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RESUMO

GOMES-COPELAND, Kicia Karinne Pereira. Estudos fisiolégicos e bioquimicos para
criopreservacao de embrides zigoticos de coqueiro ando verde de Jiqui do Brasil.
Sergipe: UFS, 2010. 51p. (Dissertagdo — Mestrado em Biotecnologia)

A cultura do coco (Cocos nucifera L.) tem uma importancia significativa, por gerar
emprego e renda durante todo o ano. Os bancos de germoplasma in vitro oferecem
varios beneficios, tais como altas taxas de multiplicacdo, producdo de matrizes livres de
patégenos, reducdo da erosao genética, reducdo da demanda por espaco, reducédo de
custos com a méo de obra, e simplificacdo do intercambio internacional de germoplasma.
Portanto, a conservacao a longo prazo supri essas necessidades, como também pode
ser utilizado para conservar espécies recalcitrantes e intermediarias. Este trabalho tem
como objetivos, a conservacdo em longo prazo de embribes zigéticos maduros de
coqueiro (Cocos nucifera L.) ando verde de Jiqui do Brasil, em nitrogénio liquido a -196
°C; adaptar a aplicagdo de testes de tetrazolio, condutividade elétrica e lixiviacdo de
potassio para estudos da viabilidade de embrides criopreservados; e analisar a
viabilidade dos embrides apos a criopreservagdo. Foram utilizados embribes zigoticos de
frutos com 11 meses de maturagdo provenientes de um plantio de Coqueiro An&do Verde
de Jiqui do Brasil (AveJBr). Cilindros de endosperma com embrides zig6ticos foram
acondicionados em recipientes estéreis e encaminhados para o Laboratorio de Cultura de
Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, Sergipe. Foram avaliados
os efeitos de diferentes tempos de desidratacéo, tratamentos de crioprotetores e tipos de
secagem na umidade dos embrides utilizando a metodologia de Assy-Bah e Engelmann
(1992) e metodologia CPATC. Testes de condutividade elétrica, lixiviagdo de potassio e
tetrazdlio foram realizados para avaliar a viabilidade dos embrides zigéticos apds a
criopreservacdo. Apé6s a selecdo do método CPATC, embrides zig6ticos de coqueiro
AvelBr foram criopreservados e ap6s 48 horas foram submetidos a etapa de
recuperacdo em meio de cultura Y3 liquido. A metodologia CPATC com a desidratagédo
inicial dos embrides em crioprotetores e posterior secagem em silica gel por quatro horas
promove as menores umidades nos embrides zigéticos maduros de coco AveJBr. O pré-
tratamento de embrides zigéticos maduros de coco AveJBr com crioprotetor com 1,75
mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol por 12 e 16 horas promove a menor umidade dos
embribes, como também maior viabilidade em testes de condutividade elétrica, lixiviagdo
de potassio e tetrazélio. Amostras com 10 embribes é suficiente para analise de
condutividade elétrica em embrifes zig6ticos de coco AveJBr criopreservados ou ndo. O
periodo de incubacdo de embribes de quatro a oito horas € promissor para analise
condutividade elétrica em embribes zigéticos maduros de coco AvelJBr ndao
criopreservados. A concentragdo de 0,25% de tetrazolio é indicada para andlise de
viabilidade de embrides zigoticos maduros de coco AveJBr criopreservados ou ndo. O
periodo de 90 dias ndo é suficiente para avaliacdo da germinacdo de embrides
criopreservados.

Palavras-chave: Cocos nucifera L.; recursos genéticos; membrana celular e bioquimica.

Comité de Orientacdo: Ana da Silva Lédo — Embrapa Tabuleiros Costeiros
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ABSTRACT

GOMES-COPELAND, Kicia Karinne Pereira. Physiological and biochemical studies for
cryopreservation of zygotic embryos of dwarf green coconut-tree Jiqui of Brazil.
Sergipe: UFS, 2010. 51p. (Dissertation - Master in Biotechnology)

The culture of coconut (Cocos nucifera L.) has a significant importance in generating
employment and income throughout all the year. The in vitro germplasm banks offer
several benefits, such as high rates of multiplication, production of arrays free of
pathogens, reduction of genetic erosion, reduced demand for space, cost savings with
the workforce and facilitating international exchange of germplasm. Therefore, the
long-term conservation address these needs, but can also be used to keep recalcitrant
and intermediate species. This paper aims at the long-term retention of mature zygotic
embryos of dwarf green coconut-tree Jiqui of Brazil (Cocos nucifera L.) in liquid
nitrogen at -196 celcius degrees; adapt the application of tetrazolium tests, electrical
conductivity and potassium leaching to study the feasibility of cryopreserved embryos
and to analyze the viability of embryos after cryopreservation. Zygotic embryos of fruits
from a planting of dwarf green coconut-tree Jiqui of Brazil (AveJBr) with 10 at 11
months of maturation were used. Endosperm cylinders with zygotic embryos were
placed in sterile containers and sent to the Plant Tissue Culture Laboratory of Embrapa
Coastal Tablelands, Aracaju, Sergipe. We evaluated the effects of different periods of
dehydration, treatment of cryoprotectants and drying methods on moisture from
embryos using the methodology of Assy-Bah & Engelmann (1992) and CPATC
methodology. Electrical conductivity tests, potassium leaching and tetrazolium were
performed to evaluate the feasibility of zygotic embryos after cryopreservation. After
selecting the adapted method from dehydration, AveJBr coconut zygotic embryos were
cryopreserved and after 48 hours underwent to a recovery stage in culture medium Y3
liquid. The CPATC methodology with the initial dehydration of embryos in
cryoprotectant and subsequent drying in silica gel for four hours promotes lower
humidities in mature zygotic embryos of coconut AveJBr. The pre-treatment of mature
zygotic embryos of coconut AveJBr with cryoprotectant with 1.75 mol L™ sucrose +
15% glycerol for 12 and 16 hours promotes lower humidity of the embryos, but also
higher viability in electrical conductivity , potassium leaching and tetrazolium. Samples
with 10 embryos are sufficient for analysis of electrical conductivity in zygotic embryos
of coconut AveJBr not cryopreserved. The incubation period of four to eight hours of
embryos is promising for the electrical conductivity analysis in mature zygotic embryos
of coconut AveJBr not cryopreserved. The concentration of 0.25% of tetrazolium is
indicated for the viability analysis of mature zygotic embryos of coconut AveJBr not
cryopreserved. The period of 90 days is not sufficient to the germination evaluation of
cryopreserved embryos.

Keywords: Cocos nucifera L.; genetic resources; cell membrane and biochemistry.
Steering Committee: Ana da Silva Lédo - Embrapa Coastal Tablelands



1 INTRODUCAO

O coqueiro é uma palmeira encontrada em todos os trépicos, mas tem como
origem a Asia. E uma cultura tipica de clima tropical, por isso seu habitat natural é as
margens da costa litorAnea, apesar de ainda ser encontrados em solos argilosos até
moderadamente &cido a alcalino (CHAN et al., 2006). No Brasil, seu cultivo se
desenvolve, principalmente, ao longo do litoral, estendendo-se do Pard até o Espirito
Santo. O Brasil é atualmente o quarto maior produtor de coco do mundo, sendo a regido
nordeste onde se concentra a maior parte dessa producao. Entre os estados produtores
nordestinos, se destacam Bahia e Ceara, e Sergipe na quinta posi¢ao.

Do ponto de vista s6cio-econdmico, a cultura do coco tem uma importancia
significativa, por gerar emprego e renda durante todo o0 ano. Isso € explicado pelo fato da
cultura ser matéria-prima de uma gama de produtos alimenticios, bem como ser utilizada
na area de artesanato, mostrando a possibilidade de aproveitamento total do fruto. Além
disso, também permite o consércio com outras culturas como abacaxi, mandioca,
maracuja, abobora, entre outras, e até mesmo a criagdo de animais, contribuindo assim
para a permanéncia do homem do campo.

No entanto, o setor de coco vem enfrentando diversos problemas que afetam
diretamente a sua produtividade. Isso ocorre principalmente devido ao uso de plantas
sem selecdo, a idade avancada dos plantios e a ocorréncia de varias pragas e doencas
gue ainda continuam com pouco ou nenhum tratamento fitossanitario. A auséncia de
cultivares selecionadas se deve ao fato dos programas de melhoramento genético serem
demorados e complexos devido ao longo ciclo, habito de crescimento e auséncia de
métodos de propagacao vegetativa.

Neste contexto, a cultura de tecidos, quando integrada a um programa de
melhoramento, torna-se um instrumento valioso na obtencao de plantas livre de virus,
fungos e bactérias, na clonagem rapida de genétipos superiores, no intercambio e
conservacao de germoplasma.

Assim a formacao de bancos de germoplasma in vitro é de grande valia por trazer
diversos beneficios, tais como altas taxas de multiplicacédo, producdo de matrizes livres
de patégenos, reducdo da demanda por espaco, manutencdo da viabilidade de estruturas
organizadas, baixo custo, entre outras. A conservacdo em longo prazo, também
conhecida por criopreservacdo pode suprir essas necessidades, além da sua
aplicabilidade para conservacédo de espécies recalcitrantes, como o coqueiro.

A criopreservacdo é definida como conservagdo de material bioldgico em
nitrogénio liquido a -196 °C, ou em fase de vapor a -150 °C. Inlmeras espécies ja tem
sido criopreservadas com sucesso. Os primeiros trabalhos de criopreservacdo de
coqueiro foram conduzidos em 1992 por Assy-Bah e Engelmann. Entretanto, ndo existem
resultados de pesquisa sobre o desempenho da técnica para cultivares como o coqueiro
gigante do Brasil e ando verde de Jiqui do Brasil, necessitando de protocolos especificos
para sua conservagao.

A capacidade de tecidos vegetais sobreviverem a criopreservacdo depende da
sua tolerancia a desidratacdo e a baixa temperatura, uma vez que estes fatores podem
afetar irreversivelmente a membrana celular, com consequente morte do tecido. Por essa
razdo sdo importantes, para o desenvolvimento de protocolos, estudos bioquimicos e
fisiolégicos associados a esses estresses para prever 0s possiveis danos causados
diretamente na membrana, como também reduzir custos de conducdo de grandes
experimentos inicialmente. Testes de respostas rapidas como os de condutividade
elétrica, lixiviagdo de potassio e tetrazolio que sdo largamente utilizados em sementes,
podem ser adaptados para a andlise de viabilidade de explantes como sementes e
embrides zigoticos criopreservados.

Este trabalho tem como objetivos a conservacdo em longo prazo de embrides
zigéticos maduros de coqueiro (Cocos nucifera L.) ando verde de Jiqui do Brasil, em
nitrogénio liquido a -196 °C; adaptar a aplicacdo de testes de tetrazoélio, condutividade



elétrica e lixiviagdo de potassio para estudos da viabilidade de embrides criopreservados;
e analisar a viabilidade dos embrides apds a criopreservacao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biodiversidade e Biotecnologia

Estima-se que cerca de 100 mil plantas, representam aproximadamente um terco
de todas as espécies vegetais do mundo, estando elas ainda, no seu estado selvagem,
ameacadas ou em perigo de extingdo (BGCI, 2005 citado por ZHU et al., 2006). Por essa
razao, técnicas para conservar essas espécies introduzindo-as em programas classicos e
modernos de melhoramento de plantas, sdo necessarias. Além da importancia dessa
biodiversidade como fonte de compostos para as industrias farmacéutica, alimenticia e
industrial.

Biodiversidade ou diversidade bioldgica é a variabilidade de organismos vivos de
todas as origens e os complexos ecoldgicos de que fazem parte, compreendendo a
diversidade dentro de espécies, entre espécies e de ecossistemas. Segundo dados da
ONG Conservation International, estima-se que haja no territério brasileiro cerca de 20%
do numero total de espécies do planeta, somente no Brasil, cerca de 60 mil espécies séo
descritas de plantas superiores (20 a 22% do total mundial) (AZEVEDO, 2009).

A biotecnologia utilizada criteriosamente como instrumento de promogdo do
desenvolvimento sustentavel contribuird para a solucdo de problemas que hoje
representam riscos potenciais a sociedade e ao ambiente. A biotecnologia podera
promover o aumento da produtividade agricola, gerar novas técnicas de controle
biologico, melhorar o teor nutritivo dos alimentos e possibilitar avangos no setor da
terapéutica. Uma vez que faz uso da biodiversidade com o objetivo de gerar produtos
mais eficazes e de maior valor agregado, possibilita que o imenso potencial genético
existente no Pais seja utilizado com maior eficacia e de forma diversificada (MCT, 2009).

2.2 Recursos genéticos no Brasil e no mundo

O recurso genético é uma parte essencial da biodiversidade, onde é usado pelo
homem para promover o desenvolvimento sustentavel da agricultura e produgdo de
alimentos. Esses recursos estdo contidos numa diversidade de material genético em
variedades tradicionais, cultivares modernas, cultivares relativamente selvagem e outras
espécies selvagens.

