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Apresentação

Grande parte das  funções gênicas tem sido definidas através do uso da genética direta, onde 
um fenótipo é identificado e usado para clonar o gene responsável. No entanto, na maioria dos 
casos, os genes de sequência conhecida não são associados a um fenótipo. Isto é particularmente 
verdadeiro em espécies não modelo, onde a genética avançada pode ser mais desafiadora devido 
à redundância genética. A genética reversa é uma ferramenta poderosa que pode ser usada para 
identificar o fenótipo resultante do bloqueio de um gene seqüenciado específico, mesmo sem o 
conhecimento prévio de sua função. Dessa forma, estabelecendo uma ligação direta entre a função 
de um produto gênico e sua função in vivo. Essa riqueza de novos dados de sequências obtidos por 
meio do sequenciamento de genomas facilita extensas análises funcionais baseadas em genética 
reversa.

Frederico Ozanan Machado Durães
Chefe-geral



Sumário

Introdução .......................................................................................................................................................06

Aplicações do Melhoramento Reverso ............................................................................................................08

Princípios do Método de Melhoramento Reverso  ..........................................................................................12

Descrição da Técnica de Melhoramento Reverso   .........................................................................................13

Estratégias para Suprimir a Recombinação Meiótica .....................................................................................14

Limitações da Técnica  ....................................................................................................................................15

Limitações para o Emprego do Melhoramento Reverso em Milho .................................................................16

MARB: Melhoramento Reverso assistido por marcadores moleculares  ........................................................16

Tamanho Mínimo Ideal para Seleção do Genótipo de Interesse  ...................................................................17

Considerações Finais  .....................................................................................................................................17

Referências .....................................................................................................................................................18



7Melhoramento Reverso: Princípios e Aplicações

Introdução

Na área vegetal, além do melhoramento tradicional, novos métodos de manipulação gênica e análise 
de genomas progrediram consideravelmente nesses últimos anos. Várias técnicas de engenharia 
genômica apresentam grande precisão e têm por objetivos alterar ou introduzir novos caracteres 
nas plantas para estudos de função gênica ou produção de variedades com novas características 
(Lusser et al., 2011). No melhoramento de plantas, um dos aspectos mais importantes está 
relacionado com a manipulação da expressão gênica para obtenção de linhagens apresentando 
alto grau de homozigose (Jankowicz-Cieslak; Till, 2016). Entre os métodos utilizados para produção 
de linhagens homozigotas, podemos destacar: 1) o melhoramento clássico, em que linhagens são 
obtidas por autofecundações sucessivas que demandam entre seis e oito gerações de cruzamentos 
e seleção para que aproximadamente 99% de homozigose seja alcançada; e 2) o uso da técnica da 
cultura de gametófitos (anteras, pólen e/ou óvulos) que, em várias espécies, permite a produção de 
linhagens homozigotas (duplos-haploides = DH) em apenas uma geração de cultura, abreviando o 
tempo para seu emprego na produção de híbridos (Figura 1). 

Recentemente, a aplicação do conceito de genética reversa ao melhoramento vegetal originou 
um ramo da pesquisa que foi designado “Melhoramento Reverso” (do inglês: Reverse Breeding, 
RB, ou MR em português). Nesse procedimento, os genes responsáveis pelo pareamento e/ou 
recombinação dos cromossomos durante a meiose I são silenciados (por RNAi, siRNA ou agentes 
químicos) evitando a ocorrência de recombinações gênicas (Figura 1). Após a cultura de gametófitos, 
obtêm-se plantas haploides, que após serem tratadas com inibidores do fuso acromático (geralmente 
colchicina, 8-hidroxiquinoleína ou frio) originam plantas duplo-haploides (Dirks et al., 2009).

Uma característica interessante do método de cultivo de gametófitos consiste no fato de que, 
da mesma forma que ocorre no melhoramento tradicional, híbridos poderão ser continuamente 
produzidos a partir das linhagens parentais duplo-haploides. Além disso, o método apresenta a 
vantagem de que os efeitos de genes recessivos deletérios que afetam o desenvolvimento das 
plantas ou a produção de sementes são prontamente eliminados da população ainda na primeira 
fase de produção de duplo-haploides (Chang; Coe, 2009).

