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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo induzir a poliploidia em Stylosanthes
guianensis por meio da aplicacdo de colchicina como agente antimitotico em calos cultivados
in vitro. S. guianensis ¢ uma leguminosa de grande relevancia agricola, amplamente utilizada
em sistemas de pastejo e na recuperacdo de solos degradados, destacando-se por sua
adaptabilidade a solos acidos e pobres em nutrientes, além da eficiente fixacdo bioldgica de

nitrogénio, que favorece a fertilidade do solo e beneficia espécies associadas.

No experimento, calos foram submetidos a diferentes concentragdes de colchicina
(0,01% e 0,05%) por periodos de 6 e 12 horas. Todas as concentracdes se mostraram
eficientes ao que diz respeito a poliploidizacdo ,porém a concentracao de 0,01% aplicada por
12 horas apresentou mais individuos poliploides, resultando na duplicagdo do conteudo de
DNA (5,8 picogramas) e no nimero de cromossomos (2n = 4x = 40). As andlises
morfologicas das folhas e dos estomatos evidenciaram diferengas significativas entre plantas
diploides e tetraploides, com aumento nas dimensdes foliares e estomaticas nos individuos

poliploides, indicando alterac¢des fenotipicas associadas a duplicacdo cromossomica.

A inducao de poliploidia em S. guianensis demonstrou potencial para a obtencao de
plantas com maior porte contribuindo para o desenvolvimento de cultivares mais nutritivas.
Os resultados obtidos fornecem subsidios relevantes para programas de melhoramento
genético em forrageiras tropicais e reforcam a importancia da biotecnologia vegetal na

agricultura sustentavel.

Palavras-chave: Calogénese; Citogenética; Cultura de tecidos; Poliploidia sintética.



ABSTRACT

This study aimed to induce polyploidy in Stylosanthes guianensis through the
application of colchicine as an antimitotic agent in calli cultured in vitro. S. guianensis is a
leguminous species of great agricultural relevance, widely used in grazing systems and for the
recovery of degraded soils. It is notable for its adaptability to acidic and nutrient-poor soils, as
well as for its efficient biological nitrogen fixation, which improves soil fertility and benefits

associated plant species.

In the experiment, calli were exposed to different concentrations of colchicine (0.01%
and 0.05%) for 6 and 12 hours. All concentrations proved effective in producing polyploid
individuals; however, the concentration of 0.01% applied for 12 hours yielded the highest
number of polyploids, resulting in successful DNA duplication (5.8 picograms) and an
increased chromosome number (2n = 4x = 40). Morphological analyses of leaves and stomata
showed significant differences between diploid and tetraploid plants, with increased leaf and
stomatal dimensions in the polyploid individuals, indicating phenotypic changes associated

with chromosome duplication.

The induction of polyploidy in S. guianensis showed potential for obtaining plants
with greater biomass, contributing to the development of more nutritious cultivars. The results
provide valuable insights for genetic improvement programs in tropical forage species and

highlight the importance of plant biotechnology in sustainable agriculture.

Keyword: Callogenesis; Cytogenetics; Tissue culture; Synthetic polyploidy.
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1 INTRODUCAO
A poliploidia, caracterizada pela presenca de mais de dois conjuntos cromossomicos
completos em um organismo, € um dos principais mecanismos de diversificacdo evolutiva nas
plantas, contribuindo de forma expressiva para a origem e a manuten¢do da biodiversidade
vegetal (WENDEL, 2000). Ao promover a duplicagdo gendmica, esse fendmeno possibilita
eventos de especiacdo quase instantaneos e amplia a variabilidade genética, favorecendo a

adaptacao a diferentes ambientes e o sucesso evolutivo das espécies (SOLTIS et al., 2014).

Com o passar dos séculos, o melhoramento vegetal passou de praticas empiricas de
selecdo para o uso de ferramentas biotecnoldgicas altamente precisas. Dentre essas, destaca-se
a inducdo artificial da poliploidia, utilizando agentes como a colchicina, que bloqueiam a
forma¢do do fuso mitético e duplicam o nimero cromossomico (RAUF et al., 2021). Essa
técnica tem sido essencial na criagdo de cultivares com maior produtividade, resisténcia a

estresses e melhor qualidade fisiologica (SATTLER et al., 2016; AVERSANO et al., 2012).

Outra abordagem relevante ¢ a organogénese indireta, processo pelo qual novas
plantas sdo regeneradas a partir de calos — massas de células indiferenciadas formadas em
resposta a estimulos hormonais e ambientais (IKEUCHI et al., 2013). A calibracdo precisa das
concentragdes de auxinas e citocininas ¢ fundamental para o sucesso dessa técnica,
influenciando diretamente a formagao e a morfologia dos calos (MURASHIGE & SKOOG,
1962).

Dentro desse cenario, a espécie Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. surge como uma
possivel planta para tal abordagem. Leguminosa forrageira de grande importancia agricola, a
espécie se destaca pela adaptabilidade a solos acidos e inférteis, capacidade de fixacdo
bioldgica de nitrogénio e alto valor nutritivo (COSTA, 2006; ZEMEK et al., 2018; ANGEL,
2023). Além disso, possui ampla diversidade genética, o que a torna excelente candidata para
programas de melhoramento vegetal que visam desenvolver cultivares mais eficientes e

sustentaveis (SILVA, 1992; DA SILVA, 2024).

