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RESUMO: O consumo crescente de alimentos impulsiona a degradagédo de recursos naturais
nos sistemas de producdo e isso torna evidente a necessidade de cultivo de espécies com
maultiplos usos, como a Moringa oleifera. Apesar da importancia desta cultura, ainda ndo foram
desenvolvidos ou nédo estao disponiveis na literatura modelos de regressao para estimativa dos
teores de pigmentos cloroplastidicos a partir de leituras do indice SPAD. Assim, objetivou-se
com a execucdo desta proposta ajustar e validar modelos de regressdo para estimativa néo
destrutiva dos teores de pigmentos cloroplastidicos de M. oleifera a partir de leituras do indice
SPAD e teores de pigmentos reais determinados por método analitico a partir de leitura em
espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 470, 646 e 663 nm. Com base nos resultados,
conclui-se que o SPAD (Modelo: SPAD-502; Konica-502; Konica Minolta Sensing, Osaka,
Japdo), pode ser utilizado para estimativa ndo-destrutiva da concentragdo dos pigmentos
cloroplastidicos em folha de M. oleifera com forte precisdo, além de proporcionar economia de
recursos e tempo.

PALAVRAS-CHAVE: Moringaceae, SPAD; regressao

NON-DESTRUCTIVE AGRONOMIC MODELING OF CHLOROPLASTID
PIGMENTS IN MORINGA OLEIFERA LAMARCK

ABSTRACT: The growing consumption of food drives the degradation of natural resources in
production systems and this makes evident the need to grow species with multiple uses, such

as Moringa oleifera. Despite the importance of this culture, regression models for estimating
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chloroplast pigment levels based on SPAD index readings have not yet been developed or are
not available in the literature. Thus, the objective was to adjust and validate regression models
for non-destructive estimation of chloroplast pigments in Moringa oleifera Lamarck. 196
measurements of the SPAD index were performed in leaflets, subsequently absorbance readings
were performed in a spectrophotometer, at wavelengths of 663, 646 and 470 nm, to determine
the pigment contents. Based on the results, it is concluded that the SPAD can be used for non-
destructive estimation of the concentration of chloroplast pigments in M. oleifera leaf with
strong precision, in addition to saving resources and time.

KEYWORDS: Moringaceae, SPAD, regression

INTRODUCAO

A Moringa oleifera pertence a familia Moringaceae, € uma espécie de planta bem
conhecida e amplamente distribuida e assim renomada como “arvore milagrosa”, o que se deve
ao fato de todas as suas partes serem aproveitadas para diversas finalidades e importancia
econdmica, social e ambiental. E uma planta rica em nutrientes, carotenoides, alcaldides,
flavondides, glicosideos, antocianina, antraquinona, saponinas, esterdides, taninos e
terpendides que contribuem na prevencdo de varios distdrbios de saide, como céncer, diabetes,
doengas cardiovasculares, distirbios funcionais, artrite e inflamacgéo (ZAINAB et al., 2020).

Neste sentido, ¢ importante destacar que o Brasil € um dos principais produtores e
exportadores de alimentos do mundo intensificando a agricultura e isso acaba acarretando um
aumento nas mudancas climaticas, evidenciando assim a necessidade de cultura para usos
eficientes da agua e producdo de alimentos (PIEDRA-BONILLA et al., 2020). Assim como
destacou Macaério et al. (2020), neste senario supracitado destaca-se a Moringa oleifera devido
aos seus multiplos usos e beneficios.

