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RESUMO

A analise do teor de clorofila fornece informacdes importantes sobre o estado
fisiologico e potencial fotossintético das plantas. Devido ao fato da medigéo direta de
clorofila ser um método destrutivo, leitores Opticos moveis sdo adotados enquanto
ferramentas ndo destrutivas para a avaliagdo indireta dos niveis de clorofila nas
plantas. A avaliacdo indireta da clorofila € realizada amplamente pelo SPAD-502, por
apresentar valores relativos com alta correlagdo com os teores absolutos de
clorofila. Pode-se igualmente serem adotados outros medidores portateis, como o
uso de colorimetros, que podem apresentar valores com alta correlagdo com o0s
valores relativos obtidos via SPAD-502. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
correlacdo entre o clorofildmetro SPAD-502 (Minolta®) e o Colorimetro CR-400
(Minolta®) para a anélise dos indices relativos de clorofila em folhas de Physalis
peruviana. Observou-se que os indices relativos de clorofila obtidos via SPAD-502
apresentam correlacdo altamente significativa (p < 0,01) com os valores de L*a*b*,
°hue e indice chroma (c*) obtidos pelo colorimetro CR-400. Os resultados obtidos
indicam potencial viabilidade técnica para o uso do colorimetro CR-400 na andlise
indireta de clorofila em folhas de P. peruviana.

PALAVRAS-CHAVE: indice de Clorofila, Physalis peruviana, SPAD-502.
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ANALYSIS OF THE RELATIVE CHLOROPHILA INDEX IN FISALS THROUGH
DIFFERENT PORTABLE METERS

ABSTRACT
The analysis of the chlorophyll content provides important information on the
physiological state and photosynthetic potential of the plants. Because direct
measurement of chlorophyll is a destructive method, mobile optical readers are
adopted as non-destructive tools for the indirect evaluation of chlorophyll levels in
plants. The indirect evaluation of chlorophyll is performed extensively by the SPAD-
502, as it presents relative values with high correlation with the absolute chlorophyll
content. Other portable meters can also be adopted, such as the use of colorimeters,
which can present values with high correlation with the relative values obtained
through SPAD-502. The aim of the present study was to evaluate the correlation
between chlorophyllometer SPAD-502 (Minolta®) and Colorimeter CR-400
(Minolta®) for the analysis of relative indexes of chlorophyll in leaves of Physalis
peruviana. It was observed that the relative indexes of chlorophyll obtained by SPAD-
502 showed a highly significant correlation (p <0.01) with the values of L*a* b*, °hue
and chroma index (c*) obtained by the CR-400 colorimeter. The results indicate
potential technical feasibility for the use of the CR-400 colorimeter in the indirect
analysis of chlorophyll in leaves of P. peruviana.
KEYWORDS: Chlorophyll Index, Physalis peruviana, SPAD-502.

INTRODUCAO

As clorofilas sdo os pigmentos biologicos fotossintéticos mais abundantes na
Terra (KLUGE et al., 2015). A anélise do teor de clorofila nas folhas é um método
comumente adotado na agricultura para monitorar o desenvolvimento vegetal,
fornecendo informacfes importantes sobre o estado fisioldgico, teores de nitrogénio
nas folhas e o potencial fotossintético das plantas (RICCARDI et al., 2014; YANG et
al., 2015).

A medicgéo direta de clorofila usando produtos quimicos para a extracao € um
meétodo destrutivo, complexo e demorado, o que levou ao desenvolvimento de
leitores Opticos moveis, fornecendo ferramentas ndo destrutivas para a avaliacdo
indireta dos niveis de clorofila nas plantas (CORTAZAR et al., 2015). A avaliacao
indireta da clorofila é realizada amplamente pelo método SPAD (Soil Plant Analysis
Development) por apresentar valores relativos com alta correlacdo com os teores
absolutos de clorofila presente nas folhas (JESUS; MARENCO, 2008). O uso do
clorofildmetro SPAD-502 (Minolta®, Japdo) ja foi relatado para diferentes culturas,
como em Eucalyptus dunnii Maiden (DRANSKI et al., 2016), Lycopersicon
esculentum Mill. (NOGUEIRA et al., 2018), entre outras.

