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RESUMO

O presente trabal ho teve por objetivo o desenvol vimento de um protocol o para extracdo de pigmentos foliaresem
dois porta-enxertos de videira, Vitis vinifera x V. rotundifolia e V. riparia. Nesse sentido, foram estudados trés
métodos de extracdo de pigmentosfoliares paraplantas cultivadasin vitro e aclimatizadas. Paraisso, foram realizados
dois experimentos no esquema fatorial 3 x 3, sendo trés métodos de extragdo (DM SO com incubagdo por 24 horas,
DM SO com incubag&o por 48 horas e acetona 80%) e niimero de discos foliares (quatro, cinco e seis) com cinco
repeticBes por tratamento, sendo mensurados os contetidos de clorofila a, b, totais e de carotendides. O método de
extracdo de pigmentos foliares baseado em DM SO demonstrou ser té&o eficiente quanto o com acetona 80% para a
extracdo de clorofilaa e mais eficiente naextracéo de clorofilab para Vitis vinifera x V. rotundifolia cultivadain vitro
e apresentou melhores resultados na extracéo de clorofilas a e b paraambos os cultivares na fase de aclimatizacéo.

Palavras-chave: Acetona, dimetilsulfoxido, Vitis sp.

ABSTRACT

Protocol for extraction of leaf pigments from micropropagated grapevine rootstocks

The present work aimed to establish aprotocol for extraction of leaf pigments of two grapevine rootstock varieties,
Vitis vinifera x V. rotundifolia and Vitis riparia. Three leaf pigment extraction methods were evaluated for in vitro
grown plants and those acclimatized. The experiments followed afactorial design 3 x 3, considering three extraction
methods (incubation with DM SO for 24 h, incubation with DM SO for 48 h, and 80% acetone ) and number (four, five
and six) of 5mm diameter |eaf disks, with five replicates each treatment. a, b, and total chlorophyll and carotenoid levels
were quantified. DM SO proved to be as efficient as 80% acetone to extract chlorophyll a, and more efficient to extract
chlorophyll b from in vitro cultured Vitis vinifera x V. rotundifolia , and also presented better results for extraction of
chlorophyll a and b for both acclimatized cultivars.
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INTRODUCAO

As clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abun-
dantes presentes nas plantas e ocorrem nos cloroplastos
dasfolhaseem outrostecidos vegetais. Estudosem grande
variedade de plantas caracterizaram que 0s pigmentos
clorofilianos s8o os mesmos (Streit et al., 2005) e que as
diferencas aparentes na cor do vegetal sdo devidas apre-
sencae distribuicdo variavel de outros pigmentos associ-
ados, como os carotendides, 0s quais sempre acompa-
nham asclorofilas (Von Elbe, 2000).

Esses pigmentos sdo responsaveis pela converséo da
radiacdo luminosaem energia, emformadeATPeNADPH.
Por essaraz&o, s8o estreitamente rel acionados com a efi-
ciéncia fotossintética das plantas e, consequientemente,
a0 seu crescimento e adaptabilidade adiferentes ambien-
tes. A clorofilaa (chl a) é o pigmento utilizado pararealizar
a etapa fotoquimica, o primeiro estdgio do processo
fotossintético. Os demais pigmentos auxiliam na absor-
¢do de luz e natransferéncia da energia radiante para os
centros de reacdo, sendo assim chamados de pigmentos
acessorios (Buchanan et al., 2000; Taiz & Zeiger, 2004).

A determinagao do conteido de pigmentosfoliaresre-
presenta importante ferramenta de avaliagdo em estudos
defisiologiavegetal, quer sejaparacaracterizacdo do mate-
rial, que sgjaparaadistingdo entretratamentos ou interagéo
entre plantas e fatores ambientais (Lamberset al., 1998).

