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RESUMO GERAL

As pitayas (Hylocereus ssp.) deixaram de ser consideradas plantas de fundo de quintal e
passaram a ocupar um importante nicho comercial dentro do mercado de frutos exéticos. Essas
Cactaceae apresentam alta taxa de crescimento vegetativo mesmo em condigdes ambientais
adversas. I1sso pode estar relacionado aos ciclos de endoreduplicacédo (endociclos) e ao controle
do ciclo celular. A endoreduplicacdo é uma varia¢do do ciclo celular no qual o genoma é
duplicado e a fase de mitose é seletivamente abortada. Este estudo teve como objetivo avaliar
0 papel do endociclo da pitaya vermelha (Hylocereus costaricensis F.A.C.Weber) na
diferenciacédo tecidual, regulacdo do crescimento vegetativo e sua relacdo com os estimulos
oxidativos. No primeiro capitulo intitulado “Estimulos oxidativos em sementes induzem a
endoreduplicacdo em plantulas de pitaya vermelha (Hylocereus costaricensis F.A.C.Weber)”
elencamos evidéncias de que a criopreservacdo de sementes em nitrogénio liquido (NL) por 30
e 60 dias induziu aumentos dos niveis de perdxido de hidrogénio (H20>) e atividades de enzimas
antioxidantes (CAT, SOD e APX). A sinalizagdo oxidativa, possivelmente, desencadeou
estimulos para promocéo da endoreduplicacdo, aumentando a proporcao de nucleos octaploides
nas plantas. A criopreservacdo de sementes por 60 dias também permitiu incrementos de mais
de 130% na biomassa das plantulas, e isso possivelmente esta relacionado aos aumentos dos
niveis de ploidia decorrentes da endoreduplicacdo. Foi demonstrado também que a
criopreservacdo de sementes com solugbes crioprotetoras (PVS2) aumenta a eficiéncia do
metabolismo antioxidante em eliminar H2O», reprimindo a sinalizacdo oxidativa e,
consequentemente, a endoreduplicacdo, mantendo os niveis de ploidia e padrbes de crescimento
estaveis. No segundo capitulo: “O papel do endociclo em pitaya (Hylocereus costaricensis
F.A.C.Weber): estimulos oxidativos, diferenciagdo tecidual e crescimento vegetativo”
comparamos a variagdo dos niveis de ploidia, via endoreduplicacdo, numa perspectiva espago-
temporal nos tecidos ao longo do desenvolvimento vegetal de plantulas provenientes de
sementes ndo criopreservadas (controle) e criopreservadas em nitrogénio liquido (NL) por 60
dias. A criopreservacao de sementes resultou em plantulas com maiores incrementos de massas
seca e fresca aos 120 dias de cultivo no sistema semi-hidroponico, quando comparadas ao
tratamento controle. A endoreduplicacdo induzida por estimulos oxidativos nas sementes (60
dias de criopreservagédo) possivelmente explica esse comportamento vegetativo. Contudo, ao
longo do desenvolvimento (240 dias), as sucessivas duplicacBes do genoma permitiram a
equiparacao dos niveis de ploidia de plantulas oriundas de sementes criopreservadas e nao
criopreservadas. O endociclo foi essencial para a diferenciacdo dos tecidos ao longo do
desenvolvimento das plantas e os diferentes niveis de ploidia entre os tecidos estdo diretamente
relacionados as especificacdes das funcdes celulares. Hipotetizamos uma relacdo entre o
aumento dos niveis de ploidia, via endociclo, com incrementos de biomassa vegetal durante as
fases juvenis (crescimento vegetativo). Contudo, ao atingir a fase adulta reprodutiva foi
observado reducdo dos niveis de ploidia dos tecidos constituintes dos cladodios, e isso, a
principio, estaria relacionado com as reducfes do crescimento vegetativo. Esses resultados
sugerem que o endociclo em H. costaricensis seja um processo altamente dinamico e responsivo
a estimulos oxidativos, aléem de modular os niveis de ploidia para diferenciacéo tecidual e
crescimento das plantas.

Palavras-chave: Endoreduplicacdo, Cactaceae, endopoliploidia, EROs, ciclo celular.



GENERAL ABSTRACT

The pitayas (Hylocereus ssp.) are no longer considered backyard plants and started to occupy
an important commercial niche within the exotic fruit market. These Cactaceae have a high rate
of vegetative growth even under adverse environmental conditions. This may be related to
endoreduplication cycles (endocycles) and cell cycle control. Endoreduplication is a variation
of the cell cycle, in which the genome is duplicated, and the mitosis phase is selectively aborted.
This study aimed to evaluate the role of the red pitaya (Hylocereus costaricensis F.A.C.Weber)
endocycle in tissue differentiation, regulation of vegetative growth, and its relationship with
oxidative stimuli. In the first chapter entitled “Oxidative stimuli in seeds induce
endoreduplication in seedlings of red pitaya (Hylocereus costaricensis F.A.C.Weber)” we list
evidence that seeds cryopreservation in liquid nitrogen (LN) for 30 and 60 days induced
increases in hydrogen peroxide (H20.) levels and activity of antioxidant enzymes (CAT, SOD,
and APX). Oxidative signaling possibly triggered stimuli to promote endoreduplication by
increasing the proportion of octaploid nuclei in plants. Seed cryopreservation for 60 days also
allowed increases over 130% in seedling biomass, and this is possibly related to increment in
ploidy levels resulting from endoreduplication. It was also shown that cryopreservation of seeds
with cryoprotective solutions (PVS2) increases the efficiency of antioxidant metabolism in
eliminating H2O2, repressing oxidative signaling, and consequently endoreduplication,
maintaining ploidy levels and stable growth patterns. In the second chapter: "The role of the
endocycle in pitaya (Hylocereus costaricensis F.A.C. Weber): oxidative stimuli, tissue
differentiation and vegetative growth" we compared the variation in ploidy levels, via
endoreduplication, in a space-time perspective in tissues throughout the plant development of
seedlings from seeds noncryopreserved (control) and cryopreserved in liquid nitrogen (LN) for
60 days. The cryopreservation of seeds resulted in seedlings with greater increments of dry and
fresh mass at 120 days of cultivation in the semi-hydroponic system when compared to the
control treatment. The endoreduplication induced by oxidative stimuli in the seeds (60 days of
cryopreservation) possibly explains this vegetative behavior. However, over the course of
development (240 days), the successive duplications of the genome allowed the matching of
ploidy levels of seedlings from cryopreserved and non-cryopreserved seeds. The endocycle was
essential for tissue differentiation throughout plant development, and the different levels of
ploidy between tissues are directly related to the specifications of cell functions. We
hypothesized a relationship between the increase in ploidy levels, via the endocycle, with
increases in plant biomass during the juvenile stages (vegetative growth). However, upon
reaching the reproductive adult stage, a reduction in the levels of ploidy of the tissues
constituting the cladodes was observed, and this, in principle, would be related to the reductions
in vegetative growth. These results suggest that the endocycle in H. costaricensis is a highly
dynamic process, responsive to oxidative stimuli, in addition to modulating ploidy levels for
tissue differentiation and plant growth.

Keywords: Endoreduplication, Cactaceae, endopolyploidy, ROS, cell cycle.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Desconhecida a algumas décadas, as Pitayas deixaram de ser consideradas plantas de
fundo de quintal e passaram a ocupar importante nicho comercial dentro do mercado de frutos
exoticos (MENEZES et al., 2016). De origem das florestas tropicais da América do Sul, Central
e México, essas Cactaceae vém se consolidando cada vez mais no setor de agronegécio. Sendo
possivel observar pomares de producdo em diversos paises do mundo, com destaque para o
Vietnd, Malésia, Israel, China, Australia, Colémbia, Meéxico, Nicardgua e Indonésia
(MERCADO-SILVA, 2018).

