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Resumo

A manutencao de bancos de germoplasma de coqueiro no campo tem sido

a estratégia mais utilizada para a conservacao de recursos genéticos. O
valor e o papel dos métodos convencionais sempre terdao grande importancia
na conservacao de recursos genéticos, entretanto os elevados custos de
manutencao e riscos de perda tém reforcado o estabelecimento de métodos
complementares como a criopreservacao. O objetivo do trabalho foi gerar
conhecimento técnico-cientifico para aprimorar protocolos de criopreservacao
de coqueiros gigante do Brasil Praia do Forte e ando verde do Brasil de Jiqui
como estratégia complementar de conservacao de recursos genéticos de
coqueiro. Para os estudos de criopreservacao foram utilizados embrides
zigéticos oriundos de plantas adultas de acessos de coqueiro anao verde do
Brasil de Jiqui (AVeBrJ) e de coqueiro gigante do Brasil da Praia do Forte
(GBrPF), provenientes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de coco da
Embrapa Tabuleiros Costeiros. Nao houve efeito significativo dos tempos

de imersao (24, 48 e 72 horas) na umidade dos embrides AVeBrJ, sendo
que o valor médio obtido foi de 13,5% de umidade. Houve efeito altamente
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significativo das solucdes crioprotetoras na umidade dos embrides de coco
AVeBrd. Os embrides imersos na solucao 1,75 M de sacarose + 15% glicerol
apresentaram menor umidade (12,3%) quando comparado com a solucéo

3,33 M de glicose + 15% glicerol (14,6% de umidade). Ndo houve efeito
significativo das solucdes crioprotetoras na umidade dos embrides do acesso
GBrPF. Os embrides imersos na solugdo C1 (meio Y3 + 3,33 M glicose)
apresentaram umidade média de 20,06% e, na solucao C2 (meio Y3 + 3,33
M glicose + 15% glicerol) 23,17%. Houve efeito significativo dos tempos de
imersdo, sendo que 24 horas de imersdo proporcionou menor umidade (11,8%)
quando comparado com 72 horas (29,1%).

Palavras-chave: Cocos nucifera, recursos genéticos, conservacdo ex situ,
crioprotetor.

Introducao

O coqueiro (Cocos nucifera L.) € uma das plantas tropicais que apresenta
uma ampla gama de produtos e subprodutos para a utilizacdo na alimentacao
humana, industria, construcao rural, confeccdo de artesanato, além de ser
adaptado a solos de baixa fertilidade natural, e é cultivado em mais de 86
paises. O Brasil, segundo dados da FAO de 2008, ocupa no mundo o quarto
lugar em é&rea colhida e producado de coco. A cocoicultura é uma alternativa
para a base da agricultura sustentavel nas pequenas e médias propriedades da
regiao Nordeste, que ocupa o primeiro lugar de area plantada de coco no Brasil
sendo responséavel por 66% da producdo total ocupando 46.642 ha. No total
a exploracado do coco gerou para o Nordeste, considerando apenas o valor da
producéao, cerca de 631,95 milhdes de reais no ano de 2006 (IBGE, 2011). O
Estado de Sergipe detém cerca de 10% da area ocupada de coco no Nordeste
(IBGE, 2011). As principais variedades de coqueiro cultivadas no Brasil sdo
gigante do Brasil Praia do Forte e anao verde do Brasil de Jiqui. A variedade
gigante, que compde 70% dos coqueirais brasileiros, apresenta crescimento
rédpido e sua fase vegetativa é longa, iniciando seu florescimento entre 5 a 7
anos quando cultivado em condi¢cdes edafoclimaticas ideais. Esta variedade
atinge normalmente de 20 a 30 m de altura, podendo produzir até 80 frutos/
planta/ano, de tamanho que varia de médio a grande, e com vida econémica
de 60 a 70 anos. No Brasil é muito empregado, in natura, para uso culinério
(na producao de doces, bolos etc.), bem como na agroinduistria de alimentos
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para leite de coco, farinha de coco, entre outros. A variedade Ana, que compode
20% dos coqueirais brasileiros, apresenta desenvolvimento vegetativo lento, é
precoce, iniciando a producdo em média com dois a trés anos apds o plantio.
Chega a atingir 10 a 12 m de altura e tem vida Uutil em torno de 30 a 40 anos.
Apresenta estipe delgado, folhas numerosas, porém curtas, produz um grande
numero de pequenos frutos (150 a 200 frutos/planta/ano), é mais sensivel ao
ataque de pragas, como 4acaro, e doencas foliares. Em geral apresenta maiores
exigéncias de clima e solo do que a variedade Gigante (RIBEIRO et al., 2002).