O Melhoramento Reverso, tema deste documento, pode ser usado em qualquer fase do programa 
de melhoramento para fixar características de interesse que tenham sido previamente observadas 
em plantas segregantes. Após o cruzamento entre diferentes linhagens homozigotas, as 
células gametofíticas de híbridos da geração F1 ou de gerações mais avançadas apresentando 
características agronômicas desejadas poderão ser cultivadas in vitro para produção de plantas 
duplo-haploides não recombinantes, que poderão ser usadas para reconstituir as linhagens ou 
híbridos parentais ou ainda linhagens apresentando substituições cromossômicas (Figura 1). Em 
estágios avançados de um programa de melhoramento, híbridos bem caracterizados poderão ser 
transformados em linhagens homozigotas em apenas uma geração, possibilitando superar etapas 
recorrentes no processo de seleção para a homozigose quando se emprega o método tradicional. 
Além disso, o Melhoramento Reverso reduz o número de indivíduos que deverão ser avaliados em 
uma população para obtenção do fenótipo ou genótipo de interesse. 
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Figura 1. Comparação dos três métodos empregados para obtenção de linhagens homozigotas. (A) - No melhoramento 
clássico são necessárias entre seis e oito gerações de autofecundação para obtenção de linhagens com aproximada-
mente 99% de homozigose, enquanto que nos métodos que utilizam duplos-haploides (B e C) a homozigose é obtida 
em apenas uma geração de cultivo in vitro de gametófitos, seguido da duplicação dos cromossomos, espontaneamente 
ou pelo emprego de agentes inibidores da formação do fuso acromático. No cultivo de anteras para produção de duplo-
haploides é possível gerar linhagens a partir de um único cruzamento ou população segregante (B). No Melhoramento 
Reverso (C), diferentemente do que ocorre em A e B, a supressão do crossing over reduz drasticamente o número de 
genótipos recombinantes, decorrentes apenas da orientação aleatória dos cromossomos paterno e materno na placa 
metafásica da meiose I. Na Figura B, a interrogação (?) está chamando a atenção para o fato de que a reconstituição do 
híbrido parental pela união de dois gametas não recombinantes, apesar de ser possível, apresenta uma probabilidade 
quase nula de ocorrer naturalmente, pois seria decorrente da ausência absoluta de recombinação gênica. Fonte: Autores.
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Aplicações do Melhoramento Reverso

O melhoramento de plantas é um processo longo, e reduzir o tempo necessário para produção 
de uma nova variedade significa diminuir custos e antecipar lucros. O uso da genética reversa no 
melhoramento de plantas aplicando o conceito de Melhoramento Reverso é uma das alternativas 
para reduzir esse tempo (Ben-Amar et al., 2016; Bayou, 2017). Contudo, a utilização dessa técnica 
em programas de melhoramento ainda não é uma prática rotineira pelo fato de não existirem métodos 
eficientes para indução e regeneração de plantas haploides a partir do cultivo de micrósporos na 
maioria das espécies.

O Melhoramento Reverso pode ser usado em diferentes objetivos, tais como restauração de 
germoplasma parental, fixação de genótipos heterozigotos superiores em populações segregantes, 
geração de linhagens puras a partir de plantas heterozigotas, melhoramento ao nível de um 
cromossomo apenas, produção de linhagens de substituição cromossômica, introgressão de genes 
em linhagens parentais para melhorar o desempenho de híbridos, melhoramento assistido por 
marcadores moleculares (Guan et al., 2015), retrocruzamentos usando estoques macho-estéreis 
(CMS, Cytoplasmic male sterility) (Wijnker et al., 2012; Kumari et al., 2018).

O Melhoramento Reverso combinado à seleção assistida por marcadores (fenotípicos ou 
moleculares) tem aplicações na geração de mapas genéticos, nos estudos de interações gênicas e 
identificação de QTLs (Wijnker et al., 2012; Kushwaha, 2018). 

Em espécies que não possuem ampla coleção de linhagens para uso no melhoramento, seja pela 
escassez de informações sobre a espécie ou pela existência de autoincompatibilidade, MR pode 
acelerar o desenvolvimento de novas variedades. Nessas espécies, híbridos superiores podem ser 
selecionados, fixados e propagados sem a necessidade do conhecimento prévio da constituição 
genética ou do genoma da espécie (Figura 1).

O melhoramento do desempenho de híbridos comerciais somente é possível pelo melhoramento 
das linhagens parentais, o que requer cruzamentos com a planta portadora da nova característica 
que se deseja introduzir na linhagem-elite. Isso implica novos ciclos de seleção e retrocruzamentos 
para recuperar a linhagem original. O Melhoramento Reverso assistido por marcadores possibilita 
acelerar a seleção da linhagem parental modificada para o gene de interesse (Figura 2).

