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RESUMO 

INDUÇÃO DE POLIPLOIDIA EM CLONES DE 

Eucalyptub unaphylla $,T. BLAKE 

.v1. 

PETRA SYLVIA ROTH 

ANTONIO NATAL GONÇALVES 

- ORIENTADOR -

Os objetivos do presente trabalho foram o de­

senvolvimento de uma metodologia de indução de poliploidia em 

clones de Eucalyptub unaphylla S.T. Blake, produzidos ttin vi­

tro" e a verificação de possíveis ·modificações nas plantas tra 

tadas. Os resultados indicam que: 

a. A indução de poliploidia em Eucalyptub uno­

phylla S.T. Blake é viável; 

b. O tratamento com colchicina, até um per1O-

do máximo de imersão de 30 horas, não afetou a sobrevivência 

e o desenvolvimento das plantas tratadas em relação às teste­

munhas; não há diferenças entre períodos de imersão testados 

em relação a estes dois parimetros; 
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c. As plantas tratadas apresentam anormalida­

des morfológicas e uma redução do número de estômatos por unj 

dade de ár�a foliar, indicando uma poliploidização pelo menos 

parcial. 

Com base nos resultados obtidos ainda se disc� 

tiu o possível efeito da iluminação durante o período de imeE 

sao sobre a sobrevivência e desenvolvimento das plântulas e a 

superioridade do método testado comparado a outros conhecidos, 

em relação a estes parâmetros, além da boa eficiência alcança 

da. Sugestões para a interpretação dos resultados e para a con­

tinuidade do trabalho foram apresentadas. 



SUMMARY 

INDUCTION OF POLYPLOIDY IN Euc.alyptub 

unophylla S,T. BLAKE CLONES

. viii. 

PETRA SYLVIA ROTH 

ANTONIO NATAL· GONÇALVES 

- ADVISER -

The objectives of this study were the development 

of a methodology for induction of polyploidy in test-tube produced 

clones of Euc.alyp.tub unophylla S.T. Blake and checking the 

possible effects on treated plants. From the analysis of the 

results of this study, the following conclusions were drawn: 

a. Induction of polyploidy in Euc.alyp.tu.,� unophylla

S.T. Blake is feasible; 

b. The colchicine treatment did not affect survival

and development of treated plants, there were no differences for 

these two variables between the several immersion periods 

tested; 

e. Treated plants showed some morphological
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abnormalities and reduction of the number of stomates per leaf 

area unit, strongl� suggesting an at least parcial 

polyploidization. 

Based on the results obtained, the possible 

effect of light during imersion on survival and development of 

plantlets and superiority of the method tested compared to 

other methods known were discuss ed, as well as the high efficiency 

achieved here. Suggestions for data interpretation and further 

work were made. 



I. INTRODUCAO

As pesquisas no campo do melhoramento genético 

de essências florestais vêm se intensificando na Última déca­

da como mais um instrumento a incrementar a produtividade flo 

restal, além das técnicas de manejo silvicultural. 

Ao lado das técnicas tradicionais baseadas na 

seleção e produção de sementes melhoradas surgem diversas ou-

tras, atê agora pouco exploradas, sendo que os métodos mais 

simples e diretos fornecem resultados ainda satisfatórios, de 

vido à grande variabilidade natural das espécies arbóreas dis 

ponível. 

Existe, porem, a necessidade de desenvolver es 

tudos básicos sobre outros métodos de melhoramento, visando a 

crescentar informações gerais a cerca das espécies utilizadas 

e abrir novas perspectivas para o melhoramento florestal no 

futuro. 
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Uma opção interessante é o estu do da poliploi­

dia, natural ou induzida, conforme revelam pesquisas envolve� 

do espécies agronômicas, bem como algumas espécies florestais. 

Devido is escassas informaç6es existentes so­

bre a indução da poiiploidia em espécies de EuQalyptu�, um g� 

nero amplamente empregado nos reflorestamentos, o presente tr� 

balho tem como objetivo o desenvolvimento de uma meto<lologia 

para a indução de poliploidia em EuQalyptu� u�ophylla S,T. 

Blake, verificando a eficiência do tratamento e as modifica­

ç6es decorrentes da poliploidização. 



II. REVISAO DE LITERATURA

A. Euealyptu� uAoph ylla S,T. BLAKE

O Euealyptu◊ uhoph ylla ê uma espécie de 

res de grande porte, com fuste bastante reto, devido i

. 3. 

arvo-

forte 

dominância apical, casca rugosa e boa desrama natural atê cer 

ca de dois terços da altura. Em regiões mais âridas,as 

res se apresentam mais baixas, com troncos· tortuosos e 

-

arvo-

domi-

nância apical bem menos pronunciada ou ausente. A altitude a 
- -

cima de 2.200 metros as arvores sao pequenas e de ma 

(MARTIN e COSSALTER, 1975). 

forma 

A espécie ocorre particularmente no arquipéla­

go das Ilhas da Sonda, na província indonésia de Nusa Tenga­

ra Timur, englobando as Ilhas de Timor, Flores, Acionara, _Lom­

blen, Pantar .e Alor, extendendo-se por uma faixa latidudinal 

de 8 ° 30' a 10° s, em altitudes de 350 a 2.960 m. Pode ocorrer
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uma associação com E. aíba, com a qual ocasionalmente forma 

híbridos naturais na zona de contato. 

Os primeiros exemplares da espécie foram intro 

<luzidos no Brasil, em Rio Claro, SP, sob o nome de E. alba, 

no ano de 1919, por Navarro de Andrade. Despertou grande in­

teresse para o uso nos reflorestamentos em razão de sua rusti 

cidade, altos incrementos volumétricos, boa qualidade da ma­

deira para carvão, celulose e serraria e resist�ncia a pragas 

e doenças, principalmente ao cancro causado pelo fungo Cnyph� 

nectnia (Viaponthe Bruner) cuben�i� Hodges. Espécie de grande 

potencial adaptativo, é passível de cultivo sob condições am­

bientais diversas, abrangendo amplas faixas climáticas (HODGES 

e REIS, 1976; TOMAZELLO FILHO, 1976; CAMPINHOS e IKEMORI, 1977; 

MORA e FERREIRA, 1980; VIEIRA, 1980). 

A cultura in vitro desta espécie vem sendo rea 

lizada com sucesso há vários anos ( GONÇALVES, 1980 e 1982). 

B. CLONAGEM "IN VITRO"

Nos programas de melhoramento de árvores, a. 

propagaçao vegetativa permite a manutenção de características 

superiores, obtendo-se clones, ou seja, material geneticamen­

te uniforme, constituindo uma base conveniente para os traba­

lhos. Nos casos em que os métodos de propagação vegetativa e� 

mo a estaquia (DELWAULLE, LAPLACE e QUILLET, 1980; QUIJADA, 

1980) se tornam difíceis ou impraticáveis, abriram-se novas 
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perspectivas com a cultura de células, tecidos ou Órgãos (BO� 

GA, 1974; DURZAN e CAMPBELL, 1974). 

Encontram-se na literatura,numerosos trabalhos 

versando sobre o estudo e o emprego da cultura "in vitro" de 

ess�ncias florestais, utilizando diferentes espécies, diver­

sos tipos de explantes, meios de cultura e condições de cres­

cimento, relatando sucesso variável na reconstituição de plaQ 

tas inteiras. a partir dos calos cultivados (WINTON, 1968, 1970 

e 1971 - em Populu.ó; FOSSARD et alii, 1974; LEE e FOSSARD, 

1974; GONÇALVES et al., 1979; GUPTA et al., 1981 - em Euc.alyp_ 

tu.ó spp.). 

ANEJA e ATAL (1969) foram os primeiros a rela­

tarem êxito na regeneração de plantas de eucalipto através da 

cultura de células e de tecido, trabalhando com explantes de 

1
1 lignotuber11 de E. c.itJtiodoJta. Seguiram-se outros trabalhos 

com diferentes espécies, corno o de BLAKE (1972 - citado por 

GONÇALVES, 1982) com E. obliqua; de Winton (1972) com E. nova 

angelic.a, sem sucesso; CRESSWELL e FOSSARD (1974) e FOSSARD 

et al-Li (1974) em E. gJtandLó KITAHARA e CALDAS (1975) em E. 

alba e GONÇALVES (1975 e 1980) em E. gJtandi.ó, E. 1tobu..óta, E. 

c.amaldulen.ói.ó e E. u.Jtophylla; utilizand� explantes diversos co 

mo de "lignotuber", de hipocôtilo e nodais. 

Entre as diversas dificuldades enfrentadas na 

obtenção de plantas a partir das culturas "in vitro", como o­

xidação fenólica de calos e meios de cultura, no caso partic� 

lar do gênero Eu.c.alyptu..ó a idade da matriz constitui um dos f� 

tores mais ctiti�os, influindo fortemente sobre a capacidade 
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morfogenêtica do material cultivado (GONÇALVES, 1975). Existem 

porém, tentativas bem-sucedidas de reversão à juvenilidade, i. 

e. a recuperação da capacidade morfogenêtica, permitindo a u­

tilização de material adulto (CRESSWELL e NITSCH, 1975; DURAND­

-CRESSWELL e NITSCH, ·1977; BARKER e_.:t. af., 1977; GONÇALVES, 1980 

e 1 9 8 2 ; GUPT A e_.:t. af . , 1 9 8 1) • 

C, POLIPLOIDIA 

1. Aspectos evolutivos

STEBBINS (1971) refere-se à poliploidia, i.e. 

a multiplicação de complementos cromossômicos inteiros, como 

sendo o processo ci togenêtico mais. difundido e mais distinti 

vo que afetou a evolução das plantas superiores. 30 a 35% das 

espécies de angiospermas e uma porcentagem ainda maior nas fa 

nerôgamas possuem números. cromossômicos que são múltiplos do 

número bisico diplÔide encontrado em seu genero. 

