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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de solucGes crioprotetoras e tempos
de imersao na sobrevivéncia e regeneracdo de embriGes criopreservados

de coqueiro gigante do Brasil Praia do Forte (GBrPF), como alternativa

para a conservacao de recursos genéticos de coqueiro. Para os estudos de
criopreservacao de coqueiro foram utilizados embrides zigdticos oriundos de
plantas adultas de acessos de coqueiro gigante do Brasil da Praia do Forte
(GBrPF), provenientes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de coco da
Embrapa Tabuleiros Costeiros localizado no campo experimental de Betume,
Platé de Nedpolis, Sergipe. Os embrides assépticos foram imersos em duas
solucdes crioprotetoras: C1 - meio Y3 + 1,75 M sacarose + 15% glicerol

e C2 -meio Y3 + 3,33 M glicose + 15% glicerol, onde permaneceram
imersos nas solucdes crioprotetoras por 24 e 48 horas. Parte dos embrides
foi inoculada diretamente nos meios de regeneracado, formado pelo meio de
cultura Y3, suplementado com 60 g L' de sacarose, 1 g L' de carvao ativado
e 5,8 g L' de &gar (material ndo criopreservado, denominado NL-). O restante
dos embrides foram colocados em criotubos (5 embrides/criotubo) com
capacidade de 4 mL e submetido a criopreservacao a -196°C por 48 horas
(material criopreservado, denominado NL +). Apds esse periodo, os embrides
foram descongelados em banho maria a 38 +2°C por 3 minutos e, em
seguida, inoculados em meio de regeneracao descrito anteriormente. A solucao
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crioprotetora composta por 1,75 M de sacarose e 15% de glicerol proporciona
28,57 £12,52 de taxa de regeneracao no tempo de 48h de imersédo dos
embrides zigdéticos maduros de coco GBrPF, podendo ser recomendada para
futuros protocolos de criopreservacao.

Palavras-chave: Cocos nucifera, recursos genéticos, conservacao ex situ,
crioprotetor.

Introducao

O banco de germoplasma de coco da Embrapa Tabuleiros resguarda uma
variabilidade genética representativa da espécie oriunda de introducdes e
coletas realizadas desde 1982 (Embrapa Tabuleiros Costeiros, 2009). O BAG
esta vinculado a Rede Nacional de Recursos Genéticos Vegetais da Embrapa
com diversas atividades, dentre elas, acdes de conservacgao in vitro. Desde
2006 por meio de um memorando de entendimento (MOA) entre Embrapa e
Biodiversity Internacional, foi estabelecido na Embrapa Tabuleiros Costeiros,
sob a coordenacdo da Rede Internacional de Recursos Genéticos do Coco
(COGENT), o Banco Internacional de Germoplasma de Coco para a América
Latina e Caribe (ICG-LAC).

Protocolos para a introducdo de uma duplicata de seguranca, a médio prazo
por crescimento lento, ja foram estabelecidos para o coco (Lédo et al., 2014).
As principais variedades de coqueiro cultivadas no Brasil sdo gigante do Brasil
Praia do Forte (GBrPF) e anao verde do Brasil de Jiqui. A variedade gigante,
que compoe 70% dos coqueirais brasileiros, apresenta crescimento rapido

e sua fase vegetativa é longa, iniciando seu florescimento entre 5 a 7 anos
quando cultivado em condicoes edafoclimaticas ideais. Esta variedade atinge
normalmente de 20 a 30m de altura, podendo produzir até 80 frutos/planta/
ano, de tamanho que varia de médio a grande, e com vida econdmica de 60
a 70 anos. No Brasil é muito empregado, in natura, para uso culindrio (na
producao de doces, bolos etc.), bem como na agroindustria de alimentos para
leite de coco, farinha de coco, entre outros (RIBEIRO et al., 2002).

A manutencdo de bancos de germoplasma de coqueiro no campo tem sido
a estratégia mais utilizada para a conservacao de recursos genéticos. O
valor e o papel dos métodos convencionais sempre terdo grande importancia
na conservacao de recursos genéticos, entretanto os elevados custos de
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manutencao e riscos de perda tém reforcado o estabelecimento de métodos
complementares como a criopreservacdo. A conservacao de plantas in vitro
se baseia no cultivo das colegcdes em laboratérios, a partir da técnica de
cultura de tecidos, permitindo a rapida multiplicacdo e armazenamento de
germoplasma de plantas em ambiente asséptico, livre de patégenos (GEORGE,
1993). O aprimoramento de protocolos de criopreservacao de coqueiro é

de primordial importancia para estabelecer estratégias complementares de
conservacao e intercambio de germoplasma. Alguns trabalhos com embrides
zigbticos e explantes plumulares foram desenvolvidos no CIRAD com resultados
promissores (BANDUPRIYA et. al., 2010; MALAURIE et al., 2011; N'NAN e
et al., 2008, 2011, 2012). Entretanto, pesquisas para acessos coletados no
Brasil sdo incipientes. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de solucdes
crioprotetoras e tempos de imersao na sobrevivéncia e regeneracao de
embrides criopreservados de coqueiro gigante do Brasil Praia do Forte.

