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Isolamento e cultivo in vitro de micrésporos e graos de pélen.
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O estabelecimento de células, tecidos ou 6rgados vegetais in vitro, sob condigbes
controladas, pode interromper o sistema de sinalizagdo a que estas partes vegetais estao
submetidas, sem, contudo, inviabiliza-las. Sendo expostas a uma nova condigdo ambiental,
as células podem apresentar uma resposta morfogénica que nao se expressaria in vivo. As
condicdes de cultivo podem tanto permitir a continuidade de um padrao de desenvolvimento,
inviabilizado na planta, quanto promover a desdiferenciacdo e a neomorfogénese pelas vias
organogénica ou embriogénica (Dodeman et al., 1997; Von Arnold et al., 2002; Jiménez,
2001). Nesta ultima via, ha formagcdo de embrides a partir de células do espordfito (de
variados tipos celulares do corpo vegetal) ou do gametofito (Reynolds, 1997). Ainda sédo
poucas as informagdes sobre inducao de embriogénese no xendfito (endosperma) (Tulecke
et al., 1988; Garg et al., 1996). No caso do gametdéfito masculino (pdlen), ha registros de
embriogénese in vitro tanto a partir da célula que o origina, o micrésporo, quanto das células
que constituem o pdlen, denominadas vegetativa e generativa, ou de ambas (Pretova et al.,
1993).

Por definicdo, o micrésporo possui apenas um nucleo hapldide nao-polarizado e, a
partir da sua vacuolacdo, ja € um polen (Mariath et al., 2003). Tanto micrésporos quanto
gametdfitos podem ser estabelecidos in vitro para indugdo a embriogénese. Para isso,
devem ocorrer divisdes celulares atipicas capazes de alterar o seu destino (Pretova et al.,
1993).

Os embrides induzidos in vitro podem apresentar variados graus de organizagao
celular em relacédo ao modelo zigoético. O produto das divisbes celulares pode ser um
embrido completo ou, no caso de falhas da histodiferenciagcdo, um embrido incompleto ou
defectivo (Von Arnold et al., 2002; Rodrigues et al., 2005a).

A embriogénese de origem gametofitica foi registrada na década de 1960, por
pesquisadores indianos, ao estabelecerem anteras de Datura innoxia em meio nutritivo. Nas
condicbes oferecidas, os gametofitos apresentaram um desvio da rota de desenvolvimento e
originaram espordfitos hapléides (Guha & Maheshwari, 1964, 1966).

A capacidade de formacido de novos tecidos a partir de divisbes celulares do
gametofito havia sido registrada anteriormente por alguns autores. Entretanto, foram os
registros em Datura innoxia que impulsionaram a pesquisa neste tema. Desde entdo, foram
conduzidos cultivos experimentais para obtengdo de plantas androgénicas de inumeras
espécies, principalmente as cultivadas. Nas condicbes de cultivo propostas, espécies
“responsivas” tornaram-se modelo para estudo dos fatores que alteram e redirecionam o
desenvolvimento gametofitico, das condigdes fisioldgicas predisponentes, dos padrdes das
divisdes celulares na transicdo gametofito-esporofito e das condi¢des de cultivo que
favorecem a regeneracao de plantas (Maheshwari et al., 1982).

Como consequéncia, o cultivo de anteras consolidou-se como sistema de obtengao
de plantas hapléides e duplo-haploides. Entretanto, neste sistema, os micrésporos e
gametdfitos sdo estabelecidos in vitro envolvidos por tecidos esporofiticos da antera
(freqlientemente estratos parietais e conectivo). A medida que cultivos de anteras foram
conduzidos com espécies de diferentes taxons, foi registrado que, em algumas espécies,
havia proliferagdo preferencial dos tecidos esporofiticos. Dentre as espécies que
apresentaram esta resposta, foram citadas: Cajanus cajan (Vasil, 1967), Ranunculus
sceletarus (Konar & Nataraja, 1965), Medicago sativa (Saunders & Bingham, 1972), Petunia
spp (Sangwan & Norreel, 1975), Hevea brasiliensis (Wang et al., 1980), Cichorium intybus
(Guedira et al., 1989), Vitis rupestris (Altamura et al., 1992), Manihot esculenta (Woodward &
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Puonti-Kaerlas, 2001), Malus spp (Ochatt & Zhang 1996), Oenothera hookeri (Martinez &
deHalac, 2000), Pometia pinnata (Sudarmonowati et al., 2000) e Glycine max (Rodrigues et
al., 2004a).

E comum que, além de competir in vitro por nutrientes, invadir ou comprimir o espago
intralocular e produzir grande quantidade de compostos fendlicos, as proliferacdes de
origem esporofitica originem estruturas embriogénicas (Rodrigues et al., 2005a,b).

