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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do manitol e sacarose no crescimento in vitro de plantas de
coqueiro anao verde do Brasil de Jiqui (AveBrJ) visando a conservagéo do germoplasma. Os embrides foram
inoculados em meio de cultura gelificado Y3 (Eeuwens, 1976) com 2,5 g L" de carvao ativado. O manitol foi
adicionado ao meio de cultura nas concentragdes de 0; 0,2; 0,3 e 0,4 M e a sacarose nas concentragdes de 20, 40,
60 e 80 g L. Na auséncia de manitol observou-se 100% de germinacgdo dos embrides aos 125 dias e o efeito
retardante sob o crescimento do sistema radicular e parte aérea das plantulas em meio com 0,3 e 0,4 M de manitol
aos 365 dias de cultivo. Entretanto, nestas concentragdes foi observada a necrose das culturas com reducéo na
sobrevivéncia das plantulas. Em todos os tratamentos de sacarose houve altas percentagens de germinacao dos
embrides, sendo que as concentragdes de 40, 60 e 80 g L promoveram a redugéo do crescimento da parte aérea e
induziram maior desenvolvimento do sistema radicular em plantulas de coqueiro AveBrJ. As concentragoes de 40 e
60 g L' de sacarose induzem um crescimento minimo da parte aérea e 100% de sobrevivéncia das plantulas aos
365 dias de cultivo, podendo ser promissoras para a conservagao in vitro de coqueiro AveBrJ. O manitol, nas
concentragoes avaliadas mostrou efeitos negativos na sobrevivéncia de plantulas de coqueiro AveBrJ.
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EFFECT OF MANNITOL AND SUCROSE ON /N VITRO CONSERVATION BY SLOW GROWTH OF
DWARF COCONUT PALM

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effect of mannitol and sucrose on in vitro growth and
conservation of the Brazilian green dwarf coconut (AveBrJ). Mature zygotic embryos were cultivated in Y3
(Eeuwens, 1976) semi-solid medium with 2.5 g L” of activated charcoal. Mannitol was added in the following
concentrations: 0; 0.2; 0.3 and 0.4 M and sucrose at concentrations of 20, 40, 60 and 80 g L. In the absence of
mannitol, 100% of embryo germination was obtained at 125 days and a delaying effect on root and shoot growth in
medium containing 0.3 and 0.4 M of mannitol at 365 days was observed. Furthermore, necrosis of the embryos was
observed with low survival of plantlets at these concentrations. Higher embryo germination percentage was obtained
for all sucrose treatments. Concentrations of 40, 60 and 80 g L™ reduced the growth of the aerial part at 160 and 365
days and induced an increased root growth of AveBrJ plantlets. Concentrations of 40 and 60 g L™ of sucrose induced
a minimal growth of the aerial part and 100% of survival of plantlets at 365 days, being recommended for in vitro
conservation of AveBrd coconut. The mannitol concentrations evaluated presented negative effects on the survival
of AveBrJ plantlets.
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INTRODUCAO Filipinas (13 mil t), Indonésia (13 mil t) e india (9 mil t). O
Brasil é atualmente o quarto maior produtor com
2.695.200 t. A Embrapa Tabuleiros Costeiros vem
implementando um programa de melhoramento
genético e conservagdo de germoplasma para a

O coqueiro é a palmeira de maior importancia
socio-econdémica das regides tropicais. Os principais
paises produtores de coco, segundo a FAO (2007), sdo
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espécie ha mais de 20 anos.

Atualmente, o Banco Ativo de Germoplasma de
Coqueiro possui 17 acessos das variedades Gigante e
Ando ocupando uma area de, aproximadamente, 100
hectares, o que torna sua manutengdo com custos
elevados. Dessa forma o estabelecimento de técnicas
complementares de conservagao torna-se prioritario.

Técnicas de cultura de tecidos tém sido
aplicadas como estratégias complementares para a
conservagdo de recursos genéticos vegetais e
apresentam vantagens, como a manutencao de um
grande nimero de acessos num pequeno espago fisico
e livres dos riscos que existem em condi¢cdes ex vitro
(Nass, 2001).

A conservagdo de plantas in vitro se baseia no

+ cultivo das colegdes em laboratdrio, a partir da técnica
de cultura de tecidos (George, 1993). Nestas
condicoes, a conservagao de germoplasma in vitro
pode ser feita a partir de mudangas no ambiente de
cultivo para desacelerar ou suprimir totalmente o
crescimento de células, tecidos e 6rgaos. Na reducéo
do metabolismo das plantas, tém-se utilizado como
estratégia, modificagbes nas condicbes fisicas
(temperatura) ou quimicas do meio de cultivo
(nutrientes organicos e inorganicos, reguladores
osmoticos ou inibidores de crescimento) (Withers e
Williams, 1998).