Neste trabalho, o objetivo geral foi desenvolver um protocolo eficiente para a
poliploidiza¢ao de Stylosanthes guianensis via cultura de calos. Para isso, foram testadas
diferentes concentracdes e tempos de exposi¢do a colchicina, um agente antimitotico

amplamente utilizado para indug¢@o de poliploidia. Além disso, os tratamentos aplicados foram



avaliados por meio de citometria de fluxo, a fim de verificar sua eficiéncia e assegurar a
estabilidade dos cultivares gerados in vitro. Também foi realizado o estudo do ntimero
cromossdmico para confirmar a presenga de possiveis individuos tetraploides e comparar suas

caracteristicas morfologicas com as de individuos diploides

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Poliploidia: Conceitos, Classificacio e Aspectos Evolutivos

A poliploidia ¢ um fenomeno genético caracterizado pela presenca de mais de dois
conjuntos cromossdmicos completos em um organismo (WENDEL, 2000). Esse fenomeno
representa um dos principais mecanismos de diversificagdo evolutiva nas plantas,
contribuindo significativamente para a origem e a manutenc¢do da biodiversidade vegetal. A
duplicagdo genOmica, caracteristica central da poliploidia, pode promover eventos de
especiagdo praticamente instantaneos. Esse processo ocorre quando as alteragdes no nimero
de cromossomos resultam na formacdo de barreiras reprodutivas efetivas, isolando
geneticamente as populagdes poliploides de suas espécies parentais e permitindo o
estabelecimento de novas linhagens. Além disso , a poliploidia ¢ responsavel por ampliar a
variabilidade genética dentro das populagdes. A introdu¢do de copias adicionais de genes
possibilita uma maior plasticidade genomica, favorecendo a adaptagdo a condi¢gdes ambientais
variadas e a exploracdo de novos nichos ecolégicos. Esse incremento na diversidade genética
oferece uma base para processos adaptativos, especialmente em cenarios de mudancgas
ambientais ou competicdo .Estudos apontam que o poliploidia esta presente em todas as

angiospermas e na maioria das pteridofitas ( SOLTIS et al ., 2014)

O fendmeno de poliploidizagdo pode ocorrer de forma natural por mecanismos
distintos, incluindo a fusdo de gametas ndo reduzidos como erros gerados na divisdo celular
meiodtica, resultando na duplicagdo do genoma em uma mesma espécie (autopoliploidia), e
hibridag¢des interespecificas seguidas de duplicagdo cromossomica (alopoliploidia) para
viabilizagdao dos gametas (RANDOLPH, 1932) , ou de forma artificial ,por meio de
bloqueadores mitoticos . Tais mecanismos podem levar a formacdao de organismos
poliploides, conferindo-lhes, possivelmente, caracteristicas adaptativas vantajosas, como
maior tolerdncia a ambientes expostos a estresse, maior producdo de metabolitos secundarios
e aumento no tamanho das células (HARLAN et al., 1975). Adicionalmente, a poliploidizagao
tem demonstrado exercer um impacto significativo diante de grandes transformagdes

ambientais. Em cenarios de estresse ambiental, como alteracdes climaticas, eventos de



extingdo em massa e outras perturbacdes ecoldgicas, a poliploidia pode favorecer o
desenvolvimento de caracteristicas adaptativas vantajosas. A maior plasticidade fenotipica
conferida pela duplicacdo gendmica, associada a variabilidade genética, proporciona as
plantas um potencial adaptativo ampliado, permitindo-lhes persistir ¢ colonizar ambientes
adversos. Essa capacidade de resposta adaptativa amplia as chances de sobrevivéncia e

sucesso evolutivo em contextos ecoldgicos desafiadores ( SOLTIS et al ., 2014).

1.2 Melhoramento Vegetal

O melhoramento genético em plantas possui um longa trajetoria ,datada de 10.000 a.C
com o inicio da domesticagdo das espécies vegetais ,onde comunidades humanas passaram a
selecionar de forma empirica ,plantas que obtinham caracteristicas favordveis ,como maior
producdo de frutos palatdveis , grande numero de sementes etc.Esse processo ,baseado na
observagao e pratica ,ja representa uma forma primitiva de sele¢do com interferéncia humana
(AMABILE et al .,2018).

Com o avango de praticas agriculas ,estabeleceu-se a selecdo artificial ,na qual os
agricultores selecionavam de maneira proposital individuos que apresentavam caracteristicas
desejaveis ,como resisténcia a pragas ,maior produtividade e maior resisténcia a intempéries
ambientais .Essa técnica foi fundamental para o aprimoramento de variedades e cultivares ao
longo do tempo (AMABILE et al .,2018 )

No século XIX o melhoramento vegetal teve um grande avango com os trabalhos
executados por Gregor Mendel ,em 1865, os quais consistem em entender e estabelecer o
principio da herdabilidade em Pisum sativum . As leis de Mendel, amplamente difundidas
,ajudaram a entender como atuava o mecanismo de transmissao de caracteristicas genéticas
,fornecendo uma base cientifica para a genética moderna . (AMABILE et al .,2018; BOREM
etal .,2021)

O século XX foi marcado por inovagdes e avangos no melhoramento vegetal ,em 1937
o uso da poliploidia como técnica no melhoramento foi utilizado pela primeira vez com o uso
da colchicina ,com a extragdo do composto natural que tem a funcao de inibir a formagao das
fibras do fuso e causando falhas na disjun¢do das cromatides e na citocinese durante a divisdo
celular ,resultando em uma célula com o dobro do nimero cromossomico (RAUF et al ,2021)
.Na década de 1970 e 1980 a chegada da engenharia genética permitiram a transferéncia de
genes especificos entre espécies diferentes, viabilizando a introdugdo de caracteristicas

agronomicamente vantajosas de maneira rapida e precisa (AMABILE et al .,2018) .



Na década de 1990, as cultivares transgénicas ganharam espago, trazendo melhorias como
resisténcia a pragas e tolerancia a herbicidas, o que resultou em expressivos ganhos de
produtividade e contribuiu para a redu¢ao do impacto ambiental da agricultura (AMABILE et
al .,2018).

Atualmente, o melhoramento genético de plantas integra metodologias cldssicas com
ferramentas de ponta, como a edigdo génica por CRISPR-Cas9, permitindo modificagdes
direcionadas no genoma das culturas (AMABILE et al .,2018). Além disso, a poliploidia
mantém um papel relevante, conferindo maior plasticidade fenotipica e adaptabilidade as
plantas diante das mudangas climaticas e outros estresses ambientais, gragcas ao aumento da

variabilidade genética que proporciona maior potencial adaptativo (SOLTIS et al 2014)

1.3 Poliploidia induzida como ferramento no melhoramento de forrageiras

A poliploidia induzida ¢ uma ferramenta que vem sendo amplamente utilizada na
biotecnologia e no melhoramento genético, com o proposito de criar cultivares com
caracteristicas agronomicas desejaveis . Culturas como o algodao (Gossypium hirsutum) e o
trigo (Triticum aestivum) sao exemplos de plantas poliploides com maior resisténcia a
estresses ambientais, maior produtividade e melhor qualidade ( WITTMANN et al., 2003). A
duplicacdo cromossomica pode conferir & planta maior vigor, aumento do tamanho das
células, biomassa e metabdlitos secundarios, elevando a eficiéncia fisiologica do organismo
(SATTLER et al., 2016).