Cerca de 30 mil espécies de plantas sdo comestiveis e sete mil sdo cultivadas ou
coletadas pelo homem para sua alimentacdo, vestuario, moradia e saude em todo ou
qualquer tempo (WILSON, 1988; HEYWOOD, 1995). E importante ressaltar que em 2020
a populacdo mundial sera de oito bilhées, portanto, a producdo por grédos devera ser
duplicada em cerca de cinco bilhdes de toneladas por ano, sendo necessario o melhor
uso de uma ampla classe da diversidade genética de plantas do mundo (RAO, 2004).

Apesar disso, no Brasil, a agricultura e a seguranca alimentar da populagédo ainda
dependem da introducéo de recursos genéticos de outros paises. O fato de ser um pais
rico em biodiversidade, ndo significa que é auto-suficiente em recursos genéticos
vegetais. Por essa razdo, a importacdo sistematica e crescente desses recursos € de
suma importancia para o desenvolvimento sustentavel de um pais (GOEDERT, 2007). A
pesquisa voltada para o desenvolvimento de novas variedades vegetais e racas animais
necessitara de materiais genéticos que apresentam caracteristicas de adaptacéo
ecoldgica, como, por exemplo, resisténcia as pragas e doencas e a adaptacdo as
condi¢des adversas do ambiente (GIACOMETTI, 1993).

A Rede Nacional de Recursos Genéticos atualmente mantém 383 Bancos Ativos
de Germoplasma de Plantas (BAGs), dos quais 140 estdo no sistema Embrapa e 243 em
outras instituicbes do Sistema Nacional de Pesquisa Agropecuéria (SNPA). Destes
BAGs, 52% conservam apenas espécies exéticas, enquanto que 32% apenas espécies
nativas e os restantes 16% ambas as categorias de espécies. A alta proporcdo de



espécies exdticas nestes BAGs é um indicativo da sua importancia para a agricultura no
Brasil (MARIANTE et al., 2009).

Portanto, 0 uso de recursos genéticos, como fonte para a criacdo de novas
variedades, é fator fundamental para se alcancar uma produtividade mais elevada, como
também, para as transformacdes tecnoldgicas verificadas no processo de modernizacao
do agronegdcio. E importante fortalecer as iniciativas para a conservacgéo de espécies em
seus habitats naturais e entre as populacdes tradicionais de agricultores e comunidades
indigenas (conservacdo on farm), e de forma integrada com o sistema formal de
conservacao ex situ € de grande importancia para objetivar esse desenvolvimento téo
esperado pelo mundo (GOEDERT, 2007).

2.3 Aspectos gerais do coqueiro

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma palmeira tropical que se encontra distribuida
mundialmente em mais de 90 paises na regido intertropical, apresentando melhor
desenvolvimento em condicbes de temperatura em torno de 27 °C, nado tolerando
temperaturas inferiores a 15 °C (SILVA, 2002). E considerada como uma das plantas de
maior utilidade ao homem, pois é capaz de gerar um sistema auto-sustentivel de
exploracdo, proporcionando emprego e renda, além de servir como fonte basica da
alimentacdo em varios paises asiaticos. Além da sua importancia paisagistica, toda a
planta pode ser aproveitada, desde a raiz ao fruto, gerando mais de 100 produtos ou
subprodutos (BENASSI, 2009).

A origem do coqueiro é bem discutida, pois alguns relatos afirmam sua origem na
india, outros nas llhas do Pacifico, e outros autores ainda mencionam a Africa. Como
consenso considera-se que o coqueiro seja originario do Sudeste Asiatico (SILVA, 2002).

O coqueiro pertence a familia Arecaceae, da classe das monocotiledéneas, o
género Cocos é constituido apenas pela espécie Cocos nucifera L., a qual € composta de
algumas variedades, gigante (Typica), and (Nana) e hibrido, este Ultimo resultante dos
cruzamentos entre as duas primeiras variedades, 0s quais apresentam os hibridos mais
utilizados As variedades sdo geralmente nomeadas de acordo com a sua suposta
localidade de origem.

2.4 Importancia econémica do coqueiro no Brasil e no mundo

Na ultima década, o cultivo mundial de coqueiro registrou acréscimos, tanto na
producgdo, quanto na area colhida. Em 1995 a producdo mundial foi de 48,9 milhdes de
toneladas, numa area colhida de 10,6 milhBes de hectares, enquanto que, no ano de
2004 a produgédo foi, aproximadamente, de 53,5 milhBes de toneladas em uma area
colhida de 10,7 milhGes de hectares, representando um incremento de 9,4% na producao
e de apenas cerca de 1,0% na area colhida (BENASSI, 2009).

Entre os principais produtores a Indonésia é maior produtor mundial (2.600 mil
toneladas), seguido por Filipinas e india com 1.600 mil toneladas e 736 mil toneladas de
producdo em 2008/09, respectivamente (AGRIANUAL, 2009). Nestes paises, o coqueiro
é explorado, basicamente, para producdo de copra (albumen soélido desidratado a 6%) e
Oleo, produto este que vem enfrentando dificuldades de comercializagédo tendo em vista a
competicdo com outros tipos de 6leos mais baratos e saudaveis como o de girassol e o
de soja (FONTENELLE, 2005). O Brasil € o quarto maior produtor mundial com uma
producdo de 11.818 mil frutos, em uma area colhida de 271 mil hectares (AGRIANUAL,
2009). Dentre os estados brasileiros, os que mais se destacam sdo: Bahia com 593.401
mil de frutos; Ceara com 253.663 mil de frutos; e Sergipe, ocupando a quinta posi¢ao
com 87.509 mil de frutos. Estes Estados representam 52,9% da producgéo nacional de
coco (AGRIANUAL, 2009). Rio Grande do Norte, Alagoas, Pernambuco, Paraiba,



maranhdo, Rio de Janeiro e Espirito Santos, apesar de volumes menos expressivos,
também contribuem para o aumento da producao nacional.

A expansao acelerada da cultura do coco no Brasil, nos ultimos anos, decorre,
sobretudo, do incremento da comercializacdo do coco verde para atender o crescente
mercado da &gua-de-coco. Este mercado ganhou espaco como alternativa para o0s
produtores que se descapitalizaram mediante o aumento das importacbes de coco
ralado. Informac6es do Ministério da do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior
demonstram que de 2007 para 2008 houve uma reducdo de 6.632 hectares (-2,4%) na
area plantada, e de 2006 para 2008 de 12.623 hectares (-4,5%). A producdao total variou
negativamente constatando uma diminuicdo de 28.727 frutos na producdo ao longo
desses anos. Entre os anos de 2007 e 2008 ndo observou-se aumento da area plantada,
pelo contrério, houve uma diminuicdo de 1,4%, entretanto, a producdo de coco seco
aumentou 1%. De uma forma geral a producéo nacional de 2006 a 2008 aumentou 3%
(BRASIL, 2009).

2.5 Conservacdo in vitro de recursos genéticos

Diversos procedimentos biotecnolégicos vém sendo desenvolvidos ao longo dos
anos e o ramo da cultura de tecidos é um dos que mais prosperou. A cultura de tecidos
como ferramenta pode auxiliar diversas areas do conhecimento tais como fitopatologia,
fisiologia, engenharia genética, quimica, citogenética, bioquimica, biologia molecular, em
estudos basicos da biologia de plantas que abrange recentes e importantes métodos que
permitem a propagacdo de plantas isentas de virus e outros patdgenos sistémicos ou
nado, além de poder gerar novos genétipos em laboratério (SOUZA et al., 2006). Permite
ainda aperfeigoar a interacdo entre fatores abioticos (nutricionais, luminosos, temperatura
etc.) e bidticos (hormonais e genéticos), resultando em plantas sadias, vigorosas e
geneticamente superiores, que podem ser multiplicadas massivamente.

A técnica de cultura de tecidos é baseada na totipotencialidade da célula vegetal,
ou seja, na sua capacidade de, por si s, originar uma nova planta, devido as mesmas
apresentarem em seu nucleo, toda informacao genética (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998).

A cultura de tecidos tem como principios basicos para a obtengdo de culturas
assépticas de plantas a escolha do explante, a assepsia, 0 meio nutritivo e as condicbes
ambientais de cultivo. Como fontes de explantes sdo usados apices caulinares, apices
radiculares, gemas axilares ou gemas laterais, segmentos foliares, cotilédones e
entrends, anteras, ovarios, Ovulos, nucelos, embrides zigoticos, inflorescéncias e,
inclusive, tecidos altamente diferenciados, como os provenientes de frutos (MROGINSKI
& ROCA, 1991; BARRUETO CID, 2001; MORAES et al., 2007).

O uso da cultura de tecidos vem crescendo para a conservagdo de recursos
genéticos de plantas, pelo fato de propiciar a manutencdo de um grande numero de
acessos em espaco fisico reduzido, fidelidade genética, além de plantas livres dos riscos
gue existem em condi¢fes ex vitro. Segundo Withers et al. (1998), a manutencdo desses
acessos em bancos de germoplasma em condi¢bes de campo tem como desvantagens a
sua vulnerabilidade, pois estas plantas sdo expostas ao ataque de patdgenos, a
intempéries climaticas ou ao vandalismo, podendo ser perdidas por falhas na
identificacdo ou erros humanos. Além disso, manutengdo in vivo é onerosa, pois Sao
necessarias grandes areas para o plantio, mao-de-obra, além de poder ser prejudicada
em periodos de dificuldades econémicas.

Por isso, a conservacdo de germoplasma in vitro torna-se atraente, ndo s6 por
motivos econdmicos, como praticos. Podendo ser feita a partir de mudancas no ambiente
de cultivo para desacelerar ou suprimir totalmente o crescimento de células, tecidos e
6rgdos (LEDO et al., 2007). Segundo George (1993), o objetivo € aumentar ao maximo o
periodo de subcultivo ou estendé-lo indefinidamente, dessa forma se reduz a méao-de-



obra e 0 espaco necessarios, além de proporcionar ao melhorista acesso imediato a todo
o0 germoplasma da colecéo.

Existem duas técnicas de conservacdo de germoplasma: por crescimento lento,
que utiliza retardantes de crescimento, diminuicdo da temperatura, e/ou reducdo dos
nutrientes do meio de cultura, mantendo o material armazenado de seis a 12 meses, que
pode ser considerado satisfatério para conservacao em curto prazo; e criopreservacao,
onde o material fica armazenado em longo prazo em tambores de nitrogénio liquido a -
196 °C ou — 150 °C (fase de vapor).

Véarios sdo os agentes osmoticos utilizados como retardante de crescimento,
manitol, sorbitol e a sacarose s&o alguns deles (LEDO et al., 2007). Desses, o0 manitol é o
mais utilizado na conservacao in vitro na maioria das espécies, por apresentar bons
resultados retardantes no crescimento da maioria delas, pois quando adicionado ao meio
de cultura reduz seu potencial hidrico. De acordo com Withers e Williams (1998), a
concentragdo de 4% de manitol tem sido utilizada com sucesso para conservar
propagulos de espécies de propagacdo clonal como tubérculos, raizes e fruteiras
temperadas. A redugcdo da concentragdo de sais minerais no meio de cultura e de
sacarose também permite a manutencdo de plantulas em crescimento minimo
(MALAURIE & BORGES, 2001). Lemos et al. (2002), testando o uso de temperaturas
mais baixas, de 25 °C para 15°C no cultivo invitro de cana-de-agUcar, induziram o
crescimento mais lento dos explantes sem danos fisioldgicos.

Cerca de 20 espécies de inhame (Dioscorea spp.) sdo conservadas no Instituto de
Pesquisa para o Desenvolvimento (IRD), em Montpellier, Franca, sob condi¢bes de
crescimento lento, com subcultivos de seis a oito meses (MALAURIE et al., 2009). No
Brasil, protocolos de conservagéo in vitro por crescimento lento tém sido estabelecidos
para diversas espécies principalmente de propagacdo assexuada como mandioca,
batatinha, batata-doce, cara, morango, aspargo, alho, videira (GOEDERT, 2005), cana-
de-acucar (LEMOS et al., 2002), maracujazeiro (GONCALVES et al., 2003; FARIA et al.,
2006), batata (FORTES & PEREIRA, 2001) e abacaxi (CANTO et al., 2004). Lédo et al.
(2007) testaram trés concentracdes de manitol que reduziram o desenvolvimento da parte
aérea e radicular aos 160 dias de plantulas de coqueiro ando verde de Jiqui do Brasil.
Resultados semelhantes foram obtidos por Damasco (2002) para cultivares de coqueiro
ando amarelo da Malasia e coqueiro gigante. Apesar disso, existem ainda poucos
trabalhos publicados sobre estratégias de conservacao in vitro por crescimento minimo.

No entanto, algumas desvantagens quanto ao crescimento lento precisam ser
consideradas: a instabilidade genética de células ndo organizadas e calos; necessidades
de frequentes subculturas; além de conservar o germoplasma vegetal por curtos periodos
de tempo, dependendo da espécie da planta. Portanto, um sistema de conservagédo em
longo prazo para conservacao de estruturas organizadas com alta estabilidade genética e
biolégica deve ser desenvolvido para espécies propagadas vegetativamente e espécies
com sementes recalcitrantes ou intermediarias, como por exemplo, o0 coco. Na
atualidade, criopreservacdo € a Unica técnica capaz de atender estes pré-requisitos
(SANTOS, 2000).

