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Resumo

O coqueiro é uma monocotiledonea presente em mais de 90 paises sendo
uma éarvore de porte alto, pode chegar a 30 metros. Cultivada em sua

maioria em ambiente costeiro de praia apresenta nimero diploide 2n = 32
cromossomos. Possui apenas duas variedades, entre as quais destacam-se
socioeconomicamente e agroindustrialmente a ‘Typica’ que é a variedade
gigante e a ‘Nana’, ou variedade Ana. Como apoio aos programas de
melhoramento de uma espécie perene, o desenvolvimento de di-hapléides
mostra um caminho promissor na obtencao de plantas homozigotas. A busca
por metodologias eficientes na producao de plantas haploides tem despertado
interesse para aplicacédo e estudos no melhoramento genético vegetal.

Essa haploidizacdo ocorre espontaneamente, porém em uma frequéncia
extremamente baixa. Sendo possivel através da inducédo, resultar numa planta
duplo haploide por meio de métodos utilizados pela técnica de cultura de
tecidos. Em virtude de nao estarmos conseguindo transformar geneticamente
as bananeiras, decidimos alterar o projeto. Com isso, o intuito desta atividade
foi o de iniciar os trabalhos com a inducao de androgénese em anteras de
coqueiros, com a finalidade de obtencéo de plantas duplo haploides de
coqueiro.
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Introducao

Cocos nucifera L. (Arecaceae) é uma monocotiledénea presente em mais de
90 paises (PERERA, 2008), sendo uma arvore de porte alto, pode chegar a 30
metros. Cultivada em sua maioria em ambiente costeiro de praia (FONSECA,
2009), apresenta numero diploide 2n = 32 cromossomos. Possuem

algumas variedades, entre as quais destacam-se socioeconomicamente e
agroindustrialmente a ‘Typica’ que é variedade gigante e ‘Nana’, variedade
An3 (ARAGAO et al., 2002, citado por BENASSI, 2007).

O método moderno de melhoramento de plantas depende da disponibilidade

do material genético. Onde o desenvolvimento de di-hapléides mostra um
caminho promissor na obtencéo de plantas homozigotas (FORSTER et al. 2007,
citado por BAL, 2012). A busca por metodologias eficientes na producao

de plantas haploides tem despertado interesse para aplicacdo e estudos no
melhoramento genético vegetal (SANTOS, 2002). Onde Segundo Germana,
2011, essa haploidizagao ocorre espontaneamente, porém em uma frequéncia
baixa. Sendo possivel através da inducdo, resultar numa planta duplo haploide
por meio de métodos utilizados pela técnica de cultura de tecidos. Onde Perera
(2010) elucidou que quando se trata de visar estratégias eficientes, a cultura de
tecidos tem um enorme potencial para producao de linhagens homozigotas.

De acordo com Perera (2008), a dificuldade referente ao melhoramento
genético do coco é a longa vida Util e a elevada heterozigosidade que torna
o trabalho lento, caro e dificil. Porém o desempenho de tal procedimento
leva a obtencao de di-hapléides resultando na formacao de novas cultivares
pelo melhoramento. Mostrando que o processo de auto-fertilizacdo ou
retrocruzamento, tem como finalidade conseguir a homozigosidade, processo
que pode levar 60 anos para ser desenvolvido quando utilizados os protocolo
de métodos convencionais.

A androgénese de acordo com Santos, 2002, é a alteracao da formacéao do
pdélen para originar plantas haploides, sendo a principal técnica utilizada para o
melhoramento vegetal. Segundo Ferreira, 1990, uma alternativa para diminuir
o tempo para obtencao linhagens homozigotas é a cultura de anteras ou de
micrésporos, sendo baseada no potencial do gameta sexual masculino para
geracao de plantas haploides, sendo que uma planta haploide tem metade do
nimero de cromossomos.
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Material e Métodos

Formacédo de Di-hapléides

A metodologia para a formacao de di-hapldides consistiu no preparo do meio
de Eeuwens Y3 (Eeuwens, 1976) com modificacoes (FERNANDO e GARAGE,
2000; KARUNARATNE et al. 1985), meio basal liquido utilizado como meio de
cultura padrao para a inducao de androgénese no decorrer dos experimentos.

De acordo com Perera et. al. (2008), o meio foi suplementado com 100uM de
2,4D e 9% (p/v) de sacarose e pH ajustado para 5,8 apés a adicdo de 0,1%
(p/v) de carvao ativado (acido BDH lavado) e os meios foram auto clavados a
aproximadamente 121°C durante 20 minutos. O meio foi vertido em placas de
petri descartaveis e armazenado em geladeira. A inflorescéncia utilizada foi da
folha nove, as anteras de flores masculinas de plantas adultas do BAG de Coco
(coqueiro GBrPF e coqueiro AVej) foram excisadas e anteras foram inoculadas
em cada placa, sendo postas sob temperatura ambiente e no escuro.

