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Calibracdo do medidor de clorofila Minolta SPAD-502
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Resumo — O objetivo destetrabalho foi calibrar o medidor declorofila
Minolta SPAD-502 paraavaliacdo danutri¢do nitrogenada das plantas
de milho, baseando-se na prévia comparacéo das leituras de clorofila
com osteores obtidos pel os extratores N,N-dimetilformamida (DMF)
e acetona 80%. No campo, foram avaliados os teores de clorofilaem
folhas de milho cultivado sob plantio direto apés a cultura de aveia-
preta e apds a de tremoco-branco, por duas safras consecutivas.
A extracdo da clorofilacom asolugdo DMF, por 72 horas, foi amais
indicadaparaacalibracéo do medidor declorofila SPAD-502 nacultu-
ra do milho. O gjuste do modelo linear expressou melhor a relagdo
entre o conteido de clorofilaeasleiturasdo SPAD naculturado milho,
e seu uso produziu resultados coerentes com o estado nutricional da
cultura.

Termos paraindexagdo: Avena strigosa, Lupinus albus, adubo verde,
estado nutricional.

Calibration of a Minolta SPAD-502 chlorophyll meter
for evaluation of the nitrogen nutrition of maize

Abstract — The subject of this study was the calibration of a Minolta
SPAD-502 chlorophyll meter for evaluation of the N nutrition of
maize, firstly comparing the chlorophyll readings to the contents ob-
tained from either 80% acetone or N,N-dimethylformamide (DMF)
chlorophyll extrators. The chlorophyll of the maize leaves cultivated
under zero-tillage after oat and lupin for two consecutive harvestswas
evaluated in a field experiment. The chlorophyll extraction after
72 hoursin DMF solution, was the most suitablefor the calibration of
the SPAD-502 chlorophyll meter for maize and its use was coherent
with the nutritiona status of the crop.

Index terms: Avena strigosa, Lupinusalbus, green manures, nutritional
status.
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A determinacdo daclorofilaétradicionalmente realizada pelaextracdo dos
solutosfoliares e posterior determinacéo espectrof otométrica, utilizando com-
primentos de ondanaregiéo do vermelho do espectro deluz visivel. A atividade
fotossintética, o contelido de proteinas solUveis, de N, macronutrientes e
micronutrientes existentes nasfolhas séo variaveis e podem ser correl acionadas
com o conteddo de clorofilano tecido foliar (Rgjcan et al., 1999). Por isso, 0
medidor de clorofila Minolta SPAD-502 tem sido investigado como instru-
mento pararapido diagnostico do estado nutricional de diversas culturasem
relacéo ao contelido de N, agregando vantagens como a simplicidade no uso,
além de possibilitar uma avaliagcdo ndo-destrutiva do tecido foliar (Argenta
etd.,2001).

Em plantasdemilho, aconcentracdo deN, declorofilaeasleturasfornecidas
pelo SPAD-502 estdo positivamente correlacionadas (Castelli et al., 1996;
Argentaet al., 2001), exceto nos estadiosiniciai s de desenvolvimento em que
aleiturarealizadacom o SPAD tem suaprecisio reduzida (Argentaet a, 2001).
Em situacBesem que adisponibilidadede N égrande, asleiturasdo SPAD-502
e o contelido de clorofila sGo pouco correlacionados, porque o potencial do
sistema fotossintético ja se encontra estabel ecido e atuante na converséo de
energialuminosaem energiaquimica, eo excedentede N se encontranaforma
de outros compostos de reserva (Argentaet a ., 2001).

Apesar da relagdo entre o teor de N e o contetido de clorofila ter sido
demonstrada, os model os que descrevem esta relagdo variam entre as cultu-
ras e paraumamesmacultura, pois os métodos empregados na calibragéo do
medidor, e as caracteristicas do préprio medidor, exigem calibragdesindepen-
dentes(Markwell et al., 1995). No processo de extragéo daclorofila, por exem-
plo, diferentes solventestém sido utilizados, porém, amaioriadeles necessita
da moagem e centrifugacdo do material vegetal com ou sem aquecimento.
Os extratores de clorofilaN,N-dimetilformamida (DMF) e acetonanaconcen-
tracdo de 80% (v/v), tém sido utilizados para dispensar os processos de moa-
gem, centrifugac&o ou aguecimento do material (Porraet al., 1989), porém ndo
se sabe qual deles € mais eficiente.

