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A simple method for large scale estimation of leaf chlorophyll 
content in Hevea brasiliensis using a chlorophyll meter
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A b s t r a c t
M e a su re m e n t o f  c h lo ro p h y ll c o n te n t o f  leav es by  th e  co n v e n tio n a l lab o ra to ry  m e th o d  in v o lv e s  d isc rim in a te  
sa m p lin g , w e ig h in g , e x tra c tio n  a n d  sp e c tro p h o to m etric  m e a su re m e n ts  th a t b e c o m e  la b o rio u s  an d  tim e  
c o n su m in g  e sp e c ia lly  w 'hen la rg e  n u m b er o f  sa m p le s  is p ro cessed  a t a  tim e . N o w a d a y s , h a n d -h e ld  
ch lo ro p h y ll c o n te n t m e te rs  a rc  w id e ly  u sed  fo r  rap id  and  n o n -d e s tru c tiv e  e s tim a tio n  o f  c h lo ro p h y ll co n ten t. 
C h lo ro p h y ll c o n te n t in Hevea leav es w a s  e s tim a te d  sp e c tro p h o to m e tr ic a lly  b y  c o n v e n tio n a l ex trac tio n  
m e th o d  and  C C I v a lu e s  (c h lo ro p h y ll co n ten t index ) w ere  re co rd ed  u s in g  a  ch lo ro p h y ll c o n te n t m ete r, C C M
♦ 2 0 0  (O p ti-S c ie n c e s . U S A ) a n d  reg re ss io n  m o d e ls  w ere  d e v e lo p e d . S ig n ific a n t p o s itiv e  lin ear re la tio n s  
b e tw een  C C I an d  a c tu a l l e a f  ch lo ro p h y ll c o n te n t e s tim a te d  by  c o n v e n tio n a l e x tra c tio n  m e th o d  w ere  
o b ta in ed . S e p a ra te  e q u a tio n s  w e re  d e riv ed  fo r d e te rm in in g  ch lo ro p h y ll c o n te n t o n  u n it fresh  w e ig h t basis 
and  u n it le a f  a re a  b as is . T h e  m e th o d  p ro v id es  a  ra p id , acc u ra te  an d  n o n -d e s tru c tiv e  e s tim a tio n  o f  
ch lo ro p h y ll c o n te n t o f  la rg e  n u m b e r  o f  leav es m a k in g  th e  m e a su re m e n ts  s im p le  a n d  easy  c o m p a re d  to 
c o n v e n tio n a l sp e c tro p h o to m e tr ic  assay .

K e y w o rd s :  c h lo ro p h y ll e s tim a tio n , ch lo ro p h y ll co n ten t m ete r. Heave brasiliensis

