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DETERMINAGAO NAO DESTRUTIVA DE PIGMENTOS FOTO§SINTETICOS E DE NIGROGENIO
EM FOLHAS DE ALGODOEIRO POR MEIO DO CLOROFILOMETRO PORTATIL SPAD-502°

Giovani Greigh de Brito (giovani@cnpa.embrapa.br), Valdinei Sofiatti (Embrapa Algodao), Franklin
Magnum de Oliveira Silva (Estagiario Embrapa Algod&o), Ziany Neiva Brand&o (Embrapa Algod&o),
Dalva Maria Almeida Silva (Estagiaria Embrapa Algodao), Vivianny Nayse Belo Silva (Estagiaria
Embrapa Algod&o).

RESUMO - As técnicas analiticas empregadas na extracdo de clorofila e na determinagdo de
nitrogénio em plantas séo destrutivas e fundamentam-se no uso de solventes organicos. Este estudo
propde a quantificagdo ndo destrutiva da concentragao de pigmentos fotossintéticos e de nitrogénio em
algodoeiro utilizando o medidor portatil de clorofila SPAD-502. Para a leitura do indice SPAD,
determinagao de pigmentos fotossintéticos e de nitrogénio, folhas de algodoeiro com diferentes idades
e tonalidades de cor foram coletadas de plantas de algodoeiro no florescimento. Subseqlentemente,
200 discos foliares com area conhecida foram extraidos a partir das folhas coletadas. A determinacao
do indice SPAD em cada disco foi realizada por meio da média de cinco leituras com o clorofildometro
portatil SPAD-502 e imediatamente ap6s a determinacao, adicionaram-se 5 mL de Dimetil sulféxido
(DMSO) e os discos foram mantidos em banho-maria a temperatura de 70 °C por um periodo de 150
minutos. Apds o resfriamento do extrato liquido, uma aliquota de 3,0 mL foi utilizada para leitura
utilizando espectrofometria a 470, 646 e 663 nm. Para a determinagéo de nitrogénio, discos foliares
foram submetidos a 70° C até peso constante, moidos e analisados pelo método de Kjeldahl. A partir
dos resultados analiticos obtidos foram ajustados modelos matematicos utilizando-se o indice SPAD na
predicdo dos teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotenéides e nitrogénio. Considerando os
resultados obtidos concluiu-se que o medidor portatil de clorofila SPAD-502 podera ser utilizado para
estimar a concentragdo dos pigmentos fotossintéticos e de nitrogénio em folhas de algodoeiro,

economizando tempo, espaco e recursos comumente demandados nestas analises.

Palavras-chave: Gossypium hirsutum, clorofila, nitrogénio, método ndo destrutivo.
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Entre os fatores relacionados a eficiéncia fotossintética em plantas e, consequentemente, seu
crescimento e adaptacdo a ambientes com diferentes luminosidades, a concentracdo e composicao de
pigmentos presentes nos cloroplastos s@o importantes fatores (MARINI, 1986; THIELE et al., 1998).
Adicionalmente, a sintese do aparato fotossintético requer significativas quantidades de nitrogénio (N),
bem como a proporgéo de N foliar alocado para o cloroplasto corresponde a cerca de 75% do total
absorvido pela planta (HAK et al., 1993). Tem sido evidenciado que em plantas crescendo sob alta
irradiéncia, suas folhas geralmente apresentam taxa de aproximadamente 1,0 mol de N o qual esta
presente na enzima ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase - RuBPCO para 1,4 mol nas
membranas do tilacdides, enquanto sob baixa irradiancia, maior quantidade de N é realocado para o
interior dos componentes do tilacéides (EVANS, 1989).

