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H& muito tempo ja sdo conhecidas plantas haploides, os quais apresentam apenas uma
copia de cada cromossomo caracteristico da espécie, no entanto, a ciéncia ndo dispunha de
maneiras para propaga-las. Estes organismos apresentam pureza genética diferenciada dos
individuos diploides, pois se tornam di-haploides com a duplicacdo de seus cromossomos
(BOREM; MIRANDA, 2009).

O progresso no desenvolvimento de &reas de biologia molecular e celular tem
favorecido avancos interessantes no melhoramento genético de espécies cultivadas, auxiliando
principalmente na reducdo do tempo necessario para que as caracteristicas desejadas nas plantas
sejam inseridas, o que traz auxilio aos métodos mais tradicionais de desenvolvimento de
espécies agricolas (MORAES-FERNANDES, 2002a).

A técnica de melhoramento através da haplodiploidizacdo favorece a obtencdo de uma
nova linhagem em apenas uma ou duas geracdes, encurtando o periodo em relacdo ao
melhoramento convencional que pode levar cerca de cinco a oito anos para estabelecer uma
populacdo homogénea, o que depende da fixacdo e expressdo dos genes de interesse. Neste
sistema, as plantas sdo originadas in vitro através dos gametas, apresentando um genoma apenas
que serdo duplicados artificialmente, tornando-se duplo-haploides, sendo assim, ja sdo
linhagens inteiramente homozigotas (FERREIRA; CALDAS; PEREIRA, 1998; MORAES-
FERNANDES, 2002b; BOREM; MIRANDA, 2009).

O desenvolvimento de plantas através da técnica do uso de anteras foi relato por Guha
e Mahashwari em 1964, em trabalhos com Datura inoxia, quando observaram a regeneracéo de

calos embrionarios oriundos de polen imaturo, os quais se desenvolveram e formaram plantulas
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que posteriormente foram confirmadas como haploides (GUHA; MAHASHWARI, 1967 apud
MILANI; CARVALHO, 2005).

De maneira geral, a cultura de anteras é realizada com a prépria antera, 0 microsporo ou

grdo de pdlen, desde que estes se apresentem aptos e 0s gendtipos com potencial genético para
regenerar novas plantas, sendo estabelecido em placas de Petri com solugéo nutritiva, contendo
basicamente minerais, vitaminas e fitorreguladores, o que favorece a divisao do grao de polen,
formando estruturas denominadas de calos embrionarios (MAZZOCATO, 2005; MILANI;
CARVALHO, 2005).

O momento mais apropriado para a coleta de anteras, em relagéo a temperatura, deve
ser a mesma condicao para o 6timo desenvolvimento da planta, sendo que, neste momento 0s
grdos de polen estardo mais aptos a desenvolverem embridides, obtendo assim, melhores
resultados. Outro ponto a ser observado, é a fase de desenvolvimento do micrésporo que
preferencialmente, deve estar na fase uninucleada onde promovera maior sucesso no
surgimento de calos vegetativos, esta metodologia é aplicavel a maioria das espécies (PETERS
etal., 1999 apud MILANI; CARVALHO, 2005).

Vasil e Nitsch (1975) citados por Peters, Bobrowski e Rosinha (1998) e posteriormente
por Milani e Carvalho (2005) relatam o periodo que precede a mitose do micrésporo ao término
desta divisdo como 0 momento critico para a inducdo da rota androgenética, devido que nesta
fase ha maiores niveis de rRNA e tDNA sendo sintetizados, e é neste momento que a coleta dos
grdos de pdlen aparentemente se tornam mais aptos para a utilizagdo nos meios de cultivo.
Apesar destes cuidados, apenas 0,5 a 5,0% dos micrésporos irdo se desenvolver e formar
plantulas.

Apbds a coleta e desinfeccdo das anteras é realizado pré-tratamento a baixas
temperaturas, que antecede a deposicdo em meio de cultura, este processo favorece o
desenvolvimento dos microsporos e é efetivo em poaceas. Este tratamento a frio retarda o
desenvolvimento do micrésporo, resultando em posteriores divisdes mitéticas simultaneas,
influindo ainda, na consisténcia da membrana tornando-a um pouco mais resistente e favorece
a presenca de aminodcidos livres (PETERS; BOBROWSKI; ROSINHA, 1998; MILANI;
CARVALHO, 2005).