Outros medidores portateis podem ser adotados para a realizacao de analises
nao destrutivas e a determinacdo de indices relativos de clorofila, como o uso de
colorimetros portateis. O uso de colorimetros portateis ja foi relatado para a
determinacao de indices de clorofila relativa para a cultura do milho (SILVA et al.,
2016), do morangueiro (TONIN et al., 2016), entre outras espécies.

Na P. peruviana L., analises dos indices relativos de clorofila via SPAD-502 ja
foram relatados, relacionando os indices relativos de clorofila das folhas com o
estado fisiologico das plantas submetidas ao estresse hidrico (ALDANA et al., 2014),
a diferentes tratamentos com nutrientes (VERMA et al., 2017), e a aplicagdo de
diferentes fontes de nitrogénio (ANTUNEZ-OCAMPO et al., 2016). Porém, n&o foi
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observado na literatura o uso de colorimetros portateis para a analise de clorofila
relativa em P. peruviana.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a correlacéo entre o clorofildometro
SPAD-502 (Minolta®) e o Colorimetro CR-400 (Minolta®) para a anélise dos indices
relativos de clorofila em Physalis peruviana.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em solo, classificado como Latossolo Vermelho,
durante os meses de setembro de 2017 a junho de 2018, na area experimental da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) campus Cerro Largo, regido noroeste
do Estado do Rio Grande do Sul, com clima tipo Cfa, segundo classificacdo de
Koppen.

A Physalis peruviana L. pertence a familia Solanaceae, e é conhecida
popularmente como fisalis. A semeadura de P. peruviana foi realizada em sacos
plasticos com capacidade de 0,25 L, preenchidos com substrato Carolina Soil®. Apds
as mudas atingiram uma altura média de 15 cm, selecionaram-se mudas
plenamente saudaveis e foi realizado o transplantio das mesmas para canteiros
previamente preparados, com a fertiidade e pH corrigido, de acordo com as
exigéncias para producdo de solanaceas (SBCS, 2004).

Para a realizagdo das analises, realizou-se a coleta das folhas de P.
peruviana, em diferentes ramos laterais, quando as plantas atingiram o Estadio
Fenologico 8, correspondente ao periodo de colheita (BETEMPS et al., 2014). Com
o intuito de obter um gradiente para a analise relativa dos teores de clorofila, foram
selecionadas folhas com diferentes graus de senescéncia, estabelecendo-se
arbitrariamente oito estadios de senescéncia das folhas (Figura 1), correspondente
as diferencas visuais na coloracéo das folhas.
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FIGURA 1 - Diferentes estadios visuais de senescéncia
em folhas de Physalis peruviana.
Fonte: Elaborado pelos autores.

Para cada estadio de senescéncia estabelecido, foram selecionadas trés
folhas visualmente semelhantes. Para cada folha selecionada, foram realizadas na
parte adaxial duas leituras, uma leitura de cada lado da nervura central, do indice de
clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e clorofila a + b (Chl total), por meio do medidor
indireto de clorofila SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development, Minolta®, Japao).

Para as mesmas folhas, realizou-se a analise da coloracdo na parte adaxial,
através de duas leituras, uma leitura de cada lado da nervura central, por meio do
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Colorimetro CR-400 (Minolta®). Através do padrdo CIE-Lab, obtiveram-se os valores
dos componentes L*, a* e b*. Os valores obtidos foram expressos em Angulo Hue
(°hue) através da formula [arco tangente (b*/a*)], e expressos em indice Chroma (c*)
através da formula [(a** + b**)Y?] (SA et al., 2008).

Os valores de L* variam do claro ao escuro, sendo o valor 100,
correspondente a cor branca e o valor 0 (zero) a cor preta; o componente a* varia
entre o vermelho e o verde, o0s valores positivos correspondem ao vermelho, o 0
(zero) ao cinza e, os valores negativos, a cor verde; e 0 componente b* varia do azul
ao amarelo, os valores negativos correspondem ao azul, o 0 (zero) ao cinza e, 0s
valores positivos, a cor amarela (CONTI et al., 2002). Os valores dos componentes
L*a*b* foram denominados no presente estudo de indice L*, indice a* e indice b*,
respectivamente.

