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O género Cocos é constituido apenas pela espécie Cocos
nucifera L., a qual é composta de algumas variedades,

entre as quais as mais importantes sdo: Typica (Var.
Gigante) e Nana (Var. Ané). Os hibridos de coqueiro
mais utilizados no Brasil e no mundo sao resultantes

dos cruzamentos entre essas variedades (COSTA e
RIBEIRO, 2012). A Embrapa vem ao longo dos anos
desenvolvendo e selecionando hibridos intervarietais de
coqueiro. O coqueiro hibrido intervarietal Ando x Gigante,
é uma cultivar de ampla utilidade comercial, podendo ser
empregada para producoes de dgua de coco e de fibras,
e principalmente, para producéo de polpa ou albimen
solido. (COSTA e RIBEIRO, 2012). Na producéo de
hibridos a receptividade da flor feminina dura apenas 1

a 3 dias (KONAN et al., 2005) sendo imprescindivel a
disponibilidade de graos de pélen viaveis.

Em palmeiras estudos sobre conservacéao e viabilidade
de graos de pdlen tem recebido atencao especial devido
a producéo de hibridos, sendo realizado em graos de
poélen frescos e conservados sob baixas temperaturas
(OLIVEIRA et al., 2001; SOUSA et al., 2010). Para
coqueiro ja foram publicados trabalhos com diferentes
gendtipos (ARMAENDARIZ et al., 2006; KARUN et
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al., 2006; KARUN e SAJINI, 2010; MACHADO, 2012;
MOURA, 2012).

Os principais fatores que podem afetar a viabilidade

do pdlen armazenado sdo a umidade e a temperatura

de armazenamento e fatores genéticos e fisioldégicos
(GANESHAN et al., 2008). A viabilidade dos graos de
pdlen do coqueiro Gigante Praia do Forte do Brasil (GBrPF)
em temperatura ambiente apds a abertura da espata cai
de 89,94% até 51,34% durante nove dias (MOURA,
2012).

Dessa forma tem-se procurado desenvolver métodos

de armazenamento em que os mesmos interfiram o
minimo possivel nos propdsitos de conservacao. Neste
contexto, estudos sobre viabilidade e conservacao de
graos de podlen para uso em programas de melhoramento
e producdo de hibridos torna-se imprescindiveis. Estudos
recentes da Embrapa Tabuleiros Costeiros registram
viabilidades de graos de pdélen de acessos de coco acima
de 80% por corante e por germinacao do tubo polinico
acima de 60%, dos 60 aos 730 dias de armazenamento
em diferentes condicdes (MACHADO, 2012; 2013;
MOURA, 2012).
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Procedimentos para a Conservacdo e Viabilidade de Graos de Pélen de Coqueiro-gigante-do-Brasil-Praia-do Forte

O objetivo dessa publicacao é descrever protocolo
adequado de conservacao e avaliacao de graos de pdlen
de coqueiro gigante do Brasil Praia do Forte (GBrPF) a
partir de estudos conduzidos no laboratério de cultura de
tecidos de plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros.

Morfologia da inflorescéncia do coqueiro

O coqueiro possui inflorescéncias paniculadas, axilares,
protegidas por bracteas grandes, denominadas espatas
(Figura 1A). Apdés completar seu desenvolvimento (3

a 4 meses), a espata abre-se expondo a inflorescéncia
formada pelo pedinculo, espigas e flores (Figura 1B). Por
ser uma planta monoica as flores masculinas e femininas
(Figura 1C) estao presentes separadamente na mesma

inflorescéncia (PASSOS, 1998).
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Figura 1. Inflorescéncia do coqueiro. A- Espata fechada e

inflorescéncia com frutos; B- Espata aberta com espigas ou
raquilas; C- Flores masculinas (m) e femininas (f).