A poliploidização produz uma 

efeitos morfo-e fisiológicos. O efeito imediato ê o 

- . 

serie de 

aumento 

do tamanho das células devido ao volume nuclear maior, condu­

zindo a uma redução do número de divis6es celulares durante o 

desenvolvimento. O conhecido efeito "gigas" encontra-se comu­

mente em Órgãos de padrão de cTescimento altamente determina­

do como flores e sementes. As características gerais apresen-



• 7 •

tadas por plantas autopoliploides incluem folhas e pétalas 

mais grossas e firmes e de coloração mais escura; folhas e ou 

tros Órgãos geralmente niais curtos e largos; aumento das fi-

bras de madeira nos sentidos equatorial e longitudinal; estô­

matos maiores e menos frequentes, menor ramificação (RHOADES, 

1955; MERGEN, 1959; HYNN e KIM, 1963; SEKAWIN, 1963; ARMS1RONG, 

1980), retardamento no ciclo mitótico e consequente retarda­

mento de floração e frutificação e, enfim, uma redução da fe! 

tilidade e da produção de sementes devido a duas causas a 

meiose irregular (formação quadri-, tri- e univalentes, con­

duzindo a uma segregação cromossômica irregular e conseqüente 

formação de gametas com nfimero de cromossomos não-balanceado, 

SYBENG A  (1972) e distGrbios fisiológicos decorrentes da dosa­

gem gênic� dobrada. 

MORRISON e RAJHATHY (1960), estudando o compo.E_ 

tamento meiôtico de autotetraplÔides de plantas em geral, en­

contraram que dois terços dos cromossomos foram quadrivalen -

tes na meiose. 

JOHNSSON (1953) apresenta uma lista bastante i 

lustrativa de características morfológicas e fisiológicas com 

parativa entre diplÓides e triplÓides de Populuh themula, evi 

denciando o crescimento inferior dos triplôides durante o pr! 

meiro ano, devido a uma conversão menos eficiente do C0
2

em 

matéria seca e taxa de transpiracão mais elevada. Registra 

ainda um aumento das dimensões das fibras de madeira nos tri 

plóides, bem como maior conteiido de celulose na madeira. 
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Complementando estes dados, BORDEAU e MERGEN 

(1959), citando ainda outros autores, estudando as consequen­

cias fisiol6gicas da poliploidização, mediante as taxas de fo 

tossíntese e respiração em plântulas poliplÓides de Pinu◊ el­

lio�ii, verificaram uma diminuição da efici�ncia fotossint�ti 

ca, manutenção da taxa de respiração e conseqüente diminuição 

do ritmo de crescimento das plantas poliplÓides. 

No caso de uma àutoduplicação espontânea, os 

tetrapl6ides rec�m-formados apresentam as características aci 

ma que os distinguem de seus progenitores diplÓides e que con 

tribuem para sua inferioridade adaptativa expressa em menor 

produção de biomassa por unidade de tempo, menor produção .de 

sementes e menor competitividade em relação aos diplÓides.- Logo a du 

plificação do número de cromossomos "per se" constitui uma des 

vantagem; o sucesso da poliploidia na evolução das plantas 

devido ã ação de outros processos genêtico-evolucion&rios, 

postulados como modificação gradual de genótipos por mutação, 

recombinação genética e seleção, e modificação em massa por 

hibridação (precedendo ou sucedendo ã duplicação do complemen­

to cromossômico) sempre seguioo pela seleção natural, favore­

cendo os segregantes adaptativos (STEBBINS, 1971). 

Os principais fatores internos que promovem a 

po1ip1oidia sao o hábito de crescimento e o modo de reprodução. 

Assim, plantas perenes estabelecerão mais facilmente plan-

tas e colônias poliplÔides do que plantas anuais, e suas chan­

ces aumentam se forem autógamas (GRANT, 1963). A possibilida-



. 9. 

de da propagaçao vegetativa em algumas espécies também favore 

ceu o estabelecimento da poliploidia nestas espécies (ILLIES, 

1976). 

A poliploidia reduz a probabilidade do estabe­

lecimento de mutantes recessivos devido i herança tetras­

s6mica (SYBENGA, 1972) e diminui a variabilidade. Os poliplÓi 

des podem, a longo prazo, adquirir grande amplitude ecológica 

através de um efeito " tampão" contra as mudanças climáticas 

(STEBBINS, 1971). Apoiando-se na distribuição da 

de poliplóides em espécie normalmente diplÓide, 

ocorrência 

GUSTAFSSON 

(1968) sugere uma relação entre poliploidia e condições ecolÓ 

gicas, no sentido de valor adaptativo da poliploidia em condi 

çoes ambientais adversas. 

Esta hipótese é sustentada por FUNABIKI (1976) 

que, trabalhando com diversas espécies, demonstrou com estu­

dos evolutivos e em experimentos que poliplÔides naturais de 

muitas espécies surgiram em épocas de "stress" ambiental, como 

frio ou seca, durante as eras de glaciação. 

LLERAS e MEDRI (1978), estudando poliplÔides 

em He..vea. spp., fonnularam hipóteses sobre a correlação entre ca­

racteres anat6micos e morfológicos de folhas poliplÔides e a 

capacidade de resistir a condições ambientais extremas, basean 

do-se em diversos ensaios, envolvendo diplÔides versus poli­

plÓides, onde os poliplÔides mostraram uma resistência maior 

a seca. 

A poliploidia ocorre naturalmente em essências 



arbóreas e desempenha um papel importante na evolução de 

rios generos e espécies. 

• 1 O.

va-

GUSTAFSSON (1962 e 1968) relaciona, em extensa 

revisão sobre ginmosperrnas e ang1ospermas, a ocorrência fre-

quente de algumas espécies poliplÔides naturais, em generos 

arbóreos predominantemente diplÕides (por exemplo, Quef1.c.u..6 e 

U.(,mu..6) bem copio o aparecimento de au topol ipl Ôides espontâneos 

em espécies normalmente diplÔides e constantes citologicamen­

te (Popu.lu..6 spp., Abie.6 6ihma, Pic.ea abie.6, Chyptomehia japo­

nic.� Pinu..6 spp.). 

STAROVA e KOTS (1976) discutem a importância 

de poliploidia na evolução dQ genero Salix, tanto por autoploi_ 

dia como por aloploidía resultante de hibridação introgressi­

va. 

A aparente raridade do fenômeno de poliplbi -

dia em espécies tropicais quando comparado com espécies temp� 

radas, parece mais devido a um problema de amostragem e nao a 

uma importância evolutiva menor, conforme coloca BAWA (1976), citan 

do famílias tropicais nas quais a poliploidia é frequente, co 

mo Bombac.eae, Eu.phohbiac.eae, Meliac.eae, Moftac.eae e Ru.tac.eae. 

Poliploidia e hibridação são dois processos e 

volutivos estreitamente relacionados e sobremaneira importa� 

tes na evolução das plantas superiores (STEBBINS, 1949 e 1971). 
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2. Poliploidia no melhoramento florestal

O interesse dos melhoristas florestais pela po 

liploidia despertou quando da descoberta do choupo gigante 

(Popu.tu.,s .t,'Lemu..ta var. giga,s) por Nilsson - Ehle (1936), identi_ 

ficado como triplÓide natural por Mi.intzing (1936), através de 

análise citológica. 

Este triplÓide apresentou desempenho silvicul­

tural superior aos diplÔides e tetraplÓides, além de maior re 

sistência a doenças. A partir de então iniciou-se uma série 

tentativas isoladas de indução de poliploidia em diversas espi 

cies florestais e de combinação da poliploidia natural ou in­

duzida com a hibridação intra� ou até interespecífica para 

fins de melhoramento (GLSTAFSSON, 1962 e 1968). 

A ocorrência natural da poliploidia em diver­

sos generos como Popu.tu� (Nilsson - Ehle, 1936; Johnsson, 

1953), Be.tu.ta (KONOVALOV e PITCHUGINA, 1976); Sa.tix (STAROVA 

e KOTS, 1976), FJr..axin.u� (CLAUSEN, BEY e KUNG, 1980) [e outros] 

e ainda em algumas famílias tropicais (BAWA, 1976) bem como 

sua importância no processo evolutivo (GRANT, 1963; STEBBINS, 

1971; BAWA, 1976; FUNABIKI, 1976) levaram os pesquisadores 

aos experimentos de indução de poliploidia também em generos 

de interesse silvicultural nos quais a poliploidia natural 

um fen6meno raro ou desconhecido. 

Os primeiros autores a obterem sucesso com o 

tratamento com colchichina em plantas lenhosas provavelmente 
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foram MIROV e STOCKWELL em 1939, citados por HYUN (1954). 

O mesmo autor lista uma série de tentativas de 

indução em gimnospennas, principalmente, durante os anos qua­

renta e relata êxito no tratamento de sement�s de várias espi 

cies de Pinu-0, obtendo alguns tetraplÔides estáveis, entre di 

versos tipos de mixaplÔides e casos de reversão à condição di 

plÔide. O plantio dos poliplÔides garantiu-se através da esta 

quia em equietâneos diplÔides. 