A demanda crescente de importacao desse produto nos mercados europeus, americanos
e asiaticos permitiu uma grande e rapida ascensdo da producdo agricola e de areas cultivadas
em diferentes locais do mundo (BALENDRES; BENGOA, 2019). Essa expansao € decorrente
principalmente pelo consumo in natura, embora seus frutos também integrem a cadeia de
producdo de alimentos (doces, geleias, sorvetes e bebidas) e cosméticos (CHEN et al., 2020).

A insercdo dessa cultura nos segmentos industriais também vem permitindo a
descoberta de muitos metabdlitos bioativos de interesse farmacéutico, como flavonoiides,
polifendis, betalainas e fitoalbuminas (AL-MEKHLAFI et al., 2021). Dentre estas, as betalainas
possuem impressionante capacidade antioxidante além de serem excelentes corantes de
alimentos, e ao contrario das beterrabas (principal fonte desse metabdlito), as betalainas
presentes nas pitayas ndo possuem gosto desagradavel, conferindo a este fruto uma promissora
fonte dessa substancia (WINSON et al., 2020).

A denominagdo pitaya, ou até mesmo fruta do dragdo, sdo termos populares e
generalistas, uma vez que esse grupo de plantas abrange varias espécies. Elas pertencem ao
género Hylocereus (sinbénimo Selenicereus, familia Cactaceae, ordem Caryophyllales) que
compreende 14 espécies diferentes, dentre elas as espécies H. undatus, H. monacanthus
(anteriormente conhecido como H. polyrhizus), H. costaricencise e H. megalanthus séo as mais
cultivadas em todo o mundo (X1 et al., 2019).

Como em outros cactos, as pitayas apresentam grande plasticidade fenotipica devido a
sua capacidade de tolerar estresses abidticos, como secas e temperaturas extremas. A

modificacdo do caule para armazenamento de agua (cladddios), auséncia de folhas, presenca de


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/selenicereus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/caryophyllales
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cactus

13

camadas cerosas no caule e metabolismo &cido das Crassulaceas (CAM) permitem a essas
plantas adaptacdes a condi¢des climéticas adversas (CHEN et al., 2019).

As referidas caracteristicas morfologicas conferem certa facilidade no reconhecimento
de plantas de pitaya, contudo a distin¢do entre as suas espécies se da principalmente por
caracteres reprodutivos, como flores e frutos. Os frutos de H. undatus, por exemplo, séo
caracterizados por casca vermelha e polpa branca, enquanto frutos vermelhos com polpa
vermelha séo tracos caracteristicos de H. monacanthus e H. costaricencis. Ja os frutos de H.
megalanthus sdo caracterizados por uma casca amarela nodosa com polpa branca
(BALENDRES; BENGOA, 2019).

Outro fator que também as distinguem, do ponto de vista citogenético, é a sua ploidia,
uma vez que observacdes citoldégicas mostraram que H. undatus, H. monacanthus e H.
costaricencis sdo diploides (2n=2x=22), enquanto H. megalanthus é um alotetraploide
(2n=4x=44) derivado da hidridacdo natural entre dois téxons diploides intimamente
relacionados (LICHTENZVEIG et al., 2000).

Esse aumento no conjunto de cromossomos (poliploidizacdo) confere mudancgas na
expressao génica e, consequentemente, alteracfes no fendtipo em diferentes niveis (FOX et al.,
2020). Essas caracteristicas podem permitir a ocupacao de nichos ecoldgicos distintos dos seus
progenitores diploides e maior tolerancia a estresses ambientais (VAN DE PEER; MIZRACHI;
MARCHAL, 2017), mas também podem resultar, do ponto de vista agronémico, no surgimento
de caracteristicas de interesse econdémico, como frutos mais adocicados em H. megalanthus
(CHEN; COATE; MERU, 2020).

Portanto, a alteracdo dos niveis de ploidia de uma planta pode ser uma caracteristica
desejavel em programas de melhoramento genético (SATTLER; CARVALHO; CLARINDO,
2016). Além disso, a maior tolerancia de poliploides a estresses ambientais pode conferir a essas
plantas maior sucesso em cenarios de mudancgas climaticas globais (JIAO, 2018).

Conforme citado, a maioria das espécies de pitaya sao comumente diploides e a
verificacdo de ploidia se da principalmente por contagem de cromossomos na mitose de apices
radiculares ou estudos meioticos de células germinativas (LICHTENZVEIG et al., 2000).
Anélises de citometria de fluxo também auxiliam na determinacdo dos niveis de ploidia dos
demais tecidos, vale destacar que comumente sdo observadas alteragdes do numero de
cromossémicos nos tecidos somaticos em decorréncia da endoreduplicagdo (também chamada
de endoreplicacdo ou endopoliploidizacéao), resultando em individuos mixoploides (SATTLER,;
CARVALHO; CLARINDO, 2016).
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De fato, a mixoploidia parece ser algo inerente & Cactaceae. Em duas espécies de
Melocactus, por exemplo, os niveis de ploidia dos tecidos variaram entre 2C e 32C, sendo a
regido compreendida pelo cértex dos cladodios a detentora dos maiores niveis de conjuntos
cromossomicos (até 32C) e, possivelmente, esta caracteristica estd correlacionada com o
volume celular e 0 armazenamento de agua no parénquima aquifero, conferindo as essas
espécies maiores chances de adaptacdo a ambientes sazonais com restri¢do hidrica (TORRES-
SILVA et al., 2020).

Em uma espécie de pitaya, como H. undatus, néo foi diferente. Nela foi possivel detectar
diferentes niveis de ploidia entre os tecidos, onde apenas tecidos radiculares e actleos foram
observados dois conjuntos de cromossomos (diploides). Ja nos demais tecidos os niveis de
ploidia variavam entre 4C e 16C (MENEZES et al., 2016), cujos cladodios exibiam ploidia 8C
e, possivelmente, essa multiplicacdo de conjuntos cromossémicos também estaria relacionada
a adaptacdo a ambientes sazonais (DE MENEZES et al., 2012).

A alteracdo dos niveis de ploidia das pitayas em decorréncia da endoreduplicagdo, talvez
possa explicar a alta plasticidade fenotipica dessa cultura (MENEZES et al., 2016). Uma vez
que diferente do seu local de origem (florestas tropicais Umidas das Ameéricas) seus plantios
comerciais em grande escala se concentram em regides de clima temperados (China) e aridos
(Israel e Australia), além € claro, de diferentes regides de climas tropicais (Malasia, Vietnd,
Coldmbia, Nicaragua e Indonésia) (MERCADO-SILVA, 2018).

Portanto, é especulado uma relacdo entre a endopoliploidia, endoreduplicacdo e
caracteristicas morfoldgicas da pitaya. E o entendimento dessa relacdo pode explicar como essa
cultura se adapta a diferentes ambientes mantendo produtividade. Da mesma forma, o
conhecimento de como a endoreduplicacdo induz alterag6es na fisiologia celular e tecidual pode
contribuir para a producao agricola dessa cultura, uma vez que os maiores niveis de ploidia em
H. undatus (16C) foram encontrados nos seus frutos (MENEZES et al., 2016).

