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O intercdmbio de gendtipos de coqueiro tem
aumentado entre paises para ampliar a variabilidade
em programas de conservacao e melhoramento
genético. No entanto, o movimento de germoplasma
de coqueiro também representa um risco de
transferéncia de pragas e doencas, uma vez que
alguns destes problemas fitossanitdrios estao
isolados geograficamente (CUETO et al., 2012).

Dentre diversas doencas que afetam o cultivo

do coqueiro e a seguranca na movimentacao

de material propagativo do coco entre paises,
destacam-se: o amarelecimento letal e o
cadang-cadang (LEDO et al., 2017).

O amarelecimento letal € causado por fitoplasmas
que em alguns casos é transmitido por insetos
vetores (GURR et al., 2016). O cadang-cadang
por sua vez € causado pelo viroide Coconut
cadang cadang viroid - CCCVd, cujo mecanismo
de dispersdo natural ainda ndo esta esclarecido
(PACUMBABA et al., 1994 citado por

BATISTA et al., 2003). Essas doencas causam
prejuizos econémicos e precaucées sdo necessdrias
quando se transporta material vegetal de coqueiro
para evitar a sua disseminacao.

Em 1993, a Food and Agriculture Organization
of the United Nations (FAO) lancou o primeiro

ISSN 1678-1937
Dezembro, 2017

Tecnico

Recomendacoes para

o Intercambio e Resgate
de Germoplasma

de Coqueiro

Ana da Silva Lédo’

Leila Albuquerque Resende de Oliveira?
Caroline de Araujo Machado?®
Francielen Paola de Sa*

Ana Veruska Cruz da Silva®

Semiramis Rabelo Ramalho Ramos®

documento orientador para o transito
internacional seguro de germoplasma para

a cultura do coqueiro, com énfase nos
procedimentos de intercAmbio de sementes,
pdlen e embriées zigdticos extraidos ou ndo
do endosperma. Entretanto, a indexacao de
plantas na origem, e a quarentena no pais
receptor em transportes internacionais sao
essenciais para a aplicacdo segura de técnicas
de cultura de tecidos de plantas no intercdmbio
de recursos genéticos.

Dessa forma, técnicas de cultura e resgate

de embriées simples e eficientes tém sido
estabelecidas por vdrios grupos de pesquisa
em diversos paises para coleta, intercAmbio e
conservacao de germoplasma

(ENGELMANN et al., 2002). Os principais
protocolos para o cultivo in vitro de embrides
zigoticos de coqueiro foram obtidos por
institutos de pesquisa em diversos paises como
protocolos PCA e UPLB (Filipinas),

CPCRI (Ihdia) e ORSTOM/IRD (Franca)
(ENGELMANN et al., 2002). As diretrizes

mais recentes do International Plant Genetic
Resources Institute (IPGRI) e da

FAO (CUETO et al., 2012) recomendam o
intercdmbio de discos de endosperma contendo
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o0 embrido zigdtico ou embrides zigdticos in vitro.
As recomendacdes incluem desde a selecao

e o preparo das plantas maes doadoras até a
transferéncia dos embrides zigéticos para meio de
germinacao. Ajustes nos protocolos de intercdmbio
tém sido alvo de estudos, e uma padronizacao

nos protocolos de introducdo, com prioridade para
a adocdo de técnicas de cultura de tecidos de
plantas, tem sido recomendada

(CUETO et al., 2012).

O objetivo desta publicacdo é descrever a
metodologia para o intercAmbio e resgate de
embrides zigdticos de germoplasma de coqueiro
desde a selecdo de frutos e extracdo de discos de
endosperma no campo, condicGes de transporte,
introducdo em laboratério, bem como etapas de
recuperacao e regeneracdo de plantas partir de
estudos realizados pelo Laboratério de Cultura

de Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, em Aracaju, SE.
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Obtencéo de frutos, extracdo e assepsia
de discos de endosperma com embrides
zigéticos em campo

a) Os frutos devem ser coletados com 10 a

11 meses de maturacao oriundos de areas
comprovadamente livres de pragas e doencas,
conforme a legislacdo do pais doador e receptor.

b) Apds a coleta, os frutos devem ser imersos

em solucdo de hipoclorito de sédio comercial

(2% NaOCl a 5,25% NaOCI) por 30 min

(CUETO et al., 2012), descascados, quebrados

e abertos transversalmente (Figuras 1A e 1B).
Sementes que estiverem em inicio de germinacao,
com haustério expandido internamente e com
aspecto de deteriorado, deverdo ser descartadas.

c) Com auxilio de extrator de disco que devera ter,
aproximadamente, 2,5 cm de didmetro (Figura 1C),
cilindros de endosperma, contendo os embriées
zigdticos deverdo ser extraidos da regido dos poros
germinativos (Figura 1D).