A determinagao do contetdo de clorofila € um procedimento comumente utilizado na pesquisa
com plantas. Técnicas destrutivas séo tradicionalmente utilizadas para a determinagdo do teor de
clorofila em folhas de plantas. Em geral, os métodos destrutivos utilizam varios protocolos laboriosos,
com elevado consumo de reagentes quimicos, de espago fisico e de méo-de-obra (TUCKER, 1977).
Esses métodos utilizam solventes organicos que incluem acetona, dimetilsulféxido (DMSO) (HISCOX;
ISRAELSTAM, 1979), metanol, N, N-dimetil formamida e éter de petroleo (INSKEEP; BLOOM, 1985;
LICHTENTHALER; WELLBURN, 1983; MORAN PORATH, 1980; MORAN, 1982). Durante a extragéo
e diluicdo, podem ocorrer significativas perdas de pigmentos, ocasionando elevada variabilidade nos
dados. Shoaf e Lium (1976) utilizaram DMSO para modificar a metodologia de extragéo e eliminar o
estagio de centrifugacdo. O método permitiu aumentar o periodo de armazenamento dos pigmentos
extraidos, de modo a permitir que as anélises espectrofotométricas ndo necessitem ser efetuadas
imediatamente apds a extragao.

Clorofildmetros, também denominados de medidores de clorofila portateis, tém sido bastante
empregados na agricultura para estimar rapidamente o conteudo de clorofila nas folhas. Esses
equipamentos possuem diodos que emitem luz em dois comprimentos de onda, que situam-se na
regido do vermelho, em 650 nm, e na regido do infravermelho préximo, em 940 nm. A escolha do
comprimento de onda em 650 nm deve-se ao fato que os comprimentos de ondas primarios,
associados a atividade da clorofila séo 645 e 663 nm. J&a o comprimento de onda de 940 nm é utilizado
para compensar fatores externos como o contetdo de agua ou diferengas na espessura da folha que
venham a interferir na transmiténcia da luz (WASKOM, 1996). A luz que passa através da amostra
foliar atinge um fotodiodo que a converte em sinais elétricos e sdo posteriormente amplificados e
convertidos para sinais digitais (MINOLTA CAMERA COMPANY, 1989). Assim, os valores obtidos s&o
proporcionais aos teores de clorofila foliar e sdo chamados de indice do clorofildmetro (ARGENTA et
al., 2001).
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Com o indice obtido nesse equipamento pode-se estimar a concentragdo de clorofila em uma
amostra, utilizando modelos matematicos que expressem a relagé@o entre o contetido de pigmentos
extraidos pelo método tradicional e a leitura feita no clorofildmetro portatil. Entretanto, para estimar
adequadamente os teores de pigmentos fotossintéticos nas folhas, os modelos matematicos devem ser
gerados para cada espécie € modelo de clorofildmetro portatil. Nesse sentido, é importante para a
cultura do algodoeiro que seja feita a calibragdo do clorofilémetro portati SPAD-502 (MINOLTA
CAMERA COMPANY, 1989) visando & determinagcdo da concentragdo de pigmentos fotossintéticos e
nitrogénio.

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer a relagdo entre os pigmentos fotossintéticos
extraidos em DMSO, o contetdo de nitrogénio e as leituras obtidas no clorofildmetro portatil SPAD-502
gerando modelos matematicos capazes de predizer os teores de clorofila e carotendides em folhas de

algodoeiro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no municipio de Apodi, Rio Grande do Norte, na estagdo de
pesquisas da EMPARN, utilizando o cultivar BRS 187 8H. As coordenadas geograficas da area do
experimento sdo 5°37'19” S - 37°49'06” W e a altitude média de 129m. O clima da regido é
caracterizado como tropical quente e semi-arido com predominancia do tipo BSw'h’, da classificagéo
climatica de Koppen, e solo classificado como cambissolo eutréfico.

A semeadura ocorreu em setembro de 2008, utilizando-se 10-12 sementes por metro linear,
com espagamento entre linhas de 0,9 metros. Os demais tratos culturais, adubagao, controle de
plantas daninhas e pragas foram realizados conforme as recomendagdes da cultura.