O objetivo deste estudo foi calibrar 0 medidor de clorofila Minolta
SPAD-502 paraavaliacéo danutri¢do nitrogenada das plantas de milho, con-
siderando-se apréviacomparagéo do teor de clorofilaobtido por doisextratores
diferentes com asleituras do medidor.

No campo experimental daEmbrapa-Centro Nacional de Pesquisade Soja,
Londrina, PR, durante asafrade verdo 2000/2001, foi cultivado no campo, sob
sistemade plantio direto, o hibrido demilho Cargill 3023, sucedendo acultura
de aveia-preta (Avena strigosa) e de tremoco-branco (Lupinus albus). Todas
as parcelas de milho receberam 44 kg ha'! de P,Os e K,0 na épocade semea-
dura, pelaférmulaNPK 0-20-20. Somente nasequénciaaveia-preta/milhofoi
aplicadaadose de 80 kg ha! deN, naformade uréia, em que metade dadose
foi aplicada na semeadura e a outra metade em cobertura aos 25 dias apds a
emergénciadas plantas. O ensaiofoi repetido nasafra2001/2002, nas mesmas
condigBes do anterior, porém, aaplicacdo de N foi excluidadostratamentose
o hibrido de milho utilizado foi o Pionner 3041. A partir do estadio de
florescimento, sel ecionaram-se cinco plantas de milho representativas de cada
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parcela. O contelido de clorofilafoi avaliado pelo SPAD-502, quinzenal mente,
nas folhas da espiga. Ao final do ciclo da cultura, a producdo de gréos e de
palhafoi avaliada.

Durante o periodo de enchimento de gréos, a ém das medi¢des do contel-
dodeclorofilapelo SPAD, foi avaliado o contelido de N total notecido foliar
através do método semi-micro Kjeldhal .

Paraacalibragdo do medidor de clorofilaMinolta SPAD-502 com o conted-
do declorofilatotal das plantas, foram col etadas 80 folhas de plantas de milho
crescidas na safra 2000/2001, cujas tonalidades de verde variavam de
verde-amarel ado averde-escuro intenso. Com o auxilio de um vazador circular
de érea equivalente a 346 mm? foram retirados circul os de tecido vegetal do
terco médio das folhas. Imediatamente, foram realizadas as |eituras em cada
circulo com 0 SPAD-502. O valor daleiturade cadacirculo foi composto pela
média aritmética de seis repeticbes. Em seguida, em todos os circulos foram
determinados os teores de clorofila das folhas, utilizando-se os solventes
acetona 80% e N,N-dimetilformamidasem dilui¢&o. Paraisso, osdiscosforam
acondicionados em frascos protegidos da luz e imersos individual mente em
25 mL de cadaextrator. As amostras em acetonaforam mantidas sob refrigera-
¢80 (8°C), enquanto as amostras em DMF foram mantidas em temperatura
ambiente. As absorbancias dos extratosforam anali sadas em espectrofotémetro
noscomprimentosdeondade 647 (Ags7) €663 Nm (Agss), 3p0s 72 € 104 horasdo
inicio daextraco. No célculo dasquantidadesdeclorofilag, betota (C, CpeC,
respectivamente), foram utilizadas as equagdes descritas por Porraet al. (1989)
para as amostras extraidas com acetona 80%: C,= 12,7Ag63- 2,7A647,
Co=-4,7Ass3+ 22,9A547; C = 8,02A 463 + 20,2A547. As equacBesde Moran (1982)
foram utilizadas paraasamostrasextraidascom DMF: C,= 12,64A663 - 2,99A 647,
Cp=-5,6Ags3+23,26A 547, G = 7,04A 63+ 20,27A647.