Em sua maioria, os métodos empregados baseiam-se
na absorbéancia e refl etdncia dos pigmentos constituintes
das folhas, podendo ser de carédter destrutivo ou néo.
Entre os métodos destrutivos, os que utilizam solventes
organicos como a acetona e 0 éter s8o 0S mais comuns
paraplantasin vivo (Lichtenthaler, 1987). Entretanto, ndo
se tem um protocol o para extracdo de pigmentos foliares
de plantas propagadas in vitro. Tipicamente, essas cres-
cem e se desenvolvem sob diferentes condices de
estresse, como alta umidade relativa, elevados nivels de
reguladores de crescimento, acimulo de gases nos reci-
pientes de cultivo e baixas irradiancias, as quais podem
causar degeneracdes nos cloroplastos, resultando em plan-
tas com baixos contetidos de clorofilas (Zobayed et al.,
2004; Zobayed, 2006).

O uso da acetona 80%, simultaneamente com o pro-
cesso de macerac&o e centrifugagdo, constitui-se um dos
métodos mais difundidos paraaquantificacéo de clorofi-
las e carotendides (Hiscox & |sraelstam, 1979). Entretan-
to, este € um processo trabalhoso, pois geralmente em
pesquisas com propagacéo de plantas in vitro, tem-se
grande nimero de tratamentos e/ou, repeti¢des, resultan-
do, namaioriadas vezes, em elevado nimero de amostras
aserem analisadas.

O emprego de outros solventes organicos como o
dimetilsulfoxido (DM SO) pode suprir em parte essa ne-
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cessidade. O DM SO éreconhecido por suaelevada capa-
cidade de difusdo por meio de membranas semipermeavels
e por suaeficaciacomo carreador de proteinas (Ronen &
Galun, 1984). Paraaextragéo dos pigmentosem DM SO é
necessaria somente a imerséo do material foliar em um
conhecido volume do solvente, eliminando-se as etapas
demaceragéo e centrifugacéo (Barneset al., 1992). Adici-
onalmente, 0 DM SO proporcionamaior estabilidade dos
extratos apds estocagem afrio (Tait & Hilk, 2003). Porém,
paraqgue ocorraaextragdo e conservagao maximados pig-
mentos foliares sdo necessarios ajustes na quanti dade de
material vegetal a ser usado e no tempo de incubacao, de
acordo com cada espécie a ser analisada.

O presente trabalho buscou avaliar a aplicabilidade
do DM SO na extragéo de pigmentos foliares em plantas
cultivadasin vitro. Paratal, realizaram-se ensai os compa-
rativos entre os dois solventes (DM SO e acetona 80%)
com o intuito de determinar aeficiénciado DM SO como
extrator de pigmentos foliares em dois porta-enxertos de
videira propagados in vitro, com o objetivo de estabele-
cer protocolo alternativo de extragdo de pigmentos.

MATERIAL E METODOS

Plantas cultivadas in vitro

Plantulas de doisporta-enxertosdevideiras—‘ VR 043-
43’ (Vitis vinifera x Vitis rotundifolia) e Vitis riparia —fo-
ram cultivadasin vitro em meio semi-sdlido MS (Murashige
& Skoog, 1962), suplementado com 30 g L™ de sacarose,
100 mgL* demioinositol, complexovitaminicodeMS(0,2g
Lt deglicing, 0,05 g L de &cido nicotinico, 0,05g L* de
piridoxina-HCl € 0,01 g Lt detiamina-HCI) e6,5g L de
agar (Merck), e pH gustado para 5,8 antes daautoclavagem
al21°Cel,1am, por 20 minutos.

