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Resumo

A espécie Cocos nucifera L., conhecida popularmente como coqueiro, é uma
planta que apresenta caracteristica tropical. Apresenta duas variedades de
destaque, Typica (var. Gigante) e Nana (var. Ana), sendo o Brasil o quarto
maior produtor mundial. A busca por estratégias para a producdo de plantas
duplo-hapléides tem se tornado vantajosa para os programas de melhoramento
genético vegetal e de biotecnologia, com auxilio de tecnologias que propiciam

a reducdo do tempo para obtencdo de plantas homozigéticas. O uso de
antimitéticos que induzem a duplicacdo em células vegetais, como a colchicina
que agem interrompendo a despolimerizacdo das fibras mitdticas. Assim, esse
trabalho tem como objetivo induzir a duplicacdo cromossémica em anteras de
coqueiro utilizando diferentes concentracdes de colchicina. Com a excisao das
anteras em camara de fluxo laminar e procedimento de assepsia, as anteras
foram imersas nas diferentes concentracdes de colchicina (O; 250; 500 e 1000
mg/L) e armazenadas na temperatura de 8° C em BOD por um periodo de 24h e
48h. No término do periodo foram transferidas para placas estéreis descartaveis
contendo o meio padrdo Eeuwens Y3 com modificacdes suplementado com

9% de sacarose, 0,1% carvéao ativado, 0,7% de &gar e pH ajustado para 5,8,
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e auto clavado por 20 minutos e armazenado na auséncia de luz. Portando,
diante das observacdes realizadas no decorrer do experimento foi possivel
verificar que a oxidacdo afeta consideravelmente a resposta do explante

in vitro de maneira negativa e altas concentracoes de colchicina elevam o

escurecimento do material.

Palavras-chave: anteras, Cocos nucifera L., colchicina, duplicacao
cromossomica.

Introducéo

A espécie Cocos nucifera L., conhecida popularmente como coqueiro, é uma
planta que apresenta caracteristica tropical, com um alto desempenho em

condicdes climaticas favoraveis, com latitudes 20° N e 20° S (PASSOS, 1998).

As variedades mais importantes sdo Typica (var. Gigante) e Nana (var. Ana).

O Brasil é o quarto produtor mundial de coqueiro com 257 mil ha de area
colhida desempenhando alta produtividade (MARTINS et al., 2013). O coqueiro
ando apresenta o crescimento vegetativo lento, precoce, e sua producao tém
inicio entre dois a trés anos apds o plantio. Atinge de 10 até 12 m de altura, e
apresenta uma vida util de 30 a 40 anos. Caracteriza-se por caule tipo estipe
delgado e folhas numerosas, com uma produtividade de frutos pequenos de
150 a 200 frutos/planta/ano (ARAGAO, 2002).

A inflorescéncia é paniculada, axilar, revestida por bracteas longas
denominadas de espata. Em torno de trés a quatro meses a espata completa
seu desenvolvimento quando se abre e libera a inflorescéncia que apresenta
um pedudnculo, espigas e flores. As flores masculinas e femininas do coqueiro
ando possuem o ciclo de amadurecimento préximo, sendo assim ocorre a
autofecundacdo (PASSOS, 1997 citado por SARRO, 2004).

A estratégia de producao de plantas dupla hapléides tem se tornada vantajosa
para os programas de melhoramento genético vegetal e de biotecnologia
(ISLAM, 2010). Com o potencial para o desenvolvimento de plantas
homozigotas a partir de uma planta dipléide. A planta hapléide que apresenta
metade do nimero de cromossomos da espécie pode ser desenvolvida in vivo
com o pdlen irradiado; a partir da polinizacdo do pdlen estéril; tratamento com
choques térmicos; hibridizacdo distante e in vitro com a oosfera ndo fecundada
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e pela cultura de anteras e ou graos de pélen (SANTANA, 2001). Todas
essas tecnologias propiciam a reducdo do tempo para obtencdo de plantas
homozigotas, que se mostram com potencial de regeneracéo das linhagens
haploide ou duplo-haploide (MILANI, 2005).