Devido as propriedades desta espécie, a comunidade cientifica e os produtores tém
despertado o interesse em otimizar os sistemas de producdo de M. oleifera, destacando-se
praticas de manejo como adubacdo, irrigacdo e colheita (BANCESSI et al., 2020;
MASHAMAITE et al., 2020). Neste contexto, a determinacdo dos teores de pigmentos
cloroplastidicos é de fundamental importancia, uma vez que pode auxiliar no monitoramento
do status nutricional das plantas devido a alta relacdo entre pigmentos e nutrientes. Além disso,
a clorofila é fundamental para as trocas gasosas, uso de agua e energia da planta (SONG et al.,
2021).
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Os teores de pigmentos podem ser determinados a partir de sua extragdo por métodos que
utilizam reagentes quimicos e leitura de absorbancia em espectrofémetro. No entanto, este
método pode ser laborioso e demorado, além do elevado custo do equipamento para as leituras
(BARMAN & CHOUDHURY, 2020), no entanto, estes pigmentos podem ser determinados
por leituras indiretas a partir do indice de verde das folhas utilizando-se de um equipamento
tipo SPAD com maior praticidade e eficiéncia (CAHYO et al., 2020). Os teores de pigmentos
sdo variaveis entre as espécies vegetais, havendo necessidade de ajuste de modelos de regressdo
entre as leituras do SPAD e os valores reais de clorofila determinados pelo método analitico de
laboratério para cada espécie (DONNELLY et al., 2020).

Ressalta-se que estes modelos ainda ndo foram ajustados para a cultura da M. oleifera,
cenario que justifica o desenvolvimento destes, haja vista a ja relatada importancia da cultura.
Assim, a execucdo desta proposta contribui de forma significativa para avancos cientificos

sobre a cultura no mundo.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi montada no Campo experimental no Centro de Ciéncias Agrarias e
Ambientais (CCAA) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), localizado no municipio de
Lagoa Seca-PB. As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Ecofisiologia de
Plantas Cultivadas (ECOLAB), localizado no Campus | da UEPB em Campina Grande-PB. As
mudas foram formadas entre os meses de dezembro de 2019 e fevereiro de 2020, a partir de
sementes obtidas de um produtor rural do municipio de Catolé do Rocha, semeadas em sacos
de polietileno com substrato composto de areia lavada e esterco bovino nas proporgdes de 3:1.
O solo da area experimental foi coletado para analises quimicas e fisicas e determinacdo de
fertilidade e granulometria.

Transcorrido um ano apdés o plantio das mudas no campo, foram realizadas medigdes dos
indices SPAD (Modelo: SPAD-502; Konica-502; Konica Minolta Sensing, Osaka, Japdo) em
196 foliolos (150 utilizados para ajuste dos modelos e 46 para validagdo dos modelos ajustados)
selecionados aleatoriamente no terco mediano da planta. Imediatamente ap6s a leitura SPAD,
o foliolo foi destacado e no mesmo ponto de insercédo do leitor cortado um disco foliar de 21,24
mm? o qual foi envolvido em papel aluminio para evitar a foto oxidacio dos pigmentos, estas
amostras foram acondicionadas em recipiente térmico e transportadas ao ECOLAB/UEPB.
Com os discos colocados em frascos envolvidos com papel aluminio, foram realizadas as

pesagens dos mesmos, seguindo-se de maceracdo e posteriormente, a cada amostra foram
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acrescentados 4 mL de acetona a 80% (v/v) e armazenados em tubos Eppendorf protegidos da
luz. Em seguida, uma aliquota de 3 mL foi pipetada para uma cubeta de quartzo para posterior
realizacédo das leituras de absorbancia no espectrofotdmetro, nos comprimentos de onda de 663,
646 e 470 nm, correspondentes as bandas de maior absorcdo de luz para os pigmentos: Chla,
Chlb, Chit e Cart.

Os teores dos pigmentos foram obtidos utilizando-se das equagfes de Lichtenthaler &
Buschmann (2001). Para converter os valores encontrados em pg mL™ para pg g%, os resultados
obtidos foram multiplicados por 4,0 mL (volume do recipiente de digestdo) dividindo-se pela
massa do disco. Atendido o pressuposto de normalidade dos dados, foi modelada a relagéo entre
os indices SPAD e os teores de Chla, Chlb, Chlt Car t, por meio dos modelos de regressdo linear
(y =a+ b *x), onde: y - variavel dependente representado pelo teor do pigmento que se deseja
estimar (Chla, Chlb, Chlte Cart); ae b - parametros da equacéao a serem estimados; e X - variavel
independente representada pelos indices SPAD. Para ajuste dos modelos foi utilizado o
software Microsoft Office Excel v. 2016 (WINSTON, 2016).

