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ANALISE ANATOMICA COMPARADA DE FOLHAS EM PLANTAS DIPLOIDES E
TETRAPLOIDES DE Stylosanthes guianensis (FABACEAE).

RESUMO
A espécie Stylosanthes guianensis (Fabaceae) ¢ uma leguminosa forrageira tropical de

grande importancia agrondmica. Este estudo comparou a anatomia foliar de plantas diploides e
tetraploides induzidas artificialmente por colchicina. Foram avaliadas oito varidveis anatomicas
em cortes transversais de folhas, incluindo espessura da epiderme, do parénquima paligadico e
lacunoso, floema, lamina foliar, nervura principal e calibre dos elementos de vaso. As plantas
tetraploides apresentaram valores significativamente superiores em todas as variaveis
analisadas, com destaque para o espessamento do mesofilo € o aumento do calibre dos
elementos vasculares. Apesar dessas alteragdes quantitativas, a organizacdo estrutural
fundamental da folha foi preservada. Os resultados confirmam que a poliploidia induzida
promove modificagdes anatdmicas consistentes e reforcam seu potencial como ferramenta de

melhoramento em leguminosas tropicais.

Palavras-chave: Anatomia foliar; duplicagdo cromossdmica; leguminosa tropical;
melhoramento genético; poliploidia artificial.
ABSTRACT

Stylosanthes guianensis (Fabaceae) is a tropical forage legume of high agronomic
relevance. This study compared the leaf anatomy of diploid and colchicine-induced tetraploid
plants. Eight anatomical variables were evaluated in transverse leaf sections, including
epidermal thickness, palisade and spongy parenchyma, phloem, leaf blade, main vein, and
xylem vessel caliber. Tetraploid plants exhibited significantly higher values in all variables,
especially in mesophyll thickening and xylem vessel enlargement. Despite these quantitative

changes, the fundamental structural organization of the leaf was maintained. The findings



confirm that induced polyploidy leads to consistent anatomical modifications and highlight its

potential as a breeding tool for tropical forage legumes.

Keywords: Artificial polyploidy; chromosome duplication; genetic improvement; leaf

anatomy; tropical legume.

1. INTRODUCAO
As leguminosas tropicais tém papel estratégico na agricultura de regides de clima

quente, por sua capacidade de estabelecer sistemas produtivos mais sustentaveis, especialmente
em solos de baixa fertilidade e sujeitos a degradacdo. Dentre elas, destaca-se o género
Stylosanthes Sw. (Fabaceae), que compreende cerca de 50 espécies nativas das Américas, Africa
e Asia, muitas das quais com reconhecido valor forrageiro e potencial de uso em programas de
recuperacao de pastagens (Gissi et al. 2022). A espécie Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw., em
particular, ¢ amplamente cultivada no Brasil, apresentando elevada adaptabilidade a diferentes
condicdes edafoclimaticas, boa capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio e tolerancia a
estresses bidticos e abidticos, o que a torna uma leguminosa de destaque nos sistemas tropicais
de produgao animal (Delgado et al. 2022). Além disso, sua dindmica populacional tem sido
objeto de estudos detalhados, que contribuem para o entendimento da distribuicdo e
variabilidade genética das populagdes naturais da espécie (Paterniani 1989).

Nas ultimas décadas, essa espécie tem sido objeto de diversas investigagdes voltadas a
fisiologia, genética e melhoramento. Estudos recentes envolvendo metabolomica, lipidomica e
andlise funcional do transcriptoma revelaram mecanismos fisiologicos complexos em S.
guianensis, incluindo a regula¢do de vias relacionadas a eficiéncia no uso de fosforo e a
tolerdncia a salinidade, caracteristicas desejaveis para culturas em ambientes tropicais

limitantes (Lv et al. 2025). Essas abordagens moleculares revelam que a plasticidade adaptativa



da espécie esta associada a mecanismos celulares e bioquimicos finamente regulados, os quais,
por sua vez, podem estar vinculados a sua base gendmica e citogenética.