Material e Métodos

Para os estudos de criopreservacado de coqueiro foram utilizados embrides
zigéticos oriundos de plantas adultas de acessos de coqueiro gigante do Brasil
da Praia do Forte (GBrPF), provenientes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
de coco da Embrapa Tabuleiros Costeiros localizado no campo experimental de
Betume, Platé de Nedpolis, Sergipe. No local de coleta dos frutos maduros com
10-11 meses de idade, foram retirados os cilindros de endosperma, contendo
os embrides zigodticos, esses foram submetidos a desinfestacdo com imersao
em hipoclorito de sédio comercial 2-2,5%, seguido da triplice lavagem em agua
potavel. Posteriormente, o material foi acondicionado em recipientes estéreis e
enviado ao Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, Aracaju, Sergipe. Em camara de fluxo laminar, os embrides foram
excisados dos cilindros de endosperma. Em seguida foram submetidos a
assepsia por meio da imersdo em alcool etilico 70% por 30 segundos, em
hipoclorito de sédio (1% v/v) por cinco minutos, seguida da triplice lavagem
em agua destilada e estéril e, mantidos em placas de Petri. Para avaliacdo da
qualidade dos embrides, amostras com 10 embrides foram inoculadas em meio
Y3 (EEUWENS, 1976) e, determinadas as porcentagens de regeneracao.

Os embrides assépticos foram imersos em duas solucdes crioprotetoras: C1
-meio Y3 + 1,75 M sacarose + 15% glicerol (COPELAND-GOMES, 2010) e
C2 - meio Y3 + 3,33 M glicose + 15% glicerol (ASSY-BAH e ENGELMANN,
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1992a), onde permaneceram imersos nas solucdes crioprotetoras por 24 e 48
horas sob agitacdo de 100 rpm em mesa orbital a 25 + 1°C na auséncia de
luz. Em seguida, os embrides zigéticos foram desidratados em 80 g de silica
gel por 30 horas, conforme metodologia de N'NAN et al. (2012). Parte dos
embrides foi inoculada diretamente nos meios de regeneracao, formado pelo
meio de cultura Y3, suplementado com 60 g L' de sacarose, 1 g L' de carvao
ativado e 5,8 g L' de agar (material ndo criopreservado, denominado NL-). O
restante dos embrides foi colocado em criotubos (5 embrides/criotubo) com
capacidade de 4 mL e submetido a criopreservacao a -196°C por 48 horas
(material criopreservado, denominado NL +). Apds esse periodo, os embrides
foram descongelados em banho maria a 38 +2°C por 3 minutos e, em seguida,
inoculados no meio de regeneracao descritos anteriormente.

As culturas foram mantidas na auséncia de luz até o surgimento do primérdio
foliar, apés, transferidas para um ambiente com fotoperiodo de 16 h,
temperatura de 25+ 2° C, umidade relativa média do ar de 70% e intensidade
luminosa de 60 ymol m? s™.

Foram realizadas avaliacées aos 90 dias de cultivo nos meios de regeneracao,
considerando a porcentagem de oxidacao, porcentagem de sobrevivéncia e

de regeneracao, sendo sobreviventes aqueles embrides que se apresentaram
intumescidos e/ou com o haustério expandido e, embrides regenerados aqueles
com emissdo de parte aérea e raiz. Para todas as variaveis foi realizada a
andlise descritiva com a determinacao da média, desvio padréo e erro.

Resultados e Discussao

A maior oxidacao foi observada quando os embrides zigdticos foram imersos
em solucao C1 por 24 horas (Tabela 1). Houve uma diferenca na porcentagem
entre as solucdes crioprotetoras utilizadas, a solucdo C2 com imersao por 48
horas ndao promoveu a regeneracdao dos embridoes nas condicdes NL- e NL+.
A oxidacado ocorre em funcédo da liberacao de compostos fendlicos em tecidos
vegetais cultivados in vitro e, é um fendmeno observado em diversas espécies,
principalmente lenhosas. A oxidacdo in vitro pode influenciar na absorcdo dos
constituintes do meio pelo explante e, consequentemente, no crescimento destes,
em virtude da obstrucao do tecido oxidado, resultante da liberacdo de compostos

fendlicos in vitro, precursores da sintese de lignina (VAN WINKLE et al., 2003).
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A solucao que proporcionou maior desidratacdo do embrido foi a C1 (meio Y3 +
1,75 M sacarose + 15% glicerol), que teve maior taxa de regeneracdo. O tempo
de imersao dos embrides também influenciou a sobrevivéncia e regeneracao,
sendo que a imersao por 48 horas promoveu maior desidratacdo dos embrides

quando submetidos a conservacao por nitrogénio liquido (NL+).

Em estudo com criopreservacao de plimulas de coqueiro Ando Amarelo da
Maléasia por encapsulamento e desidratacdo de coqueiro, N'NAN et al. (2008),
obtiveram uma taxa de sobrevivéncia de 50+ 6% em solucdo crioprotetora de
1M de sacarose por 48 horas s e um periodo de dissecacdo de 8-14h. O tempo
de desidratacao é crucial para a regeneracdo do germoplasma criopreservado
(Figura 1).

Fotos: Caroline de Aratjo Machado

Figura 1. Regeneracdo de embrides zigéticos de coqueiro GBrPF em funcédo de duas

solucdes crioprotetoras (C1 e C2) e dois tempos de imersao (24 e 48 horas).

Nesse caso, os autores utilizaram um explante menor, a plimula, que é mais
facilmente desidratada em comparacédo ao embrido zigético. COPELAND-
GOMES (2010), utilizando o pré-tratamento de embrides zigéticos maduros
de coqueiro Ando Verde do Brasil de Jiqui com crioprotetor 1,75 mol.L" de
sacarose + 15% de glicerol por 12 e 16 horas verificou menor umidade dos
embrides, esses dados corroboram com os resultados obtidos neste estudo
realizado com o GBrPF.
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Conclusoes

A solucéo crioprotetora composta por 1,75 m de sacarose e 15% de glicerol
proporciona maior de taxa de regeneracao no tempo de 48h de imersado de
embrides zigdticos maduros de coco GBrPF, podendo ser recomendada para
futuros protocolos de criopreservacao.
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