Após a identificação de um gene ou QTL de interesse (*), a característica desejada poderá ser 
introduzida em uma linhagem-elite, abreviando a necessidade de realização de vários ciclos de 
retrocruzamentos. Nesse caso, um dos parentais poderá ser uma linhagem ou planta segregante 
portadora do gene de interesse. No caso de plantas segregantes, ela poderá ser homozigota (**), 
como na figura, ou heterozigota (-*) para a característica alvo.  Após o cruzamento, as plantas 
F1 apresentando o fenótipo desejado, resistência à doença, por exemplo, são submetidas ao 
Melhoramento Reverso por meio de inibição da expressão dos genes da recombinação usando RNAi, 
siRNA ou tratamento químico. Em seguida, emprega-se a cultura de micrósporos para obtenção de 
plantas haploides, que após a duplicação dos cromossomos serão cultivadas para produção de 
sementes. As plantas homozigotas para o cromossomo portador do caráter de interesse (gene ou 
QTL) serão selecionadas para cruzamentos com a linhagem-elite que se deseja melhorar. As plantas 
descendentes, agora heterozigotas para o caráter-alvo, são autofecundadas ou cruzadas entre si. 
Por meio de marcadores moleculares ao longo do cromossomo serão selecionadas as plantas 
que apresentam o menor seguimento do genótipo doador carregando o gene de interesse. Novos 
cruzamentos entre as plantas selecionadas e a linhagem original irão possibilitar a reconstrução da 
linhagem parental diferindo apenas para caráter introduzido. Fonte: Autores.



10 DOCUMENTOS 239

O Melhoramento Reverso combinado com marcadores moleculares em genotipagem de alta 
resolução (Montgomery et al., 2007) acelera o processo de identificação de parentais complementares 
em populações DH e permite estudar as interações gênicas em famílias de heterozigotos. O 
escrutínio de populações que segregam para caracteres localizados em um único cromossomo 
permite a identificação rápida de QTLs, auxilia na criação de mapas genéticos detalhados, ajuda a 
entender a natureza de grupos heteróticos e a estabelecer grupos de ligação e mapas genéticos e 
cromossômicos bastante precisos e detalhados (Kushwaha, 2018).

*

Gene  introgredido

X

*

X

?

*

Seleção assistida por marcadores

*

* *

L2

F1

Melhoramento Reverso

*

*

* *

L2

X

 
 Figura 2. Melhoramento Reverso para 
introgressão gênica em linhagens-elite.

O MR também produz plantas heterozigotas para apenas um par de cromossomos que irão segregar 
caracteres presentes apenas nesses cromossomos. Essa é uma ferramenta útil para melhoristas e 
geneticistas e possibilita o estudo de interações gênicas, a identificação de grupos de ligação e o 
mapeamento gênico, principalmente em espécies em que os estudos de genética são escassos ou 
cujos genomas ainda não foram sequenciados (Wijnker et al., 2012).

Ao longo dos anos, linhagens com substituições cromossômicas, ou seja, aquelas linhagens em 
que um dos cromossomos de uma determinada linhagem é substituído pelo cromossomo homólogo 
de outra linhagem, têm sido geradas por meio de cruzamentos apropriados e seleção por várias 
gerações e extensiva genotipagem até que se identifique a substituição cromossômica desejada 
(Kuspira; Unrau, 1956; Korzun et al., 1997; Morris et al., 1999; Ali et al., 2010; Li et al., 2015; Yang 
et al., 2016). A aplicação do conceito de Melhoramento Reverso possibilita a obtenção de todas as 
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possíveis substituições cromossômicas de uma determinada espécie em curto período de tempo 
(Dirks et al., 2009). 

A tecnologia MR permite reduzir o tempo para melhoramento de linhagens com substituições de um 
ou mais cromossomos (Figura 3). Isso é extremamente importante para o melhoramento, nos casos 
em que se deseja introduzir um único gene ou alguns genes ligados (QTLs), em uma linhagem 
importante que já está sendo utilizada para produzir híbridos produtivos.

Um híbrido entre duas linhagens ou plantas segregantes em gerações avançadas dos programas 
de melhoramento, submetidas ao Melhoramento Reverso (inibição do crossing over), irá produzir 
populações de linhagens duplo-haploides em que algumas plantas reconstituem as linhagens 
parentais e outra parte, a maioria das plantas, terá diferentes substituições de cromossomos (Figura 
3). 

Xparentais

F1

Melhoramento clássico Melhoramento reverso

Geração segregante

Linhagens homozigotas após 6-8 gerações

Linhagens de substituição

X X X

Linhagens 
Parentais

Reconstituição 
do híbrido

1                2                  3 1                    2                    3

 
 Figura 3. Comparação entre os métodos de melhoramento genético tradicional e o Melhoramento Reverso. 