Para a extragdo da clorofila e obtengdo do indice SPAD, no estadio de florescimento pleno,
foram colhidas folhas completamente expandidas com diferentes idades e tonalidades de cor, sendo as
mesmas acondicionadas em sacolas plasticas, as quais foram transportadas em caixas de isopor com
gelo até o laboratorio de fisiologia vegetal da Embrapa Algodao.

Das folhas colhidas, foram extraidos discos foliares com area conhecida para a determinagéo
das leituras do indice SPAD. Os discos utilizados para a extracdo de pigmentos possuiam area de 113
mm2, e os utilizados para determinagéo de nitrogénio area de 225mm?2 cada disco. A determinacédo do
indice SPAD em cada disco foi realizada por meio da média de cinco leituras com o clorofilémetro
portatl SPAD-502 (MINOLTA CAMERA COMPANY, 1989). Aproximadamente 200 discos foliares

foram utilizados, onde as leituras variaram entre 4 e 60.
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Apos as leituras com o clorofildmetro as amostras foram acondicionadas em tubos de ensaio
numerados, onde foram adicionados 5 mL de Dimetil sulfoxido (DMSO). Os tubos de ensaio foram
entdo incubados em banho-maria a temperatura de 70 °C (HISCOX; ISRAESTAM, 1978) por um
periodo de 150 minutos. Apds o resfriamento do extrato liquido, uma aliquota de 3 mL foi utilizada para
leituras em espectrofotdmetro a 470, 646 e 663 nm. A partir das leituras obtidas no espectrofotdmetro
determinou-se o conteudo das clorofilas a, b e total além do conteudo de carotendides utilizando-se as
equacdes propostas por Wellburn (1994).

Para relacionar a concentracdo de nitrogénio foliar ao indice SPAD foram feitas cinco
determinagdes desse indice em cada disco. Os discos foram agrupados em doze grupos contendo 15
discos, de acordo com a faixa de leitura obtida no clorofilémetro (0-5; 5-10; 10-15; 15-20; 20-25; 25-30;
30-35; 35-40; 40-45; 45-50; 50-55; 55-60). Os discos foram entdo secos em estufa com circulagéo
forcada de ar a 60°C e determinou-se o nitrogénio total pelo método de micro-Kjeldahl (MALAVOLTA,
1989).

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e regresséo, ajustando-se modelos
matematicos que apresentassem elevados coeficientes de determinagdo. Para gerar os modelos
matematicos utilizaram-se as leituras do indice SPAD como variavel dependente e a concentragao dos
pigmentos extraidos pelo método classico e N foliar como variaveis independentes. Os graficos e as

analises estatisticas foram feitas utilizando-se o software SigmaPlot 10.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 s&o apresentadas as relagdes entre as leituras nos clorofilometros SPAD-502 e as
concentragdes de clorofila a (Figura 1a) e b (Figura 1b) nas folhas de algodao. O modelo matematico
quadratico foi o que melhor expressou estas relagbes. Os coeficientes de determinagédo para os
modelos ajustados foram de 0,90 para clorofila a e 0,80 para clorofila b.

As relagbes entre as leituras no clorofildmetro portatii SPAD-502 e as concentragdes de
carotendides e clorofila total sdo apresentadas na Figura 2. O modelo matematico quadratico foi o que
melhor expressou estas relagdes. Os coeficientes de determinagao para os modelos ajustados foram

de 0,90 e 0,80 para carotendides e clorofila total, respectivamente.
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Figura 1 - Relagao entre as leituras no clorofildmetro portatil SPAD-502 e a concentracédo de clorofila a
(a) e clorofila b (b) em folhas do algodoeiro.
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Figura 2 — Relagdo entre as leituras no clorofilometro portati SPAD-502 e a concentragdo de
carotendides (a) e clorofila total (b) em folhas do algodoeiro.