Nesse contexto, entre os fatores que contribuem para a variagdo gendmica em
Stylosanthes, destaca-se a poliploidia, um fendmeno recorrente na evolucao de angiospermas
(Silva 2018). Caracterizada pela duplicagdo dos conjuntos cromossdmicos, a poliploidia pode
resultar em modificagdes na expressao génica e na morfologia celular, influenciando atributos
fisiol6gicos e anatdmicos (Soltis et al. 2015). Em espécies com diferentes citdtipos, por
exemplo, como diploides e tetraploides, essas alteragdes podem ser observadas por meio de
analises estruturais comparativas, fornecendo subsidios para a compreensdo dos efeitos da
duplicagdo gendmica na adaptacao e no desenvolvimento vegetal. Eventos de poliploidia, sejam
naturais ou induzidos, sdo frequentemente associados ao aumento do vigor, da tolerancia
ambiental e da estabilidade genOmica, caracteristicas vantajosas sob condigdes ecologicas
variaveis (Machado et al. 2018).

Embora a poliploidia natural seja reconhecida como um fator importante na evolugdo e
adaptabilidade de espécies vegetais, a poliploidia induzida artificialmente também tem se
mostrado uma ferramenta promissora em programas de melhoramento, permitindo ampliar
caracteristicas agronomicas desejaveis (Lopes 2021). Trabalhos experimentais em forrageiras
tropicais, como espécies do género Brachiaria, demonstraram que a duplicacdo cromossdmica
induzida pode promover resisténcia a estresses ambientais e ganhos relevantes em desempenho
agrondmico, notadamente no vigor vegetativo, eficiéncia no uso de agua e resisténcia ao
acamamento (Pinheiro et al. 2000).

Do ponto de vista morfoanatdomico, os efeitos da poliploidia tém sido amplamente
investigados em diversas angiospermas. Em espécies do género Hylocereus (Cactaceae), por
exemplo, a autopoliploidizagdo resultou em alteracdes morfologicas, citologicas e metabdlicas

significativas, evidenciando a ampla repercussdo dessa duplicagdo gendmica sobre a estrutura



e o funcionamento das plantas (Cohen et al. 2013). A duplicagio do genoma esta
frequentemente associada a alteragdes fenotipicas, como o aumento do tamanho celular
(fendmeno conhecido como gigantismo celular), conforme descrito por Sugiyama 2005. Essas
modificagdes anatomicas, amplamente documentadas em poliploides, frequentemente se
refletem em vantagens fisiologicas e adaptativas (Sattler et al. 2016). O maior volume celular
pode levar a um aumento no conteudo de cloroplastos por célula, potencializando a capacidade
fotossintética. Além disso, o espessamento de tecidos, como a epiderme e o parénquima, pode
conferir maior tolerancia a perda de agua. Vascularmente, a ampliagdo dos elementos de vaso,
comum em poliploides, esta diretamente relacionada a uma maior eficiéncia no transporte de
agua e nutrientes. Coletivamente, essas alteragdes podem resultar em um maior vigor
vegetativo, robustez e resiliéncia a estresses ambientais, caracterizando a poliploidia como um
importante mecanismo evolutivo e uma ferramenta valiosa para o melhoramento genético.

A poliploidia induzida ¢ uma estratégia consolidada no melhoramento genético vegetal,
com aplicacdes que abrangem desde o aumento do vigor fenotipico até a superacao de barreiras
reprodutivas (Silva 2023). Em um estudo com pimenteiras do género Capsicum, a aplicagdo de
orizalina como agente antimitdtico permitiu a indugdo de plantas tetraploides e triploides, com
efeitos morfoanatdmicos marcantes. As plantas poliploides apresentaram aumento na area
estomatica, espessura foliar e nimero de cloroplastos por célula-guarda, indicando
modificagdes estruturais associadas a duplicacdo cromossdmica (Sales et al. 2023). A aplica¢do
pratica da poliploidizagdo também pode ser exemplificada na producao de melancias sem
sementes, na qual Medina et al. 1958 demonstraram que frutos triploides originados do
cruzamento entre plantas tetraploides e diploides apresentam sementes atrofiadas e comestiveis,
atributo valorizado comercialmente. A poliploidia também tem sido explorada no
desenvolvimento de cultivares ornamentais, visando atributos estéticos diferenciados.

Mohammadi et al., 2021 relataram inducdo bem-sucedida de tetraploidia em Phalaenopsis



amabilis por meio de colchicina aplicada em biorreatores de bolha, resultando em plantas mais
compactas, com folhas espessas e coloracdo intensificada.

O presente trabalho teve como objetivo realizar uma andlise anatomica comparativa
entre folhas de plantas diploides e tetraploides induzidas artificialmente em Stylosanthes
guianensis, buscando identificar altera¢des estruturais associadas a variagao no nivel de ploidia.
A compreensao dessas modificagdes pode fornecer subsidios importantes para a caracterizagao

morfoldgica da espécie e para o melhoramento genético de leguminosas forrageiras tropicais.

