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Tetraploidy induction and identification in Dendrobium nobile Lindl (Orchidaceae)

Resumo - A indução da duplicação cromossômica em orquídeas é uma importante ferramenta em programas de
melhoramento genético, pois, geralmente, promove aumento no tamanho da flor, a intensificação da cor e perfume,
bem como a restauração da fertilidade de híbridos raros. Este trabalho objetivou a indução e identificação de
poliplóides em Dendrobium nobile Lindl. Para a poliploidização, plantas com altura média de 5,0 cm foram comple-
tamente imersas, no escuro, em solução de colchicina a 0,05% e 0,1% por 24; 48; 72 e 96 horas. Sete meses após o
início do tratamento, foram avaliados a taxa de sobrevivência, a altura e o diâmetro do pseudobulbo, o comprimento
e a largura das folhas e os níveis de ploidia. A determinação do nível de ploidia foi feita por meio da contagem do
número de cromossomos em células metafásicas mitóticas. Verificou-se que o tratamento com colchicina, até um
período máximo de imersão de 96 horas, não afetou a sobrevivência das plantas tratadas em relação à testemunha.
Tetraplóides induzidos (2n = 4x = 76 cromossomos) foram obtidos após imersão das plantas por 72 e 96 horas, nas
duas concentrações de colchicina testadas. A imersão das plantas de D. nobile em solução de colchicina a 0,1% por
96 horas induziu maior número de plantas tetraplóides (29,17%). Plantas mixoplóides não foram observadas.

Palavras-chave: Poliploidia. Colchicina. Cromossomos. Orquídea.

Abstract - The induction of the chromosomal duplication is an important tool in plant breeding programs, so it
usually promotes the increase of the flower size, color and essence, as well as the restoration of the rare hybrids
fertility. This research aimed to induce and identify the polyploids in Dendrobium nobile Lindl. For the poliploidy
induction, plants with medium height of 5.0 cm were completely submerged, in dark conditions, in 0.05% and 0.1%
colchicine solutions for 24; 48; 72 and 96 hours. Seven months later, the plants were evaluated for survival rate,
height and diameter of the pseudo bulb and for ploidy levels. The ploidy level determination was made through the
counting of chromosomes in the mitotic metaphase cells. It was verified that the colchicina treatment in the two
concentrations and until a maximum period of immersion of 96 hours, did not affect the survival of the treated
plants. The induced tetraploids plants (2n = 4x = 76 chromosomes) were obtained after 72 and 96 hours of immersion
periods in the two concentrations of tested colchicine. The immersion of plants in 0.1% colchicine over 96 hours
induced more tetraploids plants. Mixoploids plants were not observed.

Key words:  Polyploidy. Colchicine. Chromosome. Orchid.
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Introdução

Dendrobium nobile Lindl. (olho de boneca) é uma
das orquidáceas mais populares do Brasil, ocupando posi-
ção de destaque no mercado de plantas de corte e de vaso.
São citados mais de quinze cultivares, nas quais varia o
tamanho e a cor das flores (CAMPOS, 2000).

O considerável interesse pelo gênero Dendrobium

é devido a sua larga distribuição geográfica, crescimento
em diferentes habitats, cultivo relativamente simples e, prin-
cipalmente, ao grande valor florístico de seus híbridos e
volume expressivo de comercialização (JONES et al., 1998).

A poliploidia nas plantas ocasiona, geralmente, um
aumento em tamanho das estruturas vegetativas, o que é
chamado por alguns autores de “gigantismo”. Por isso, a
poliploidia beneficia a orquicultura, uma vez que o aumen-
to da variabilidade genética, resulta em flores de maior va-
lor comercial, normalmente de maior tamanho, com confor-
mação mais redonda e maior conteúdo de substâncias que
intensificam a cor e fragrância, quando comparadas com as
orquídeas diplóides. Também é uma ferramenta útil na res-
tauração da fertilidade de híbridos com problemas de
pareamento dos cromossomos durante a meiose
(GRIESBACH, 1985; BRIEGER, 1992; DRESSLER, 1993;
GAO et al., 1996; TOSCANO; MORAES, 2002; KIM; KIM,
2003; FAM et al., 2003). Por essas características vantajo-
sas, os melhoristas selecionam e realizam cruzamentos en-
tre plantas poliplóides. Assim sendo, a análise citogenética
de orquídeas é uma importante e imprescindível ferramenta
em programas de melhoramento genético.