Algumas técnicas de duplicagdo cromossdmica vém sendo empregadas em estudos de
inducdo artificial da poliploidia, utilizando agentes quimicos (bloqueadores mitoticos) para
induzir a poliploidia em cultivares de interesse comercial e agrondmico (LEHRER et al.,
2008). Essa técnica permite a obten¢ao de cultivares mais resistentes a fatores ambientais
adversos (pragas, doencas, etc.), minimizando a intervengdo de agentes quimicos para
combater possiveis intempéries, contribuindo para um plantio mais sustentdvel (AVERSANO
etal., 2012).

A utilizagao de colchicina, amiprofos-metil, trifluralina ou orizalina ¢ bem difundida em
trabalhos de utilizando a poliploidia como ferramenta para o melhoramento .tais quimicos
impedem a formagdo das fibras do fuso ,afetando a disjun¢do das cromatides e a citocinese

nas células resultando na duplicagdo cromossdmica (RAUF et al ,2021 DUSI el at ,2003)



A indugdo de poliploidia artificial em forrageiras vem sendo amplamente discutida, devido as
vantagens agronomicas que o processo proporciona. Estudos relatam que a duplicagdo em
Brachiaria resulta em sementes com maior viabilidade (PEREIRA et al., 2012), além de
possibilitar a obtencdo de individuos com maior vigor e produtividade (ISHIGAKI et al.,

2009).

1.4 Organogénese e a Formacao de Calos

A organogénese vegetal ¢ o processo responsavel pela criacdo de tecidos e 6rgaos em
plantas a partir de células indiferenciadas. Esse processo pode ocorrer de forma direta, quando
ha a formagdo de novos 6rgaos sem passar pelo estagio de calo, ou de forma indireta, quando
ha a formagdo de calo no primeiro estagio e, posteriormente, a diferenciacdo dos Orgaos
(CARVALHO et al, 2006).

A calogénese ¢ um estdgio da organogénese indireta, onde células somaticas
indiferenciadas se agrupam para formar o calo, que s3o massas celulares sem estrutura
definida. Apos a formagao do calo, as células podem se diferenciar novamente, permitindo o
desenvolvimento de novos oOrgaos vegetais . Esse processo ocorre devido a reprogramacao
celular em resposta a estimulos externos, como ferimentos, infecgdes patogénicas, exposicao
a hormonios vegetais e outros (IKEUCHI et al., 2013). Os calos podem se apresentar de
diferentes formas ,incluindo os calos fridveis ou compactos ,que nao apresentam regeneragao
aparente € 0s que apresentam regeneracdo de Orgdos ,sdo classificado em calos
“rooty”,”shooty” ou embriogénicos dependendo do tipo de orgdo gerado pelo calo

(IKEUCHI et al .,2013).

Além disso, ¢ importante destacar que diferentes tipos de calos apresentam perfis
variados de expressdao génica, o que reflete a complexidade dos mecanismos envolvidos em
sua formagdo. Estudos realizados em Arabidopsis thaliana demonstram que, diante de
ferimentos, ha uma regulacdo especifica das vias hormonais, como a sinalizagdo por
citocininas, que contribui para a inducao do calo. Esses achados reforcam que existem
mecanismos genéticos e epigenéticos que controlam a capacidade das células de reverter seu
estado diferenciado, permitindo que retomem a proliferacdo e adquiram a competéncia

necessaria para a formacao do calo.( IKEUCHI et al .,2013)



Murashige e Skoog (1962) evidenciaram que o equilibrio entre auxinas e citocininas ¢
fundamental para a formag¢ao de calos em culturas de tecidos vegetais. Auxinas como o [AA
estimulam o alongamento e a divisdo celular, essenciais para a inducao do calo, enquanto as
citocininas, como a kinetina, favorecem a divisdo celular e o desenvolvimento de brotos. A
propor¢do entre esses hormodnios determina o desenvolvimento do tecido: altas auxinas
favorecem raizes, altas citocininas promovem brotacdes, € o equilibrio entre ambos induz a

formacao de calos.

Por exemplo, concentragdes de cerca de 2,0 mg/L de IAA e 0,2 mg/L de kinetina
favorecem o crescimento vigoroso do calo, enquanto elevagdes de kinetina para 3 a 4 mg/L
podem estimular a regeneragdo de brotos. Pequenas variagdes nas concentragdes hormonais
impactam a morfologia, textura e capacidade regenerativa do calo. Portanto, a correta
otimizagdo hormonal ¢ crucial para o sucesso na organogénese indireta, uma vez que
concentragdes inadequadas podem comprometer o desenvolvimento do tecido (MURASHIGE

& SKOOG ,.1962)

A organogénese indireta representa uma ferramenta valiosa na biotecnologia e no
melhoramento vegetal. Estudos demonstram sua eficacia na indugao de calos em programas
de melhoramento, possibilitando a selecdo de calos com caracteristicas desejaveis, como
maior capacidade regenerativa ou resisténcia a estresses abidticos. Essa abordagem viabiliza a
obtencdo de plantas geneticamente modificadas e o desenvolvimento de novas variedades

adaptadas a condi¢des ambientais adversas (IKEUCHI et al., 2013).
1.5 Stylosanthes guianensis

Stylosanthes ¢ um género pertencente a familia Fabaceae, reconhecido por sua
importancia agricola, principalmente como leguminosa forrageira. Nativo das Américas, o
género apresenta grande diversidade genética e variedades adaptadas a diferentes

ecossistemas (COSTA, 2006; VIEIRA, 1988; HUSSON, 2008).

Dentre as varias espécies do género, Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. , 2x=20
(diploide) ,se destaca por sua tolerancia e adaptabilidade a diferentes condi¢des climaticas,
bem como a solos inférteis e dcidos. Essa espécie apresenta significativo potencial nutricional

como forrageira, além de ampla diversidade genética.