Além das alteracGes de caracteristicas morfoldgicas, a endoreduplicagdo também esta
emergindo como um fator importante nas respostas generalizadas das plantas ao estresse
(LANG; SCHNITTGER, 2020), uma vez que a endopoliploidia pode aumentar a plasticidade
fenotipica a fatores ambientais (RAMULA et al., 2019). Curiosamente, a inducdo de estresses
oxidativos nas plantas pode caracterizar-se como importante fator de promocdo da
endoreduplicacdo nos tecidos vegetais, permitindo assim respostas mais robustas ao estresse no
qual a planta foi submetida (SCHOLES; PAIGE, 2015; SCHOLES; RASNICK; PAIGE, 2017).
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De fato, a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e os respectivos danos
oxidativos causados por essas moléculas desencadeiam sinaliza¢es que resultam em aumentos
dos niveis de ploidia via endoreduplicacdo (DUAN et al., 2020). Portanto, a inducdo da
endoreduplicacdo por meio de estresses oxidativos pode ser uma caracteristica altamente
desejavel, uma vez que a endopoliploidia pode resultar tanto em individuos mais tolerantes ao
estresse quanto individuos mais produtivos (TIAN et al., 2019).

A criopreservacdo de sementes € uma técnica que garante a viabilidade do material
vegetal por longo periodo de tempo por meio do uso de temperaturas ultrabaixas (-196° C)
(MATSUMOTO, 2017). No entanto, esse procedimento também pode resultar em estresses no
respectivo material bioldgico, devido ao fato de que essas condi¢des podem produzir EROs e
induzir a estresses oxidativos nos tecidos (PRUDENTE; PAIVA, 2017). Para minimizar
possiveis efeitos estressores, solucBes crioprotetoras como o Plant Vitrification Solution 2
(PVS2) sdo de extrema relevancia, pois seus componentes constituintes atuam como
reguladores osmaticos e agentes antioxidantes mantendo a viabilidade do material vegetal
(PRUDENTE et al., 2019).

Assim, é presumivel uma possivel relacdo entre a criopreservacdo de sementes,
sinalizacdo oxidativa e endoreduplicagdo nos tecidos. Da mesma forma que a criopreservagao
de sementes com o uso de solugdes crioprotetoras (Ex.: PVS2) seria uma possivel alternativa
para minimizar os danos oxidativos do tecido vegetal, reprimindo os estimulos oxidativos de
uma possivel endoreduplicacéo.

Nesse sentido, a criopreservacdo de sementes de pitaya vermelha (H. costaricencis
F.A.C.Weber) pode caracterizar-se como um agente estressor que promova o aumento dos
niveis de ploidia dessa cultura por meio da endoreduplicacdo. E a verificacdo de quais
caracteristicas fisioldgicas, anatdbmicas e de crescimento que possivelmente serdo alteradas
podera contribuir para a elucidacdo da real importancia da endoreduplicacdo dessa cultura, da
mesma forma que, caso comprovado, as sucessivas rodadas de endoreduplicacdo (endociclo)
ao longo do desenvolvimento poderdo esclarecer como essa variante do ciclo celular se
correlaciona com a diferenciagdo tecidual e adaptagdes a estresses ambientais, carateristicas
tipicas de Cactaceae (TORRES-SILVA et al., 2020).

2 REFERENCIAL TEORICO
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2.1 A poliploidia

O genoma de plantas varia espetacularmente em tamanho, seus valores vao de 0,063 a
150 gigas pares de base (uma diferenca de aproximadamente 2.400 vezes) (PELLICER et al.,
2018; SOLTIS et al., 2015). Essa variacdo de tamanho esta parcialmente relacionada as
mudancas no nimero de conjuntos cromossémicos ao longo da historia evolutiva das plantas
(MOEGLEIN et al., 2020).

A poliploidia se refere a presenca de mais de dois conjuntos completos de cromossomos
por nucleo celular (IANNICELLI et al., 2020). A mudanca do nimero de copias de conjuntos
de cromossomos €é, por vezes, resultante de eventos de duplicacdo do genoma inteiro (WGD)
(RUIZ et al., 2020), embora outros processos como perda e ganho de cromossomos e fissao e
fusdo cromossémica também possam resultar na variacdo do numero de conjuntos de
cromossomos (MOEGLEIN et al., 2020).

Os WGDs e conseguentemente a presenca de individuos poliploides ocorrem em todos
0s reinos da arvore da vida e tém a hipotese de promover maior adaptabilidade (BELL et al.,
2020; VAN DE PEER; MIZRACHI; MARCHAL, 2017). No entanto, a prevaléncia de
poliploidia esta majoritariamente em grupos vegetais. Em angiospermas, por exemplo, estima-
se que 35% das espécies sejam poliploides (SATTLER; CARVALHO; CLARINDO, 2016),
além disso muitas espécies diploides atuais presenciaram WGDs ao longo da sua histéria de
vida, mas regressaram a um comportamento diploide no decorrer da evolucgdo
(paleopoliploides), como € caso da soja e do milho (WU; HAN; JIAO, 2019; ZHANG et al.,
2020a).

Muitas culturas agricolas comerciais sdo poliploides e representam importante parcela
no setor de agronegocios em nivel mundial (CORNEILLIE et al., 2019). Alguns estudos
sugerem que 30% das culturas agricolas sejam poliploides, ao passo que em alguns grupos de
plantas (como as monocotiled6neas) esses valores podem atingir até 54% de frequéncia
(SALMAN-MINKOV; SABATH; MAYROSE, 2016). Ademais, 0 aumento da produtividade
de algumas espécies como o tabaco (Nicotiana tabacum), o amendoim (Arachis hypogaea) e 0
algoddo (Gossypium hirsutum) foi possivel em decorréncia do melhoramento genético,
utilizando-se de técnicas de aumentos dos niveis de ploidia (SCHIESSL et al., 2019).

A poliploidia pode variar tanto intraespecifica quanto interespecificamente (STUESSY;
WEISS-SCHNEEWEISS, 2019). Um individuo poliploide que surge como resultado da

duplicacdo de um conjunto de cromossomos dentro de uma ou entre populagdes de uma Unica
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espécie é denominado autopoliploide, enquanto o termo alopoliploide se refere a individuos
que surgem por meio da fusdo dos conjuntos de cromossomos de diferentes espécies
(hibridacdo) (SATTLER; CARVALHO; CLARINDO, 2016; VAN DE PEER; MIZRACHI;
MARCHAL, 2017).

Dois mecanismos moleculares tém sido propostos para explicar como os poliploides
surgem na natureza. A primeira seria por meio de uma via de duplicacdo do numero de
cromossomos em células somaticas associada a eventos mitoticos, como endoreduplicacdo
(endopoliploidia). Estes podem ocorrer tanto em células zigoticas quanto em tecidos
meristematicos apicais, dando origem a individuos mixoploides (niveis diferentes de ploidia
entre tecidos) ou mesmo a organismos completamente poliploides (DUAN et al., 2020;
SATTLER; CARVALHO; CLARINDO, 2016).

A segunda se da pela formacao de células reprodutivas ndo reduzidas decorrentes de
restricOes de divisdes celulares durante a meiose | (restituicdo da primeira divisdo) ou durante
a meiose Il (restituicdo da segunda divisdo) (ZENG et al., 2020). A producéo e fusdo de células
reprodutivas ndo reduzidas tém sido apontadas como a via mais predominante que leva a
poliploidia em plantas (SATTLER; CARVALHO; CLARINDO, 2016), pois tanto a
heterozigosidade quanto a redundéncia genética resultantes desse processo levam a novas
caracteristicas e sugerem uma adaptacdo aprimorada na ocupacdo de novos habitats (SONG;
CHEN, 2015).

Os alopoliploides exibem maior diversidade genética, o que Ihes conferem maiores
chances de adaptacdo ao meio, ocupacdo de novos nichos ecoldgicos, maior tolerancia a
estresses ambientais e diversificacdo de espécies, além, é claro, de serem uma extraordinaria
fonte de variabilidade genética para programas de melhoramento de culturas comerciais (RUIZ
etal., 2020; SOLTIS; SOLTIS, 2016). Por outro lado, a autopoliploidia também esta fortemente
relacionada com a capacidade de adaptacdo as mudancas ambientais, embora ndo possua maior
diversidade genética como em alopoliploides (LANG; SCHNITTGER, 2020).