A avaliacdo do desempenho estatistico dos modelos ajustados foi realizada tomando-se
como base a qualidade, mensurada pelo coeficiente de determinagdo ajustado “RZjustado; @
precisdo, medida pelo coeficiente de correlagao de Pearson “r”; a exatiddo, medida pelo indice
de concordéncia de Willmott “d” e de confianga “c”; e a performance geral do modelo medida
pelo erro médio quadratico “RMSE”, (TOEBE et al., 2012; TOEBE et al., 2019; WANG et al.,
2019).

Os valores de indice SPAD obtidos das 46 amostras reservadas para validacdo foram
utilizados nos modelos ajustados para estimativas dos teores de pigmentos cloroplastidicos
(Chla, Chlb, Chlt e Cart) simulados pelos modelos. Posteriormente, os valores de pigmentos
quantificados nos discos dos foliolos de Moringa oleifera das 46 amostras de validacdo foram
submetidos as analises de regressao e de residuos, sendo os teores de pigmentos estimados pelos
modelos considerados variaveis independentes e aqueles quantificados nos discos dos foliolos

considerados variaveis dependentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nas analises realizadas, foi possivel verificar que houve ajuste significativo
(Pvalor < 0,01) de modelos de regressdo para todos os pigmentos estudados em func¢do dos
indices SPAD. Os parametros e coeficientes dos modelos estdo descritos na Tabela 1. Ainda,

pode-se observar que os modelos ajustados possuem boa qualidade (RZ%justado), precisao (r),
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exatidao (d), confianca (c) e performance geral (RMSE) para estimativa dos teores de Chla,
Chlb e Chlt. No entanto, 0 modelo ajustado para estimativa dos teores de Cart teve baixo
desempenho (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo das estatisticas de ajuste e avaliagdo de desempenho dos modelos para estimativa dos pigmentos
cloroplastidicos de folhas de Moringa oleifera.

Quadrado Médio

Chla Chlb Chlt Cart
Regressao 202693344,76 81109423,92 540242550,51 1360124,91
Residuo 338734,70 303230,04 1162092,03 26506,36

Teste F
Fealculado 598,38 267,48 464,89 51,31
P-valor 7,30E-54 5,45E-35 1,62E-47 3,44E-11
Parametros Coeficientes
Bo -214,28 321,25 106,97 209,64
B1 74,24 46,96 121,20 6,08
Rzajustado 0,80 0,64 0,76 0,25
Erro Padréo 582,01 550,66 1078,00 162,81
Desempenho dos Modelos

Rzajustado 0,89 0,89 0,92 0,43
r 0,94 0,94 0,96 0,66
d 0,89 0,88 0,90 0,47
c 0,84 0,83 0,87 0,31
RMSE 693,65 451,61 1078,24 205,98

Chla: clorofila a, Chlb: clorofila b, Chlt: clorofila total, Cart: carotenoides totais, Po: intercepto da curva no eixo das ordenadas (y), B
coeficiente angular da curva, R%;usudo: COeficiente de determinagéo ajustado, r: coeficiente de correlagéo de Pearson, d: indice de concordancia
de Willmott, c: indice de confianga e RMSE: erro médio quadratico.

Ao correlacionar os resultados do SPAD nas folhas de Moringa oleifera ao teor de
clorofila ‘a’ (ug g1), obtido em laboratdrio, observou-se que houve alta relacéo entre as leituras,
com coeficiente de determinacdo de 0,89, conforme a Figura 1A. Evidencia-se que as leituras
com o equipamento portatil estimam com forte precisdo os valores desse pigmento
fotossintético na cultura de M. oleifera, conforme classificacdo de Dancey & Reidy (2019), em
que valores de R? variando entre 0,10-0,30 representa fraca correlacdo, valores entre 0,40-0,60
correlacdo moderada e 0,70-1,00 correlacdo forte. Dessa forma, o modelo matematico gerado
na Figura 1A pode ser utilizado para estimar o teor de clorofila a em folhas de Moringa oleifera.
Zotarelli et al. (2003) verificaram alta relacdo entre as leituras com o SPAD e a clorofila extraida
em laboratdrio para milho (Zea mays), assim como Coelho et al. (2010) também constataram
semelhangas das leituras do clorofildmetro SPAD com as determinagdes analiticas de clorofila
para folha de batata (Solanum tuberosum).