C h lo ro p h y lls  a re  re sp o n s ib le  fo r th e  c a p tu re  o f  so la r  
en e rg y  in  th e  fo rm  o f  v is ib le  lig h t d u r in g  p h o to sy n th es is  
an d  th e re fo re  e s tim a tio n  o f  c h lo ro p h y ll c o n ten t a s su m e s 
v ita l s ig n if ic a n c e  in  p h y s io lo g ic a l, e co lo g ica l, 
p a th o lo g ica l a n d  a g ro -fo re s try  s tu d ie s . In h ig h er p lan ts , 
ch lo ro p h y ll m a in ly  c o n s is ts  o f  ch lo ro p h y ll a and  
ch lo ro p h y ll b. C h lo ro p h y ll a is  th e  m a jo r  p ig m en t and 
ch lo ro p h y ll b is  th e  a c c e sso ry  p ig m e n t p re se n t in a  ra tio  
o f  a p p ro x im a te ly  3:1 (G ro s s  1991) and  it can  vary  
a c c o rd in g  to  p re v a ilin g  irra d ia n c e  co n d itio n s  
(L itc h e n th a le r  el al. 1981 . A n d e rso n  1986). In 
u n fa v o ra b le  s tre s s  c o n d itio n s  th e  c h lo ro p h y ll c o n ten t in 
leav es ten d  to  d e c re a se  an d  in lo w  lig h t s itu a tio n s  it 
c o n s id e ra b ly  in c re a se s  (B o a rd m a n  1977). C h lo ro p h y ll 
c o n te n t is  a  g o o d  in d ic a to r  o f  p la n t h ea lth . T h e  m ethods 
n o rm a lly  u sed  in d e te rm in a tio n  o f  c h lo ro p h y ll co n ten t 
a re  d es tru c tiv e . C o n v e n tio n a lly , ch lo ro p h y ll es tim a tio n  
in v o lv es  w e ig h in g , g r in d in g , c e n tr ifu g a tio n  and  
sp e c tro p h o to m e tr ic  d e te rm in a tio n  o f  le a f  ex trac ts  
(A rn o n  1949. P o rra  el al. 1989. L itch e n th a le r  1987). 
H o w ev er, th e se  m e th o d s  a re  s lo w , te d io u s  and  tim e 
c o n su m in g . It is  d if ilc u lt  to  p ro c c ss  a  la rg e  n u m b er o f  
le a f  sa m p le s  a t a  lim e . R e c e n tly  new  p o rtab le  
ch lo ro p h y ll m e te rs  b a se d  o n  du a l w a v e le n g th  ab so rp tio n  
w ere  d e v e lo p e d  fo r  ra p id , n o n -d e s tru c tiv e  es tim a tio n  o f  
ch lo ro p h y ll in in tac t leav es  (M a rk w e ll e( al. 1995 . B ib er 
2 0 0 7 . R ic h a rd so n  el al. 2 0 0 2 . U d d in g  el al. 2007). 
F u rth e r  re m o te  e s tim a tio n  o f  ch lo ro p h y ll u sin g  
re fle c tio n  in d iccs  b ased  o n  re fle c ta n c e  an d  ab so rp tio n  
sp e c tra  in v is ib le  an d  n e a r  in fra -re d  ra n g e s  w as a lso  
a ttem p ted  (G ite lso n  an d  M e rz ly a k  1997 . M e rz ly a k  el al.
20 0 3 ).______________________________________________________
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P o rta b le , h a n d -h e ld  c h lo ro p h y ll c o n te n t m e te rs  w ere  
w id e ly  used  fo r rap id  e s tim a tio n  o f  ch lo ro p h y ll an d  in 
large n u m b e r  o f  p la n ts  s ig n if ic a n t c o rre la tio n s  w ere  
d e riv e d  b e tw e e n  c h lo ro p h y ll c o n te n t In d ex  an d  th e
actu a l ch lo ro p h y ll c o n te n t e s tim a te d  b y  ex trac tio n
m eth o d . So far no  a tte m p ts  w ere  m a d e  to  u se  these  
tech n iq u es  fo r rap id  e s tim a tio n  o f  c h lo ro p h y ll co n ten t in 
ru b b e r  p lan ts , Hevea is  a  p e re n n ia l tre e  w ith  dark  g reen  
to  p a le  c o lo re d  le a v e s  c u ltiv a te d  b o th  in trad itio n a l and  
n o n -trad itio n a l lo ca litie s . T h e  tre e s  a re  su b je c ted  to  
v a rio u s  ty p e s  o f  n a tu ra l a n d  an th ro p o g e n ic  s tre sse s  in 
filed  an d  a s se ssm e n t o f  ch lo ro p h y ll c o n te n t w ill 
th e re fo re  b e  a  g o o d  m e a n s  fo r d e te c tin g  the
ph y sio lo g ica l s ta tu s  o f  p la n ts . T h e re fo re  th e  p resen t 
s tu d y  w a s  p la n n e d  w ith  an  o b je c tiv e  to  d e te rm in e  the 
p o ss ib le  re la tio n sh ip  o f  c h lo ro p h y ll c o n te n t index
m easu red  u s in g  C C M -2 0 0  ch lo ro p h y ll m e te r  (O p ti-  
S c ien ces , U S A ) an d  ch lo ro p h y ll c o n te n t in Hevea leaves 
e s tim a te d  sp e c tro p h o to m e tr ic a lly .

M a te r ia ls  a n d  m e th o d s

B u d d e d  p lan ts  o f  o n e  y e a r  o ld  Hevea brasileinsis w ere  
used  fo r  th is  s tu d y . T h e  ch lo ro p h y ll c o n te n t in d ices 
(C C I) o f  y o u n g  a n d  m a tu re  leav es  fro m  th re e  d iffe ren t 
c lo n e s  R R II 105. R R IM  6 0 0  an d  G T  I w ere  d e te rm in ed  
u s in g  th e  ch lo ro p h y ll c o n tc n t m e te r-  C C M  2 0 0  (O p ti- 
S c ien ces , U S A ). T h e  in s tru m e n t m e a su re d  th e  index 
va lu es  from  an  a re a  o f  I cm * a n d  th e  m ean  o f  th ree  
read in g s  w as tak en  from  o n e  sa m p le . S im ila r 
m e a su re m e n ts  w e re  ta k e n  from  2 0  p lan ts  e a c h  from  
c lo n e s  R R II 105 . R R IM  6 0 0  an d  G T I .  A fte r read in g  
C C I v a lu e s  th e  sa m e  leav es  w ere  c o lle c te d  for 
e s tim a tio n  o f  to ta l c h lo ro p h y ll, c h lo ro p h y ll a  and  
ch lo ro p h y ll b . F re sh  l e a f  d isc s  ( s iz e  = I  c m ’) w ere
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C lo n e C C  In d ex C h lo ro p h y ll c o n te n t (m g /g  f .w ’t)