2.2 Ecologia e evolugéo de plantas poliploides

E amplamente aceito que plantas poliploides tém uma maior robustez ambiental
(tolerancia) quando comparados aos individuos diploides, o que lhes permite um maior
potencial para adaptagdo especifica, reduzindo os riscos de extingcdo durante periodos de
limitacdo a sobrevivéncia (VAN DE PEER; MIZRACHI; MARCHAL, 2017). Isso ocorre
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porque o0 aumento dos niveis ploidia resulta em mudancas nos fenétipos no ambito celular,
metabdlico, anatdmico e genético, o que pode conferir respostas mais tolerantes e robustas ao
estresse ambiental (PAIGE, 2018; SCHOLES; PAIGE, 2015).

Uma andlise do transcriptoma de um alotetraploide (Brassica napus) derivado de B.
rapa (Ar) e B. oleracea (Cr), por exemplo, revelou que quando esse poliploide foi submetido
a diferentes estresses (frio, calor e hidrico) a divergéncia na expressao génica e os padrfes de
splicing alternativo (AS) entre genes duplicados aumentaram a flexibilidade dos poliploides ao
responder a estresses abioticos (LEE; ADAMS, 2020).

Em alelotetraploides de Glycine dolichocarpa muitos parametros fotossintéticos como
taxa de transporte de elétrons (J max), tamanho e nimero de cloroplastos, contetdos de clorofilas
e carotenoides e comprimento das células palicadicas foram significativamente maiores quando
comparados aos seus progenitores diploides, mostrando que a maior eficiéncia nos parametros
fotossintéticos possa ter favorecido a ocupacao de ambientes mais hostis (COATE et al., 2012).

No mesmo sentido e considerando que a duplicacdo do genoma possa aumentar a
expressao génica, é presumivel que haja mudancas na sintese proteica. De fato, em folhas de
mandioca (Manihot esculenta Crantz) os perfis protedmicos de plantas diploides e
autotetraploides foram claramente distintos, de modo que a variacdo notavel na atividade
fotossintética, contetido de 4cido cianidrico e resisténcia ao estresse salino estejam intimamente
ligada aos niveis de expressao génica e perfis protebmicos dos autotetraploides (AN et al.,
2014).

Ja em plantas mutantes de algoddo (Gossypium arboreum cv. Shixiya-1), foi observado
que o gene GaTOP6B esteve envolvido diretamente no processo de endopoliploidia. O
silenciamento da expressao desse gene exibiu um fenétipo de tolerancia comprometida sob
estresse hidrico, ao passo que sua superexpressao resultou em aumentos nos niveis de ploidia
e, consequentemente, aumento na tolerancia ao tratamento de seca e incrementos de biomassa
vegetal (TIAN et al., 2019).

A poliploidia também parece atuar nos processos de defesa e tolerancia ao estresse por
meio do aumento da producdo de metabdlitos primérios (VERGARA; KIKUCHI; BREUER,
2016) e secundarios (IANNICELLI et al., 2020). Deveras, muitos metabdlitos primarios
envolvidos na tolerancia ao estresse como sacarose, prolina e acido gama-aminobutirico
(GABA) apresentam niveis aumentados em poliploides (TAN et al., 2017). O mesmo também

pode ser observado com metabdlitos secundarios (terpenos, compostos fenélicos e compostos
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nitrogenados) que, dentre outros processos, conferem maior capacidade de defesa vegetal
contra herbivoros e patoégenos (IANNICELLI et al., 2020).

Portanto, os eventos de WGDs podem servir como mecanismos de resposta generalizada
para mitigar estresses, aumentando a plasticidade em resposta a uma série de fatores ambientais,
como herbivoria, estresse luminoso, estresse térmico, estresse hidrico, metais pesados,
salinidade, patogenos e entre outros (LEE; ADAMS, 2020; RAMULA et al., 2019). Nesse
contexto, a poliploidia tem sido reconhecida como uma das forgas motrizes no processo de
adaptacdo das plantas as variagcGes ambientais (IANNICELLI et al., 2020).

Destarte, a maior tolerancia de poliploides a estresses ambientais pode, assim, facilitar
a colonizagdo de novos nichos ecolégicos. Como observado em espécies do género
Neobatrachus ocorrentes na Australia, cuja distribuicdo geografica de espécies diploides se da
preferencialmente na regido costeira, onde os niveis de precipitacdo sdo mais elevados e as
temperaturas mais amenas. No entanto, espécies tetraploides localizam-se, em maior
frequéncia, nas regides desérticas e do outback australiano. Isso sugere que os individuos
tetraploides sdo mais bem adaptados as regifes mais secas do que as espécies diploides,
podendo ocupar nichos ecolégicos distintos de seus progenitores diploides (VAN DE PEER,;
MIZRACHI; MARCHAL, 2017).

Resultados semelhantes foram encontrados na Peninsula Balcanica, onde espécies do
género Veronica exibem niveis de ploidia que vao desde diploides até hexaploides. As espécies
diploides (V. dalmatica e V. orbiculata) estdo mais restritas a costa oeste dos Balcds, onde
resultaram na formacéo de alotetraploides em periodos p6s-glaciais, ja as linhagens hexaploides
(V. austriaca) estdo presentes nas regides mais ao norte da peninsula e surgiram por meio da
hibridizacdo de V. dalmatica e um alotetraploide, conferindo a esta nova linhagem a ocupacéo
de um novo nicho ecoldgico distinto de seus progenitores (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2021).

Nesse mesmo sentido, especula-se que a probabilidade de novos poliploides se
estabelecerem em seu local de origem é muito baixa e depende de muitos fatores bidticos e
abioticos locais, logo a poliploidia pode ser uma caracteristica vantajosa para a ocupagéo de
nichos ecoldgicos mais hostis (FREELING, 2017). Portanto, acredita-se que a formacgéo de
novos poliploides seja mais vantajosa em ambientes instaveis, aumentando as taxas de
sobrevivéncia, especiacao e radiacdo adaptativa (LEE; ADAMS, 2020).

Hé evidéncias de que varios eventos de WGDs tenham ocorrido independentemente em
determinados clados de plantas com flores no limite Cretaceo-Paledgeno (K/Pg) (NOVIKOVA,;
HOHMANN; VAN DE PEER, 2018). Esse limite foi marcado por mudangas abruptas no clima
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do planeta (cataclismo, vulcanismo e mudangas na atmosfera), o que causou, entre outros, a
extingcdo de 30 a 60% das espécies vegetais. A duplicacdo do genoma na fronteira K/Pg sugere,
entdo, que a poliploidia possa estar correlacionada com a sobrevivéncia das plantas naquele
periodo (FOX et al., 2020).

Partindo desse pressuposto, a historia evolutiva dos poliploides pode trazer informac6es
surpreendentes de como esses organismos foram essenciais para a sobrevivéncia e
diversificacdo das angiospermas (LEVIN; SOLTIS, 2018), uma vez que a ocorréncia de eventos
WGDs na arvore da vida ndo é aleatoria e parece se correlacionar com periodos de mudancas
climaticas globais (FREELING, 2017). Dessa forma, e possivel inferir que a poliploidia foi
necessaria para a evolucdo das espécies durante periodos de extingdo em massa ao longo da
historia evolutiva das plantas (WU; HAN; JIAO, 2019).