A manutencdo de bancos de germoplasma de coqueiro no campo tem sido

a estratégia mais utilizada para a conservacao de recursos genéticos. O

valor e o papel dos métodos convencionais sempre terdo grande importancia
na conservacao de recursos genéticos, entretanto os elevados custos de
manutencdo e riscos de perda tém reforcado o estabelecimento de métodos
complementares como a criopreservacao. A conservacao de plantas in vitro se
baseia no cultivo das colecdoes em laboratérios, a partir da técnica de cultura de
tecidos, permitindo a rdpida multiplicacdo e armazenamento de germoplasma
de plantas em ambiente asséptico, livre de patégenos (GEORGE, 1993). O
aprimoramento de protocolos de criopreservacao de coqueiro é de primordial
importancia para estabelecer estratégias complementares de conservacao

e intercambio de germoplasma. As primeiras pesquisas no Brasil com
criopreservacao de coqueiro foram iniciadas em 2011 com o coqueiro AVeJBr
na Embrapa Tabuleiros Costeiros, onde foi possivel desenvolver um protocolo
de desidratacao de embrides e a adaptacao de metodologias para estudo da
viabilidade de embrides zigdticos apds a desidratacdo (COPELAND-GOMES,
2010). O objetivo do trabalho foi gerar conhecimento técnico-cientifico para
aprimorar protocolos de criopreservacao de coqueiros gigante do Brasil Praia
do Forte e ando verde do Brasil de Jiqui como estratégia complementar de
conservacao de recursos genéticos de coqueiro.

Material e Métodos

Para os estudos de criopreservacédo de coqueiro foram utilizados embrides
zigéticos oriundos de plantas adultas de acessos de coqueiro anao verde do
Brasil de Jiqui (AVeBrJ) e de coqueiro gigante do Brasil da Praia do Forte
(GBrPF), provenientes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de coco da
Embrapa Tabuleiros Costeiros. No local de coleta cilindros de endosperma,
contendo o embrido zigdtico, foram extraidos de frutos maduros com 10-
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11 meses de idade, e submetidos a assepsia com imersao em hipoclorito

de sédio comercial 2-2,5%), seguida da triplice lavagem em &gua potavel.
Posteriormente, o material foi acondicionado em recipientes estéreis e enviado
ao Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, Aracaju, Sergipe. Em camara de fluxo laminar, os embrides foram
excisados dos cilindros de endosperma e submetidos a assepsia por meio da
imersdo em alcool etilico 70% por 30 segundos, em hipoclorito de sédio (2-
2,5% v/v) por cinco minutos, seguida da triplice lavagem em agua destilada

e estéril. Para avaliacao do efeito das solucGes crioprotetoras e dos tempos
de imersdo na desidratacao, os embridoes zigéticos do acesso AVeBrJ foram
imersos em duas solugoes crioprotetoras: C1 - meio Y3 (EEUWENS, 1976)

+ 1,75 M sacarose + 15% glicerol (COPELAND-GOMES, 2010) e C2 - meio
Y3 + 3,33 M glicose + 15% glicerol (Assy-Bah e Engelmann, 1992) e os
embrides do acesso GBrPF em C1 - meio Y3 + 3,33 M glicose e C2 - meio
Y3 + 3,33 M glicose + 15% glicerol (ASSY-BAH e ENGELMANN, 1992),
por 24, 48 e 72 horas sob agitacdo de 100 rpm em mesa orbital a 25 +