DERMEN e DILLER (1962) produziram, com facili­

dade, tetraplôides de três espécies de Ca-0tanea, com o objet! 

vo de empregá-los em programas de hibridação intra-e interes­

pecífica. 

SEKAWIN (1963) obteve um choupo (Populu-0) te­

traplôide _de características silviculturais altamente desfavo 

ráveis; utilizando seu pólen no cruzamento com um diplÔidepr� 

<luziu uma descedência triplÓi�e de características muito favo­

ráveis e boa resistência. 

BYYN e KIM (1963) produziram tetraplÓides de 32 

espécies, entre elas, espécies de Pinu-0. Populu-0, Be,.tLtla e A­

bie-0, observando um aumento das fibras da madeira nos sentidos e­

quatorial e longitudinal, utilizando-os em cruzamentos com di­

plôides para a obtenção de triplÔides, cuja taxa de crescimen 

to é mais satisfatória, mas que preservam as características 

poliplÔides desejáveis. 
... 

Reconhecendo as vantagens oferecidas por espe-

cies triplÔides de Populu-0 t�emula e P. tnemuloide-0, para a 
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produção de celulose e papel� EINSPAHR (1965) partiu para o 

tratamento de embri6es recfm-germinados de P. tnemuloide4, ob 

tendo matéria-prima tetraplÓide para futuros cruzamentos, vi­

sando a descendência triplÔide. 

MERGEN e LESTER (1961) produziram 11seedlings" 

tetraplÔides de Abie4, 

JOHNSSON (1975) obteve tetraplÔides de Pina� 

4ylve4tnl4, P, Qontoftta, PlQea able4 e Lanlx 4lblnlQa que man 

tiveram a estabilidade de condição poliplÔide atê a idade de 

floração (30 anos), mas falharam na produção da descen-

dência triplÓide, 

Ji ILLIES (1976) conseguiu hibridos interespe­

clficos em L«nlx, apôs poliploidização do material. 

KAPOOR e KEDHARNATH (1977) induziram tetraploi 

dia em pl�ntulas de EuQalyptu4 e sindalo que durante o pri­

meiro ano de desenvolvimento apresentaram um crescimento 50% 

superior às testemunhas diplÔides. 

Trabalhando com clones de seringueira (Hevea 

spp.) MEDRI e LLERAS (1981) relatam a obtenção de poliplÔi­

des altamente produtivos. 

GUSTAFSSON (1962) cita três condições favore­

cendo o uso de poliploidia em urna dada espécie: número de cro 

mossamos baixo; alogamia pronunciada e possibilidade de prop� 
-

gaçao vegetativa. 

Resurnindo
l
as possibilidade de emprego da poli­

ploidia p,o l)1·e lhoramento florestal são; obtenção de pol iplÔi-



. 1 4 • 

des com caracteristicas morfol6gicas e fisiol6gicas vantajo­

sas; produção de descendência tripl6ide altamente produtiva· e 

resistente, a partir de matéria-prima tetrapl6ide; uso de po­

lipl6ides em programas de hibridação intra- e interespecifica . 

. 3. Obtenção de poliplÓides artificiais 

a) Indução

A duplicação dos cromossomos pode ser induzida 

de diversas maneiras. Urna das técnicas mais antigas e a de 

ferimento de tecidos com posterior regeneração (BURNHAM, 1962). 

Outra envolveu choques de temperatura (elevada) conforme des­

creve R ANDAOLPH ( 19 32) em seu trabalho histórico em milho (Ze.a. 

may-6 L.). 

A centrifugação é outra alternativa, além de a 

gentes químicos corno podofilina, vincaleucoblastina (VL B), 

6xido nitroso (N
2
0), horm6nios (GUSTAFSSON, 1962); 

1974; WRIGHT, 1976; PORTILLO, 1980) . 

JENSEN , 

A colchicina, inibidora do fuso acromitico, é 

a substância mais amplamente empregada e melhor estudada,,prin­

cipalrnente em culturas agrícolas corno Ze.a may-6, Honde.um vulg� 

ne., Nieotiana tabaeum, Sola.num tube.no-óum e plantas ornarnen� 

tais, mas também em espécies florestais (HYUN, 1954; BOR DEAU 

e MERGEN, 19 5 9; MERGEN, 19 5 9; DER MEN e D I LLER , 19 6 2; . HYUN e 

KIM, 1963; SEKAWIN, 1963; EINSPAHR , 1965; MER GEN e LESTER,1971; 



. 1 5. 

JOHNSSON, 1975; ILLIES, 1976; KAPOOR e KEDHARNATH, 1977). 

Trata-se de um alcalÓide extraído de plantas 

do genero Colehieum. A colchicina age estritamente sobre cé­

lulas em divisão, inibindo o fuso acromático; os cromossomos 

são paralisados na metáfase, não avançando para anáfase, con­

duzindo a célula a endomitoses sucessivas ocasionando o aumen 

to de seu nível de ploidia. A tolerância à colchicina varia 

entre espécies; em concentrações elevadas possui efeito tóxi­

co, levando à morte das células e da planta (JENSEN, 1974). 

As principais variáveis no tratamento com a 

colchicina sao: a) a concentração, variando de 0,0006% a 3,0% 

(JENSEN, 1974); b) tempo de exposição à droga, variando de 1 

hora a vários dias (HYUN, 1954; EINSPAHR, 1965; BURK e.:t a.l., 

1972) e c) forma de aplicação, desde imersão de sementes e em 

briões ao tratamento local de meristemas em plantas desenvol­

vidas (HYUN, 1954; EINSPAHR, 1965; MERGEN e LESTER, 1971; JEN 

SEN, 197 4). 

A problemática maior da indução via colchicina 

resulta do fato de que a substância só age efetivamente so- · 

bre as células que estão em divisão�de modo que a poliploidi­

zaçao geralmente não atinge todas as células do material tra-

tado, sendo comum o aparecimento de mixaplÔides e quimeras 

(MERGEN, 1959). Em conseqü�ncia surge o problema relativo 

estabilidade da condição poliplÓide, sendo frequente a rever­

são parcial ou total à condição diplÓide, apôs alguns ciclos 

de divisão, devido principalmente à proliferação das células 
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dipl6ides remanescentes que se multiplicam a taxas superiores 

iquelas das céluias polipl6ides (EINSPAHR, 1965; MERGEN e LES 

TER, 19 71). 

Em decorr�ncia dessas dificuldades, t�m-se va­

riado bastante a forma de aplicação, buscando uma maior efi­

ciência do tratamento (JENSEN, 1974). 

HYUN (1954) tratou sementes de quatro espécies 

e 2 híbridos estratificados de Pinu-0 com solução aquosa de 

colchicina a 0,2% por 1 a 6 dias, obtendo melhor resultado do 

que com a germinação de sementes em placas de Petri embebidas 

com a solução (0,2 a 0,4%). 

DERMEN e DILLER ("1962) aplicaram colchicina pas­

tosa em gemas de plÜntulas de Ca-0tanea spp., com efici�ncia 

de poliploidização muito boa. 

EINSPAHR (1965) imergiu embriões recém-forma­

dos (6, 12, 18, 24 e 30 horas ap6� a polinização) de Populu-0 

,tJtemuloide-0 em solução aquosa de colchicina a O ,3% por 6 ho­

ras, observando melhores resultados do que os obtidos com o 

tratamento de sementes em germinação ou de "seedlings", devi­

do i intensa divisão das células dos embriões, pouco numero­

sas, atingindo uma proporção bem maior de c�lulas poliploidi­

zadas. 

Trabalhando com nove espécies de Abie-0� tra­

tando sementes e partes vegetais com solução aquosa de colchi_ 

cina de concentração variando de 0,025 a 2,0%. MERGEN e LES­

TER ( 1971) obtiveram melhores resultados com "seedlings" re-
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cém-germinados, imersos em areia quart zosa fina, umedecida �om 

solução de colchicina 0,4%. Resultaram, além de polipl6ides 

"perfeitos", também mixapl6ides que reverteram à condição di­

plÔide, dado que os tecidos poliplÓides não foram capazes de 

competir com os diplÔides remanescentes. 

Comumente, adicionam-se à solução de colchicina 

outras substâncias como glicerina (CHASE, 1952; DERlvlEN e DIL ­

LER, 1962), agentes umedecedores como SANTO MERSE 1
, DMSO2 ou 

TWEEN i (DERMEN e DILLER, 1962; HERVÁS e GIMENEZ-MARTINS, 1973; 

JENSEN , 1974) visando facilitar a penetração de colchicina nas 

células e produtos preventivos de contaminação como cristais 

de timol (DERMEN e DILLER, 1962). 

NEUBAUER e THOMAS (1966) estudaram o efeito do 

pH de solução de colchicina sobre a efici�ncia do tratamento, 

alcançando melhores resultados com pH ácido (4,0), no caso de 

Tnl6ollum pnatenJe. 

A espécie também ê um fator importante no êxi­

to na poliploidização, segundo constataram DERMEN e DILLER 

(1962) em estudos comparativos. 

S egundo HYUN e KI11 (1963) a condição fisiol6g! 

ca do material tem influ�ncia maior sobre o sucesso do trata­

mento do que a própria dosagem de colchicina. 

