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O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma 
planta tropical que apresenta uma 
gama de produtos e subprodutos para 
uso em nutrição humana, indústria da 
construção, cosméticos e produtos 
farmacêuticos, dentre outros. Por ser 
adaptado a solos de baixa fertilidade 
natural, é cultivado em mais de 86 paí-
ses. Em 2017, o Brasil ficou em sexto 
lugar no mundo, com produção em torno 
de 2.342.942 toneladas (FAO, 2019). 
A conservação de recursos genéticos 
do coqueiro geralmente é realizada em 
coleções de campo, devido ao tamanho 
e recalcitrância da semente, que dificulta 
seu armazenamento. 

A criopreservação compreende a 
conservação do material vegetal em 
temperatura ultra baixa fornecida pelo 
nitrogênio líquido a -196 °C, ou com 
sua fase de vapor a -150 °C. A técnica 
se torna um procedimento viável para 
conservação de material biológico por 
longos períodos de tempo, exigindo 

pouco espaço e manutenção (Benson, 
2008). A criopreservação tem sido usada 
para conservação de recursos genéticos 
em muitas espécies. Resultados pro-
missores foram relatados para embriões 
zigóticos, plumulas e pólen de coqueiro 
usando diferentes técnicas de criopre-
servação (Sajini et al., 2011; Cueto et al., 
2014; Ledo et al., 2018). 

A conservação de material genético em 
longo prazo possibilita principalmente a 
implantação de bancos de germoplasma 
ou coleções complementares à conser-
vação de campo e estoque de material 
propagativo pronto para regeneração 
em qualquer época do ano. O material 
biológico pode ser conservado por lon-
gos períodos em nitrogênio liquido, uma 
vez que a temperatura reduz de forma 
significativa à atividade metabólica do 
material (Benson, 2008). Entretanto, 
estudos de avaliação da estabilidade 
genética e da integridade biológica do 
material criopreservado é essencial para 
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se determinar a longevidade do material 
e a estabilidade das condições de arma-
zenamento (Santos; Salomão, 2010).

O objetivo desta publicação é descre-
ver a metodologia de criopreservação e 
regeneração de embriões zigóticos de 
coqueiro anão verde do Brasil de Jiqui 
(AVeBrJ) desenvolvida pelo Laboratório 
de Cultura de Tecidos de Plantas da 
Embrapa Tabuleiros Costeiros, em 
Aracaju, SE.

Obtenção de frutos, 
extração e assepsia 
em campo de discos 
de endosperma com 
embriões zigóticos 

a) Os frutos devem ser coletados 
com 10 a 11 meses de maturação 
oriundos de bancos de germoplasma ou 
plantios com certificação fitossanitária e 
genética.

b) Após a coleta, os frutos 
devem ser lavados em solução de 
hipoclorito de sódio comercial (2%-
2,5% NaOCl) por 30 minutos (Cueto 
et al., 2012), descascados e abertos 
transversalmente (Figuras 1A e 1B). 
Sementes que estiverem em início de 
germinação, com haustório (“maçã”) 
expandido internamente e com aspecto 
de deteriorado deverão ser descartadas.

c) Com auxílio de extrator de disco ou 
cilindro de endosperma que deverá ter, 

aproximadamente, 2,5 cm de diâmetro 
(Figura 1C), cilindros de endosperma, 
contendo os embriões zigóticos deverão 
ser extraídos da região dos poros 
germinativos (Figura 1D).

d) Os discos de endosperma devem 
ser submetidos à esterilização com 
imersão em álcool 70% por 1-2 minutos 
e, em seguida, hipoclorito de sódio 
comercial 2%-2,5% por 30 minutos, 
seguido da tríplice lavagem em água 
potável (Figuras 1E e 1F). Soluções 
mais concentradas de hipoclorito de 
sódio (em torno de 5%-6%) por 5 
a 7 minutos poderão ser utilizadas  
(Cueto et al., 2012), principalmente se 
o tempo da coleta de frutos, extração 
dos discos e chegada ao laboratório de 
destino for longo. 

e) Posteriormente, são acondiciona-
dos em sacos plásticos ou recipientes 
estéreis e enviados ao Laboratório de 
Cultura de Tecidos de Plantas. 

f) O material, após a entrada no 
laboratório poderá ser mantido na parte 
inferior de geladeira com temperatura 
entre 10 ºC a 15 °C por 2 a 4 dias.
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Figura 1. Etapas da obtenção de discos de endosperma contendo 
embriões zigóticos de coqueiro AVeBrJ a partir de frutos maduros  
(10-11 meses de idade). A) quebra transversal de fruto descascado;  
B) abertura do fruto descascado e poros germinativos (PG); C) extração 
do disco de endosperma com embrião zigótico na região dos poros 
germinativos; D) discos de endosperma lavados em hipoclorito de sódio 
comercial 2%-2,5% por 30 minutos e enxaguados em água potável.