Entretanto, o efeito “gigas”, aumento das estrutu-
ras vegetativas, nem sempre é observado entre plantas
com diferentes níveis de ploidia. Silva et al. (2000), obser-
varam que todas as plantas de Cattleya intermedia trata-
das com colchicina, indiferente do número de cromossomos,
apresentaram crescimento vigoroso e maior intensidade
de coloração das folhas quando comparadas com as plan-
tas testemunhas.

Esse fenômeno pode ser explicado pelo trabalho de
Webster e Davidson (1969), que observaram que a dura-
ção do ciclo mitótico em raízes de Vicia faba pode ser
influenciada pela ação da colchicina, que parece ter efeito
similar as citocininas. Segundo Ruiz e Vasquez (1982), a
colchicina adicionada ao meio de cultura modifica a rela-
ção auxina/citocinina, aumentando a população de células.

Farinaci (2001), que avaliou indivíduos diplóides e
tetraplóides naturais de Bulbophyllum ipanemense, não
observou qualquer modificação morfológica visualmente

associada a poliploidia, nem mesmo o aumento no tama-
nho dos indivíduos.

Em trabalhos de poliploidização em orquídeas, via
cultivo in vitro, a colchicina é a substância mais emprega-
da e os meristemas são os materiais biológicos comumente
utilizados. Porém, essa metodologia é inadequada para a
duplicação cromossômica de várias plantas por proporcio-
nar elevada mortalidade, conseqüente da toxicidade da
colchicina e do pequeno tamanho do explante que não
permite um pegamento eficiente (SANGUTHAI et al., 1973;
GRIEBACH, 1985; WALTROUS; WIMBER, 1988; SILVA
et al., 2000; KIM; KIM, 2003; BARBOSA, 2004). Por isso, a
variação do material botânico a ser utilizado, bem como a
variação da concentração e do tempo de exposição e as
formas de aplicação da droga, tornam-se requisitos indis-
pensáveis em programa de melhoramento genético, visan-
do a duplicação cromossômica. Roth (1984), por exemplo,
obteve poliplóides de Eucalyptus urophylla mediante
imersão de suas plantas intactas em soluções de colchicina.

Pouco ainda se sabe a respeito da cariomorfologia
das espécies dessa família, que é a maior do reino vegetal
(TANAKA; KAMEMOTO, 1980; VOSA, 1983). Embora os
primeiros registros sobre o número cromossômico das es-
pécies de Dendrobium datem de 1929, atualmente há pou-
ca informação citogenética publicada para esse gênero,
que normalmente apresenta números de cromossomos uni-
formes de 2n=2x=38 (SHINDO; KAMEMOTO, 1963;
WILFRET; KAMEMOTO, 1969, 1971; WILFRET et al., 1979;
MEHRA; KASHYAP, 1989; INDEX, 1994; JONES et al., 1998).
Cromossomos B foram descritos para poucas espécies des-
se gênero (LÖVE et al., 1970; MEHRA; KASHYAP, 1989).

Considerando que a poliploidia nas plantas pode
resultar em flores de maior valor comercial e que o gênero
Dendrobium é muito popular no Brasil, este trabalho
objetivou a indução e identificação de poliplóides em
Dendrobium nobile Lindl., mediante imersão de suas plan-
tas em soluções de  colchicina.

Material e Métodos

A pesquisa foi conduzida em casa-de-vegetação
pertencente ao Laboratório de Cultura de Tecidos do De-
partamento de Agricultura e no Laboratório de Citogenética
do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras, localizada no município de Lavras, Minas Gerais.

As plantas de D. nobile diplóides (2n = 38
cromossomos), com altura média de 5,0 cm e 3 folhas foram
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obtidas de um orquidário particular em Lavras-MG. A con-
firmação do nível de ploidia, via análise citogenética, foi
feita de acordo com Vichiato et al. (2004).

