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A conservação dos recursos genéti-
cos do coco é realizada principalmente 
por meio de coleções e bancos de 
germoplasma em campo devido ao 
tamanho e recalcitrância das semen-
tes, dificultando seu armazenamento  
(N’Nan et al., 2008). A criopreserva-
ção 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. Assim, a técnica se torna um 
procedimento viável para conservação 
de material biológico por longos perío-
dos de tempo, exigindo pouco espaço e 
manutenção (Benson, 2008).

A criopreservação tem sido usada 
para conservação de recursos genéticos 
de muitas espécies. Resultados promis-
sores vêm sendo publicados para diver-
sos acessos  de coqueiro combinando 
diversas técnicas  (encapsulamento- 
-desidratação, vitrificação, vitrificação 

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

A conservação de material genético 
em longo prazo possibilita principal-
mente a implantação de bancos de 
germoplasma ou coleções de seguran-
ça complementares à conservação de 
campo, com menor demanda de espaço 
físico, menor custo com manutenção e 
estoque de material propagativo pronto 
para regeneração em qualquer época do 
ano. O material biológico pode ser con-
servado por longos períodos em nitrogê-
nio líquido, uma vez que a temperatura 
reduz de forma significativa à atividade 
metabólica do material (Benson, 2008). 
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Entretanto, estudos de avaliação da 
estabilidade genética e da integridade 
biológica do material criopreservado é 
essencial para se determinar a longe-
vidade do material e a estabilidade das 
condições de armazenamento (Santos; 
Salomão, 2010).

São várias as técnicas para a crio-
preservação de material vegetal, mas a 
vitrificação em gotas está entre a mais 
utilizada por sua eficiência para várias 
espécies (Sakai; Engelmann, 2007; 
Sakai et al., 2008). A vitrificação consis-
te na transição da água para o estado 
vítreo, um estado semissólido e amorfo 
no qual, ela apresenta alta viscosidade, 
porém, sem que ocorra formação de 
cristais, responsáveis pelos maiores 
danos às estruturas celulares durante o 
congelamento (Benson et al., 2007). Na 
técnica os explantes são individualmen-
te expostos a gotas da solução criopro-
tetora dispostas em lâmina de alumínio, 
seguida da imersão em nitrogênio líqui-
do (Sakai et al., 2008). 

O objetivo desta publicação é descre-
ver a metodologia de criopreservação de 
plúmulas de embriões zigóticos de co-
queiro AVeBrJ pela técnica de vitrificação 
em gotas desenvolvida pelo Laboratório 
de Cultura de Tecidos de Plantas da 
Embrapa Tabuleiros Costeiros.

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

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

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 só-
dio comercial (2-2,5% NaOCl) por 30 mi-
nutos (Cueto et al., 2012), descascados 
e abertos transversalmente. Sementes 
que estiverem em início de germinação, 
com haustório (“maçã”) expandido inter-
namente e com aspecto de deteriorado 
deverão ser descartadas.

c) Com auxílio de extrator (com  
2,5 cm de diâmetro), retirar discos 
de endosperma da região dos poros 
germinativos.

d) Os discos de endosperma devem 
ser submetidos à esterilização com imer-
são em álcool 70% por 1-2 minutos e, 
em seguida, hipoclorito de sódio comer-
cial 2%-2,5% por 30 minutos, seguido da 
tríplice lavagem em água potável. 
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Soluções mais concentradas de hi-

poclorito 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 labo-

ratório poderá ser mantido na parte infe-

rior de geladeira com temperatura entre 

10 °C a 15 °C por dois a quatro dias.

Assepsia e excisão 
e pré-cultura dos 
embriões zigóticos

a) Em câmara de fluxo laminar, os 
discos de endosperma devem ser sub-
metidos à assepsia por meio da imersão 
em álcool etílico 70% por 30 segundos 
(Figura 1A), 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 ex-
cisados e pré-cultivados (Figuras 1B, 1C 
e 1D), na ausência 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 Sajini et al., 2011).
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Figura 1. Etapas da excisão e inoculação em meio de pré-cultivo de embriões zigóticos 
de coqueiro AVeBrJ: A- Excisão de embriões dos discos de endospermas assépticos;  
B- Embriões zigóticos excisados; C- Embriões inoculados em placa de Petri com meio de 
pré-cultivo; D- Embriões na ausência de luz.
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Criopreservação 
de plúmulas por 
vitrificação em gotas

a) Após o pré-cultivo, as plúmulas 
são excisadas dos embriões zigóticos 
em câmara de fluxo laminar com auxílio 
de lupa (Figuras 2A e 2B).

