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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar a variagdo de clorofila a, b e totais em mudas de
Balfourodendron riedellianum (Engl.) Engl. e Cedrela fissilis Vell. sobre desfolha artificial
pelo método destrutivo e nao destrutivo. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado, composto de 2 tratamentos (com e sem desfolha artificial) e 20 repeti¢des,
totalizando 40 unidades experimentais por espécie. As espécies ndo foram comparadas
estatisticamente, ja que apresentam constitui¢do geral totalmente diferente, dessa
maneira, sdo tratadas como experimentos distintos. Ao final do experimento foram
determinados os teores de clorofila pelo método bioquimico e analitico, com o uso do
clorofilémetro. Em relagio ao maior teor de clorofila encontrado em mudas de cedro
submetidas a desfolha artificial, isso pode ser explicado pela caracteristica da espécie
perder as folhas em determinadas fases de desenvolvimento (caducifélia), ou seja, esta
ja apresenta estratégias para compensar a fotossintese mesmo com o nimero de folhas
reduzido. Os teores de clorofila totais determinados pelo método destrutivo foram
crescentes nas espécies, enquanto que as médias obtidas em mudas expostas a desfolha
artificial foram de 58,12 e 47,62 pmol m?, em cedro e pau marfim. Em relagio aos
métodos de determinagio dos pigmentos fotossintéticos, é perceptivel que ambos sdo
eficientes na quantificagio desse parimetro, dependendo do objetivo proposto.

Palavras chaves: Clorofilometro; Lenhosas; Quantificagio.

| Msc.; Agronoma; Universidade Estadual do Oeste do Parana, Unioeste; Enderego: Tv. Pau Amarelo, s/n,Vila Nova, CEP:
68650-000, Capitido Pogo-PA, Brasil. E-mail: eunice_agronomia@yahoo.com.br (¥) Autor para correspondéncia

2 Msc.; Agronoma; Universidade Estadual do Oeste do Parana, Unioeste; Endereco: Rua Pernambuco, 1777, Centro, CEP:
8560-000, Marechal Candido Rondon-PR, Brasil. E-mail: patriciagibbert@gmail.com

3 Msc.; Agronoma; Universidade Estadual do Oeste do Parana, Unioeste; Enderego: Rua Pernambuco, 1777, Centro, CEP:
8560-000, Marechal Candido Rondon-PR, Brasil. E-mail: tatianechiapetti@gmail.com

4 Dra.; Engenheira Agronoma; Professora na Universidade Estadual do Oeste do Parana, Unioeste, Centro de Ciéncias

Agrarias; Endereco: Rua Pernambuco, 1777, Centro, CEP: 8560-000, Marechal Candido Rondon-PR, Brasil. E-mail:
marlenemalavasi@yahoo.com.br

5 Dr.; Engenheiro Florestal; Professora na Universidade Estadual do Oeste do Parana, Unioeste, Centro de Ciéncias
Agrarias; Enderego: Rua Pernambuco, 1777, Centro, CEP: 8560-000, Marechal Candido Rondon-PR, Brasil. E-mail:
biramalavasi@yahoo.com.br

Recebido para publicagdo em 08/10/2016 e aceito em 18/11/2019
Ambiéncia Guarapuava (PR)  v.I15n.2 p-435 - 443 Maio/Ago 2019 ISSN 1808 - 0251
DOI:10.5935/ambiencia.2019.02.12




Abstract

'The objective of this work was to evaluate the variation of chlorophyll a, b and total
in Balfourodendron riedellianum (Engl.) Engl. and Cedrela fissilis Vell. about artificial
defoliation by the destructive and non destructive method. A completely randomized
design was used, consisting of 2 treatments (with and without artificial defoliation)
and 20 replications, totaling 40 experimental units per species. The species were not
statistically compared, since they have a totally different general constitution, thus, they
are treated as distinct experiments.At the end of the experiment, chlorophyll levels
were determined by the biochemical and analytical method, using the chlorophyll
meter. Regarding the higher chlorophyll content found in cedar seedlings submitted
to artificial defoliation, this can be explained by the characteristic of the species losing
leaves at certain stages of development (deciduous), that is, it already has strategies
to compensate for photosynthesis even with the number of sheets reduced. The total
chlorophyll content determined by the destructive method were increasing in the
species, while the averages obtained in seedlings exposed to artificial defoliation were
58.12 and 47.62 pmol m2 in cedar and ivory wood. Regarding the photosynthetic
pigment determination methods, it is noticeable that both are efficient in quantifying
this parameter, depending on the proposed objective.