As culturas foram mantidas em salade crescimento a
temperatura de 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16 horas e
irradiéncia de 36 umol m? s? (fornecida por dois tubos
fluorescentes de 20 W, OSRAM) e realizados subcultivos
acada 30-35 dias. Ap6s 45 dias de cultivo in vitro, foram
retirados quatro, cinco e seis discos foliares (5 mm de
didmetro), apartir daterceiraou quartafolha, eincubados
em 5 mL de solugdo de DM SO (saturado com carbonato
decalcio), por periodos de 24 e 48 horas. Apds cada peri-
odo deincubagdo, determinou-se aabsorbanciadas amos-
tras, utilizando-se cubeta de quartzo de 10 mm de cami-
nho 6tico, em espectrofotdmetro de duplo feixe (Modelo
Hitachi U- 2000). Os comprimentos de ondas e as equa-
¢Oes para o calculo das concentragdes de clorofilasa, b e
carotendides foram baseados no método descrito por
Wellburn (1994). Paralelamente, efetuou-se aextracéo de
pigmentos em acetona 80% com 0s mesmos nimeros de
discosfoliares, de acordo com Lichtenthaler (1987), para
posterior comparag&o dos resultados.
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Plantas aclimatizadas

Ap0Gs 45 dias de cultivo in vitro em ambiente contro-
lado, as plantas dos dois porta-enxertos de videiraforam
transferidas para ambiente ex vitro, onde tiveram suas
raizes lavadas em agua corrente e acondicionadas em co-
pos plésticos de 200 mL., contendo uma mistura de 50%
de substrato comercial Plantmax® (Eucatex, Brasil) e 50%
defibrade coco triturada, autoclavadosa121°C, 1,1 atm,
por 30 minutos. Ainda em condi¢des de |aboratorio, po-
rém forado ambiente controlado da sala de crescimento,
as plantas foram individual mente envolvidas por um saco
pléstico transparente e submetidas airradianciade 76 umol
m2s?, onde permaneceram por um periodo de 30-40 dias,
até serem levadas para casa de vegetacéo.

Jaem casade vegetagdo, as plantasforam transferidas
para vasos plésticos, contendo uma mistura de 50% de
substrato de Plantmax® e 50% de fibra de coco. Apos 70
diasde aclimatizac&o, foram retirados quatro, cinco e seis
discosfoliares (5 mm de didmetro cada), perfazendo 0,78;
0,98; e 1,18 cm?, respectivamente, a partir daterceiraou
guartafolha, eincubadosem 5 mL de solugéo de DM SO
(saturado com carbonato de célcio), por periodos de 24 e
48 horas em temperatura ambiente, semel hantemente ao
meétodo descrito paraplantas cultivadasin vitro. O DM SO
foi previamente saturado com carbonato de calcio (CaCO,)
naproporgédo de5 g L*de DM SO, sob agitagdo constante
por quatro horas, e entdo filtrado em torno de seis vezes
em duas camadas de papel filtro até ficar totalmentecris-
talino.

Assim como no método anterior, foram utilizados os
mesmos comprimentos de ondas e as equacdes para 0s
calculos das concentracdes de clorofilas a, b e carotendi-
des, baseados em método descrito por Wellburn (1994).
Paralelamente, efetuou-se a extracdo de pigmentos em
acetona 80% com os mesmos nimeros de discosfoliares,
de acordo com Lichtenthaler (1987), para posterior com-
paracdo dos resultados.

O delineamento experimental foi inteiramente casuali-
zado (DIC) em esquemafatorial 3 x 3 (métodosdeextracdo
x discos foliares), com cinco repeti¢fes por tratamento.
Osresultadosforam submetidosaANOVA, efeitacompa-
racéo de médias pelo teste de Scott-Knot a 5% de proba-
bilidade. Os experimentos foram repetidosumavez.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Plantas cultivadas in vitro

Comparando-se a extrac8o de pigmentos para Vitis
vinifera x V. rotundifolia, observa-se que houve interagdo
significativa entre os dois fatores testados, observando-se
resultados semel hantes na extracéo de chl a, independen-
temente do método e nimero dedisco utilizados, com exce-
¢80 de quatro discosem DM SO por 24 horas (Fig. 1A).
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A extragdo de chl b em Vitis vinifera x V. rotundifolia
pelo método DM SO com periodo de incubag&o de 48 ho-
ras apresentou melhores resultados, independentemente
do nimero de discosfoliares utilizados (Fig. 1B).