Morfologicamente, S. guianensis ¢é uma leguminosa perene, com héabito de
crescimento ereto ou semiprostrado, podendo atingir cerca de 1,5 metro de altura. Suas folhas
sao trifolioladas, com foliolos oblongos e lanceolados. As flores, pequenas e de coloracao
amarelada ou alaranjada, estdo dispostas em inflorescéncias terminais. Os frutos sdo do tipo

vagem, contendo uma ou mais sementes em seu interior (Figura 2) ( HUSSON et al., 2008).

Fisiologicamente, S. guianensis destaca-se pela alta eficiéncia na fixagao bioldgica de
nitrogénio , gracas a simbiose com bactérias do género Rhizobium. Essa caracteristica
contribui para a melhoria da fertilidade do solo, reduzindo a necessidade de fertilizantes
nitrogenados em sistemas agricolas (ZEMEK et al., 2018). Além disso, sua tolerancia a solos
acidos e pobres em nutrientes faz da espécie uma excelente alternativa para a recuperagao de

areas degradadas (COSTA et al., 2006).

Como forrageira, Stylosanthes guianensis ¢ amplamente utilizada na alimentacdo
animal, tanto em pastagens quanto na forma de feno ou silagem, especialmente durante
periodos de estiagem. Sua taxa de proteina bruta, que varia entre 18% e 22%, aliada a boa
digestibilidade, a torna uma excelente opcdo para suplementagdo de bovinos, suinos e
caprinos (BRAGA, 2020; PHENGSAVANH, 2006). Estudos apontam que a inclusdo de S.
guianensis na dieta dos animais contribui para o ganho de peso e melhora a eficiéncia

reprodutiva (ANGEL, 2023).

Por fim, Stylosanthes guianensis ¢ amplamente empregada em programas de
melhoramento vegetal, com foco no desenvolvimento de cultivares mais resistentes,
produtivos e adaptados a condi¢cdes adversas (Tabela 1). Técnicas como a inducdo de
poliploidia e a cultura de tecidos vegetais t€ém sido aplicadas para ampliar a variabilidade

genética da espécie, resultando em linhagens superiores (SILVA, 1992; DA SILVA, 2024).



Tabela 1 - Diferentes cultivares de Stylosanthes guianenses e suas caracteristicas .

Cultivar Principais Caracteristicas Referéncia
cv. Mineirao Alta produgdo de biomassa; resisténcia a solos acidos; boa capacidade de  DE PINHO et al.,
fixagdo de nitrogénio; alta resisténcia ao pastejo e pisoteio. 2002
cv. Pucallpa Melhor qualidade na nutrigdo animal; resisténcia a doengas foliares; ANGEL, 2023
utilizada em bancos de proteinas para suplementac¢io de gado durante a
seca.
cv. Reyan 2 Destaca-se na recuperagéo de areas degradadas; eficiente fixagdo biolégica TANG et al ,2009
de nitrogénio; indicada para solos tropicais de baixa fertilidade.
cv. CIAT 184 Boa adaptacéo a solos pobres; alta tolerancia a estiagem; alto teor de RAMOS et al
proteina. 2017

cv. IRI 1022

Alta performance em cultura de tecidos vegetais; elevada capacidade de

regeneracdo em condi¢des controladas.

SILVA, 1992

Figura 1- Individuo diploide de Stylosanthes guianensis

Fonte : acervo pessoal




2 OBJETIVO GERAL
Desenvolver um protocolo eficiente para a poliploidizagdo de Stylosanthes guianensis

via cultura de calos.

3 OBJETIVO ESPECIFICO

1. Testar diferentes concentragdes e tempos de exposi¢ao a colchicina (anti-mitotico),
com o intuito de estabelecer um protocolo eficiente para poliploidizagdo via calo em
Stylosanthes guianensis.

1. Avaliar via citometria de fluxo a eficiéncia dos tratamentos de indugao e certificar a
estabilidade dos cultivares in vitro.

iii. Confirmar o nimero cromossdmico de possiveis tetraploides

iv. Comparar caracteristicas morfoldgicas de individuos diploides e tetraploides

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material vegetal

Foi utilizado sementes do cultivar de Stylosanthes guianensis utilizados foi a cultivar
Mineirdo, desenvolvida pela Embrapa-Centro de Pesquisa Agropecudria dos Cerrados

(CPAC).

4.2 Introducio do material vegetal em cultura in vitro

A esterilizacao das sementes de Stylosanthes guianensis cv. Mineirdo para a cultura in
vitro iniciou-se com a selecdo de sementes de boa qualidade, sem sinais evidentes de
contaminagdo. Em seguida, as sementes foram lavadas em agua corrente por 15 minutos para

a remog¢ao de impurezas superficiais.

Posteriormente, em ambiente estéril (cabine de fluxo laminar), as sementes foram
desinfetadas com dalcool 70% por 1 minuto e, em seguida, imersas em uma solucdo de
hipoclorito de so6dio (4gua sanitaria) a 2,5% por 15 minutos, com agitacdo constante para
garantir a exposi¢do homogénea a solucdo. Apos esse periodo, as sementes foram lavadas de

4 a 5 vezes com agua estéril, a fim de remover completamente os residuos de hipoclorito.
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Ao final do processo de desinfestacdo, as sementes foram transferidas para tubos de
vidro contendo meio de cultura MS (Murashige ¢ Skoog, 1962). O pH do meio doi ajustado

para 5,7 + 0,01, sendo em seguida autoclavado a 121 °C e 108 kPa durante 15 minutos.

As sementes introduzidas in vitro foram mantidas em sala de crescimento , com
fotoperiodo de 16/ 8 (Luz/escuro) com temperatura variando entre 25 £ 2 °C. Essas condi¢des
foram mantidas para otimizar o crescimento das sementes e, posteriormente, o crescimento
dos explantes.Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Genética e
Biotecnologia, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Juiz de

Fora (UFJF, MG, Brasil)

Os explantes obtidos a partir das sementes de Stylosanthes guianensis foram
submetidos a manutengdo periddica, a qual consistiu na subcultura dos materiais. Esse
procedimento envolveu a replicacdo dos explantes por meio de seccionamento dos segmentos

entrenodais, que foram posteriormente transferidos para um novo meio de cultivo (MS).

Essa pratica teve como finalidade assegurar a homogeneidade e a vitalidade do

material vegetal utilizado no experimento.