No presente trabalho foi obtida relagdo néo linear entre as leituras no clorofilémetro portatil
SPAD 502 e as concentragdes foliares de clorofila e carotendides. A relagdo entre a concentragao de
pigmentos da fotossintese e as leituras obtidas em clorofildmetro portatil tem sido estabelecida em
diversas espécies de plantas como a clorofila total em Glicyne max e Zea mays (MARKWELL et al.,
1995), clorofilas a, b, total e carotenodides em Carica papaya L. (TORRES NETO et al., 2002) e Coffea
canephora Pierre (TORRES NETO et al., 2005), entre outras. Em algodao, a relagdo entre as leituras
no clorofildmetro portatil SPAD-502 e os pigmentos da fotossintese foi representada adequadamente
pelo modelo polinomial quadratico, sugerindo que esta espécie apresenta relagcdo semelhante as folhas
de trigo, arroz, soja (MONJE; BUGBEE, 1992) e café (TORRES NETO et al., 2005). Em algumas
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espécies, tanto o modelo linear como o exponencial tem sido ajustado para expressar essas relagdes
(TORRES NETO et al., 2002).

A Figura 3a apresenta a relagdo entre clorofila total/carotendides e as leituras no clorofilémetro
portatil SPAD-502. As leituras obtidas no clorofildmetro permitiram estimar de maneira indireta e com
elevada preciséo essa relagao, onde o modelo polinomial quadratico foi o de melhor representatividade
com coeficiente de determinagéo de 0,91. Quando as leituras do indice SPAD apresentaram valores
inferiores a 40 houve redugdo drastica da relagdo clorofila total/carotendides, o que também foi
verificado em folhas de Carica papaya L. (TORRES NETO et al., 2002) e Coffea canephora Pierre
(TORRES NETO et al., 2005). Essa dréastica redugao na relagéo entre clorofila e carotendides pode ser
decorrente do inicio do processo de senescéncia das folhas (BUCKLAND et al., 1991).

A relag&o entre clorofila a/b e o indice SPAD é apresentada na Figura 3b. Semelhantemente as
demais caracteristicas avaliadas, 0 modelo quadratico foi 0 que melhor se ajustou aos dados com
coeficiente de determinacdo de 0,73. De maneira semelhante ao que ocorreu com a relagdo entre
clorofila total/carotendides, a relagéo entre clorofila a/b apresentou drastica redugéo nas leituras do
SPAD-502 com valores abaixo de 40. Provavelmente, essa reducao ocorreu devido a clorofila a ser

degradada mais intensamente do que a clorofila b (WOLF, 1956).
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Figura 3 - Leituras obtidas no clorofilémetro portati SPAD-502 e as relagdes entre clorofila
total/carotenoides (a) e clorofila a/b (b) em folhas do algodoeiro.
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folhas do algodoeiro.

Na Figura 4 ¢é apresentada a relagéo entre indice SPAD e o conteudo de nitrogénio. Da mesma
forma que para as outras variaveis analisadas, observou-se decréscimo no conteudo de nitrogénio total
quando os valores do indice SPAD foram inferiores a 40.

Com os resultados deste trabalho, foi possivel a obtencdo de modelos matematicos que
associados as leituras obtidas com o clorofilometro portatil SPAD-502 possibilitam a predicdo da
concentragdo dos pigmentos da fotossintese e de nitrogénio em folhas de algoddo herbaceo de
maneira simples e com elevado grau de precisdo, economia de recursos, espaco fisico e tempo no

processamento de amostras, comumente demandados nestas analises.

CONCLUSAO

O determinador portatil de clorofila pode ser utilizado para estimar a concentragédo dos
pigmentos fotossintéticos e de nitrogénio em folhas de algodoeiro, economizando tempo, espago e

recursos comumente demandados nestas analises.

CONTRIBUIGAO PRATICA E CIENTIFICA DO TRABALHO

A obtengcdo de modelos matematicos que estimam a concentracdo de pigmentos da
fotossintese e de nitrogénio a partir de leituras feitas nas folhas por meio de clorofilometro portatil,
permite a realizagdo das determinagdes sem destruir a amostra, além de simplificar os procedimentos
laboratoriais, bem como reduzir 0 consumo de reagentes quimicos normalmente utilizados nos

procedimentos convencionais.
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