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O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma
planta tropical que apresenta uma
gama de produtos e subprodutos para
uso em nutricdo humana, industria da
construgdo, cosméticos e produtos
farmacéuticos, dentre outros. Por ser
adaptado a solos de baixa fertilidade
natural, é cultivado em mais de 86 pai-
ses. Em 2017, o Brasil ficou em sexto
lugar no mundo, com produgao em torno
de 2.342.942 toneladas (FAO, 2019).
A conservagdo de recursos genéticos
do coqueiro geralmente é realizada em
colegdes de campo, devido ao tamanho
e recalcitrancia da semente, que dificulta
seu armazenamento.

A criopreservagao compreende a
conservagdo do material vegetal em
temperatura ultra baixa fornecida pelo
nitrogénio liquido a -196 °C, ou com
sua fase de vapor a -150 °C. A técnica
se torna um procedimento viavel para
conservagdao de material biologico por
longos periodos de tempo, exigindo

pouco espaco e manutencédo (Benson,
2008). A criopreservacao tem sido usada
para conservacgao de recursos genéticos
em muitas espécies. Resultados pro-
missores foram relatados para embrides
zigoticos, plumulas e pdlen de coqueiro
usando diferentes técnicas de criopre-
servagao (Sajini et al., 2011; Cueto et al.,
2014; Ledo et al., 2018).

A conservacao de material genético em
longo prazo possibilita principalmente a
implantagao de bancos de germoplasma
ou colegdes complementares a conser-
vagao de campo e estoque de material
propagativo pronto para regeneragao
em qualquer época do ano. O material
biolégico pode ser conservado por lon-
gos periodos em nitrogénio liquido, uma
vez que a temperatura reduz de forma
significativa a atividade metabdlica do
material (Benson, 2008). Entretanto,
estudos de avaliacdo da estabilidade
genética e da integridade biolégica do
material criopreservado é essencial para



se determinar a longevidade do material
e a estabilidade das condigdes de arma-
zenamento (Santos; Saloméao, 2010).

O objetivo desta publicacéo é descre-
ver a metodologia de criopreservagao e
regeneracdo de embrides zigoticos de
coqueiro an&o verde do Brasil de Jiqui
(AVeBrJ) desenvolvida pelo Laboratério
de Cultura de Tecidos de Plantas da
Embrapa Tabuleiros Costeiros, em
Aracaju, SE.

Obtencao de frutos,

extracao e assepsia
em campo de discos
de endosperma com
embrides zigoticos

a) Os frutos devem ser coletados
com 10 a 11 meses de maturacao
oriundos de bancos de germoplasma ou
plantios com certificagcéo fitossanitaria e
genética.

b) Apdés a coleta, os frutos
devem ser lavados em solugéo de
hipoclorito de sddio comercial (2%-
2,5% NaOCIl) por 30 minutos (Cueto
et al., 2012), descascados e abertos
transversalmente (Figuras 1A e 1B).
Sementes que estiverem em inicio de
germinagdo, com haustério (“macad”)
expandido internamente e com aspecto
de deteriorado deverdo ser descartadas.

¢) Com auxilio de extrator de disco ou
cilindro de endosperma que devera ter,

aproximadamente, 2,5 cm de didmetro
(Figura 1C), cilindros de endosperma,
contendo os embrides zigoticos deveréo
ser extraidos da regido dos poros
germinativos (Figura 1D).

d) Os discos de endosperma devem
ser submetidos a esterilizagdo com
imersao em alcool 70% por 1-2 minutos
e, em seguida, hipoclorito de sddio
comercial 2%-2,5% por 30 minutos,
seguido da ftriplice lavagem em agua
potavel (Figuras 1E e 1F). Solugdes
mais concentradas de hipoclorito de
sédio (em torno de 5%-6%) por 5
a 7 minutos poderao ser utilizadas
(Cueto et al., 2012), principalmente se
o tempo da coleta de frutos, extracédo
dos discos e chegada ao laboratério de
destino for longo.

e) Posteriormente, sdo acondiciona-
dos em sacos plasticos ou recipientes
estéreis e enviados ao Laboratério de
Cultura de Tecidos de Plantas.

f) O material, ap6s a entrada no
laboratério podera ser mantido na parte
inferior de geladeira com temperatura
entre 10 °C a 15 °C por 2 a 4 dias.
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Figura 1. Etapas da obtencdo de discos de endosperma contendo
embrides zigéticos 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) extragéo
do disco de endosperma com embrido zigdtico na regido dos poros
germinativos; D) discos de endosperma lavados em hipoclorito de sdédio
comercial 2%-2,5% por 30 minutos e enxaguados em agua potavel.