4.3 Inducao de poliploidia em calos de Stylosanthes guianensis

O material vegetal utilizado foi oriundo do banco de germoplasma de Stylosanthes
guianensis cv. Mineirdo, dipldide (2n = 20), mantido em laboratério. Foram utilizados calos
ndo embriogénicos originados de forma natural a partir de estresse mecanico (ferimento)

durante o processo de replicagem.

Para a condugdo do experimento, foram selecionados 12 calos, os quais foram
seccionados em cinco explantes cada, totalizando 60 explantes. Cada explante manteve a
identificacdo do calo de origem, de modo que os fragmentos derivados do calo 1 foram

denominados C1, os do calo 2 como C2, e assim sucessivamente até C12 (Figura 2).
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Figura 2- Fragmentagdo de calos em Stylosanthes guianensis

LC1

C1

Fonte : BioRender

O experimento foi realizado seguindo o protocolo descrito por Da Cunha et al. (2024),

com algumas modificagdes para melhor atender as caracteristicas de S. guianensis.

Os explantes foram expostos a duas concentragdes de colchicina (0,05% e 0,1%),
diluidas em meio MS, durante periodos de 6 e 12 horas. Além das condi¢des experimentais,
foram preparados dois frascos contendo apenas meio MS, sem suplementacgdo de colchicina,

que foram utilizados como controle (Figura 3).

Apbs o periodo de exposicdo, os calos foram transferidos cuidadosamente para frascos
de vidro de 600 ml, contendo 20 ml de meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado
com fitohormonios vegetais, especificamente auxina (ANA 0,01 mg/L) e citocinina (BAP 3
mg/L) , para induzir o desenvolvimento radicular e caulinar (SILVA, et al ,2019). Os frascos
foram mantidos em condi¢des controladas, com fotoperiodo de 16 horas de claridade e 8
horas de escuriddo, e temperatura variando entre 22°C e 28°C. Apds 15 dias, os calos
submetidos a suplementacdo foram remanejados para frascos com meio MS sem reguladores

de crescimento , para promover o crescimento e regeneracio dos calos.
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Figura 3- Esquema do protocolo experimental para indug¢do de poliploidia em Stylosanthes

guianensis.

6 horas 12 horas

0,05%

0,1%

Controle

Fonte :BioRender

4.4 Citometria de fluxo

Apo6s o desenvolvimento das plantas oriundas dos calos, foi realizada a citometria de
fluxo para quantificar o contetdo de DNA das amostras . Para isso, folhas dos explantes ja
desenvolvidos durante 60 dias foram retiradas dentro da cdmara de fluxo laminar.Em seguida
aproximadamente 50 miligramas de folha foram maceradas em solu¢do tampido WPB
(LOUREIRO el al., 2007 ) com auxilio de lamina de bisturi os ntcleos foram separados dos
residuos em filtro 30pum. Posteriormente, a solugdo filtrada foi corada com iodeto de

propideo, que se liga ao DNA, permitindo a visualizagdo e quantificacio.

Para a leitura no citometro de fluxo, utilizou-se a ervilha (Pisum sativum), que possui
9,09 pg de DNA na fase G1, conforme descrito por Galbraith et al. (1983), como padrdo para

a determinagdo da quantidade de DNA em S guianensis.
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4.5 Micropropagacio

Ap6s a confirmacdo da ploidia por meio da citometria de fluxo, os explantes
poliploides foram numerados e submetidos a replicagem constante, permitindo a
micropropagacdo dos individuos tetraploides em sala de crescimento, sob fotoperiodo

previamente descrito (Figura 4).

Figura 4- Sala de crescimento utilizada para micropropagacdo de Stylosanthes guianensis.

Fonte : Acervo pessoal

4.5 Aclimatizacao

Os individuos poliploides de Stylosanthes guianensis foram selecionados com base em
seu desenvolvimento e submetidos ao processo de aclimatizagdo. No primeiro estagio, as
estacas foram inseridas em tubos com tampas, contendo agua destilada. A 4gua era trocada
diariamente e os tubos eram levemente abertos para permitir a troca gasosa. Este processo
durou 7 dias, com o objetivo de estimular o crescimento de raizes adventicias e adaptar os

individuos ao ambiente ex vitro.

Apds os 7 dias, os individuos foram transferidos para copos plasticos contendo uma
mistura de terra e substrato (1:1), e cobertos com saco plastico para manter a umidade elevada

ao redor das plantas. Durante esse processo, o saco plastico foi gradualmente aberto para
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permitir que as plantas se acostumassem com o ambiente externo. Apds 14 dias, o saco
plastico foi completamente retirado. A partir desse momento, as plantas foram transplantadas
em vasos de 1,03 litros e regadas frequentemente para garantir seu desenvolvimento em
meio ex vitro.Apos o desenvolvimento das plantas vaso ,a mesma foi introduzida em

canteiro na Estacdo Experimental de Plantas UFJF ,para um melhor desenvolvimento .

4.6 Técnicas citogenéticas para avaliacido do citétipo

Meristemas radiculares obtidos de estacas mantidas em hidrocultura  por
aproximadamente sete dias foram tratados com 8-hidroxiquinoleina a 3,0 mM por 9 horas, a
temperatura ambiente, e posteriormente fixados em Carnoy (etanol: acido acético

glacial-,3:1), mantidos a 4°C por, no minimo, 24 horas para confec¢ao das laminas.

Para remocao da parede celular, os meristemas radiculares, ja fixados, foram tratados
com solu¢do enzimatica de Pectinase e Celulase (Onozuka®) por 4 horas a 37°C. Apoés a
remog¢ao dos residuos da solugcdo enzimatica, as laminas foram confeccionadas a partir da
técnica de dissociagdo celular e secagem ao ar (CARVALHO & SARAIVA, 1993, 1997). Em
seguida, as laminas passaram pelo processo de bandeamento com DAPI
(4°,6-diamidino-2-fenilindol) (Guerra, 2002). Os cromossomos foram analisados em
microscopio microscopio de fluorescéncia BX53 com softwares CellSens (Oympus) e as
imagens foram capturadas pelo mesmo e submetidas a contagem do niimero cromossomico

no software ImageJ (National Institutes of Health, USA).

4.7 Analise morfolégica das laminas foliares

Trés folhas, provenientes de cinco individuos, foram coletadas a partir do terceiro
entrend e analisadas com o objetivo de identificar possiveis alteragdes morfologicas causadas
pela poliploidizagdo. A selecdo desse nimero de folhas teve como finalidade garantir uma
amostragem representativa, equilibrando a variabilidade entre individuos e a viabilidade das

analises.