Kuki et al. (2005) obtiveram teoresdeclorofilasa eb
significativamente maiores, quando trés discos foliares
dearoeira-vermelha(Schinum terebenthifolius) foramin-
cubadosem DM SO a 65 °C, por um periodo méximo de 48
horas.

O resultado daextracéo de pigmentosde V. riparia foi
influenciado pela interacdo significativa entre os méto-
dose o nimero de discosfoliares. Osteores de clorofilas
a eb foram significantemente maiores quando seincuba-
ram cinco e quatro discosfoliares por um periodo de 24 e
48 horas, respectivamente, em DM SO (Fig. 1CeD).

Osresultados daextracéo dachl b pelos métodos com
DM SO em Vitis vinifera x V. rotundifolia e V. riparia con-
tradizem com osobtidos por Barneset al. (1992) e Shinano
et al. (1996), que apontam aineficiénciado DM SO paraa
extracdo total dachl b. No entanto, condizem com os en-
contrados por Kuki et al. (2005), ao trabalharem in vivo
com S. terebenthifolius e Cocos nucifera.

Entretanto, para a extracéo de carotendides em Vitis
vinifera x V. rotundifolia a acetona 80% mostrou melho-
res resultados comparativamente aos demais métodos,
tanto no desdobramento da interagdo do nimero de dis-
cos dentro de cada método como nos métodos para 0s
nameros de discos (Fig. 2A). Ja para extracéo de
carotendides em V. riparia, 0 método com acetona 80%,
independentemente do nimero de discos foliares, foi su-
perior e semelhante aos demais, quando quatro discos
foliaresforamincubados (Fig. 2B).

Foi obtida diferenca significativa para a razéo entre
clorofilasa eb somente para Vitis vinifera x V. rotundifolia
no método de extragdo com DM SO com periodo de incu-
bacdo de 24 horas na comparagéo dos métodos para cada
ndmero de discosfoliares mostrando aeficiénciade extra-
¢ao de chl a em relagéo achl b neste método, comparado
aosdemais(Fig. 2C).

Em V. riparia, a interacdo entre o método DMSO e
cinco discos foliares, incubados por 48 horas, apresen-
tou melhor resultado na razéo entre as clorofilas a e b,
evidenciando a especificidade na extragéo de pigmentos
foliares entre os dois porta-enxertos, nao apresentando
diferencas nesta raz&o quando quatro discos foliares fo-
ram incubados em DM SO por 24 e 48 horas (Fig. 2D).

Segundo Morishige & Dreyfuss (1998) e Buchanan et
al. (2000), para o complexo coletor de luz relacionado ao
fotossistemall, arazao chl a/b variade 2,0 a4,4, e parao
fotossistemall variade 1,5a4,0. Nesse sentido, osresulta-
dos encontrados para Vitis vinifera x V. rotundifolia e V.
riparia (1,6 a3,3e1,9a3,6, respectivamente) estariam den-
tro dos limites verificados para outras plantas em geral.
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Figura 1. A) Médiasdaextragdo declorofilaa em Vitis vinifera x V. rotundifolia; B) extraggo de chl b em Vitis vinifera x V. rotundifolia;
C) extragdo dechl a em Vitis riparia; e D) extragdo de chl b em Vitis riparia, propagadasin vitro, utilizando-se diferentesmétodos de
extragdo e discos foliares. Letras mindsculas comparam o ndmero de discos foliares dentro de cada método de extragéo e letras
mai Uscul as comparam os métodos de extragdo para cada niimero de discos, pelo teste de Scott-Knot a5 % de probabilidade.

