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RESUMO 

Lippia alba é uma planta medicinal que pertence à família Verbenaceae e é 
conhecida popularmente como erva cidreira. A espécie possui duas características 
que merecem destaque, é rica em óleos essenciais de interesse econômico e 
apresenta-se como um complexo poliploide, com números cromossômicos de 2n= 
30, 38, 45, 60 e 90. Dessa maneira, L. alba é uma espécie interessante, tanto para a 
ciência aplicada, quanto para a ciência básica. Este trabalho teve como objetivo 
produzir plantas poliploides artificiais de L. alba para serem utilizadas em futuros 
estudos de melhoramento e evolução. Foi utilizado o acesso BGEN02 (2n=2x=30) 
para a produção de plantas autotetraploides (2n=4x=60). As plantas foram 
propagadas em meio de cultura MS livre de hormônios e a exposição à colchicina foi 
realizada misturando-a ao meio MS e inoculando os segmentos nodais. As plantas 
foram lavadas 3 vezes em água destilada e reinoculadas em meio MS livre de 
colchicina para posterior análise de nível de ploidia por citometria de fluxo. Foram 
realizados três experimentos de indução de poliploidia: experimento 1, experimento 
2 e experimento 3. Nos dois primeiros, a análise de ploidia foi feita após a 
organogênese do explante (40 DAI) e no terceiro, a citometria de fluxo foi feita 
imediatamente após a exposição à colchicina, em curtos intervalos de tempo, para 
monitorar as alterações de ploidia nesse período.  No experimento 1, foram 
utilizadas diversas concentrações de colchicina, para obter informações sobre as 
melhores concentrações para realizar os experimentos seguintes. A concentração 
de melhor resultado (0,2%) juntamente com uma concentração 10 vezes menor 
(0,02%) foram utilizadas no experimento 2 de indução de poliploidia, para comparar 
efeitos de baixa e alta concentração. Essas duas concentrações foram utilizadas 
também no experimento 3, no qual se utilizou dos percentuais de células em 4C e 
8C para inferir a ploidia. Poliploides com aproximadamente 6 cm de comprimento 
foram aclimatizados utilizando substrato para plantio BioPlant ®. No experimento 1, 
as análises por citometria de fluxo revelaram poliploides nas concentrações de 0,2% 
e 0,5%, sendo que a primeira  produziu maior número de plantas com ploidia 
alterada. Embora os tratamentos mais fortes tenham causado maior alteração de 
ploidia, os mesmos causaram maior mortalidade. Com os resultados do experimento 
3, foi possível concluir que a concentração 0,2% aumentou os percentuais de células 
em 4C e 8C, ou seja, produziu células poliploides. Esse resultado corrobora os 
achados nos experimentos 1 e 2, em que o tratamento de 0,2% foi o que mais 
produziu plantas poliploides e mixoploides. Portanto, conclui-se que (1) o presente 
estudo obteve êxito em induzir autotetraploides artificiais de L. alba utilizando a 
colchicina e as técnicas de cultura de tecidos vegetais in vitro; (2) que as 
concentrações de 0,2% e 0,5% de colchicina foram capazes de produzir plantas 
autotetraploides nessa espécie e (3) que as concentrações altas apresentaram 
maior efeito de alteração de ploidia nos explantes de L. alba.  

 
Palavras-chave: poliploides artificiais, citometria de fluxo, colchicina, cultura de 
tecidos vegetais. 

 

 



 

 
 

ABSTRACT 

L. alba is an important medicinal plant that belongs to the family Verbenaceae 
and is popularly known as falsa melissa or erva cidreira. This species has two 
features that are very important, it is rich in essential oils of economic interest and is 
a polyploid complex, with chromosome numbers 2n= 30, 38, 45, 60 and 90. Thus, L. 
alba is an interesting species, for both the applied and basics research, for plant 
breeding (improving essential oils) and for evolutionary studies. The aim of this work 
was to induce artificial polyploid L. alba plants for improvement and evolutionary 
studies. Biological material was constituted by an accession of L. alba (BGEN02 
2n=2x=30). This accession was employed to produce autotetraploid plants 
(2n=4x=60).  Plants were propagated by in vitro tissue culture in MS hormone free 
culture medium. For the colchicine treatment, colchicine solution was mixed with MS 
medium and the nodal segments were inoculated. The explants were washed three 
times in distilled water and inoculated in MS medium colchicine free to after ploidy 
analysis by flow cytometry. Three polyploidy induction experiments were made: 
experiment 1, experiment 2 and experiment 3. In 1 and 2 experiments the ploidy 
analysis were made after explant organogenesis (40 DAI) and in experiment 3, flow 
cytometry was made immediately after colchicine exposure at short time intervals to 
monitoring the ploidy changes in this initial period. In experiment 1, several colchicine 
concentrations were used to obtaining information about the best concentrations to 
perform following experiments. The best result was obtained by 0,2%. This 
concentration and a ten times low concentration (0,02%) were used in experiment 2, 
to compare the effects of high and low concentrations. These two colchicne 
concentrations were used also in experiment 3 in which 4C and 8C percentiles were 
used to inferring the ploidy level. Polyploids with a length of approximately 6 cm were 
acclimatized in substrate for planting BioPlant®. In experiment 1, the ploidy analysis 
by flow cytometry of polyploidy induction experiments revealed polyploids in 
treatments with colchicine at concentrations of 0.2% and 0.5%, and the concentration 
that produced a greater number of plants with altered ploidy was 0.2%.Although the 
strongest treatments caused more ploidy changes, they caused higher mortality too. 
From the results of experiment 3, we concluded that 0.2% concentration caused 
increasing in the percentage of cells in 4C and 8C, which means polyploidy. This 
result corroborates the findings in experiment 1 and 2, in which the treatment of 0.2% 
produced more polyploids and mixoploids plants. Therefore, it is concluded that (1) 
this study was successful in inducing L. alba artificial autotetraploids using colchicine 
and the plant tissue culture techniques; (2) the concentrations of 0.2% and 0.5% 
colchicine were able to produce autotetraploids plants of this species, and (3) the 
high concentrations exhibited higher ploidy change effect on the explants L. alba than 
the low concentrations. 
 

Keywords: artificial polyploids, flow citometry, colchicine, plant tissue culture. 
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1 INTRODUÇÃO 

Lippia alba é uma planta medicinal que pertence à família Verbenaceae e é 

conhecida popularmente como falsa melissa ou erva cidreira. Habitando 

praticamente todas as regiões do Brasil, é muito empregada como planta 

medicinal pelas suas inúmeras propriedades terapêuticas (MAMUN-OR-RASHID 

et al., 2013).  

Uma das características mais relevantes de L. alba é que a espécie é rica 

em óleos essenciais, que constituem um dos mais importantes grupos de matéria 

prima para a indústria alimentícia, farmacêutica, perfumaria e afins. O Brasil 

exporta óleos essenciais de diversos tipos e para diferentes países e possui 

potencial para aumentar a produção de tais matérias primas (BIZZO, HOVELL e 

REZENDE, 2009). L. alba possui diversos componentes em seu óleo essencial, 

tendo potencial para essa indústria e podendo ser uma alternativa para a 

produção de linalol (SOARES e TAVARES-DIAS, 2013). 

Além das características econômicas, L. alba também possui aspectos 

genéticos interessantes. Essa espécie apresenta-se como um complexo 

poliploide, com números cromossômicos de 2n=30, 38, 45, 60 e 90 (REIS et al., 

2014). Além disso, apresenta variações na composição dos óleos essenciais em 

função do nível de ploidia (VICCINI et al., 2014). 

Essas características fazem de L. alba uma espécie interessante tanto para a 

ciência básica quanto para a aplicada. Mas estudos feitos com poliploides 

naturais, ainda que recentemente formados, têm resultados frequentemente 

obscurecidos por processos de seleção e recombinação que ocorreram no 

decorrer das gerações, desde a duplicação do genoma, dificultando a separação 

entre as contribuições provenientes da poliploidia daquelas advindas de outros 

fatores (HEGARTY et al., 2013). Nesse sentido, tem surgido uma nova tendência 

por parte dos pesquisadores: a produção de poliploides sintéticos. Com isso, é 

possível fornecer material para se estudar as respostas e mudanças que se dão 

imediatamente após a poliploidização (YANG et al., 2011). 

Poliploides sintéticos têm origens conhecidas, ou seja, é possível saber de 

que genótipo ele se originou e quando isso ocorreu, diferente do que ocorre com 

poliploides naturais, dos quais não é simples descobrir origem e idade. Além 
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disso, com aqueles é possível acompanhar a sucessão de eventos que ocorrem 

num organismo poliploide desde sua gênese.  

No caso de L. alba, a indução de poliploides artificiais possui duas 

aplicações paralelas. A primeira delas é obter plantas com potencial para 

produzir maior quantidade de óleos essenciais. A segunda é gerar material 

biológico para os estudos evolutivos da espécie. Tais estudos podem ajudar a 

elucidar alterações genéticas e epigenéticas, mudanças morfológicas, 

metabólicas e fisiológicas, dentre outros fenômenos que podem ocorrer no 

processo evolutivo dos poliploides. 

Embora seja de grande utilidade para a ciência e venha sendo estudada há 

décadas, a indução de poliploidia não é um processo simples. Dessa forma, a 

ciência ainda precisa unir informações a respeito de como se dá o processo de 

duplicação cromossômica in vitro. 

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo produzir in vitro 

plantas tetraploides a partir de um acesso diploide de L. alba cultivado na 

Universidade Federal de Juiz de Fora, a fim de fornecer material biológico com 

potencial para o melhoramento e para posteriores estudos evolutivos da espécie. 

Além disso, este trabalho visa contribuir com informações sobre o processo de 

duplicação cromossômica em L. alba, apresentando dados sobre os tratamentos 

utilizados e sobre a dinâmica de poliploidização no decurso do ciclo celular 

utilizando citometria de fluxo. 

 

1.1 Lippia alba 

O gênero Lippia L. pertence à família Verbenaceae (BRANDÃO, 2003) e 

possui espécies distribuídas desde os Estados Unidos até o Uruguai 

(SALIMENA, 2000a). O Brasil é o país que abriga maior numero de espécies 

(cerca de 150 até o ano de 2000), sendo que as maiores ocorrências são nos 

campos rupestres e cerrados (SALIMENA, 2000a). Lippia possui grande 

importância econômica, pois de suas espécies representantes podem ser 

extraídos óleos essenciais com diversas utilidades. Além disso, muitas delas são 

utilizadas como medicinais, devido às suas propriedades (SALIMENA, 2000b; 

PASCUAL et al., 2001). 
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As espécies medicinais do gênero são comumente usadas para combater 

resfriados, gripe, tosse e outros problemas respiratórios; para abrir o apetite; 

para aliviar problemas gastrointestinais, como dor de estômago, má digestão e 

excesso de gases; para tratar problemas hepáticos; externamente, para tratar 

doenças cutâneas, queimaduras, feridas e úlceras, dentre muitas outras 

propriedades popularmente conhecidas (PASCUAL, et al. 2001). 