A criopreservacdo assegura a manutencdo da viabilidade de estruturas
organizadas, com alta estabilidade genética e integridade biol6gica e morfogenética, uma
vez que, a temperatura do nitrogénio liquido (-196 °C), o metabolismo celular é tédo
reduzido que o0s processos bioquimicos e a deterioracdo biolégica sdo paralisados.
Acrescenta-se a essas vantagens o baixo custo requerido para a conservagdo do
material em condi¢des criogénicas (SANTOS, 2000). Ressalta-se que qualquer parte da
planta pode ser usada neste método de conservagdo, tais como protoplastos,
suspensdes celulares, calos, gemas apicais e laterais, meristemas, sementes, embrides
somaticos e zig6ticos e produtos biotecnoldgicos.

Diversas espécies de interesse econdmico ja foram criopreservadas com sucesso
como o arroz (STANWOOD, 1994), cana-de-agucar (PAULET et al., 1993), banana
(PANIS et al., 1990), citrus (MARIN & DURAN-VILA, 1988). Para o coqueiro, embrides,



plimulas e &pices caulinares tém sido utilizados resultados promissores (ASSY-BAH &
ENGELMANN, 1992; MALAURIE & BORGES, 2001; N"NAN et al., 2008).

A conservacao de recursos genéticos é tao importante, que em 2008 foi criado um
banco internacional de sementes de Svalbard, localizado na Noruega, também chamado
de “Arca de Noé”, para armazenar sementes de todas as espécies cultivadas pelo
homem. Algumas espécies, como arroz, ja sdo mantidas nessa fortaleza, que teve como
motivacdo para a sua constru¢cdo, mudancas climaticas globais e destruicdo de bancos
de sementes, que vem acontecendo nos ultimos anos, em mais de 40 paises, dentre eles
Irague e Afeganistdo. Desde sua inauguracdo, cem paises ja doaram cerca de 100
milhdes de sementes inclusive o Brasil através da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéaria- EMBRAPA (SOURANDER, 2010). Por essas razfes € visivel a grande
preocupacdo com a conservacdo de espécies de interesse econdmico e, portanto,
pesquisas cientificas nessa area demandam de aprimoramento de técnicas.

2.6 Criopreservacdo de recursos genéticos de coqueiro

O coqueiro é uma cultura perene na qual a conservacao de seus recursos
genéticos é, sobretudo, baseada em cole¢cdes em campo, em virtude do tamanho da sua
semente e por ser uma espécie recalcitrante dificultando o armazenamento (N"NAN et al.,
2008).

A conservacdo de recursos genéticos de coco ja vem sendo prioritaria para o
desenvolvimento de programas de conservacao pela Bioversity International desde 1985
(ENGELMANN & ASSY-BAH, 1991). No entanto, para uma conservacdo segura de
germoplasma de coco é impossivel que ndo seja adotada uma técnica de conservagao
em longo prazo. Apenas a criopreservagdo em nitrogénio liquido (-196 °C), atualmente,
oferece essa opcéo de conservacdo em longo prazo (ASSY-BAH & ENGELMANN, 1992).

A criopreservacdo € definida como a conservacao ou preservacdo de material
biolégico em nitrogénio liquido a -196 °C, ou em sua fase de vapor a -150 °C (SANTOS &
SALOMAO, 2007). As primeiras observacdes sobre a resisténcia de material vegetal ao
congelamento remontam ao final do século 19 e inicio do século 20, e foram feitas
utilizando-se sementes (BROWN; ESCOMBE citados por PRITCHARD, 1995); esporos
de fungos (BECQUEREL, 1910), polens (BECQUEREL, 1929), liquens (BECQUEREL,
1932). A partir da segunda metade do século 20, com o aprimoramento das técnicas de
congelamento, sistemas vegetais mais complexos, como material vegetativo de espécies
lenhosas de clima temperado, foram criopreservados (SAKAI, 1960).

Os primeiros estudos de criopreservagdo com coco foram apresentados por Bajaj
(1984) usando embrides zigoéticos. Assy- Bah e Engelmann (1992) utilizaram a técnica de
vitrificag&@o (glicose e glicerol) em embrifes zig6ticos maduros de coco do hibrido PB 121
(coqueiro ando amarelo da Malasia x coqueiro gigante da Africa), do coqueiro an&o
vermelho dos Camardes (AVC), coqueiro gigante da india (CGI) e coqueiro gigante de
Renell (GRL), e obtiveram uma sobrevivéncia de 30 a 90%. Em outro trabalho usando
embrides imaturos dos mesmos genoétipos, Assy-Bah e Engelmann (1992), testaram a
mesma técnica, usando glicerol e sorbitol como crioprotetores, obtendo 10 e 43% de
sobrevivéncia, respectivamente.

Entretanto, ainda h& a necessidade de pesquisas voltadas para a criopreservacao
do coqueiro, pois mesmo com resultados promissores ajustes e adequacéo de protocolos
em funcao do gendtipo e tipo do explante tém sido demandados. Além disso, ndo existem
resultados publicados para os principais genotipos cultivados no Brasil como o coqueiro
gigante e o ando verde de Jiqui do Brasil.



2.7 Vitrificacéo

As células vegetais apresentam uma alta quantidade de agua, tanto intra como
extracelular, e, portanto, sédo extremamente sensiveis a temperatura sub-zero, devido a
formacédo de cristais de gelo. A cristalizacao intracelular provoca a ruptura do sistema de
membranas celulares. Desidratacdes extremas, também podem causar esse tipo de
dano. Técnicas de criopreservacdo tém sido desenvolvidas para minimizar ambos 0s
tipos de danos.

Os primeiros procedimentos de criopreservacdo foram obtidos a partir da
aplicacdo da criopreservacdo em células animais (GROUT & MORRIS, 1987), que se
baseia na prote¢cdo quimica e congelamento lento, seguida pela rapida imersdo em
nitrogénio liquido. Essa técnica conhecida como método classico, tem apresentado
sucesso com calos e culturas de células, como exemplo, calos embriogénicos de cana e
banana nos quais foram criopreservados com sucesso (GONZALES-BENITO et al.,
2004).

Novas técnicas de criopreservagdo vém sendo desenvolvidas com base na
vitrificagd@o. A vitrificagdo € definida como um processo fisico no qual a agua sofre uma
transicdo da fase liquida para um estado sélido amorfo e metaestavel (SANTOS &
SALOMAO, 2007). O estado vitreo tem varios efeitos benéficos para a célula desidratada,
pois por estar em condigfes extremamente viscosa, restringe a difusédo de substratos e
produtos dentro das células, levando, portanto, a inatividade metabdlica e dando
estabilidade ao longo do tempo.

A desidratacdo do tecido vegetal pode ser obtida com diversas técnicas:
desidratacdo do material em presenca de silica gel, solu¢des salinas, em fluxo de ar, bem
como por tratamento com solugdes concentradas de crioprotetores quimicos (solu¢des de
vitrificagdo) como dimetilsulféxido (DMSO), etileno glicol, metanol, glicerol e propileno
glicol (SANTOS & SALOMAO, 2007). Entretanto, esses crioprotetores podem ser toxicos
ou causar estresse osmoético, levando a morte das células ou ainda modificando sua
resposta morfogenética em cultura (KARTHA, 1985), além de acrescentar mais uma
etapa no processo de desidratagéo.

Mais recentemente, aclUcares passaram a ser utilizados como substancias
crioprotetoras por apresentarem citotoxidade reduzida, mesmo quando se acumulam em
grande quantidade no citoplasma (SANTOS & SALOMAO, 2007). Apesar do modo de
acado dos acucares ainda nao estar completamente elucidado, pode-se, no entanto,
afirmar que como sdo usadas quantidades significativas de agucares ou acgucares alcoois
nos tecidos vegetais, estes se acumulam de forma enddégena aumentando a estabilidade
das membranas sob condi¢des de desidratacdo extrema (SAKAI & ENGELMANN, 2007).
A vitrificacdo, em virtude do seu procedimento, pode ser considerada como uma técnica
simples, podendo ser usada para estruturas complexas como embribes e 4pices
caulinares (WITHERS & ENGELMANN, 1998).

A melhor sobrevivéncia de eixos embrionarios de Citrus sinensis ao congelamento
em nitrogénio liquido foi alcancada por Santos e Sttushnoff (2002) apds o pré-tratamento
com 0,5 mol.L™* de sacarose por 12 horas. Assy-Bah e Engelmann (1992) obtiveram uma
sobrevivéncia de 92,80% para a variedade PC 121, usando 1,75 mol.L™ de glicose + 15%
de glicerol, como pré-tratamento, num periodo de 24 horas. E Halmagyl et al. (2010)
testeram meio MS enriquecido com sacarose, manitol, sorbitol ou glicose e observaram
uma maior sobrevivéncia em brotos de Malus domestica Borkh., cv. Romus4 e rootstock
M106, usando sacarose como crioprotetor, comparado a outros agucares.

Outro procedimento que também apresenta a vitrificagdo é o encapsulamento-
desidratacdo, técnica esta, baseada na tecnologia de sementes artificiais que foi
primeiramente desenvolvida por Fabre e Dereuddre (1990), e que consiste no
encapsulamento dos explantes em gel de alginato de sddio, com subsequente cultivo em
solugdes altamente concentrada de sacarose (vitrificacdo) e, posteriormente, imersos em
nitrogénio liquido. Entretanto, para estruturas maiores (5 a 8 mm) como o embrido de



coco, por exemplo, torna-se inviavel a aplicacao desta técnica, devido a dificuldade em se
formar as capsulas.

Estes dois métodos, vitrificacdo e encapsulamento-desidratacdo, vém sendo
empregados com sucesso nha criopreservacdo de embrides zig6ticos e embribes
somaticos de diversas espécies (ENGELMANN, 1997a), com o objetivo de desenvolver e
ajustar protocolos de bancos de germoplasma no mundo.

2.8 Aspectos bioquimicos e fisiol6gicos durante o processo de criopreservagao

A criopreservacdo é o método mais indicado para a conservagdo de recursos
genéticos, pois o material vegetal € mantido em nitrogénio liquido, pelo fato de, sob estas
condicbes, o metabolismo celular ser tdo reduzido que os processos bioquimicos e a
deterioracao biolégica sdo paralisados. Apesar dos beneficios da técnica, a utilizagdo
rotineira da criopreservacdo para a preservacdo da biodiversidade vegetal ainda é
limitada (ZHU et al., 2006).

Antes mesmo de 1912, Maximov sugeriu que o rompimento da membrana celular
era a principal causa de danos por congelamento. Posteriormente, Aroca et al. (2005)
também afirmam esse tipo de lesdo em plantas que sofreram esse estresse. Como em
sua estrutura as membranas sdo formadas por uma dupla camada de fosfolipidios, que
esta num estado cristalino liquido a temperatura fisioldgica, quando a agua € removida
essa camada passa para um estado de gel, sendo reversivel ap0s a reidratagéo,
entretanto, essa mudanga de comportamento lipidico pode ser prejudicial para a
organizacdo das membranas, uma vez que contribui para a perda de permeabilidade,
compartimentacdo e atividade de enzimas ligadas a ela (CROWE et al., 1988). Zhu et al.
(2006) sugerem a adicdo juntamente com o pré-tratamento altas concentragbes de
sacarose, esterois ou acidos graxos para o estabelecimento de novos protocolos, pois as
variedades de banana (Musa sp.) em que as alteracbes de membrana foram minimas,
obtiveram maior sobrevivéncia apds a criopreservacdo. Segundo Hao et al. (2009) a
adicdo de acgucares proporciona um estado termodinamicamente estavel, formado em
virtude das ligag6es de hidrogénio com os fosfolipidios da membrana, favorecendo uma
maior estabilidade a esta.

AlteragBes na integridade estrutural e na funcionalidade da membrana provocadas
pelo estresse hidrico podem ser indicadas pelo vazamento de varias solugdes
citoplasmaéticas (ions Ca*’, K*, Mg?* e Na'; aclcares e proteinas) que ocorrem apos o
processo de reidratagdo (SANTOS, 2000), promovendo a perda parcial de semi-
permeabilidade da membrana. Conhecimentos sobre fisiologia, bioquimica e germinagéo
sd0 necessarios porque podem avaliar o estado da membrana celular ap6s estresse
hidrico, informando assim, a viabilidade ou ndo do material vegetal.