Assepsia e excisao
e pré-cultura dos
embrides zigoticos

a) Em cémara de fluxo laminar,
os discos de endosperma devem ser
submetidos a assepsia por meio da
imersdo em alcool etilico 70% por
30 segundos (Figura 2A), em hipoclorito

de sodio (2%-2,5% v/v) por cinco
minutos, sob agitacdo, e lavados trés
vezes em agua destilada e estéril.

b) Em seguida, os embrides sao
excisados e pré-cultivados (Figuras 3B
e 3C), na auséncia de luz, por 72 horas
em meio Y3 (Eeuwens, 1976) contendo
sacarose 0,6 M + 2,2 g L' de agente
gelificante (adaptado de Sajini et al.,
2011).



Figura 2. Etapas da assepsia de discos de endosperma,
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excisdo e inoculagdo em meio de pré-cultivo de embrides
zigéticos de coqueiro AVeBrJ: A) imersao em hipoclorito

de sodio 2%-2,5%

dos discos de endosperma em

camara de fluxo laminar; B) embrides zigoticos excisados;
C) embrides inoculados em placa de Petri com meio de
pré-cultivo; D) embrides na auséncia de luz.

Crioprotecao e
criopreservacgao de
embrides zigoticos

a) Apos o pré-cultivo, em camara
de fluxo laminar, os embrides zigéticos
sdo transferidos para erlenmeyers
com solugao de crioprotecdo PVS3
(Nishizawa et al., 1993) composta de

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

c)Apos esse periodo, sao transferidos
para frascos (criotubos capacidade de 3
ou 5 mL com 3 a 5 embrides/criotubo)
de polipropileno estéreis (Figura 3B),



inseridos em canisters (Figura 3C) e
rapidamente imersos em nitrogénio
liquido em recipiente de transporte
(Figura 3D).

d) Em seguida, os canisteres
contendo os criotubos com os embrides
zigoticos sao rapidamente retirados do

Fotos: Ana da Silva Lédo

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

e) Os tambores de nitrogénio liquido
devem ser mantidos em ambiente com
temperatura de 25 °C * 2 °C, com nivel
adequado de nitrogénio liquido conforme
capacidade dos mesmos.

Figura 3. Crioprotecdo e conservagao in vitro de embrides
zigéticos de coqueiro AVeBrJ: A) imersdo dos embrides em
solucdo crioprotetora PVS3 com 2 M de dlicerol e 0,4 M de

sacarose; B) transferéncia dos embribes para

o criotubo;

C) imersao do canister em recipiente de transporte com nitrogénio
liquido; D) tambor de nitrogénio liquido.



Descongelamento
e regeneracao de
embrides zigoticos

a) Apds a criopreservagao, 0s
criotubos contendo os embrides séao
retirados rapidamente do nitrogénio
liquido e colocados em banho-maria
(BM) a 38+2 °C por 2-3 minutos
(Figura 4A); ou podem ser imersos
em solugdo de descarregamento a
temperatura ambiente, composta de
meio Y3 com 1,2 M de sacarose por
90 minutos, com troca de toda
solugado apods os 30 primeiros minutos
(Figura 4B).

b) Apdés o descongelamento os
embrides sdo mantidos a temperatura

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

b) Os embrides descongelados sao
transferidos para meio de regeneragéo
composto pelos sais e vitaminas do
meio Y3 + 45 g L' de sacarose + agente
gelificante. As culturas sdo mantidas em
sala de crescimento com temperatura
2512 °C, umidade relativa do ar 70% e
intensidade luminosa de 60umol m2 s,
na auséncia de luz por duas semanas.
Posteriormente sao transferidas para
um fotoperiodo de 16/8 horas (Figura 5).

c) Aproximadamente apdés 6 a
7 meses de cultivo in vitro, as plantulas
estdo prontas para a etapa de
aclimatacao.
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Figura 4. Descongelamento dos embrides zigéticos de coqueiro AVeBrd. A) em banho-maria a
3812 °C por 2-3 minutos; B) em solugdo de descarregamento meio Y3 com 1,2 M de sacarose por
90 minutos; C) embribes zigoticos descongelados antes da inoculagdo em meio de regeneragéo.
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Figura 5. Plantulas de coqueiro AVeBrJ em meio de
regeneracao Y3 aos 4 meses.
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FeEDTA

139
37.3
Vitaminas ug.L!
Roidoncotinco ____[E8
Biotina 50
Ca-pantotenato 50
Mio-Inositol 100
50

Piridoxina - HCI
Tiamina - HCI

Fonte: Eeuwens, 1976.

Consideracdes finais

A criopreservacao de embrides zigo-
ticos de coqueiro anédo verde do Brasil
de Jiqui possibilitara a implantagao de
colegdes ou bancos de germoplasma
como forma complementar as colegdes
de campo, além de estoque de material
propagativo com viabilidade na fase de
regeneracao, em média, de 70%.

Estudos para validagao do protocolo
com acompanhamento da longevidade
e integridade deverdo ser conduzidos
apos a implantagdo do criobranco de
coco.

A técnica pode ser utilizada por pro-
gramas de conservagao de recursos
genéticos e melhoramento do coqueiro.
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