Pertencendo a esse gênero, L. alba é uma planta medicinal, conhecida 

popularmente como falsa melissa ou erva cidreira (figura 1). Trata-se de um 

subarbusto de morfologia variável, alcançando medidas de até dois metros de 

altura, com ramos finos de coloração esbranquiçada, exibindo folhas de largura 

variável, com bordos serrados e ápice agudo (MATOS, 2000). Está amplamente 

distribuída pelo Brasil, estando presente também na América Central, África, 

Índia e Austrália (SALIMENA, 2000a; SINGH et al., 2000; DAY e MC ANDREW, 

2003). Possui propriedades sedativa, carminativa, analgésica, espasmolítica e 

emenagoga (VALE et al., 1999; ZÉTOLA et al., 2002). Também pode ser usada 

para combater dores de estômago, dores de cabeça – inclusive enxaqueca –, 

erupções cutâneas e até mesmo sarampo (PASCUAL, et al. 2001; NOGUEIRA et 

al., 2007). L. alba também possui atividades farmacológicas antibacterianas, 

antifúngicas, antivirais, antiprotozoários, neurosedativa, analgésica, anti -

inflamatória, antioxidante, ansiolítica, dentre outras (HENNEBELLE et al., 2008; 

MAMUN-OR-RASHID et al., 2013). Tais propriedades farmacológicas de L. alba 

são oriundas dos seus constituintes ativos, presentes no óleo essencial (JULIÃO et 

al., 2003). 

O óleo essencial de L. alba é bastante usado pelas indústrias farmacêuticas, 

possuindo atividade antimicrobiana e sendo promissor no desenvolvimento de novos 

fármacos (TEIXEIRA, 2009). A espécie apresenta uma grande variabilidade química, 

podendo ser dividida em diferentes quimiotipos. Segundo Mamun-Or-Rashid et al. 

(2013), pelo menos 12 quimiotipos tem sido descritos, de acordo com o componente 

químico majoritário: citral, linalol, carvona, limoneno, γ-terpineno, citral-mirceno, 

citral-limoneno, citral-β-cariofileno, citral-germacreno-D, carvona-limoneno, 1,8-

cineol-canfora, 1,8-cineollimoneno e limoneno-piperitona, sendo que geralmente há 

predominância de compostos do tipo monoterpeno, como citral, β-mirceno e 

limoneno. 
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Figura 1. Exemplar de L. alba em floração. 

 

Essa gama de quimiotipos existentes em L. alba ocorre graças à grande 

variabilidade genética presente na espécie (VICCINI et al., 2014). Manica-Cattani et 

al. (2009) revelaram grande diversidade genética entre acessos de L. alba através 

estudos com marcadores moleculares do tipo RAPD e ISSR. No entanto, a 

variabilidade genética de L. alba vai além. Dentro da espécie, existem grandes 

variações de ploidia que ocorrem em ambiente natural. 

Inicialmente, acreditava-se que o número cromossômico da espécie era 2n=30 

(BOSE e CHOUDHURY, 1960; BRANDÃO et al., 2007). Todavia, em 2011, Pierre et 

al. publicaram um trabalho apresentando, pela primeira vez, números 

cromossômicos diferentes para L. alba. O trabalho revelava três diferentes citótipos 

para três diferentes quimiotipos da espécie. Para o quimiotipo citral, foi encontrado 

número cromossômico 2n= 30; para o quimiotipo carvona, 2n=60 e, para o 

quimiotipo linalol, os números cromossômicos variaram de 2n=12 a 2n=60 em 

células pertencentes a um único indivíduo. Esses resultados sugeriam a ocorrência 

de poliploidia dentro da espécie. Alguns anos depois, Reis et al. (2014) investigaram 

106 acessos de L. alba utilizando citometria de fluxo, análises citomoleculares. 

Foram encontrados 5 citótipos diferentes: 2n=30, 2n=38, 2n=45, 2n=60, 2n=90. As 

análises revelaram que se trata de um complexo poliploide. 
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Em um trabalho recente publicado por Viccini et al. (2014), investigou-se a 

relação entre ploidia e composição dos óleos essenciais em L. alba. Foram 

estudados 37 acessos da espécie provenientes de diversas regiões do Brasil. As 

análises revelaram que os acessos diploides e tetraploides possuíam óleos 

essenciais ricos em neral e geranial, enquanto acessos triploides eram ricos em 

linalol, o que sugere que o nível de ploidia pode estar relacionado com a composição 

dos óleos essenciais. 

Em síntese, a variação de ploidia natural em L. alba representa fonte de estudo 

de grande valor tanto para o campo evolutivo – uma vez que é um modelo natural de 

evolução por poliploidia – quanto para o melhoramento dessa espécie, tendo como 

foco os óleos essenciais, já que apresenta grande variação genética natural. 

 

1.2 POLIPLOIDIA 

A definição de poliploide hoje é bastante complexa, uma vez que, há alguns 

anos, as pesquisas têm mostrado que a maioria dos organismos apresentou 

poliploidia em algum momento de sua história evolutiva (SOLTIS, SOLTIS e 

TATE, 2003). Contudo, para o presente estudo, adotaremos a definição clássica, 

segundo a qual, poliploides são organismos ou células que possuem mais de 

dois conjuntos completos de cromossomos compondo seu genoma (MADLUNG, 

2013). 

A poliploidização pode ocorrer de duas maneiras na natureza, por 

poliploidização sexual ou poliploidização somática. A poliploidização sexual é 

resultado da junção de gametas não reduzidos, o que dá origem a um organismo 

com mais de dois conjuntos cromossômicos no mesmo núcleo. Já a 

poliploidização somática é a falha na divisão mitótica, quando a célula duplica 

seu material genético, mas não completa a mitose, voltando à intérfase com o 

material genético duplicado (SOLTIS, SOLTIS e TATE, 2003). 

Estabelecendo uma classificação bastante simples, os organismos 

poliploides podem ser classificados, basicamente, em autopoliploides e 

alopoliploides. Os primeiros são constituídos por cromossomos de uma única 

espécie e espera-se alta frequência de multivalentes na meiose. Os 

alopoliploides são formados pela duplicação de genomas diferentes em híbridos, 
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o pareamento cromossômico ocorre apenas entre os cromossomos do mesmo 

genoma, e se espera herança dissômica. Um tipo intermediário são os 

poliploides segmentares, formados pela duplicação dos genomas de espécies 

aparentadas, que ainda mantêm homologia suficiente entre seus cromossomos 

para permitir um pareamento parcial, e que podem exibir formas variadas e 

intermediárias de herança, ou seja, dissômica para algumas características e 

polissômica para outras (STEBBINS,1971; SYBENGA, 1992). 

Diversos grupos de organismos têm a poliploidia como responsável pela sua 

especiação e evolução, dentre esses, alguns grupos animais, mas é nas plantas 

que a poliploidia se mostra mais frequente (WHITE, 1940; SACHS, 1952; PEER, 

MAERE e MEYER, 2009). Acredita-se que a maior ocorrência de poliploidia em 

plantas que em animais se deve ao fato de as plantas produzirem compostos 

secundários, como nicotina e colchicina. Na natureza, esses compostos servem 

de defesa contra herbivoria, mas podem agir também nas próprias plantas, 

inibindo a formação do fuso mitótico das mesmas. Além disso, as plantas têm 

poucos mecanismos de controle de temperatura, assim, estão frequentemente 

sujeitas a choques térmicos, o que também pode promover poliploidia pela 

inibição da formação do fuso mitótico (CRONK, 2001). 

De acordo com Hegarty et al. (2013), a poliploidia é a maior força evolutiva 

para as plantas superiores, pois a duplicação do genoma dentro de um único 

organismo se torna uma fonte de inovação genética e tem potencial para gerar 

especiação através de barreiras reprodutivas com o genótipo progenitor. As 

estimativas encontradas na literatura de ocorrência de poliploidia nas plantas 

com flores variam. Para Stebbins (1971), de 30 a 35%; para Masterson (1994), 

70% e para Cui et al. (2006), 90% das angiospermas podem ser poliploides. 

Muitas plantas amplamente cultivadas e, inclusive, presentes no dia a dia 

das pessoas possuem genomas poliploides. Dentre elas, pode-se citar o trigo, o 

algodão, a canola, a aveia, o milho, a batata, a soja e a cana-de-açúcar 

(GOTTLIEB, 2003; CHEN, 2010). 

Muitas plantas poliploides possuem características vantajosas em relação 

às diploides da mesma espécie. Elas podem exibir traços evolutivamente 

vantajosos, sendo pioneiras na conquista de novos habitats, aos quais as 

diploides não se mostram adaptadas (DE WET, 1980). Poliploides podem vir a 

ser maiores e mais robustos (STEBBINS, 1971); são capazes de produzir em 
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maior quantidade um determinado produto gênico ou sintetizar uma nova 

substância desde que os genes parentais produzam a substância original 

normalmente (MAYO, 1970). 

Assim como no caso de L. alba, existem relatos na literatura sobre variação 

de ploidia intraespecífica, como no trabalho de Rohollahi et al. (2015), em que 

foram encontradas evidências de ocorrência de poliploidia em Festuca 

arundinacea, uma espécie forrageira. Também na espécie Spergularia diandra 

existem pelo menos dois níveis de ploidia, diploides (2x=2n=18) e tetraploides 

(4x=2n=36) (KAUR e SINGHAL, 2012). Para a espécie Ranunculus 

parnassifolius, foram descritos três níveis de ploidia (diploide, triploide e 

tetraploide) por Cires et al. (2010). Também com três níveis de ploidia se 

mostrou Andropogon gerardii (KEELER, 2004). 

 

1.3 INDUÇÃO DE POLIPLOIDIA 

Devido à sua grande importância evolutiva e ao seu potencial agronômico, 

as plantas poliploides vem sendo objeto de interesse da ciência há muitos anos, 

sendo frequentemente produzidas artificialmente. De acordo com Hegarty, et al. 

(2013), em sua revisão sobre polipoides artificiais, os primeiros poliploides 

induzidos artificialmente remontam às primeiras décadas do século passado. 

Criados acidentalmente por Winkler em 1916, os primeiros poliploides artificiais 

eram células provenientes de calos de Solanum. Mas foi na década de 1930 que 

foram relatadas as primeiras aplicações da poliploidização na agricultura, por 

Blakeslee e Avery (1937). 

Como já dito anteriormente, pode-se considerar que a indução de poliploidia 

em plantas tem duas principais aplicações: os estudos evolutivos e os estudos 

de melhoramento genético. Trabalhos dessa natureza têm sido feitos há anos e 

envolvido inúmeras espécies.  