A condutividade elétrica baseia-se na determinagéo da concentracdo de eletrdlitos
lixiviados na solucdo, a qual estd diretamente relacionada com a integridade das
membranas celulares, indicando o nivel de vigor, por exemplo, de sementes. Pois
durante o processo de maturacdo de sementes até o ponto de maturidade fisiologica,
inimeras transformacgfes morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas e funcionais ocorrem,
destacando-se o desenvolvimento das membranas, as quais diante de estresses séo as
primeiras a apresentarem sinais de deterioracdo (VIEIRA, 1994). Para Leopold (1980) o
aumento da lixiviagdo de eletrélitos em sementes de soja injuriadas por baixa
temperatura é consequéncia de falhas na reorganizacédo das estruturas das membranas
celulares, durante a fase de reidratagdo. Sendo assim, o vigor de semente pode ser
avaliado pela condutividade elétrica, medida na solu¢cdo de embebicdo de sementes, o
que reflete a quantidade de lixiviados perdidos para o exterior da célula, logo, a
integridade da membrana. Best (2010) sugere andlises de Na" e/ou K* como primeiros
testes para verificar a eficiéncia de crioprotetores apos a criopreservacdo. Martins et al.
(2009) consideraram testes de condutividade elétrica como promissores na avaliagdo da
gualidade de sementes de acaizeiro. Souza et al. (2009) avaliaram como eficiente os
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testes de condutividade elétrica por detectar diferencas na qualidade fisiolégica de
diversos lotes de mamona (Ricinus communis L.).

Outra metodologia que também pode ser aplicada para avaliar o vigor de uma
semente € o teste de tetrazélio, apesar de algumas discussdes sobre a confiabilidade de
resultados, ainda é considerado uma alternativa promissora devido a rapidez na
determinacdo de viabilidade em sementes. Este baseia-se na atividade das enzimas
desidrogenases, como a deisdrogenase do acido malico, que catalizam a reagédo de
reducdo do sal de tetrazélio (2, 3, 5, trifenil cloreto de tetrazélio) nas células vivas, dando
um composto (trifenilformazan) de coloracdo vermelha, resultado da reacdo de reducédo
devido a atividade respiratria das mitocondrias, indicando que o tecido esta viavel. Por
outro lado, ndo ocorre a reagcdo em tecido morto, ndo havendo assim, coloracéo
vermelha, conservando-se sua cor natural (VIEIRA, 1994). Fernandes et al. (2005)
distinguiram embrifes de Butia capitata (Mart) Becc em viaveis de inviaveis, utilizando
uma concentragdo de 0,5% de tetrazolio. Barros (2006) avaliou com rapidez a viabilidade
de sementes de mangaba através do teste de tetrazélio.

N&o existem trabalhos na literatura que mencionem a avaliacdo da eficiéncia dos
crioprotetores na viabilidade de espécies criopreservadas a partir de testes de
condutividade elétrica, lixiviagdo de potassio e tetrazélio. Portanto, experimentos para
adaptar como também validar a aplicacdo desses testes na area de criopreservacao,
tornam-se imprescindiveis e necessarios.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e excisdo dos embrifes zig6ticos maduros de coco AveJBr

Foram utilizados embribes zigoticos de frutos com 11 meses de maturacao
provenientes de um plantio de Coqueiro Ando Verde de Jiqui do Brasil (AveJBr), da
Fazenda H. Dantas, Lote 24, Platd de Nedpolis, Sergipe. O plantio, com seis anos de
idade, foi realizado em argisolo amarelo, de fertilidade média a baixa, com sistema de
irrigacdo de microaspersao localizada 3,7 mm/dia.

Cilindros de endosperma com embrides zigoticos extraidos de frutos maduros
foram submetidos a pré-assepsia com imersao em hipoclorito de sédio comercial 2-2,5%
e lavados em agua potavel por trés vezes, no local da coleta. Em seguida foram
acondicionados em recipientes estéreis e encaminhados para o Laboratoério de Cultura de
Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, Sergipe. Em condi¢cdes
assépticas, os embrides foram excisados dos cilindros de endosperma, imersos em
alcool etilico a 70%, por dois minutos, em solucéo de hipoclorito de soédio comercial (1%
v/v) por trés minutos, sob agitacdo e, posteriormente, foram lavados trés vezes em agua
destilada estéril, e colocados em placas de Petri estéreis.

3.2 Desidratacdo dos embrides zig6ticos de coco AveJBr

3.2.1 Efeito do tempo e de crioprotetores na desidratacéo de embrides zigoticos de
coqueiro AveJBr em camara de fluxo laminar e em silica gel

Foram avaliados os efeitos de diferentes tempos de desidratagdo, tratamentos de
crioprotetores e tipos de secagem na umidade dos embrifes (Figura 1). Os embrides
assépticos oriundos do item 1, foram colocados em placas de Petri abertas, contendo
papel de filtro de porosidade 14 um, sem meio de cultura e desidratados por quatro horas
na corrente de ar da camara de fluxo laminar a temperatura ambiente (Tratamento 1) e
por quatro horas sob silica gel a temperatura ambiente (Tratamento 2).

Os embrides, parcialmente desidratados, foram inoculados em meio de cultura
liquido Y3 (Eeuwens, 1976) com quatro diferentes pré-tratamentos de crioprotetores: T1-
1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™ de glicose + 15% de glicerol
(Assy-Bah & Engelmann, 1992); T3- 1,75 mol.L™ de sacarose e T4- 1,75 mol.L* de
glicose. As culturas foram mantidas sob agitacdo em mesa orbital sob rotacdo de 100
rpm por 12, 16 e 20 horas. ApGs esse periodo, os embriées foram colocados em placa de
Petri contendo papel de filtro, para a retirada do excesso de meio de cultura e, em
seguida, foi determinada a massa fresca (MF) em balanca digital. Em seguida, os
embrides foram colocados em recipientes de metal e mantidos em estufa a 105 °C por 18
horas para a determinagédo da massa seca (MS).

A umidade dos embrides foi determinada utilizando a formula TU = (MF-MS)/MF X
100 (AOAC, 1990).

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com
quatro pré-tratamentos combinados com trés tempos de desidratacdo perfazendo um
total de 12 tratamentos com trés repeticdes, sendo cada parcela com 10 embribes
(triplicata de 10 embrides/tratamento), totalizando 360 embrides.
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3.2.2 Efeito do tempo e de crioprotetores na desidratacdo de embrides zigoticos de
coco AveJBr

Devido as altas umidades apresentadas pelos embrifes nos experimentos do item
3.2.1, o fluxograma testado inicialmente (Figura 1) foi adaptado (Figura 2) sendo
denominado de metodologia CPATC.

Foram avaliados os efeitos de diferentes tempos de desidratagdo e tratamentos
de crioprotetores conforme metodologia CPATC da umidade dos embrides (Figura 2).

Os embrides assépticos foram inoculados em meio de cultura liquido Y3
(Eeuwens, 1976) com quatro diferentes pré-tratamentos de crioprotetores: T1-1,75 mol.L™
de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™ de glicose + 15% de glicerol (Assy-Bah
& Engelmann, 1992); T3- 1,75 mol.L™" de sacarose e T4- 1,75 mol.L" de glicose. As
culturas foram mantidas sob agitacdo em mesa orbital sob rotacdo de 100 rpm por 12, 16
e 20 horas.

Apés esse periodo, os embrides foram colocados em placa de Petri contendo
papel de filtro, para a retirada do excesso de meio de cultura e, em seguida, foi
determinada a massa fresca (MF) em balanca digital. Em seguida, os embrides foram
colocados em recipientes de metal e mantidos em estufa a 105 °C por 18 horas para a
determinagédo da massa seca (MS).

A umidade dos embrides foi determinada utilizando a formula TU = (MF-MS)/MF X
100 (AOAC, 1990).

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com
qguatro pré-tratamentos combinados com trés tempos de desidratagdo perfazendo um
total de 12 tratamentos com trés repeticbes, sendo cada parcela com 10 embrides
(triplicata de 10 embribes/tratamento), totalizando 360 embrides.
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Figura 1. Fluxograma da avaliagcdo do efeito do tempo de desidratacdo de embrides

zigobticos de coco AveJBr em camara de fluxo laminar e silica gel.
*T1-1,75 mol.L? de sacarose + 15% de glicerol;
T2- 1,75 mol.L™" de glicose + 15% de glicerol (Assy-Bah & Engelmann, 1992);

T3- 1,75 mol.L™ de sacarose;
T4- 1,75 mol.L™ de glicose.
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Figura 2. Fluxograma da avaliacdo do efeito do tempo de desidratacdo de embribes

zig6ticos de coco AveJBr usando metodologia CPATC.
*T1-1,75 mol.L? de sacarose + 15% de glicerol;
T2-1,75 mol.L™ de glicose + 15% de glicerol (Assy-Bah & Engelmann, 1992);

T3- 1,75 mol.L™ de sacarose;
T4- 1,75 mol.L™ de glicose.
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3.2.3 Recuperacdo de embrides criopreservados

Apbs a selecdo do método de desidratacdo CPATC (Figura 2), embrides zigoticos
de coqueiro AveJBr foram submetidos a 4 tratamentos com crioprotetores (T1-1,75 mol.L’
! de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™ de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75
mol.L™ de sacarose e T4- 1,75 mol.L" de glicose) combinados com 3 tempos de
incubacéo (12, 16 e 20 horas), com 20 embrides/tratamento, totalizando 480 embrides.
Em seguida, metade dos embribes foram acondicionados em criotubos com 2 mL de
capacidade (10 embrides/criotubo) e criopreservados em tambor de nitrogénio liquido a -
196 °C por 48 horas (NL+), e outra metade dos embrides foi inoculada em meio de Y3
liquido (NL -) e mantidos na auséncia de luz. Apos 48 horas, os embribes
criopreservados foram submetidos a etapa de recuperacdo que consistiu no
descongelamento rapido em banho-maria a 40 °C por cinco minutos e inoculacao
imediata em frascos com 25 mL de meio de regeneracdo Y3 liquido suplementado com
60 g.L™" de sacarose, conforme Lédo et al. (2007) e mantidos na auséncia de luz na sala
de crescimento. Apés 30, 60 e 90 dias foram avaliados a porcentagem de germinacao
dos embribes e analise descritiva dos embrides.

3.3 Testes bioquimicos e fisioldgicos

Testes de condutividade elétrica, lixiviagdo de potassio e tetrazélio foram
realizados para avaliar a viabilidade dos embrifes zigoticos apds a criopreservacgao.

3.3.1 Teste de condutividade elétrica
3.3.1.1 Determinacdo do tempo de incubacéo e tamanho da amostra (Controle)

Antes da aplicacdo dos testes condutividade elétrica nos embrides
criopreservados foram determinadas as condutancias elétricas antes da imersao em
nitrogénio liquido dos embries recém excisados dos frutos, para a sele¢cdo do melhor
tempo de incubacgédo e tamanho da amostra de embrides necessarios para a aplicacao do
teste. Para tanto, foram testados cinco tempos de incubacéo: 4, 8, 12, 24 e 36 horas, em
amostras com 10, 20 e 30 embrides zigoticos maduros de coco com trés repeticbes para
cada tratamento, totalizando 180 embrides.

Os embrides foram colocados para embeber em copos de plastico (capacidade de
200 mL) contendo 80 mL de agua deionizada, mantidas em B.O.D. a temperatura
constante de 20 °C. Apés cada periodo, a condutividade elétrica foi medida em
condutivimetro OARTON, modelo CON510, e os resultados expressos em pS (VIEIRA,
1994). Também foram determinadas as massas frescas das amostras a cada tempo em
balanca analitica, sempre ap6s a medicdo de condutividade.

Embrides de cada tratamento foram inoculados em meio de cultura Y3 para
germinacdo (testemunha) e mantidos em sala de crescimento na auséncia de luz a
temperatura de 22 °C.

3.3.1.2 Condutividade elétrica em embrides criopreservados submetidos a pré-
tratamentos com crioprotetores

A condutividade elétrica foi medida em embribes zig6ticos de coco
criopreservados submetidos anteriormente a quatro pré-tratamentos com crioprotetores
(T1-1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™ de glicose + 15% de
glicerol (ASSY-BAH & ENGELMANN, 1992); T3- 1,75 mol.L? de sacarose e T4- 1,75
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mol.L™" de glicose) combinados com trés tempos de incubacdo (12, 16 e 20 horas),
totalizando 12 tratamentos e 120 embrides.

Apbs a criopreservacdo em tambor de nitrogénio a - 196 °C, os embrides
acondicionados em criotubos foram imediatamente descongelados em banho-maria a 40
°C por cinco minutos. Em seguida a condutividade elétrica foi medida conforme descrito
anteriormente em amostras de cada tratamento com 10 embribes. Os resultados
expressos em uS.

Embrides de cada tratamento foram inoculados em meio de cultura Y3 para
germinacdo (testemunha) e mantidos em sala de crescimento na auséncia de luz a
temperatura de 22 °C.

3.3.2 Teste de lixiviagdo de potassio
3.3.2.1 Determinacao do tamanho da amostra (Controle)

Para determinacdo do melhor tamanho da amostra de embribes zigéticos de
cogueiro para a quantificacdo do potassio lixiviado pela membrana foram utilizadas em
triplicata amostras de 10, 20 e 30 embrifes zigbéticos maduros de coco, totalizando 180
embrides. Estes foram colocados para embeber em copos de plastico (capacidade de
200 mL) contendo 80 mL de agua deionizada, mantidas em B.O.D. a temperatura
constante de 20 °C (VIEIRA, 1994). Apdés 36 horas de incubacgéo, foram retiradas
aliquotas de 2,5 mL de cada exsudado e diluidas em 25 mL de agua deionizada para
determinacdo do potassio lixiviado mediante leitura em Espectrobmetro de Absorgéo
Atémica 55B, modelo SpectrAA, conforme metodologia adaptada de Souza (2009). Os
resultados obtidos foram expressos em ppm de potassio.