Nos procedimentos estatisticos de regressdo e andlise de varidnciafoi utili-
zado o Software Sigma Plot 2.0, e 0s gjustes das curvas foram redlizados pela
funcdo linear e quadratica

N&o foram observadas diferencas significativas nos contelidos de clorofi-
laextraidasapds o periodo de 72 e 104 horas, em ambos extratores. Observou-
sequeosdiscosdo limbo foliar tratadoscom DMF, ap6s 72 horas, apresenta-
vam-se total mente despigmentados, enquanto os discos tratados com aceto-
na, mesmo apds 104 horas, ainda apresentavam pontos com pigmentacéo
verde, visiveis a olho nu, indicando uma menor eficiéncia de extracéo com
acetona. A relacdo entre o total declorofilaaeclorofilab variou significative-
mente nos dois extratores utilizados. Em acetona, arelacéo entreclorofilaae
clorofilabfoi de2,23+0,26, ao passo queem DMF, arelagdo foi de 3,78+0,36,
sugerindo maior eficiénciado Ultimo na extracdo das clorofilas, cujarelacéo
obtidafoi caracteristicadas plantas C4, 0 que ndo foi evidenciado naextracdo
com acetong, cujarelacdo ficou proximadaencontradaem plantas Cs.

Osvaloresde clorofilatotal foram melhor gjustados aos model os lineares
de primeira e de segunda ordem quando utilizou-se o extrator DMF, do que
com acetona (Tabela 1). Os valores dos coeficientes de determinago foram
muito proximos nos dois model os utilizados, discordando dos relatos encon-
trados na literatura que indicam que a correlagéo entre aclorofilafoliar e as
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leituras do SPAD-502 no milho ndo élinear (Castelli et al., 1996). Apesar da
semelhanca dos coeficientes de determinagéo entre os model os testados, 0s
pardmetros da equagdo gjustada ndo foram significativos em ambos os
extratores(Tabela 1).

O contetido de clorofila foliar nas plantas de milho foi similar entre os
tratamentos até o periodo de formag&o das espigas (60 e 70 dias apds plantio).
Com o0 avango do periodo reprodutivo, fase que se caracteriza pela
redistribuicéo de nutrientes e enchimento de gréos, ocorreu um progressivo
amarelecimento das folhas inferiores das plantas. Esta situaco apresentou-
semais expressiva na rotacéo envolvendo aveia-preta/milho, ao passo que o
milho cultivado apds tremoco-branco manteve-se com as folhas mais
esverdeadas por maior tempo, como ficou demonstrado pelos maiores con-
tetdos de N na folha no momento da colheita (Tabela 2). No sistema tremo
¢o- branco/milho, aconcentragcdo méximade clorofilanasfol has, determinada
pela derivada primeira das equactes quadraticas g ustadas aos teores de clo-
rofiladurante o desenvolvimento das plantas de milho, foi detectadaaos 79 e
84 dias apds o plantio, respectivamente nas safras 2000/2001 e 2001/2002,
enguanto na rotagdo aveia-preta/milho, a maxima concentracdo de clorofila
nas folhas somente foi observadaaos 68 e 69 dias apds o plantio, nas respec-
tivas safras.

Tabela 1. Parametrosdas equactes|ineares (y = ax + b) equadréticas (y = ax2 + bx +¢)
dosconteidosdeclorofilatota, extraido em acetona 80% e N,N-dimetilformamida(DMF).

Modelo Parametros da equacio R’
a b C
Acetona 80%
Linear -1,1909** 0,1080** - 0,658***
Quadrético -2,0098™ 0,1423™ -0,0003™ 0,659* **
DMF
Linear -3,9329** * 0,1887*** - 0,881***
Quadrético -0,2477"™ 0,1277™ 0,0006™ 0,876***

"Nao-significativo, ** e ***Significativo a 1% e a0,1%, respectivamente.

Tabela 2. Producéo de gréos e palha, e acumul agéo de nitrogénio, pelo milho cultivado
sob plantio direto em duas rotagdes de culturas em Londrina, PR, safra 2000/2001 e
2001/2002, e avaliacdo dasleiturasdo SPAD, nitrogénio foliar associado com aquan-
tidade de clorofilado milho cultivado sob plantio direto e duas rotagdes de culturas na
safra2000/2001.