Os indices relativos de clorofila (Chl a, Chl b e Chl total) obtidos pelo SPAD-
502 foram relacionados com os diferentes indices (L*, a*, b*, °hue e c*) obtidos pelo
colorimetro CR-400 mediante analise de regressao, as equacdes foram obtidas pelo
software Excel®. Os indices relativos de clorofila do SPAD-502 foram considerados
as variaveis dependentes (y) e os valores obtidos pelo CR-400 como variaveis
independentes (x), como proposto por Silva et al. (2016).

Posteriormente, os resultados obtidos foram submetidos a analise de
correlagdo, determinando-se o coeficiente de correlacdo de Pearson, através do
Software R Studio (R CORE TEAM, 2018). O coeficiente de correlacdo Pearson (r)
varia de -1 a 1, onde o sinal indica dire¢ao positiva ou negativa do relacionamento e
o valor sugere a forca da relacdo entre as variaveis, sendo que uma correlacdo
perfeita (-1 ou 1) indica que o escore de uma variavel pode ser determinado
exatamente ao se saber o escore da outra (FIGUEIREDO FILHO; SILVA JUNIOR,
2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 2 encontra-se plotado os resultados, equacdes e coeficientes de
determinacdo (R?) para as diferentes variaveis analisadas, enquanto que na Tabela
1 encontram-se os coeficientes de correlacdo de Pearson (r) para as diferentes
variaveis. No presente estudo, observou-se que todas as variaveis apresentaram
correlagao (r) altamente significativa (p < 0,01).

Para as variaveis °hue (‘X’), obtidas pelo colorimetro CR-400, e o indice de
clorofila a (‘y’) obtido pelo SPAD-502, obteve-se um coeficiente de determinacéo de
0,9157 (Figura 1A), enquanto que para as variaveis °hue ('x’) e o indice de clorofila b
('y’) obteve menor coeficiente de determinacdo (R* = 0,7885, Figura 1B), indicando
que o indice de Chl a ajusta-se mais adequadamente com o °hue.

Para ambas as situacdes supracitadas, a correlacdo (r) foi positiva e
altamente significativa (p < 0,01), ou seja, a medida que os valores obtidos para o
°hue (colorimetro) aumentam, os valores obtidos pelo SPAD-502 aumentam para os
indices de Chl a e Chl b, e vice-e-versa. Resultados intermediarios foram
observados para as variaveis °hue (‘x’) e o indice de clorofila total (‘y’) (resultados
nao plotados), foi obtido um coeficiente de determinagdo de 0,8981 e a seguinte
equacao linear: y = 0,725x — 54,596.

Resultados semelhantes foram observados para a cultura do milho
(AMARANTE et al., 2010) e para o morangueiro (TONIN et al., 2016), sendo que
ambos 0s autores observaram aumento nos valores do °hue, obtidos pelo
colorimetro CR-400 (Minolta®), a medida que os teores de clorofila (via método
destrutivo) aumentavam nas folhas.
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Para as variaveis indice b* (Figura 1C, ‘X’) e indice a* (Figura 1D, ‘X’) obtidos
pelo colorimetro, e o indice de clorofila total (‘y’), obteve-se um R? de 0,9214 e
0,6326, respectivamente. Na analise de correlacdo de Pearson, para ambas as
variaveis foram obtidas correlacédo altamente significativa (p < 0,01) e negativa, ou
seja, a medida que os valores de Chl Total aumentam, os valores de a* e b*
diminuem. Contudo, a ocorréncia de um baixo R? (0,6326) entre o indice a* (Figura
1C) e o indice de Chl Total, indica baixa confianca entre as leituras obtidas pelo
colorimetro e 0 SPAD-502 para essas duas variaveis, quando correlacionadas.