De fato, os eventos de duplicacdo do genoma inteiro (WGD) foram identificados em
varios momentos ao longo da evolugdo das plantas (JIAO, 2018). Os primeiros trabalhos de
filogendmica reportaram dois importantes eventos de WGD nas Spermatophyta, a primeira
duplicacdo teria ocorrido no ancestral comum das plantas com sementes por volta de 319
milhGes de anos atréas, a segunda ocorreu a 192 milhdes de anos no ancestral comum das
angiospermas. Esses dois eventos de WGDs possivelmente implicaram na formacéo e
diversificacdo das plantas com sementes e angiospermas, respectivamente (JIAO et al., 2011).

No entanto, trabalhos mais recentes trazem fortes evidéncias de que houve sim mais
eventos de WGD nas angiospermas, e que as referidas duplicacbes foram necessarias para a
formacdo e diversificacdo de importantes clados das plantas com flores (REN et al., 2018; WU;
HAN; JIAO, 2019; ZHANG et al., 2020b, 2020a). Portanto, a tese de que poliploidia configura-
se como um catalisador para a sobrevivéncia e diversificacdo das angiospermas € valida
(SOLTIS et al., 2015; SOLTIS; SOLTIS, 2016).

Curiosamente, a principal sinapomorfia que sustenta o clado das angiospermas é o
surgimento das flores (SHAN et al., 2019) e os genes que conferem a identidade dos 6rgaos
florais sdo duplicados, isso traz indagacOes de que possivelmente os eventos de WGD estiveram
correlacionados com essa novidade evolutiva (SOLTIS; SOLTIS, 2016).

Em clados como as Eudicotileddneas hd a presenca de duas coOpias dos genes
APETALAL (AP1), AP3, AGAMOUS (AG) e trés cépias dos genes SEPALLATAL (SEP1),
SEMELHANTES A AGAMOUS A6 (AGL6) e SUPRESSOR DE SUPRESSAO DE CONSTANS
1(SOC1). Essas respectivas duplicacBes ou triplicacdes génicas provavelmente iniciaram a

diversificacdo funcional dos reguladores do desenvolvimento do orgdo floral em
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eudicotiledbneas centrais, o que favoreceu a inovacao morfoldgica de flores e potencialmente
promoveu a radiacdo adaptativa de eudicotiledéneas (ZHANG et al., 2020a).

Os respectivos eventos de WGDs nas angiospermas ocorreram por volta de 100 a 120
milhGes de anos atras durante o Cretaceo e impulsionaram a diversificagdo inicial dos quatro
principais clados de angiospermas: triplicacdo do genoma inteiro no ancestral comum dos
eudicotiledéneas, duplicagdo do genoma total durante a diversificacdo inicial de
monocotileddneas, duplicacdo do genoma inteiro durante a diversificacdo inicial de
Magnoliidae e duplicagdo do genoma completo na linhagem Nymphaeales. Esses quatro
eventos de poliploidia desempenharam papéis essenciais na evolucdo adaptativa e
diversificacdo dos principais clados de plantas com flores (ZHANG et al., 2020a).

Assim sendo, a poliploidia apresenta uma intrinseca relacdo com a formacdo e
diversificacdo das plantas com flores (JIAO, 2018). Porém, nem todas as angiospermas atuais
sdo poliploides e a escassez de individuos que permaneceram poliploides por longos periodos
(milhares de anos) sugere que a poliploidia é geralmente um 'beco sem saida' evolutivo (VAN
DE PEER; MIZRACHI; MARCHAL, 2017).

O retorno ao estado diploide (diploidizacdo) € um fendmeno muito bem relatado na
historia evolutiva das plantas (WENDEL et al., 2018). O referido o processo de diploidizacéo,
embora devolvam um poliploide a um estado semelhante ao diploide, n&o o devolvem ao estado
diploide “original” - isto &, alguns loci sdo retidos em duplicatas e mudancas na expressao
génica (neofuncionalizacdo e subfuncionalizacdo) tornam o poliploide diploidizado unico,
conferindo a estes uma capacidade adaptativa incomum, particularmente em tempos de alto
estresse ambiental (SOLTIS et al., 2015).

Mesmo regredindo ao estado diploide, a retencdo de determinados genes duplicados
confere a esses individuos a manutencao de determinadas novidades evolutivas, como 0s 6rgaos
florais (SOLTIS; SOLTIS, 2016), bem como a capacidade em responder a estresses ambientais
(WU; HAN; JIAO, 2019). Curiosamente, 0s genes que codificam fatores de transcrigdo (TFs)
e componentes da via de sinalizacdo sdo os mais retidos (REN et al., 2018) e provavelmente
s80 esses genes que permitem a manutencdo da tolerancia ao estresse ambiental (WU; HAN;
JIAO, 2019).

De fato, familias de genes de alta retencéo, incluindo grupos de genes dos TFs: ARF,
C2H2, C3H, GRAS, HD-ZIP, HSF, LBD, MYB, NAC, Trihelix, WRKY, bHLH e bZIP,

tendem a reter repetidamente duplicatas ap6s 0s WGDs, e os respectivos TFs estdo envolvidos
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em diversos processos de desenvolvimento e em resposta a estresses abidticos e bioticos (WU;
HAN; JIAO, 2019).

A respectiva retencdo génica parece nao ser aleatdria, uma vez que as condicOes
climaticas em tempos geologicos distintos permitiram a selecdo de duplicatas de TFs
especificos relacionados a tolerancia ao estresse da epoca. Os genes de TFs co-retidos no
Cretéceo (-120 Ma), por exemplo, estiveram principalmente envolvidos a respostas a estresses
salinos e hidricos (condicdes da época), ja os TFs co-retidos na fronteira K-Pg permitiram
respostas mais rapidas e robustas a baixas temperaturas (C2H2, ERF, CBF e RAV) e evitacdo
a sombra (HD-ZIP) (WU; HAN; JIAO, 2019).

Portanto, a poliploidia permitiu adaptacGes importantes para a evolugéo de longo prazo
devido a retencdo tendenciosa de genes duplicados nos futuros individuos diploides, uma vez
que o conjunto “multicopia” de familias de genes pode conferir vantagem adaptativa aumentada
sob estresse ambiental, conferindo tolerancia mais ampla e niveis mais elevados de plasticidade
fenotipica (REN et al., 2018).

2.2 Endopoliploides

Conforme citado, a principal via de formacéo de organismos totalmente poliploides se
da por meio de erros no processo meiético originando gametas ndo reduzidos, que apés a
fecundacdo originardo individuos poliploides (ZENG et al., 2020). Os respectivos erros
meioticos se correlacionam com flutuacBes ambientais transitorias, sugerindo que a incidéncia
de poliploidia possa ser aumentada durante periodos de perturbacdo e estresse ambiental
(KREINER; KRON; HUSBAND, 2017).

Outro importante processo que resulta na duplicacdo dos conjuntos cromossémicos é a
endoreduplicacdo (BANERJEE; SINGH; SINHA, 2020a), que ocorre em células somaticas e €
resultante de uma variacéo do ciclo celular mitético que omite a divisao celular, ou seja, permite
a replicacdo dos conjuntos cromossémicos mas ndo ha segregacdo cromossomica (cromatides
irmas) tampouco citocinese (SCHOLES; PAIGE, 2015; WILDERMUTH et al., 2017).

Em contraste com a poliploidizacdo em que o genoma é duplicado por todo o organismo
e herdado de forma estavel pela prole, a endopoliploidia depende de ciclos de endoreduplicacdo
(endociclos) nos quais as células multiplicam o genoma em tipos de células especificos
(BREUER; BRAIDWOOD; SUGIMOTO, 2014). Durante essa fase, as células replicam
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repetidamente seu DNA, mas ndo ha divisdo celular, levando a duplicaces sucessivas do
genoma em uma determinada célula somética (LANG; SCHNITTGER, 2020).

