ISSN 1678-1937

EE Criopreservagao por vitrificagcao

233 em gotas de plumulas de
embrides zigoticos de coqueiro
anao verde do Brasil de Jiqui

Aracaju, SE
Agosto, 2020 Ana da Silva Lédo

Fernanda Vieira Santana

Annie Carolina Araujo de Oliveira

Caroline de Araujo Machado
Emwa Ana Veruska Cruz da Silva

Semiramis Rabelo Ramalho Ramos



Criopreservacao por vitrificacao
em gotas de plumulas de
embrides zigoticos de coqueiro
anao verde do Brasil de Jiqui’

' Ana da Silva Lédo, Engenheira-agronoma, doutora em Fitotecnia, pesquisadora da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, Aracaju, SE. Fernanda Vieira Santana, Engenheira Florestal, doutoranda PPGAGRI em
Agricultura e Biodiversidade, bolsista CAPES, Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE. Annie Carolina
Aratjo de Oliveira, Engenheira Florestal, doutora em Agricultura e Biodiversidade, Universidade Federal de
Sergipe, Séo Cristovao, SE. Caroline de Araujo Machado, Biologa, doutora em Agricultura e Biodiversidade,
Universidade Federal de Sergipe, Sdo Cristovao, SE. Ana Veruska Cruz da Silva, Engenheira-agronoma,
doutora em Produgéo Vegetal, pesquisadora da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE. Semiramis
Rabelo Ramalho Ramos, Engenheira-agronoma, doutora em Melhoramento Genético, pesquisadora da

Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE.

A conservagao dos recursos genéti-
cos do coco é realizada principalmente
por meio de colegdes e bancos de
germoplasma em campo devido ao
tamanho e recalcitrancia das semen-
tes, dificultando seu armazenamento
(N'Nan et al.,, 2008). A criopreserva-
¢ao compreende a conservagao do
material vegetal em temperatura ultra
baixa fornecida pelo nitrogénio liquido a
-196 °C, ou com sua fase de vapor a
-150 °C. Assim, a técnica se torna um
procedimento viavel para conservagao
de material biolégico por longos perio-
dos de tempo, exigindo pouco espaco e
manutengao (Benson, 2008).

A criopreservagcdo tem sido usada
para conservagao de recursos genéticos
de muitas espécies. Resultados promis-
sores vém sendo publicados para diver-
sos acessos de coqueiro combinando
diversas técnicas  (encapsulamento-
-desidratagao, vitrificagao, vitrificagao

em gotas) e explantes (embrides
zigoticos, plumulas, polen, inflores-
céncias e folhas imaturas), conforme
Sajini et al. (2011); Cueto et al. (2014);
Machado et al. (2014); Welewanni et al.
(2017). Estudos para o coqueiro anéo
verde do Brasil de Jiqui (AVeBrJ) sao
mais recentes (Lédo et al., 2018, 2019
e 2020).

A conservacao de material genético
em longo prazo possibilita principal-
mente a implantagdo de bancos de
germoplasma ou colegbes de seguran-
¢a complementares a conservagao de
campo, com menor demanda de espago
fisico, menor custo com manutencao e
estoque de material propagativo pronto
para regeneragado em qualquer época do
ano. O material biolégico pode ser con-
servado por longos periodos em nitrogé-
nio liquido, uma vez que a temperatura
reduz de forma significativa a atividade
metabolica do material (Benson, 2008).



Entretanto, estudos de avaliacdo da
estabilidade genética e da integridade
biolégica do material criopreservado é
essencial para se determinar a longe-
vidade do material e a estabilidade das
condi¢cdes de armazenamento (Santos;
Salomao, 2010).

S&o varias as técnicas para a crio-
preservagdo de material vegetal, mas a
vitrificagdo em gotas esta entre a mais
utilizada por sua eficiéncia para varias
espécies (Sakai;
Sakai et al., 2008). A vitrificagdo consis-

Engelmann, 2007;

te na transicdo da agua para o estado
vitreo, um estado semissolido e amorfo
no qual, ela apresenta alta viscosidade,
porém, sem que ocorra formacao de
cristais, responsaveis pelos maiores
danos as estruturas celulares durante o
congelamento (Benson et al., 2007). Na
técnica os explantes sao individualmen-
te expostos a gotas da solugéo criopro-
tetora dispostas em lamina de aluminio,
seguida da imersao em nitrogénio liqui-
do (Sakai et al., 2008).

O objetivo desta publicagao é descre-
ver a metodologia de criopreservagéo de
plumulas de embrides zigoéticos de co-
queiro AVeBrJ pela técnica de vitrificagéo
em gotas desenvolvida pelo Laboratorio
de Cultura de Tecidos de Plantas da
Embrapa Tabuleiros Costeiros.