1 �1arcas comerciais 

2 Dimethyl sulfoxide (Sulfato de Dimetila)
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b) Determinação do.nível de ploídía

Estudos citológicos de poliplÓides foram condu-, 

zidos somente em poucas espécies. 

A contagem de cromossomos constituiria o método 

mais indicado e preciso para a determinação do nível de ploi 

dia. A metodologia básica, em termos gerais, encontra .., se em 

JOHANSEN (1940) e BUECHERL (1972). 

Contudo, em muitas espécies florestais depara­

-se com uma série de dificuldades, não existindo uma metodolo­

gia simples e adequada. 

EINSPAH� (1965), em seu trabalho,  refere-se ao 

método de fixação e coloração de cromossomos de Populu�, elabo 

ra<lo por van BUIJTENEN (1959), 

Para Eu�alyptu� existe como refer�ncia a metodo 

logia empregada por RUGGERI (1960 e 1961) na determinação do 

cariótipo de várias espécies; a autora frisa os problemas de­

correntes da extrema pequenez dos cromossomos neste gênero, tor­

nando difícil uma contagem acurada. 

Existem, porém, técnicas alternativas já sufi­

cientemente aprimoradas que se aplicam aos estudos de genéti­

ca florestal, corno a rnicroespectrofotornetria, também chamada 

de cito fotometria. Permitem a determinação do conteudo de DNA 

nuclear nas células, correlacionando-se com o nível de ploi­

dia, porém exigem certa sofisticação em termos de materiais e e 

quipamentos (BERLYN e CECI CH � 19 76; SAUTER e ULRIO-I, 1977; SCHAEFER . 
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e MIKSCHE, 1977; SEIBOLD e ZELLES, 1977; WOBUS, 1981). 

N� maioria dos experimentos de indução de poli­

ploidia em ârvores,o critério inicial empregado ê o de conta­

gem e medição comparativa de est6matos nos supostos polip16i­

des e as testemunhas dipl6ides do ensaio. Uma alternativa sim­

ples, baseada nas alterações morfo16gicas decorrentes de poli­

ploidização, descritas nas espécies estudadas, tanto de poli­

plÔides naturais como induzidos, é a contagem e medição compa­

rativa de est6matos nos supostos poliplÔides, bem como nas tes 

temunhas diplÔides. Nos polipl6ides ocorre uma redução do n�­

mero de est6matos por unidade de área foliar, bem como üm au­

mento significativo no tam anho dos mesmos, em relação �s plan­

tas diplÔides. O percentual desta redução ou incremento varia 

de espécie para espécie; é, porém, consistente e utilizado co­

mo critério inical para a identificação d� polipl6ides (HYUN, 

1954; DE�MEN e DILLER, 1962; HYUN· e KI.M, 1963; SEKAWIN, 1963; 

LLERAS e MEDRI, 1978; MEDRI e LLERAS, 1981). Uma variante é a 

contagem de cloroplastos nas células-guardas de est6matos (FLOH, 

1983). 
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III. MATERIAIS E MÉTODOS

A, CLONAGEM "IN VITRO" 

A clonagem "in vi tro" constituiu a fase prep� 

rat6ria para o experimento principal, a indução de poliploi 

dia. A metodologia empregada é a descrita por GONÇALVES (1980). 

1. Origens dos explantes

Os explantes usados para o estabelecimento da 

cultura de gemas e subsequente produção de clones origina 

ram-se de segmentos nodais de ramos de crescimento do ano da 
-

copa das arvores. 

Os explantes foram colhidos de Eucalyptus u­

rophylla S.T.Blake, de diferentes procedências e em diferen 

tes idades, conforme mostra a Tabela 1. 

Os clones das árvores de cerca de 1 ano de i-
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dade foram denominados de clones B0
1 

os clones de árvores com 

cerca de 4 anos de idade de clones co
1 

e os clones 

res com cerca de 13 anos de idade de clones D0
1 

. 

de arvo-
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2. Esterilização dos explantes

A esterilização dos explantes deu-se segundo 

o mftodo direto (GONÇALVES, 1982), observando as seguintes e

tapas: 

a) coleta de ramos do crescimento anual das copas das árvores 

no campo;

b) transporte dos ramos ao laboratório, acomodados em sacos

plásticos abertos, com água na base;

c) no laboratório: desfolhamento dos ramos;

d) lavagem dos ramos desfolhados com detergente comercial;

e)
-

dos segmentos nodais;remoçao 

f) lavagem dos segmentos nodais
-

30 minu em agua corrente por 

tos;

g) tratamento dos segmentos nodais com fungicida comercial

(Benomyl a 250 g/1) em banho com borbulhamento, por 30 mi

nutos;

h) tratamento dos segmentos nodais com hipoclorito de sódio

1%, por 30 minutos, em c�mara assfptica;

i) lavagem dos segmentos nodais com água destilada esterili •

zada por três vezes;

j) lavagem dos segmentos nodais em ácido clorídrico O,OlN es

terilizado, por cinco minutos;

k) lavagem dos segmentos nodais com água destilada esterili

zada por três vezes;

1) inoculação.
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3. Meio de cultura

O meio de cultura empregado foi o de GONÇAL­

VES (1980), com 10 ml por tubo de ensaio 18 x 150 ml, vedado 

com algodão hidr6filo envolto em gase. 

A composição do meio de cultura consta do A-

pêndice 1. 

Ap6s a multiplicação das gemas, as culturas fo 

ram transferidas para o meio de enraizamento, destituído de 

6-Benzilaminopurina (6 - BAP).

Para o estabelecimento da cultura de gemas, a 

partir dos explantes nodais, o único regulador de crescimen 

to utilizado foi o 6-Benzilaminopurina, 2 mg por litro. Para 

o enraizamento de gemas, o Único regulador de crescimento u­

tilizado foi o âcido indolbutírico, 0,1 mg por litro. 

Foram produzidos 420 tubos para enraizamento, 

para cada um dos três clones, totalizando 1260 tubos nesta e 

tapa. 

4. Condições ambientais de cultura

As culturas foram mantidas no laborat6rio sob 

um fotoperíodo de 16/8 horas, com luz complementar de 300 lux,

fornecida por 50% de lâmpadas Gro-Lux e 50 % de lâmpadas fluo 

rescentes luz do dia. Não houve controle de temperatura. 

o período de enraizamento foi de outubro a de 

zembro de 1983. 
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S. Avaliações

Aos 2 meses de cultura foi feita a avaliação 

dos seguintes parâmetros: a) contaminação por fungo e/ou bac 

tfria; b) percentagem de enraizamento e e) produção efetiva 

de plântulas aptas ao tratamento com colchicina, para cada 

um dos tr�s clones. 

B, !NDUCÃO DE POLIPLOIDIA 

Devido a produção de plântulas enraizadas em 

numero insatisfatôrio a partir dos clones BO1 e DO1 foram en

caminhadas ao tratamento para indução de poliploidia 

te plântulas pertencentes ao clone co 1.

somen 

Em dezembro <le 1983, ao atingirem aproximad� 

mente 1,5 a 4 cm de comprimento, as plântulas enraizadas do 
C-0.A 

clone co1 foram cuidadosamente retiradas dos tubos de ensaio,

removendo-se o meio de cultura com um jato d'igua. 

Logo em seguida, as plântulas foram completa 

mente imersas em solução aquosa de colchicina a 2%, em reci­

pientes com 200 ml da solução, por períodos de O, 2, 4, 6, 10, 

20 e 30 horas, designados nesta ordem de Tratamento 1 a Tra 

tamente 7. Cada tratamento contou com 20 plântulas, perfazendo 

um total de 140 plântulas no experimento principal. A distri 

buição temporal dos períodos de imersão consta da Figura 1. 
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Para.aumentar a efici�ncia da colchicina foi 

adicionado 1 ml de Tween-80, na diluição aquosa de 1:100, p� 
' 

ra cada 200 ml de solução de colchicina. 

Nos períodos de imersão mais prolongados (10, 

20 e 30 horas - Tratamentos 5, 6 e 7, respectivamente) utili 

zou-se o borbulhamento de ar constante, com objetivo de pre 

venir danos �s plÜntulas por depleção de oxig�nio. 

Logo após o tratamento com colchicina ·, as plân 

tµlas foram lavadas com água corrente por 5 minutos, passando 

em seguida por um banho de fungicida comercial (Benomyl a 250 ,\ 

g/1), por 20 minutos, e então plantadas em recipientes do ti 

po "fertil-pot", contendo substrato de carvão e vermiculita 

misturados na proporção de _1:1. A seguir, as plintulas foram 

transferidas para a casa de vegetação e mantidas sob nebuli 

zaçao intermitente. 

Após duas semanas, efetuou-se a repicagem pa 

ra recipientes maiores, sacos plásticos contendo sub-solo 

preparado nas depend�ncias do departamento de Silvicultura, 

mantendo-se as plantas na casa de vegetação, sob as 

condições acima. 

mesmas 
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C, ACOMPANHAMENTO - AVALIACÕES 

Durante os primeiros seis meses, as plãntulas 

foram avaliadas quanto i sobrevivência, desenvolvimento, as 

pecto geral e, no final deste período, quanto à eficiência 

do tratamento, mediante uma verificação primária, a contagem 

de estômatos nas folhas. 