A técnica de cultura de anteras é uma ferramenta primordial para o
desenvolvimento de linhagens homozigdticas, onde se utiliza o meio de cultura
adequado, a partir da inoculacdo de uma substancia nutritiva que ird ocasionar
a formacao de calos ou embrioides, e logo regenerar plantas haploides ou
duplo-haploides (PIERRE, 2011). O uso de antimitéticos é uma das alternativas
mais utilizadas para duplicacdo cromossdémica em diversas cultivares. O agente
mais utilizado em pesquisa é a colchicina, um alcaléide com alta toxidade
(RODRIGUES, 2010) sendo utilizada para induzir a duplicacdo cromossémica
em células vegetais (LATADO, 2007). Essa substancia desempenha a acéo de
ligar-se a uma proteina que forma as fibras do fuso mitético, sua acdo impede a
despolimerizacdo, ou seja, suspende a organizacdo das fibras e inativas as que
ja estdo formadas (GUERRA, 1989 citado por RODRIGUES, 2010).

Segundo Allard (1971) apud Amaral (2013) os agentes antimitéticos agem

em células de tecidos meristematicos em divisao, inibindo durante a metéafase
a formacao do fuso acromatico. Desse modo, os cromossomos apés terem
sido duplicados, ndo se movimentam para os polos das células, por que nao

ha segregacédo na anafase, devido a auséncia de fuso mitético, e nem ocorre a
citocinese (divisdo citoplasmatica). Com a formagcao da membrana nuclear, a
célula fica com o dobro do nimero de cromossomos que possuia no inicio do
ciclo. Para RODRIGUES (2010) o processo da selecdo da cultivar, a variacdo da
concentracdo, o tempo de exposicdo e a maneira de como aplicar o antimitético
sdo pontos de importancia para o sucesso da duplicacdo cromossémica. Sendo
assim, o trabalho tem como objetivo induzir a duplicacdo cromoss6mica em
anteras de coqueiro utilizando diferentes concentracdes de colchicina.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos, e a
inflorescéncia utilizada foi proveniente do BAG de coco da Embrapa Tabuleiros
Costeiros localizada no campo experimental de Itaporanga d’Ajuda, SE. O meio
padrao utilizado foi o Eeuwens Y3 com modificacdes (KARUNARATNE et al.,
1985; FERNANDO; GARAGE, 2000) suplementado com 9% de sacarose, 0,1%
carvao ativado, 0,7% de agar e pH ajustado para 5,8, e auto clavado por 20
minutos a uma temperatura de 121 + 1°C e pressdo de 1,05 atm, vertido em
placas descartaveis em camara de fluxo laminar e armazenado na auséncia de
luz.

Solucédo estoque de colchicina

O preparo da solucdo estoque ocorreu em capela de exaustdo, sendo dissolvida
260 mg de colchicina em agua destilada, numa solucéo total de 130 mL. A
partir da solucdo estoque foram elaborados os tratamentos nas concentracoes
de 0; 250; 500 e 1000 mg/L, essas solucdes foram armazenadas em tubos de
Falcon previamente autoclavados, e em seguida armazenados a 8° C na BOD.

Tratamento com colchicina

A partir da abertura forcada da inflorescéncia da folha oito do coqueiro ando,
as flores masculinas foram selecionadas e posteriormente submetidas ao
procedimento de assepsia realizado na camara de fluxo laminar, a partir da
imersdo em alcool 70% por trés minutos; seguido por cinco minutos em uma
solucdo de hipoclorito de s6dio a 6%, ambos sob agitacéo finalizando com
triplice lavagem em agua destilada auto clavada. Apds desinfestacdo, ocorreu a
excisao das anteras utilizadas em todos os tratamentos.

As anteras foram imersas nas concentracdes de colchicina (0; 250; 500 e
1000 mg/L) e armazenadas a temperatura de 8° C em BOD por um periodo de
24h e 48h. Ao fim de cada periodo, as anteras foram retiradas da solucao e
inoculadas no meio Y3. As placas foram incubadas em sala de crescimento em
auséncia da luz.