Embora venha sendo estudada há tanto tempo e em diversas espécies, a 

indução de poliploidia é, em geral, um processo laborioso e pouco eficiente. Antes 

de entrar nessa problemática, porém, é preciso abordar os fundamentos do 

processo de duplicação cromossômica. 
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Para se induzir poliploidia é necessário fazer uso de um agente, seja ele 

químico ou físico, que interfira na formação do fuso mitótico. Esse é formado por 

microtúbulos que, por sua vez, são constituídos basicamente por heterodímeros de 

α-tubulina e β- tubulina que se alinham e formam uma estrutura cilíndrica (QUADER, 

1998). Os microtúbulos exercem importantes funções celulares durante o 

crescimento e ciclo mitótico, participam de diversos processos relacionados à 

migração dos cromossomos, estruturação celular, orientação e disposição das 

microfibrilas de celulose, formação da parede celular, movimento intracelular e 

diferenciação celular (MOREJOHN e FOSKET 1991; JORDAN e WILSON, 1999), 

sendo, portanto, fundamentais para o processo de divisão e sobrevivência da célula. 

Os agentes químicos usados para induzir poliploidia são chamados, de forma 

geral, de antimitóticos. Eles atuam na célula após a fase S e antes da citocinese e 

funcionam inibindo a formação das fibras do fuso mitótico, que é responsável pelo 

alinhamento dos cromossomos homólogos e posterior separação das cromátides 

irmãs (DEWITTE e MURRAY, 2003). Assim, após a replicação do DNA, a célula tem 

o dobro do material genético inicial, mas não se divide, devido à falta das fibras do 

fuso, retornando ao estágio de intérfase com o dobro do número de cromossomos. 

Tem-se, portanto, uma célula poliploide. 

Voltando agora aos problemas envolvidos na poliploidização artificial, é preciso 

entender que, por detrás desse fundamento teórico, há uma série de parâmetros 

metodológicos que precisam ser adequados à espécie estudada e às condições 

experimentais disponíveis. Geralmente, trata-se uma quantidade muito grande de 

indivíduos com antimitótico e se obtêm percentuais baixos de poliploides. Além 

disso, os resultados podem variar em função do antimitótico usado, do tipo de tecido 

vegetal e do citótipo.  

No trabalho de Tel-Zur et al. (2011), tem-se um exemplo da influência desses 

fatores nos resultados da duplicação cromossômica. Dentre 524 gemas laterais de 

plantas de Hylocereus monacanthus, H. megalanthus e de híbridos entre as duas 

espécies tratadas com colchicina e orizalina, apenas 2 indivíduos apresentaram-se 

como poliploides, e dentre 1550 sementes das duas espécies tratadas com os 

mesmos antimitóticos, 27 poliploides foram obtidos. Quando sementes de 

Hylocereus monacanthus foram tratadas com colchicina e orizalina, poliploides só 

foram obtidos a partir dos tratamentos com colchicina. Por outro lado, para a outra 
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espécie, Hylocereus megalanthus, tanto a colchicina quanto a orizalina produziram 

poliploides.  

Portanto, percebe-se que não há uma “receita” para a produção artificial de 

poliploides. A indução de poliploidia, principalmente quando feita pela primeira vez 

numa espécie, é baseada em tentativa e erro, pois não há um protocolo eficiente 

para um grande número de espécies. Geralmente, são testadas diferentes 

concentrações, explantes e tempos de exposição até que se encontre algum 

tratamento com bons resultados. Isso ocorre porque, apesar de não ser um assunto 

novo para a ciência, existindo trabalhos que remontam à década de 1930, ainda 

faltam informações sobre o processo de duplicação cromossômica in vitro, sobre os 

mecanismos celulares envolvidos, sobre como a interação entre concentração e 

tempo de exposição pode interferir no ciclo celular etc. Enfim, informações que 

podem contribuir para tornar o processo de duplicação cromossômica in vitro mais 

eficiente. 

Alguns trabalhos têm caminhado no sentido de elucidar essas questões, como 

o de Lazareva et al. (2003), que investigou a relação entre a dinâmica dos 

microtúbulos e o tempo de exposição à colchicina. Caperta et al. (2006) usaram 

técnicas de hibridização in situ e imuno-detecção para acompanhar a progressão 

das estruturas contendo tubulina no processo de divisão celular. Plantas da espécie 

Secale cereale foram submetidas a tratamentos com colchicina e os dados de 

duplicação foram correlacionados com os de imuno-detecção, fornecendo valiosos 

insights. Mas ainda são necessários estudos que visem esclarecer como se dá o 

processo de poliploidização artificial, a fim de que, somando-se cada vez mais 

informações a respeito da dinâmica da poliploidização, a pesquisa nessa área possa 

dar passos maiores, tornando o processo mais eficiente. 

 

1.4 METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA A INDUÇÃO E DETECÇÃO DE 

POLIPLOIDIA 

A poliploidia in vitro pode ser induzida por duas vias: poliploidização 

mitótica, que é baseada na duplicação de tecidos somáticos e poliploidização 

meiótica, que produz gametas não reduzidos 2n (RAMSEY e SCHEMSKE, 
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1998). Aqui, porém, nos ocuparemos somente da poliploidização mitótica, por 

ser a utilizada no presente estudo e na maioria dos trabalhos atuais. 

A indução de poliploidia in vitro envolve diversas etapas que influenciam os 

resultados obtidos. Estas etapas envolvem, de forma geral: escolha do tecido 

vegetal, escolha do antimitótico, método de exposição do tecido vegetal ao 

antimitótico e detecção de ploidia.  Portanto, o sucesso da indução depende da 

maneira como cada procedimento é realizado em cada uma das fases e do 

resultado final da interação entre as etapas. 

Começando pelos tipos de tecido vegetal utilizados para poliploidização, 

estes variam bastante, mas o que há em comum entre todos é a alta taxa de 

divisão celular (WITTMANN & DALL´AGNOL, 2003). Essa característica é 

necessária, uma vez que os agentes antimitóticos atuam sobre a formação do 

fuso mitótico durante a fase M do ciclo celular (DHOOGHE et al., 2011). Assim, é 

comum o uso de tecidos meristemáticos. 

Quanto aos agentes indutores de poliploidia, eles podem ser de natureza 

física, como temperatura e pressão atmosférica (DERMEN, 1938; HÄNTZSCHEL 

e WEBER, 2010). Mas, na maioria dos casos, a duplicação cromossômica é feita 

por agentes químicos que interferem no ciclo celular, conhecidos como 

antimitóticos. 

Existe uma gama de antimitóticos usados atualmente. Alguns herbicidas 

são utilizados para esse fim. Eles têm maior especificidade para células vegetais 

que outros antimitóticos (HÄNTZSCHEL E WEBER, 2010). Isso é vantajoso, pois 

é possível usar concentrações mais baixas e a manipulação precisa de menos 

precauções. Os herbicidas mais frequentemente usados são trifluralina e 

orizalina. Mas o agente antimitótico mais antigo e de uso mais difundido é a 

colchicina (BLAKESLEE e AVERY, 1937). Trata-se de um alcaloide derivado da 

planta Colchicum autumnale cuja capacidade antimitótica foi descoberta em 

1889 (MALKINSON, 1982). Segundo Dhooghe et al. (2011), esse composto 

ainda é o mais amplamente usado na poliploidização in vivo e in vitro, 

principalmente de frutos e plantas de cultivo agrícola. De acordo com Niel e 

Scherrmann (2006), a inibição da polimerização dos microtúbulos é o principal 

mecanismo de ação da colchicina, sendo que cada molécula deste composto se 

liga a uma molécula de tubulina, impedindo-a de ser incorporada ao polímero. 
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Segundo os autores, o alongamento dos microtúbulos para, o fuso mitótico é 

desfeito e a divisão celular não pode prosseguir. 

Sobre as formas de aplicação do agente poliploidizante, nos casos de 

indução de poliploidia in vivo, ou em que são utilizadas sementes (em 

germinação ou não), a aplicação do antimitótico pode ser feita por gotejamento 

nos meristemas ou por embebição no antimitótico. Já na duplicação 

cromossômica in vitro, o antimitótico geralmente é colocado em meio de cultura. 

A grande maioria dos trabalhos utiliza a indução de poliploidia in vitro, em 

vez da indução in vivo. O método in vitro é realizado através da técnica de 

cultura de tecidos vegetais, que oferece vantagens por proporcionar condições 

ideais de assepsia, nutrição e fatores ambientais como luz, temperatura, 02 e 

CO2. Essa técnica foi empregada no presente estudo para a indução de 

poliploidia em L. alba e será abordada adiante neste texto.  

A última etapa é a avaliação do nível de ploidia das plantas tratadas. Um 

dos métodos mais tradicionais de detecção de ploidia é a contagem de 

cromossomos através de análise citológica (MEDINA et al. 1972; MANARA et al. 

1973). Geralmente, são confeccionadas lâminas de tecidos meristemáticos da 

planta (por exemplo, meristema da raiz), que são analisadas por microscopia de 

luz (CUCO et al., 2003). Mas esse é um procedimento que exige certa 

experiência do pesquisador e demanda bastante tempo. O tamanho e o número 

de estômatos de uma planta também pode indicar seu nível de ploidia e esse 

critério é costumeiramente utilizado (MASTERSON, 1994; ARYAVAND et. al, 

2003). Porém, essa característica pode ser influenciada pelo ambiente, além de 

estar sujeitas a subjetividade no momento da análise individual (SOUZA e 

QUEIRÓZ, 2004). A análise morfométrica das folhas também se mostrou 

eficiente para detecção de ploidia no trabalho de Vichiato et al. (2006), mas nem 

sempre é possível utilizar essa abordagem. 

Mas outro método mais recente tem sido amplamente utilizado para 

detecção de ploidia, a citometria de fluxo. É uma metodologia rápida e confiável, 

que é amplamente aplicada para estudos do genoma vegetal (DOLEŽEL, 1997). 

Essa técnica foi utilizada no presente estudo e será abordada à frente neste 

texto. 
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1.4.1 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS IN VITRO 

Para a realização deste trabalho, foi utilizada a micropropagação, também 

conhecida como cultura de tecidos vegetais in vitro. Essa técnica consiste em 

cultivar células, tecidos ou organismos completos em um meio sintético sob 

condições assépticas e controladas de luz, temperatura e umidade (DAGLA, 2012). 

As tentativas de se cultivar plantas em meio artificial já eram realizadas desde 

antes de 1900, mas foi com a teoria celular, postulada por Schleiden e Schwann, 

que se iniciou a cultura de células e tecidos vegetais (ILIEV, 2008). Pode-se 

considerar que as bases teóricas da micropropagação começaram a ser 

esclarecidas com os experimentos de Gottlieb Haberlandt, que forneceram alguns 

insights sobre as propriedades e potencialidades que a célula possui como menor 

unidade funcional do ser vivo. Gottlieb contribuiu muito para o desenvolvimento da 

técnica, propondo claramente o conceito de totipotencialidade. Por tanto, foi 

reconhecido, mais tarde, como pai da cultura de tecidos vegetais (THORPE, 2007). 