Keywords: Chlorophyll meter; Woody; Quantification.

Introducao

Muitos estudos tém enfatizado o aumento da degradagio de matas nativas, assim, estratégias
devem ser desenvolvidas acerca do meio ambiente, com o objetivo de manejar a floresta de forma
mais sustentdvel, equilibrando o ecossistema e levando em consideragdo os aspectos econdmicos
e sociais (DEGEN et al., 2013). Assim, desenvolver pesquisas com espécies nativas é de extrema
importincia, pois respalda o uso das mesmas, nas mais diversas condi¢des e alteragces que podem
ser submetidas, desde a produgdo de mudas até o estabelecimento em campo.

Balfourodendron riedelianum (Engl.) Engl. ou pau-marfim da familia Rutaceae é considerada
uma espécie caducifélia, longeva pertencente ao grupo Sucessional das secunddrias tardias. A
madeira do pau marfim pode ser usada para fabrica¢do de méveis de luxo, molduras, guarni¢cdes
internas, portas, artefatos domésticos, pecas torneadas, laminados decorativos, tacos para assoalhos,
carpintaria e marcenaria em geral. A espécie pode atingir uma altura aproximada de 35 m e
didmetro de 100 cm quando adultas, além de serem varidvel em fun¢io da conformidade, podendo
apresentar tronco cilindrico ou retilineo (PAULA; ALVEZ, 2017).

Cedrela fissilis Vell. ou cedro da familia Meliaceae é uma planta de grande porte e comporta-
se como secunddria inicial. A madeira dessa espécie apresenta grande valor econémico com
uso potencial para arborizagio, paisagismo, perfumaria e medicinal, além de ser indicada para
recomposi¢io de mata ciliar (SAKURAGUI et al., 2013).

A exploragio da espécie muitas vezes desordenada no passado, fez com que as reservas
naturais de cedro diminuissem progressivamente durante os anos, gerando, assim, grandes
dificuldades na aquisi¢do de sementes e materiais genéticos para estudos (CAIRES et al., 2011).
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Injarias ou perdas foliares sejam naturais ou artificiais podem induzir alteragdes fisioldgicas,
bioquimicas e estruturais nas plantas. A quantificagdo das perdas e do prejuizo econdémico pode
incentivar o silvicultor a melhorar as praticas de manejo e reduzir os danos causados pelos insetos.
Contudo, a simulagio exata do consumo de folhas provocado por insetos é extremamente dificil
na pratica. Portanto, é mais frequente que sejam encontradas na literatura pesquisas realizadas
com injurias artificiais (COSTA et al., 2003; DRANSKI et al., 2016).

Tradicionalmente, os métodos utilizados para determinacdo do teor de clorofila
requerem destruicdo das folhas, o que é uma desvantagem em estudos que visam analisar
o efeito dos tratamentos no grau de esverdeamento. Além disso, esses métodos sio muito
demorados e onerosos. A partir da década de 90, foi disponibilizado equipamento capaz de
gerar grandezas relacionadas com os teores de clorofila, o clorofilémetro Soil Plant Analysis
Development (SPAD-502). Esse instrumento portitil fornece leituras que se relacionam
com o teor de clorofila das folhas permitindo medig¢des de forma rdpida e pritica a um custo
baixo (RICHARDSON et al., 2002; JESUS; MARENCO, 2008).