O cruzamento de linhagens DH e parentais irá produzir plantas apresentando apenas um par 
de cromossomos em heterozigose. Esse procedimento facilita o melhoramento de linhagens, 
reduzindo o número de retrocruzamentos e seleção para retornar a linhagem original. Além disso, 
esse procedimento possibilita a identificação de alelos e QTLs nos cromossomos.

No melhoramento clássico são necessárias várias gerações de retrocruzamento para obtenção de 
linhagens homozigotas. Isso se deve principalmente à recombinação gênica e à segregação dos 
alelos nas várias gerações. No Melhoramento Reverso, plantas homozigotas são produzidas em 
apenas uma geração de cultura de micrósporos in vitro. Além disso, a inibição da recombinação 
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(crossing over) reduz drasticamente o número de plantas recombinantes, pois a variabilidade 
na primeira geração DH é devida apenas à segregação aleatória dos genomas parentais. Outra 
vantagem do método MR mostrado na figura consiste na possibilidade de reconstituição das 
linhagens parentais e na produção de DHs com diferentes substituições cromossômicas. Baseado 
em Wijnker e Jong (2008) e Dirks et al. (2009).

Durante o processo de melhoramento clássico, são selecionadas plantas segregantes reunindo 
características agronômicas desejáveis, que deverão ser cruzadas várias vezes entre si para no 
final se obter linhagens ou variedades comerciais. Por meio de Melhoramento Reverso, plantas 
híbridas de interesse podem ser fixadas em apenas duas gerações, gerando linhagens que, aos 
serem cruzadas entre si, irão reconstituir o híbrido de interesse (Figura 4). Nesses casos, após a 
supressão do crossing over no híbrido selecionado, aplica-se a cultura de micrósporos para obtenção 
de duplo-haploides, não recombinantes, contendo diferentes combinações dos cromossomos 
parentais. Após a identificação dos genótipos DH complementares aos parentais, procede-se ao 
cruzamento entre eles, reconstituindo-se indefinidamente o híbrido parental, conforme mostrado 
na Figura 4. A reconstituição de germoplasma heterozigoto é particularmente útil em espécies 
altamente heterozigotas para as quais o genoma ainda é pouco conhecido e o processo de obtenção 
de linhagens homozigotas ainda não é possível ou muito demorado. Uma vez que é impossível a 
fixação de heterozigotos pelo melhoramento tradicional, o Melhoramento Reverso apresenta-se 
como um procedimento que irá revolucionar o futuro do melhoramento de plantas (Dirks et al., 
2009).

Empregam-se duas ou mais linhagens parentais (P). Plantas da população F1 são autofecundadas 
ou deixadas polinizar livremente obtendo-se a geração segregante F2. Alternativa consiste na 
seleção do próprio híbrido simples, duplo ou triplo para realizar a genética reversa de plantas 
superiores, selecionadas para caracteres agronômicos de interesse. No passo seguinte é realizado 
o silenciamento de um ou mais genes envolvidos na recombinação gamética. Geralmente são 
utilizados os genes envolvidos na sinapse cromossômica durante a meiose I. Dessa forma, serão 
produzidos gametas apresentando apenas recombinação aleatória dos cromossomos parentais na 
placa metafásica. No exemplo acima, foi considerada uma espécie com 2n = 6 cromossomos (n = 3), 
que produzirá 2n gametas, ou seja, apenas oito tipos de gametas diferentes. Os cromossomos foram 
assinalados por letras (A, B, C, D, E, e F) para facilitar a compreensão. Em seguida, os gametófitos 
da planta silenciada para o crossing over são cultivados in vitro para indução da formação de calos e 
posterior regeneração de plantas haploides que serão tratadas com agentes inibidores da formação 
do fuso acromático (colchicina, hidroxiquinoleína ou frio) para duplicação dos cromossomos. Plantas 
oriundas de sementes dos duplo-haploides serão cruzadas entre si para reconstituição do híbrido 
parental. Na figura, as plantas foram numeradas de 1 a 8 e representam os genótipos possíveis 
de serem obtidos para uma espécie com 2n = 6. Embora alguns cruzamentos não reproduzam o 
genótipo do híbrido original, podemos observar que quatro cruzamentos, plantas 1 e 5, 2 e 6; 3 
e 7, 4 e 8, irão reconstituir o genótipo do híbrido parental, ou seja, no exemplo, a população com 
apenas 8 genótipos diferentes, e 36 cruzamentos possíveis, quatro deles (aproximadamente 11%) 
restabelecerão o genótipo do híbrido parental, previamente selecionado. MR também simplifica 
os procedimentos para obtenção de linhagens com substituições de um ou mais cromossomos 
(plantas 2 a 8). Baseado em Wijnker e Jong (2008) e Dirks et al. (2009).
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Princípios do Método de Melhoramento Reverso 

