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INTRODUCAO

A espécie Etligera elatior (Jack) R. M. Smith, conhecida popularmente como bast&o-do-
imperador, foi descrita pela primeira vez em 1792 por Paul Dietrich Giseke. Havia contradigdo
em relacdo, recebendo varias denominacgfes: Alpinia, Phaeomoria, Nicolaia, e Elettaria. Em
1980, Rosemary Margaret Smith engloba a espécie no género Etligera. Poulsen (2006)
identificou cerca de 70 espécies muitas ainda ndo descritas, que estdo distribuidas desde a
india até as llhas do Pacifico.

A producao de flores e plantas ornamentais no Nordeste concentra-se principalmente,
nos estados de Pernambuco, Bahia, Ceara e Alagoas, destacando o cultivo do bastao-do-
imperador com destaque para a elevada geracdo de emprego por area cultivada, contribuindo
para ocupacéo da méo-de-obra local e gerando renda.

Uma alternativa para a micropropagacdo de plantas elite é a utilizacdo de sistemas
celulares desprovidos de parede celular, ou protoplastos, que em condigbes bem estabelecidas
de cultura de tecidos, mantém a totipotencialidade celular, reconstituindo suas paredes,
dividindo-se, formando colénias, calos e regenerando plantas por embriogénese ou
organogénese (Barros & Carneiro, 1998). A fus@o de protoplastos € uma técnica eficiente que
permite a obtencdo de hibridos somaticos e cibridos, auxiliando em programas de
melhoramento genético de espécies ornamentais.

O objetivo deste trabalho foi a otimizacdo de incubacdo e concentracdo de solugbes
enzimaticas na obtencao de protoplastos buscando auxiliar em hibridacdes futuras.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Setor de
Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras, utilizando-se como explantes folhas de
plantulas obtidas in vitro.

As folhas foram excisadas das plantulas e imediatamente submetidas a cortes paralelos
a nervura central, desprezando-se a extremidade das folhas, com a finalidade de se obter
apenas a regido do mesofilo. Efetuados os cortes, as folhas cortadas foram incubadas em
solucdo CPW 13M (Frearson et al., 1973) pH 5,8, durante uma hora, para plasmolisar as
células. Para o isolamento de protoplastos, as folhas foram transferidas para 4 diferentes
combinagfes enzimaticas diluidas em CPW 13M apés o ajuste do pH 5,6: Solucdo “A” = 1% de
cellulase “onozuca” R-10 (Yakult Honsha), 0,2% de macerozyme R-10 (Yakult Honsha);
Solucdo “B” = 3% cellulase “onozuca” R-10, 1% de macerozyme R-10; Solucdo “C" = 2%
cellulase Aspergilus niger (Fluka) e 1% pectinase Aspergilus niger (Fluka); Solugédo “D” = 3%
cellulase Aspergilus niger e 1,5% pectinase Aspergilus niger. Em todas as solu¢fes enzimaticas
foram acrescentados 5mM de MES e apenas nas solu¢des “A” e “B” foram acrescentadas 0,1%
e 1% da enzima driselase, respectivamente. Aproximadamente 1g de folha foi colocado por
placa de isolamento (15 x 58 mm) juntamente com 15 mL das solu¢des enzimaticas na
auséncia de luz e em agitacdo de 40 rpm a temperatura de 25°C, e o isolamento de
protoplastos foi monitorado a cada hora para verificar a eficiéncia de cada solucao enzimatica.

Apo6s a fase de incubacao, a suspensdo obtida (protoplastos isolados e tecidos néo
digeridos) foi filtrada, utilizando peneira de nylon 64um (Wilson Sieves, Nottingham, UK) e
centrifugacdes a 700 rpm por 5 minutos. O precipitado foi ressuspendido em CPW 9M e
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transferido para novo tubo de centrifuga, sendo o volume completado com CPW 21S e, entdo,
centrifugado (700 rpm; 5 minutos). O rendimento foi determinado utilizando-se um
hemacitdmetro (Hausser Scientific, USA), sob microscépio ético.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 3 repeticdes,
sendo cada repeti¢do constituida por uma placa de isolamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Seqliéncia utilizada no isolamento de protoplastos de bastdo-do-imperador (Figura 1).

Figura 1. Sequéncia para isolamento de protoplastos de bastdo-do-imperador: A) corte
transversal da folha paralela a nervura central; B) pré-plasmdlise das células em CPW 13M; C)
visualizacdo de protoplasto com restos celulares néo digeridos; D) placa de isolamento pronta
para filtragem em peneira 64pum; E) pellet filtrado e ressuspendido em CPW 9 M; F) gradiente
de sacarose e detalhe da banda de protoplastos; G) camara de Neubauer com a aliquota de
protoplastos e H) protoplastos filtrados e em processo de contagem.