A estimativa do contetido de clorofila ‘b’ por meio dos equipamentos portateis & mais
dificultosa quando confrontada a leitura da clorofila ‘a’, assim como atribuiu Rigon et al.
(2012). Isto é possivel ocorrer devido ao fato do comprimento de onda emitido pelo aparelho
aproxima-se mais ao pico de absor¢ao da clorofila ‘a’, do que do pigmento ‘b’. Observou-Se,
no entanto, alta eficiéncia nas leituras do SPAD em relacdo as analises laboratoriais para esse
pigmento, com coeficientes de determinacdo de 0,89, demostrando que o equipamento

proporcionou bom ajuste com o modelo linear, conforme Figura 1B.
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Figura 1. Relacdo entre clorofila a (Chla) observada e a estimada (A), clorofila b (Chlb) observada e estimada
(B), clorofila total (Chlt) observada e estimada (C) e carotenoides totais (Cart) observados e estimados (D) pelos
modelos de regressao ajustados para estimativa dos pigmentos em folhas de Moringa oleifera. MF: matéria fresca,
**: inclinacdo significativa da linha de tendéncia (p <0,01). A linha diagonal vermelha representa a linha 1:1.

Os valores referentes a clorofila total permitiram identificar uma alta relagdo entre as
leituras com medidor portatil de clorofila e teor de clorofila extraivel, evidenciando que as
leituras efetuadas com clorofildmetro estimam adequadamente o grau de esverdeamento da
folha, tornando possivel ajusta-los a um modelo matematico linear, com coeficiente de 0,92,
conforme Figura 1C. Argenta et al. (2001) também observaram alto coeficiente de correlacdo
de 0,72 a 0,98, para clorofila total na cultura de milho. Assim como através das analises ndo
destrutivas realizadas com os clorofildmetros portateis, obteve-se diferencas estatisticas

significativas para os indices de pigmentos fotossintéticos, com excecéo dos carotenoides, que
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ndo apresentou diferenca significativa com coeficiente de determinagdo de 0,43. Bem como
Silva (2020) que ndo encontrou resultado significativo para os carotenoides na selecdo dos
gendtipos cafeeiro (Coffea canéfora). O que pode justificar essa proporc¢édo entre clorofilas e
carotenoides ¢ alterada de acordo com que 0s vegetais sejam submetidos a algum estresse
abiotico, e.g., estresse hidrico (YOUNG & BRITTON, 1990).
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Figura 2. Dispersao residual da relacdo entre os teores de Chla (A), Chlb (B), Chlt (C) e Cart (D) estimados e
observados em folhas de Moringa oleifera. MF: matéria fresca.

Baseado na analise de residuos, foi avaliada a possibilidade dos modelos de regresséo
ajustados para estimativa ndo destrutiva dos teores de pigmentos cloroplastidicos a partir de
leituras do indice SPAD e teores de pigmentos reais determinados por método analitico.

Constatou-se que os residuos estdo bem distribuidos em torno da média e localizados nos limites
7
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superiores e inferiores (média+3DP), como pode ser observado na disperséo residual dos teores
de clorofila ‘a’, ‘b’ e total, conforme ilustrado nas Figura 2A, B e C, respectivamente. Para o
teor de carotenoides totais, verificou-se que a distribuicdo dos residuos em torno da média foi
insatisfatdria, ficando fora dos limites superiores e inferiores (média+3DP), o que justifica o

baixo desempenho do modelo ajustado para a estimativa deste pigmento (Figura 2D).

CONCLUSOES

O clorofilémetro portatil SPAD (Soil Plant Analyzer Develop) pode ser utilizado para
estimativa ndo-destrutiva da concentracdo dos pigmentos cloroplastidicos em folha de M.
oleifera a partir dos modelos ajustados e validos com forte precisdo, além de proporcionar

economia de recursos e tempo.
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