Mediante a andlise de variancia, observa-se que para
Vitis vinifera x V. rotundifolia, o efeito da interagcéo dos
métodos com os nimeros de discos foliares nos resulta-
dos da extracdo de clorofilas totais (chl a + chl b) n&o
diferiram ao se usar quatro, cinco ou seis discos dentro
de cada método de extragdo. Entretanto, dentre os méto-
dos, o que utilizaDM SO com incubagéo por um periodo
de 48 horas apresentaser o maisindicado paraaextracéo
de clorofilas totais nesta espécie. O método baseado em
DM SO, com incubagdo por 24 horas e acetona 80%, apre-
sentou extracdo similar de clorofilastotais, poréminferior
a0 DM SO com incubagéo por 48 horas (Fig. 3A).
Diferentemente de plantas de Vitis vinifera x V.
rotundifolia, a extracdo de clorofilastotaisem V. riparia
apresentou resultados mais expressivos quando se utili-
zaram cinco discos foliares incubados por 24 horas em
DM SO e com quatro discos foliaresincubados por 24 ou
48 horas, sendo os métodos com DM SO superiores ao
com acetona80% (Fig. 3B).
Borghezan et al. (2003), estudando diferentes porta-
enxertos em condic¢des in vitro, obtiveram teores de clo-
rofilatotal variando de0,70a1,48 mg g* de massafresca.
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Osporta-enxertos VR039-16, Paulsen 1103 e VR043-43fo-
ram superiores aos demais, com valores préximos a 1,50
mg g%, mostrando adiferenca em contelido de pigmentos
entre os cultivares.

Para explicar a baixa eficiéncia do uso de DM SO na
extragdo de chl b em plantasin vivo, foram sugeridas|imi-
tagbes como o grau de cutinizac8o e espessura da folha,
além datemperatura de incubagéo (Barneset al., 1992).
Porém, plantas desenvolvidas in vitro geralmente apre-
sentam pequena espessura da l@mina foliar e baixo grau
de cutinizagdo, aém do baixo grau delignificacéo. Portan-
to, ndo necessitam de tempo prolongado de extragdo nem
de temperaturas maiores que a ambiente na incubacéo
dasamostrasfoliares para que se tenhaeficiénciano pro-
cesso de extracdo sem degradacdo de pigmentosfoliares.

A chl a é o pigmento mais abundante nos complexos
coletores de luz e presente também nos centros de rea-
¢80, a0 passo que achl b se encontraem menor quantida-
de e esté presente, exclusivamente, nos complexos cole-
toresdeluz (Sandmann & Scheer, 1998; Buchanan et al.,
2000). Se por um lado as variagdes nos teores desses pig-

mentos podem indicar um gjuste das plantas as condi-
revist alceres
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Figura 2. A) Médiasdosteores de carotendides em Vitis vinifera x V. rotundifolia; B) teores de caroten6ides em Vitis riparia; C) razéo
entre chl a e chl b em Vitis vinifera x V. rotundifolia; e D) razdo entre chl a e chl b em Vitis riparia propagadasin vitro, utilizando-se
diferentes métodos de extragéo e discosfoliares. L etras mintscul as comparam o niimero de discos foliares dentro de cadamétodo de
extracdo e letras mailsculas comparam os métodos de extragdo para cada nimero de discos, pelo teste de Scott-Knot a 5 % de

probabilidade.

¢Oes particulares do meio em que se encontram, por ou-
tro, nas mesmas condi¢des ambientais, as variagdes po-
dem refletir diferencas intrinsecas do potencial de cada
material vegetal .

As plantas cultivadas in vitro normalmente apresen-
tam reduc&o nos teores de clorofila quando comparadas
as plantas aclimatizadas (Desjardins, 1995; Amancio et
al., 1999; Pospisilovaet al., 1999).

Plantas aclimatizadas

Por meio daanalise devariancia(ANOVA), pode-se
verificar interagdo significativa a 5% de probabilidade
entre os métodos e o nimero de discos foliares estuda-
dos nos dois porta-enxertos de videira para a extracdo
de chl a; entretanto, sendo significativo para chl b so-
mente no cultivar V. riparia, mostrando que 0s mesmos
influenciam na extracdo de pigmentos em plantas
aclimatizadas.

Em Vitis vinifera x V. rotundifolia, o método que utili-
zaDM SO com tempo de incubagdo por 24 horas apresen-
tou maiores valores em termo de absorc¢éo de chl a, po-
dendo ser usados quatro, cinco ou seis discos foliares,
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sem diferencas significativas naextracdo desse pigmento
cloroplastidico (Fig. 4A).