Utilizando o software ImageJ (National Institutes of Health, USA), as 1aminas foliares
foram mensuradas considerando os seguintes parametros: Comprimento ,largura ,perimetro e

area (Figura 5) .
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Imagem 5- Esquema esclarecendo o padrao de medidas utilizado na morfometria de folhas de

Stylosanthes guianensis diploide e tetraploides

Comprimento Largura Perimetro

i

Folhas de S. guianensis foram diafanizadas em NaOH (2,5 M) durante 16 horas e,

Fonte : Acervo pessoal

4.8 Analise estomatica

posteriormente, imersas em solucao contendo NaClO (hipoclorito de s6dio comercial ) diluido
em agua (1:3) por uma hora e trinta minutos . Apos esse processo, as folhas foram lavadas em
agua destilada para remover possiveis residuos de NaClO e, em seguida, corada com
Safranina a 1%.

Foram medidos 20 estdmatos aleatorios ,em cinco individuos , da regido abaxial das
laminas foliares de diploides e tetraploides. Foram consideradas as medidas: polar, equatorial,
excluindo a abertura estomatica ( Figura 6), além do indice e da densidade estomdtica de uma
lamina foliar de cada citotipo. As imagens foram capturadas ,como indicado anteriormente , e

submetidas a morfometria no software Image J (National Institutes of Health, USA).
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Figura 6- Esquema esclarecendo o padrdo de medidas utilizado na morfometria de estdmatos

de Stylosanthes guianensis diploide e tetraploides .

Polar Equatorial esquerda Equatorial direita

Fonte : Canva

4.9 Analises estatisticas

Os dados obtidos por meio das medi¢des no software ImagelJ (National Institutes of
Health, EUA) foram analisados utilizando o software estatistico GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). Todos os dados foram processados e submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido pelo teste ndo paramétrico de ordem (teste de

Mann-Whitney).

5 RESULTADOS
5.1 Inducio de brotacdo a partir de calos e analise de poliploidia em Stylosanthes

guianensis

Os calos apresentaram brotagdo no meio suplementado apods 30 dias, sendo que 81,6%
desenvolveram orgdos vegetativos (caule, folhas e raizes), 18,33% ndo apresentaram
desenvolvimento aparente (Tabela 2). Apds o desenvolvimento dos brotos, as estacas

derivadas dos calos foram isoladas e devidamente etiquetadas para melhor identificagdo.
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Tabela 1- Desenvolvimento de brotagdes a partir de calos de Stylosanthes guianensis

Orgios vegetativos

desenvolvidos (Caule Orgios vegetativos nio Individuos
Calos ,folha e raiz) desenvolvidos mortos
C1 5 0 0
C2 3 2 0
C3 4 1
C4 5 0 0
Cs 4 1 0
Cé 5 0 0
C7 4 1 0
C8 4 1 0
C9 3 2 0
C10 5 0 0
Cc1 5 0 0
C12 2 3 0
Total 49 11 0
% 81,6% 18,33% 0%

Fonte: Laboratorio de genética e biotecnologia UFJF (2024)

De acordo com os resultados obtidos por citometria de fluxo, foi possivel observar a
formagdo de poliploides em todos os tratamentos. No entanto, a analise dos dados revelou

diferencgas na eficiéncia de indugdo entre os tratamentos.

No primeiro tratamento (0,05% por 6 horas), foram identificados 16 individuos
diploides, 1 mixoploide e 3 tetraploides. No segundo tratamento (0,05% por 12 horas),

encontraram-se 15 diploides, 3 mixoploides e 2 tetraploides. No terceiro tratamento (0,1% por
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6 horas), a distribui¢do foi de 20 diploides e 3 tetraploides, sem ocorréncia de mixoploides. J&
no quarto tratamento (0,1% por 12 horas), observou-se maior diversidade, com 9 diploides, 2

mixoploides, 10 tetraploides e 1 octaploide (Tabela 3).

Os histogramas gerados pela citometria de fluxo mostraram picos distintos para os
diferentes citotipos. O pico dos individuos diploides foi registrado em aproximadamente 2,8
pg de DNA, enquanto os individuos tetraploides apresentaram um pico de cerca de 5,6 pg,

indicando o dobro de material genético em relagdo ao diploide (Figura 7).
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Tabela 2 - Efeito dos diferentes tratamentos com colchicina e distribui¢do de ploidia em

Stylosanthes guianensis .

N° total de
Calos brotos Diploide Mixoploide Tetraploide Octaploide

0,05% 6
horas C1 7 4 1 2 0
C2 8 7 0 1 0
C3 5 5 0 0 0
0,05% 12
horas C4 8 5 1 2 0
C5 6 6 0 0 0
Cé 6 4 2 0 0
0,1% 6
horas Cc7 10 8 0 2 0
C8 8 8 0 0 0
C9 5 4 0 1 0
0,1% 12
horas C10 11 3 0 7 1
C11 5 3 1 1 0
C12 6 3 1 2 0
Total 85 60 6 18 1
% 100 70.5 7.05 21.17 1.17

Fonte : laboratorio de genética e biotecnologia UFJF.
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Figura 7 - Histogramas representativos de individuos diploide ,mixoploide e tetraploide de
Stylosanthes guianensis.
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5.2 Aclimatizacio

Os individuos foram transplantados em canteiro de experimento, se estabeleceram e

permaneceram em desenvolvimento durante esse processo (Figura 8)

Figura 8- Individuo tetraploide de Stylosanthes guianensis estabelecido em campo.

Fonte : Acervo pessoal (2024)
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5.3 Analises citogenéticas para avaliacio do citotipo

A partir das células meristematicas, observou-se que os individuos diploides
apresentaram um numero cromossomico de 2n = 20, enquanto os individuos tetraploides
exibiram 2n = 40, confirmando a duplicagdo do nimero de cromossomos nos poliploides

(Figura 9).