A composicdo enzimética e o tempo de incubacdo influenciaram no rendimento de
protoplastos/ g de matéria fresca de bastdo-do-imperador, como observado na Figura 2. A
solucdo “B” € uma variacdo mais concentrada da solucdo “A” por isso obteve um maior
rendimento de protoplastos durante as sete horas de incubacéo. Na primeira hora observada,
houve intensa presenca de células individualizadas em processo de protoplastizacdo
observados na solucao “A” (Figura 3).
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Figura 2. Eficiéncia das solucbes enzimaticas em relacdo ao tempo de incubacéo do tecido no
isolamento de protoplastos de bastdo-do-imperador (Etligera elatior Jach R. M. Smith).
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Figura 3. Células individualizadas e em intenso processo de protoplastizacdo, apresentado na
primeira hora de incubacéo na solucédo “A”.

Os resultados do experimento mostram quatro contrastantes solucdes enzimaticas
representadas na Tabela 1. Observa-se que a solucdo “B” com 22 x 10° protoplastos/g de
matéria fresca foi a que obteve maior rendimento, seguida pela solugdo “A” com 15 x 10°
protoplastos/g de matéria fresca. Resultados semelhantes encontrados por Benedito et al.
(2000), trabalhando com isolamento de protoplastos de citros utilizando a mesma solugéo “A”
obteve 12 x 10° e 25 x 10° protoplastos /500 g de matéria fresca de calos das variedades de
citrus “Bahia cabula” e “orvalho de mel”, respectivamente, confirmando a eficiéncia da solugéo
testada neste trabalho.

Trabalhos realizados por Ochatt et al. (1987) utilizando a solugédo “A” no isolamento de
protoplastos de cerejeira (Prunus avium X Pseudocerasus) que é uma espécie lenhosa,
obtiveram uma eficiéncia de 0.6 x 10" a 1.5 x 10° protoplastos/g de peso fresco, eficiéncia essa
gque a mesma solucao ndo obteve no presente trabalho. Costa et al. (2002), utilizando a solucdo
enzimatica “A” obteve um rendimento de até 23,68 x10° protoplastos/500g de calos em “ruby
blood”, variedade de citrus.

Tabela 1. Efeito das composi¢cfes enzimaticas no isolamento de protoplastos de Etligera elatior
ao final de sete horas de incubagéo.

Formula enzimatica . ,
Rendimento de células

de protoplastos por

ratament Cellulase Pectinase g/MF (Matéria Fresca)
Sol. “A” Onozuca R-10* 1% Macerozyme R-10% 0,2% 15,0x 10°
Sol. “B” Onozuca R-10% 3% Macerozvme R-10" 1% 22,0x 10°
Sol. “C” Aspergillus niger® 2%  Aspergillus niger® 1% 9,2 x 10°
Sol. “D” Aspergillus niger® 3%  Aspergillus niger® 1,5% 10,5 x 10°

A: Yakult Honsha Co., Ltd., Japan
B: Fluka
*Foram acrescentadas as solugfes “A” e “B” 0,1% e 1% da enzima driselase, respectivamente.

A utilizacdo de combinacfes enzimaticas compostas por cellulase e pectinase de
Aspergilus niger representadas nas solug¢des “C” e “D”, ainda ndo foram bem estudadas no
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isolamento de protoplastos vegetais, ndo ha nenhuma literatura sobre o uso deste fungo em
formulacdes de enzimas. Por se tratar de resultados dificies de comparacao, as quantidades de
protoplastos/g de tecido esta dentro de médias de isolamento comparadas a enzimas
comumente utilizadas em processos de degradacéo de parede celular.

Vale ressaltar que se trata de um trabalho inédito ja que existe pouca ou nenhuma
literatura a respeito de cultivo in vitro de protoplastos de Etlingera e. Jack R. M. Smith, sendo
necessarias mais pesquisas sobre a respectiva espécie com relagéo a outros tipos de solugbes
enzimaticas, no sentido de aumentar a eficiéncia de protoplastos isolados e assim, aumentando
as potencialidades para programas de melhoramento genético desta planta, nos aspectos
relacionados com a sua resisténcia a patdbgenos bem como a variagdo da coloracdo de suas
bracteas.

CONCLUSAO

A solucdo enzimatica composta de 3% de cellulase onozuca R-10, 1% de macerozyme
R-10 e 1% de driselase com 7 horas de incubacdo € a mais adequada para isolamento de
protoplastos de bastao-do-imperador
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