T . C hi. C h i. a C h l . f i

a). Chlorophyll content on leaf weight basis (mg/gf.w-t)
R R II 105 V 2 0 .9 8 ± 0 .5 I .8 3 ± 0 .0 3 1 .32± 0 .02 0 .50± 0 .01

M 7 7 .6 4 ± 3 .0 3 .3 1 ± 0 .0 3 2.11 ±0.01 I.1 9 ± 0 .0 3

R R IM  6 0 0 V 1 8 .2 0 ± 1 .0 ! .7 9 ± 0 .0 6 1 .27± 0 .04 0 .5 2 ± 0 .0 2

M 6 9 .0 9 ± 4 .0 2 .9 6 ± 0 .0 9 1 .9 l± 0 .0 4 l.0 6 ± 0 .0 4

G T l V 2 l .0 0 t 0 .4 1 .81± 0 .02 1 .30± 0 .02 0 .5 1 ± 0 .0 I

M 7 2 .6 0 ± 3 .0 3 .8 U 0 .0 6 2 .0 2 ± 0 .0 1 l .I 7 ± 0 .0 5

b). ChloropMl content on leaf area basis (mg/cm̂ )
R R II 105 Y 2 0 .9 8 ± 0 .5 0 .0 3 0 ± 0 .0 0 0 6 0 .0 2 2 ± 0 .0 0 0 4 0 .0 0 & t0 .0 0 0 2

M 7 7 .6 4 ± 3 .0 O.Q60±O.Q009 0 .0 3 8 ± 0 .0 0 0 2 0 .0 2 l± 0 .0 0 0 7

R R IM  6 0 0 Y 18 .2 0 ± 1 .0 0 .0 2 9 t0 .0 0 0 l 0 .0 2 0 ± 0 .0 0 0 8 0 .0 0 8 ± 0 .0 0 0 3

M 6 9 .0 9 ± 4 .0 0 .0 5 7 ± 0 .0 0 0 4 0 .0 3 7 ± 0 .0 0 0 l 0 .0 2 0 i0 .0 0 0 4

G T l Y 2 1 .0 0 ± 0 .4 0 .0 3 1 ± 0 .0 0 0 6 0 .0 2 2 ± 0 .0 0 0 4 0 .0 0 8 ± 0 .0 0 0 2

M 72.6(>±3.0 0 .0 5 8 ± 0 .0 0 0 4 0 .0 3 6 ± 0 .0 0 0 4 0 .0 2 1 ± 0 .0 0 0 9

T a b le  I . C C  Index  and  
ac tu a l c h lo ro p h y ll co n ten t 
d e te rm in e d  sp e c tro p h o - 
to m e tric a lly  (Y = y o u n g  
leav es , M = m a tu re  
leav es).

p u n c h e d  fro m  th e  le a v e s  a n d  th e  w e ig h ts  w ere  reco rd ed  
im m e d ia te ly . A f te r  m e a s u r in g  th e  a re a  o f  lea f, th e  d isc s  
w e re  so o n  tra n s fe rre d  to  b e a k e rs  c o n ta in in g  a  m ix tu re  o f  
D M S O  an d  a c e to n e  in  ! : I  p ro p o r tio n  fo r  ch lo ro p h y ll 
e s tim a tio n  (A rn o n , 19 4 9 ). T h e  sa m p le s  w ere  kep t 
o v e rn ig h t in th e  so lu tio n  in  d a rk  fo r  e x tra c tin g  th e  
ch lo ro p h y ll p ig m e n t. T h e  e x tra c ts  w e re  tra n s fe rre d  to  
c u re tte s  an d  th e  o p tic a l d e n s ity  w a s  m e a su re d  a t  6 6 3  and  
6 4 5  n m  in  a  S h im a d z u  U V -2 4 0  sp e c tro p h o to m e te r . T h e  
to ta l ch lo ro p h y ll c o n te n t, c h lo ro p h y ll a an d  ch lo ro p h y ll 
b w e re  e s tim a te d . T h e  c h lo ro p h y ll c o n te n ts  fo r  u n i t  le a f  
a re a  (m g /cm ^) an d  u n it  l e a f  f re sh  w e ig h t (m g /g )  w ere  
ca lcu la ted . F o r  a  d ire c t  c o m p a r iso n  o f  C C I w ith  
c o n v e n tio n a l sp e c tro p h o to m e tr ic  m e a su re m e n ts  all 
v a lu es  o f  e s tim a te d  c h lo ro p h y ll c o n te n t (m g /g ) w ere  
p lo tte d  a g a in s t th e  C C I v a lu e s  fo r  re g re ss io n  an a ly s is . 
S im ila r  c o m p a r iso n s  w e re  m a d e  fo r  ch lo ro p h y ll 
d e te rm in e d  o n  a  u n it  l e a f  a re a  (m g /cm ^) b a s is  a lso .