Obtencao de frutos,

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

Esta etapa e a seguinte seguem as
recomendacodes de Lédo et al. (2019).

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

b) Apés a coleta, os frutos devem ser
lavados em solugao de hipoclorito de s6-
dio comercial (2-2,5% NaOCI) por 30 mi-
nutos (Cueto et al., 2012), descascados
e abertos transversalmente. Sementes
que estiverem em inicio de germinacéo,
com haustério (“magéd”) expandido inter-
namente e com aspecto de deteriorado

deverao ser descartadas.

c) Com auxilio de extrator (com
2,5 cm de didametro), retirar discos
de endosperma da regido dos poros
germinativos.

d) Os discos de endosperma devem
ser submetidos a esterilizacdo com imer-
sdo em alcool 70% por 1-2 minutos e,
em seguida, hipoclorito de sodio comer-
cial 2%-2,5% por 30 minutos, seguido da
triplice lavagem em agua potavel.



Solugdes mais concentradas de hi-
poclorito de sodio (em torno de 5%-6%)
por 5 a 7 minutos poderéao ser utilizadas
(Cueto et al., 2012), principalmente se
o tempo da coleta de frutos, extragédo
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 labo-
ratério podera ser mantido na parte infe-
rior de geladeira com temperatura entre

10 °C a 15 °C por dois a quatro dias.

Assepsia e excisao
e pré-cultura dos
embrides zigoticos

a) Em cémara de fluxo laminar, os
discos de endosperma devem ser sub-
metidos a assepsia por meio da imersao
em alcool etilico 70% por 30 segundos
(Figura 1A), em hipoclorito de soddio
(2%-2,5% vl/v) por cinco minutos, sob
agitacéo, e lavados trés vezes em agua
destilada e estéril.

b) Em seguida, os embrides sido ex-
cisados e pré-cultivados (Figuras 1B, 1C
e 1D), na auséncia de luz, por 72 horas
em meio Y3 (Eeuwens, 1976) contendo
sacarose 0,6 M + 2,2 g/L de agente geli-
ficante (adaptado de Saijini et al., 2011).



Figura 1. Etapas da excisdo e inoculagdo em meio de pré-cultivo de embrides zigéticos
de coqueiro AVeBrJ: A- Excisdao de embrides dos discos de endospermas assépticos;
B- Embrides zigdticos excisados; C- Embrides inoculados em placa de Petri com meio de
pré-cultivo; D- EmbriGes na auséncia de luz.

Fotos: Ana da Silva Lédo



Criopreservacao
de plumulas por
vitrificacdo em gotas

a) Apds o pré-cultivo, as plumulas
sdo excisadas dos embrides zigoéticos
em camara de fluxo laminar com auxilio
de lupa (Figuras 2A e 2B).

Fotos: Ana da Silva Lédo e Caroline de Aratjo Machado

Figura 2. Obtencdo de plumulas
apos o pré-cultivo de embrides
zigoticos maduros de coqueiro
AVeBrd. A- Excisdo de plumulas
com auxilio de lupa; B- Detalhe da
plumula na regido central superior
do embrido zigotico.

b) Apdés a excisdo, serdo expostas
a Solugdo de Vitrificagdo de Planta
2 - PVS2 (Sakai et al., 1990): (30% (v/v)
de glicerol; 15% (v/v) de etileno glicol e
15% (v/v) dimetilsulfoxido-DMSO ou so-
lugéo de vitrificagao de plantas 3- PVS3
(Nishizawa et al.,, 1993; Kim et al,,
2009): solugdes de 50% de glicerol (p/v)
e 50% de sacarose (p/v).

c) Para este fim, sdo adicionadas
gotas contendo 0,25 mL de solucéo
crioprotetora (PVS2 ou PVS3) a tem-
peratura de 0 °C com o auxilio de uma
pipeta Pauster ou micropipeta em tiras
de papel aluminio (~ 5 mm x 15 mm,
05-10 gotas / tira de aluminio),
Figura 3A. Para manutencdo da tem-
peratura todo o procedimento deve ser
realizado com as placas mantidas sobre
condicdo de resfriamento por meio de
placa de gelo.

d) As plumulas sao mantidas por 30
minutos nas gotas de solugao criopro-
tetora (1 plumula/gota) e, em seguida,
as tiras de aluminio sdo inseridas nos
criotubos de poliestireno estéril de 2 mL
de capacidade imersos em nitrogénio
liquido-NL (Figura 3B).

e) Os criotubos sao fechados inseri-
dos em canisteres e rapidamente imer-
sos em NL em recipiente de transporte
(Figura 3C).

f) Em seguida, s&o rapidamente
retiradas do recipiente de transporte e
inseridos em canecas do tambor de NL;

g) Os tambores de NL devem ser
mantidos em ambiente com temperatura
de 25+ 2 °C, com nivel adequado de NL
conforme capacidade dos mesmos.