Para a imersão na solução de colchicina, plantas de
D. nobile diplóides tiveram as raízes aparadas para per-
manecerem com 1,0-1,5 cm de comprimento. Em dois reci-
pientes com capacidade para 5 litros, as plantas foram
totalmente imersas em solução aquosa de colchicina a
0,05% e 0,1% por períodos de 24; 48; 72 e 96 horas. O
tratamento testemunha constou de 24 plantas não imersas
em solução de colchicina. Durante o período de imersão,
as plantas permaneceram no escuro, a temperatura ambi-
ente. Objetivando prevenir danos às plantas por depleção
de oxigênio, utilizou-se borbulhamento de ar constante,
por meio de bombas aeradoras de aquário doméstico. Para
aumentar a eficiência da colchicina foi adicionado Tween-
80 a 0,01% (ROTH, 1984).

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado
com nove tratamentos e 24 repetições, com uma planta por
parcela, perfazendo um total de 216 parcelas, sendo 192
tratadas com colchicina. Depois de transcorrido cada tem-
po de tratamento com colchicina, as plantas foram lavadas
cuidadosamente em água corrente por 20 minutos e em
água destilada por 5 minutos, para remover o excesso de
colchicina. Em seguida, foram devidamente identificadas e
plantadas em vasos de polietileno preto com volume de
500 cm3, contendo fibra de xaxim como substrato.

As plantas foram transferidas para a casa de vege-
tação, sobre bancadas metálicas, onde permaneceram por
sete meses. A irrigação foi feita de acordo com as condi-
ções de umidade do substrato sendo, em média, quatro
vezes por semana. Dois meses após os tratamentos de
poliploidização, efetuou-se adubação básica semanal com
o fertilizante Biofert Plus® na concentração de 5,0 mL L-1 por
meio de pulverização foliar. Foi feita a aplicação de 2 mL da
solução por planta.

A determinação do nível de ploidia foi realizada atra-
vés da contagem de cromossomos, sete meses após o iní-
cio do experimento, de acordo com Vichiato et al. (2004). A
análise do efeito dos diferentes tratamentos na
poliploidização de D. nobile foi feita em pelo menos três
lâminas por tratamento, levando em conta o acúmulo de
metáfases, o espalhamento e a morfologia dos
cromossomos. Foram avaliadas, em média, 50 metáfases
por lâmina.

Sete meses após o início do experimento, avaliaram-se
as seguintes características: taxa de sobrevivência, altura
do pseudobulbo (medida com régua e expressa em cm), o
diâmetro do pseudobulbo (medido com paquímetro digital

e expresso em mm), a largura e o comprimento da folha
(medido com paquímetro digital e expresso em cm) e o nível
de ploidia (obtido pela contagem do número de
cromossomos em células metafásicas).  Os dados das plan-
tas tetraplóides utilizadas foram os tratamentos em que
ocorreu a poliploidização.

Para a avaliação das características das plantas
duplicadas, os resultados obtidos foram submetidos  a
análise de variância, considerando-se um fator de variação
(nível de ploidia) e as médias comparadas  através do teste
de Scott Knott a 1% de probabilidade. Para a variável
número de tetraplóides induzidos, a análise de variância
foi realizada considerando-se o esquema fatorial 4 x 2 + 1
composto pelos fatores concentração de colchicina e tem-
po de imersão, mais o tratamento adicional, constituído
por plantas não tratadas com colchicina (testemunha).

Resultados e Discussão

Sobrevivência das plantas de D. nobile

A metodologia testada neste trabalho promoveu
100% de sobrevivência nas plantas de D. nobile em todos
os tratamentos. Resultado semelhante foi registrado por
Roth (1984) e considerado satisfatório em comparação a
outros métodos de poliploidização in vitro conhecidos,
envolvendo a aplicação de colchicina e descritos na litera-
tura  (SANGUTHAI et al., 1973; GRIEBACH, 1985;
WALTROUS;WIMBER, 1988; SILVA et al., 2000; KIM;
KIM, 2003; FAM et al., 2003). Isso é importante porque a
baixa sobrevivência das plantas, em conseqüência da
toxidez da colchicina, é um dos obstáculos para os
fitomelhoristas (Roth, 1984; WAN et al., 1989; ABREU,
2002; KIM;KIM, 2003).

A ausência de morte em plantas de D. nobile trata-
das com colchicina, sugere que essa orquídea possui mai-
or resistência aos efeitos nocivos do alcalóide. Silva et al.
(2000), observaram que, para o mesmo tratamento, clones
de variedades diferentes da orquídea Cattleya intermedia

apresentavam diferentes respostas para a taxa de mortali-
dade, indicando um possível efeito do genótipo na resis-
tência à colchicina. Comportamentos semelhantes foram
observados em clones CO

1
, DO

1
 e BO

1
 de Eucalyptus

urophylla (ROTH, 1984).