Comparando-se a extracdo de chl a de plantas
aclimatizadas em relagdo as cultivadas in vitro, verifica-
se que foi extraido mais que o dobro deste pigmento em
todos os métodos de extracdo. Essa caracteristica confir-
ma a menor producéo de pigmentos foliares em videiras
cultivadas in vitro.

Para a extragcdo de chl a em V. riparia, o efeito da
interacdo entre os métodos e o nimero de discos foliares
foi significativo, tendo em DM SO com tempo de incuba-
¢&o por 24 horasautilizagéo de cinco e seisdiscosfoliares
apresentado maior eficicia em relacdo aos métodos com
DM SO por 48 horas e acetona 80% (Fig. 4B).

N&o foi observadadiferencanaextracéo declorofilaa
no método DM SO com incubagao por 48 horas ao se usar
gueatro, cinco ou seisdiscosfoliares (Fig. 4B).

Em termos quantitativos, foi observada em ambos os
métodos maior producdo/extracdo de chl a em V. riparia
em relacdo a Vitis vinifera x V. rotundifolia, em que esta
caracteristicaestadiretamenteligadaamaior extragéo de
clorofilastotaisem V. riparia,(Fig. 4A eB).
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Figura 3. A) Médias de clorofilas totais (chl a + chl b) em Vitis vinifera x V. rotundifolia e B) clorofilas totais em Vitis riparia
propagadasin vitro, utilizando-se dif erentes métodos de extragéo e discos foliares. L etras mintscul as comparam o niimero de discos
foliares dentro de cada método de extragéo e letras maiUisculas comparam os métodos de extragdo para cada nimero de discos, pelo

teste de Scott-Knot a5 % de probabilidade.

Em trabalhosrealizados por Borghezan et al. (2003), 0
teor de clorofilavariou entre os genétipos e os ambientes
deculturain vitro eex vitro. Os porta-enxertos VR039-16
e Paulsen 1103 apresentaram teores superiores in vitro,
enquanto nos porta-enxertos VR043-43, R110, SO4 e
Kober 5BB os maioresvalores de clorofilaforam obtidos
em casa de vegetacao.

O efeito da extracdo de chl b em V. riparia foi
significativamente maior no método DM SO com
tempo de incubac&o por 24 horas associado ao
uso de cinco ou seis discos foliares (Fig. 4C),
ndo havendo diferenca ao se usarem quatro ou
seis discos foliares em todos os métodos estu-
dados.

Acetona 80%

DMSO 48h
Métodos de extragao

DMSO 24h
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Assim como em plantasde V. vinifera x V. rotundifolia
propagadas in vitro, para plantas de V. vinifera
aclimati zadas 0 método com acetona 80% combinado com
quatro, cinco ou seisdiscosfoliares mostrou-se bem mais
eficiente na extragcdo de carotendides, quando compara-
do com os demais (Fig. 5A). O mesmo foi obtido para V.
riparia; entretanto, seguido pelo método com DM SO 48
horas(Fig. 5B).

A raz&o entre chl a e chl b mostra que para plantas de
V. vinifera x V. rotundifolia aclimatizadas aextracdo de chl
a e chl b pelos métodos com DM SO com periodos de
incubagdo de 24 e 48 horas, associados aos diferentes
numeros de discosfoliares, apresentou resultados simila-
res e superiores ao método com acetona80% (Fig. 5C).

ParaaV. riparia, o resultado daraz&o entre chl a echl
b obtido no método com DM SO com incubag&o por 48
horas foi significativamente superior ao dos métodos
DMSO por 24 horas e acetona 80%, exceto quanto se
usaram quatro discosfoliaresincubados por 24 horas em
DMSO (Fig. 5D).