O Melhoramento Reverso compreende duas etapas essenciais: inibição do crossing over e obtenção 
de plantas haploides por cultivo de gametófitos (Dirks et al., 2009). A primeira etapa consiste na 
inibição do crossing over na planta selecionada, utilizando RNAi, siRNA ou agentes químicos. Nesse 
caso, a planta selecionada é transformada com construções contendo genes truncados envolvidos 
no pareamento cromossômico, ou tratada com agentes químicos que inibem a ocorrência de 
crossing over. Na segunda etapa, os micrósporos são cultivados in vitro, e as plantas haploides 
regeneradas são tratadas com agentes inibidores da formação do fuso acromático (colchicina, 
8-hidroxiquinoleína, frio, etc.) para duplicação do número de cromossomos. Em seguida, as plantas 
são transferidas para casa de vegetação para produção de sementes, que serão posteriormente 
plantas para seleção dos genótipos de interesse.

 
 

Figura 4. Diagrama da técnica de Melhoramento Reverso para reconstituição e fixação de híbridos superiores.
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A variabilidade fenotípica observada em gerações segregantes é decorrente de dois fenômenos: 
1) a recombinação gênica dos alelos homólogos durante a meiose I; e 2) orientação independente 
dos diferentes cromossomos parentais na placa metafásica durante a metáfase I da gametogênese. 
Portanto, na ausência de crossing over, o único fator determinante na recombinação gamética é 
a orientação aleatória dos cromossomos não homólogos parentais na placa metafásica. Nesse 
caso, o número de genótipos recombinantes é bastante reduzido e depende do número haploide 
de cromossomos da espécie e da probabilidade de orientação aleatória dos cromossomos 
“materno e paterno” em direção ao mesmo polo na placa metafásica durante a meiose I. Assim, 
ao considerarmos uma espécie com n= 10 cromossomos, em que cada cromossomo homólogo é 
diferente entre si, então teremos que a probabilidade de formação de gametas diferentes é dada 
pela fórmula 2n=1024, em que n é o conjunto haploide de cromossomos da espécie considerada. 

O crossing over produz recombinação de alelos por troca de fragmentos de cromossomos, 
enquanto que a orientação de homólogos na metáfase I gera apenas novas combinações entre 
os cromossomos parentais. Portanto, se o processo de crossing over for inibido é possível reduzir 
drasticamente a variabilidade genética na geração filial e principalmente, preservar grupos de 
ligação que determinam fenótipos agronômicos desejáveis.

Descrição da Técnica de Melhoramento Reverso

A técnica de produção de duplo-haploides por inibição do crossing over via silenciamento gênico 
é denominada Melhoramento Reverso (Wijnker et al., 2012), e foi desenvolvida por uma empresa 
holandesa que detém a patente desse processo (Dirks et al., 2009; Van Dun; Dirks, 2006, 2016).

O Melhoramento Reverso se baseia na inibição do crossing over durante a meiose I para fixar 
genótipos híbridos selecionados durante os programas de melhoramento. Para tanto, é necessário 
empregar técnicas de silenciamento gênico por meio de RNAi (RNA interferente, ou RNA de 
interferência) ou siRNA (RNA interferente curto) para impedir a expressão de genes associados 
ao pareamento dos cromossomos homólogos e formação do crossing over durante a meiose I. 
Entre eles, o silenciamento do gene que participa da sinapse de cromossomos homólogos, é o 
mais empregado [PAIR2 de arroz (Nonomura et al., 2007), ASY1 de Brassica (Armstrong et al., 
2002), Dmc1 de Arabidopsis thaliana (Couteau et al., 1999)]. Esses genes são muito conservados 
entre animais e plantas, e por isso podem ser utilizados para a supressão da recombinação em 
espécies em que esses genes ainda não foram isolados. Genes ortólogos, ou seja, aqueles genes 
com diferentes graus de similaridade por causa da ancestralidade comum, podem ser utilizados na 
construção do cassete de silenciamento, não sendo absolutamente necessário o conhecimento do 
gene-alvo na espécie em estudo.

Alternativa ao silenciamento do gene-alvo pode ser feita empregando compostos que inibem o 
crossing over (Flachowsky et al., 2012). Contudo, a eficiência de produção de eventos sem crossing 
over não é de 100%, pois a recombinação sempre ocorre mesmo em baixa frequência. Portanto, 
é importante o monitoramento dos indivíduos resultantes pelo uso de marcadores moleculares 
para confirmar a homozigose ou heterozigose. Nessas duas últimas abordagens, o duplo-haploide 
resultante não contém o transgene, ou seja, o gene empregado para o silenciamento gênico e 
as sequências de DNA do vetor utilizado para a construção não são incorporados ao genoma da 
espécie de interesse.