Figura 1. Etapas da obtencéo de discos de endosperma contendo embrides zigéticos a partir de frutos: (A) quebra transversal
de fruto descascado; (B) abertura do fruto descascado; (C) extracdo do disco de endosperma com embrido zigdtico na
regido dos poros germinativos (PG); (D) Discos de endosperma lavados em hipoclorito de sédio comercial 2% a 2,5% por 30

minutos e enxaguados em dgua potavel.

d) Os discos de endosperma devem ser
submetidos a esterilizacdo com imersdo em alcool
70% por 1 min a 2 min e, em seguida, hipoclorito
de sédio comercial 2% a 2,5% por 30 min,
seguido da triplice lavagem em dgua potavel.

SolucGes mais concentradas de hipoclorito

de sédio (5% a 6%) por 5 min a 7 min poderéo ser
utilizadas (CUETO et al., 2012), principalmente se

o tempo da coleta de frutos, extracdo dos discos e
chegada ao laboratério de destino for longo.
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e) Posteriormente, os discos de endospermas
contendo o embrido sdo acondicionados em sacos
plasticos ou recipientes estéreis e enviados ao
Laboratdrio de Cultura de Tecidos de Plantas.

f) Apds a entrada no laboratdrio, o material
podera ser mantido na parte inferior da geladeira
com temperatura entre 10 °C a 15 °C por

no maximo dois dias (CUETO et al., 2012),
quando serdo processados.

Assepsia, excisao e inoculacao
dos embrides zigoticos em
laboratdrio para remessa

a) Em cadmara de fluxo laminar, os discos de
endosperma devem ser submetidos a assepsia por
meio da imersdo em é&lcool etilico
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70% por 30 segundos (Figura 2A), em hipoclorito de
sddio (2% a 2,5% v/v) por cinco minutos, e lavados
trés vezes em dgua destilada e estéril (Figura 2B).

b) Em seguida, os embrides sdo excisados
cuidadosamente com auxilio de pinca e bisturi
autoclavados (Figuras 2C e 2D) e inoculados em
microtubos de polipropileno estéreis

(um embrido/microtubo) capacidade de

2 mL a 5 mL (Figura 2E) ou placas de Petri de
polipropileno estéreis de 60 mm x 15 mm

(4 embriées/placa), com 5 mL a 7 mL de meio de
cultura (6 a 8 embrides/placa) (Figura 2F) ou de
90 mm x 15 mm contendo 15 mL a 20 mL de meio
de cultura Y3 (EEWEENS, 1976), conforme
Tabela 1, modificado sem sacarose com

5,8 g L' de dgar (meio de transporte).

Figura 2. Etapas da assepsia de discos de endosperma, excisdo e isolamento de embrides zigéticos de coqueiro: (A) imersdo
em 4dlcool etilico dos discos de endosperma em cdmara de fluxo laminar; (B) lavagem dos discos de endosperma com d&gua
autoclavada; (C) disco de endosperma com embrido zigdtico; (D) embrides zigdticos excisados; (E) embrides de coqueiro anédo
amarelo da Maldsia (AAM) inoculados em microtubo com capacidade de 5 mL, com 2 mL a 3 mL de meio de transporte; (F)
embriGes de coqueiro ando inoculados em placa de Petri com meio de transporte.
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Tabela 1. Componentes do meio de cultura basico Y3.

mg.L"
294
1492
2020
247
535

mg.L"
0,24
0,25
3,1
8,3
11,2
0,24
0,024
7,2

13,9
37,3

pg.L!
50
50
50
100
50
500

Fonte: Eeuwens (1976).

c) Para transporte, placas de Petri ou microtubos possivel, para o laboratério de destino de
deverdo ser acondicionados em caixas térmicas processamento, nao ultrapassando o prazo maximo
resfriadas com gelo e enviados, o mais rdpido de oito dias (Figura 3).
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Figura 3. Etapas do acondicionamento de embriGes zigéticos para transporte.
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Cultura de embrides
zigéticos no laboratério

a) Apds o transporte, em laboratério de cultura de
tecidos de plantas, os embrides sao transferidos
para frascos ou tubos de ensaio contendo