Em 1962, Murashige e Skoog deram um grande passo que permitiria que a 

cultura de tecidos avançasse significativamente nos anos seguintes. Eles foram 

capazes de formular um meio de cultura muito mais eficiente que os já descritos 

anteriormente, com concentrações mais altas de nitrogênio e micronutrientes 

(MURASHIGE e SKOOG, 1962), o que permitiu que um grande número de espécies 

pudesse ser cultivado in vitro. A formulação dos sais do meio de cultura de 

Murashige e Skoog é, até hoje, amplamente usada nos trabalhos de cultura de 

tecidos e esse meio ficou conhecido como meio de cultura MS (THORPE, 2007; 

GULL et al., 2014; KWON, CHO e KIM, 2014). 

A cultura de tecidos é hoje uma técnica aplicável em diferentes áreas da 

ciência. Ela é utilizada como ferramenta para conservação de espécies, estudos de 

melhoramento, engenharia genética, fisiologia vegetal, dentre outros. Guo et al. 

(2015) utilizaram a cultura de tecidos in vitro como uma das ferramentas de um 

estudo que investigou a expressão de um transgene em Arabidopsis e sua relação 

com maior tolerância à salinidade e à seca, assim como alterações no níveis 

hormonais. Hill et al. (2015) conseguiram realizar a micropropagação de Astragalus 

holmgreniorum, uma espécie ameaçada de extinção, para a qual a cultura de tecidos 

tem grande potencial de conservação. 
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A micropropagação de L. alba também já é realizada, já que é uma importante 

planta medicinal. Gupta, Khanuja e Kumar (2001) obtiveram sucesso na cultura de 

tecidos de L. alba. 

 

1.4.2 CITOMETRIA DE FLUXO 

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve propriedades físicas como 

a dispersão da luz, a fluorescência e partículas fluindo numa suspensão líquida 

em alta velocidade. A amostra contendo as partículas a serem analisadas é 

introduzida no centro da câmara de fluxo, que se encontra preenchida por um 

fluido que apresenta uma velocidade muito superior à da suspensão líquida 

contendo as partículas. Através de um fenômeno físico conhecido como focagem 

hidrodinâmica, as partículas são forçadas a moverem-se, num fluxo laminar, uma 

a uma, no centro do fluxo (DOLEŽEL 1997). O citômetro de fluxo possui fontes 

de luz, geralmente lasers, que incidem nessas partículas, uma a uma, ocorrendo 

um processo de dispersão fotônica e/ou de emissão de fluorescência, cuja 

intensidade é dependente das características das partículas (CÔRTE-REAL et al. 

2002). A partir desse processo de dispersão de luz, o citômetro de fluxo é capaz 

de fornecer parâmetros como quantidade de DNA, granulosidade, dentre outros 

(LOUREIRO, 2007). 

A citometria de fluxo apresenta grandes vantagens em relação a métodos 

tradicionais como a contagem de cromossomos. A preparação das amostras é 

fácil, rápida e apresenta alta reprodutibilidade, além de não necessitar de 

grandes custos para manter o equipamento e processar as amostras. É possível 

ler número suficiente de núcleos em poucos minutos. Além disso, não são 

necessárias grandes quantidades de material vegetal para o preparo das 

amostras, evitando danos à planta. A citometria de fluxo é especialmente útil 

para os casos de endopoliploidia e mixoploidia, em que é necessária a detecção 

de populações celulares pequenas (LOUREIRO, 2007). 

A citometria de fluxo vem sendo amplamente usada no estudo do genoma 

vegetal e pode ter inúmeras aplicações, como estimativa do tamanho do genoma 

e quantidade de DNA (DOLEŽEL e BARTOŠ, 2005; PINTO et al., 2010; BAI et al., 

2012; GALBRAITH e LAMBERT, 2012), estabilidade do genoma (LARGIA, et al., 
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2015) estudos do ciclo celular (GALBRAITH et al., 1983), análise de ploidia 

(OUMAR et al., 2011; PELLICER e LEITCH, 2014), dentre outras. 

 

1.5 POLIPLOIDES ARTIFICIAIS - POTENCIAL DE ESTUDO E APLICAÇÕES 

Organismos poliploides são alvo de vastos estudos a respeito de seu 

funcionamento genético, de sua fisiologia e ecologia, uma vez que apresentam 

características únicas, muitas vezes vantajosas, que os tornam especialmente 

interessantes. Além disso, como já dito anteriormente, a poliploidia é a maior 

força evolutiva nas plantas superiores, o que torna os poliploides protagonistas 

dos estudos evolutivos nesse campo. 

Poliploides podem apresentar inúmeras características metabólicas, 

genéticas, fisiológicas e morfológicas com potencial para amplos estudos e com 

aplicações diversas. Eles podem apresentar atividade genética mais intensa, 

maior diversidade de enzimas, menor transpiração, maior índice fotossintético, 

maior tolerância a estresse nutricional e maior resistência a doenças (LEVIN, 

1983). Alterações genômicas também podem ocorrer em alguns poliploides, 

como redução do tamanho do genoma e alteração do perfil de expressão gênica 

por mecanismos genéticos e epigenéticos (SOLTIS, SOLTIS e TATE, 2003). 

No campo do melhoramento genético, experimentos de duplicação 

cromossômica já foram feitos com diversas espécies e obtiveram resultados 

amplamente variados. Tetraploides induzidos a partir de diploides de rosa da 

variedade Thérèse Bugnet apresentaram duas vezes mais pétalas que os indivíduos 

diploides (KERMANI et al., 2003); a duplicação cromossômica de espécies de 

Miscanthus foi realizada com o objetivo de aumentar a produção de biomassa, já 

que tais espécies, sendo plantas C4, possuem grande interesse agronômico 

(GŁOWACKA, JEZOWSKI e KACZMAREK et al., 2010). 

O aumento do genoma pode conferir melhoramento quantitativo e/ou qualitativo 

de metabólitos secundários produzidos pelas plantas. A abordagem da indução de 

poliploidia é um meio rápido de se obterem tais vantagens, seja para compostos de 

interesse farmacêutico, aromático etc. (AZOUSH, KAZEMITABAR e HEIDARI, 

2014). A poliploidização também pode servir para restaurar a fertilidade de 

híbridos interespecíficos, e como ponte para a transferência gênica entre plantas 
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com níveis de ploidia diferentes (DEWEY, 1980; SOUZA-KANESHIMA et al., 

2010). Em estudos evolutivos, os poliploides artificiais podem ser utilizados na 

comparação e elucidação de diversos processos e características próprias desse 

tipo de organismo (HEGARTY et al., 2013). 

Através da comparação de parâmetros entre autopoliploides artificiais e 

genótipos naturais, é possível proporcionar valiosos insights sobre a influência 

da ploidia no funcionamento de espécies vegetais. 

As mudanças de ploidia estão frequentemente acompanhadas de notáveis 

mudanças no metabolismo secundário, tanto em termos de concentração quanto 

de perfil químico. Especialmente nas espécies em que os produtos de interesse 

econômico são extraídos dos órgãos vegetativos, como é o caso de L. alba, a 

duplicação cromossômica pode causar aumento tanto da biomassa quanto da 

concentração de metabólitos secundários por unidade de matéria seca, 

representando uma via de melhoramento para plantas medicinais. É conhecido, 

todavia, que o aumento de biomassa, também conhecido como efeito “gigas”, é 

dependente tanto do genótipo quanto da espécie em questão (LAVANIA, 2005), 

além da influência do quimiotipo (LAVANIA, 2012). 

A partir desse fundamento teórico, L. alba se mostra uma espécie com 

potencial para o melhoramento por duplicação cromossômica. Autotetraploides, 

nesse caso, podem fornecer informações a respeito das alterações químicas e 

morfológicas que ocorrem em decorrência exclusivamente da ploidia. Além 

disso, há a possibilidade de se compararem rendimento e composição dos óleos 

essenciais de autotetraploides artificiais e naturais. 

Outra característica que se encontra frequentemente alterada em 

poliploides é o perfil proteico. Testes simples como a quantificação de proteínas 

totais e solúveis – correspondendo as últimas às proteínas metabólicas 

funcionais – fornecem informações interessantes sobre o perfil metabólico dos 

organismos, uma vez que podem indicar alterações de expressão gênica. 

No aspecto fisiológico, consideráveis dados podem ser obtidos pela 

comparação de autotetraploides artificiais e os diploides originais. É possível 

analisar dados como: CO2 consumido, temperatura da folha, taxa de transpiração, 

taxa fotossintética, eficiência do uso da água, relação entre as concentrações interna 

e ambiente de CO2, além de outros parâmetros, que podem ser medidos por meio 

de um analisador de gases no infravermelho (IRGA) (MANABE, 2014). 
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No âmbito da genômica, em que se concentram a maioria dos trabalhos 

mais recentes com poliploides, é possível investigar os processos que ocorrem 

após a formação desses organismos. A figura 2, adaptação da figura 

apresentada na revisão de Yang et al. (2011), resume bem quais acontecimentos 

genômicos podem suceder. 

 

Figura 2. Esquema das alterações genômicas que podem ocorrer em organismos poliploides. 
Adaptação do trabalho de Yang et al. (2011). 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Induzir poliploidia artificial em um acesso diploide de L. alba. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Identificar concentrações e tempos de exposição à colchicina eficientes para a 

indução de poliploidia em L. alba. 

- Acompanhar temporalmente a resposta celular dos explantes após exposição a 

diferentes concentrações de colchicina e seus respectivos tempos de exposição. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 MATERIAL VEGETAL  

O material de estudo do presente trabalho constituiu-se de um acesso de L. 

alba presente na estação experimental da Universidade Federal de Juiz de Fora 

(BGEN02). Esse acesso é proveniente da cidade de Araguaiana (TO) e foi cedido 

pela Embrapa Cenargen. Segundo análises prévias feitas no Laboratório de 

Genética e Biotecnologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, BGEN02 tem 

número cromossômico 2n=2x=30 e tem como componente majoritário do seu óleo 

essencial o geranial (VICCINI et al., 2014). Este acesso foi escolhido por ser diploide 

e por já encontrar-se estabelecido in vitro (figura 3). 

 

Figura 3. Exemplares de L. alba (acesso BGEN02) estabelecidos in vitro. 

  

3.2 MANUTENÇÃO E MULTIPLICAÇÃO DO ACESSO IN VITRO 

As plantas foram propagadas em meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 

1962) livre de hormônios e enriquecido com sacarose 30 gL-1, vitaminas 10mL-1 ; 

glicina 10mL-1 e ágar 7 gL-1 . O pH foi ajustado para 5,7± 0,1. 

As plantas foram propagadas vegetativamente através de segmentos nodais e 

as repicagens foram feitas em intervalos de aproximadamente 40 dias. As plantas 
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ficaram acondicionadas em sala de crescimento sob fotoperíodo de 16 horas, no 

Laboratório de Fisiologia Vegetal da UFJF, para obtenção de um grande número de 

explantes. 