2. MATERIAL E METODOS
Para as analises foliares de plantas diploides e tetraploides sintéticos, foram utilizadas

cinco plantas de cada citotipo, cultivadas em canteiros na Estacao Experimental de Cultivo e
Manutengdo de Plantas da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) (21°46°48.1”S;
43°22°25.5”W).

Plantas diploides foram implantadas em 2022, enquanto as tetraploides foram
estabelecidas em 2023. Todas foram mantidas sob condi¢cdes naturais de luminosidade e
irrigagao pluvial que foi complementada manualmente nos periodos de estiagem, em solo tipico
da regido, sem adubagdo controlada.

As plantas tetraploides utilizadas no experimento foram obtidas por meio de
poliploidizagdo sintética induzida in vitro, conforme protocolo estabelecido por Hauck (2025).
Para isso, calos ndo embriogénicos de Stylosanthes guianensis, previamente estabelecidos a
partir de fragmentos de entrenos, foram expostos a diferentes concentragdes de colchicina
(0,01% e 0,05%) por periodos de 6 e 12 horas. Apos a exposicdo ao agente antimitdtico, os
calos foram transferidos para meio de cultura de regeneracdo suplementado com reguladores
de crescimento, auxina (ANA 0,01 mg/L) e citocinina (BAP 3 mg/L), para indugdo de

brotacdes. As plantas regeneradas foram subsequentemente analisadas por citometria de fluxo



para confirmagdo da duplicacdo do conteido de DNA e por contagem cromossdmica em
metafases radiculares, que confirmaram o numero cromossomico tetraploide.

Para cada individuo, foram coletadas trés folhas do quarto no, contado a partir do apice
caulinar, totalizando 15 folhas por grupo (diploide e tetraploide). Esta padronizagdo visou
assegurar a andlise de folhas maduras e fisiologicamente estaveis, minimizando varia¢des
anatomicas decorrentes de diferencas no estagio de desenvolvimento ou na exposicao a luz. As
amostras foram submetidas ao protocolo de desidratacdo em série etandlica, diafanizacdo com
xilol e inclusdo em parafina, modificado de Kraus & Arduin (1997). Os cortes histologicos,
com espessura de 8 um, foram obtidos em microtomo semiautomatico (LUPETEC,
MRP2016SA, Sao Paulo, Brasil). De cada folha, foram realizados seis cortes, todos montados
em uma Unica lamina, totalizando 15 laminas e 90 cortes por grupo experimental. As secgdes
foram coradas com fucsina basica e azul de astra, segundo o protocolo de Roeser 1972,
modificado por Luque et al., 1996, ¢ montadas com verniz vitral incolor 500 ® (PAIVA et al.,
20006).

As fotomicrografias foram obtidas com camera digital Global Optics (modelo NO 295
— MC 500 — 1), acoplada no microscopio de luz Olympus BX 51 por meio do software S-View
no Laboratdrio de Microscopia do Departamento de Botanica da UFJF.

Foram avaliadas oito varidveis anatomicas: espessura da face adaxial e abaxial,
espessura do parénquima palicadico e lacunoso, espessura do floema, espessura total da ala
foliar, espessura total da nervura principal e calibre dos elementos de vasos. Para esta ultima
varidvel, foram mensurados dez elementos do metaxilema localizados na nervura principal de
cada corte histologico, sendo utilizada, como valor final, a média das 4reas individuais obtidas.

As andlises estatisticas foram realizadas nos softwares Jamovi (versdo 2.6.26; THE
JAMOVI PROJECT, 2023), GraphPad Prism (versao 8.0.1) e Image] (SCHNEIDER;

RASBAND:; ELICEIRI, 2012). Os dados obtidos das varidveis anatomicas estudadas (Figura 1
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e 2) foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Uma vez que a maioria das
variaveis ndo apresentou distribuicdo normal (p < 0,05), optou-se pela utilizagdo do teste nao
paramétrico de Mann-Whitney para a comparagdo entre os grupos diploide e tetraploide. O

nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

Figura 1. Aspecto geral de Stylosanthes guianensis cultivadas in vivo. Planta diploide (a).

Planta tetraploide (b). Escala: 10cm.
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Figura 2. Morfologia foliar de Stylosanthes guianensis. Citotipo diploide (a). Citotipo

tetraploide (b). Escala: 1cm.