Rotagéo Matéria seca Nitrogénio Leitura N foliar Clorofila
SPAD
Grios Paha Gréos Paha Grios Pdha DMF? Acet®
— (Mgha') — - (%) - (kg ha?) --- = (%) —~(mgdm?) -
Safra2000/2001
Tremogo- 80a 146a 15la 065a 105a 82a 560a 254a 664a 4,952
branco/milho
Aveia-preta/milho
(+80 kg N ha®) 66b 100b 145a 062a 83b 54b 480b 2,080 513b 4,08
Safra 2001/2002
Tremogo- 76a 102a 113a 069a 74a 6la - - - -
branco/milho

Aveia-preta/milho 42b 80b 09b 037b 35b  26b - - - -

(WEm cada safra, médias seguidas damesmaletra, na coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste t. @Clorofilaextraidacom N,N-dimetilformamida. ?Clorofilaextraidacom acetona 80%.
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Este comportamento esté associado a disponibilidade de N do solo parao
milho, umavez quefoi plantado sobre a palhada de tremoco-branco, de baixa
relagdo C:N, que acumulavamais de 200 kg ha'’ de N na ocasi&o do manejo
(Zotarelli, 2000). O tremoco-branco € umaleguminosaque pode acumular sig-
nificativa quantidade de matéria seca (4 a6 Mg ha?l) eintroduzir N no solo
proveniente dafixacdo biol 6gicado N,atmosférico (Zotarelli, 2000). Por outro
lado, a cultura da aveia-preta, amplamente difundida no manejo de sistemas
de plantio direto por suaexcel ente capacidade de coberturado solo, que pode
chegar a8 Mg ha'l, possui altarelagdo C:N, o que pode ocasionar, em determi-
nadas situacdes, a imobilizacdo de N mineral do solo em sistema de plantio
direto (S, 1993). Comparando-se as produtividades e aacumulacdo de N nos
sistemas de rotagdo (Tabela 2), verifica-se que a contribuicéo do tremoco-
branco foi superior a80 kg hal de nitrogénio.

No ano seguinte, a suspensdo da adubagdo nitrogenada na segiiéncia
aveia-preta/milho reduziu o rendimento de grdosem 2,4 Mg ha'l; aacumula-
¢&o final de N nostecidostambém foi comprometidaem torno de 50%; nesta
situacdo osteores de N nos gréos e palhaforam significativamente inferiores
narotagcdo com presencada aveia-preta (Tabela 2), ficando evidente a situa-
¢80 de deficiénciade N no sistema.

Paralelamente a reducdo do contetdo de clorofila, foram observados de-
créscimos significativos do contetido de N no tecido foliar nos dois sistemas
de produgdo, confirmando arelac&o entre asleituras do SPAD e aconcentra-
¢dodeN eclorofila(Argentaet al., 2001).

Um segundo fator nacomparagao entre os dois anos agricolasfoi aaduba-
¢80 nitrogenada realizada no milho na rotacdo com aveia-preta apenas no
primeiro ano de cultivo. Esse fator contribuiu para que o contelido de N nas
folhasde milho, nasafra2000/2001, no sistemaaveia-preta/milho, fosserel ati-
vamente maior do que no mesmo sistemanasafra2001/2002, o querefletiu no
contetido declorofilafoliar, naprodutividade e naacumul agéo de N nos gréos
enapalha(Tabela 2). Na safra2001/2002, foram observados, apenasnarota-
¢&o avela-preta/milho, sintomasdadeficiénciadeN eK nafasede enchimento
de gréos da espiga. Em 90% das espigas colhidas, foi possivel observar ma
formacgao caracterizada pel o ndo preenchimento dos|6cus que compunham a
pontadaespiga, além do entortamento da ponta da espiga, caracterizado pelo
desbalango narelagéo N:K.

A extracdo daclorofilacom asolugdo DMF, por 72 horas, éamaisindicada
para a calibragdo do medidor de clorofila SPAD-502 na cultura do milho.
O modelo linear expressaarelagéo entre o contetido de clorofilae asleituras
do SPAD para a cultura do milho, e permite avaliar o estado nutricional da
cultura pelaestreitarelagdo com o contetido de N foliar apos afloragéo.
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