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Resumo

Dentre todos os 90 paises em que a cultura do coqueiro é extremamente
importante o Brasil € o maior produtor de coco verde sendo a dgua do fruto

o principal produto do coqueiro no cenério comercial. O coqueiro possui

uma alta taxa de heterozigosidade e tempo de vida muito longo, por isso, a
cultura de tecidos é utilizada como ferramenta para a producao de linhagens
homozigotas a partir da tecnologia de producéao de di-hapléides, visando reduzir
o ciclo de avaliacdo do coqueiro que é em média de doze anos para um ou dois
anos através de metodologias validadas. O procedimento foi feito a partir da
retirada das flores masculinas contidas em inflorescéncia do coqueiro anao,
assepsia em hipoclorito de sédio a 6% e alcool etilico70%, excisdo das anteras
e inoculacdo em placas de Petri contendo meio padrdao Eeuwens Y3 com
modificacdes, sendo armazenadas no laboratério em auséncia de luz. Anélises
periddicas das anteras em lupa e microscépio relataram a oxidacdo fendlica e o
desenvolvimento de uma massa calosa na superficie das mesmas.
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Introducéo

A cultura do coqueiro esta presente em mais de 90 paises, sendo sua producao
largamente distribuida na América Latina, Asia, Africa e algumas regides

do Pacifico. E, portanto, extremamente importante dentro do cenario da
producdo comercial tanto do fruto em si, como fonte de matéria prima para

o desenvolvimento de outros alimentos (SIQUEIRA, 2002). O Brasil é o maior
produtor mundial de coco verde e a producao é principalmente destinada ao
consumo da agua do fruto, sendo o Nordeste o principal produtor (NETO,
2011).

Cocos nucifera L. € uma monocotiledénea diploide com 32 cromossomos.

A ‘Typica’ ou gigante e a ‘Nana’ ou ana sdo as Unicas duas variedades

que existem e apresenta grande destaque socioecondmico e agroindustrial
(ARAGAO, 2002; BENASSI, 2007). Quando se trata das cultivares gigantes,
que sdo alégamas e apresentam uma grande variacdo, sua longa vida (til e alta
heterozigosidade tornam-se problemas a serem revolvidos (PERERA, 2008).

O grande aumento da expansao da industrializacdo gera consequentemente

o aumento da producédo, especialmente do coqueiro andao que é produzido

em larga escala visando a comercializacdo da dgua de coco (NETO, 2011,
SIQUEIRA, 2002). A fim de solucionar tais problemas e outros como resisténcia
a insetos e tolerancia a seca, algumas metodologias eficientes na producao de
plantas estdo sendo elaboradas e a cultura de tecidos torna-se uma ferramenta
com enorme potencial para a producao de linhagens homozigotas (BIBERSON,
1985; SANTOS, 2002; ARAGAO, 2004).

A cultura de tecidos é vista como uma técnica alternativa para a diminuicéo

da heterozigosidade (PERERA, 2010) e também para a reducao do ciclo de
avaliacdo do coqueiro que é em média de doze para um ou dois anos, por

meio de uma metodologia validada, a partir da tecnologia de producao de di-
hapléides (PERERA et al., 2008). Este é um processo veiculado através da
cultura de anteras ou micrésporos, que é baseada no potencial do gameta
sexual masculino em gerar plantas haploides, uma forma para diminuir o tempo
na obtencdo de linhagens homozigotas (FERREIRA, 1990).

De acordo com Santos (2002) a androgénese é a modificacao da formacao do
pdlen para originar plantas hapléides, sendo esta a principal técnica utilizada
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para o melhoramento vegetal. A propagacéo /in vitro permite o desenvolvimento
de mudas com material genético superior, bem como a propagacdao em massa
de plantas, fundamental para o melhoramento do coqueiro. Com isso, o

intuito desse trabalho foi induzir plantas duplo-haploides a partir de aplicacdes
biotecnoldgicas dentro da cultura de tecidos através da androgénese,
desenvolvendo protocolos que promovessem o melhoramento genético do
coqueiro no Estado de Sergipe.

Material e Métodos

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 autoclavado por 20
minutos a uma temperatura de 121 = 1°C e pressdo de 1,05 atm, vertido em
placas de Petri em camara de fluxo laminar e armazenado em auséncia de luz.

Abertura da inflorescéncia

A inflorescéncia da folha oito do coqueiro ando foi coletada nas plantas

da bordadura do Banco Ativo de Germoplasma no Campo Experimental de
Itaporanga e armazenada por 24 h no laboratério de cultura de tecido. Apds
este periodo houve processo de desinfestacdo com alcool 70% em toda a
superficie da espada e em seguida a abertura forcada da mesma para a selecdo
das flores masculinas que foram submetidas a etapa seguinte.

Assepsia

Todo o procedimento asséptico aconteceu dentro da camara de fluxo laminar
seguindo protocolo estabelecido a partir da imersao das flores masculinas em
alcool 70% durante trés minutos; em seguida, imersdo em uma solucao de
hipoclorito de sédio a 6%, ambos sob agitacdo, e finalizando com trés lavagens
em agua destilada autoclavada.

Excisdo, inoculacdo e armazenamento

As flores masculinas foram abertas individualmente e as anteras excisadas e
inoculadas em placas de Petri que continham o meio Y3. Sendo elas dispostas
em grupos de nove anteras por placa. Apds o processo de inoculacéo,
armazenaram-se as placas na sala de crescimento, na auséncia de luz a uma
temperatura de 25 =2 °C.
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Avaliacdes quinzenais foram realizadas através de observacdo em microscopio
estereoscoépico e a olho nu, como forma de monitoramento da 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 e 1C representam respectivamente, a sequéncia utilizada
para a abertura forcada da inflorescéncia, seguida da assepsia das flores
masculinas selecionadas em camara de fluxo laminar e a excisdo das anteras a
partir de flores masculinas em ambiente asséptico.

Fotos: Isabella Cicera Dias Miranda

Figura 1. Sequéncia utilizada para a retirada das anteras da inflorescéncia do coqueiro anéo.
A) Inflorescéncia apés abertura forcada; B) Assepsia na camara de fluxo laminar; e C) Excisdo

das anteras em camara de fluxo laminar.
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No decorrer das andlises realizadas durante o desenvolvimento do trabalho,
observou-se a oxidacao fendlica das anteras (Figura 2), processo que também
ocorre constantemente em outras espécies e é descrito na literatura (MELO,
2001; ALVES, 2010).

Foto: Sara Dayan Oliveira

Figura 2. Anteras ap6s 45 dias ap6s inoculacéo.

Nas avaliacdes realizadas apds 120 dias, observou-se uma grande quantidade
de anteras com o desenvolvimento de uma massa calosa (Figura 3) em sua
extremidade superior.
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Figura 3. Antera apresentando massa calosa em sua superficie.
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Conclusao

Diante das observacdes realizadas no decorrer do experimento observamos que
houve oxidacdo das anteras a partir de 45 dias apds inoculagcdo em meio de
cultura. A formacao de massa calosa iniciou aos 120 dias de cultivo in vitro.
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