1. Contagem de estômatos

Em junho/julho de 1984, aos seis meses e meio 

de idade, todas as plantas sobreviventes do experimento fo 

ram avaliadas, com exceção.das plantas dominadas, com poucos 

pares de folhas, relacionadas abaixo: 

Plantas número 13 e 14, do tratamento 1 (te� 

temunha); plantas número 26 e 27, do tratamento 2; planta nú 

mero 33·, do tratamento 3; planta número 46, do tratamento 4 

e plantas número 73, 74 e 78, do tratamento 7; somando 48 

plantas avaliadas, de um total de 57 plantas sobreviventes. 

De cada planta coletaram-se duas folhas a uma 

altura iniermediâria. Como esta coleta foi efetuada em um es 

tâgio inicial do desenvolvimento das plãntulas, uma amostra 

gem mais intensa, implicando em maior número de folhas remo 

vidas, poderia ser prejudicial. 

Imediatamente após a coleta, aplicou-se uma 

fina camada de esmalte cosmético incolor no limbo inferior 

das folhas. Após um período d e  secagem de aproximadamente 1 
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hora, retirou-se cuidadosamente a película formada, proceden 

do à montagem das lâminas para o exame microscópico. 

A imagem microscópica foi projetada numa tela 

acoplada ao aparelho; nesta tela, delimitou-se um quadrado 

correspondente a 1 mm 2
, com vinte e cinco sub-divisões de 

0,04 mm 2 cada, para facilitar a contagem dos estômatos. 

Para cada folha executaram-se contagens em 

quatro campos distintos.de 1 mm 2
, localizados ao acaso. O nú 

mero de quatro contagens tinha se mostrado satisfatório no 

ensaio preliminar, realizado em outubro de 1981. 
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

A. CLONAGEM "IN VITRO"

Foram selecionados para o experimento de indu­

çao de poliploidia,os três clones anteriormente descritos, a 

saber: clones B01, C01 e ID1 e multiplicados "in vi tro" a par­

tir do enraizamento de culturas de gemas. 

Aos dois meses apôs a transferência das cultu­

ras para o meio de enraizamento (Único regulador de crescimei 

to: ácido indolbutírico, 0,1 mg/1) efetuou-se a avaliação do 

rendimento da multiplicação dos três· clones, em termos de po� 

centagem de plântulas aptas ao transplante para recipientes de 

mudas comuns. 

Os critérios empregados nesta avaliação� dis­

tintas da avaliação da "capacidade enraizamento", foram os se 

guintes: 
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(a) tamanho da plântula, cqmprimento mínimo da ,parte aérea -

1,5 cm, comprimento máximo - em torno de 4 cm;

(b) relação parte aerea e raízes: plântulas com raízes bem de

senvolvidas, de comprimento igual ou maior do que a parte

aerea;

(c) vigor da plântula: plântulas nao muito tenras, apresentan

do-se firmes.

Conforme observado no ensaio preliminar, realizado 

em maio de 1981, confirmou-se no presente experimento que um caule 

mui to alongado, na fase de cultura 1
.
1in vitro" , está quase sempre as 

saciado à extrema tenrura dos tecidos. Ambas as característi­

cas sao desfavoráveis à sobreviv�ncia das plântulas ao trans­

plante: caules alongados geralmente sofrem acamamento e teci­

dos mui to tenros não resistem ao 11stress" hídrico gerado na oca 

sião do transplante,o que resulta em murchamente irreversível 

e morte das plântulas. 

Os resultados de avaliaçao do rendimento em 

termos de plântulas aptas ao transplante, em meados de dezem­

bro de 1983, foram de: 

4,05% para o clone B01
. 10,24% para o clone D01
• 41,67% para o clone co

1 

Estes resultados, considerados insatisfatórios · 

para os clones B01 e 001 podem remontar das irregularidades o-
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corridas na ocasiao da transferência das culturas para o meio 

de enraizamento (infiltração de água no laboratório). O clone 

co1, trànsferido poucos dias antes, nao foi atingido. Podem 

ainda ser resultantes da utilização de outros recipientes, a­

lém dos suportes de tubos previstos, para a acomodação de pa� 

te dos tubos de ensaio, acarretando a possibilidade de dimi­

nuição da luminosidade e provocando o estiolamento observado 

com frequência entre as plântulas dos clones B01 e no1, porém

nao observado nas plântulas do clone co1, sujeitas is mesmas

condições. 

A contaminação das culturas por fungo e/ou ba� 

téria foi de 19,5% para o clone no1; 18,5% para o clone no1 e

0,6% para o clone co1•

As taxas de enraizamento das plântulas foram: 

61% para o clone D01; 69,5% para o clone no1 e de 82,5% para

o clone co1•

B ,º INDUÇÃO DE POLIPLOIDIA 

1. Sobrevivência

A avaliação da sobrevivência das plântulas do 

clone co1 ao experimento de indução de poliploidia, mediante i

mersão em solução aquosa de colchicina por diferentes 

dos, seguida de transplante para recipientes de mudas 

per1O-

comuns 
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(tratamentos 2 a 7), e das plântulas de controle • (tratamento 

1 - somente transplante) realizou-se após o primeiro e quinto 

mes de iclade. Os resultados da avaliação constam do Apêndi­

ce 2. 

A análise estatística dos dados relativos à so 

brevivência das plântulas após o primeiro mês, através do tes 

te x 2
, revela uma diferença entre os tratamentos a um nível 

mínimo de �ignificância ligeiramente superior a 0,1. O que se 

observa é um comportamento semelhante dos tratamentos 1, 2, 

3, 4, 5 e 7 (períodos de imersão de O, 2, 4, 6, 1 O e 30 horas, 

respectivamente) com porcentagens de sobrevivência entre 65 a 

85% e uma sobrevivência inferior (45%) das plântulas do trata 

mento 6 (20 horas de imersão). 

Os dados relativos à sobrevivência após cinco 

meses não diferem estatisticamente. 

Analisando o experimento como um todo, obser­

va-se que o tratamento das plântulas por imersão em solução de 

colchicina por perfodoi até 30horas não afetou a sobrevivên­

cia das plântulas tratadas, em relação às testemunhas. 

Como a produção, tratamento e transplante de 

todas as plântulas no experimento se deram sob as mesmas con 

<lições, a mortalidade maior entre as plântulas do tratamento 6 

(20 h oras de imersão) em relação às demais, ocorrida durante 

o primeiro mês após o tratamento e transplant� pode ter sido

resultante de uma diferença existente na distribuição tempo­

ral do per!odo de imersão deste tratamento, conforme ilustra 
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a Figura 1. Os tratamentos 1 (testemunha) a 5 foram efetuados 

no período diurno. Os dois tratamentos com os períodos de i­

mersao mais longos (T6 - 20 horas e T7 - 30 horas) enfrenta­

vam um período de escuro. 

O tratamento 7 (30 horas de imersão) teve uma 

proporçao de períodos diurno/noturno aproximada de 19/11 ho­

ras, distribuídos da seguinte maneira: 10 horas diurnas, 11 ho 

ras noturnas e novamente 9 horas diurnas. O tra tamente 6 ( 20 

horas de imersão) teve uma proporção de período diurno / notu!_ 

no de aproximadamente 9/11 horas, distribuídos da seguinte ma 

neira: 4 horas diurnas, 11 horas noturnas e 5 horas diurnas. 

Os termos "diurno" e "noturno", neste contexto 

provavelmente poderão ser traduzidos como "período de luz" e 

"período de escuro". Assim, a maior mortalidade observada en­

tre as plântulas do tratamento 6 pode estar relacionada com a 

menor proporção de períodos de luz, bem como com a distribui 

ção talvez desfavorável desta luminosidade ao longo do perío­

do de imersão. 

A ausência de luz pode ter acentuado o stress 

por falta de oxigênio na quantidade adequada, apesar da aera­

ção artificial, mantida nos três tratamentos de períodos dei 

mersao mais longo (tratamentos 5, 6 e 7, com 10, 20 e 30 ho 

ras de imersão, respectivamente). 
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2. Caracterização morfológica das plantas tratadas .

As plantas do experimento todo apresentam um 

desenvolvimento satisfat6rio e um quadro homogêneo, em termos 

de vigor. Algumas plantas, parcialmente dominadas por suas vi_ 

zinhas melhor desenvolvidas, recuperaram-se facilmente apôs a 

ampliação do espaçamento. 

Medidas do crescimento em altura foram tomadas 

aos 5 e 6 meses e meio de idade. Os resultados das medições 

constam dos Apêndices 3 e 4. As médias dos tratamentos não di 

ferem estatisticamente. 

Em cerca de 80% das plantas tratadas com col­

chicina (T2 a T7), observou-se dominância apical pouco pronu�

ciada ou ausente. Algumas plantas apresentaram crescimento a­

cerituado das gemas laterãis e sua forma parece uma roseta. 

Freqüenten;ente, observaram-se folhas de forma a­

nômala nas plantas tratadas (T2 a T7). Algumas folhas tinham

limbo deformado, com orifícios, distorções e reentranças, b or 

das onduladas ou ponta arredondada. Alguns destes aspectos po-, 

dem ser visualizados na Figura 2. 

As folhas das plantas tratadas com colchicina 

apresentaram coloração mais escura e maior espessura do que 

as folhas das plantas da testemunha (T1) e consistência coriá

cea. 
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(A) 

(B) 

Figura 2

Figura 2 - Ilustração àas modificações morfológicas observadas em 

folhas de plantas tratadas por imersão em solução de

colchicina por períodos de 2 a 30 horas (A), em compa­

ração com folhas de plantas diplÓides nonnais, não tra 

tadas (B). 
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Estas observações conferem com os dados encon­

trados na literatur�. Deformações no limbo foliar, semelhan­

tes às oonstatadas em Euealyp�u� u4ophylla tratado neste en­

saio, foram descritas tamb€m em Ca��anea molli��ima Bl., por 

DERMEN e DILLER (1962). 