Ao utilizar o silenciamento gênico mediado por RNAi para suprimir a ação de genes envolvidos no 
crossing over, os genótipos resultantes poderão ser de dois tipos diferentes: transgênicos, caso a 
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sequência utilizada para o silenciamento seja incorporada ao genoma da planta receptora e expresse 
de modo permanente nas plantas descendentes, ou não transgênicos, no caso da expressão da 
construção empregada para o silenciamento dos genes envolvidos na recombinação seja expressa 
de modo transiente, ou seja, a construção não será incorporada ao genoma. Nesse aspecto, a 
supressão dos genes de recombinação empregando agentes químicos é desejável, pois não tem 
nenhum efeito de alteração do genoma.

Na técnica de Melhoramento Reverso utiliza-se transformação genética para silenciar genes 
envolvidos no processo de crossing over. O evento de transformação promove o silenciamento de 
genes em hemizigose, de modo que é possível selecionar as plantas para eliminar do produto final, 
ou seja, o transgene contendo sequências truncadas para o silenciamento de genes envolvidos 
no crossing over que foram introduzidas na planta de interesse. Assim, se nenhuma sequência 
pode ser detectada por meio de técnicas usuais (PCR, qPCR, Northern Blot, análise de proteínas 
ou análise de metabólitos), as plantas resultantes da tecnologia de Melhoramento Reverso não 
poderão ser consideradas transgênicas.

Estratégias para Suprimir a Recombinação Meiótica

A meiose representa um desafio para todas as espécies de animais e plantas no sentido de 
assegurar a segregação balanceada dos cromossomos homólogos durante a formação dos gametas 
(Lambing et al., 2017). Em espécies poliploides, esse desafio é ainda maior por causa da tendência 
de pareamento entre cromossomos homeólogos. Em trigo, por exemplo, apesar da homologia 
cromossômica, o gene Ph1 controla o pareamento entre bivalentes evitando configurações múltiplas 
de pareamento de cromossomos homólogos e homeólogos. Deleção ou inativação de Ph1 resulta 
na formação de configurações multivalentes na meiose I e em defeitos na segregação balanceada 
dos cromossomos na anáfase, gerando gametas desbalanceados que reduzem a fertilidade das 
plantas. Por esse motivo, a aplicação de MR em espécies poliploides é muito limitada (Lambing et 
al., 2017).

A segregação dos cromossomos durante a meiose depende do controle preciso da coesão entre 
as cromátides irmãs, da orientação correta dos diferentes cromossomos e do estabelecimento de 
uma conexão física entre cada par de cromossomos homólogos para formarem as associações 
bivalentes (Blary; Jenczewski, 2019). A complexidade do processo pode ser entendida pelo fato de 
já terem sido identificados mais de 80 genes envolvidos na meiose (Mercier et al., 2015).

O silenciamento (knockdown) de genes envolvidos na recombinação gênica é essencial para o 
Melhoramento Reverso e pode ser feita empregando RNA interferente (RNAi) ou siRNAs, mutantes 
dominantes para supressão da recombinação, ou por agentes químicos (Higgins et al., 2004; 
Siaud et al., 2004; Dupré et al., 2008). O bloqueio do crossing over por RNAi ou siRNA emprega 
um ou dois genes envolvidos no processo de recombinação gênica. Os mais utilizados para o 
silenciamento têm sido DMC1, RecA e SPO11. Esses genes são altamente conservados entre 
os diferentes grupos de plantas, o que possibilita o emprego de genes ortólogos para bloquear a 
recombinação em espécies cujas informações sobre os genes ou o genoma são pouco conhecidas 
(Wijnker et al., 2012). Entre os compostos químicos usados para inibir a recombinação, destaca-
se o MIRIN (6-(4-hydroxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydro-4(1H)-pyrimidinone), que é um inibidor do 
complexo MRN (Mre11-Rad50-Nbs1)-ATM (ataxia-telangiectasia mutated protein Serine/threonine 
kinase) que desempenha um papel central na recombinação gênica (Lukaszewicz et al., 2018; 
Yanowitz; Li, 2019). Mirin prolonga a duração do período G2 da meiose e inibe a fosforilação de ATM 
(Dupré et al., 2008).
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Limitações da Técnica

O Melhoramento Reverso envolve basicamente quatro etapas: supressão do crossing over, produção 
de plantas duplo-haploides, geração de linhagens complementares e o cruzamento entre elas para 
obtenção do genótipo planejado (Kushwaha, 2018). 