O delineamento foi inteiramente casualisado (DIC) em esquema fatorial
2x4, sendo dois tempos de imersdo em solucdo e quatro concentracdes de
colchicina. Para cada tratamento (concentracdo) utilizou-se cinco placas
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contendo oito anteras cada uma, totalizando 40 anteras/ tratamento. Ocorreram
avaliacOes quinzenais por meio de observacao a olho nu e em microscépio
estereoscopico (lupa) como forma de monitoramento para observar a presenca
de estrutura/massa calosa na antera; seu desenvolvimento e porcentagem de
contaminacdo. Todas essas informacdes foram documentadas com anotacdes e
registro em fotos.

Resultados e Discussao

As Figuras 1A, 1B, 1C, 1D mostram a sequéncia utilizada para o tratamento inicial
da inflorescéncia até o tratamento com colchicina. Na Figura 1A podemos ver a
inflorescéncia apds abertura forcada, na Figura 1B a assepsia das flores masculinas
selecionadas em camara de fluxo laminar, na Figura 1C vemos a excisao das
anteras a partir de flores masculinas em ambiente asséptico. Finalizando com a
imersado em diferentes concentragcdes 0, 250, 500 e 1000 mg/L de colchicina e
levadas a BOD a 8° C sob agitacéo (Figura 1D).
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Isabella Cicera Dias Miranda

Fotos:

Figura 1. Sequéncia utilizada para o tratamento inicial da inflorescéncia até o tratamento

com colchicina. A) Inflorescéncia apés abertura forcada; B) Assepsia na camara de fluxo
laminar; C) Excisdo das anteras em camara de fluxo laminar; e D) Anteras imersas na

diferentes concentracdes de colchicina.

Apdbs 24h e 48h, as anteras imersas em cada concentracdo foram retiradas da
solucdo de colchicina e inoculadas em placas descartaveis contendo o meio Y3
(Figura 2A), sendo dispostas em sala de crescimento em auséncia de luz.
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Figura 2. A) Placa contendo anteras provenientes da imersdo em colchicina durante 24h.

B) Placa contendo anteras com inicio de oxidac&o.

No periodo de 30 dias observou-se o escurecimento das anteras devido a
oxidacdo (Figura 2B), processo que também é citado na literatura para outras
espécies com café (Coffeaarabica L.) estudado por CERQUEIRA, 2014.

Da primeira a terceira avaliacdo ainda em relacdo a oxidacdo, observou-se
pelo método comparativo o grau de escurecimento das anteras inoculadas

provenientes das diferentes concentracdes, nos periodos de 24h (Figura 3) e
48h (Figura 4).

Fotos: Isabella Cicera Dias Miranda

A

Figura 3. Placas do tratamento de 24h. Da esquerda para a direita O; 250; 500 e 1000 mg/L.

194



V Seminério de Iniciacdo Cientifica e Pds-Graduacdo da Embrapa Tabuleiros Costeiros

Fotos: Isabella Cicera Dias Miranda

Figura 4. Placas do tratamento de 48h. Da esquerda para a direita O; 250; 500 e 1000 mg/L.

A partir dessas observacdes visuais foi possivel identificar que a concentracéo de
1000 mg/L de colchicina apds imersao por 24h e 48h respectivamente (Figura 5),
pode ter influenciado no maior grau de escurecimento das anteras, ou seja, na sua
oxidacao.

Fotos: Isabella Cicera Dias Miranda

Figura 5. A) Anteras com imerséo por 24 horas; B) Anteras com imerséo por 48h. Placas

com 30 dias de experimento.

Em torno de 75 dias verificou-se a presenca de goticulas de dgua sobre a
epiderme das anteras, o que pode ser entendido como um processo natural
de desidratacdo do explante (Figura 6A). Nas Ultimas avaliacGes pode ser
observado um grande nimero de anteras que apresentaram o crescimento de
uma estrutura carnosa em sua extremidade (Figura 6B).
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Figura 6. Estruturas carnosas da antera.

Conclusoes

Diante das observacdes realizadas no decorrer do experimento, a oxidacao
afeta consideravelmente a resposta do explante in vitro de maneira negativa.
Altas concentracdes de colchicina elevam o escurecimento do material.
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