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O estabelecimento de células, tecidos ou órgãos vegetais in vitro, sob condições 
controladas, pode interromper o sistema de sinalização a que estas partes vegetais estão 
submetidas, sem, contudo, inviabilizá-las. Sendo expostas a uma nova condição ambiental, 
as células podem apresentar uma resposta morfogênica que não se expressaria in vivo. As 
condições de cultivo podem tanto permitir a continuidade de um padrão de desenvolvimento, 
inviabilizado na planta, quanto promover a desdiferenciação e a neomorfogênese pelas vias 
organogênica ou embriogênica (Dodeman et al., 1997; Von Arnold et al., 2002; Jiménez, 
2001). Nesta última via, há formação de embriões a partir de células do esporófito (de 
variados tipos celulares do corpo vegetal) ou do gametófito (Reynolds, 1997). Ainda são 
poucas as informações sobre indução de embriogênese no xenófito (endosperma) (Tulecke 
et al., 1988; Garg et al., 1996). No caso do gametófito masculino (pólen), há registros de 
embriogênese in vitro tanto a partir da célula que o origina, o micrósporo, quanto das células 
que constituem o pólen, denominadas vegetativa e generativa, ou de ambas (Pretová et al., 
1993). 

Por definição, o micrósporo possui apenas um núcleo haplóide não-polarizado e, a 
partir da sua vacuolação, já é um pólen (Mariath et al., 2003). Tanto micrósporos quanto 
gametófitos podem ser estabelecidos in vitro para indução à embriogênese. Para isso, 
devem ocorrer divisões celulares atípicas capazes de alterar o seu destino (Pretová et al., 
1993). 

Os embriões induzidos in vitro podem apresentar variados graus de organização 
celular em relação ao modelo zigótico. O produto das divisões celulares pode ser um 
embrião completo ou, no caso de falhas da histodiferenciação, um embrião incompleto ou 
defectivo (Von Arnold et al., 2002; Rodrigues et al., 2005a). 

A embriogênese de origem gametofítica foi registrada na década de 1960, por 
pesquisadores indianos, ao estabelecerem anteras de Datura innoxia em meio nutritivo. Nas 
condições oferecidas, os gametófitos apresentaram um desvio da rota de desenvolvimento e 
originaram esporófitos haplóides (Guha & Maheshwari, 1964, 1966). 

A capacidade de formação de novos tecidos a partir de divisões celulares do 
gametófito havia sido registrada anteriormente por alguns autores. Entretanto, foram os 
registros em Datura innoxia que impulsionaram a pesquisa neste tema. Desde então, foram 
conduzidos cultivos experimentais para obtenção de plantas androgênicas de inúmeras 
espécies, principalmente as cultivadas. Nas condições de cultivo propostas, espécies 
“responsivas” tornaram-se modelo para estudo dos fatores que alteram e redirecionam o 
desenvolvimento gametofítico, das condições fisiológicas predisponentes, dos padrões das 
divisões celulares na transição gametófito-esporófito e das condições de cultivo que 
favorecem a regeneração de plantas (Maheshwari et al., 1982). 

Como conseqüência, o cultivo de anteras consolidou-se como sistema de obtenção 
de plantas haplóides e duplo-haplóides. Entretanto, neste sistema, os micrósporos e 
gametófitos são estabelecidos in vitro envolvidos por tecidos esporofíticos da antera 
(freqüentemente estratos parietais e conectivo). À medida que cultivos de anteras foram 
conduzidos com espécies de diferentes táxons, foi registrado que, em algumas espécies, 
havia proliferação preferencial dos tecidos esporofíticos. 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 & 



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).  

É comum que, além de competir in vitro por nutrientes, invadir ou comprimir o espaço 
intralocular e produzir grande quantidade de compostos fenólicos, as proliferações de 
origem esporofítica originem estruturas embriogênicas (Rodrigues et al., 2005a,b). 

As constatações de que o cultivo de anteras não é um sistema exclusivamente 
androgênico impulsionaram o avanço do cultivo de micrósporos e gametófitos isolados, o 
qual tem substituído, com vantagens, o cultivo de anteras, em inúmeros laboratórios (Siebel 
& Pauls, 1989; Duijs et al., 1992; Jähne & Lörz, 1995; Rodrigues et al., 2004c). 