Em plantas, a endoreduplicacdo € parte integrante do desenvolvimento, ela esta
tipicamente associada ao crescimento pds-mitético de 6rgaos da planta, como raizes, hipocotilo
e folhas. Também faz parte da diferenciagdo dos tricomas e de Orgdos de reserva como
endosperma de sementes e endocarpo de frutos (WILDERMUTH et al., 2017).

O endociclo ocorre predominantemente em células com grandes volumes e em células
com alta atividade metabolica, implicando que o aumento da ploidia eleva a expressdo génica
global e a producdao macromolecular para atender as altas demandas de energia (BREUER,;
BRAIDWOOD; SUGIMOTO, 2014). Além disso, a endoreduplicacdo esta emergindo como
um fator importante nas respostas das plantas ao estresse (LANG; SCHNITTGER, 2020), uma
vez que a endopoliploidia pode aumentar a plasticidade fenotipica a fatores ambientais
(RAMULA et al., 2019).

De fato, uma caracteristica marcante em células endopoliploides é o aumento do seu
volume celular (TSUKAYA, 2019a). Em frutos de tomate, por exemplo, foram observadas
correlacdes positivas entre os niveis de ploidia (que variavam de 2C até 256C) com o volume
das células e sintese proteica, sugerindo que a endoreduplicacdo estd associada a uma
organizacdao celular complexa e contribui para a homeostase carioplasmaética durante o
crescimento e desenvolvimento dos frutos (CHEVALIER et al., 2014).

Resultados similares também foram observados em caules de Cactaceae (Melocactus
glaucescens e Melocactus paucispinus), cujas 0s maiores niveis de ploidia das células do cértex
(até 32C) estavam presentes no parénquima aquifero, que é formado por células com grandes
volumes celulares, conferindo maior capacidade de armazenar de &gua, permitindo a
sobrevivéncia a ambientes aridos e sazonais (TORRES-SILVA et al., 2020).

Ja em Arabidopsis thaliana o tamanho das células guarda, células da lamina foliar,
tamanho das pétalas e sépalas, massa média de sementes e contetdos de hemicelulose e pectina
tambem se correlacionaram positivamente com os niveis de ploidia celular (CORNEILLIE et
al., 2019). Curiosamente, o volume celular de alguns tecidos pode ser aproximadamente duas
vezes maior em plantas 4C quando comparado a plantas diploides (TSUKAYA, 2019a), embora
nem sempre seja possivel estabelecer uma relacdo precisa entre a duplicacdo do genoma e a
duplicacdo do volume celular (TSUKAYA, 2019b, 2019a).

O inicio do endociclo se da pelo controle molecular dos reguladores chave do ciclo

celular (DUAN et al., 2020). O ciclo celular vegetal consiste em quatro fases distintas: uma fase
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pré-sintética de DNA com contetdo nuclear 2C, denominada fase “G1”’; uma fase “S” que
compreende a sintese de DNA, com contetido nuclear variando entre 2C e 4C; uma segunda
fase pds-sintese de DNA com um contetido nuclear 4C, denominada fase “G2”; ¢ por fim a fase
“M” ou mitose (BANERJEE; SINGH; SINHA, 2020b). Dois pontos de verificacdo (Check
Point) regulam o progresso do ciclo celular vegetal nas transi¢cdes G1/S e G2/M (VELAPPAN;
SIGNORELLI; CONSIDINE, 2017). A progressdo de fases envolve a atividade de quinases
dependentes de ciclina (CDKs) e suas subunidades regulatorias conhecidas como ciclinas
(CYCs) (Ql; ZHANG, 2020).

Na transicdo G1/S, o complexo CDKA/CYCD fosforila a proteina relacionada ao
retinoblastoma (RBR) que ativa o fator de transcricdo da fase S (E2F). E2Fs promove a
transicdo G1/S modulando a expressdo de genes envolvidos na replicacdo do DNA, progressdo
do ciclo celular e dindmica da cromatina. A regulacdo negativa da transicdo G1/S se da pelas
KRPs (proteinas relacionadas com Kip) e SIM (SIAMESE) que atuam como inibidores do
complexo CDKA/CYCD (Ql; ZHANG, 2020).

Na transicdo G2/M, CDKA e CDKB ligam-se a CYCA, CYCB ou CYCD e conduzem
as células a divisdo (fase M) por meio da fosforilacdo de varios substratos. No entanto, as
atividades de CDKA e CDKB podem ser negativamente reguladas pela quinase WEE1
(OKELLDO et al., 2016) ou degradadas via proteossomo por meio do complexo promotor de
anéafase/ciclosoma (APC/C), que em ambos 0s casos resultardo em uma parada na fase G2/M
(LIU et al., 2019; QI; ZHANG, 2020).

A mudanca do ciclo celular mit6tico para o endociclo envolve mudancas na regulagédo
e abundancia de ampla gama de CDKs, CYC e demais proteinas regulatérias (Ql; ZHANG,
2020). De fato, a degradacdo de CYCs e CDKs é um gatilho chave para a entrada do endociclo
e o complexo promotor de anafase/ciclossoma (APC/C) desempenha papel central neste
processo (BREUER; BRAIDWOOD; SUGIMOTO, 2014; WILDERMUTH et al., 2017)

As classes proeminentes de ativadores APC/C sdo as proteinas CELL CYCLE SWITCH
52 (CCS52A1 e CCS52A2) (LIU et al., 2019). Essas proteinas blogueiam o programa mitotico
e induzem o inicio do endociclo em plantas (BREUER; BRAIDWOOD; SUGIMOTO, 2014).
Devido a sua importancia regulatéria, esses ativadores proteicos sdo rigidamente controlados.
Em nivel transcricional, as expressfes de CCS52A1 e CCS52A2 sao reguladas negativamente
por RBR1, DEL1 e MED16 (SALOME, 2019; WILDERMUTH et al., 2017), ja no nivel pds-
traducional, as proteinas UV14 e OSD1 as inibem (HEYMAN et al., 2017; QI; ZHANG, 2020).



25

Outro importante fator de transcri¢do (TF) envolvido diretamente no controle de fases
do ciclo celular, endociclo e reparo de danos ao DNA é o SUPPRESSOR OF GAMMA
RESPONSE 1 (SOGL1). Esse TF se liga diretamente aos promotores dos genes que participam
na sinalizacdo de danos ao DNA (BRCAL e Rad51), genes relacionados ao ciclo celular,
incluindo genes da ciclina CYCB1 do tipo B1; 1 e inibidores de CDKs incluindo SIAMESE-
RELATED5-7 (SMR5 e SMR7) e WEE1, além de ativar ANAC044 e ANACO085 que levam a
parada na fase G2 (MAHAPATRA; ROY, 2020).

SOG1 também parece atuar como um sensor a estresses oxidativos e danos ao DNA das
plantas, induzindo respostas no ciclo celular vegetal (HENDRIX et al., 2018; LANG;
SCHNITTGER, 2020). A inducgéo do estresse oxidativo por ciprofloxacina (inibidor da cadeia
de transporte de elétrons mitocondrial), por exemplo, revelou uma sinalizacdo retrograda de
espécies reativas de oxigénio (EROs) dos plastideos para o nucleo, cuja comunicagédo foi
mediada por SOG1, que induziu aumentos na expressdo de SMR5 e SMRY7, resultando em
paradas na transicdo G2/M, endoreduplicacdo e aumentos dos niveis de ploidia nos tecidos
(DUAN et al., 2020).

Resultados semelhantes também foram encontrados em trabalhos com estresse por
cadmio (Cd), no qual a toxicidade desse metal pesado aumentou os niveis de EROs e induziu a
ativacdo de marcadores de estresse oxidativo e danos ao DNA (SOGL1), estes por sua vez,
aumentaram a expressao de inibidores de CDKs da familia SIAMESE-RELATED (SMR4-5-7),
possibilitando paradas no ciclo celular e mudancas na endoreduplicacdo dos tecidos
(HENDRIX et al., 2018).