 

 

3.3 INDUÇÃO DE POLIPLOIDIA 

 

Foram realizados 3 experimentos de indução de poliploidia. No experimento 1, 

foram testadas diversas concentrações de colchicina, a fim de obter informações 

sobre os efeitos dos tratamentos sobre os explantes e, a partir disso, conduzir os 

experimentos seguintes. No experimento 2, foi utilizada a concentração que mostrou 

melhores resultados no experimento 1 (0,2%) e uma concentração 10 vezes mais 

baixa (0,02%), a fim de comparar os efeitos de altas e baixas concentrações sobre 

os explantes. Nesses dois primeiros experimentos, a análise de ploidia foi realizada 

40 DAI. Sendo assim, não foi possível acompanhar o que aconteceu, a nível de 

ploidia, nas primeiras horas e dias após a exposição à colchicina. Com o objetivo de 

chegar a essa informação, foi conduzido o experimento 3. Nele, foram utilizadas 

novamente as concentrações de 0,2% e 0,02%, porém, análises de ploidia por 

citometria de fluxo foram realizadas imediatamente após a exposição à colchicina e 

ao longo de cinco dias, a fim de monitorar as alterações de ploidia ocorridas no 

período. 

Para a condução dos experimentos aqui descritos, foi escolhida a colchicina 

como antimitótico para a indução de poliploidia. Tal escolha baseou-se na maior 

eficiência desta substância na obtenção de duplicação cromossômica assim como 

relatado pela literatura (FOSCHI et al. 2013 ). 

 

3.3.1 EXPERIMENTO 1 

 Para a determinação inicial dos tratamentos mais eficientes (concentrações e 

tempos de exposição à colchicina), um primeiro experimento foi realizado. Os 

tratamentos foram escolhidos baseados em dados disponíveis na literatura (dados 

não mostrados). Uma combinação entre altas concentrações e curtos tempos de 



33 

 
 

exposição e baixas concentrações e longos tempos de exposição foi adotada como 

estratégia para se encontrar uma faixa de tratamentos efetivos na indução de 

poliploidia. Estes tratamentos são mostrados na tabela 1.  

 

Tabela 1. Tratamentos realizados no experimento 1 de indução de poliploidia no acesso BGEN02 de 
L. alba. 

Concentração de colchicina (%) Tempos de exposição 

0 2, 4, 16 e 72 horas e 34 dias 

0,5 2 e 4 horas 

0,2 4 e 16 horas 

0,1 16 horas 

0,05 72 horas 

0,003125 72 horas e 34 dias 

0,001563 34 dias 

 

A exposição à colchicina Sigma CAS 6486-8 (figura 4) foi feita em meio de 

cultura MS preparado conforme descrito no item 4.3. Ao meio de cultura foi 

adicionada colchicina diluída em água destilada e a mistura foi, então, autoclavada 

por 20 minutos a 1 atm. Segmentos nodais foram inoculados nesse meio contendo 

colchicina. Ao fim do tempo de exposição, os explantes foram lavados pelo menos 

três vezes com água destilada autoclavada e inoculados em meio MS livre de 

colchicina para se desenvolverem. Vinte explantes foram inoculados em cada 

tratamento (delineamento inteiramente ao acaso composto de quatro repetições 

obtidas da análise de cinco explantes).  A sobrevivência foi analisada 20 dias após a 

inoculação em meio livre de colchicina. 

 

 
Figura 4. Esquema ilustrativo da metodologia de exposição à colchicina e análise de ploidia após 
organogênese (40 DAI). 
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3.3.2 EXPERIMENTO 2 

 Para o experimento 2 foram escolhidos os tratamentos apresentados na 

tabela 2. O tratamento com 0,2% de colchicina com 4h de exposição foi escolhido 

por se apresentar teoricamente como o tratamento mais eficiente no experimento 1. 

Em contraposição foi escolhido o tratamento com colchicina 0,02% (CAPERTA et. al, 

2006), dez vezes menor, em combinação com o tempo de exposição de 72 horas 

(tabela 2).  

Tabela 2. Tratamentos realizados no experimento 2 de indução de poliploidia no acesso BGEN02 de 
L. alba. 

Concentração de colchicina (%) Tempos de exposição 

0 4 e 72 horas 

0,2 4 e 72 horas 

0,02 4 e 72 horas 

  

A exposição à colchicina (figura 4) e o desenvolvimento dos explantes após o 

tratamento foram realizados com os mesmos procedimentos descritos no item 4.3.1. 

Cem explantes foram inoculados em cada tratamento (delineamento inteiramente ao 

acaso composto de quatro repetições compostas de vinte e cinco explantes). 

3.3.3 EXPERIMENTO 3 

Na condução deste experimento foram utilizados também explantes oriundos 

do acesso BGEN02. Estes foram submetidos aos mesmos tratamentos descritos no 

item 4.3.2. Após o tratamento com colchicina, os meristemas dos segmentos nodais 

tiveram seu nível de ploidia monitorado durante 5 dias em diferentes tempos de 

recuperação. No primeiro dia, as análises foram feitas de 2 em 2 horas. Nos dias 

subsequentes, a cada 24 horas (tabela 3). Cinquenta e um segmentos nodais foram 

expostos a cada tratamento, sendo 3 para cada tempo de recuperação 

(delineamento inteiramente casualizado). Dessa forma, após a exposição à 

colchicina, os explantes foram lavados e inoculados em meio MS livre de colchicina. 

A cada tempo de recuperação, 3 explantes de cada tratamento eram retirados e 

submetidos a análise de ploidia por citometria de fluxo. 
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A região meristemática do segmento nodal foi separada do caule do explante 

com a ajuda de uma lâmina cortante. Os meristemas foram, então, macerados sobre 

gelo em uma placa de Petri contendo 500µL de tampão de extração nuclear LB01. A 

solução contendo os núcleos meristemáticos foi filtrada em membrana de 45µM, 

para a obtenção de uma suspensão de núcleos. Essa suspensão foi corada com 

50µL de iodeto de propídeo na concentração de 10mg/mL e analisada por citometria 

de fluxo no citômetro de fluxo FacsCanto. O nível de ploidia foi determinado pela 

posição do pico G1 das amostras analisadas. 

Tabela 3. Tratamentos de colchicina aplicados a segmentos nodais de L. alba e tempos de 
recuperação em que foram feitas as análises por citometria de fluxo. 

Tratamentos Tempos de recuperação (horas) 

Concentração Tempo de exposição 

Controle  4h 

0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 

22, 24, 48, 72, 96, 120 

0,02% 4h 

0,2% 4h 

Controle 72h 

0,02% 72h 

0,2% 72h 

 

Os percentuais de células em 4C e 8C foram utilizados como indicadores de 

ocorrência de poliploidia. Quando houve aumento nas frequências de 4C em relação 

ao controle, essa informação foi interpretada como a existência de células diploides 

em G2 e de células poliploides em G1, constituindo um só pico em 4C. E o 

aparecimento de um pico em 8C foi interpretado como a existência de células 

poliploides (4C) em G2. 

 3.4 ANÁLISE DO NÍVEL DE PLOIDIA 

Quando as plantas atingiram tamanhos suficientes para retirada de folhas, 

cerca de 40 DAI, elas foram submetidas a análise por citometria de fluxo no 

citômetro de fluxo Facs Canto (Becton Dickinson - BD). Uma folha de cada planta foi 

retirada para obtenção de suspensão de núcleos (figura 4). O tecido foi macerado 

sobre gelo em uma placa de Petri contendo 1 mL de tampão de extração nuclear 
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LB01 e a solução obtida foi primeiramente filtrada em gaze e depois em membrana 

com poros de 45µM. A suspensão de núcleos obtida foi corada com 50µL de iodeto 

de propídeo na concentração de 10mg/mL. O nível de ploidia foi determinado pela 

posição do pico G1 das amostras analisadas. 

3.5 ACLIMATIZAÇÃO 

As plantas poliploides e mixoploides obtidas nos experimentos de indução de 

poliploidia foram propagadas in vitro para a obtenção de maior número de plantas. 

Posteriormente, elas foram submetidas à aclimatização.  

Plantas com 3 a 7 cm de altura foram selecionadas para a aclimatização. Elas 

foram retiradas dos tubos de ensaio e suas raízes foram lavadas com água para a 

retirada dos resquícios de meio de cultura. Após a lavagem, elas foram plantadas 

em recipiente plástico contendo aproximadamente 200 mL de substrato para plantio 

BioPlant® e ficaram acondicionadas em uma pequena estufa de aclimatização por 7 

dias (figura 5). Durante esse período, as plantas foram molhadas com borrifador de 

duas a três vezes ao dia, dependendo da necessidade. Depois de 7 dias, a estufa foi 

removida e, aproximadamente 30 dias depois da remoção, as plantas foram 

transplantadas para vasos de 10 Litros. 

 

Figura 5. Aclimatização de plantas poliploides e mixoploides de L. alba  induzidas artificialmente. (A) 
Plantas poliploides e mixoploides 4 dias após o plantio em estufa de aclimatização. (B) Plantas 
poliploides e mixoploides após retirada da estufa (7 dias após o plantio). 
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4 RESULTADOS 

4.1 INDUÇÃO DE POLIPLOIDIA – EXPERIMENTO 1 

Os resultados do experimento 1 são mostrados na tabela 4. Percebe-se uma 

relação entre o aumento da concentração de colchicina utilizada/redução do tempo 

de exposição e a diminuição da taxa de sobrevivência. Através da figura 7 é possível 

perceber que estes dados ajustam-se a uma regressão linear múltipla (R2=0,72). 

Tabela 4. Sobrevivência e nível de ploidia de plantas do acesso BGEN02 de L. alba tratadas com 
colchicina em diferentes concentrações e tempos de exposição no experimento 1. 

Tratamento Sobrevivência (%)* Poliploides (%) Mixoploides (%) 

Controle 2h 18 (90%) - - 

0,5% 2h 3 (15%) 1 - 

Controle 4h 20 (100%)   

0,5% 4h 7 (35%) - 1 

0,2% 4h 10 (50%) 3 2 

Controle 16h 16 (80%)   

0,2% 16h 13 (66%) - - 

0,1% 16h 14 (70%) - 1 

Controle 72h 17 (85%)   

0,05% 72h 20 (100%) - - 

0,003125 72h 18 (90%) - 1 

Controle 34 dias 18 (90%)   

0,003125% 34 dias 16 (80%) - 1 

0,001563% 34 dias 12 (60%) - 1 

*A sobrevivência foi calculada 20 dias após a inoculação em meio livre de colchicina. 

Através das análises por citometria de fluxo, foram revelados 4 poliploides 

(figura 6), sendo a maioria deles (3) identificados no tratamento com colchicina 0,2% 

por 4h de exposição. Adicionalmente foram identificados 7 mixoploides distribuídos 

em 6 tratamentos. Um aspecto interessante dos resultados é que se estabelecermos 

as concentrações de 0,5% e 0,2% como concentrações altas e as demais (0,1%, 

0,05%, 0,003125% e 0,001563%) como concentrações baixas, 100% dos poliploides 
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foram encontrados em concentrações altas. Contrariamente, a maioria dos 

mixoploides (aproximadamente 57%) foram encontrados em concentrações baixas.   