3.3.2.2 Lixiviagdo de potassio em embrides criopreservados submetidos a pré-
tratamentos com crioprotetores

A lixiviacdo de potassio foi medida no exsudado de embrides zigéticos de coco
criopreservados submetidos anteriormente a quatro pré-tratamentos com crioprotetores
(T1-1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™" de glicose + 15% de
glicerol (ASSY-BAH & ENGELMANN, 1992); T3- 1,75 mol.L™" de sacarose e T4- 1,75
mol.L™ de glicose) combinados com trés tempos de incubacéo (12, 16 e 20 horas).

Apés a criopreservacdo, os embrides acondicionados em criotubos foram
imediatamente descongelados em banho-maria a 40 °C por cinco minutos. Em seguida, a
lixiviagdo de potassio foi medida conforme descrito anteriormente em amostras de cada
tratamento com 10 embribes. Os resultados obtidos foram expressos em ppm de
potassio.

3.3.3. Testes com tetrazolio
3.3.3.1 Determinacao da concentracao de tetrazélio (Controle)

Para a determinacdo da concentracdo de tetrazélio para avaliagcdo da viabilidade
dos embribes zigoticos de coco, testaram-se quatro concentragfes de solucdo de
tetrazolio (1; 0,75; 0,5 e 0,25%) com 10 repeti¢cBes, totalizando 40 embriBes zigdticos. As
solucdes foram preparadas de acordo com as Regras para Andlise de Sementes (1992).
Os embrides foram imersos nas quatro concentracdes e mantidos na auséncia de luz em
B.O.D. a 40 °C por duas horas. Posteriormente, foram lavados em agua corrente, e
deixados sob papel de filtro em placa de Petri, para retirada do excesso de agua (VIEIRA,
1994).
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A viabilidade dos embrides foi avaliada por meio da porcentagem da area do
embrido com coloracdo vermelha, resultado da reacdo de reducdo do sal de tetrazdlio:
0% - embrido sem coloracdo (auséncia de reacdo); 25% da coloracdo da zona
meristematica do embrido; 50% de colora¢do na zona meristematica do embrido; 75% da
zona meristeméatica completamente colorida e parte da zona basal do embrido; 100% do
embrido com coloracdo. As porcentagens de coloracdo podem ser observadas na Figura

0peee

0% 25% 50% 75% 100%

Figura 3. Porcentagens da area do embrido com coloracdo vermelha utilizadas para
avaliar a viabilidade de embrides zigoticos de coco AveJBr.

Embrides de cada tratamento foram inoculados em meio de cultura Y3 para
germinacdo (testemunha) e mantidos em sala de crescimento na auséncia de luz a
temperatura de 22 °C.

3.3.3.2 Teste de tetraz6lio em embriGes criopreservados submetidos a pré-
tratamentos com crioprotetores

Para a determinacdo da viabilidade de embrides zigGticos de coco
criopreservados, submetidos anteriormente a quatro tratamentos crioprotetores
combinados com 3 tempos de imerséo , utilizou-se a concentracdo de 0,25% de solucéo
de tetrazélio, preparada de acordo com as Regras para Analise de Sementes (1992), em
12 tratamentos de embrides criopreservados. ApOGs a criopreservacdo, os embrides
acondicionados em criotubos foram imediatamente descongelados em banho-maria a 40
°C por cinco minutos. Em seguida, amostras de 10 embrides de cada tratamento de
crioprotecé@o foram imersas em solucdo de tetrazolio (0,25%) e mantidas na auséncia de
luz em B.O.D. a 40 °C por duas horas. Posteriormente, lavados em agua corrente, e
deixados sob papel de filtro numa placa de Petri, para retirada do excesso de agua.

Para cada tratamento, avaliou-se a porcentagem de coloracdo apresentada pelos
embrides, conforme descrito anteriormente (Figura 3).

Embrides de cada tratamento foram inoculados em meio de cultura Y3 para
germinagdo (testemunha) e mantidos em sala de crescimento na auséncia de luz a
temperatura de 22 °C.
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3.4. Andlises estatisticas

Para todas as variaveis analisadas foram calculadas as estatisticas descritivas
médias e erro padrdo da média pelo programa GraphPad Prism 3.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desidratacdo dos embrides zigoéticos de coco AvelBr

4.1.1 Efeito do tempo e de crioprotetores na desidratacdo de embrifes zigoticos de
Coco AveJBr em camara de fluxo laminar, silica gel e metodologia CPATC

Os resultados mostraram que a desidratacdo de embribes por quatro horas em
camara de fluxo laminar e posterior tratamento com 1,75 mol.L™ de sacarose + 15%
glicerol (T1), promoveu a menor umidade, independente do tempo de imerséo (Tabela 1,
Figura 4). Este resultado também foi observado para a desidratacdo em silica gel como
também para a metodologia CPATC (Tabela 1, Figuras 5 e 6).

O T1 pode ter favorecido uma maior desidratagdo dos embrifes zigéticos de coco
devido a mistura de solucdo da sacarose e do glicerol, pois como estes sao dissacarideo
de glicose + frutose e polialcool, respectivamente, apresentam em sua estrutura diversos
grupamentos hidroxila, comparados aos demais tratamentos, sendo que estes grupos
tém a capacidade de formar ligacbes de hidrogénio com as “cabecas” polares dos
fosfolipidios da membrana e, assim, substituir as moléculas de agua ligadas aos
fosfolipidios no estado hidratado (ZHU et al., 2006). Segundo Dumet et al. (1993) os
aclcares podem agir como agentes osmoticos externos, removendo o excesso de agua
intracelular através de um gradiente osmoético. Hao et al. (2009) obteve resultados
satisfatérios quando adicionou ao meio de cultivo sacarose ou polietilenoglicol (PEG)
1500-6000 na estabilidade dos lisossomos sugerindo que a capacidade de formar pontes
de hidrogénio executa um papel importante na protecdo osmoética do soluto para o
lisossomo. Os autores relatam ainda que, principalmente em misturas de solu¢des que
contenham sacarose e polialcool, as ligacdes de hidrogénio entre soluto e agua sao tao
fortes e numerosas que se tornam termodinamicamente estaveis, ou seja, favorecem
uma maior estabilidade na membrana celular.

Os embrides submetidos a metodologia CPATC em 16hT1 apresentaram 23,48 +
1,94% de umidade. Essa baixa umidade, comparada aos demais métodos, ocorreu,
provavelmente, porque os embrides foram primeiramente imersos no meio crioprotetor o
gue proporcionou uma pré-desidratacéo e, em seguida, foram desidratados em silica gel.
A silica gel adsorveu mais agua comparada a secagem em camara de fluxo laminar.

A metodologia CPATC apresentou maior umidade nos embrides, provavelmente,
porque a secagem inicial foi em camara de fluxo laminar e/ou silica gel com posterior
tratamento crioprotetor, o que pode ter comprometido a desidratagéo ideal dos embrides,
pois 0s mesmos podem ter absorvido agua da solucdo crioprotetora. Um baixo teor de
umidade no explante é importante, uma vez que quanto menor a quantidade de agua no
tecido vegetal maior serd a sobrevivéncia deste apés a imersdo em nitrogénio liquido
devido a reducéo da possibilidade de formacao de cristais de gelo.
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Tabela 1. Efeito do tempo de desidratacdo de embrides zigbticos de coco AveJBr em
camara de fluxo laminar, silica gel e na metodologia CPATC em diferentes pré-
tratamentos de crioprotetores. Aracaju, Embrapa, 2010.

Tempo Umidade (%)

(horas) T1 T2 T3 T4

Camara de fluxo laminar

12 34,17 £ 0,51 49,30 £ 0,51 45,08 = 0,60 61,68 £ 1,79

16 35,73+0,31 51,25+ 0,13 45,01 £ 0,24 62,41 + 0,46

20 35,58 £ 0,08 52,51+ 0,63 46,10 £ 0,10 61,06 + 0,17
Silica Gel

12 42,68 + 4,28 50,63 + 0,46 48,98 £ 0,45 61,83 £ 0,25

16 36,53 + 0,43 50,91 + 1,18 45,72 + 0,38 62,78 + 0,03

20 35,35+0,04 50,54 + 0,20 44,82 £ 0,20 62,00 £ 0,17

Metodologia CPATC

12 26,63+ 0,74 34,22 + 0,88 30,70 + 4,39 45,45 + 0,48
16 23,48 £ 1,94 31,07 + 0,64 28,00 + 0,47 43,17 +1,78
20 31,87 + 3,96 42,89 + 0,13 44,16 + 11,57 41,38 + 1,67

Valores representam a média de 3 repeti¢cbes + erro padrdo da média.

T1-1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™" de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L™
de sacarose e T4-1,75 mol.L™ de glicose
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Figura 4. Efeito dos crioprotetores no meio de pré-tratamento em camara de fluxo
laminar na desidratagdo dos embribes zigéticos de coco de AveJBr. Cada coluna

representa a média de trés repeti¢cdes + erro padrdo da média (P< 0,0001)
T1-1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™" de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L™
de sacarose e T4-1,75 mol.L™ de glicose
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Figura 5. Efeito dos crioprotetores no meio de pré-tratamento em silica gel na
desidratacao dos embrides zigbticos de coco AveJBr. Cada coluna representa a média de

trés repeticdes + erro padrdo da média (P< 0,0001)
T1-1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™* de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L™
de sacarose e T4-1,75 mol.L? de glicose
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Figura 6. Efeito dos crioprotetores no meio de pré-tratamento adaptado na desidratacéo
dos embrides zigoticos de coco AVeJBr. Cada coluna representa a média de trés
repeticdes + erro padrao da média (P< 0,05).

T1-1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™" de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L™
de sacarose e T4-1,75 mol.L™ de glicose

Cristais de gelo no meio intracelular causam ruptura do sistema de membranas
celulares, resultando em perda de permeabilidade e da compartimentagéo celular, em
consequéncia disso, as células entram em colapso e morrem (SANTOS, 2001).
Entretanto, Assy-Bah e Engelmann (1992) obtiveram, em média, durante as 15 primeiras
horas de pré-tratamento, um decréscimo da umidade de 79,3 + 6,7% para 5,7 + 4,2% no
periodo de tempo de 0 a 24 horas. Os embrides com maiores dimensdes (variedades RT
e IT7) desidrataram mais lentamente que os menores (variedade CRD). Estes resultados
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discordam dos obtidos no presente trabalho que obtiveram, em média, maior umidade
para o coqueiro AveJBr. Talvez a umidade dos embrides possa variar em funcdo do
gendtipo.

Em relacdo ao tempo de imersdo dos embrides no meio crioprotetor o periodo de
12 horas foi o que proporcionou menor umidade (34,17 + 0,513%) em camara de fluxo
laminar. Para a silica gel, a menor umidade foi obtida com a imerséo por 20 horas (35,35
+ 0,037%). Na metodologia CPATC, foram observadas as menores umidades dos
embrides imersos por 16horas (23,48 + 1,94%). Entretanto, o periodo de imersdo em 20
horas na metodologia CPATC, provocou um aumento da umidade, contrariando a
hipétese de que quanto maior o tempo maior a desidratacdo. Assy-Bah e Engelmann
(1992) obtiveram umidades que decresciam com o decorrer do tempo (zero a 24 horas)
com quatro variedades de embrides maduros de coco. Provavelmente, no periodo de 20
horas, houve uma saturacdo das ligacBes de hidrogénio que se formaram durante o
processo de desidratacdo, ndo ocorrendo mais a substituicdo das moléculas de agua
ligadas aos fosfolipidios no estado hidratado.

Em estudos conduzidos por Engelmann (1992) foi observado que o teor de agua
inicial dos embries de coco é geralmente entre 50 e 60%, e a sobrevivéncia maxima
observada foi de 10 a 16%, em apenas 2 a 4 horas de desidratacdo. Por essa razéo a
obtencé@o de metodologias que oferecam uma menor umidade nos explantes é de grande
importancia para essa espécie.

4.2 Testes bioquimicos e fisiolégicos
4.2.1 Teste de condutividade elétrica
4.2.1.1 Controle

Nos testes de condutividade elétrica realizados para o controle, houve um
aumento praticamente proporcional entre as trés amostras de embrides de coco (Tabela
2, Figura 7), sendo observado o aumento da condutancia com o aumento do tamanho da

amostra.

Tabela 2. Massa fresca dos embriGes néo criopreservados de coco AveJBr em funcédo do
tempo de incubacéo e do tamanho da amostra. Aracaju, Embrapa, 2010.

TEMPO (h) DE MASSA (g)
INCUBACAO
10 embrides 20 embrides 30 embrides
0 1,30 £ 0,04 2,55+ 0,01 3,93+0,13
4 1,43 + 0,04 2,79+0,01 4,34 +0,14
8 1,46 = 0,05 2,85+0,01 4,41 +0,12
12 1,50 £ 0,05 2,93+0,02 4,55+ 0,12
24 1,57 £ 0,05 2,99 + 0,04 4,71 +0,13
36 1,61 + 0,05 3,07 £ 0,05 4,84+ 0,13

Valores representam a média de 3 repeticdes + erro padrdo da média.
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Figura 7. Efeito do tempo de incubagéo e do tamanho da amostra na massa fresca de

embrides zigéticos de coco AveJBr. Cada coluna representa a média de trés repeticdes +

erro padrao da média (P< 0,0001).