1°C na auséncia de luz. Em seguida, os embridoes zigéticos AveBrJ e GBrPF
foram desidratados em 80 g de silica gel por 34 e 30 horas, respectivamente,
conforme metodologia de N'NAN et al. (2012). Apds cada periodo de imersao
nas solucdes crioprotetoras (24, 48 horas ou 72 horas) e permanéncia em
silica gel, 72 embrides foram pesados em balanca digital, para determinacao da
massa fresca (MF). Em seguida, os embrides foram colocados em recipientes
de metal e mantidos em estufa a 105°C por 18 horas para a determinacéo da
massa seca (MS) (COPELAND-GOMES, 2010). A umidade dos embrides foi
determinada utilizando a férmula: TU = (MF-MS)/MF X 100 (AOAC, 2003).
Na avaliacao do efeito das solugdes crioprotetoras e tempo de imersao na
umidade de cada acesso foi considerado um delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 3 (2 solugbes crioprotetoras x 3 tempos
de imersao), com quatro repeticdes, sendo cada parcela composta por trés
embrides, perfazendo 72 embrides. As médias das varidveis foram submetidas
a analise de variancia e comparadas pelo teste de Tukey a 5% utilizando o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).
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Resultados e Discussao

Os embrides zigoticos do acesso AVeBrJ apresentaram umidade inicial média
de 80,3%, porém, apds a imersao nas solucdes crioprotetoras e desidratacao
em silica gel, houve a reducéo de 66,9% do teor de 4gua. Ndo houve diferenca
entre os tempos de imersdo (24, 48 e 72 horas) na umidade dos embrides
AVeBrJ (Tabela 1), sendo que o valor médio obtido foi de 13,5% de umidade.
Houve efeito altamente significativo das solucGes crioprotetoras na umidade
dos embrides de coco AVeBrJ. Os embrides imersos na solucdo C1 (meio Y3 +
1,75 M de sacarose + 15% glicerol) apresentaram em média menor umidade
(12,3%) quando comparado com a solucdo C2 (meio Y3 + 3,33 M de glicose
+ 15% glicerol) (14,6% de umidade) (Figura 1).

Tabela 1. Resumo da anélise de varidancia da umidade de embrides zigéticos de
coqueiro AVeBrJ, em funcédo de duas solucées crioprotetoras (S), durante trés
faixas de tempo de imerséao (T)1.

Tempo (T) 2 0,8628 ns
Solucéo (S) 1 29,4844 %%
Solucéo x Tempo 2 2,0886 ns
Residuo 17 0,9379
CV% 717

** Significativo a 5% de probabilidade, * significativo a 1% de probabilidade; ns Nao
significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados transformados em (X +
0,5)1/2.
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Figura 1. Umidade dos embrides zigéticos do acesso AVeBrJd em funcéo de duas solucdes
crioprotetoras. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nao houve efeito significativo das solucdes crioprotetoras na umidade dos
embrides do acesso GBrPF (Tabela 2). Os embrides imersos na solucado C1
(meio Y3 + 3,33 M glicose) apresentaram umidade média de 20,06% e, na
solucdo C2 (meio Y3 + 3,33 M glicose + 15% glicerol) 23,17 %.

Tabela 2. Resumo da anélise de varidancia da umidade de embrides zigdticos de
coqueiro GBrPF, em funcao de duas solucdes crioprotetoras (S), durante trés
faixas de tempo de imerséo (T)'.

Fonte de variacdao (c]8 awv
Solucéo 1 0,36 ns
Tempo 2 6,87*
Solucdo x Tempo 2 1,31 ns
Residuo 12 1,12
CV% 23,46

** Significativo a 5% de probabilidade, * significativo a 1% de probabilidade; ns Nao
significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ' Dados transformados em (X +
0,5)"2.

Houve efeito significativo dos tempos de imersao (Tabela 2), sendo que 24
horas de imersédo proporcionou menor umidade (11,8%) quando comparado
com 72 horas (29,1%) (Figura 2).
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Figura 2. Umidade dos embrides zigdticos do acesso GBrPF em funcéo dos trés tempos
de imersdo nas solucdes crioprotetoras. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para fins de criopreservacao o tempo de 24 horas é o mais indicado, por
proporcionar menor umidade, reduzindo os riscos de formacao de cristais de
gelo durante o congelamento.

Conclusoes

A solucéo crioprotetora composta por meio Y3 + 1,75 M de sacarose + 15%
glicerol proporciona menor umidade aos embrides zigéticos maduros de coco
AVeBrJ, e as solucdes crioprotetoras compostas por meio Y3 + 3,3 M de
glicose e meio Y3 + 3,3 M de glicose + 15% de glicerol combinadas com

o menor tempo de imersao de 24 horas proporcionam menor umidade aos
embrides zigdéticos maduros de coco GBrPF, podendo ser recomendadas para
futuros protocolos de criopreservacao.
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