Varios sdo os agentes osmaticos utilizados como
retardante de crescimento, tais como manitol, sorbitol e
a sacarose, dentre outros. De acordo com Withers e
Williams (1998), a concentragao de 4% de manitol tem
sido utilizada com sucesso para conservar propagulos
de espécies de propagacao clonal como tubérculos,
raizes e fruteiras temperadas. O manitol apresenta um
efeito retardante no crescimento e desenvolvimento de
um grande numero de espécies, e € utilizado com
bastante freqléncia na conservagao in vitro.
Normalmente, este carboidrato é adicionado ao meio,
para redugdo do seu potencial hidrico. Assim, os
cultivos sao sujeitos a uma desaceleragdo no seu
crescimento, devido a um estresse osmotico causado
pela reducdo na absorgao de agua e nutrientes do meio
(Fortes e Pereira, 2001). Aredugao da concentragéo de
sais minerais no meio de cultura e de sacarose tambeém
permite a manutencdo de plantulas em crescimento
minimo (Malaurie, 2001).

O crescimento lento tem sido utilizado com
sucesso para conservar cultura de gemas de muitas
espécies (Withers e Williams, 1998). Cerca de 20
espécies de inhame (Dioscorea spp.) sao conservadas
no Instituto de Pesquisa para o Desenvolvimento (IRD),
em Montpellier, Franga, sob condigdes de crescimento
minimo, com subcultivos de 6 a 8 meses (Malaurie et
al., 2004). No Brasil, protocolos de conservagao in vitro
por crescimento lento tém sido estabelecidos para
diversas espécies principalmente de propagagéo
assexuada como mandioca, batatinha, batata-doce,

cara, morango, aspargo, alho, videira (Goedert, 2005),
cana-de-acucar (Lemos et al., 2002), maracujazeiro
(Gongalves et al.,, 2003; Faria et al., 2006), batata
(Fortes e Pereira, 2001) e abacaxi (Canto etal., 2004).

Existem poucos trabalhos publicados sobre
estratégias de conservacéo in vitro de Cocos nucifera
L.. Resultados promissores foram obtidos com
criopreservacdo de embrides, plumulas e apices
caulinares de coqueiro (Assy-Bah e Engelmann, 1992;
Malaurie e Borges, 2001; N'nan et al., 2002). Damasco
(2002), avaliando diferentes tratamentos na reducao do
crescimento de cultivares de coqueiro ando amarelo e
coqueiro gigante observou que a reducao de sacarose
(20 g L") na presenca de carvéo ativado e a adi¢do de
0,3 M de sorbitol promoveram um minimo crescimento
nas plantulas e que o acido abscisico nao teve efeito
inibitério no crescimento das cultivares. Assy-Bah e
Engelmann (1993) obtiveram a conservacgao in vitro,
por seis meses, de embrides de coqueiro ando em meio
sem sacarose e 100% de germinagao dos embrides em
meiocom 15gL" desacarose.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
manitol e da sacarose sobre o crescimento de embrides
zigéticos de coqueiro ando verde do Brasil de Jiqui
(AveBrd), visando a conservacao in vitro de plantulas
por crescimento lento.

MATERIAL E METODOS

As atividades foram conduzidas no Laboratorio
de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa
Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE.

Foram utilizados embrides zigoticos de frutos
maduros, com 11 a 12 meses apos a fertilizacao, de
coqueiro ando verde do Brasil de Jiqui — AveBrJ
proveniente do Banco Ativo de Germoplasma de Coco
da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado no Campo
Experimental do Betume, em Neopolis, SE. Cilindros de
endosperma com embrides, extraidos de frutos
maduros, foram submetidos a uma pré-assepsia com
imersado em hipoclorito de sédio (NaClO) comercial e
lavados em agua potavel, por trés vezes, no local da
coleta. Em condicdes assépticas, os embrides foram
excisados de cilindros de endosperma, imersos em
alcool etilico a 70% por dois minutos, em solugéo de
NaClO comercial por 20 minutos sob agitacao e, em
seguida, lavados quatro vezes em agua destilada e
autoclavada.

Para avaliagdo do efeito do manitol no cresci-
mento de plantulas de coqueiro AveBrJ, os embrides
foram inoculados em meio de cultura Y3 (Eeuwens,
1976) suplementado com 30 g L' de sacarose,
gelificado com 0,7% de agar na presencade 2,5gL " de
carvdo ativado. O manitol foi adicionado ao meio de
cultura nas concentracdes de 0;0,2;0,3e 0,4 M.
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Para avaliagdo do efeito da sacarose no
crescimento de plantulas de coqueiro AveBrJ, foi
utilizado o meio de cultura Y3 (Eeuwens, 1976) com
2,5 g L' de carvéo ativado e gelificado com 0,7% de
agar. Asacarose foi adicionada ao meio de cultura nas
concentragées de 20,40,60e80gL".