De acordo com os resultados supracitados, a medida que os indices de
clorofila obtidos via SPAD-502 aumentam, os valores obtidos para o componente a*
diminuem em direcdo ao espaco de cor verde, indicando um enverdecimento das
folhas; enquanto que a medida que os indices de clorofila via SPAD-502 diminuem,
os valores correspondentes ao componente b* aumentam em direcdo ao espaco de
cor amarela, indicando aumento da clorose nas folhas (amarelecimento).
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FIGURA 2 - Analises das relagBes entre os indices relativos de clorofila através do SPAD-
502 e o colorimetro CR-400 em folhas de Physalis peruviana. A) Angulo Hue
(°hue, ‘x’) e indice de Clorofila a (Chl a, ‘y’); B) Angulo Hue (°hue, ‘x") e indice
de Clorofila b (Chl b, ‘y’); C) Componente b* (indice b*, ‘x’) e indice de Clorofila
a + b (Chl Total, 'y"); D) Componente a* (indice a*, ‘x’) e indice de Clorofila a +
b (Chl Total, 'y"); E) Componente L* (indice L*, ‘x’) e Clorofila a + b (Chl Total,
'v"); F) Componente c* (indice c*, ‘x’) e Clorofila a + b (Chl Total, ‘y’).
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No presente estudo, para a variavel indice L* (Figura 1E, ‘x’) e Chl Total (‘y’)
obteve-se um coeficiente de determinagao de 0,9163, sendo a correlacdo altamente
significativa (p < 0,01) e negativa, ou seja, a medida que os valores obtidos pelo
colorimetro para o indice L* aumentam, os valores para o indice de clorofila total,
obtidos via SPAD-502, decrescem. Resultados semelhantes foram obtidos para o
indice c* (Figura 1F, ‘X’) em relacdo ao indice de Chl Total (‘y’), que apresentou um
R? 0,9113, e correlacdo (r) altamente significa (p < 0,01) e negativa. Esses
resultados indicam uma diminuicdo do brilho e na cromaticidade das folhas a medida
que os teores relativos de clorofila aumentam.

TABELA 1 - Andlise do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre as variaveis:
indice de clorofila a (Chl a), indice de clorofila b (Chl b), indice de
clorofila a + b (Chl total) mensurados através do medidor indireto de
clorofila SPAD-502, e os indices L*, a* b* c* e angulo Hue (° Hue)
mensurados através do Colorimetro CR-400 (Minolta®).

Chl a Chl b Chl total L* ax b* c*

Chlb 0,8575
Chltotal 0,9895~ 0,9228"

L* -0,9634" -0,8402" -0,9573"

a* -0,8143" -0,6613" -0,7954" 0,8554"

b* -0,9707" -0,8300" -0,9599” 0,9803" 0,8544"

c* -0,9655~ -0,8254" -0,9546" 0,9744” 0,8311" 0,9983"

%hue 0,9569° 0,8235  0,9477° -0,9677  -0,9235  -0,9612" -0,9448"

** p-value < 0,01

Corroborando com esses resultados, Amarante et al. (2010) observaram
decréscimo nos valores de L* e c*, obtidos pelo colorimetro CR-400 (Minolta®), com
0 incremento nos teores de clorofila via método destrutivo em folhas de milho (Zea
mays). Contrariamente esses resultados, Silva et al. (2016) observaram correlagao
positiva e significativa entre os indices de clorofila total obtidos pelo SPAD-502 e o
indice L* obtido pelo colorimetro Meter-10 (Minolta®) para a cultura do milho.

De acordo com os resultados, observou-se que os valores via sistema CIE
L*a*b* obtidos através do colorimetro CR-400, apresentam alta correlagdo com os
indices relativos de clorofila obtidos via SPAD-502, indicando potencial viabilidade
técnica do uso do colorimetro para andlise indireta de clorofila em folhas de P.
peruviana.

Contudo, ressalta-se que para a adocao do colorimetro CR-400 para analise
de clorofila indireta, € necesséria a realizacdo da calibracdo do colorimetro com as
extracbes direta de clorofila (AMARANTE et al., 2010). Assim, indica-se a
necessidade da realizacdo da calibragdo dos indices relativos de clorofila via SPAD-
502 e o colorimetro CR-400 com os teores de clorofila via extracao destrutiva, que
até o momento nao foi relatada na literatura cientifica para a P. peruviana.

CONCLUSAO
Conclui-se que os indices relativos de clorofila obtidos via SPAD-502
(Minolta®) apresentam alta correlacdo com os valores obtidos pelo colorimetro CR-
400 (Minolta®), indicando potencial viabilidade técnica para o uso do colorimetro na
andlise indireta de clorofila em folhas de P. peruviana.
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