ressaltar que, a
semelhanca do que ocorre com o SPAD-502,
devem ser tomados cuidados quanto a idade/
posic¢ao da folha, estadio fenologico e condigdes
no ambiente de desenvolvimento da planta a
ser utilizada, procedendo-se a calibragao do
colorimetro com as extracdes de clorofilas do
gendtipo de interesse. Destaca-se, ainda, que
o colorimetro apresenta maior confiabilidade
quando utilizado para a quantificagdo do teor
de clorofilas em unidades de area (ug cm?), em
vez de massa fresca (ug g'), sendo as leituras
pouco influenciadas por diferencas na superficie
das folhas, podendo ser feitas medicdes dos

atributos de cor nas faces adaxial ou abaxial.

Conclusoes

O colorimetro (Minolta CR-400) mostrou-
se viavel para a estimativa nao destrutiva dos
teores de clorofilas a, b e totais (em pg.cm? de
folha) em folhas de milho, através do calculo da
relacdo /%/(L x C). Todavia, medidas da relacao
h°/(L x C) do equipamento devem ser calibradas
com extracdes de clorofilas do genotipo de

interesse, em condi¢oes bem definidas de cultivo.
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