Realizar a quantificagdo dos teores de clorofilas em mudas submetidas 4 desfolha ¢ de
primordial importancia, principalmente, por estes pigmentos estarem envolvidos na produgio
de fotossintatos. Logo, a perda de folhas ou de parte dela, ird refletir no crescimento e
desenvolvimento das mudas e, neste sentido, esse parimetro se torna um importante sinalizador
bioquimico da desfolha.

Diante do exposto, o objetivo da pesquisa foi avaliar a varia¢do nos teores de clorofila pelo
método destrutivo e ndo destrutivo em mudas de Balfourodendron riedellianum E. e Cedrela fissilis
V. submetidas a desfolha artificial.

Material e métodos

O ensaio foi realizado em casa de sombra localizado sob as coordenadas de 24° 33’S e 54° 04’
W e altitude de 420 m. De acordo com o IAPAR e, segundo a classificagio de Koppen, o clima da
regido ¢ do tipo Cfa subtropical, mantendo a média anual de temperatura entre 22 e 23°C, com chuvas
bem distribuidas durante o ano e verdes quentes (ALVARES et al., 2013; NITSCHE et al., 2019).

O ensaio utilizou mudas de pau marfim e de cedro com aproximadamente oito meses,
transplantadas para vasos de 2 litros preenchidos com substrato Plantmax® e aclimatadas por 15
dias antes da imposi¢do dos tratamentos. As plantas receberam adubagées semanais com 3 mL
por muda de solugdo nutritiva (Tabela 1) antes da imposi¢do do tratamento.

Tabela 1- Composi¢ao da solugao nutritiva para adubagao de mudas

Solug¢io nutritiva

KH2PO4  MgSO4 KNO3 Ca(NO3)2 4H20 Micro Completa Fe-EDTA
mL L-1
1,0 2,0 5,0 5,0 1,0 1,0

Apés 15 dias da imposi¢do dos tratamentos, foram determinados os teores de clorofila
pelos métodos destrutivos (ou bioquimico) e nio destrutivo (clorofiléometro Minolta®
SPAD-502). Em ambos, coletaram-se as informagdes de clorofila em folhas do terco médio
da folhagem localizadas nos pontos cardinais da muda. Com as quatro leituras, calculou-se
a média utilizando-se o SPAD.
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Imediatamente apés o término das leituras, as folhas foram destacadas, acondicionadas
em sacos e submetidas & metodologia proposta por Arnon (1949) com supressio das fases de
trituragdo e centrifugacio.

Amostras foliares de 14,0 cm? foram acondicionadas em tubos Falcon de 15,0 cm?,
previamente revestidos com papel aluminio e preenchidos com 10 mL de acetona a 80%. As
amostras permaneceram incubadas a 25 °C por 48 h. Ao término do periodo de extragdo, aliquotas
de 3 mL foram transferidas para cubetas de quartzo de 3,0 cm® e tomados os valores de absorbancia
nos comprimentos de 645 e 663 nm. Os resultados para a concentracao de clorofila a, clorofila
b, e clorofila a + b foram obtidos conforme as Equacdes 2, 3 e 4 propostas por Arnon (1949) e
os resultados expressos em pmol m?, considerando o volume do extrator, a drea foliar extraida e
a massa molar das clorofilas a e b.

Clorofilaa =12,7A . - 2,69 A, 1)
Clorofilab=22,9A , - 4,68 A, 2)
Clorofila a + b = Clorofila a + Clorofila b (3)

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado composto por dois
tratamentos (com e sem desfolha artificial) e 20 repeti¢ées por espécie, totalizando 40 unidades
experimentais. Para a imposi¢do dos tratamentos, realizou-se a contagem das folhas e a partir
disso, 40% delas foram retiradas de cada muda, com exce¢do das plantas controle, ou seja, nas
quais nio foram realizadas a desfolha artificial.

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade seguido
da andlise de variincia. Quando da existéncia de significincia, as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey a 5 %, com auxilio do software SISVAR 5.6.