No entanto, o controle da endoreduplicacdo parece nao estar restritas aos estresses acima
citados, uma vez que estresses luminosos (OKELLO et al., 2016), hidricos (LI et al., 2019), por
microrganismos (WILDERMUTH etal., 2017), salinos (BARKLA et al., 2018) e por herbivoria
(PAIGE, 2018) também alteraram os niveis de ploidia, via endoreplicacdo, em pelo menos um
dos tecidos da planta, evidenciando que existe sim uma intrinseca relacdo entre a
endopoliploidia e as resposta ao estresse generalizado (SCHOLES; PAIGE, 2015).

Danos oxidativos em células e tecidos vegetais ndo necessariamente sdo oriundos de
estresses ambientais, diversas técnicas e metodologias laboratoriais podem induzir estresses
oxitativos no material vegetal manuseado. A criopreservacdo de sementes € um processo que
pode resultar em estresses no respectivo material biologico. Essa técncia garante a viabilidade
do material vegetal por um longo periodo de tempo por meio do uso de temperaturas ultrabaixa
(-196° C) (MATSUMOTO, 2017). No entanto, essas condi¢des podem produzir EROs e induzir
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a estresses oxidativos nos tecidos (PRUDENTE; PAIVA, 2017). Para minimizar possiveis
efeitos estressores, solucdes crioprotetoras como o Plant Vitrification Solution 2 (PVS2) séo de
extrema relevancia, pois seus componentes constituintes atuam como reguladores osmoticos e
agentes antioxidantes mantendo a viabilidade do material vegetal por um periodo maior de
tempo (PRUDENTE et al., 2019).

Assim, é presumivel uma possivel relacdo entre a criopreservacao de sementes, estresse
oxidativo e endoreduplicacao nos tecidos. Da mesma forma que a criopreservacao de sementes
com o uso de solucdes crioprotetoras (Ex.: PVS2) seria uma possivel alternativa para minimizar
os danos oxidativos do tecido vegetal, reprimindo os estimulos oxidativos indutores de
endoreduplicagéo.

Nesse sentido, a criopreservacao de sementes de pitaya vermelha (H. costaricencise)
pode caracterizar-se como um agente estressor que promova aumentos dos niveis de ploidia
dessa cultura por meio da endoreduplicacdo. A verificacdo de quais caracteristicas fisioldgicas,
anatbmicas e de crescimento que possivelmente serdo alteradas poderd contribuir para a
elucidacéo da real importancia da endoreduplicacdo dessa cultura, da mesma forma que, caso
comprovado, as sucessivas rodadas de endoreduplicacdo (endociclo) ao longo do
desenvolvimento poderéo esclarecer como essa variante do ciclo celular se correlaciona com a
diferenciacdo tecidual e adaptacdes a estresses ambientais, carateristicas tipicas de Cactaceae
(TORRES-SILVA et al., 2020).

3 CONSIDERACOES GERAIS

As pitayas (Hylocereus spp.) vém se consolidando cada vez mais no setor de frutos
exoticos no mercado mundial. Essas Cactaceae apresentam um rapido crescimento vegetativo
mesmo em condic¢des ambientais adversas. A mixoploidia (diferentes niveis de ploidia) em seus
tecidos revela peculiar controle do ciclo celular vegetal resultando em mudancas nos padrdes
de crescimento vegetativo.

A endoreduplicacgdo esta diretamente relacionada com a mixoploidia, pois essa variante
do ciclo celular vegetal permite a duplicacdo do genoma na fase “S” e reprime seletivamente a
mitose, resultando em endopoliploidia celular. Esse processo estd intimamente associado a
diferenciacdo tecidual em algumas espécies. Em Cactaceae as sucessivas rodadas de
endoreduplicacdo (endociclos) é parte integrante do desenvolvimento das plantas, estando

associadas as especificacdes das funcdes celulares, ao controle dos padrbes de crescimento
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vegetativo e as adaptacOes a estresses ambientais. No entanto, a falta de um conhecimento
detalhado da ocorréncia temporal e espacial da endopoliploidia de espécies endoreplicantes,
como em Cactaceae, tem dificultado o estudo dos papéis fisiologicos do endociclo.

A inducdo de estresses oxidativos pode configura-se como um indutor da
endoreduplicacéo, pois a sinalizagdo oxitavitiva pode permitir desvios no ciclo celular vegetal
promovendo a endopoliploidia em determinados tecidos. A criopreservacdo de sementes é uma
técnica de conservacao que pode configurar-se como um agente promotor de estresse oxidativo
no material bioldgico, consequentemente, a hipOtese de que esta técnica de conservacao
promova estimulos para a promogdo da endoreduplicacdo é vélida e a verificacdo de quais
caracteristicas fisiologicas, morfoldgicas e de crescimento que possivelmente serdo alteradas

podera contribuir para a elucidacdo da real importancia da endoreduplicacdo nesta cultura.
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Resumo

A endoreduplicacdo € um processo pelo qual as células replicam seus genomas sem mitose,
resultando em um aumento na ploidia do DNA nuclear. Este estudo é o primeiro relato de que
estimulos oxidativos, oriundos da criopreservacdo de sementes em nitrogénio liquido,
induziram a endoreduplicacdo. Elencamos evidéncias de que a criopreservacao de sementes de
pitaya vermelha (Hylocereus costaricensis) em nitrogénio liquido por 30 e 60 dias induziu
estimulos de duplicacdo do genoma via endoreduplicacdo. Foi demonstrado que essa técnica de
conservacdo modula os niveis de peroxido de hidrogénio (H202) e enzimas antioxidantes
desencadeando estimulos oxidativos. A andlise de citometria de fluxo dos cladddios revelou
diferentes niveis de ploidia entre os tecidos (mixoplodia), e que plantulas oriundas dos maiores
tempos de criopreservacdo de sementes apresentaram porcentagens de nicleos octaploides
superiores quando comparados ao tratamento controle. A criopreservacao de sementes por 60
dias também permitiu incrementos de aproximadamente 130% na biomassa das plantulas, e isso
possivelmente estd relacionado aos aumentos dos niveis de ploidia decorrentes da
endoreduplicacdo. Foi demonstrado também que a criopreservacdo de sementes com solucdes
crioprotetoras (PVS2) aumenta a eficiéncia do metabolismo antioxidante em eliminar H203,
reprimindo a sinalizacdo oxidativa e consequentemente a endoreduplicacéo, mantendo os niveis
de ploidia e padrdes de crescimento estaveis.

Destaques

e A criopreservacdo de sementes de pitaya vermelha em nitrogénio liquido por 60 dias
induz estimulos oxidativos para promocéao da endoreduplicacao.

e O aumento dos niveis de ploidia, via endoreduplicacdo, permitiu incrementos de altura
e biomassa de plantulas cultivadas in vitro.
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e A criopreservacdo de sementes com 0 uso de solugdes crioprotetoras (PVS2) aumenta

a eficiéncia do metabolismo antioxidantes (CAT, SOD e APX) em eliminar H2Og,
reprimindo os estimulos oxidativos de inducdo da endoreduplicacao.