Figura 9- Metafases representativas de individuos diploide e poliploidia de Stylosnathes

guianensis

Tetraploide (2n=4x=40;5.6 pg) (A) e individuos diploide (2n=2x=20;2,6 pg)
(B) ( Fonte : Acervo pessoal )

5.4 Analise morfolégica das laminas foliares

Os individuos tetraploides apresentaram médias superiores em todos os parametros
analisados quando comparados aos diploides. A altura média das folhas nos diploides foi de
28,19 mm, enquanto nos tetraploides essa média foi de 39,91 mm. A largura média da lamina
foliar também foi maior nos individuos tetraploides (13,18 mm) em comparacao aos diploides
(6,86 mm). O mesmo padrao foi observado para a area foliar, com valores médios de 399,35
mm? nos tetraploides e 142,58 mm? nos diploides, assim como para o perimetro foliar, que foi

de 88,21 mm nos tetraploides e 61,64 mm nos diploides (Tabela 4 ) .

Os testes de normalidade de Shapiro-Wilk apresentaram valores de p < 0,05, indicando que os
dados ndo seguem uma distribui¢do normal. Dessa forma, a comparagdo entre os grupos foi
realizada por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, para a comparacdo entre

individuos diploides e tetraploides em cada parametro analisado. Os resultados indicaram
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diferenca estatistica significativa (*) entre dipldides e tetraploides (Figura 10 , Figura 11 e

Figura 12).

Tabela 4- Dados morfométricos da lamina foliar de individuos diploides e tetraploides

Comprimento Largura Perimetro
Individuo (mm) (mm) Area (mm?) (mm)
I 29,85 (4,09) 7,08 (1,24) 158,85 (48,93) 63,99 (9,12)
II 25,41 (1,92) 6,29 (0,86) 117,44 (18,77) 56,01 (4,18)
Diploide 111 27,68 (2,53) 6,45 (1,51) 129,93 (37,70) 60,28 (5,67)
v 31,98 (4,33) 7,26 (1,52) 171,69 (42,01) 69,06 (8,74)
\4 26,02 (2,96) 7,21 (0,68) 135,01 (22,74) 58,88 (6,46)
Meédia total 28,19 (4,00) 6,86 (1,23) 142,58 (39,67) 61,64 (8,15)
| 39,88 (4,76) 12,84 (1,05) 462,75 (154,71) 91,87 (5,63)
1T 38,24 (3,01) 12,37 (1,48) 348,21 (54,05) 87,79 (6,05)
Tetraploide III 39,06 (2,51) 12,37 (1,07) 356,95 (42,69) 72,54 (26,53)
v 44,13 (6,78) 14,57 (1,65) 467,23 (82,47) 101,95 (12,59)
\4 38,25 (3,18) 13,07 (2,09) 361,61 (74,61) 86,90 (7,68)
Meédia total 39,91 (4,69) 13,18 (1,68) 399,35 (102,09) 88,21 (16,49)

Fonte : Laboratorio de genética e biotecnologia UFJF (2024)
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Figura 10-Comparacdo morfologica de Folhas diploide e tetraploide de Stylosanthes

guianensis
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Figura 11- Estacas de Stylosanthes guianensis de individuos diploide e tetraploide.

Comparacdo de estacas de individuos Diploide (A) e Tetraploide (B) de Stylosnthes

guianensis ( Fonte : Acervo pessoal ,2025)
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Imagem 12- Folhas de Stylosanthes guianensis de individuos diploide (A) e tetraploides (B).

Comparacdo de estacas de individuos Diploide (A) e Tetraploide (B) de Stylosnthes

guianensis ( Fonte : Acervo pessoal ,2025)

5.5 Analise estomatica

Os individuos tetraploides apresentaram médias superiores aos diploides em todas as
variaveis analisadas. A média da medida polar foi de 30,34 um nos tetraploides, enquanto nos
diploides foi de 21,26 pm. J4 a medida equatorial esquerda nos tetraploides foi de 7,48 pm,
enquanto nos diploides foi de 5,44 pum. O mesmo padrio foi observado para a medida
equatorial direita, com médias de 7,43 um para os tetraploides e 5,37 um para os diploides. A
soma das medidas equatoriais esquerda e direita apresentou média de 14,83 um para os

tetraploides e 10,81 um para os diploides (Tabela 5).

Os testes de normalidade de Shapiro-Wilk apresentaram valores de p < 0,05, indicando
que os dados ndo seguem uma distribuicdo normal. Dessa forma, a comparagdo entre os
grupos foi realizada por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, para a comparagao

entre individuos dipldides e tetraploides em cada pardmetro analisado. Os resultados
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indicaram diferenca estatistica significativa (*) entre diploides e tetraploides (Figura 13 e

Figura 14).

Tabela 5- Dados morfométricos de estomatos de individuos diploides e tetraploides

Equatorial Equatorial Equatorial
Individuo Polar Esquerda Direita total
I 20,54 (1,64) 5,30 (1,04) 5,17 (1,13) 10,47 (1,69)
II 21,69 (1,91) 5,06 (0,79) 5,18 (0,80) 10,25 (1,26)
Diploide 11 21,50 (1,60) 5,22 (0,74) 5,27 (0,83) 10,50 (1,41)
IV 21,45 (0,87) 5,54 (0,62) 6,62 (0,80) 11,17 (1,07)
A% 21,02 (1,54) 5,44 (0,83) 5,37 (0,87) 10,81 (1,37)
Média total 21,26 (1,54) 5,44 (0,83) 5,37 (0,87) 10,81 (1,37)
I 30,71 (2,36) 6,98 (1,32) 6,76 (1,29) 12,74 (2,18)
II 28,2 (3,13) 6,84 (1,12) 6,98 (1,22) 13,83 (1,74)
Tetraploide III 30,94 (2,24) 7,91 (1,25) 7,91 (1,22) 15,83 (1,83)
IV 31,15 (2,78) 7,56 (1,24) 7,92 (1,03) 15,10 (2,77)
\Y 30,60 (2,78) 8,06 (1,19) 7,55 (1,13) 15,62 (2,05)
Média total 30,34 (2,73) 7,48 (1,29) 7,43 (1,19) 14,83 (2,27)

Fonte : Laboratorio de genética e biotecnologia UFJF (2024).
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Figura 13- Comparacdo morfologica de estomatos diploide e tetraploide de Stylosanthes

guianensis
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Figura 14- Campo fotografado em microscopia Optica de Laminas foliares de individuos

diploide (A) e tetraploides (B).

Fonte : Acervo pessoal (2024).