A troca de sistema requer, primeiramente, o desenvolvimento de uma técnica de 
isolamento adequada às características dos botões florais em que são encontrados os 
estádios de micrósporo e gametófito jovem (pólen unicelular). O isolamento é feito em 
condições estéreis e com o objetivo de impedir o cultivo simultâneo de células esporofíticas 
e gametofíticas. O procedimento de isolamento deve garantir que micrósporos e gametófitos 
sejam estabelecidos ilesos e viáveis in vitro, em condições de sofrer as divisões mitóticas 
atípicas para originar esporófitos com a mesma constituição genética do gametófito (Huang 
& Keller, 1989; Jähne & Lörz, 1995).  

A qualidade do isolado depende diretamente da pureza e da viabilidade das células 
em cultivo. A pureza corresponde às proporções numérica e volumétrica de micrósporos e 
gametófitos em relação à de resíduos parietais e conectivais, também denominados debris. 
É indispensável prevenir o ingresso de células esporofíticas inteiras no meio de cultivo, bem 
como reduzir a proporção de células gametofíticas mortas (Huang & Keller, 1989; Rodrigues 
et al., 2006).  

Já foi demonstrado que as condições de cultivo para gametófitos isolados são 
distintas das condições de cultivo de anteras, inclusive para a mesma espécie. Além disso, 
tratando-se de um cultivo de estruturas microscópicas em diferentes estádios de 
desenvolvimento (microsporogênese, microgametogênese e embriogênese), este sistema 
requer o emprego freqüente de: filtros com poros de pequeno diâmetro (~ 15 a 150 µm); 
centrifugação com gradientes para separação de estratos de cada estádio de 
desenvolvimento; e, no mínimo, dois recursos de microscopia - um para determinação da 
viabilidade das células in vitro e outro para acompanhamento dos eventos morfogênicos 
(Rodrigues et al., 2004d). 

Tanto o cultivo de gametófitos isolados quanto o cultivo de anteras servem como 
modelo para estudo dos diferentes aspectos da embriologia. Também servem à pesquisa 
aplicada, para a descoberta e manipulação de genes. As plantas haplóides e duplo-
haplóides têm amplo emprego em trabalhos que buscam variabilidade para o melhoramento 
genético, permitindo construção de mapas de ligação, obtenção de linhagens homozigotas 
de espécies “autógamas” e a obtenção de genitores de espécies “alógamas”. 

Adicionalmente, o sistema de cultivo de micrósporos e pólen isolados oferece 
inúmeras possibilidades para manipulação genética, incluindo estudos de expressão gênica, 
indução de mutações, hibridação intertáxons in vitro e transformação genética. 

Neste contexto, nossa equipe de pesquisa está conduzindo estudos para isolamento 
e cultivo de micrósporos e gametófitos de Arachis hypogea, Phaseolus vulgaris e Glycine 
max, espécies para as quais ainda não foram desenvolvidos protocolos para obtenção de 
plantas androgênicas (Croser et al., 2006). Até o presente, não identificamos outra equipe 
brasileira atuando neste tema. Apesar do amplo potencial, o progresso da pesquisa neste 
sistema in vitro dependerá de uma nova abordagem, obrigatoriamente multidisciplinar, da 
revisão de alguns conceitos equivocados e do emprego de técnicas eficientes para a 
interpretação das respostas morfogênicas. 

Dentro do tema, há premissas antigas não consensualizadas, como a da relevância 
do dimorfismo polínico, e observações novas a serem interpretadas, como o recente registro 
de morte celular programada nos cultivos embriogênicos. 

Apesar de o cultivo de micrósporos e pólen isolados ser pouco difundido no Brasil, é 
um sistema promissor para a indução à embriogênese de origem gametofítica das 



numerosas espécies vegetais para as quais ainda não foram desenvolvidos protocolos. 
Nossa experiência comprova que ajustes simples permitem implantar esse sistema em um 
laboratório equipado para outros tipos de cultivo, por isso, estimulamos outros 
pesquisadores brasileiros a adotá-lo, como alternativa mais eficiente em relação ao cultivo 
de anteras. 
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