Coleta do podlen

O florescimento do coqueiro ocorre o ano. Em média,
um coqueiro produz 12 folhas e inflorescéncias por
ano, porém o ritmo da emissdo pode variar de 11 a 15
inflorescéncias (PASSOS, 1998).
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Espatas fechadas em estadio de desenvolvimento
préximo a maturacéo (3 a 4 meses) (Figura 2A) devem
ser coletadas de plantas matrizes de acessos de
coqueiro gigante do Brasil Praia do Forte (GBrPF) com
caracteristicas agrondmicas superiores e livres de pragas
e doencas.

Obtencao e preparo dos graos de poélen a
serem conservados e armazenamento

No laboratério, as espatas devem ser mantidas em
balde plastico com capacidade de 10L em condicbes
de temperatura ambiente (24 + 1°C) até sua completa
abertura, em torno de 3 a 5 dias.

As raquilas contendo as flores masculinas (Figura 2B)
devem ser retiradas da inflorescéncia e mantidas em
recipiente. Em seguida, com auxilio de espéatula os graos
de pélen sdo cuidadosamente raspados das anteras
(Figura 2C), mantidos em placa de Petri e acondicionados
em criotubos (Figura 2D) para armazenamento em
nitrogénio liquido, ou outro recipiente (vidro ou plastico)
para armazenamento em congelador de geladeira a
-4°C, em freezer a -20°C e ultrafreezer a -80°C.
Apesar do grao de pdlen do coqueiro GBrPF apresentar
alta viabilidade (maior que 70%) até cinco dias apds

a coleta em temperatura ambiente (24 + 1°C ), o
acondicionamento deve ser realizado o mais rapido
possivel para garantir a qualidade do pdélen.

Figura 2. Etapas da obtencéo e acondicionamento de grdos de pdlen.
A- Espata fechada; B- Raquilas com flores masculinas e femininas;

C- Flor masculina com anteras impregnadas com grdos de pélen; e D-
Acondicionamento dos graos de pélen em criotubos.

Analises de viabilidade polinica

A andlise de viabilidade é importante no processo de
conservacao, pois quanto maior a viabilidade inicial do
pélen maiores as chances de sucesso no cruzamento com
pélen conservado (AMARAL et al., 2012). A viabilidade
do pdlen pode ser avaliada por quatro métodos: (1) por
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meio de corantes; (2) germinacédo in vitro; (3) germinacéo
in vivo, e (4) porcentagem de frutificacao efetiva, obtida
com a utilizagado do pélen em teste (GALETTA, 1983).

A seguir sdo descritas as metodologias para a avaliacao
da viabilidade por corante e por germinagao in vitro do

tubo polinico.

Avaliacdo da viabilidade polinica por
germinacao in vitro

Para avaliacdo da viabilidade dos graos de pélen,

amostras sdo retiradas das condicGes de armazenamento
e submetidas a reidratacdo por duas horas, em placa de
Petri com papel filtro umedecido com &gua estéril (Figura
3A). Em seguida, os grdos de pdlen sdo inoculados

em placas de Petri contendo 2 mL de meio de cultura
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Figura 3. Etapas da avaliacdo da viabilidade de grdos de pdlen por germinacéo in vitro do tubo polinico. A- reidratacdo de graos de pélen em placa de

de Lora (LORA et al., 2006) composto por 200 mg L'
MgS0,.7H,0; 300 mg L' Ca(NO,)0,.4H,0; 100 mg L™
KNO,; 100 mg L' H,BO,; 40 g L' de sacarose (Figura 3B).
As placas devem ser mantidas em incubadora biolégica
por 24 horas, na auséncia de luz, em temperatura de
24+ 1°C e umidade de 34% (Figura 3C).

Em microscépio estereoscépio, objetiva 10 a 40X, as
placas de Petri sdo analisadas quanto ao nimero de
graos de pélen germinados (Figura 3D), preferencialmente
com camara digital acoplada para captura das imagens.
Cada placa é divida em quatro campos de avaliacao
correspondendo a quatro repeticées (Figura 3E). Séao
considerados como graos de pélen germinados os que
apresentarem comprimento do tubo polinico maior que
seu o diametro (Figura 3F).