3. RESULTADOS
O tecido avaliado nos cortes foliares dos grupos diploide e tetraploide estdo ilustradas nas

Figuras 3 e 4, com destaque para as regides analisadas.

Os dados morfométricos das oito variaveis anatdmicas mensuradas estdo sumarizados na
Tabela 1, expressos por meio de mediana e intervalo interquartil (AIQ). Os individuos
tetraploides apresentaram medianas superiores as dos diploides em todas as variaveis
analisadas, com destaque para o parénquima palicadico (diploide: 61,0 um; tetraploides: 92,3
pum), parénquima lacunoso (diploide: 28,5 um; tetraploide: 46,2 pm) e calibre dos elementos
de vaso (diploide: 87,1 um?; tetraploide: 138,7 pm?), que mostraram os incrementos mais

expressivos. As diferencas foram estatisticamente significativas em todas as comparagdes.
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Observou-se também uma maior amplitude do intervalo interquartilico nos tetraploides em
seis das oito varidveis analisadas, indicando uma maior dispersdo dos dados em torno da
mediana neste grupo (Figuras 5 e 6). As excecdes foram verificadas nas variaveis Ala (diploide:
AlIQ: 26,81; tetraploide AIQ: 25,52) e Floema (diploide AIQ: 7,20; tetraploide AIQ: 6,51), que

apresentaram menor dispersao nos tetraploides.

Figura 3. Cortes transversais da ala foliar de Stylosanthes guianensis evidenciando diferencas

estruturais entre citotipos. Tetraploide (a). Diploide (b). Setas indicam: epiderme adaxial (ED);
parénquima lacunoso (PL); parénquima palicadico (PP) e epiderme abaxial (EB). Coloragao:

Fucsina Basica e Azul de Astra. Escala: 10 um. Aumento: 10x.
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Figura 4. Cortes transversais da nervura principal de folhas de Stylosanthes guianensis

evidenciando diferengas estruturais entre citotipos. Diploide (a). Tetraploide (b). Setas indicam:
floema (FL) e elementos de vaso (EV). Coloracdao: Fucsina Basica e Azul de Astra. Escala:

100 um. Aumento: 10x.
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Figura 5. Distribuicdo das medidas anatomicas foliares em citotipos diploides (2x) e
tetraploides (4x) de Stylosanthes guianensis. (a) Face abaxial da epiderme; (b) Face adaxial da
epiderme; (c) Parénquima lacunoso e (d) Parénquima pali¢adico. Os graficos representam a
mediana (linha horizontal central), o intervalo interquartil (caixa) e os valores extremos

(barras).
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Figura 6. Distribuicdo das medidas anatomicas foliares em citotipos diploides (2x) e
tetraploides (4x) de Stylosanthes guianensis. (¢) Ala foliar; (f) Nervura principal; (g) Floema e
(h) calibre dos elementos de vaso. Os gréaficos representam a mediana (linha horizontal central),

o intervalo interquartil (caixa) e os valores extremos (barras).

Tabela 1. Mediana e amplitude do intervalo interquartilico (AIQ) das varidveis anatomicas

foliares em plantas diploides e tetraploides de Stylosanthes guianensis.
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Ploidia Mediana AlQ

Face Abaxial Ciplaide 12.2 3.01
Tetrapldide 16.2 5.01
P. Lacunoso Diplside 28.5 10.05
Tetraplaide 46.2 13.85
P. Paligadico Cipléide 61.0 11.69
Tetrapldide 92.3 17.96
Face Adaxial Diplside 16.4 .53
Tetraplaide 19.9 6.74
Ala Cipléide 177.2 26.81
Tetraplide 247.2 25.52
Floema Dipldide 19.5 7.20
Tetrapléide 22.7 6.31
M. Principal Cipléide 265.5 375
Tetrapldide 389.2 31.00
Elementos de vaso  Dipldide 371 36.75
Tetrapléide 138.7 28.25