Resultados e discussao

Ao se avaliarem os tratamentos com e sem desfolha, observa-se que houve diferenca
estatistica para as duas espécies e para todas as varidveis analisadas, entre elas, clorofila a, b, totais
e o0 método de determinagio nio destrutivo.

O método de determinagio bioquimico de clorofila a resultou nos menores teores em
folhas com injurias, com média de 34,15 pmol m?* e 24,88 pmol m* em mudas de cedro e de pau
marfim, respectivamente (Figura 1). Em mudas sem desfolha, as médias foram de 62,39 pmol
m? em cedro e 66,39 pmol m?em pau marfim. Esses resultados eram esperados, pois uma menor
area foliar resulta em menor quantidade dos pigmentos clorofilianos.

Outro resultado interessante ¢ sobre as plantas submetidas a desfolha, onde o cedro apresentou
maiores teores nessa condi¢ao adversa quando se compara as médias com o pau marfim. Isso é
consequéncia de a espécie perder as folhas em determinadas fases de desenvolvimento (caducifélia),
principalmente pelas condi¢des climaticas desfavoraveis, ou seja, esta ja apresenta estratégias para
compensar a fotossintese mesmo com o nimero de folhas reduzido e, consequentemente, manter
em funcionamento algumas atividades fisiolégicas e bioquimicas.

Em condi¢des normais, as concentragdes de clorofila pelo método destrutivo em pau marfim
foram maiores, demonstrando que, sob condi¢des ideais, avaliando tanto os fatores intrinsecos
dessas plantas quanto os extrinsecos, essa espécie tende a se desenvolver melhor, entretanto,
quando exposta a condigdes estressantes, neste caso a desfolha, as mudas de cedro conseguiram

manter as concentra¢oes maiores e mais equilibradas.
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Taiz e Zeiger (2013) relataram que a quantidade de clorofila nas folhas é influenciada
por diversos fatores biéticos e abidticos, estando diretamente relacionado com o potencial
de atividade fotossintética das plantas. Neste caso, como houve perda de folhas e,
consequentemente, perda de drea fotossinteticamente ativa, a diminui¢do nos teores desses
pigmentos ¢ justificavel.

Cabe ressaltar ainda que as clorofilas sdo os principais pigmentos cloroplastidicos
responsdaveis pela captagio de radiagio solar que, durante o processo de fotossintese, é convertida
em energia quimica na forma de ATP e NADPH. A determinagio dos teores de clorofila na
folha é importante porque a atividade fotossintética da planta depende em parte da capacidade
da folha para absorver luz (SALLA et al., 2007).

Importante destacar que a desfolha é um aspecto importante na vida da planta, pois pode
reduzir a sua taxa de crescimento e alterar seus padrdes fenolégicos e fisiologicos (FORNARA;
DU TOIT, 2007).

Os valores médios de clorofila b em mudas de pau marfim e cedro sem desfolha foram
de 74,51 ¢ 69,97 pmol m?, respectivamente (Figura 2). Os teores de clorofila b foram menores
quando comparados aos teores de clorofila a, provavelmente porque a clorofila a estd presente nos
dois tipos de complexo clorofila-proteina, que variam diferentemente sob a¢io da luz de acordo
com Taiz e Zeiger (2013).

Os teores de clorofila totais determinado pelo método destrutivo (Figura 3) foram de 132,35
e 181,02 pmol m* em folhas intactas obtidas de mudas de cedro e pau marfim, respectivamente,
enquanto as médias obtidas de mudas expostas a desfolha artificial foram de 58,12 e 47,62 pmol m?,
respectivamente. O estresse imposto pela desfolha resulta em menor drea foliar comprometendo a
fotossintese e a produgio de energia para o crescimento e desenvolvimento.

Os teores de clorofila determinados com o SPAD foram préximos aos acima reportados.
Mudas submetidas a4 desfolha apresentaram menores teores de clorofilas totais, com média de
40,56 pug cm™? em mudas de cedro e 34,28 pug cm?em mudas de pau marfim (Figura 4).Lobo et
al. (2016) reportaram que concentragio méxima de clorofila a com 24 horas de extragio foi de
36,36 + 0,63 ug cm™ com o mesmo método de determinagio de pigmentos.