Entre os métodos estudados, o que utilizaDM SO com
periodo de incubacdo por 24 horas, associado tanto com
quatro, cinco ou seis discos foliares, apresentou maior
eficiéncia na extragdo de clorofilas totais (chl a + chl b)
paraV. vinifera x V. rotundifolia, ndo mostrando diferen-
¢a ao se usarem quatro discos foliares incubados por 48
horasem DM SO (Fig. 6A).

Vitis riparia apresentou maior conteido de clorofilas
totais quando comparadacom V. vinifera x V. rotundifolia,
sendo em parte explicado pelamaior extracdo dechl a.

Da interac&o entre os fatores, métodos de extragéo e
numero de discos, o efeito dos resultados para clorofilas
totaisem V. riparia foi significativamente maior no méto-
do que utiliza DMSO com tempo de incubagdo por 24
horas, quando associado com cinco e seisdiscosfoliares,
n&o diferindo ao se usarem quatro discos foliares associ-
ados aos demais métodos (Fig. 6B).

Nas plantas aclimatizadas em casa de vegetacéo, 0
VR043-43 gpresentou o maior teor declorofila(2,76 mgg?),
diferindo dos demai s gendtipos, enquanto o Paulsen 1103
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(0,86 mg g1) foi inferior a todos os porta-enxertos
(Borghezanet al., 2003).

Esses dados vém comprovar que mesmo para plantas
de V. vinifera x V. rotundifolia e V. riparia aclimatizadas
podem ser utilizados métodos com o extrator DM SO por
um periodo de tempo de incubagdo ndo muito prolonga-
do, obtendo eficiéncia na extragéo de clorofilas em rela-
¢80 ao método da acetona 80%.

CONCLUSOES

O presente trabalho demonstra a viabilidade do uso
do DM SO na extracédo de pigmentos foliares de porta-
enxertos de videira micropropagados e sugere que a téc-
nica seja avaliada para outras espécies de propagacéo
rotineirain vitro.

Osmétodos de extracao baseados em DM SO com pe-
riodo de incubagdo de 48 (plantas cultivadas in vitro) ou
24 horas (plantas aclimatizadas), demonstraram ser t&o
eficientes quanto o com acetona 80% para a extracéo de
clorofilasa e mais eficientes naextracdo de chl b para Vitis
vinifera x V. rotundifolia, podendo ser usados quatro,
cinco, ou seis discos foliares.

Para aV. riparia, 0 método DM SO, associado acinco
discos foliares incubados por 24 horas, demonstrou ser
mais eficiente naextragcdo de clorofilastanto paraplantas
cultivadasin vitro como em plantas aclimatizadas.

Tanto para Vitis vinifera x V. rotundifolia quanto para
V. riparia o método com acetona 80% mostrou ser mais
eficiente na extragcdo de carotendides, sgja em plantas
cultivadas in vitro ou em plantas aclimatizadas

AGRADECIMENTO
CAPESeFAPEMIG, pelo apoio financeiro

55(4): 356-364, 2008

REFERENCIAS

Amancio S, Rebord&o JP, Chaves MM (1999) Improvement of
acclimatization of micropropagated grapevine: photosynthetic
competence and carbon allocation. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, 58:31-37.

Barnes JD, Balaguer L, Manrique E, Elvira S, Davison AW (1992)
A reappraisal of the use of DMSO for the extraction and
determination of chlorophylls a and b in lichens and higher
plants. Environmental and Experimental Botany, 32:85-100.

Borghezan M, Moraes LKA de, Moreira FM, Silva AL da (2003)
Propagagéo in vitro e avaliagdo de parametros morfofisiol 6gicos
de porta-enxertos de videira. Pesquisa Agropecuaria Brasileira,
38:783-789.

Buchanan BB, Gruissem W, Jones RL (2000) Photosynthesis. In:
Buchanan BB, Gruissem W & Jones RL (Eds.) Biochemistry &
Molecular Biology of Plants. Rockville American Society of
Plant Physiologists. p.568-629.