As plantulas foram subcultivadas aos seis meses
apos a inoculagdo para o mesmo meio de cultivo. O pH
dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem (121°C e 1,0 atmosfera por 15 minutos).
As culturas foram mantidas em sala de crescimento
com temperatura variando de 25°C * 2, umidade
relativa do ar média em torno de 70%, na auséncia de
luz até a inducéo da parte aérea e, em seguida, foram
transferidas para fotoperiodo de 12 horas.

O delineamento experimental de cada ensaio foi
inteiramente casualizado com quatro tratamentos e
cinco repeticdes, sendo cada parcela experimental
constituida de trés tubos de ensaio com um embrido
cada. Aos 125 dias de cultivo foi avaliada a
percentagem de germinagao dos embrides e aos 160 e
365 dias o comprimento da parte aérea, comprimento
da raiz primaria das plantulas e percentagem de
sobrevivéncia das plantulas. As meédias foram
submetidas a analise da variancia pelo teste F e,
quando significativo, comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Para a analise estatistica dos
dados, utilizou-se o programa SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do manitol no crescimento de plantulas de
coqueiro AveBrJ

Houve diferenga significativa entre as
concentracdes de manitol para os caracteres avaliados.
Na auséncia de manitol observou-se 100% de
germinagdo e maior desenvolvimento tanto da parte
aérea (1,44 cm), como da raiz (5,70 cm) (Tabela 1;
Figura 1A). A adicdo de manitol nas concentragdes

estudadas promoveu uma redugao na percentagem de
germinagdo dos embrides aos 125 dias e no
desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular
aos 160 dias. Resultados semelhantes foram obtidos
por Damasco (2002) para cultivares de coqueiro anao
amarelo da Malasia e coqueiro gigante.

Aos 365 dias de cultivo observou-se o efeito
retardante sob o crescimento do sistema radicular e
parte aérea das plantulas mantidas em meio de cultura
com 0,3 e 0,4 M de manitol (Tabela 1). Entretanto,
nestas concentragdes foi observada a necrose das
culturas com redugdo na sobrevivéncia das plantulas
(Figura 1B).

Fortes e Pereira (2001), em estudos de
conservacgao de hastes de batata também observaram
que os tratamentos com manitol reduziram efetiva-
mente o crescimento das hastes e apenas 37% de
sobrevivéncia dos explantes em trés meses de cultivo.

O sorbitol e o manitol s&o alcool aglcares que, ao
serem adicionados ao meio de cultura, atuam
externamente, removendo o excesso da agua
intracelular através do gradiente osmotico, fazendo
com que o crescimento da cultura ocorra de forma mais
lenta (Dumet et al., 1993). Este fato pode explicar o
efeito altamente estressante do manitol sobre as
culturas.

Efeito da sacarose no crescimento de plantulas de
coqueiro AveBrJ

Nao houve diferenca significativa entre as
concentragbes de sacarose na percentagem de
germinagdo aos 125 dias, entretanto houve efeito
significativo para os demais caracteres avaliados.

Em todas as concentracbes observaram-se
altas percentagens de germinagdo dos embrides
(Tabela 2). As concentragdes de 40, 60 e 80 g L™ de
sacarose promoveram a redug¢do do crescimento da
parte aérea aos 160 dias e 365 dias de cultivo e
induziram maior desenvolvimento do sistema radicular
em plantulas de coqueiro AveBrJ (Tabela 2).

Tabela 1 - Médias da percentagem de germinacao (% GERM) aos 125 dias e do comprimento do sistema radicular
(CR) e da parte aérea (CPA) e percentagem de sobrevivéncia (% SOB) de plantulas de coqueiro AveBrJ
aos 160 e 365 dias de cultivo em meio Y3 suplementado com diferentes concentragdes de manitol.

Manitol (M) % GERM CR (cm) CPA (cm) CR (cm) CPA (cm) % SOB
125 dias 160 dias 365 dias

0,0 100,00a 1,44a 5,70a 8,00a 9,20a 100,00a

0,2 93,33a 0,97b 2,59b 4,71ab 3,66b 81,25ab

0,3 80,00ab 0,88b 1,83b 1,80c 2,70c 62,50bc

0,4 60,00b 0,55b 1,28b 1,60c 1,36¢ 56,25¢

CV (%) 21,91 20,79 27,74 52,72 24,09 19,00

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Considerando que a elevada pressao osmdética reduz o
crescimento das plantas e afeta o metabolismo celular
(Caldasetal., 1998), o aumento da concentracdo de sa-
carose no meio de cultura provavelmente promoveu um
efeito depressivo no metabolismo das plantulas. Altas
concentragbes de sacarose no meio de cultura também
afetam a capacidade da enzima rubisco induzindo um
decréscimo na fotossintese (Triques etal., 1997).