T1-1,75 mol.L™? de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L? de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L’
de sacarose e T4- 1,75 mol.L™ de glicose)

O tamanho da amostra de 10 embrides foi selecionado para os testes posteriores,
por apresentar sensibilidade suficiente para a leitura do condutivimetro. Embora diversos
trabalhos com outras espécies utilizem amostras com um nimero maior de sementes
para avaliacdo da viabilidade por meio da condutividade, € importante destacar que para
0 cogueiro no presente trabalho o teste foi aplicado a embribes zig6ticos excisados da
semente. Martins et al. (2009) usaram amostras com 25 sementes de agai (Euterpe spp.)
por repeticdo para determinacdo da condutividade elétrica.

Observou-se que as massas iniciais dos embrides em todas as amostras (10, 20 e
30 embrides de coco), aumentaram gradativamente com o tempo de incubacdo, néo
ocorrendo estabilidade até as 36 horas de monitoramento. Entretanto, Vanzolini e
Nakagawa (1999) relatam que no inicio do processo de incubacdo, ocorre uma rapida e
intensa liberacé@o de eletrolitos até atingir um ponto de equilibrio, quando as membranas
celulares se reoganizam. Provavelmente o tempo maximo de 36 horas nao foi suficiente
para o alcance desse equilibrio e/ou devido ao tamanho do embrido de coco.

Como ndo foi observada uma estabilidade na absorcdo de &gua, estudos
complementares deverdo ser conduzidos para avaliacdo da integridade de membranas
de embrides criopreservados de coqueiro com a definicdo do melhor tempo de incubacao
para testes de condutividade.

Houve 100% de germinagéo dos embrides de coco que foram inoculados em meio
liquido de Y3 (controle) antes do inicio dos testes de condutividade elétrica, mostrando
dessa forma o seu alto vigor.
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Tabela 3. Condutividade elétrica em trés amostras de embrides de coco AveJBr nao
criopreservados. Aracaju, Embrapa, 2010.

TEMPO (h) DE CONDUTIVIDADE ELETRICA (uS)
INCUBACAO
10 embribes 20 embrides 30 embrides
0 3,83 +0,00 3,83 +0,00 3,83 +0,00
4 56,13 £ 0,43 92,20 £ 2,77 143,70 £ 19,78
8 86,93 £ 0,04 163,57 + 4,64 250,33 £ 20,54
12 106,23 + 2,19 205,53 + 6,69 309,33 £ 22,98
24 147,00 £ 5,54 290,00 = 3,05 427,33 £ 35,71
36 169,27 + 11,20 337,33+9,84 497,33 £ 46,62

Valores representam a média de trés repeticbes * erro padréo da média (P< 0,0001).

T1-1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™ de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L’
de sacarose e T4- 1,75 mol.L™ de glicose)

Com relagdo ao tempo de incubacéo, foi observada a menor condutividade no
periodo de quatro horas (56,133 + 2,544 pS) para a amostra de 10 embrides que
apresentou aumento até as 36 horas quando a leitura foi de 169,267 + 11,202 uS. Os
valores de condutividade elétrica para as amostras de 20 e 30 embrides foram
praticamente proporcionais aos obtidos na amostra de 10 embries (Tabela 3, Figura 8).

O periodo de quatro a oito horas de incubagédo pode ser considerado promissor
para analises de condutividade em embrides zig6ticos de coqueiro por apresentar
menores valores numéricos. Vieira (1994) relata que quanto menor a condutividade
menor € a possibilidade de dano na membrana celular, e, em consequéncia, uma
diminuicdo da lixiviacdo de eletrdlitos. Souza et al. (2009) concluiram que a partir de seis
horas de incubacdo ja era possivel separar lotes de duas cultivares de mamona em
diferentes niveis de vigor, com reducdo significativa no periodo de incubacdo das
sementes, em relacdo ao periodo de 24 horas, que é adotado como padrdo para uma
grande maioria de espécies.
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Figura 8. Condutividade elétrica em trés amostras de embrides zigéticos de coco AveJBr
ndo criopreservados. Cada coluna representa a média de trés repeticbes * erro padréo

da média (P< 0,0001).
ng 1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™ de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L’
de sacarose e T4- 1,75 mol.L™ de glicose)

Para avaliagdo da condutividade em embrides criopreservados foi considerado o
tempo de incubacdo de 24 horas conforme metodologia de Vieira (1994) e tamanho da
amostra de 10 embrides. Conforme Figura 9 foi observada nos tratamentos 12hT1 e
16hT1 uma condutividade elétrica de 270 e 265 S, respectivamente, considerada baixa
em relagao aos outros tratamentos.
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Figura 9. Condutividade elétrica dos embribes de coco AveJBr criopreservados apés 24

horas de mcubagao em funcéo dos tratamentos de crloprotegao
ng 1,75 mol.L™* de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol. L de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L
de sacarose e T4- 1,75 mol.L™ de glicose)

Esses resultados complementam os testes de viabilidade com tetrazélio, uma vez
gue esses mesmos tratamentos foram os que apresentaram a maior viabilidade (80,00 +
5,00%).



26

Nao existe referencial tedrico de estudos com condutividade elétrica em embrides
de zigéticos de coqueiro AveJBr criopreservados, hdo sendo possivel avaliar a qualidade
fisiologica desses embrides, tendo em vista que até os 90 dias ndo houve germinacao
dos mesmos na etapa de recuperacdo. Martins et al. (2009) avaliaram apenas a
gqualidade relativa entre lotes ou amostras testadas de acai, pois um problema comum
aos testes de qualidade de sementes de espécies nativas, bem como de espécies
cultivadas, é a inexisténcia de valores referenciais. Entretanto, menores valores de
condutividade elétrica decorrem de wuma menor lixiviagdo de solutos, e,
consequentemente, uma menor desestruturacdo das membranas celulares,
correspondendo a manutencdo do vigor (VIEIRA, 1994). Souza et al. (2009) verificaram
nos testes de condutividade para mamona (cultivar IAC 80) uma intensa lixiviagdo de
eletrdlitos no inicio do teste, sendo mais evidente no lote classificado como de qualidade
inferior.

A lixiviacdo de fons K* foi avaliada ap6s a medicdo da condutividade elétrica da
solugdo, ou seja, ap0s 24 horas de incubacéo, e foi possivel observar menor lixiviagéo
dos embrides nos tratamentos 12hT1 e 16hT1 (Figura 10).
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Figura 10. Lixiviacdo de potassio dos embrides de coco AveJBr criopreservados apos 24

horas de incubag&o em fungéo dos tratamentos de crioprotecéo.
T1-1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™ de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L"
de sacarose e T4- 1,75 mol.L™ de glicose)

Esses resultados reforcam os obtidos no teste de condutividade elétrica para os
mesmos tratamentos que também apresentaram menores valores, ou seja,
provavelmente menor dano na membrana. Vale ressaltar que os valores numéricos da
lixiviacdo de ions potassio sdo bem menores do que os da condutividade elétrica, porque
na condutividade diversos eletrélitos, como Na* e Mg*, contribuem para maiores valores
de condutancia.

Dessa forma, mais estudos sobre condutividade elétrica sdo necessarios para
obtencéo de referenciais que possam evidenciar com mais clareza a aplicacdo de testes
de condutividade para analise da qualidade fisiolégica de coco criopreservados.

4.2.2 Teste com tetrazolio

Nos resultados apresentados para o controle, 100% dos embribes testados
apresentaram coloracdo avermelhada, ou seja, viabilidade em todas as quatro
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concentracoes testadas (Figura 11A). Para reforgar a aplicacao de testes de tetrazdlio na
analise da viabilidade dos embrides zigoéticos de coco, foram realizados testes de
germinacgdo, conduzidos paralelamente ao teste de tetrazdlio, no qual também foram
obtidos 100% de germinacédo de plantulas (Figura 11B). Confirmando dessa maneira, a
confiabilidade do teste, uma vez que ndo ha na literatura relatos da aplicacdo desse teste
em embribes zigéticos de coco. Segundo Krzyzanowski et al. (1999), a escolha de
metodologia adequada para o emprego do teste de tetrazllio deve se basear na
facilidade para a diferenciacdo de tecidos viaveis e inviaveis. Desta forma a concentracéo
de 0,25% de sal de tetrazélio foi selecionada por esta apresentar 6timas condicbes de
visualizacdo de viabilidade dos embrides, reduzindo os custos do teste. Fernandes et al.
(2005) utilizando a concentracdo de 0,5% de tetrazodlio em sementes de coquinho azedo
distinguiram embrides viaveis de inviaveis. Esses resultados contrastam com o verificado
por Merrow (2004) o qual recomenda para palmeiras, em geral, uma sec¢cdo de
endosperma e solugéo de tetrazdlio a 1%.

: 05%  0osiEee e -
Figura 11. A- Teste de tetrazolio em embrides zigéticos de coco AveJBr néo
criopreservado; B- germinacao de embrides zigoéticos aos 30 dias (controle).

Nos embrifes criopreservados pré-tratados com 1,75 mol.L™ de sacarose + 15%
de glicerol (T1) observou-se a maior porcentagem de viabilidade comparado aos demais
tratamentos em todos os periodos de imersao. Embriées pré-tratados com T4 obtiveram
as menores porcentagens de viabilidade (Tabela 4, Figura 12).

Tabela 4. Viabilidade dos embribes criopreservados de coco AvelBr submetidos a
quatro pré-tratamentos de crioprotetores usando o teste de tetrazoélio. Aracaju, Embrapa,
2010.

Tempo Viabilidade (%)

(horas) T1 T2 T3 T4
12 80,00 + 5,00 60,00 + 16,96 60,00 + 10,00 45,00 £ 5,00
16 80,00 + 5,00 45,00 £ 12,25 50,00 + 13,69 55,00 + 5,00
20 75,00 + 7,91 65,00 + 6,12 55,00 + 14,58 55,00 + 5,00

Valores representam a média de 5 repeticdes + erro padrdo da média.

T1-1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™ de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L™
de sacarose e T4- 1,75 mol.L™ de glicose
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Figura 12. Viabilidade dos embrides zigéticos de coqueiro AveJBr em fungdo dos

tratamentos de crioprotecdo apos a criopreservacdo. Cada coluna representa a média de

trés repeticdes + erro padrdo da média (P< 0,05).

$T1-1,75 mol.L? de sacarose + _115% dg glicerol ; T2- 1,75 mol.L? de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L’
de sacarose e T4- 1,75 mol.L ™™ de glicose)

O teste com tetrazolio foi considerado satisfatorio para verificagdo da viabilidade
dos embrides antes e apés a criopreservacao, entretanto diversos fatores podem ter
influenciado negativamente na regeneracdo dos embrides zigéticos de coco.

4.2.3 Recuperacgao de embrides criopreservados

N&o houve até os 90 dias a germinacéo dos embrides zigéticos de coco, tanto nos
criopreservados (NL+) como nos que foram apenas desidratados (NL-), exceto um
embrido do tratamento 12hT1 (NL-) aos 60 dias. Os embrides em condi¢cdes normais
emitem raiz entre 20 a 30 dias apds a inoculagdo, como foi observado na testemunha
(embribes ndo criopreservados).