Desjardins, Y. (1995) Overview of factors influencing
photosynthesis of micropropagated plantlets and their effect
on acclimatization. In: Carre F & Chagvardieff P (Eds.)
Ecophysiology and photosynthetic in vitro cultures. Saint-Paul-
lez-Durance, Centre d’études de Cadarache. p. 145-160.

Hiscox JD & lsraelstam GF (1979) A method for the extraction of
chlorophyll from leaf tissue without maceration. Canadian
Journal of Botany, 57:1332-1334.

Kuki KN, Oliva MA, Gomes FP, Costa AC (2005) Avaliacéo da
eficiéncia do dimetilsulfoxido na extragdo de pigmentos foliares
de Schinus terebenthifolius e Cocos nucifera. In: X Congresso
Brasileiro de Fisiologia Vegetal e Xl Congresso Latino-Ameri-
cano de Fisiologia Vegetal, Recife. Anais, SBFV. CD Rom.

Lambers J, Chapin FS, Pons TL (1998) Plant physiological
ecology. New York, Springer-Verlag. 540 p.

Lichtenthaler HK (1987) Chlorophyll and carotenoids: pigments
of photosynthetic biomembranes. In: Colowick SP & Kaplan
NO (Eds.) Methods in Enzymology, v.148. San Diego, Academic
Press. p. 350-382.

Morishige DT & Dreyfuss BW (1998) Light-harvesting complexes
of higher plants. In: Raghavendra AS (Ed.) Photosynthesis: A
Comprehensive Treatise. Cambridge, Cambridge University
Press. p. 18-28.

rewv. i stalceres



364

Roniscley Pereira Santoset al.

Murashige T & Skoog F (1962) A revised medium for rapid growth
and bio assays with tobacco tissue cultures. Physiologia
Plantarum, 15:473-497.

Pospisilova J, Ticha |, Kadlecek P, Haisel D, Plzakova S (1999)
Acclimatization of micropropagated to ex vitro conditions.
Biologia Plantarum, 42:481-497.

Ronen R & Galun M (1984) Pigment extraction from liquens with
dimetylsulfoxide (DMSO) and estimation of chlorophyll degradetion.
Environmental and Experimental Botany, 24:239-245.

Sandmann G & Scheer H (1998) Chloroplasts pigments:
chlorophylls and carotenoids. In: aghavendra AS (Ed.)
Photosynthesis: A Comprehensive Treatise. Cambridge,
Cambridge University Press, p. 44-57.

Shinano T, Lei TT, Kawamukai T, Inoue MT, Koike T, Tadano T
(1996) Dimetylsulfoxide method for the extraction of
chorophylls a and b from the leaves of wheat, field bean, dwarf
bamboo and oak. Photosynthetica, 32:409-415.

Streit, NM, Canterle LP, Canto MW, Hecktheuer LHH (2005) As
clorofilas. Ciéncia Rural, 35:748-755.

rev i stalceres

Tait MA & Hik DS (2003) Is dimetylsulfoxide a reliable solvent for
extracting chlorophyll under field conditions? Photosynthesis
Research, 78:87-91.

Taiz L & Zeiger E (2004) Fisiologia vegetal. 3. ed. Santarém ER
(Traduc&o). Porto Alegre, Artmed. 719 p.

Von Elbe JH (2000) Colorantes. In: Fennema OW (Ed.) Quimi-
ca de los alimentos. 2.ed. Zaragoza, Wisconsin-Madison.
p.782-799.

Wellburn AR (1994) The spectral determination of chlorophylls
a and b, as well as total carotenoids, using various solvents with
spectrophotometers of different resolution. Journal of Plant
Physiology, 144:307-313.

Zobayed SMA (2006) Aeration in plant tissue culture. In: Dutta
Gupta S & lbaraki Y (Eds.) Plant tissue culture engineering.
Netherlands, Springer. p.313-327.

Zobayed SMA, Afreen F, Xiao Y, Kozai T (2004) Recent
advancement in research on photoautotrophic micropropagation
using large culture vessels with forced ventilation. In Vitro Cellular
and Developmental Biology-Plant, 40:450-458.

Jul/Ago 2008