A inibição do crossing over afeta o pareamento dos cromossomos homólogos durante a meiose I, e 
consequentemente conduz a formação de gametas desbalanceados.  Portanto, na medida em que 
o número haploide aumenta (>12), diminui a probabilidade de obtenção de gametas balanceados. 
Outro aspecto está relacionado com a redução da ocorrência de eventos de inibição de crossing 
over. Dessa forma, as chances de obtenção de plantas haploides normais após a cultura de esporos 
estarão reduzidas. Por isso, o emprego de MR é factível apenas naquelas espécies que possuem 
conjuntos haploides de cromossomos menores do que n=12. Portanto, essa técnica não se aplica 
às espécies com elevado número de cromossomos como a soja (2n=40) ou espécies poliploides 
como o trigo (2n=42), batata (2n=48), algodão (2n=52), entre outras (Dirks et al., 2009; Wijnker 
et al., 2012). Considerando que a maioria das plantas cultivadas possui número cromossômico 
haploide menor ou igual a 12, verifica-se que o Melhoramento Reverso poderá futuramente ser 
aplicado também a essas espécies (Tabela 1). Por último, a execução da técnica exige o cultivo 
in vitro de esporos, e não se aplica às espécies que são recalcitrantes ao cultivo de gametófitos 
(Wijnker et al., 2012). 

Tabela 1. Algumas espécies agronomicamente importantes que apresentam número cromossômico haploide n ≤ 12.

Organismo Espécie Cromossomos diploides (2n)
Alho Allium sativum 16
Arroz Oryza sativa 24
Alfafa Medicago sativa 32
Abacate Persea americana 24
Beterraba Beta vulgaris 18
Cacau Theobroma cacao 20
Cebola Allium cepa 16
Cevada Hordeum vulgare 14
Cenoura Daucus carota 18
Centeio Secale cereale 14
Ervilha Pisum sativum 14
Feijão Phaseolus vulgaris 22
Mamão Carica papaya 18
Melão Cucumis melo 24
Milho Zea mays 20
Pimenta Capsicum annum 24
Rabanete Raphanus sativus 18
Sorgo Sorghum bicolor 20
Tamarindo Tamarindus indica 24
Tomate Lycopersicon esculentum 24

Fonte: Armstr Fonte: Armstrong (2012) ong (2012)
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Limitações para o Emprego do 
Melhoramento Reverso em Milho

Em milho, plantas haploides também podem ser obtidas por cultivo de anteras e óvulos (Zheng et 
al., 2003), ou pelo método in vivo, via cruzamento com genótipos indutores de haploidia (Trindade 
et al., 2015; Zhong et al., 2011). Contudo, no caso de cultivo de gametófitos, a frequência de 
sucesso ainda é muito baixa e mesmo após vários anos de pesquisas para tentar aperfeiçoar a 
técnica de cultura de anteras em milho permanecem as dificuldades para obtenção de calos a partir 
de micrósporos (androgênese) e a diferenciação dos calos em plantas (embriogênese) (Brettell 
et al., 1981; Chu, 1981; Ku et al., 1981; Pauk, 1985; Ting, 1985; Kuo et al., 1986; Barnabás et 
al., 1987, 1999; Mohammadi et al., 2007; Mahato, 2016). Em razão dessas características serem 
dependentes do genótipo doador (genótipo responsivo), foram realizadas diversas pesquisas para 
identificar genótipos de milho responsivos ao cultivo de anteras in vitro (Miao, 1980; Miao et al., 
1981; Brettell et al., 1981; Ting et al., 1981; Genovesi;  Collins, 1982; Ting, 1985; Dieu; Beckert, 
1986; Petolino; Jones, 1986; Petolino;  Thompson, 1987; Wan et al., 1992; Barnabás, 2003; Zheng 
et al., 2003). Atualmente, sabe-se que a capacidade de regeneração de calos derivados de cultura 
de embriões imaturos (Rosati et al., 1994; Jones, 2009; Zhong et al., 2011) ou cultura de esporos 
(Wan et al., 1992) em milho é determinada por pequeno número de genes com efeitos aditivos e que 
eles podem ser transferidos por cruzamento para genótipos-elite não responsivos. Contudo, ainda 
não existem estudos para determinar se os genes envolvidos na regeneração de calos de embriões 
imaturos são os mesmos genes responsáveis pela regeneração de calos resultantes da cultura 
de micrósporos. Estudos moleculares sobre as bases genéticas da androgênese em milho foram 
realizados para entender esse processo visando aperfeiçoá-lo (Armstrong et al., 2002; Cowen et 
al., 1992; Wan et al., 1992). Esses autores demonstraram que a resposta androgenética em milho 
é condicionada por QTLs, localizados nos cromossomos 1, 2, 3 e 9.