 

Figura 6. Planta autotetraploide (2n=4x=60) obtida a partir do acesso BGEN02 de L. alba, através de 
experimento de indução de poliploidia utilizando colchicina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Regressão Linear entre concentração de colchicina e sobrevivência. C = controle; T1 até T6 
= Tratamentos com colchicina nas concentrações de 0,001563% (T1); 0,003125% (T2); 0,05% (T3); 
0,1% (T4); 0,2% (T5) e 0,5% (T6). 

 

4.2 INDUÇÃO DE POLIPLOIDIA – EXPERIMENTO 2 

Com o objetivo de ampliar a amostragem utilizada no experimento 1 (20 

explantes) um experimento foi realizado com 100 explantes em cada tratamento. Foi 
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escolhido como tratamento a ser investigado, neste caso, a concentração de 0,2% 

de colchicina por 4h de exposição. Como contraponto, foi utilizada uma 

concentração 10X menor, de 0,02% por 72h de exposição. Controles para estes 

tratamentos também foram investigados. Os resultados do experimento 2 são 

mostrados na tabela 5. Do mesmo modo como discutido anteriormente, percebe-se 

uma redução da sobrevivência com o aumento da concentração e/ou tempo de 

exposição à colchicina.  

O tratamento de 0,2% de colchicina à 4h de exposição que havia produzido 3 

poliploides no experimento 1 não repetiu os mesmos resultados no experimento aqui 

discutido. Entretanto, este tratamento apresentou novamente o maior efeito em 

modificar os níveis de ploidia das plantas sobreviventes. Cinco mixoploides 

(aproximadamente 13% das plantas sobreviventes) foram encontrados após 

exposição a este tratamento.  

Apenas 1 poliploide foi encontrado após exposição por 72h à colchicina 0,2%. 

Histogramas representativos das análises por citometria de fluxo são 

demonstrados na figura 8.    

Tabela 5. Sobrevivência e nível de ploidia de plantas do acesso BGEN02 de L. alba tratadas com 
colchicina em diferentes concentrações e tempos de exposição no experimento 2.  

Tratamento Sobrevivência (%)* Poliploides (%) Mixoploides (%) 

Controle 4h  78 (78%) - - 

0,02% 4h 58 (58%) - 3 

0,2% 4h 38 (38%) - 5 

Controle 72h 64 (64%) - - 

0,02% 72h 44 (44%) - - 

0,2% 72h 11 (11%) 1 - 

    

*A sobrevivência foi calculada 20 dias após a inoculação em meio livre de colchicina. 
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Figura 8. Histogramas obtidos em análise por citometria de fluxo das plantas sobreviventes nos 

experimentos de indução de poliploidia. (a) planta diploide; (b) planta poliploide.   

As plantas aclimatizadas encontram-se estabelecidas em campo, na estação 

experimental da Universidade Federal de Juiz de Fora para os estudos de 

melhoramento e alguns indivíduos tetraploides permanecem estabelecidos in vitro, 

disponíveis para estudos evolutivos, de organogênese, de desempenho in vitro e 

outros mais. Essas plantas serão acompanhadas periodicamente quanto à 

manutenção de ploidia, uma vez que poliploides recém formados podem passar por 

rearranjos genômicos, retornando à condição diploide após alguns anos (BLASCO, 

BADENES e NAVAL, 2015). 

4.3 MONITORAMENTO DO NÍVEL DE PLOIDIA APÓS EXPOSIÇÃO À 

COLCHICINA  

Os resultados da análise temporal nos níveis de ploidia celulares após 

exposição dos explantes à colchicina são mostrados na tabela 6.  
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Após exposição ao tratamento controle por 4h a média de células no pico 4C 

(correspondente ao G2 do ciclo celular) foi de 7,26+0,58, considerando todos os 

tempos de recuperação. No controle não foram detectadas células com 8C de DNA.   

A exposição à colchicina 0,2% por 4h aumentou este percentual (células 4C) 

após 16h de recuperação até 5 dias de recuperação (tabela 6). Considerando todos 

esses tempos de recuperação, esse aumento foi em média de 87,28%, variando de 

19,28% após 16h de recuperação a 170,80% após 3 dias de recuperação (tabela 6). 

Estes aumentos possivelmente representam a detecção de células poliploidizadas 

que conjuntamente com células em G2 do ciclo celular são detectadas dentro de um 

mesmo pico, representando o que chamamos aqui de pico 4C (figura 9). Essa 

evidência é corroborada pela presença também de células com 8C de DNA em 

alguns destes tratamentos (tabela 6). Após 5 dias de recuperação o percentual de 

células com 8C de DNA chega a 2,67%. Esse percentual representa células em G2 

do ciclo celular e que originalmente são poliploides em G1 (figura 9). 

O tratamento com 0,02% de colchicina por 72h de exposição também 

apresentou o mesmo efeito, porém em menor intensidade. Aumento de células em 

4C foi detectado após 22h de recuperação. Considerando todos os tempos de 

recuperação a partir de 22h o aumento foi em média de 38,12%. Do mesmo modo, 

em alguns tratamentos foram detectados núcleos com 8C de DNA (tabela 6, figura 

9). Adicionalmente, esse tratamento induz uma diminuição de células em G1 (Pico 

4C) para alguns tratamentos após 2 a 16h de recuperação. Em média esta redução 

foi de 31,66% (tabela 6). O mesmo efeito foi amplamente evidente após exposição à 

colchicina 0,2% por 72h. Nesse caso, foram percebidas reduções nos percentuais 

de células em 4C após todos os tempos de recuperação (média de 81,54%) (tabela 

6). Esse efeito também foi percebido após exposição à colchicina 0,02% por 4h (de 

2 a 16h de recuperação, exceto para 4 e 6h). Neste caso a redução foi em média de 

22,05%.
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Tabela 6. Variação temporal nos níveis de ploidia celulares após exposição dos explantes à colchicina. 

  

Tratamentos 
/Tempos de 
recuperação 

Controle 4h 0,2 4h 0,02 4h Controle 72h 0,2 72h 0,02 72h 

 
% 4C % 8C % 4C % 8C % 4C % 8C % 4C % 8C % 4C % 8C % 4C % 8C 

0h 7,28 Aa 0,00 Aa 7,23 Aa 0,00 Aa 6,78 Ba 0 Aa 7,67 Aa 0,00 A 3,21 Bb 0,00 Aa 7,23 Ba 0,00 Aa 

2h 7,91 Aa 0,00 Aa 7,45 Aa 0,00 Aa 6,89 Bb 0 Aa 8,91 Ba 0,00* A 3,21 Bc 0,00 Aa 6,32 Bb 0,00 Aa 

4h 6,72 Aa 0,00 Aa 7,89 Aa 0,00 Aa 6,78 Ba 0 Aa 7,65 Aa 0,00 A 3,56 Bb 0,00 Aa 5,32 Ab 0,00 Aa 

6h 6,99 Aa 0,00* Aa 7,54 Aa 0,00 Aa 6,89 Ba 0 Aa 7,12 Aa 0,00 A 2,56 Bb 0,00 Aa 5,67 Ab 0,00 Aa 

8h 6,54 Aa 0,00 Aa 7,89 Aa 0,00 Aa 5,32 Ab 0 Aa 7,89 Aa 0,00 A 1,34 Ac 0,00 Aa 4,56 Ab 0,00 Aa 

10h 6,89 Aa 0,00 Aa 7,56 Aa 0,00 Aa 5,42 Ab 0 Aa 7,34 Aa 0,00 A 1,21 Ac 0,00 Aa 4,67 Ab 0,00 Aa 

12h 7,11 Aa 0,00 Aa 8,12 Aa 0,00 Aa 5,23 Ab 0 Aa 7,45 Aa 0,00 A 1,09 Ac 0,00 Aa 3,21 Ad 0,00 Aa 

14h 8,10 Aa 0,00 Aa 8,90 Aa 1,21 Bb 4,78 Ab 0 Aa 8,00 Aa 0,00 A 1,72 Ac 0,00 Aa 5,67 Ab 0,00 Aa 

16h 7,83 Aa 0,00* Aa 9,34 Bb 0,00 Aa 6,89 Bb 0 Aa 7,43 Aa 0,00 A 1,11 Ac 0,00 Aa 6,78 Bb 0,00 Aa 

18h 7,63 Aa 0,00 Aa 10,35 Bb 0,00 Aa 7,32 Ba 0 Aa 7,56 Aa 0,00 A 0,78 Ac 0,00 Aa 7,11 Ba 0,00 Aa 

20h 7,54 Aa 0,00 Aa 11,34 Bb 1,34 Bb 8,78 Ca 0 Aa 7,32 Aa 0,00 A 0,65 Ac 0,00 Aa 8,99 Ca 0,00 Aa 

22h 7,53 Aa 0,00* Aa 13,98 Bb 1,45 Bb 7,79 Ba 0 Aa 7,23 Aa 0,00 A 0,32 Ac 0,00 Aa 10,11 Dd 0,00* Aa 

24h 7,42 Aa 0,00 Aa 9,85 Bb 1,99 Bb 9,23 Db 1,01 Bb 8,11 Aa 0,00* A 0,12 Ac 0,00 Aa 10,12 Dd 0,00* Aa 

2 dias 8,23 Aa 0,00 Aa 16,32 Cb 0,00* Aa 9,34 Db 0* Aa 8,02 Aa 0,00 A 0,21 Ac 0,00 Aa 11,23 Dd 1,11 Bb 

3 dias 6,78 Aa 0,00 Aa 18,36 Cb 1,11 Bb 9,32 Db 0 Aa 7,89 Aa 0,00* A 0,78 Ac 0,00 Aa 10,78 Dd 1,18 Bb 

4 dias 6,89 Aa 0,00 Aa 15,78 Cb 1,45 Bb 7,89 Ba 0 Aa 7,65 Aa 0,00 A 1,11 Ac 0,00 Aa 10,87 Dd 1,21 Bb 

5 dias 6,11 Aa 0,00 Aa 16,11 Cb 2,67 Cb 7,90 Ba 0 Aa 7,34 Aa 0,00 A 1,23 Ac 0,00 Aa 10,67 Dd 0,00* Aa 

* As médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna são estatisticamente iguais; as médias seguidas por uma mesma 

letra minúscula na linha são estatisticamente iguais.  
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Figura 9. Variação temporal nos níveis de ploidia celulares após exposição dos explantes à 

colchicina. (a) Tratamento controle. Percentual de células 4C = 7,53%; (b) Tratamento com 0,2% de 

colchicina por 4h. Percentual de células 4C = 20,32% sem detecção de células 8C; (c) Tratamento 

com 0,2% de colchicina por 4h. Percentual de células 4C = 18,76% com detecção de células 8C 

(2,21%); (d) Tratamento com 0,2% de colchicina por 72h. Percentual de células 4C = 2,34%. 
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5 DISCUSSÃO 

A duplicação do número de cromossomos tem sido uma estratégia 

rotineiramente utilizada em estudos envolvendo aspectos do melhoramento de 

plantas. Inúmeras aplicações são descritas, dentre elas, o desenvolvimento de 

materiais com variação fenotípica como o aumento de biomassa ou alteração na 

produção de compostos do metabolismo secundário em plantas medicinais. 