Nos embribes desidratados (NL-), apds 30 dias de avaliacdo, constatou-se nos
tratamentos 12hT1 e 12hT2 um menor intumescimento dos mesmos quando comparados
com a testemunha (Figura 13A). Em 16 horas de incubacdo observou-se o contrario,
apenas os tratamentos T3 e T4 apresentaram intumescimento, e em T1 e T2 observou-se
pontos de escurecimento na zona meristematica (Figura 13B). Em 20 horas de incubacgéo
os embrifes apresentaram uma deformacéo nos tratamentos T1 e T2 (Figura 13C). Aos
60 dias apenas um dos embrides do tratamento 16hT1 (NL-) emitiu a raiz. Entretanto, o0s
embribes nos demais tratamentos apresentaram apenas um maior intumescimento,
sendo que aos 90 dias ndo observou-se nenhuma alteragdo em todos os tratamentos.
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Figura 13. Desenvolvimento de embrides zigoticos de coco AveJBr (NL-) aos 30 dias na
etapa de recuperacdo em meio liquido Y3. A) T-testemunha; T1-12hT1, T2-12hT2, T3-
12hT3 e T4-12hT4; B) T-testemunha; T1-16hT1, T2-16hT2, T3- 16hT3 e T4-16hT4; C) T-

testemunha; T1-20hT1, T2-20hT2, T3- 20hT3 e T4-20nT4.
$T1-1,75 mol.L™? de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™ de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L’
de sacarose e T4- 1,75 mol.L™ de glicose)

Nos embribes criopreservados, observou-se apés 30 e 60 dias de inoculagéo
pontos de escurecimento na zona meristematica, em todos os tratamentos (T1 e T2) com
glicerol (Figuras 13 e 14), como também no 20hT3 (Figura 14C). O escurecimento pode
ter ocorrido em virtude da alta concentracdo de sacarose na solugdo crioprotetora,
ocasionando uma oxidagdo com conseqiente diminuicdo da regeneragdo, o que foi
comprovado nas avaliacbes mensais dos embrifes zigoticos em todos os tratamentos
mencionados anteriormente. Entretanto, os embrides que foram pré-tratados apenas com
sacarose e glicose (T3 e T4), ndo apresentaram alteracéo (Figura 14) até os 90 dias.
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Figura 14. Desenvolvimento de embrides zig6ticos de coco AveJBr (NL+) aos 30 dias na
etapa de recuperagdo em meio liquido Y3. A) T-testemunha; T1-12hT1, T2-12hT2, T3-
12hT3 e T4-12hT4; B) T-testemunha; T1-16hT1, T2-16hT2, T3- 16hT3 e T4-16hT4; C) T-

testemunha; T1-20hT1, T2-20hT2, T3- 20hT3 e T4-20hT4.
T1-1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™ de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L
de sacarose e T4- 1,75 mol.L™" de glicose)

Panis et al. (1996) relataram que a adicdo de mais de 0,3 mol.L™ de sacarose ao
meio retardou o crescimento e a proliferagcdo de meristema de banana e causou oxidagao
intensa dos tecidos. Efeito semelhante foi observado por Santos (2004) ao trabalhar com
espécies de Citrus em concentragdes acima de 0,75 mol.L™" de sacarose.

Provavelmente a ndo germinacao dos embrides NL- e NL+ até os 90 dias em meio
de regeneracdo Y3 pode ser explicada pelo estresse que os mesmos foram submetidos
nas etapas de pré-tratamento com crioprotetores e ap0s a criopreservacao, promovendo
um atraso no processo de germinacgdo. Santos (2004) melhorou a regeneragéo dos eixos
embrionarios de trés espécies de Citrus em mais de 83% quando adicionou ao meio de
pré-tratamento contendo sacarose, glicerol e prolina combinados ou néo.
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Figura 15. Desenvolvimento de embribes zigoticos de coco AveJBr em NL- (a esquerda)
e em NL+ (a direita) aos 60 dias na etapa de recuperacdo em meio liquido Y3. A) T1-
12hT1, T2-12hT2, T3- 12hT3 e T4-12hT4; B) T1-16hT1, T2-16hT2, T3- 16hT3 e T4-
16hT4; C) T1-20hT1, T2-20hT2, T3- 20hT3 e T4-20hT4; D) T-testemunha; T1-12hT1, T2-
12hT2, T3- 12hT3 e T4-12hT4; E) T-testemunha; T1-16hT1, T2-16hT2, T3- 16hT3 e T4-

16hT4; F) T-testemunha; T1-20hT1, T2-20hT2, T3- 20hT3 e T4-20hT4.
$T1-1,75 mol.L™" de sacarose + 15% de glicerol ; T2- 1,75 mol.L™ de glicose + 15% de glicerol; T3- 1,75 mol.L
de sacarose e T4- 1,75 mol.L™" de glicose)

A sacarose em altas concentragbes induz um choque osmético, 0 que causa
oxidacao e reducdo do crescimento. Esses resultados mostram que apesar dos agucares
ndo serem compostos toxicos, é necessario estabelecer concentragfes especificas para
cada espécie de interesse, pois diferentes tecidos de uma mesma planta podem
apresentar limites diferentes de tolerancia a presenca de sacarose dentro de suas células
(SANTOS, 2004).
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Outro fator a ser considerado é a necessidade de adicdo de reguladores de
crescimento ou aminoacido ao meio de regeneracdo Y3 para acelerar o processo de
germinacdo dos embrides criopreservados. Samosir et al. (2008) estudando a
germinagdo de embrides de coco ndo criopreservados sugeriram adicionar durante o
primeiro més ao meio de regeneracdo o acido abscisico (ABA) a 0,25 mg.L" para
uniformizar a germinacao, particularmente quando se usa frutos com diferentes estadios
de maturacdo. A adicdo de 10 uM de acido giberélico também ¢é indicada pelos autores
para genotipos distintos. Pencer (1991) obteve sobrevivéncia de 21% em embribes
imaturos de Theobroma cacao através do congelamento rapido, somente quando os
embrides foram cultivados com sacarose mais ABA.

Vale ressaltar também o fato do coco ser uma espécie recalcitrante aumentando
assim a sensibilidade a desidratacéo, dificultando a regeneracao por cultura de embrides.
Alternativas para a regeneracdo dos embribes criopreservados a partir da inducédo de
embriogénese somatica podem ser consideradas em futuros estudos.
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5 CONCLUSOES

- A metodologia CPATC com a desidratacdo inicial dos embrides em crioprotetores e
posterior secagem em silica gel por quatro horas promove as menores umidades nos
embrides zigéticos maduros de coco AveJBr.

- O pré-tratamento de embrides zigéticos maduros de coco AveJBr com crioprotetor com
1,75 mol.L™ de sacarose + 15% de glicerol por 12 e 16 horas promove a menor umidade
dos embrides, como também maior viabilidade em testes de condutividade elétrica,
lixiviagao de potéssio e tetrazolio.

- Amostras com 10 embrides sdo suficientes para andalise de condutividade elétrica em
embrides zigoticos de coco AveJBr criopreservados ou néo.

- O periodo de incubacdo de embribes de quatro a oito horas & promissor para andlise
condutividade elétrica em embrides zigéticos maduros de coco AveJBr néao
criopreservados.

- A concentragdo de 0,25% de tetrazolio é indicada para analise de viabilidade de
embrides zigéticos maduros de coco AveJBr criopreservados ou ndo.

- O periodo de 90 dias ndo é suficiente para avaliagdo da germinagdo de embrides
criopreservados.

- Testes de condutividade elétrica e lixiviagdo de potassio sdo viaveis para analisar o
estado da membrana celular antes e ap0s a criopreservacdo de embribes zigoticos
maduros de coco AveJBr.



34

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGRIANUAL. Anuério da agricultura brasileira. Coco-da-baia. Sdo Paulo: FNP,
Consultoria e Agroinformativos, 2009.

AROCA, R., AMODEO, G., FERNANDEZ-ILLESCAS, S., HERMAN, E. M., CHAUMONT,
F., CHRISPEELS, M. J. The role of Aquaporins and membrane damage in chilling and
hydrogen peroxide induced changes in the hydraulic conductance of maize roots. Plant
Physiology, v.137, p. 341-353, 2005.

AOAC. Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis, ed.
Washington D. C., v. 15, 1141 p. 1990.

ASSY-BAH, B.; ENGELMANN, F. Cryopreservation of mature embryos of coconut (Cocos
nucifera L.) and subsequent regeneration of plantlets. Cryo-Letters, v. 13, p. 117-126,
1992.

AZEVEDO, C. A. A. Biotecnologia, biodiversidade e conhecimentos tradicionais.
www.cesupa.br/redenorte/doc/material-textos.doc. Acesso em 11 de novembro de 2009.
BAJAJ, Y.P.S. Current Science, v. 53, p. 1215-1216, 1984.

BARROS. D. |. Tecnologia de sementes de mangaba (Hancornia speciosa Gomes).
Areia, Universidade Federal da Paraiba, 89 p. 2006 (Tese de doutorado).

BARRUETO CID, L. P. A propagagéo in vitro de plantas. Biotecnologia ciéncia e
desenvolvimento, Brasilia, DF, n. 19, p. 16-21, mar./abri. 2001.

BECQUEREL, P. L"anhydrobiose des tubercules de Renouncules dans |"azote liquide (-
196 °C). Cachier de Recherche de I’Académie de Sciences, v. 194, p. 1974-1976,
1932.

BECQUEREL, P. La vie latente des grains de pollen dans la vide a -271 °C au-dessous
de zero. Cachier de Recherche de I’Académie de Sciences, v. 188, p. 1305-1310,
1929

BECQUEREL, P. La vie latente des spores ds Mucorinées et des Ascomycétes aux
basses températures (-271 °C). Cachier de Recherche de I"’Académie de Sciences, v.
150, p. 1347-1351, 1910.

BENASSI, A. C. Informes sobre a producgéo de coco.
http://www.todafruta.com.br/todafruta/mostra_conteudo.asp?conteudo=12743. Acesso em
10 de novembro de 2009.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agréria. Regras para andlise de sementes.
Brasilia-DF: SNDA/DNPV/CLAV, 365 p. 1992.

CANTO, A. M. M. E.; SOUZA, F. V. D.; COSTA, M. A. C.; SOUZA, A. da S.; LEDO, C. A.
da S.; CABRAL, J. R. S. Conservacéo in vitro de germoplasma de abacaxi tratado com
paclobutrazol. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 39, n. 7, p. 717-720, jul. 2004.

CHAN, E.; ELEVITCH, C. R. Species profiles for Pacific Island. Agroforestry, v. 2.1, April
2006.


http://www.cesupa.br/redenorte/doc/material-textos.doc
http://www.todafruta.com.br/todafruta/mostra_conteudo.asp?conteudo=12743

35

CROWE, J. H. CROWE, L. M.; CARPENTER, J. F.; RUDOLPH, A. S.; AURELL
WISTROM, C.; SPARGO, B. J.; ANCHORDOGUY, T. J. interactions of sugars with
membranes. Biochimica et Biophysica Acta, v.947, p. 367-384, 1988.

DAMASCO, O. P. Utilization of embryo culture technology for germoplasm conservation:
development of medium term conservation for coconut zygotic embryos in the Philipines.
In: ENGELMANN, F.; BATUGAL, P.; OLIVER, J. (Ed.) Coconut in vitro culture: part II.
Serdang: IPGRI-APO, 2002. p. 67-79, 2002.

DUMET, D.; ENGELMANN, F.; CHABRILLANGE, N.; DUCVAL, Y.; DEREUDDRE, J.
Importance of sucrose for the acquisition of tolerance to desiccation and cryopreservation
of oil palm somatic embryos. Cryo-letters, v.14, p. 243-250, 1993.

EEUWENS, C. J. Mineral requirements for growth and callus initiation of tissue explants
excised from mature coconut palms (Cocos nucifera) and cultured in vitro. Physiologia
Plantarum, v. 36, p. 23-28, 1976.

ENGELMANN, F.; ASSY-BAH, B. Maintenance of coconut genetic resources - In vitro
techniques for medium and long term conservation. Proceedings... Internacional
Workshop on Coconut Genetic Resources, Cipanas Indonesia, p. 8-11, 1991.

ENGELMANN, F. Importance of desiccation for the cryopreservation of recalcitrant seed
and vegetatively propagated species. Plant Genetic Resources Newsletter, v.112, p. 9—
18; 1997a.

FABRE, J.; DEREUDDRE, J. encapsulation-dehydration: a new approach to
cryopreservation of Solanum shoot-tips. Cryo-letters, v. 11, p. 413-426, 1990.

FARIA, G. A.; COSTA, M. A. C.; JUNGHANS, T. G.; LEDO, C. A.da S.; SOUZA, A. da S.
Efeito da sacarose e do sorbitol na conservacao in vitro de Plassiflora giberti N. E. Brown.
Revista Brasileira de Fruticultura, v. 28, n. 2, p. 267-270, 2006.

FERNANDES, R. C.; MAGALHAES, H. M.; LOPES, P. S. N.; BRANDAO
FONTENELE, R. E. S. Resumos do V CBA — Manejo de Agroecossistemas Sustentaveis.
Revista Brasileira de Agroecologia, v. 2, n. 2, p. 1004-1007, 2007.

FORTES, G. R. de L.; PEREIRA, J. E. S. Preservacéao in vitro da batata com acido
acetilsalicilico e duas fontes de carboidrato. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 36, n.
10, p. 1261-1264, 2001.

GEORGE, E. F. Plant propagation by tissue culture. 2. ed. London: Exegetics, v. 1,
1993.

GIACOMETTI, D. C. The management of genetic resources as a component of biological
diversity. Diversity, v. 8, n. 3, p. 10-13, 1993.

GOEDERT, C. O. Historico e avan¢os em recursos genéticos no Brasil. In: NASS, L. L.
(Ed.). Recursos genéticos vegetais. Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, p. 25-60, 2007.

GOEDERT, C. O. Sistema de conservacao de germoplasma a longo prazo da
Embrapa: modelo inicial. Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2005.
21p. (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Documentos, 163).

GONCALVES, K. S.; JUNGHANS, T. G.; VIDAL, A. M. Cultivo in vitro de gemas laterais
de maracujazeiro amarelo em funcéo da temperatura. In. CONGRESSO BRASILEIRO



36

DE MELHORAMENTO DE PLANTAS, 2., 2003, Porto Seguro. Anais... Cruz das Almas,
2003, 1 CD-ROM.