Figura 3. Criopreservacdo por vitrificagéo
em gotas de plumulas de coqueiro AVeBrJ:
A- Exposicdo das plumulas as gotas de
solugéo crioprotetora em tira de aluminio;
B- Detalhe da tira de aluminio resfriada com
as gotas de solugao crioprotetora; C- Preparo
dos criotubos com as tiras de aluminio e
plumulas.

Fotos: Ana da Silva Lédo

Reaquecimento
das plumulas e
inducao de calos
embriogénicos

a) Os criotubos contendo as plumu-
las s&o retirados rapidamente do tambor
de NL, abertos e imersos em solugao
de descarregamento a temperatura am-
biente, composta de meio Y3 com 1,2 M
de sacarose por 15 a 20 minutos (Figura
4A e 4B).

b) Apds o reaquecimento as plumu-
las sdo mantidas a temperatura ambien-
te por 5 minutos em placas com papel
de filtro para retirada do excesso de
solugao.

c) Em seguida, sao transferidas para
placas de Petri estéreis de 140 mm x
15 mm, contendo meio de regeneragao
composto por sais e vitaminas do meio
de cultura Y3 com 50 g/L de sacarose;
100 mg/L de &cido 2,4-diclorofenoxiaceé-
tico (2,4-D); 3 g/L de carvao ativado e
2,2 g/L de agente gelificante (Figura 4C).

d) As culturas sdo mantidas em sala
de crescimento com temperatura contro-
lada de 25 + 2 °C, umidade relativa de
cerca de 70% na auséncia de luz até a
formagdo das primeiras estruturas em-
briogénicas (Figura 4D), que sao trans-
feridas para luz indireta (26pumol/m/s)
fotoperiodo de 16/8 horas.



Fotos: Ana _d_a Silva Lédo

Figura 4. Reaquecimento plumulas de coqueiro AVeBrJ. A- retirada dos canisteres do tambor de
NL; B- Imerséo dos criotubos em solugéo de descarregamento meio Y3 com 1,2 M de sacarose
por 30 minutos; C- Plumulas inoculadas em meio de indugdo de embriogénese somatica meio
Y3 com 50 g/L de sacarose; 100 mg/L de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); 3 g/L de carvao
ativado e 2,2 g/L de agente gelificante; D- indugéo de calos embriogénicos.

e) Aproximadamente apds 30 dias
de cultivo in vitro, inicia-se a indugao de
calos embriogénicos (Figura 5A) com
a formacao inicial de estruturas do tipo
“orelha” (Figura 5B) e embrides somati-
cos globulares (Figura 5C).



Desenvolvimento de calos

Figura 5.
embriogénicos apds criopreservagao em
plimulas de coqueiro AVeBrJ. A - calos
com coloragéo esbranquicada a amarelada-
amarelada; B - estrutura do tipo “orelha” (eo);
C- Estruturas globulares (eg).

Fotos: Leila Albuquerque Oliveira

Tabela 1. Componentes do meio de cultura

basico Y3.
Macronutrientes mg/L
CaCl,.2H,0 294
KCI 1492
KNO, 2020
MgSO,.7H,0 247
NH,CI 535
Micronutrientes mg/L
CoCl,.6H,0 0,24
CuSO,.5H,0 0,25
H,BO, 3,1
Kl 8,3
MnSO,.4H,0 11,2
Na,MoO,.2H,0 0,24
NiCl,. 6H,0 0,024
ZnSO,.7H,0 7,2
FeEDTA

FeSO,.7H,0 13,9
Na,EDTA.2H,0 37,3
Vitaminas ug/L
Acido nicotinico 50
Biotina 50
Ca-pantotenato 50
Mio-Inositol 100
Piridoxina — HCI 50
Tiamina — HCI 500

Fonte: Eeuwens, 1976.
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Consideracdes finais

Recomenda-se a técnica de vitrifica-
¢do em gostas para a criopreservagao
de plumulas de coqueiro ando verde
do Brasil de Jiqui com o uso das solu-
¢bes crioprotetoras PVS2 ou PVS3 e
reaquecimento das plumulas criopreser-
vadas em solugédo de descarregamento
meio Y3 com 1,2 M de sacarose por
30 minutos.

A criopreservagao de plumulas oriun-
das embrides zigdticos de coqueiro anao
verde do Brasil de Jiqui possibilitara a
implantagcéo de colegbes ou bancos de
germoplasma complementares as co-
legcbes de campo de forma segura pela
menor possibilidade de transmisséo de
enfermidades. Além disso, possibilita a
regeneracao de varias plantas pela em-
briogénese somatica.
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