O meio de cultura para inducdo de anteras é preferencialmente semissolido, meios
liquidos apresentam problemas com falta de oxigénio e geram maior nimero de plantulas
albinas, também observado em condicGes de temperatura muito altas. De maneira geral, as
temperaturas Otimas, para as diferentes culturas, se situa em torno de 22 a 28 °C. A luz tem

influéncia sobre algumas espécies e a auséncia dela é benéfica para espécies que formam calos
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e, depois dos calos formados, estes devem ser expostos a luz progressivamente. Em diferentes

espécies se tem observado bom desenvolvimento de embridides com a presenca de 2% de CO>
(PETERS; BOBROWSKI; ROSINHA, 1998).

Mazzocato (2005) em trabalho realizado com cevada, relatou cinco tipos de estruturas
regenerativas em anteras, onde houve estruturas indiferenciadas ou amorfas, brotos albinos,
brotos verdes, plantulas albinas e plantulas verdes, onde as plantulas verdes foram utilizadas
para serem cultivadas em meio nutritivo para desenvolverem raizes e folhas. Nas gramineas
geralmente, acontecem muitos casos de plantulas albinas. O autor ainda cita a composigéo do
meio de cultura, o pré-tratamento e o gendtipo como os principais fatores que se relacionam
com a maior regeneracao de plantas verdes.

O gréo de polen é uma célula haploide e quando este é cultivado in vitro, gera plantas
haploides, que terdo seus cromossomos duplicados com o uso de colchicina, um composto
alcaloide extraido do acafrdo, o qual atuara na inibicdo do fuso mitético, desse modo sdo
geradas células com dois conjuntos cromossémicos, tornando a planta dupla-haploide, andlogo
a sua condicdo natural de planta diploide, porém com homozigose em todos os locos génicos
(RAMALHO; SANTOS; PINTO, 2004).

Na natureza é possivel que ocorra a polinizacdo entre espécies diferentes ocorrendo a
formacdo do zigoto, porém, o embrido desenvolvido neste caso € abortado devido ao
endosperma ndo prosseguir seu desenvolvimento, resultado das barreiras pds-zigéticas. Em
decorréncia disso, caso esse embrido seja retirado e cultivado em meio de cultura é possivel que
desenvolva uma nova planta, que neste caso, pode ser de cruzamentos interespecificos,
intraespecificos, intergenéticos e também entre espécies de familias diferentes. Esta
possibilidade se da pela nutricio do embrido artificialmente, substituindo a funcdo do
endosperma (CANCADO et al., 2009).

Especialmente em trigo, se realiza a fertilizacdo do estigma com polen proveniente de
milho para obtencéo de plantas haploides via gimnogénese. Neste processo o embrido hibrido
imaturo € cultivado in vitro, onde 0s cromossomos somaticos sdo eliminados o que resulta na
perda do genoma do milho logo apds as primeiras mitoses do embrido (MORAES-
FERNANDES et al., 2002a; BOREM; MIRANDA, 2009).

No Brasil, os trabalhos de melhoramento genético via gimnogénese se deu logo no inicio
da década de 90 com resultados ndo tdo animadores, pouco tempo depois, com maior
conhecimento referente as condicdes de plantas e desenvolvimento de milho para a produgéo
de polen fora de época, esta tecnica se mostrou muito promissora e ganhou espaco nas linhas
de pesquisa (MORAES-FERNANDES et al., 2002a).
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Em casa de vegetacdo ou em telados, variedades de milho e linhagens de trigo, que

podem ser oriundas a partir de F1, selecionadas da segregacdo de cruzamentos e mesmo
cultivares de interesse, sdo cultivados em vasos, com condi¢des de iluminagédo e temperatura
favoraveis (SHEEREN et al., 1999).

Moraes-Fernandes et al. (2002a) descrevem o processo de gimnogénese no trigo.
Primeiramente, € realizado a emasculagédo das espigas antes que o polen amadureca, evitando
que ocorra a autopolinizacdo. Apds alguns dias, quando o0 ovario estiver receptivo, se realiza a
polinizag&o do estigma do trigo com pélen de milho viavel. Deste momento, decorrido 24 e 48
horas, se aplica logo abaixo da espiga, uma dose de 1 mL de 2,4-D a 10%, provendo auxilio
para o desenvolvimento do embrido. Transcorridos cerca de duas semanas, as espigas Sao
coletadas e retirados os gréos que foram formados, destes sdo excisados, de forma asséptica, 0s
embrides para serem colocados em meio de cultura.