6 DISCUSSAO

A indugdo de poliploidizagdo por meio do uso de colchicina é uma estratégia
consolidada e amplamente utilizada em pesquisas que visam aumentar a diversidade genética
e aprimorar caracteristicas fenotipicas de plantas (TOME et al ,2016 WITTMANN et al.,
2023;IANNICELLI et al,2024 ; VARGAS et al ,2024). A eficacia do processo de duplicagdo
cromossomica depende de fatores como a concentragdo e o tempo de exposi¢cdo ao agente

quimico.

Nos dados analisados, observou-se a eficiéncia do uso de colchicina na indugdo de
poliploidia em Stylosanthes guianensis de forma controlada, combinando concentragdo e
tempo de exposi¢do. . Embora todas as concentragdes testadas tenham mostrado eficacia, com
a produgdo de individuos diploides, mixoploides e tetraploides, a concentragdo de 0,1% por
12 horas se destacou como a mais eficiente. Esse tratamento resultou ndo apenas em uma
maior quantidade de individuos tetraploides, mas também possibilitou a obtencdo de um
individuo octaploide, sugerindo que concentragdes mais altas e tempos de exposi¢do mais
longos promovem uma maior eficiéncia na indugdo de poliploidias em S. guianensis. Por
outro lado, baixas concentra¢cdes do quimico apresentaram menor eficiéncia, enquanto

concentragdes excessivas levaram a morte das plantas (Pereira, 2012)

A citometria de fluxo é amplamente reconhecida como uma técnica eficiente para

determinar o nivel de ploidia em plantas regeneradas, permitindo a identificagdo precisa de
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individuos com diferentes ploidias. Essa metodologia ¢ fundamental em programas de
melhoramento vegetal, pois facilita a sele¢do de gendtipos desejados com base na

quantificagdo do contetido de DNA celular (GARCIA et al., 2021).

Um exemplo pratico dessa aplicagdo ¢ o estudo de Dolezel et al. (2007), que destaca a
utilizacdo da citometria de fluxo na andlise do conteudo de DNA nuclear em plantas,
possibilitando a distingdo entre diferentes niveis de ploidia. No presente trabalho, a
identificacao da poliploidia por citometria de fluxo evidenciou diferencas claras nos picos de
fluorescéncia: 2,8 para diploides e 5,6 para tetraploides, indicando um aumento no contetudo

de DNA e, consequentemente, o sucesso na duplicagdo do genoma.

Essa confirmacao ¢ essencial para garantir que os individuos selecionados expressem
as caracteristicas fenotipicas esperadas. No estudo de Iannicelli et al. (2024), a citometria de
fluxo também permitiu distinguir entre plantas diploides e tetraploides, validando o protocolo

de poliploidizagdo em Solanum sisymbriifolium

A identificagdo e confirmag¢do da ploidia por meio de laminas de citogenética
mostraram grande sucesso nos resultados.Individuos diploides apresentaram ploidia de 2n =
20, enquanto os tetraploides apresentaram o dobro de cromossomos (2n = 40), confirmando a
poliploidiza¢do dos individuos expostos a concentragao de 0,1% de colchicina por 12 horas. A
andlise de cariotipo ¢ uma técnica classica baseada na observacdo de cromossomos em
metéafase.Ela permite a contagem do nimero cromossdmico ,descrever a morfologia ,posicao
do centromero etc (SAKODA et al;2020) O estudo de Afonso et al. (2020) também utilizou
técnicas citogenéticas para identificar diferentes niveis de ploidia no complexo polipldide
Linum suffruticosum s.l., combinando citometria de fluxo com contagens cromossdmicas. A
citometria foi utilizada para estimar o tamanho do genoma (2C) e inferir a ploidia relativa dos
individuos, enquanto as contagens cromossdmicas confirmaram os resultados, evidenciando
cinco citdtipos principais, entre eles, diploides (2x), tetraploides (4x), hexaploides (6x),

octoploides (8x) e decaploides (10x), além de triploides e aneuploides em menor frequéncia.

Além disso, a diferenca significativa no tamanho das folhas entre os individuos
diploides e tetraploides também ¢ frequentemente documentada em estudos sobre
poliploidizagdo. Wittmann et al (2003) relatam que a duplicagdo do niimero cromossémico

pode afetar o tamanho das células e, consequentemente, o tamanho dos 6rgaos vegetativos. O
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aumento da area foliar e do perimetro sugere um efeito positivo da poliploidizacdo no

crescimento das plantas, podendo contribuir positivamente para a pecuaria sustentavel.

De igual forma, a analise estomatica revelou um aumento no tamanho dos estdmatos
nos individuos tetraploides impactou na reducao reducao no niimero de estdmatos, o que €
frequentemente associado a um aumento no nimero de cromossomos, indicando uma
correlacdo entre a ploidia e a morfologia estomatica .Essa caracteristica ¢ frequentemente
associada a eventos de poliploidizagao, como demonstrado por Da Silva et al. (2024) em

estudos com Coffea canephora

7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a viabilidade da indugao de poliploidia em Stylosanthes
guianensis via calo com a utilizag¢do de colchicina. Os resultados evidenciam que a exposi¢ao
a 0,01% de colchicina por 12 horas foi o tratamento mais eficiente na indu¢do de tetraploides,
conforme confirmado pelas andlises de citometria de fluxo e técnicas citogenéticas. A
poliploidizagao resultou em alteragdes fenotipicas significativas, incluindo o aumento da area
foliar e dos estomatos, caracteristicas que podem influenciar positivamente a fisiologia e¢ o

desempenho agrondmico da espécie.

Estudos adicionais utilizando diferentes concentracdes e tempos de exposicdo a
colchicina, bem como a aplicagdo de outros bloqueadores mitéticos, podem contribuir para o

aprimoramento do desempenho e da produgdo de poliploides em S. guianensis.

Este estudo refor¢a a importancia da poliploidizagdo como ferramenta biotecnologica
no melhoramento de forrageiras, especialmente para o desenvolvimento de cultivares mais
produtivas e com maior resisténcia a estresses ambientais. A continuidade nesta linha de
pesquisa pode contribuir significativamente para os avangos na pecudria sustentavel, evitando

o uso de substancias toxicas para melhorar a produtividade ,destruir pragas e etc.
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