SEKAWIN (1963), em Populu� nig4a, relatou fo­

lhas mais espessas, de consistência coriácea, nervuras mais 

grossas e com as bordas do limbo onduladas, em seu exemplar col­

chiplÔide. 

A forma de roseta de plântulas tratadas com co! 

chicina foi observada em diversas espécies latifoliadas (HYUN 

e KIM, 1963), além da produção de folhas mais espessas por es­

tas plantas artificialmente poliploidizadas. 

Por outro lado, não foi observado no presente e!!_ 
.... 

saio, ate uma idade de sete meses, o desenvolvimento mais len 

to e pobre de plantas tratadas com colchicina, nem da parte 

aérea (DERlvIEN e DILLER, 1963); nem do sistema radicular (HYUN 

e KIM, 1963). :MERGEN e LESTER (1961) relatam um crescimento Illli-
. . 

to mai� lento das radículas, mui to atacadas por microrganismos, 

em plantas colchiplÕides oriundas de sementes germinadas em 

meio contendo colchicina� 

O método de tratamento com colchicina neste en 

saio, por meio de imersão de plântulas inteiras na solução, a 

pesar da alta concentração empregada (2%), não afetou negati­

vamente a sobrevivência das plântulas tratadas, nem pr•ejudi­

cou o seu desenvolvimento durante os primeiros sete meses de 
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idade, ao contrário do que se constatou para outros tipos· de 

tratamento. 

As anormalidades encontradas sao altamente in­

dicativas de poliploidia. 

3. Contagem de est6matos

A contagem do número de estômatos por unidade 

de área foliar, em máscaras das superfícies inferiores dos li!!! 

bos das folhas amostradas, foi o parâmetro para uma avaliação 

primária da existência ou não de poliploidização nas plantas 

tratadas. 

Verificou-se a existência de uma variação do 

número de estômatos por unidade de área foliar entre.e dentro 

de tratamentos. Os resultados das contagens de estômatos por 

campo e as respectivas médias de folhas e plantas de cada tra 

tamento encontram-se nos Apêndices 5 a 11. 

Observa-se maior uniformidade entre folhas e 

plantas dip1Ôides da testemunha (Tratamento 1) contra uma a­

preciável variação do número de estômatos entre folhas e en­

tre plantas dos demais tratamentos, conforme ilustra a Figu 

ra 3. 
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Figura 3 - Representação gráfica da distribuição do número de 

estômatos por nrrr.2 em folhas de plântulas de Euea­

.typ:tU,6 WLophyUa.- s. T. Blake, produzidas "in vitro" 

e tratadas por imersão em solução de colchicina por 

diferentes períodos. 

(a) Testemunha (T1); plantas diplÓides;

(b) Tratamentos T 2 a T7; plantas tratadas com colchicina.

(a)
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A análise de variância dos dados teve um coefi 

ciente de variação de 6,36%, Após a transformação dos· dados 

para ln x (x = número de estômatos por mm 2) (STEEL e TORRIE, 

1980, p.234), o coeficiente de variação da anilise caiu para 

1,21 %. A análise detectou uma diferença significativa ao nível de 

1 % entre os tratamentos. Da comparação das médias dos tratamentos 

resultou que: as m édias dos tratamentos T2 a T 7 nao dife-

rem entre si, porém diferem da média da testemunha T1 ao ni-

vel de 1% de significância. As médias dos tratamentos encon­

tram-se no Apêndice 12 e na Figura 4. 

A confrontação das médias das folhas das plan­

tas diplÓides da testemunha com as médias das folhas das plan 

tas tratadas com colchicina permitiu a determinação de inter­

valos de confiança para a média das folhas diplôides (375, 43 

estômatos/mm2 ) e para a média das folhas de plantas tratadas 

(235,25 estômatos/mm2) indicando que: (1) houve uma redução do 

nümero de estômatos por unidade de irea foliar nas folhas de 

plantas tratadas em relação às testemunhas )de, em média, 37 ,34%. 

A redução do nÜmero de estômatos por unidade de irea foliar � 

o aumento de suas dimensões são muito frequentemente observa­

das em plantas poliplÓides obtidas natural- "ºu artificialmente 

(HYUN e KIM, 1963; SEKAWIN, 1963; MEDRI e LLERAS, 1981). São 

dois parârnetros comumente utilizados para a determinação da e 

xistência de poliploidia em plantas tratadas, principalmen-

te em material jovem ; os resulta dos somente são conclusivos para 

a epiderme. A redução do número de estômatos por unidade de â 
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Figura 4 - Representação gráfica do número médio de estômatos por 

mm2
, em plântulas de Euc.al.yptu/2 c.vwphyUa S. T. Blake, 

produzidas "ín vitro" e submetidas a tratamentos por i­

mersao em solução de colchicina por diferentes perío­

dos. 

rea foliar e um aumento de suas dimensões, encontrado em fo­

lha de plantas tratadas, em comparação a folhas diplÓides nor

m ais, podem ser visualizados  no Apêndice 13; (2) as folhas das 

plantas tratadas podem ser classificadas em três g rupos de a­

cordo com o número de es tômatos: a) folhas com número de estô 
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matos correspondente ao das folhas da testemunha diplÓide; b) fo 

lhas com número·de estômatos intermediário; c) folhas com epi 

derme poliploidizada. 

O grupo� (folhas com epiderme diplôide) abran 

ge S folhas, de plantas diferentes, pertencentes aos tratamen 

tos T2, T3, T4 e T5 (períodos de imersão em solução de colchi

cina de 2; 4; 6 e 10 horas, respectivamente). O grupo� (fo­

lhas com número de estômatos intermediário) abrange 20 folhas 

das quais 4 do tratamento T2 ; 4 do tratamento T3; 8 do trata­

mento T5; 3 do tratamento T6 e 1 do tratamento T7. As demais

folhas pertencem ao grupo e. 

A relação das folhas pertencentes aos gru pos a 

e b consta do Apêndice 14. 

Observa-se que de 92 folhas amostradas, 68 

(73,91%) apresentam epiderme poliploidizada e apenas 6 plan­

tas (12
t
5%) em 48 plantas examinadas apresentaram as duas fo 

lhas com epiderme diplÔide. Este resultado ê extremamente fa­

vorável, contudo convêm fazer as seguintes ressalvas para sua 

interpretação: (1) a amostragem de folhas foi de pouca inten­

sidade (duas folhas por planta), pelo motivo já apresentado. 

Uma amostragem mais am pla poderia modificar o quadro de resul 

tados; (2) a redução do número de estômatos por unidade de á­

rea foliar, sendo conclusiva somente para a pol iploidização da 

epiderme foliar, isoladamente não permite nenhuma inferência 

sobre o nível de ploidia dos tecidos internos da folha .e da 

planta inteira. 
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Assim sendo, os resultados ariteriores indicam 

que a eficiência do método de indução de poliploidia testado 

ê altamente satisfatória em termos do número de plantas com­

provadamente atingidas, urna vez que todas as plantas tratadas 

neste ensaio são virtualmente iguais em relação à constitui­

ção genética; e que a indução da poliploidia em EuQalyptu4 u­

�ophylla ê viivel e não apresentou maiores dificuldades nesta

etapa inicial. 

C, CONSIDERACÕES GERAIS 

A partir dos dados apresentados neste trabalho, 

aliando os resultados da contagem de estômatos em folhas de 

plantas tratadas e de plantas controle às anormalidades morfo 

lógicas observadas em plantas tratadas, pode-se afirmar que 

o tratamento por imersão em solução de colchicina afetou gra�

de parte das plantas, resultando em urna poliploidização pelo 

menos parcial. 

Sabe-se que ramos oriundos de gemas tratadas 

geralmente sao poliplÓides apenas setorialmente, podendo apr� 

sentar folhas dip1Óides normais, folhas com setores poliplói­

des e folhas inteiramente poliploidizadas. Além disso, é mui­

to comum estes ramos serem quimeras periclinais, isto ê, pos­

suem uma epiderme normal, mas são poliplÓides nos tecidos in­

ternos do caule e das folhas, ou são poliplÓides na epiderme 
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e normais internamente. Existem ainda outros tipos de formas 

quimerais, extremamente complexas (DERMEN e DILLER, 1962). 

A colchicina atua principalmente sobre células 

em divisão ativa. Para que o tratamento tenha efeito, é neces 

sârio que a solução de colchicina atinja os pontos de cresci­

mento na gema. 

O crescimento e desenvolvimento de uma folha sao 

comandados por vários meristemas, funcionando simultânea- ou 

sequencialmente (CUTTER, 1971). 

É evidente,a dificuldade de se afetar todos es 

tes meristemas, localizados em diferentes pontos topográficos 

da gema e funcionando em momentos diferentes, mesmo conside­

rando apenas uma gema isolada. O grau de dificuldade ,aumenta 

com o número de gemas presentes, em diferentes estágios, na 

planta tratada. 