Também em estudos evolutivos, a indução de poliploidia tem sido utilizada no 

entendimento de alterações genômicas que ocorrem após a produção de híbridos e 

poliploides. 

Embora constitua uma estratégia importante, a duplicação cromossômica em 

plantas ainda está associada a um processo com baixa eficiência e um alto 

percentual de produção de plantas mixoploides e aneuploides. 

O presente trabalho teve como objetivo pioneiro a indução de poliploidia em L. 

alba, uma espécie medicinal, importante economicamente.  

A cultura in vitro tem sido o processo mais utilizado para a indução de 

poliploidia. Diferentes explantes têm sido utilizados com sucesso e de modo geral 

eles são expostos a soluções de antimitóticos que interferem no ciclo celular de 

plantas. Durante a metáfase, os microtúbulos do fuso emergem dos centros 

organizadores de microtúbulos. Este fuso formado por dímeros de tubulina é 

essencial para a correta migração dos cromossomos para os pólos durante a fase 

de anáfase (DEWITTE e MURRAY, 2003). Consequentemente a inibição da 

formação do fuso e a não separação das cromátides irmãs na anáfase pode resultar 

em células com o número cromossômico duplicado (DHOOGHE et al., 2011). Um 

grupo de moléculas bloqueia em metáfase através da sua associação com os 

dímeros de tubulina e, assim impedindo que novos dímeros sejam acrescentados no 

processo de elongamento dos microtúbulos, não afetando o processo de 

desmontagem dos microtúbulos já formados. Deste modo como o processo de 

desmontagem acontece em detrimento da montagem, os microtúbulos são 

despolimerizados (DHOOGHE et al., 2011). Pertence a essa classe de moléculas, a 

colchicina, o antimitótico mais comumente utilizado. Entretanto, a colchicina liga-se 

fracamente a tubulina de plantas, e por isso ela é utilizada em algumas ocasiões em 

concentrações altas, geralmente conduzindo a efeitos adversos. Concentrações e 
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tempos de exposição são importantes parâmetros para o sucesso na obtenção de 

poliploides e existe uma evidente interação entre estes fatores. Em uma análise de 

63 artigos publicados, Dhooghe et al (2011) demonstra que a colchicina é utilizada 

como agente antimitótico em 34 trabalhos em concentrações variando entre 25μM 

(SHAO et al., 2003) e 10mM (SUN et al., 2009). Os tempos de exposição variaram 

entre 2h (HAMIL et al., 1992) a 8 semanas (WU e MOONEY, 2002). 

Entretanto, uma análise sistemática das interações entre concentrações e 

tempos de exposição para o entendimento do efeito da colchicina sobre células 

vegetais é rara na literatura.  

O presente trabalho procurou no experimento 1 realizar uma avaliação de 

interações entre concentrações e tempos de exposição à colchicina. Concentrações 

variando de 0,001563 a 0,5% e tempos de exposição de 2h a 34 dias foram 

testados. Como relatado nos resultados, houve uma correlação entre estes 

parâmetros testados e a taxa de sobrevivência das plantas. As taxas de 

sobrevivência apresentaram-se menores, quanto maiores as concentrações de 

colchicina e mais longos os tempos de exposição. Esse efeito é conhecido em 

trabalhos utilizando colchicina para duplicação cromossômica, já que a colchicina é 

sabidamente tóxica para a célula (NIEL e SCHERRMANN, 2006). Também nos 

trabalhos de Sajjad et al. (2013) e de Lehrer, Brand e Lubell (2008) com as espécies 

Tagetes erecta e Berberis thunbergii, respectivamente, observou-se diminuição da 

sobrevivência com o aumento das concentrações de colchicina. 

Com relação aos resultados de indução de duplicação cromossômica, 

praticamente em todos os tratamentos investigados foram obtidos efeitos de indução 

de poliploidia. Entretanto, na maioria dos tratamentos este efeito manifestou-se no 

que chamamos de mixoploidia, o que pode ser definida como a presença, em uma 

mesma planta, de células poliploidizadas juntamente com células diploides. Plantas 

apenas poliploides foram identificadas somente nos tratamentos com colchicina 

0,5% por 2h de exposição e 0,2% por 4h de exposição. Neste último, das 10 plantas 

sobreviventes, 3 apresentaram-se como poliploides e 2 como mixoploides.  

Em um dos poucos trabalhos que objetivou estudar o efeito da colchicina sobre 

células vegetais, Caperta et al (2006) apresentaram aspectos interessantes do efeito 

poliploidizante da colchicina sobre células de Secale cereale. Segundo estes 

autores, baixas concentrações (em torno de 0.5mM) induzem a despolimerização 



46 

 
 

dos microtúbulos. Em contraste, altas concentrações (em torno de 5mM), após 

induzirem despolimerização dos microtúbulos e a formação de c-metáfases, 

provocaram uma resposta celular e o aparecimento de estruturas contendo novas 

tubulinas nestas células. Os resultados demonstraram que somente esta alta 

concentração de colchicina foi efetiva na indução de células poliploides. Os autores 

sugerem que apenas a desintegração do aparato de microtúbulos é insuficiente para 

a indução de células poliploides e que o aparecimento desta nova estrutura 

contendo tubulina seria a responsável pela duplicação do número de cromossomos. 

Segundo estes autores, as baixas concentrações acabam por gerar uma enorme 

quantidade de células com anormalidades e conduzem a um processo de morte 

celular. Estes resultados são interessantes, uma vez que grande parte dos trabalhos 

utiliza concentrações inferiores às que estes autores demonstraram como eficientes. 

Interessantemente, a concentração demonstrada como a mais efetiva na 

indução de poliploidia no experimento 1, 0,2%, é a mesma evidenciada por Caperta 

et al. (2006), 5mM. 

Corroborando estes resultados, o experimento 2 foi realizado com uma 

amostragem maior de plantas. Nesta fase escolhido primeiramente o tratamento 

mais eficiente no experimento anterior (0,2% de colchicina à 4h de exposição). 

Paralelamente foi utilizada uma concentração 10X menor de colchicina (0,02% por 

72h). Do mesmo modo como discutido anteriormente, neste experimento também 

existiu uma relação entre dosagem/tempo de exposição à colchicina com 

sobrevivência das plantas. Entretanto, os resultados de indução de poliploidia não 

mostraram-se de acordo com o esperado em relação ao experimento 1. Mas do 

mesmo modo, a única planta evidenciada como poliploide neste experimento foi 

proveniente novamente do tratamento com colchicina 0,2% (5mM). Nota-se, 

portanto, que em ambos os experimentos aqui realizados, as plantas poliploides 

foram obtidas com concentrações altas de colchicina (0,2% e 0,5%). Concentrações 

altas de colchicina também foram efetivas na indução de poliploidia para outras 

espécies, como Chaenomeles japônica (0,3% a 0,9%) (STANYS et al., 2006); 

Brassica campestres (0,6%) (KUMAR e DWIVEDI, 2014); Echiuma moenum (1%) 

(AZOUSH, KAZEMITABAR e HEIDARI, 2014); Cannabis sativa (0,2%) (BAGHERI e 

MANSOURI, 2015). O trabalho de Blasco, Badenes e Naval (2015) também apoia os 

resultados aqui encontrados. Os autores concluem que a concentração de 0,5%, 
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uma das que produziram poliploides no experimento 1 com L. alba, foi a mais 

eficiente na indução de poliploidia, e que isso não dependeu do tempo de exposição, 

assim como para L. alba, em que a concentração de 0,2% produziu poliploides tanto 

em tempo curto quanto em tempo longo (4 e 72 horas). Além disso, os autores 

constataram que tratamentos mais agressivos, apesar de causarem alta 

mortalidade, tem a capacidade de gerar uma maior porcentagem de poliploides 

estáveis, ou seja, aqueles que mantem a ploidia com o passar dos anos. 

Esses mesmos tratamentos empregados no experimento 2 foram 

investigados no experimento 3. Neste experimento, os meristemas dos explantes 

expostos aos tratamentos com colchicina foram avaliados por citometria de fluxo 

em intervalos regulares de recuperação, com o objetivo de averiguar as 

modificações de ploidia. A presença de células poliploides após exposição à 

colchicina 0,2% por 4h pode ser observada após 14h de recuperação. Este efeito 

é evidenciado pela presença de um pico 8C de quantidade de DNA, o que 

evidencia a presença de células em G2 do ciclo celular, mas que originalmente 

apresentam 4C de DNA em G1. Para praticamente todos os tratamentos, após 

14h de recuperação, este efeito foi observado. Um aumento do percentual de 

células com 4C de DNA em relação ao controle também foi adotado como um 

critério da identificação de células poliploides. Para nenhum dos outros 

tratamentos investigados este efeito foi tão evidente, novamente corroborando a 

observação de que a concentração de 0,2% de colchicina representou o 

tratamento mais efetivo na indução de poliploidia neste trabalho.  

Um efeito evidente quando observamos os demais tratamentos é a diminuição 

de células em 4C, ou seja, uma diminuição das células entrando em mitose após os 

tratamentos. Este efeito é observado em paralelo com o aumento de partículas sub-

G1. A diminuição do percentual de células em 4C nos tratamentos de 0,02% 4 e 72 

horas pode também ser indício de que concentrações baixas, independente do 

tempo de exposição, causam morte celular, concordando com as conclusões de 

Caperta et al. (2006).   

Um aspecto interessante dos resultados foi percebido após 2 meses da 

indução de poliploidia, quando as plantas obtidas nestes experimentos foram 

aclimatizadas. Neste estágio uma nova análise por citometria de fluxo (dados não 

mostrados) foi realizada a fim de confirmar o estado poliploide e mixoploide das 
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plantas. As plantas poliploides mantiveram a ploidia, mas as plantas mixoploides, 

que antes possuíam células diploides e tetraploides, revelaram-se com quantidade 

de DNA intermediária entre diploide e triploide, o que é um indício de que estejam 

retornando à condição de diploidia. 

Uma outra observação foi o crescimento lento e o insatisfatório desempenho in 

vitro das plantas poliploides. Elas se mostraram mais lentas em crescimento que as 

plantas diploides e, antes de atingirem tamanho razoável, já se mostravam carentes 

de nova repicagem, o que pode ser consequência de um genoma muito grande e 

replicação do DNA mais lenta. Esses resultados são contrários aos de El-Naby et al. 