Figura 2. Obtenção de plúmulas 
após o pré-cultivo de embriões 
zigóticos maduros de coqueiro 
AVeBrJ. A- Excisão de plúmulas 
com auxílio de lupa; B- Detalhe da 
plúmula na região central superior 
do embrião zigótico.

b) Após a excisão, serão expostas 
à Solução de Vitrificação de Planta  
2 - PVS2 (Sakai et al., 1990): (30% (v/v) 
de glicerol; 15% (v/v) de etileno glicol e 
15% (v/v) dimetilsulfóxido-DMSO ou  so-
lução de vitrificação de plantas 3- PVS3 
(Nishizawa  et al., 1993; Kim et al., 
2009): soluções de 50% de glicerol (p/v) 
e 50% de sacarose (p/v).

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

d) As plúmulas são mantidas por 30 
minutos nas gotas de solução criopro-
tetora (1 plúmula/gota) e, em seguida, 
as tiras de alumínio são inseridas nos 
criotubos de poliestireno estéril de 2 mL 
de capacidade imersos em nitrogênio 
líquido-NL (Figura 3B).

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

f) Em seguida, são 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 nível adequado de NL 
conforme capacidade dos mesmos.
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Figura 3. Criopreservação por vitrificação 
em gotas de plúmulas de coqueiro AVeBrJ:  
A- Exposição das plúmulas as gotas de 
solução crioprotetora em tira de alumínio;  
B- Detalhe da tira de alumínio resfriada com 
as gotas de solução crioprotetora; C- Preparo 
dos criotubos com as tiras de alumínio e 
plúmulas.

Reaquecimento 
das plúmulas e 
indução de calos 
embriogênicos

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

b) Após o reaquecimento as plúmu-
las são mantidas à temperatura ambien-
te por 5 minutos em placas com papel 
de filtro para retirada do excesso de 
solução.

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

d) As culturas são mantidas em sala 
de crescimento com temperatura contro-
lada de 25 ± 2 °C, umidade relativa de 
cerca de 70% na ausência de luz até a 
formação das primeiras estruturas em-
briogênicas (Figura 4D), que são trans-
feridas para luz indireta (26μmol/m/s)  
fotoperíodo de 16/8 horas.
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A B
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Figura 4. Reaquecimento plúmulas de coqueiro AVeBrJ. A- retirada dos canisteres do tambor de 
NL; B- Imersão dos criotubos em solução de descarregamento meio Y3 com 1,2 M de sacarose 
por 30 minutos; C- Plúmulas inoculadas em meio de indução de embriogênese somática meio 
Y3 com 50 g/L de sacarose; 100 mg/L de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); 3 g/L de carvão 
ativado e 2,2 g/L de agente gelificante; D- indução de calos embriogênicos.
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e) Aproximadamente após 30 dias 
de cultivo in vitro, inicia-se a indução de 
calos embriogênicos (Figura 5A) com 
a formação inicial de estruturas do tipo 
“orelha” (Figura 5B) e embriões somáti-
cos globulares (Figura 5C).
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Figura 5. Desenvolvimento de calos 
embriogênicos após criopreservação em 
plúmulas de coqueiro AVeBrJ. A - calos 
com coloração esbranquiçada a amarelada-
amarelada; B - estrutura do tipo “orelha” (eo); 
C- Estruturas globulares (eg).
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Tabela 1. Componentes do meio de cultura 
básico Y3.

Macronutrientes mg/L
CaCl2.2H2O 294
KCl 1492
KNO3 2020
MgSO4.7H2O 247
NH4Cl 535
Micronutrientes mg/L
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
FeEDTA
FeSO4.7H2O 13,9
Na2EDTA.2H2O 37,3
Vitaminas µg/L 
Ácido nicotínico 50
Biotina 50
Ca-pantotenato 50
Mio-Inositol 100
Piridoxina – HCl 50
Tiamina – HCl 500

Fonte: Eeuwens, 1976.
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Considerações finais
Recomenda-se a técnica de vitrifica-

ção em gostas para a criopreservação 
de plúmulas de coqueiro anão verde 
do Brasil de Jiqui com o uso das solu-
ções crioprotetoras PVS2 ou PVS3 e 
reaquecimento das plúmulas criopreser-
vadas em solução de descarregamento 
meio Y3 com 1,2 M de sacarose por  
30 minutos. 

A criopreservação de plúmulas oriun-
das embriões zigóticos de coqueiro anão 
verde do Brasil de Jiqui possibilitará a 
implantação de coleções ou bancos de 
germoplasma complementares às co-
leções de campo de forma segura pela 
menor possibilidade de transmissão de 
enfermidades. Além disso, possibilita a 
regeneração de várias plantas pela em-
briogênese somática.
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