Outro aspecto a ser considerado é que o maior
crescimento das raizes observado em altas
concentragbes de sacarose pode ter retardado o
desenvolvimento da parte aérea (Figura 2). Segundo
Barcel6 et al. (2001), o crescimento ativo do sistema
radicular necessita de substancias orgéanicas translo-
cadas da parte aérea para a base, comprometendo,
assim, o desenvolvimento do caule e das folhas.

Néo foi observado um efeito retardante da
sacarose no desenvolvimento do sistema radicular nas
concentragbes onde houve reducgao do crescimento da
parte aérea. Estes resultados discordam de Damasco
(2002) que obteve menor crescimento da parte aérea e

do sistema radicular de cultivares de coqueiro gigante e
coqueiro ando amarelo da Malasia em meiocom 20 gL
de sacarose.

A redugdo na sobrevivéncia das plantulas foi
observada apenas na concentracdo de 80 g L™ de
sacarose, sendo alcangado 100% de sobrevivéncia nas
demais concentragbes. Provavelmente a alta
concentragdo de sacarose no meio de cultura
promoveu um efeito altamente estressante nas
plantulas. Lemos et al. (2002) observaram maior
viabilidade de meristemas apicais de cana-de-acgucar
em meio contendo baixas concentracoes de sacarose
(20 g L") do que em meio onde se adicionou sacarose
(10gL"ycomsorbitol (5gL")oumanitol (5gL™).

Apesar de ser utilizado com bastante
freqiéncia na conservagao in vitro por apresentar um
efeito retardante no crescimento e desenvolvimento de
um grande numero de espécies, no presente trabalho o
manitol mostrou efeitos negativos na sobrevivéncia de
plantulas de coqueiro AveBrdJ.

0,4 M

Testemunha

03 M 0,4 M

Figura 1 - (A) Efeito da adigao de 0,4 M de manitol em meio Y3 no desenvolvimento in vitro de embrides zigoticos de
coqueiro AveBrJ aos 365 dias de cultura; (B) Necrose de culturas mantidas em meio Y3 com 0,3e 0,4 Mde

manitol aos 365 dias.

Tabela 2 - Médias da percentagem de germinacgao (% GERM) aos 125 dias e do comprimento da parte aérea (CPA)
e do sistema radicular (CR) e percentagem de sobrevivéncia (% SOB) de plantulas de coqueiro AveBrJ
aos 160 e 365 dias de cultivo em meio Y3 suplementado com diferentes concentracdes de sacarose.

Sacarose (L") % GERM CR (cm) CPA (cm) CR (cm) CPA (cm) % SOB
125 dias 160 dias 365 dias

20 100,0a 2,61b 3,71a 2,99b 6,32a 100,0a

40 90,0a 4,56ab 2,27b 5,79a 2,53b 100,0a

60 95,0a 4,92 a 1,21b 5,44a 1,43bc 100,0a

80 100,0a 5,66a 0,86b 5,90a 1,01d 39,8b

CV (%) 11,12 28,13 33,98 20,00 22,09 8,95

Meédias seguidas pela mesma letra minUscula nas colunas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.
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20gL”

40gL”

60gL"

Figura 2 - Efeito da adigdo de 20 g L', 40 gL"e 60 g L" de sacarose em meio Y3 no desenvolvimento in vitro de
embrides zigéticos de coqueiro AveBrJ aos 365 dias de cultura.

A taxa de crescimento minimo observada nos
diferentes tratamentos é satisfatéria para a
conservacao in vitro de coqueiro, considerando seu
alto vigor de desenvolvimento em condicbes normais
de cultivo de embrides. Estudos adicionais sobre a
transferéncia de embrides de coqueiro AveBrd,
cultivados em condigdes minimas de crescimento, para
a fase de recuperacdo s&o necessarios para o0
estabelecimento de protocolos de conservagdo por
crescimento lento.

CONCLUSOES

1.Aadicao de manitol a 0,3 ou 0,4 M promove um
menor crescimento da parte aérea e da raiz e menor
percentagem de sobrevivéncia das plantulas.

2. As concentracoes de 40 e 60 g L de sacarose
induzem um crescimento minimo da parte aérea e
100% de sobrevivéncia das plantulas aos 365 dias de
cultivo, podendo ser promissoras para a conservagao in
vitro de coqueiro AveBrd.

3. O manitol nas concentragbes avaliadas n&o
apresenta efeitos positivos na conservagao in vitro de
plantulas de coqueiro AveBrJ.
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