GONZALEZ-BENITO, M. E.; CLAVERO-TAMIREZ, |.; LOPEZ-ARANDA, J. M. Review.
The use of cryopreservation for germplasm conservation of vegetatively propagated
crops. Spanish Journal of Agricultural Research, v.2. n.3, p. 341-351, 2004.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A. Micropropagacéo. In: TORRES, A. C. e
CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. (Eds.) Cultura de tecidos e transformacgéo genética de
plantas, Brasilia, EMBRAPA-SPI, EMBRAPA-CNPH, 1998, v. 1, p. 183-260.

GROUT B.W.W., MORRIS, G.J. The effects of low temperatures on biological
systems. Edward Arnold, London, p. 275, 1987.

HALMAGYI, A.; VALIMAREANU, S.; COSTE, A.; DELIU, C.; ISAC, V. Cryopreservation of
Malus shoot tips and subsequent plant regeneration. Romanian Biotechnological
Letters, v. 15, n.1, Supplement, 2010.

HAO, S-J.; HAO, J-F.; ZHANG, G-J. Effect of solute hydrogen bonding capacity on
osmoatic stability of lysosomes. Biochemistry, Moscou, v.74, n.12, pp. 1363-1367, 2009.

HEYWOOD, V. H. Global biodiversity assessment. Cambridge, UK: UNEP: Cambridge
University Press, 118 p., 1995.

IBPGR (International Board for Plant Genetic Resources) Geneflow: a publication about
the earth’s plant genetic resources. Rome, Italy, p. 19, 1993.

JUNIOR, D. S.; FERNANDES, R. C.; GOMES, J.. A. O.; PAULINO, M. A.O.;CARNEIRO,
P. A. P. Elaborac&o da metodologia de aplicacdo do teste de tetrazolio para avaliacdo da
viabilidade das sementes de coquinho-azedo Butia capitata (Mart) Becc. Revista
Brasileira de Agroecologia, v.2, n.2, out. 2007.

KARTHA, K. K. Meristem culture and germplasm preservation. In: KARTHA, K. K. (Ed.).
Cryopreservation of plant cells and organs. Boca Raton, FL: CRC Press, p. 115-134,
1985.

KRZYZANOWSKI, F.; VIEIRA, R. D.; FRANCA NETO, J. B. (Eds.). Vigor de sementes:
conceitos e testes. Londrina;: ABRATES, 1999.

LEDO, A. S.; CUNHA, A. O.; ARAGAO, W. M.;: TUPINAMBA, E. A. Efeito da sacarose e
do manitol na conservacao in vitro por crescimento lento de coqueiro ando. Magistra,
v.19, n. 4, p. 346-351, out./dez., 2007.

LEDO, A. S;; GQMES, K.K.P. ; BARBOZA, S.B.S.C. ; VIEIRA, G.S.S. ; ARAGAO, W.M.
de ; TUPINAMBA, E.A. Cultivo in vitro de embrides zigéticos e aclimatacao de plantulas
de coqueiro ando. Pesquisa Agropecuaria Brasileira , v. 42, p. 147-154, 2007.

LEMOS, E. E. P. de, FERREIRA, M. de S., ALENCAR, L. M. C. de A, NETO, C. E. R,,
ALBUQUERQUE, M. M. de. Conservacao in vitro de germoplasma de cana-de-agucar.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 37, n. 10, p. 1359-1364, out. 2002.

LEOPOLD, A. A. Temperature effects on soybean imbibition and leakage. Plant
Physiology, v. 65, n. 4, p. 1096-1098, 1980.


http://lattes.cnpq.br/4432515116579164
http://lattes.cnpq.br/2780277708952204

37

MALAURIE, B.; BORGES, M. Cryopreservation of coconut (Cocos nucifera L.) plumules
by encapsulation/dehydration. In; International Workshop on Plant Biotechnology-Plant
Breeding and Biotechnology, BIOVEG, 2001. Reports...Centro de Bioplantas, Ciego de
Avila, Cuba, 2001. p. 59, 2001.

MALAURIE, B.; TROUSLOT, M. F.; BERTHAUD, J.; BOUSALEM, M.; PINEL, A.; UBERN,
J. Medium-term and long-term in vitro conservation and safe international exchange of
yam (Dioscorea spp.) germplasm. Electronic Journal of Biotechnology, Valparaiso,
Chile, v. 1, n. 3. Disponivel em: http://ejb.ucv.cl/content/voll/issue3/full/2/2.PDF. Acesso
em: 10 novembro de 2009.

MARIANTE, A. da S.; SAMPAIO, M. J. A,; INGLIS, M. C. V. The stat of Brazil's plant
genetic resources: Conservation and sustainable utilization for food and agriculture.
Embrapa Techonological Information, Brasilia, p. 236, 2009.

MARIN, M.L.; DURAN-VILA, N. Survival of somatic embryos and recovery of plants of
sweet Orange (Citrus sinensis L. Osbh.) after immersion in liquid nitrogen. Plant Cell
Tissue and Organ Culture, v. 14, p. 51-57, 1988.

MARTINS, C. C.; NAKAGAWA, J.; BOVI, M. L. A. Avaliacdo da qualidade fisiolégica de
sementes de acai. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 31, p. 231 — 235, 2009.

MCT, Ministério da Ciéncia e Tecnologia. Programa de Biotecnologia e Recursos
Genéticos. Definicdo de Metas. http://www.ctnbio.gov.br/upd_blob/0000/9.pdf. Acessado
em 25 mai. 2009.

MERROW, A. W. Palm seed germination. IFAS Cooperative Extension Bulletin, Florida,
n. 274, p. 1-10, jun. 2004.

MCDI. Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior. Secretaria de
Comeércio Exterior, CIRCULAR n. 42, (publicada no D.O.U. de 30 de julho de 2009).
Brasilia: Diario Oficial da Unido, 30 jul. 2009.

MORAES, R. M.; CALDAS, L. S.; SILVEIRA, C. E. S.; SOUZA, A. V.; BERTONI, B. W.;
PEREIRA, A. M. S. Micropropagacéo e banco de germoplasmain vitro para
producéo e conservacéo de plantas nativas do Cerrado. In: PEREIRA, A. M. S. (org).
Recursos Genéticos e Conservacgdo de Plantas Medicinais do Cerrado. Ana Maria Soares
Pereira. Ribeirdo Preto, p. 185-212, 2007.

MROGINSKI, L. A.; ROCA, W. M. Estabelecimiento de cultivos de tejidos vegetales in
vitro. In: ROCA, W. M.; MROGINSKI, L. A. (Ed.). Cultivo de tejidos en la agricultura:
fundamentos y aplicaciones. Cali: CIAT, parte A, cap. 2, p. 14-40, 1991.

NASCIMENTO, W. M . O. Conservacao de sementes de agai (Euterpe oleracea
Mart.). 2006. 60 f. Tese (Doutorado em Agronomia/ Fitotecnia) — Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2006.

NETO, J. de B. F. O teste de tetrazdlio em sementes de soja. In: VIEIRA, R. D.;
CARVALHO, N. M. de. Testes de vigor em sementes. Jaboticabal-SP: FUNEP, p. 87-
102, 1994.

N'NAN, O.; VERDEIL, J. L.; HOCHER, V.; KONAN, J. L.; ZAKRA, N.; MALAURIE, B. Mise
au point d'une méthode de cryoconservation d'apex caulinaire de cocotier (Cocos nucifera
L.). In: Biotechnologies Végétales: Valorisations pour une Agriculture Durable, Journées



38

Scientifiques du réseau Biotechnologies, Amélioration des Plantes et Sécurité
Alimentaire, v. 8, p. 152-153, 2002.

PANIS, B. WTHERS, L.A., DE LANGHE, E. Cryopreservation of Musa suspension
cultures and subsequent regeneration of plants. Cryo-latters, v. 11, p. 337-350, 1990.

PANIS, B.; TOTTE, N.; NIMMEN, K. Van; WITHERS, L. A.; SWENNEN, R.
Cryopreservation of banana (Musa spp.) meristem cultures after pre-culture on sucrose.
Plant Science, v. 121, p. 95-106, 1996.

PAULET, F. ENGELMANN, F.; GLAZMANN, J-C. Cryopreservation of apices of in vitro
plantlets of sugarcane (Sacharum sp.) hybrids using encapsulation-dehydration. Plant
Cell Reports, v. 12, p. 525-529, 1993.

PENCE, V. C. Cryopreservation of immature embryos of Theobroma cacao. Plant Cell
Reports, v. 10, p. 144-147, 1991.

PRITCHARD, H. W. Cryopreservation of seeds. In: DAY, J. G.; MCLELLAN, M. R.
(Ed.). Methods in molecular biology: cryopreservation and freeze-drying protocols.
Totowa, NJ: Humana Press, 1995. v. 38. p. 133-144.

RAO, K. N. Plant genetic resources: advancing conservation and use through
biotechology. African Journal of Biotechnology, v. 3, n.2, p. 136-145, 2004.

SAKAI A., Survival of twigs of Woody plants at — 196. Nature, v. 185, p. 393-394, 1960.

SAKAI, A.; ENGELMANN, F. Vitrification, encapsulation-vitrification and droplet-
vitrification: a review. Cryo-Letters, v. 28, n. 3, p. 151-172, 2007.

SAMOSIR, Y. M. S.; MASHUD, N.; NOVARIANTO, H.; LIEN, V. T. M.; RILLO, E;
MAGDALITA, P.; DAMASCO, O.; KEMBU, A.; FAURE, M. G.; ADRINS, S. W. A new
embryo culture protocol for coconut germplasm conservation and elite-type
seedling production. Australian Centre for International Agricultural Research.
Canberra, p.14-30, 2008.

SANTOS, I. R. I. Criopreservacgao: potencial e perspectivas para a conservagao de
germoplasma vegetal. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, v. 12, p. 70-84, 2000.

SANTOS, I. R. I. Criopreservacdo de eixos embrionarios de espécies de citrus
usando o encapsulamento e desidratacao. Brasilia, 24 p., 2004, Documentos —
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

SANTOS, I. R. |. Criopreservacao de germoplasma vegetal. Biotecnologia Ciéncia &
Desenvolvimento, n.20, maio/junho, p. 60-65, 2001.

SANTOS, I. R. I.; SALOMAO, A. N. Criopreservacao de germoplasma vegetal. In: NASS,
L. L. (Ed.). Recursos genéticos vegetais, Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, p. 545-573, 2007.

SANTOS, I. R. I.; STUSHNOFF, C. Cryopreservation of embryonic axes of Citrus species
by encapsulation-dehydration. Plant Genetic Resouces Newsletter, v.131, p. 36-41,
2002.



39

SILVA, V. dos S. Regeneracao in vitro de embrides zigéticos de Cocos nucifera L.
Piracicaba. Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz. 78 p., 2002. (Dissertacao de
mestrado).

SOURANDER, L. F. Noruega inaugura “cofre” global no artico. Folha online —Ciéncia,
Bruxelas, artigo 26, fevereiro de 2008. Disponivel em:
http://www1.folha.uol.com.br/folha/ciencia/ult306u376024.shtml. Acesso em 11 de julho
de 2010.

SOUZA, L. A. de; CARVALHO, M. L. M. de; KATAOKA, V. Y.; OLIVEIRA, J. A. de. Teste
de condutividade elétrica para avaliacdo da qualidade fisiol6gica de sementes de
mamona. Revista Brasileira de Sementes, v. 31, n. 1, p. 60-67, 2009.

STANWOOD, P.C. Cryopservation of seeds: a preliminary guide to the practical
preservation of seed germplasm on liquid nitrogen. In: FAO. International Board for Plant
Genetic Resources. Advisory Committee on Seed Storage. Report of the second meeting.
Rome, 1984, p. 8-27. Appendiz 3.

VANZOLINI, S.; NAKAGAWA, J. Teste de condutividade elétrica em sementes de
amendoim: Efeitos de temperatura e periodos de embebicdo. Revista Brasileira de
Sementes, v. 21, n.1, p. 41-45, 1999.

VIEIRA, R. D. Teste de condutividade elétrica. In: VIEIRA, R. D.; CARVALHO, N. M. de.
Testes de vigor em sementes. Jaboticabal-SP: FUNEP, p. 103-132, 1994.

WILSON, E. O. The current state of biological diversity. In: WILSON, E. O. (Ed.).
Biodiversity. Washington, DC: National Academy Press, p. 3-20, 1988.

WILSON, E. O. The diversity of life. London: Penguin, 275 p., 1992.

WITHERS L. A.; ENGELMANN F. In vitro conservation of plant genetic resources. In:
Agricultural Biotechnology. A. Altman, Ed., Marcel Dekker Inc. New York. p. 57-88, 1998.

WITHERS, L. A; WILLIAMS, J. T. Conservagéo in vitro de recursos genéticos de plantas.
In: TORRES, A. C.; CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. (Ed.). Cultura de tecidos e
transformacéo genética de plantas. Brasilia: Embrapa-SPI/ Embrapa - CNPH, v. 1, p.
297-330, 1998.

ZHU, G-Y.; GEUNS, J. M. C; DUSSERT, S.; SWENNEN, R.; PANIS, B. Change in sugatr,
sterol and fatty acid composition in banana meristems caused by sucrose-induced
acclimation and its effects on cryopreservation. Physiologia Plantarum, v.128, p.80-94,
2006.