Apesar dos avanços no entendimento sobre a androgênese em milho, os resultados indicam a 
necessidade de novas pesquisas para solucionar os problemas que ocorrem nas diferentes etapas 
da produção de DH, tais como: a baixa frequência indução de calos, a regeneração de plantas e a 
identificação e melhoramento de genótipos responsivos. Portanto, a técnica de DH a partir da cultura 
in vitro de gametófitos ainda não tem sido utilizada em milho. Atualmente, emprega-se a estratégia 
in vivo para obtenção comercial de duplo-haploides em milho, que consiste basicamente no uso 
de linhagens indutoras de haploidia, seguido da recuperação do embriões haploides e duplicação 
cromossômica das plântulas por colchicina, gerando os duplo-haploides (Trindade et al., 2015).

MARB: Melhoramento Reverso assistido 
por marcadores moleculares

Guan et al. (2015) desenvolveram um método alternativo o qual denominaram de Melhoramento 
Reverso assistido por marcadores (MARB, marker-assisted reverse breeding). Essa metodologia 
dispensa o uso de RNAi e a necessidade de cultivo de gametófitos para produção de DH, sendo 
particularmente importante como nova estratégia para o melhoramento do milho. O procedimento 
consiste no emprego de chips SNP (Single Nucleotide Polymorphysm) de baixa densidade, 
desenhados com marcadores polimórficos entre os dois genótipos parentais e uniformemente 
distribuídos pelos 10 cromossomos do milho. Segundo os autores, esse método possibilita reverter 
qualquer híbrido de milho em suas linhagens parentais e baseia-se no fato de que todo o DNA do 
pericarpo é de origem materna, enquanto a metade do genoma do embrião é de origem paterna. 
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Assim, extrai-se, separadamente o DNA do embrião e do pericarpo do híbrido selecionado e em 
seguida determinam-se os genótipos dos dois parentais com os chips SNPs. Dessa forma, os 
autores demonstraram que é possível rapidamente reverter qualquer híbrido de milho em linhagens 
que apresentam diferentes níveis de similaridade com as linhagens parentais, o que representa um 
ganho de redução no tempo necessário para obtenção de linhagens quando comparamos com o 
método tradicional.

Tabela 2. Comparação entre as vantagens e limitações das técnicas RMRB (RNA Mediated Reverse Breeding) e MARB 
(Marker Assisted Reverse Breeding). 

Parâmetros RMRB MARB

Necessidade de silenciamento dos genes de crossing over sim não

Tempo em anos para obtenção de linhagens homozigotas 2-2,5 1-1,5

Limitações quanto ao número de cromossomos haploides da espécie <12 Não existe limite

Necessidade de produção de DH sim não

Tamanho Mínimo Ideal para Seleção do Genótipo de Interesse

O número de plantas DH necessário para que a seleção do híbrido parental tenha sucesso aumenta 
na medida em que o número de cromossomos da espécie também aumenta. No estudo de Dirks et 
al. (2009), os autores apresentam uma tabela com diferentes probabilidades para reconstituição de 
linhagens para espécies com diferentes números de cromossomos. Por exemplo, para uma espécie 
com número haploide (x) igual a 5 cromossomos, a probabilidade de que pelo menos um par de 
duplo-haploides (n) reconstitua o híbrido parental é calculada pela fórmula: [(2x - 1) ⁄2x]n(n-1) ⁄2 = 
0.01 (P=99%), ou seja, igual a 18 combinações de DHs, e para P= 1.00 esse número será igual a 
47. Em outro exemplo, considerando-se uma espécie com n = 10, então serão necessárias 69 e 266 
DHs diferentes para que a probabilidade de sucesso seja de 90% e 100%, respectivamente (Dirks 
et al., 2009).

Considerações Finais

O Melhoramento Reverso é baseado em dois princípios fundamentais: inibição da recombinação 
gênica e cultivo in vitro de micrósporos para produção de linhagens duplo-haploides, e promete 
revolucionar o melhoramento de espécies nas quais esses princípios podem ser aplicados.

Entre as limitações para o emprego da técnica no melhoramento encontram-se as espécies 
recalcitrantes ao cultivo in vitro, espécies cujo conjunto haploide de cromossomos supera o número 
de 12 cromossomos, e espécies poliploides.

Apesar do desenvolvimento relativamente recente, o Melhoramento Reverso evidenciou a 
necessidade de novos estudos para solucionar o cultivo de micrósporo em espécies recalcitrantes e 
gerou alternativas para acelerar o melhoramento dessas espécies, como o Melhoramento Reverso 
assistido por marcadores moleculares (MARB), conforme ficou demonstrado para o milho.
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