Características das plantas duplicadas

As plantas diplóides deste trabalho (testemunhas e
as dos tratamentos em que não ocorreu poliploidização)
apresentaram, até o sétimo mês após o início do tratamento
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com colchicina, maior altura (125,81%), maior diâmetro do
pseudobulbo (96,44%), com folhas 73,18% maiores e 50%
mais largas quando comparadas com as folhas tetraplóides
(Figura 1, Tabela 1).

Figura 1- Plantas de Dendrobium nobile Lindl. sete meses após
tratadas com colchicina: A: diplóide (38 cromossomos); B:
tetraplóide induzido (76 cromossomos). Barra = 10 cm. UFLA,
Lavras-MG, 2005

Tabela 1- Altura da planta (AP), diâmetro do pseudobulbo (DP),
comprimento (CF) e largura da folha (LF) em plantas diplóides e
tetraplóides induzidos de Dendrobium nobile Lindl. UFLA, La-
vras–MG, 2005

Nível de ploidia AP (cm) DP (mm) CF (cm) LF (cm)

Diplóide 11,2 a 6,07 a 9,30 a 2,4 a

Tetraplóide 4,96 b 3,09 b 5,37 b 1,6 b

CV(%) 22,72 22,31 8,2 6,4

* Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo Teste
Skott Knott a 1% de probabilidade

As plantas poliplóides de D. nobile também expres-
saram desenvolvimento lento e pouco vigoroso com raízes
reduzidas, mas com folhas de coloração e textura normais
(Figura 1). Esse comportamento também foi observado por
Mergen e Lester (1971), Vandenhout et al. (1995) e Gao et al.
(1996). O efeito “gigas”, aumento das estruturas vegetativas,
encontra-se comumente em órgãos de padrão de crescimen-
to altamente determinado como flores e sementes (ROTH,
1984; DRESSLER, 1993) e, por isso, nem sempre é observado
entre plantas com diferentes níveis de ploidia. Assim sendo,
em trabalhos com duplicação cromossômica, o crescimento
mais vigoroso das plantas não pode ser classificado como
indicador morfológico de poliploidia.

As características das plantas poliplóides de D.

nobile são, provavelmente, conseqüentes da dosagem
gênica dobrada. O efeito morfofisiológico imediato da
poliploidização é o aumento do tamanho das células devi-
do ao maior volume nuclear. Conseqüentemente, conso-
me-se mais tempo e energia na duplicação do próprio DNA
(DRESSLER, 1993), e isso conduz a uma redução do núme-
ro de divisões celulares durante o desenvolvimento, cau-
sando retardamento no ciclo mitótico e nos ciclos vitais,
que se expressam em menor produção de biomassa por
unidade de tempo (ROTH, 1984; GRIESBACH, 1985;
BRIEGER, 1992; DRESSLER, 1993; TAKAMURA;
MIYAJIMA, 1996; TOSCANO; MORAES, 2002).

Análise do número de tetraplóides induzidos

Apesar da pouca informação citogenética publicada
para essa espécie, o resultado obtido é condizente com a
literatura que mostra que D. nobile apresenta números de
cromossomos uniformes de 2n=2x=38 (JONES, 1982;
KARASSAWA; HASHIMOTO, 1980). Além disso, obser-
vou-se interação significativa do tempo de tratamento com
a concentração de colchicina (Tabela 2).

Tabela 2 - Resumo da análise de variância do número de
tetraplóides induzidos de Dendrobium nobile Lindl. em duas
concentrações colchicina e 5 períodos de imersão. UFLA, Lavras
–MG, 2005

Fonte de Variação GL QM

Tratamento 8 0,2289 **

Tempo (T) 3 0,4574 **

% Colchicina (C) 1 0,1507 **

T X C 3 0,0563 **

Fatorial X Adicional 1 1,5291 **

Resíduo 27 0,0139

TOTAL 35

C.V. (%) 10,03%

 **Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade

A duplicação cromossômica em plantas de D. nobile

somente foi possível nos tratamentos por 72 e 96h, nas
duas concentrações de colchicina testadas (Tabela 3). Tem-
pos maiores de exposição em solução de colchicina tam-
bém favoreceram a obtenção de poliplóides em híbridos de
Dendrobium cultivados in vitro (SANGUTHAI et al., 1973),
Phalaenopsis (GRIESBACH, 1985) e Cattleya intermedia