4. DISCUSSAO
Os resultados obtidos neste estudo indicam que a inducao artificial da poliploidia em

Stylosanthes guianensis ocasionou modificagdes quantitativas na anatomia foliar, evidenciadas
por diferencas significativas entre os citotipos diploide e tetraploide. A maioria das variaveis
analisadas apresentou valores superiores nas plantas tetraploides, sugerindo um padrdo
estrutural mais espesso e robusto. Esse padrao foi particularmente evidente na espessura do
parénquima pali¢adico (61,0 um em diploides contra 92,3 um em tetraploides) e do parénquima
lacunoso (28,5 um contra 46,2 um), assim como no calibre dos elementos de vaso de xilema
(87,1 um? contra 138,7 pm?). Tais incrementos confirmam que a duplicacdo cromossomica
impacta diretamente a organizagdo tecidual das folhas. Esse resultado encontra respaldo em
estudos prévios, nos quais a poliploidia promoveu aumento do tamanho celular e reorganizacao

tecidual em diferentes angiospermas (Cohen et al. 2013; Sugyama 2005).
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Sugiyama 2005, ao comparar populacdes diploides e autotetraploides de Lolium,
demonstrou associa¢do entre poliploidia e aumento do tamanho celular, fator que contribui
diretamente para a expansdo foliar. Embora ndo tenha abordado diretamente os tecidos
vasculares, € plausivel inferir que o incremento celular observado em diversos tecidos, inclusive
nos condutores, possa influenciar a organizagdo anatomica geral das folhas. Essa hipotese ¢
corroborada pelos dados aqui obtidos, j4 que o aumento no calibre dos elementos de vaso
observado em S. guianensis tetraploide indica alteracdo estrutural diretamente associada a
conducao hidrica. Esse mesmo padrao foirelatado por Cohen et al. (2013) em Hylocereus, onde
a autopoliploidizagdo resultou em alteragcdes morfologicas e citologicas amplas.

O aumento significativo nos tecidos fotossintetizantes, particularmente no parénquima
paligcadico, sugere potencial para maior capacidade fotossintética nas plantas tetraploides, uma
vez que o espessamento desse tecido estd diretamente ligado ao aumento da densidade celular
e ao numero de cloroplastos. Paralelamente, a ampliacdo do calibre dos elementos de vaso do
xilema pode representar maior eficiéncia no transporte de agua e nutrientes, caracteristica
vantajosa em ambientes tropicais. Esses achados corroboram a hipotese de que a poliploidia
pode conferir ganhos fisiologicos, possivelmente traduzindo-se em maior vigor e produtividade
em contextos agronomicos (Gissi et al. 2022; Lv et al. 2025).

Adicionalmente, observou-se maior amplitude interquartil em seis das oito variaveis
analisadas nos tetraploides, refletindo maior dispersdo dos dados. Esse resultado sugere
variabilidade fenotipica ampliada em neopoliploides, em concordancia com Machado et al.
(2018), que destacam ajustes epigenéticos e fisiologicos desencadeados pela duplicagdo
cromossomica. Essa variabilidade inicial pode ser interpretada como fonte de heterogeneidade,
mas também como potencial para maior plasticidade adaptativa diante de condi¢cdes ambientais

diversas.
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Os dados obtidos reforgam, ainda, a relevancia da anatomia foliar como ferramenta eficaz
para a distingdo de citotipos em S. guianensis. As diferengas estruturais, especialmente no
mesofilo e nos elementos condutores, foram suficientemente consistentes para diferenciar
diploides e tetraploides induzidos, corroborando a aplicabilidade da andlise em estudos
taxondmicos, fisiolégicos e agrondmicos. Esse resultado converge com Gissi et al. (2022), que
também destacaram a utilidade de caracteristicas anatdmicas para delimitagdo do complexo S.
guianensis.

Por fim, observou-se que, apesar das alteracdes quantitativas nos tecidos foliares, a
disposicao e a arquitetura geral das folhas tetraploides permaneceram preservadas em relagao
as diploides. Isso indica que a duplicacdo cromossdmica ndo comprometeu a organizagao
estrutural fundamental da espécie. Assim, a poliploidia induzida mostra-se compativel com a
morfologia de S. guianensis e promissora como estratégia de melhoramento de leguminosas
forrageiras, favorecendo a obtencao de genotipos mais robustos, adaptados e produtivos, como
jé relatado em outras forrageiras tropicais, a exemplo de Brachiaria brizantha (Pinheiro et al.

2000).

5. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou diferencas anatomicas consistentes entre folhas de plantas
diploides e tetraploides induzidas de Stylosanthes guianensis. As plantas tetraploides
apresentaram tecidos foliares mais espessos ¢ maior calibre dos elementos vasculares em
comparagdo as diploides. Tais modificagdes confirmam o efeito da duplicagdo cromossdmica
sobre a estrutura foliar e reforgam o potencial da poliploidia induzida como ferramenta para o

melhoramento de leguminosas forrageiras.
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