R e s u l ts  a n d  D isc u ss io n

C h lo ro p h y ll c o n te n t  in d ic e s  v a r ie d  s ig n if ic a n tly  in 
d if fe re n t le a v e s  a n d  s ta g e s  o f  m a tu r ity  a n d  c lo n e s . In  
y o u n g  le a v e s  o f  Hevea th e  c h lo ro p h y ll c o n te n t in d ices 
v a r ie d  fro m  15 .6  to  2 3 . In  m a tu re  leav es  it w a s  in  th e  
ran g e  o f  56 .5  to  9 0  C C I. M e a n  c h lo ro p h y ll c o n te n t 
in d ices  o f  th re e  c lo n e s  ra n g e d  fro m  1 8 - 2 1  in y o u n g  
leav es . C o m p a re d  to  m a tu re  le a v e s  th e  c lo n a l v a r ia tio n s  
w e re  n o t e v id e n t in  y o u n g  le a v e s  (T a b le  1). In  m atu re  
leav es  th e  m e a n  in d e x  v a r ie d  fro m  6 9  fo r  c lo n e  R R IM  
6 0 0  lo  7 7 .6  in c lo n e  R R il  IDS. C h lo ro p h y ll co n ten t 
e s tim a te d  b y  e x tra c tio n  m e th o d  to o  d if fe re d  s ig n if ic a n tly  
b e tw een  c lo n e s . L e a v e s  o f  c lo n e  R R II 105 e s tim a ted  
h ig h er c h lo ro p h y ll c o n te n t  th a n  o th e r  c lo n e s . M e a n  
ch lo ro p h y ll c o n te n t in  c lo n e s  ra n g e d  b e tw e e n  2 .9  - 3.3 
m g / g ram  f re s h  w e ig h t o f  l e a f  t is su e . S im ila rly  th e  
ch lo ro p h y ll c o n te n t in m g /cm ^  tis su e  w as a lso  c a lcu la ted  
fo r  a ll th re e  c lo n e s  (T a b le  2 ) . D if le re n c e s  in  ch lo ro p h y ll

c o n te n t p e r  u n it a re a  w e re  m o re  e v id e n t in  m a tu re  leaves 
th a n  in  y o u n g  leav es . C h lo ro p h y ll c o n te n t  p e r  u n it a rea  
w as a lso  h ig h e r  in  c lo n e  R R ]I 105. A ll c lo n e s  sh o w ed  
s ig n if ic a n tly  h ig h e r  c h lo ro p h y ll a c o n te n t an d  less 
ch lo ro p h y ll b c o n te n t in th e ir  leav es .

T h e  ch lo ro p h y ll c o n te n t in d ic e s  sh o w e d  sig n if ican t 
p o s itiv e  re la tio n sh ip  w ith  c h lo ro p h y ll c o n te n t e s tim a te d  
■via th e  e x tra c tio n  m e th o d . R e g re s s io n  e q u a tio n s  w ere  
d e v e lo p e d  fo r  d ire c t  e s tim a tio n  o f  a c tu a l ch lo ro p h y ll
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Fig. 1. S c a tte r  p lo t o f  c h lo ro p h y ll c o n te n t  in d ex  and  
ac tu a l ch lo ro p h y ll in  y o u n g  (Y )  a n d  m a tu re  (M )  leav es



T a b le  2 . R e g re s s io n  e q u a t io n s  fo r  c a lc u la t io n  o f  c h lo ­
ro p h y ll c o n te n ts  ( x = C C  In d e x )

a ) . O n  le a f  w e ig h t  b a s is  ( m g /g .f .w ’t) .