(2012), em que os pesquisadores relatam que, em todos os genótipos em que foi 

induzida a poliploidia, as plantas se mostraram mais vigorosas. Por outro lado, os 

resultados com L. alba são coerentes com os obtidos por de Sajjad et al. (2013) com 

a espécie Tagetes erecta, em que o crescimento dos brotos também foi retardado e, 

quanto mais forte o tratamento com colchicina, mais esse efeito se acentuava. Isso 

mostra que a colchicina pode gerar essa consequência na regeneração dos 

explantes.  
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6 CONCLUSÃO 

O presente estudo obteve êxito em induzir autotetraploides artificiais de L. alba 

utilizando a colchicina e as técnicas de cultura de tecidos vegetais in vitro. 

A concentração de 0,2% e 0,5% de colchicina foi capaz de produzir plantas 

autotetraploides de L. alba.  

As concentrações altas apresentaram maior efeito de alteração de ploidia nos 

explantes de L. alba tratados. 
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8 ANEXO – Tabela de revisão bibliográfica sobre os métodos utilizados para duplicação cromossômica em plantas. 

ESPÉCIE TRATAMENTO DETECÇÃO DE PLOIDIA 
MÉTODO DE MAIOR 

SUCESSO 
REFERÊNCIA 

     

Solanum melongena colchicina 
contagem de cromossomos 

e análise estomática 

Antes da germinação: col 

0,4%  48 h, col 0,6% 24h e 

48 h. Depois da germinação: 

col 0,1% 36 h, col 0,2% 24 h, 

col 0,4% 24 h. 

Medina et al. (1972) 

Brassica napus 

colchicina, orizalina, 

trifluralina, APM (amiprofos-

metil) 

porcentagem de plantas 

férteis 

Resultados muito 

semelhantes 
Hansen e Andersen (1996) 

Híbridos Alstroemeria aurea 

X A. caryophyllaea 
colchicina 

análise morfológica, 

contagem de cromossomos 

* 

 

Lu e Bridgen (1997) 

Allium cepa colchicina e orizalina citometria de fluxo 
colchicina 2,5 mM e orizalina 

50 µM 
Geoffriau et al. (1997) 

Tripsacum dactyloides 
colchicina e APM (amiprofos-

metil) 

contagem de cromossomos 

e citometria de fluxo 
* Salon e Earle (1998) 

Xanthosoma sagittifolium colchicina 

contagem de cromossomos, 

citometria de fluxo e análise 

estomática 

1,25mM e 2,5Mm Tambong et al. (1998) 
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ESPÉCIE TRATAMENTO DETECÇÃO DE PLOIDIA 
MÉTODO DE MAIOR 

SUCESSO 
REFERÊNCIA 

     

Morus Alba colchicina 

contagem de cromossomos, 

análise estomática e análise 

de cloroplastos 

colchicina 0,1% 1 a 30 dias Chakraborti et al. (1998) 

Híbridos Syringa vulgaris X 

S. pinnatifolia 
colchicina 

contagem de cromossomos, 

análise morfológica e 

citometria de fluxo 

* Rose et al. (2000ª) 

Lolium perene; Lolium X 

Fetusca 
colchicina contagem de cromossomos 

colchicina c/ sacarose 100g/L 

a 10° C 
Pasakinskiene (2000) 

Brachiaria brizantha colchicina 
contagem de cromossomos e 

citometria de fluxo 
colchicina 0,01% 48 horas Pinheiro et al. (2000) 

Cattleya intermédia colchicina 
contagem de cromossomos e 

análise estomática 

acesso CL 114: colchicina 

0,05% 8 dias; acesso CL 121: 

colchicina 0,1% 8 dias 

Silva et al. (2000) 

Buddleia globosa colchicina 
citometria de fluxo e contagem 

de cromossomos 
colchicina 0,1% 3 dias Rose et al. (2000b) 
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Híbridos de Rhododendron colchicina e orizalina citometria de fluxo orizalina 0,005% Vainola (2000) 

Humulus lupulus colchicina 
citometria de fluxo e análise 

estomática 
colchicina 0,05% 48 horas Roy et al. (2001) 

Zea mays gás óxido nitroso * * Kato (2002) 

Miscanthus sinensis colchicina * * Petersen et al. (2002) 

Pyrus pyrifolia colchicina 
citometria de fluxo, análise 

estomática 
colchicina 0,01% 2 dias Kadota e Niimi (2002) 

Cucumis melo * * * Yetisir e Sari (2003) 

Punica granatum colchicina 

citometria de fluxo, contagem 

de cromossomos e análise 

morfológica (raiz, folha, flor) 

* Shao et al. (2003) 

Rosa orizalina citometria de fluxo 
orizalina 5µM  em meio de 

cultura semisólido 
Kermani et al. (2003) 
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Bixa orellana colchicina e orizalina 

contagem de cromossomos 

e nº de pares de marcadores 

heterocromáticos no maior 

cromossomo 

15µM orizalina 15 dias Carvalho et al. (2005) 

Zizyphusjujuba colchicina 
citometria de fluxo e 

contagem de cromossomos 

colchicina 0,05% (48 horas e 

72 horas) e colchicina 0,1% 

(24 horas e 48 horas) 

Gu et al. (2005) 

Rosa chinensis minima colchicina e trifluralina 

análise estomática, diâmetro 

do grão de pólen e contagem 

de cromossomos 

trifluralina 0,0086% Zlesak et al. (2005) 

Bacopa monnieri colchicina 
citometria de fluxo e análise 

morfológica 
* Escandón et al. (2006) 

Híbridos Cassava X Manihot 

anomala 
colchicina contagem de cromossomos * Nassar (2006) 

Chaenomeles japonica colchicina e orizalina 
citometria de fluxo, análise 

estomática, análise de fruto 

para microshoots: orizalina 

30 a 40 µM e colchicina 

0,05% a 0,9%; para 

cotilédones: colchicina 0,3% 

a 0,6% e orizalina 20 a 40µM 

Stanys et al. (2006) 
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Vitis vinifera colchicina 

contagem de cromossomos, 

citometria de fluxo e análise 

estomática 

colchicina 20 mg/L 1 dia Yang et al. (2006) 

Dianthus caryophyllus X D. 

japonicus 

colchicina (para plantas in 

vivo) e APM (amiprofos-

metil) e colchicina (para 

pantas in vitro) 

citometria de fluxo e 

contagem de cromossomos 

colchicina 2000 mg. 1-1 , 5 

dias 
Nimura et al. (2006) 

Pennisetum purpureum X P. 

glaucum 

colchicina e ciclohexamida: 

hidroxiquinoleína 
contagem de cromossomos 

colchicina e CHX:HQ 

apresentaram resultados 

semelhantes em diferentes 

tecidos 

Abreu et al. (2006) 

Pennisetum purpureum X P. 

glaucum 
colchicina contagem de cromossomos colchicina 0,1% 24 horas Barbosa et al. (2007) 

Lavandula angustifolia colchicina * * Urwin et al. (2007) 

Colophospermum mopane colchicina citometria de fluxo 
colchicina 0,05% e 0,1% 48 

horas 
Rubuluza et al. (2007) 
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Phlox subulata colchicina 
contagem de cromossomos e 

análise morfológica 
colchicina 0,05% 20 dias Zhang et al. (2007ª) 

Chrysanthemum 

cinerariifolium 
colchicina 

contagem de cromossomos e 

análise estomática 
* Liu e Gao (2007) 

Citrus sinensis colchicina citometria de fluxo 
colchicina autoclavada 1000 

mg 1-1, 6 e 4 dias 
Zhang et al. (2007b) 

Rosa 
orizalina, trifluralina, APM 

(amiprofos-metil) 
citometria de fluxo dependente do genótipo Khosravi et al. (2007) 

Miscanthus X giganteus colchicina e orizalina 
citometria de fluxo e análise 

morfológica 
Orizalina Yu et al. (2009) 

Pennisetum purpureum X P. 

glaucum 
colchicina 

citometria de fluxo, contagem 

de cromossomos e análise 

morfológica 

* Campos et al. (2009) 

Paspalum notatum 
colchicina, orizalina, 

trifluralina 

contagem de cromossomos, 

análise estomática e 

citometria de fluxo 

orizalina 20µM Quesenberry et al. (2010) 
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Zea mays 

tratamento físico 

(temperatura, elevada 

pressão do ar, corrente 

elétrica); antimitóticos 

(griseofulvina, APM, 

orIzalina, pronamida, 

trifluralina, cafeína) e 

combinação dos dois 

métodos 

contagem de cromossomos 

e citometria de fluxo 
APM, pronamida e orizalina Häntzschel e Weber (2010) 

Paulownia tomentosa colchicina 

citometria de fluxo, contagem 

de cromossomos e análise 

morfológica 

0,05% colchicina 48 horas Tang et al. (2010) 

Citrus reticulata colchicina 
citometria de fluxo e 

contagem de cromossomos 
1g 1-1 colchicina 4 dias Dutt et al. (2010) 

Brachiaria decumbens colchicina contagem de cromossomos * Simioni e Valle (2011) 

Dendranthema nankingense colchicina 

citometria de fluxo e análise 

morfológica e contagem de 

cromossomos 

* Liu et al. (2011) 
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Trifolium alexandrinum colchicina contagem de cromossomos 0,1% colchicina El-Naby et al. (2012) 

Clivia miniata colchicina 

contagem de cromossomos, 

análise estomática e análise 

morfológica 

Colchicina 0,01% 30 dias e 

0,03% 20 dias 
Wang e Lei (2012) 

Tagetes erecta colchicina contagem de cromossomos * Sajjad et al. (2013) 

Acer platanoides orizalina citometria de fluxo 

Orizalina em meio 

suplementado com 4μM BAP 

+ 1μM AIA 

Lattier et al. (2013) 

Drosera capensis orizalina citometria de fluxo 
40 μM 48 horas ; 60 μM 24 

horas ; 80 μM 12 horas 
Zahumenicka et al. (2013) 

Brassica 

campestris 

colchicina 
análise estomática e 

contagem de cromossomos 
0,6% 12 horas Kumar e Dwivedi (2014) 

Echium amoenum colchicina 

Contagem de cromossomos 

e análise de marcadores 

moleculares do tipo ISSR 

1% colchicina 48 horas Azoush et al. (2014) 
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Panicum virgatum colchicina Citometria de fluxo 0,02% colchicina 6 dias Yang et al. (2014) 

Ziziphus jujuba colchicina 

Citometria de fluxo, análise 
estomática, análise 

morfológica das folhas e 
contagem de cromossomos 

0,05% colchicina 3 aplicações Shi et al. (2015) 

Eriobotrya 
japonica 

colchicina 
citometria de fluxo, contagem 

de cromossomos, análise 
morfológica 

0,05% colchicina; uma gota a 
cada dia, durante 3 dias, no 

meristema apical. 
Blasco et al. (2015) 

Cannabis sativa colchicina Citometria de fluxo 0,2% colchicina 24 horas 
Bagheri e Mansouri 

(2015) 

 

 

* Dados ausentes no artigo
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