30 mL de meio de cultura Y3 (EEWEENS, 1976)
suplementado com 60 g L' de sacarose, 1 g L’
de carvéo ativado, 5,8 g L de dgar (opcional)

e 0,5 yM de &cido giberélico (GA3) (meio de
germinacao modificado de LEDO et al., 2007),
Figura 4A.

b) As culturas sdo mantidas na auséncia de luz até o
surgimento do primdrdio foliar (30 a 40 dias).

c) Em seguida, os embriées com parte aérea sdo
inoculados em frascos ou tubos de ensaio contendo
30 mL de meio de cultura Y3 (EEWEENS, 1976)
suplementado com 40 g L' de sacarose,

2,5 g L de carvéo ativado, 5,8 g L de dgar,

2 mg L' de 4cido naftalenacético (ANA) e

0,5 mg L' de benzilanominopurina (BAP)

(LEDO et al., 2007), Figura 4B.

Figura 4. Etapas do desenvolvimento in vitro de embrides zigdticos de coqueiro ando: (A) estabelecimento; (B) desenvolvimento da parte

aérea e raiz.

d) As culturas sdo transferidas para fotoperiodo

de 12h a 16h, sob 52 pmol m?2 s a 60 pmol m?2 s
de irradidncia, temperatura de 25 °C + 2 °C por

6 a 7 meses, com renovacao de meio de cultura a
cada 30 a 35 dias.

Aclimatacao das mudas

a) Apds o periodo de cultivo in vitro que pode
variar em funcdo do gendtipo, as plantulas sédo
transferidas para casa de vegetacdo ou em viveiro
telado com 50% a 60% de sombreamento dotado
de sistema de irrigacdo por nebulizacao;

b) As mudas, apds a retirada dos frascos e lavagem
das raizes, sdo transplantadas em sacos perfurados
de polietileno preto nas dimensdes 28 cm x 20 cm,
com substrato composto por mistura de areia
lavada e p6 de casca de coco seco, na proporcao
de 1:1, em volume.

c) Podem também ser utilizados vasos ou potes
cerdmicos de diversas dimensdes, e outros

substratos em funcao da disponibilidade e protocolo
utilizado no laboratério de origem.

d) Recomenda-se na primeira e até a segunda
semana o uso de cdmara umida individual com
sacos plasticos transparentes para minimizar as
perdas nessa etapa (Figura 5A).

d) As mudas devem ser suplementadas
quinzenalmente com 30 mL/muda de solucéo
nutritiva composta de 50% da concentracdo de sais
do meio de cultura Y3.

e) As mudas devem permanecer na drea de
aclimatacdo até seu completo desenvolvimento
quando estdo prontas para o plantio definitivo no
campo, em torno de 90 a 120 dias, podendo esse
periodo variar em funcado do gendtipo.

f) Alguns protocolos recomendam a transferéncia
das mudas, apds a condicdo de sombreamento, para
viveiros a céu aberto, antes do plantio definitivo
(Figura 5B).
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Figura 5. Etapas da aclimatacdo de mudas de coqueiro regeneradas a partir da cultura de embriées zigéticos: (A) cdmara umida individual;
(B) viveiro a céu aberto.

Consideracoes finais

O sucesso do intercAmbio de acessos de coqueiro
por cultura de embrides zigéticos depende das
condicbes fitossanitdrias do campo de origem,
laboratdrios, casas ou telados de aclimatacéao e
protocolos eficientes de regeneracéo. Para tanto,
a indexacdo de plantas na origem e quarentena no
pals receptor em transportes internacionais sao
essenciais para a aplicacao segura da técnica.

O uso de embrides zigdticos ja excisados e
mantidos em meio de cultura na auséncia de
sacarose, permite o transporte do germoplasma
em condicbes assépticas até a chegada ao
laboratdrio de destino, reduzindo sobremaneira as
possibilidades de contaminacdo, quando comparado
com o transporte de frutos e mudas que apresentam
a possibilidade de introducdo de insetos vetores

e outros microrganismos. Além disso, devem ser
consideradas a reducdo dos custos de transporte
e a ampliacdo do tempo até a transferéncia dos
embrides para o meio de germinacao.
Considerando as variagGes em resposta in vitro
do germoplasma de coqueiro e entre diferentes
protocolos adotados em diversos paises, esse
documento apresentou as principais etapas do
processo e isso pode contribuir para minimizar

os riscos de introducdo de pragas e doencas
quarentendrias no Brasil em um processo de
intercAmbio de germoplasma.
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