(SILVA et al., 2000).
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Tabela 3- Percentagem de plantas tetraplóides induzidas obtidas
com tratamento de Dendrobium nobile Lindl. com duas concentra-
ções colchicina e 4 tempos de imersão. UFLA, Lavras –MG, 2005

Tempo (horas)

Colchicina (%) 24 48 72 96

0,1 0,0 a 0,0 a 12,5% a 29,17% a

0,05 0,0 a 0,0 a 8,33% b 16,67% b

*Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste F a
5% de probabilidade

Figura 2 - Número médio de plantas poliplóides obtidas com
tratamento de Dendrobium nobile Lindl. com duas concentra-
ções colchicina por 5 períodos de tempo. UFLA, Lavras – MG,
2005. (Dados transformados para 1+x )

Conclusões

1. A indução de poliploidia em Dendrobium nobile L.,
mediante imersão das plantas em solução de colchicina
é viável;

2. Maior número de tetraplóides induzidos de D. nobile

(29,17%) é obtido pela imersão de suas plantas em
solução de colchicina a 0,1% por 96 horas;

3. A imersão em solução de colchicina a 0,05% e 0,1%,
até um período máximo de 96 horas, não afeta a sobre-
vivência das plantas até os sete meses após o trata-
mento; e

4. O desenvolvimento das plantas tetraplóides induzidas
é lento e pouco vigoroso em relação ás plantas
diplóides.

Desdobrando-se a interação tempo em cada nível
de colchicina, foram observados efeitos dos tempos de
tratamento a partir de 72 h, nas duas concentrações testa-
das (Figura 2), obtendo-se maior média de plantas
tetraplóides com solução de colchicina a 0,1%.

Assim, fica evidente que a concentração de
colchicina e o tempo de imersão foram diretamente propor-
cionais à freqüência de tetraplóides induzidos nas condi-
ções deste experimento. Isso sugere que, em experimentos
semelhantes, doses mais altas de colchicina e/ou interva-
los de tempos maiores possibilitam maior percentagem de
poliplóides. Griesbach (1985) obteve 50% de Phalaenopsis

tetraplóides utilizando colchicina a 0,05% por 10 a 14 dias.
Em Cattleya intermedia, a maior média de plantas
poliplóides foi obtida com solução de colchicina a 0,1%
por 8 dias (SILVA et al., 2000).

Das 192 plantas de D. nobile tratadas com
colchicina, 16 (8,33%) eram tetraplóides. Sanguthai et al.
(1973), observaram que 40% das plantas de Dendrobium

que sobreviveram aos efeitos da colchicina eram
poliplóides. Silva et al. (2000), que cultivaram protocormos
de dois clones de Cattleya intermedia, conseguiram, das
plantas sobreviventes, 13% e 36% de tetraplóides. Esses
resultados sugerem que a solução de colchicina adiciona-
da ao meio de cultura de meristema é mais eficiente na
indução de poliploidia em orquídeas do que a imersão das
plantas intactas. Barbosa (2004), realizou a indução de
poliploidia em híbridos de capim-elefante (Pennisetum

purpureum) e milheto (Pennisetum glaucum) em cultivos
in vitro e in vivo e observou que o cultivo in vitro facilitou
tanto a indução de duplicação cromossômica quanto a
obtenção e proliferação de raízes.

Mixoplóides, muito comuns em trabalhos de
poliploidização, não foram encontrados. Esse fato pode
ser explicado pelo maior intervalo de tempo entre o dia do
tratamento à avaliação citogenética, que foi de 210 dias.
Silva et al. (2000), que, avaliaram dois clones de Cattleya

intermedia aos 120 dias após os tratamentos, detectaram
9% e 13% de plantas mixoplóides. Apesar de não existirem
dados exatos quanto ao tempo necessário para a avaliação
do nível de ploidia, sabe-se que a planta tratada com
colchicina está apta para ser avaliada quando sofreu inú-
meras divisões celulares, apresentando raízes, folhas e
pseudobulbo novos e desenvolvidos. Obviamente, esse
período de tempo varia entre as espécies e, como o desen-
volvimento das orquídeas é muito lento, exige maior inter-
valo de tempo.
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