R e g re s s io n  e q u a t io n s

T o ta l  C h lo ro p h y ll  ( m g /g )

y  =  0 .0 2 3 8 x  +  1 .3 8 0 2 R^ = 0 .8 7

C h lo ro p h y ll  a  (m g /g )

y  =  0 ,0 1 2 7 x  +  1 .0 7 1 9 =  0 .8 4

C h lo ro p h y ll  b  (m g /g )

y  =  0 , 0 1 1 1 x  + 0 .3 0 8 6 R^ *  0 .8 5

b ). O n  l e a f  a r e a  b a s is  (m g /c m ^ ) .

R e g re s s io n  e q u a t io n s

T o ta l  C h lo ro p h y ll  (m g /c m ^ )

y  =  0 .0 0 0 5 x  + 0 .0 2 1 0 = 0 .9 4

C h lo ro p h y ll  a  (m g /c m ^ )

y  =  0 .0 0 0 3 x  + 0 , 0 1 6 7 R^ = 0 .9 3

C h lo ro p h y ll  b  (m g /c m ^ )

y  =  0 .Q 0 0 2 x  + 0 ,0 0 4 4 R^ = 0 .9 1

c o n te n t  b o th  o n  a  u n i t  w e ig h t  o r  a r e a  b a s is  u s in g  th e  
c h lo ro p h y ll  c o n te n t  in d e x  v a lu e s  ( T a b le s  », i ) .  A  
s t ro n g e r  r e la t io n s h ip  e x h ib i te d  fo r  C C I  v a lu e s  versus 
c h lo ro p h y ll  c o n te n t  p e r  u n i t  cm ^  a r e a  (r^=  0 .9 4 )  
c o m p a re d  to  u n i t  g ra m  w e ig h t  (r^ =  0 .8 7 )  o f  l e a f  U s in g  
th e s e  e q u a t io n s  th e  to ta l  c h lo r o p h y l l ,  c h lo ro p h y l l  a a n d  
c h lo ro p h y ll  b c o n te n ts  w e r e  c a lc u la te d  f ro m  C C I fo r  
d if f e r e n t  c lo n e s  s tu d ie d .  S im i la r  r e la t io n s h ip s  b e tw e e n  
c h lo ro p h y ll  c o n te n t  a n d  C C I  w e re  r e p o r te d  in  m a n y  
o th e r  sp e c ie s  (Yadava 1 9 8 6 , S c h a p e r  a n d  C h a c k o  1 9 9 1 , 
Y a m a m o to  et al. 2 0 0 2 ,  W a n g  et al. 2 0 0 4 ) . T h e  p re se n t 
s tu d y  re v e a le d  th e  p o te n t ia l  o f  th is  te c h n iq u e  a s  an  
a l te rn a t iv e  to o l  fo r  e s t im a t io n  o f  c h lo ro p h y l l  c o n te n t  in 
in ta c t  ru b b e r  le a v e s  o f  v a ry in g  s ta g e s  o f  m a tu r ity  in 
d if fe r e n t  c lo n e s . T h e  s iz e , o r ie n ta t io n  a n d  su r fa c e  
c h a ra c te r s  e x e r t  l i t t le  e f fe c t  o n  c h lo ro p h y ll 
m e a s u re m e n ts  a s  th e  Hevea le a v e s  a re  f la t  a n d  u n ifo rm  
a c ro s s  th e  s u r fa c e s . T h e  f la t  a n d  s m o o th  su r f a c e s  se rv e  
b e t te r  a t r e f le c t in g  a n d  t r a n s m i t t in g  th e  L E D  lig h t to  th e  
d e te c to r  in  C C M -2 0 0  m e te r  (B ib e r ,  2 0 0 7 ) . T h e  l e a f  
c h a ra c te r is t ic s  o f  Hevea p la n ts  e n a b le  a n  a d d e d  
a d v a n ta g e  fo r  a c c u ra te  d e te rm in a t io n  o f  c h lo ro p h y ll  
c o n te n t  d ir e c tly  f ro m  C C I  v a lu e s . C h lo ro p h y l l  c o n te n t  
in d ic e s  c o u ld  b e  e f fe c t iv e ly  u ti l iz e d  fo r  ro u tin e  
m e a s u re m e n ts  o f  c h lo ro p h y l l  in  la rg e  n u m b e r  o f  Hevea 
p la n ts .
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