Interessante destacar que, em condigdes de estresse, as mudas de Ced’rela fissilis apresentaram
maiores médias de clorofilas, o que pode refletir em maior resisténcia ou tolerancia da espécie a
estresses bidticos e abidticos.

A leitura realizada pelo SPAD é precisa e rdpida, entretanto apresenta leitura em unidades
arbitrarias (leitura SPAD de conteddo de clorofila, na faixa de 0 a 99,9). Portanto recomenda-
se que o mesmo seja calibrado com as extragdes de clorofilas da cultura de interesse, realizando
assim também o método destrutivo (UDDLING et al., 2007). Por esse motivo, hd discrepancia
entre as andlises destrutivas e ndo destrutivas. Além disso, os comprimentos de onda usados para
a leitura em SPAD sio diferentes da metodologia adotada por Arnon.

A adaptagio das plantas as varia¢des na disponibilidade de radiagdo luminosa, durante
a fase inicial do seu desenvolvimento, condiciona mudangas em sua estrutura e metabolismo
(FREIBERGER et al., 2010).

A pigmentagio foliar pode ser diretamente relacionada com o estresse fisiolégico, havendo
aumento na concentragio de carotenoides e diminui¢do na concentragio de clorofilas em situagoes
de estresse e durante a senescéncia foliar, limitando o potencial fotossintético e a produgio
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Figura 1. Determinacao dos teores de clorofila a pelo método
bioquimico em mudas de cedro e pau marfim submetidas
a desfolha artificial
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As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey. As espécies ndo
foram comparadas estatisticamente

Figura 2. Determinagcao dos teores de clorofila b pelo método
bioquimico em mudas de cedro e pau marfim submetidas a
desfolha artificial
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As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey. As espécies ndo
foram comparadas estatisticamente

primaria. Por outro lado, o indice de clorofila em plantas de soja nio foi afetado pela desfolha na
fase vegetativa (SOUZA et al., 2014).

Estudos com pupunheira mostraram correlagio linear da assimilagio de CO, em
fun¢do das leituras com clorofilémetro, indicando que esse monitoramento pode ser um
meio complementar, ripido e de baixo custo para se estimar importantes eventos fisiolégicos
naquela espécie (TUCCI et al., 2011).

Quanto ao método de determinagio de clorofila, ambos demonstram resultados
satisfatérios. A escolha do método ¢é relativa e depende do objetivo; em alguns casos,
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Figura 3. Determinagao dos teores de clorofilas totais pelo método
bioquimico em mudas de cedro e pau marfim submetidas
a desfolha artificial.
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Figura 4. Determinacao dos teores de clorofilas totais pelo método
nao destrutivo em mudas de cedro e pau marfim submetidas

a desfolha artificial.
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As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey. As espécies ndo
foram comparadas estatisticamente
recomenda-se que sejam usados os dois, pois um método nio anula o outro e pode reforgar
os resultados obtidos.

Conclusao

Os maiores teores de clorofila pelo método destrutivo e ndo destrutivo foram obtidos em
mudas sem desfolha. Isso ocorreu naturalmente porque as folhas submetidas 4 desfolha reduziram
sua drea fotossinteticamente ativa e, com isso, houve reducdo nos pigmentos fotossintéticos,
resultando em folhas cloréticas e consequentemente reduzindo a sintese de fotossintatos e
metabolismo normal dos vegetais.
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Em relagio aos métodos de determinagdo dos pigmentos fotossintéticos é perceptivel que
ambos sao eficientes na quantificagdo desse pardmetro. Dependendo do objetivo proposto, é
interessante utilizar os dois, jd que, o método bioquimico é mais especifico. Entretanto, muitas
vezes, a andlise destrutiva nio ¢ vantajosa, pois culmina em perdas nas quantidades das plantas.
Dessa maneira, o uso do clorofilébmetro se torna muito mais interessante, quando ¢é necessario
manter as plantas.
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