Em um ensaio como ·o presente, espera-se obter a_!. 

gumas partes poliploidizadas nas plan tas tratadas, para ser­

vir de base para os trabalhos subsequentes de identificação e 

isolação. Partindo das explanações acima, supõe-se que os tra 

tamentos por períodos prolongados (tratamentos 5, 6 e 7 - 10, 

20 e 30 horas de imersão em solução de colchicina) tenham maior 

probabilidade de poliploidização em folhas e ramos inteiros. 

Para dar prosseguimento ã obtenção de plantas inteiramente po-

1 iplÓides, é imprescindível uma avaliação citológica detalha­

da dos tecidos internos das plantas supostamente poliplÔides, 

segundo os parâmetros primários já verificados, para determi-
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nar a extensão da poliploidização. 

Visando a obtençãci de crescimentos totalmente 

poliplÓides, devem-se isolar as gemas axilares de folhas com­

provadamente poliplÓides, eliminando-se todos demais cresci­

mentos no ramo exa�inado (DERlvíEN e DILLER, 1962). Segundo es­

tes autores, as folhas que aparecem mais tarde em um ramo sao 

oriundas de células laterais do ipice do ponto de crescimento 

das gemas tratadas. Por conseguinte, a verificação da poli­

ploidização se <li nas folhas que se desenvolveram depois das 

primeiras folhas basais. 

Plantas poliplÓides estabilizadas podem ser ob 

tidas atrav;s de propagaç6es sucessivas dos crescimentos iso­

lados (MEDRI e LLERAS, 1981). 
-

No material obtido no presente ensaio, apos a 

identificação dos crescimentos mais amplamente poliploidiza­

dos, of�recem-se duas linhas de trabalho: a remoção destes cre� 

cimentos da plant.a e sua propagação "in vitro" ou vegetativa 

tradicional; e, segundo, o corte das plantas, no intuito de 

forçar a brotação das gemas remanescentes na base da planta. 

Existe a probabilidade dos crescimentos gerados a partir des­

tas gemas, que sofreram o tratamento com colchicina, serem po-

1 iploidizados, parcial-1-our, inteiramente. 

Os dados sobre a iniciação de primórdios e seu 

desenvolvimento em Euealyptu� spp. são muito escassos. Neces-

sita-se uma série de informações básicas para melhor com-

preensao destes e outros acontecimentos na planta e do efeito 
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dos tratamentos aos quais sao submetidos neste tipo de experi 

mento. As pesquisas básicas são importantes para fornecer o 

grande volume de informações requisitas para estudos mais di­

rigidos, em todos os campos, como o de melhoramento e de indu 

ção de poliploidia, no caso específico deste trabalho. 

A metodologia testada no presente ensaio, isto 

é, a indução de pol iploidia em plântulas produzidas "in vitro", 

por imersão total em solução de colchicina, apresentou resul­

tados satisfatórios em comparação a outros métodos conhecidos, 

envolvendo a aplicação de colchicina , e descritos na literatu 

ra: a eficiência (o alcance) do tratamento, com base nas ava­

liações primárias, contagem de estômatos e características morfo­

lógicas, tende a ser igual ou superior ao de outros tipos de 

tratamento. Em termos de sobrevivência e desenvolvimento das 

plantas tratadas, o método apresenta franca vantagem sobre os 

demais. 

O possível efeito da iluminação durante o pe-

. riodo de tratamento merece certa atenção, uma vez que uma re­

lação ·luz/escuro mais desfavorável parece ser a principal res 

ponsãvel pelo comportamento ligeiramente, inferior em sobrevi­

vência e desenvolvimento,das plantas do tratamento T6 (20 ho­

ras de imersão), em relação is dos demais tratamentos e espe­

cialmente do tratamento T 7 (30 horas de imersão). Sugere - se

a utilização de iluminação ininterrupta e adequada durante o 

período de imersão em solução de colchicina. 

A análise dos componentes da variância, do ex-
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perimento global (SNEDECOR e COCHRAN, 1973), indicam que a maior 

fonte de variação do número de estômatos por unidade foliar é 

a diferença existente entre folhas individuais. Para avalia­

ções futuras, o número de folhas amostradas deve ser aumenta­

do, enquanto o número de campos por folha poderia ser reduzi-

do. No presente caso, com quatro campos por folha, o numero 

de folhas amostradas deveria ser de doze folhas por planta, o 

que não foi viâvel devido ao estágio de desenvolvimento das 

plantas. Uma redução do número de campos por folha não é acon 

selhável, dada a possibilidade de efeitos setoriais nas fo­

lhas, conforme explanado acima. 

Com base nos resultados deste ensaio e em com­

paraçao a outras espécies (DERMEN e DILLER, 1962), o Eu.c.a.typ­

tu.� u.4ophylla. S.T. Blake pode ser considerado uma espécie cu­

ja natureza não oferece maiores dificuldades para a indução 

de poliploidia. A possibilidade �e obtenção de poliplÓides e� 

tabilizados, como por exemplo em Hevea. spp., ainda deve ser 

confirmada. 
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V • COf JCLUSÕES 

A análise dos resultados permite as seguintes 

conclusões: 

A� A indução de poliploidia em EuQalypzu� u�ophylla S.T. Bla 

ke é viável. 

B - O tratamento com colchicina, atê um período máximo de i­

mersão de 30 horas, não afetou a sobrevivência e o desen­

volvimento das plantas tratadas, atê a idade de sete me­

ses; não hã diferenças entre os períodos de imersão testa 

dos, em relação a estes dois parâmetros. 

C - As plantas tratadas apresentaram anormalidades morfolÓgi 

cas, características de plantas poliploidizadas. 
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D - Ocorreu uma redução do número de estômatos por unidade de 

área foliar de, em média, 37,34%, das plantas diplÔides nao 

tratadas para as plantas tratadas com colchicina. 

E - Existe a indicação de um efeito da luminosidade durante o 

período de imersão em solução de colchicina sobre a sobre 

vivência e o desenvolvimento das plantas. 

F - O método de indução de poliploidia testado apresentou va� 

tagens em relação a outros conhecidos, no que diz respei­

to à boa sobrevivência e desenvolvimento normal das plan­

tas tratadas. A eficiência do método tende a ser igual ou 

superior aos demais métodos. 

G - Os resultados encorajam a continuação do trabalho, media� 

te i<lentificação e isolação de crescimentos poliploidiza­

dos e sua subsequente propagação para a futura obtenção 

de material poliplÔide estabilizado de Euealyp�u� u�ophyf 

la. 
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Apêndice 1 - Composição do Meio de Cultura. 

Meio de Cultura 

Soluções estoque mg/1 

1. KNO3 1. 000

2 . KH2PO1+ 170

3. Ca(NO3)2 . 4H2O 236

4. MgSO'+ . 7H2O 250

5. FeSO4 . 7H2O 27,8 

Na2EDTA 37,3 

6. H3BO3 6,2 

C0Cl2 . 6H2O 0,25 

CuSQ4 . 5H2O 0,025 

MnSO'+ . H2O 1,7 

MoO3 0,144 

ZnSO'+ . 7H2O 3,0 

KI 0,75 

Meso Inositol 100 mg/1 

Tiamina 5 mg/1 

Piridoxina 0,5 mg/1 

Ácido Nicotínico 0,5 mg/1 

Pantotenato de Cálcio 1 mg/1 

Sacarose 30 g/1 

Agar 8 g/1 
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Gema 

6-BAP 2 mg/1 

Raiz 

AIB 0,1 mg/1 
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Apêndice 2 - Porcentagem de sobrevivência de plântulas de Eu�a1.yptu� u­

�ophylla S.T. Blake, nas idades de 1 mês e 6 meses, após 

terem sido submetidas à imersão em solução aquosa de col­

chicina por diferentes períodos. 

Tratamento Período de Idade 

n<? imersão (horas) 
mes 6 meses 

sobrevivência 

1 o 75 45 

2 2 85 45 

3 4 65 45 

4 6 75 35 

5 10 70 40 

6 20 45 30 

7 30 75 45 

Média 70 40, 71 

Número inicial de plântulas por tratamento: 20 
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Apêndice 5 - Resultados da contagem de estômatos em quatro campos dG 1 mm2

por folha, em duas folhas por planta de EueafyptU/2 wiophy-U.a. 

S.T. Blake, produzidas "in vitro", aos seis meses de idade 

(Tratamento T
1 - testemunha).

Identi- Estômatos /mrn2

ficação Campos Média da Média da 
folha planta 

T / P / F* 1 2 3 4 

1 1 1 449 397 396 393 408,75 395,87 

1 1 2 363 391 392 385 383,00 

1 2 1 382 385 375 380 380,50 369,13 

1 2 2 351 352 369 359 357,75 

1 3 1 348 356 338 367 352,25 358,00 

1 3 2 377 354 374 350 363,75 

1 6 1 348 365 374 359 361,50 374,00 

1 6 2 382 380 396 388 386,50 

1 7 1 350 338 384 365 359,25 361,75 

1 7 2 368 359 367 363 364,25 

1 8 1 382 348 369 380 369,75 . 376,00 

1 8 2 380 380 391 378 382,25 

1 9 1 388 366 392 397 385,75 393,25 

1 9 2 418 416 378 391 400,75 

* Código: T = n9 do tratamento;

P = n9 da planta; 

F = n9 da folha. 

Média geral do tratamento T1: 375,43 estômatos/TIBlli,
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Apêndice 6 - Resultados da contagem de estômatos em quatro campos de· 1 nnn2

de folha, em duas folhas por planta de Eu�ai.yptu-0 WLophylla 

S.T. Blake, produzidas "in vitro" e submetidas a tratamento 

de imersão em solução de colchicina por 2 horas (Tratamento 

T2), aos seis meses e meio de idade.