As espigas devem ser coletadas, bem como os embrides devem ser retirados dos gréos
para que ndo morram em razdo da decomposicao do endosperma, o qual nédo se desenvolve, por
motivo da instabilidade entre os genomas. O grao vai emurchecendo e ficando com coloracéo
escura, com inicio do apice para a base, sendo este, um bom momento para a retirada dos
embrides, especificamente quando um terco do gréo ja esteja murcho. O tempo que o0 embrido
haploide consegue permanecer é efémero, ndo ultrapassando mais do que duas semanas
(ANGRA et al., 1999; MICHEL, 2003).

A desinfestagdo mais comum realizada nos embrides envolve o uso de hipoclorito de
sodio e etanol, estes promovem melhores resultados, umectantes e detergentes podem ser
incrementados promovendo melhoria na desinfeccdo. Para a excisao dos embrides, a realizacdo
desta tarefa deve ser em camara asséptica com auxilio de microscdpio estereoscopico,
possibilitando visualizar o embrido. O corte para retirada do embrido é geralmente localizado
na regido da micropila e pode se espremer levemente o endosperma para que seja liberado. E
imprescindivel que na retirada do embrido tenha se o cuidado de manter o suspensor pois este
apresenta funcdo nutricional e sintetiza substancias de crescimento e desenvolvimento inicial
(HU; FERREIRA, 1998).

Os embrides sdo inoculados em meio de cultivo Batata 2. Dependendo da fase de
desenvolvimento do embrido, suas necessidades nutritivas se alteram, quanto 0 mesmo esta
formado praticamente ndo necessita muita nutricdo e quanto mais imaturo maior as
necessidades de suplementagdo. Ja na fase denominada de torpedo e fases anteriores, ha a
necessidade de suprir com sacarose, vitaminas e sais minerais, em estadios anteriores se faz

ainda o uso de horménios. Para o desenvolvimento, estes permanecem trés dias em local com
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auséncia de luz e posteriormente vao para camaras de crescimento, cerca de trinta dias. As
plantas originadas dos embrides sdo transferidas para substrato nutritivo contendo vermiculita,
onde irdo se desenvolver (HU; FERREIRA, 1998; SHEEREN et al., 1999; MORAES-
FERNANDES et al., 2002a).

Ap0s estabelecida a planta haploide, precisa-se estabelecer a diploidia, neste caso, um
duplo-haploide, semelhante aos individuos oriundos de micrésporos. Este processo pode
ocorrer naturalmente, no entanto, na maioria dos casos € induzido com o uso da colchicina que
tem acdo na divisdo mitdtica, impedindo a polimerizacdo das fibras do fuso se ligando as
tubolinas, inibindo a migracéo polar dos cromossomos (PETERS; BOBROWSKI; ROSINHA,
1998; NITSCH, 1983 apud CANCADO et al., 2009).

Em plantas duplo-haploides, 0 momento de aclimatacdo é tdo fundamental quanto os
processos de cultivo in vitro e dos cuidados com as anteras e embrides, devido que estas plantas
desenvolveram todo o processo inicial de crescimento em condi¢fes de assepsia, umidade e
temperatura controladas, nutrientes disponiveis de forma balanceada, e entdo, necessitam
alterar sua fisiologia para sobreviver em ambiente com umidade em situacdes discrepantes,
sofrerdo ataque de microrganismos podendo ser acometidas por moléstias, deverdo desenvolver
seu sistema radicular para buscar nutrientes, além de se adaptar as variagdes luminosas e iniciar
o0 processo fotossintético (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990 apud ANGRA et al., 1999).

Cancado et al. (2009) comenta as observacdes de Peters, Bobrowski e Rosinha (1999)
onde ressaltam a cultura de anteras com maior utilizacdo em relacdo a de ovarios,
principalmente pelo fato das anteras poderem ser precursoras de maior nimero de novas plantas
por possuirem elevado nimero de grédos de polen que podem se desenvolver, em relacdo a um
unico dvulo, que, além disso, apresenta respostas inferiores em meio de cultura em relacdo aos

microsporos.

CONSIDERACOES FINAIS

O melhoramento genético através da técnica de haplodiploidizagdo tem favorecido a
formagéo de novas cultivares em menor periodo de tempo se comparado ao melhoramento
tradicional, principalmente por promover individuos homozigotos. Esta técnica é de grande
importancia para a agricultura, em especial para a formacdo de variedades de plantas perenes,

gue despendem de maior periodo de tempo para chegar a uma cultivar.
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