As constatacbes de que o cultivo de anteras ndo € um sistema exclusivamente
androgénico impulsionaram o avanc¢o do cultivo de micrésporos e gametdfitos isolados, o
qual tem substituido, com vantagens, o cultivo de anteras, em iniUmeros laboratérios (Siebel
& Pauls, 1989; Duijs et al., 1992; Jahne & Lorz, 1995; Rodrigues et al., 2004c).

A troca de sistema requer, primeiramente, o desenvolvimento de uma técnica de
isolamento adequada as caracteristicas dos botdes florais em que sao encontrados os
estadios de micrésporo e gametdéfito jovem (pdlen unicelular). O isolamento é feito em
condigbes estéreis e com o objetivo de impedir o cultivo simultdneo de células esporofiticas
e gametofiticas. O procedimento de isolamento deve garantir que micrésporos e gametofitos
sejam estabelecidos ilesos e viaveis in vitro, em condigbes de sofrer as divisbes mitéticas
atipicas para originar esporoéfitos com a mesma constituigdo genética do gametdfito (Huang
& Keller, 1989; Jahne & Loérz, 1995).

A qualidade do isolado depende diretamente da pureza e da viabilidade das células
em cultivo. A pureza corresponde as proporcdées numérica e volumétrica de micrésporos e
gametdfitos em relagéo a de residuos parietais e conectivais, também denominados debris.
E indispensavel prevenir o ingresso de células esporofiticas inteiras no meio de cultivo, bem
como reduzir a proporg¢ao de células gametofiticas mortas (Huang & Keller, 1989; Rodrigues
et al., 2006).

Ja foi demonstrado que as condi¢cdes de cultivo para gametdfitos isolados sao
distintas das condi¢des de cultivo de anteras, inclusive para a mesma espécie. Além disso,
tratando-se de um cultivo de estruturas microscopicas em diferentes estadios de
desenvolvimento (microsporogénese, microgametogénese e embriogénese), este sistema
requer o emprego frequente de: filtros com poros de pequeno didmetro (~ 15 a 150 pm);
centrifugacdo com gradientes para separagdo de estratos de cada estadio de
desenvolvimento; e, no minimo, dois recursos de microscopia - um para determinagao da
viabilidade das células in vitro e outro para acompanhamento dos eventos morfogénicos
(Rodrigues et al., 2004d).

Tanto o cultivo de gametdfitos isolados quanto o cultivo de anteras servem como
modelo para estudo dos diferentes aspectos da embriologia. Também servem a pesquisa
aplicada, para a descoberta e manipulagdo de genes. As plantas hapldides e duplo-
hapléides tém amplo emprego em trabalhos que buscam variabilidade para o melhoramento
genético, permitindo construcdo de mapas de ligagdo, obtencédo de linhagens homozigotas
de espécies “autbgamas” e a obtencao de genitores de espécies “alégamas”.

Adicionalmente, o sistema de cultivo de micrésporos e podlen isolados oferece
inUmeras possibilidades para manipulagcédo genética, incluindo estudos de expressao génica,
inducado de mutagdes, hibridacao intertaxons in vitro e transformacéo genética.

Neste contexto, nossa equipe de pesquisa esta conduzindo estudos para isolamento
e cultivo de micrésporos e gametofitos de Arachis hypogea, Phaseolus vulgaris e Glycine
max, especies para as quais ainda ndo foram desenvolvidos protocolos para obtencéo de
plantas androgénicas (Croser et al., 2006). Até o presente, nao identificamos outra equipe
brasileira atuando neste tema. Apesar do amplo potencial, o progresso da pesquisa neste
sistema in vitro dependerd de uma nova abordagem, obrigatoriamente multidisciplinar, da
revisdo de alguns conceitos equivocados e do emprego de técnicas eficientes para a
interpretacao das respostas morfogénicas.

Dentro do tema, ha premissas antigas ndo consensualizadas, como a da relevancia
do dimorfismo polinico, e observagdes novas a serem interpretadas, como o recente registro
de morte celular programada nos cultivos embriogénicos.

Apesar de o cultivo de microsporos e pdlen isolados ser pouco difundido no Brasil, é
um sistema promissor para a inducdo a embriogénese de origem gametofitica das
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numerosas espécies vegetais para as quais ainda ndo foram desenvolvidos protocolos.
Nossa experiéncia comprova que ajustes simples permitem implantar esse sistema em um
laboratério equipado para outros tipos de cultivo, por isso, estimulamos outros
pesquisadores brasileiros a adota-lo, como alternativa mais eficiente em relagdo ao cultivo
de anteras.
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