Apds abertura da inflorescéncia e retirada da raquis, a mesma foi fechada com
fita durex para evitar exposicao ao ambiente. As anteras foram excisadas e
inoculadas em placa de petri (descartavel) com o meio Y3 liquido (Eeuwens,
1976) sem assepsia, e foram vedadas como papel filme, sendo armazenadas na
sala de crescimento no escuro, sendo feito o acompanhamento do material.

Foi preparado um meio Y3 liquido (Eeuwens, 1976) auto clavado e vertido em
48 placas de petri descartaveis que foram vedadas com papel filme e colocadas
na geladeira para posterior inoculacao, além do acompanhamento das anteras
que foram inoculadas anteriormente e da inflorescéncia utilizada.

No procedimento com assepsia, ocorreu a desinfeccdo das raquis com
alcool 70% e trés lavagens com agua estéril e a excisdo das anteras, sendo
inoculadas 10 anteras em cada placa petri (descartavel), num total de 26
placas, que continha o meio Y3, preparado anteriormente, foram vedadas e
armazenadas no escuro a temperatura ambiente.

Placas com Pré-tratamento

As flores masculinas foram submetidas a assepsia com éalcool 70% e trés
lavagens com agua estéril. Foi retirado um total de 480 anteras e dispostas em
grupos de 20 em papel filtro, e estes armazenados em 24 saquinhos de papel
aluminio, ambos auto clavados, sendo submetidas ao pré-tratamento de calor a
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38°C ou frio a 4°C e, respectivamente, inoculadas em 1, 4, 7,14 dias.

Na primeira inoculacédo as anteras foram retiradas de trés saquinhos de cada
tratamento e dispostas em duas placas de petri com meio Y3, contendo dez
anteras em cada placa. Seis placas para ambos os tratamentos. E assim,
vedadas e postas a temperatura ambiente no escuro.

Nas inoculacdes seguintes, em 4, 7 e 14 dias, repetiu-se o mesmo
procedimento anterior. Acompanhamento das placas com e sem assepsia,
observacédo da primeira inoculacdo com o pré-tratamento e retirar as placas
contaminadas armazenadas no escuro, sendo observado que as anteras da BOD
38° apresentavam aparéncia bastante ressecada e de oxidacéao.

Resultados e Discussao

Em virtude deste problema, tivemos que alterar a programacao do trabalho.
Sendo assim os resultados abaixo foram obtidos com avaliacdo de outro
trabalho: Aplicacao de técnicas biotecnolégicas para o desenvolvimento de
linhagens di-hapléides de um acesso de coqueiro (Cocos nucifera L.) que visa a
obtencao de plantas dihaploides.

Na Figura 1, podemos ver de forma esquematica, as diferentes etapas e
andlises do trabalho. Primeiramente a inflorescéncia da folha 8 foi coletada e
aberta no Laboratério de Cultura de tecidos (Figura 1A). Em seguida, as raquis
foram selecionadas, e as anteras separadas em fluxo laminar, para evitar
contaminacao (Figura 1B). Estas anteras foram submetidas a pre tratamentos
distintos, 4°C e 28°C por intervalos de dias diferentes (Figura 1C). Apds os
pré-tratamentos, todas as anteras foram inoculadas em meio liquido contendo
carvao ativo para reduzir a oxidacdo do material (Figuras 1D e 1E). E colocadas
no escuro a uma temperatura média de 28°C por 3 meses, com avaliacoes
semanais quanto a contaminacao e desenvolvimento do material (Figura 1F).
E por fim, a cada andlise, visualizdvamos as diferentes etapas do processo a
fim de entender o desenvolvimento ou inducdo da androgénese (Figura 1G).

A etapa de inducdo de androgénese leva de 3 a 6 meses, por isso avaliaces
quinzenais estao sendo feitas neste estagio.
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Figura 1. Diferentes etapas do processo de producdo de duplohapléides. (A)
Inflorescéncia. (B) Separacdo das raquis. (C) Placas preparadas para os diferentes pré-
tratamentos. (D) Placa de petri com meio de cultivo com carvao ativado e as anteras.
(E). Vista aproximadas do meio de cultura com as anteras na placa de petri. (F) Local
onde as placas foram incubadas no escuro. (G) Avaliacdo em lupa para acompanhar o

desenvolvimento da antera.

Conclusoes

Originalmente o projeto seria sobre Transformacao genética de banana. No
entanto, esta etapa de transformacao genética nao foi executada devido a
contaminacdes sucessivas das células em suspenséao utilizadas neste trabalho.
Poderiamos efetuar a transformacdo, mas ndo poderiamos levar este material
a campo e por isso foram autoclavadas antes de serem transformadas.

Temos os clones prontos para serem utilizados mas nao pudemos seguir os
procedimentos por questdes de biosseguranca. Com isso, ndo foram obtidas
plantas transformadas de banana com nenhum dos promotores clonados.

Para o trabalho com obtencéo de dihaploides em coco, o trabalho esta em
andamento e devera iniciar o processo de regeneracao a partir de setembro (6
meses apods a inoculacao). Por hora o que temos é o processo de retirada dos
materiais que contaminaram e avaliacoes do desenvolvimento.
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