-

Petri com papel filtro umedecido; B- Inoculacédo de grdos de pdlen em meio liquido de Lora; C- Placas de Petri em incubadora biolégica; D- Avaliacdo em

microscoépio Leica com captura de imagem; E- Avaliacdo da viabilidade de grédos de pdlen por crescimento do tubo polinico; F- Detalhe do crescimento do

tubo polinico (TP).

Avaliacdo da viabilidade polinica por
corante

Para avaliacdo da viabilidade dos graos de pdlen,
amostras sao retiradas das condicGes de armazenamento
e submetidas a reidratacao por duas horas, em camara
Umida (placa de Petri com papel de filtro tmido) na
temperatura ambiente (Figura 4A). Para determinacao
da viabilidade por corante, uma amostra do pdlen, com
aproximadamente 0,02 gramas deve ser colocada em
lamina acrescentando-se uma gota de carmim acético
1%, homogeneizando-a e, em seguida, colocar laminula

(Figura 4B). Em seguida, a lamina é colocada em placa
de Petri e mantida em incubadora biolégica por 25 a 30
minutos em temperatura de 37 = 1°C, na auséncia de luz
(Figura 4C).

Em microscépio estereoscépio, objetiva 10 a 40X, as
laminas sdo analisadas quanto ao nimero de graos viaveis
e invidveis por quadrante (Figura 4D). Cada lamina é
divida em quatro campos de avaliacado correspondendo a
quatro repeticoes (Figura 4E).
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Sao considerados como graos de pdélen vidveis aqueles corados de vermelho (pela reacao da presenca de atividade
enzimatica) e com paredes intactas e como nao vidveis os incolores ou corados de vermelho com rupturas das paredes
(Figura 4F).

Calculos da viabilidade de grdaos de pdlen
Para o célculo da porcentagem de viabilidade é considerada a seguinte férmula:

Viabilidade do pdlen (%) = N° de grdos corados ou germinados
N° total de graos pélen x 100

De acordo com Souza et al. (2002), valores acima de 70% séo considerados como alta viabilidade do pdlen, de 31 a
69% como média e até 30%, baixa.
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Figura 4. Etapas da avaliagédo da viabilidade de grdos de pdlen por corante Carmim acético 1%. A- Reidratagédo de grdos de pdlen em cadmara Umida; B-
Preparo de laminas com carmim acético 1%; C- Placas de Petri em incubadora bioldgica; e D- Avaliacdo da viabilidade de grdos de pélen em microscépio;
E- Avaliacdo da viabilidade de grdos de pdlen; F- Detalhe da coloragdo dos grdos de pdlen vidveis (PV) e invidveis (Pl).

Viabilidade de graos de pélen do acesso GBrPF em diferentes temperaturas de
armazenamento

A viabilidade média de graos de pdlen aos 60 dias é apresentada, na Tabela 1. Os graos de pdlen de coqueiro GBrPF
apresentaram boa viabilidade quando armazenados em diferentes condicdes, com destaque para os armazenados em
congelador de geladeira a -4°C, ultrafreezer a -80°C e em nitrogénio liquido (-196°C), que apresentaram alta viabilidade
conforme escala de SOUZA et al. (2002) . Observa-se, na Figura 5, a predominancia de graos de pdlen corados com
paredes celulares intactas em todas as condicdes de armazenamento.
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Tabela 1. Porcentagem da viabilidade de graos de pdlen
do acesso GBrPF por germinacdo do tubo polinico

e coloracdo com carmim acético 1% em diferentes
condicdes de armazenamento aos 60 dias.

Congelador de

geladeira a -4°C 72,26 96,86
Freezer a -20°C 62,16 94,81
Ultrafreezer a

-80°C 75,02 94,23
Nitrogénio liquido 81,93 89 93

-196°C

Figura 5. Aspecto geral dos grdos de pélen vidveis corados por carmim
acético 1% do acesso GBrPF em quatro temperaturas de armazenamento
(10x): A: -4°C ; B: -20°C: -80°C; D: -196°C.
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