Assepsia e excisão 
e pré-cultura dos 
embriões zigóticos

a) Em câmara de fluxo laminar, 
os discos de endosperma devem ser 
submetidos à assepsia por meio da 
imersão em álcool etílico 70% por  
30 segundos (Figura 2A), em hipoclorito 

de sódio (2%-2,5% v/v) por cinco 
minutos, sob agitação, e lavados três 
vezes em água destilada e estéril.  

b) Em seguida, os embriões são 
excisados e pré-cultivados (Figuras 3B 
e 3C), na ausência de luz, por 72 horas 
em meio Y3 (Eeuwens, 1976) contendo 
sacarose 0,6 M + 2,2 g L-1 de agente 
gelificante (adaptado de Sajini et al., 
2011).
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Figura 2. Etapas da assepsia de discos de endosperma, 
excisão e inoculação em meio de pré-cultivo de embriões 
zigóticos de coqueiro AVeBrJ: A) imersão em hipoclorito 
de sódio 2%-2,5%  dos discos de endosperma em 
câmara de fluxo laminar; B) embriões zigóticos excisados;  
C) embriões inoculados em placa de Petri com meio de 
pré-cultivo; D) embriões na ausência de luz.

Crioproteção e 
criopreservação de 
embriões zigóticos

a) Após o pré-cultivo, em câmara 
de fluxo laminar, os embriões zigóticos 
são transferidos para erlenmeyers 
com solução de crioproteção PVS3 
(Nishizawa et al., 1993) composta de 

2 M de glicerol e 0,4 M de sacarose 
em meio de cultura padrão Y3 líquido. 
Em seguida, os erlenmeyers vedados 
são transferidos para mesa orbital com 
rotação de 90 rpm por 16 horas  (Sajini 
et al., 2011).

c) Após esse período, são transferidos 
para frascos (criotubos capacidade de 3 
ou 5 mL com 3 a 5 embriões/criotubo) 
de polipropileno estéreis (Figura 3B), 
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inseridos em canisters (Figura 3C) e 
rapidamente imersos em nitrogênio 
líquido em recipiente de transporte 
(Figura 3D).

d) Em seguida, os canisteres 
contendo os criotubos com os embriões 
zigóticos são rapidamente retirados do 

recipiente de transporte e inseridos em 
canecas do tambor de nitrogênio liquido;

e) Os tambores de nitrogênio líquido 
devem ser mantidos em ambiente com 
temperatura de 25 ºC ± 2 ºC, com nível 
adequado de nitrogênio líquido conforme 
capacidade dos mesmos.

Figura 3. Crioproteção e conservação in vitro de embriões 
zigóticos de coqueiro AVeBrJ: A) imersão dos embriões em 
solução crioprotetora PVS3 com 2 M de glicerol e 0,4 M de 
sacarose; B) transferência dos embriões para  o criotubo;  
C) imersão do canister em recipiente de transporte com nitrogênio 
liquido; D) tambor de nitrogênio líquido.
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Descongelamento 
e regeneração de 
embriões zigóticos 

a) Após a criopreservação, os 
criotubos contendo os embriões são 
retirados rapidamente do nitrogênio 
liquido e colocados em banho-maria 
(BM) a 38±2 °C por 2-3 minutos  
(Figura 4A); ou podem ser imersos 
em solução de descarregamento à 
temperatura ambiente, composta de 
meio Y3 com 1,2 M de sacarose por  
90 minutos, com troca de toda 
solução após os 30 primeiros minutos  
(Figura 4B). 

b) Após o descongelamento os 
embriões são mantidos à temperatura 

ambiente por 5 minutos em placas com 
papel de filtro para retirada do excesso 
de solução (Figura 4C).

b) Os embriões descongelados são 
transferidos para meio de regeneração 
composto pelos sais e vitaminas do 
meio Y3 + 45 g L-1 de sacarose + agente 
gelificante. As culturas são mantidas em 
sala de crescimento com temperatura 
25±2 °C, umidade relativa do ar 70% e 
intensidade luminosa de 60μmol m-2 s-1, 
na ausência de luz por duas semanas. 
Posteriormente são transferidas para 
um fotoperíodo de 16/8 horas (Figura 5).

c) Aproximadamente após 6 a  
7 meses de cultivo in vitro, as plântulas 
estão prontas para a etapa de 
aclimatação.

Figura 4. Descongelamento dos embriões zigóticos de coqueiro AVeBrJ. A) em banho-maria a  
38±2 °C por 2-3 minutos; B) em solução de descarregamento meio Y3 com 1,2 M de sacarose por 
90 minutos; C) embriões zigóticos descongelados antes da inoculação em meio de regeneração.
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Figura 5. Plântulas de coqueiro AVeBrJ em meio de 
regeneração Y3 aos 4 meses.
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Tabela 1. Componentes do meio de cultura básico Y3.

Macronutrientes mg.L-1

CaCl2.2H2O 294

KCl 1492

KNO3 2020

MgSO4.7H2O 247

NH4Cl 535

Micronutrientes mg.L-1

CoCl2.6H2O 0,24

CuSO4.5H2O 0,25

H3BO3 3,1

KI 8,3

MnSO4.4H2O 11,2

Na2MoO4.2H2O 0,24

NiCl2. 6H2O 0,024

ZnSO4.7H2O 7,2
Continua...
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Considerações finais
A criopreservação de embriões zigó-

ticos de coqueiro anão verde do Brasil 
de Jiqui possibilitará a implantação de 
coleções ou bancos de germoplasma 
como forma complementar às coleções 
de campo, além de estoque de material 
propagativo com viabilidade na fase de 
regeneração, em média, de 70%. 

Estudos para validação do protocolo 
com acompanhamento da longevidade 
e integridade deverão ser conduzidos 
após a implantação do criobranco de 
coco.

A técnica pode ser utilizada por pro-
gramas de conservação de recursos 
genéticos e melhoramento do coqueiro.
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Fonte: Eeuwens, 1976.
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