N9 de Identi� Estômatos/nnn2

ficação 
Campos Média da Média da 

T / P / F* 1 4 

2 1 1 263 279 283 285 

2 1 2 212 193 173 187 

2 2 1 243 245 237 247 

2 2 2 246 232 240 215 

2 3 1 291 252 229 256 

2 3 2 216 234 211 215 

2 4 1 204 206 229 198 

2 4 2 228 234 210 221 

2 5 1 343 317 356 358 

2 5 2 295 270 338 344 

2 8 1 257 235 221 231 

2 8 2 206 186 174 167 

2 9 1 335 294 277 311 

2 9 2 244 224 263 239 

* Código: T = n9 do tratamento;

P = n9 da planta; 

F = n9 da folha. 

Media geral do tratarrento T2: 248,20 estômatos/nnn2
• 

folha planta 

277 ,50 234,75 

191,25 

243,00 238, 13 

233,25 

257,00 238,00 

219,00 

209,25 216,25 

223,25 

343,50 328,87 

311,75 

236,00 209,6'3 

183,25 

304,25 273,37 

242,50 



. 71. 

Apêndice 7 - Resultados da contàgem de estômatos em quatro campos de 1 nnn2

por folha, em duas folhas por planta de Eu�alyptl.Ló u�ophyf-

' la S. T. Blake, produzidas "in vitro" e submetidas a tratamen­

to de imersão em solução de c olchicina por 4 horas (Tratamen­

to T3), aos seis meses e meió de idade.

N<? de Identi- Estôrnatos/nnn2

ficação Campos Média da Média da 
folha planta 

T /P/F* 1 2 3 4 

3 1 l 193 204 200 205 200,50 203,25 

3 1 2 207 198 199 220 206,00 

3 2 1 237 234 187 172 207,50 21 O, 13 

3 2 2 184 220 199 248 212,75 

3 4 1 245 247 257 241 247,50 252,25 

3 4 2 247 270 256 255 257,00 

3 5 1 231 225 242 212 227,50 222,00 

3 5 2 209 214 231 212 216,50 

3 6 1 296 294 306 293 297,25 327, 13 

3 6 2 331 348 363 386 357,00 

3 7 1 207 206 239 224 219,00 216,75 

3 7 2 213 212 217 216 214,50 

3 8 1 268 263 260 234 256,25 233,25 

3 8 2 218 213 210 200 210, 25 

3 9 1 199 251 278 236 241,00 240,37 

3 9 2 249 236 226 248 239,75 

* Código; T = n<? do tratamento;

P = n<? da planta; 

F .= n<? da folha. 

Média geral do tratamento r
3

: 238,14 estômatos/nm2
• 
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Apêndice 8 - Resultados da contagem de estômatos em quatro campos de. 1 mm2

pof folha , em duas folhas por planta de Eu.c.af.yptu.-6 wwphyUa S. 

T. Blake , produzidas "in vitro" e submetidas a tratamento de i­

mersão em solução de colchicina por 6 horas (Tratamento T4):,aos

seis meses e meio de idade . 

N9 de Identi- Estômatos/rnm2

ficação 
Campos Média da Média da 

folha planta 
T / P / F* 1 2 3 4 

4 1 1 228 226 225 209 222,00 314, 13 

4 1 2 414 381 438 392 406,25 

4 2 1 220 231 278 219 237,00 306,75 

4 2 2 359 380 394 373 376,50 

4 3 1 240 230 218 227 228,75 214,00 

4 3 2 202 185 206 204 199,25 

4 4 1 229 220 201 210 215,00 223,25 

4 4 2 242 205 234 245 231,50 

4 s 1 228 252 233 250 240,75 213,25 

4 5 2 183 165 187 208 185,75 

4 7 1 219 209 243 226 224,25 230, 13 

4 7 2 234 225 245 240 
0

236 ,00 

* CÓdigo; T = n<? do tratamento;

P = n9 da planta; 

F = n<? da folha, 

Média geral do trat�nto T4: 250
1
25 estôrnatos/rnm2

• 
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Apêndice 9 - Resultados da contagem de estômatos em quatro campos de 1 mm2

por folha, em duas folhas por planta de Euc.al.yp:tu..6 Wl..ophy.Ua 

S.T. Blake, produzidas "in vitro" e submetidas a tratamento de 

imersão em solução de colchicina por 10 horas (Tratamento T5),

aos seis meses e meio de idade. 

N9 de Identi- Estômatos/mm2

ficação Ca,npos Média da Média da 

T / P / F* 1 2 3 4 folha planta 

5 1 1 198 174 199 243 203,50 227,29 

5 1 2 252 276 250 226 251,00 

5 2 1 221 266 247 246 245,00 263,25 

5 2 2 262 269 300 295 281,50 

5 3 1 262 230 251 252 248, 75 247,37 

5 3 2 257 240 237 250 246,00 

5 4 1 182 180 191 · 188 185,25 186,00 

5 4 2 186 198 174 189 186, 75 

5 5 1 301 272 252 261 271,50 268,63 

5 5 2 300 296 243 224 265,75 

5 6 1 225 231 176 212 ·211 ,00 207 ,50 

5 6 2 209 206 200 201 204,00

5 7 1 213 220 222 241 224,00 226,37 

5 7 2 244 209 228 234 228,75 

5 8 1 312 356 356 337 340,25 277,75 

5 8 2 216 215 217 213 215,25 

* Código: T = n9 do tratamento;

P = n� da planta; 

F = n9 da folha. 

Média geral do tratamento T5: 238,01 estômatos/nnn2
• 
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Apêndice 10- Resultados da contagem de estômatos em quatro c�os d� 1 mm2

por folha, em duas folhas por planta de EcF:..aiyp:tu.ó wwphyLta. 
S.T. Blake, produzidas "in vitro" e submetidas a tratarrento de 
imersão em solução de colchicina por 20 horas (Tratmnento T6) ,
aos seis meses e meio de idade. 

N9 de Identi- Estôrna tos/mm2

ficação Campos Média da Média da 

T / P / F* 1 2 3 4 folha planta 

6 1 1 214 231 249 210 226,00 229, 13 
6 1 2 227 237 235 230 232,25 

6 2 1 206 238 243 223 227,50 251,25 

6 2 2 261 291 277 271 275,00 

6 3 1 215 201 214 214 211,00 239,37 

6 3 2 277 271 257 266 267,75 

6 4 1 246 189 212 232 219, 75 263,75 
6 4 2 315 289 305 322 307,75 

6 5 1 199 208 182 229 204,50 203,50 
6 5 2 204 186 188 232 202,50 

6 6 1 228 250 224 239 235,25 234, 13 
6 6 2 214 244 250 224 ·233, 00

*Código; T = n9 do tratamento;
P = n9 da planta; 
F = né! da folha. 

Média geral do tratamento T6: 236,85 estômatos/mm2
• 
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Apêndice 11 - Resultados da contap,em de estômatos em quatro campos de 1 nrn2

por folha, em duas folhas por planta de Euc.aiyptu..ó wwphyila 

S.T. Blake, produzidas 11in vitro" e submetidas a tratamento de 

imersão em solução de colchicina por 30 horas (Tratamento 7), 

aos seis rr�ses e meio de idade. 

N9 Identi- Estômatos/mm2

ficação 
Campos Média da Média da 

folha planta 
T / P / F* 1 2 3 4 

7· 1 1 224 196 193 214 206,75 202,75 

7 1 2 194 222 204 175 198,75 

7 2 1 ·230 228 225 218 225,25 227,00 

7 2 2 254 208 233 220 228, 75 

7 5 1 181 160 165 190 174,00 184,50 

7 5 2 182 188 213 197 195�00 

7 6 1 271 273 254 277 268,75 242, 75 

7 6 2 219 216 215 217 216,75 

7 7 1 238 222 232 258 237,50 235,25 

7 7 2 250 232 218 232 233,00 

7 9 1 233 258 216 · 224 ·232,75 234,75 

7 9 2 240 235 238 234 236,75

* Código: T = n9 do tratamento;

P = n9 da planta; 

F = n9 da olha. 

Média geral do tratamento T7: 221,17 estômatos/mmª .
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Apêndice i 2 - Número médio de estômatos por unidade de área foliar em plân 

Tratamento n<? 

1* 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

. -

tulas de Euc.alyptu.-6 u.1wphyil.a. S. T. Blake, produzidas "in vi-

tro11 e submetidas a tratamento de imersão em solução de col­

chicina por diferentes períodos. 

Período de imersão 
(horas) 

0* 

2 

4 

6 

10 

20 

30 

Número médio de 
estômatos/mm2

375,43* 

248,20 

23_8, 14 

250,25 

238,01 

236,85 

221,17 



Apêndice 13 -

• 7 7.

Redução do número de estômatos por unidade de área foliar e 
aumento das dimensões nas folhas de plantas tratadas, obser 
vadas em máscaras obtidas da superfície inferior dos lim-: 
bos de folhas diplÓides nonnais (a�1 e a-2) e folhas de 
plantas tratadas, poliploidizadas (b-1 e b-2). 

(a-1) 

(b-1) 

l . · 1
O, lnnn 
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(a-2) 

(b-2) 

0,1 mm 

--- ·-·--- ------- ·--· ----
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