1 Introdugéo

Desconhecida a algumas décadas, as Pitayas (Hylocereus spp.) deixaram de ser
consideradas plantas de fundo de quintal e passaram a ocupar um importante nicho comercial
dentro do mercado de frutos exaéticos (Menezes et al., 2016). De origem das florestas tropicais
da América do Sul, Central e México, essas Cactaceae possuem alta taxa de crescimento
vegetativo e uma ampla plasticidade fenotipica a condi¢cbes ambientais adversas (Mercado-
Silva, 2018). Elas apresentam um cariétipo predominantemente diploide (Lichtenzveig et al.,
2000), contudo possuem um tipico padrdo de crescimento e desenvolvimento, pois a
mixoplodia (diferentes niveis de ploidia) em seus tecidos revela um peculiar controle do ciclo
celular vegetal (de Menezes et al., 2012; Menezes et al., 2016).

A coordenagdo integrada da divisdo, crescimento e diferenciacdo celular € um processo
altamente complexo presente no desenvolvimento de vegetais multicelulares (Velappan et al.,
2017). O fato de as plantas serem organismos sésseis permitiu a elas um desenvolvimento
refinado de respostas a estimulos externos, dentre os quais o controle dos padrdes de divisao
celular exerce efeito direto no crescimento e desenvolvimento vegetal (Carneiro et al., 2021).
Assim, a regulacdo adequada do ciclo celular é crucial para a sobrevivéncia e o
desenvolvimento da planta e deve ser um processo fortemente regulado, mas flexivel e
coordenado com precisdo (Li et al., 2019).

O ciclo celular compreende quatro fases principais: sintese de DNA (S), mitose (M) e duas
fases intermediarias (G1, G2) que servem para monitorar as condicdes intra e extracelular,
permitindo decisdes de check-point e reparo do DNA (Velappan et al., 2017). A regulacdo do
ciclo celular é orquestrada pela dindmica e abundancia de proteinas da familia de Ciclinas
(CYCs) e Quinases Dependentes de Ciclina (CDKSs), juntamente com seus respectivos
ativadores e inibidores proteicos (Banerjee et al., 2020). O progresso do ciclo celular € mediado
pela formagéo e ativacdo do complexo CYC/CDK nos pontos de checagem do ciclo celular,
G1/S e G2/M (Qi and Zhang, 2020) e a supressdo dessas proteinas podem levar a desvios no
ciclo celular (Wildermuth et al., 2017).

A endoreduplicacdo representa uma variante do ciclo celular mitético durante o qual as
células replicam seu DNA sem mitose e/ou citocinese, resultando em aumento do nivel de
ploidia das células (Bhosale et al., 2019). O desvio do ciclo celular e entrada no endociclo
(ciclos de duplicacdo de DNA via endoreduplicacédo) envolve a supressdo da fase M por meio
da degradacéo ou inibi¢do do complexo CYC/CDK no check-point G2/M (Breuer et al., 2014).
A endoreduplicagéo é parte integrante do desenvolvimento vegetal, pois estd frequentemente
associada ao crescimento e diferenciagdo celular em plantas (Wang et al., 2020; Nowicka et al.,
2021), alem disso acredita-se endopoliploidia desempenhe papéis significativos na fisiologia e
no desenvolvimento por meio de efeitos celulares, metabdlicos e genéticos (Scholes and Paige,
2015).

Novas abordagens vém trazendo evidéncias de que a endoreduplicacdo seja um fator
importante nas respostas generalizadas das plantas ao estresse (Scholes and Paige, 2015; Lang
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and Schnittger, 2020), uma vez que a endopoliploidia pode aumentar a plasticidade fenotipica
a fatores ambientais (Ramula et al., 2019). Em linha com essa expectativa, um namero crescente
de estudos vem mostrando uma maior toleréncia de plantas endopoliploides a diferentes
estresses ambientais (Scholes et al., 2017; Bhosale et al., 2018, 2019; Tian et al., 2019; Wei et
al., 2019). Analises de expressdo génica diferencial de plantas endopoliploides mostraram que
aduplicacdo do genoma, via endoreduplicacao, permitiu maior expressdo de genes relacionados
ao estresse, respostas hormonais e modificacdes na parede celular, isso sugere que a
endoreduplicacdo € ainda mais integrada nas vias de resposta ao estresse do que se imagina
(Wos et al., 2022).

Conforme citado, a entrada no endociclo é dependente da dindmica e abundancia de CYCs
e CDKs natransicdo G2/M (Breuer et al., 2014), e a regulacdo (transcricional e pos-traducional)
dessas proteinas pode ser modulada por estimulos ambientais (Carneiro et al., 2021). De fato,
a inducdo de estresses ambientais pode desencadear sinalizagdes que alteraram a dindmica
desses reguladores (CYCs e CDKSs) promovendo a endoreduplicacdo (Wildermuth et al., 2017;
Barklaetal., 2018; Hendrix et al., 2018; Li et al., 2019). A promogé&o da endoreduplica¢do pode
estar relacionada com a sinalizacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), uma vez a
percepcéo de sinais oxidativos por fatores de transcrigdo (SOG1, por exemplo) pode modular o
ciclo celular, endoreduplicacdo e danos no DNA (Duan et al., 2020; Hendrix et al., 2020;
Mahapatra and Roy, 2020).

A criopreservacao de recursos genéticos de plantas visa garantir o armazenamento a longo
prazo de material vegetal vidvel e geneticamente estavel a uma temperatura ultrabaixa usando
nitrogénio liquido (Zamecnik et al., 2021). Contudo, essa técnica pode promover fatores de
estresse como desidratacdo, congelamento e desregulacdo osmotica que podem induzir a
producdo de EROs e consequentemente danos oxidativos em biomoléculas (Prudente and
Paiva, 2017). Para minimizar possiveis efeitos estressores, solugcdes crioprotetoras como o
Plant Vitrification Solution 2 (Sakai et al., 1990) sdo de extrema relevancia, pois seus
componentes constituintes atuam como reguladores osméticos e agentes antioxidantes
mantendo a viabilidade do material vegetal por um periodo maior de tempo (Prudente et al.,
2019). Deste modo, a hipotese desse estudo € que a criopreservacdo de sementes de Pitaya
vermelha (Hylocereus costaricensis F.A.C.Weber) induza sinalizacdo oxidativa para promogéo
da endoreduplicacdo e o uso da solugdo crioprotetora Plant Vitrification Solution 2 (PVS2)
reprima os referidos estimulos.

2 Material e métodos
2.1 Coleta e beneficiamento de sementes

Frutos completamente maduros de pitaya vermelha (Hylocereus costaricensis), oriundos de
pomares de producdo do Setor de Fruticultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
foram despolpados para obtencdo das sementes. Apos a retirada da mucilagem, as sementes
foram submetidas a secagem em papel toalha sob temperatura ambiente por 15 dias, para
posterior armazenamento em geladeira (4°C) até realizacio do experimento.

2.2 Criopreservacgdo de sementes

Experimento 1: Sementes sem solucdo crioprotetora foram acondicionadas em criotubos
e, em seguida, imersas em nitrogénio liquido (NL). Os tratamentos eram compostos por



120
121
122
123
124
125
126

127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137

138
139
140

141

142
143
144
145
146

147
148
149
150
151
152
153

154
155

156
157
158
159
160

Estimulos oxidativos em sementes induzem a endoreduplicacdo em plantulas de pitaya vermelha
(Hylocereus costaricensis F.A.C.Weber)

37
diferentes tempos de criopreservacdo em NL (0, 1, 30 e 60 dias). Imediatamente apds a
criopreservacao, os criotubos foram reaquecidos em banho-maria a 40°C por dois minutos
(incluindo o tratamento testemunha, tempo O de criopreservac¢ao). Uma parte das amostras foi
destinada a analise bioquimica enquanto a outra metade foi desinfestada e inoculada no meio
de cultura MS (Murashige and Skoog, 1962). O delineamento foi inteiramente casualizado
(DIC), constituido por quatro tratamentos e cinco repeticdes. Foi realizada repeticdo do
experimento para validagéo dos resultados.

Experimento 2: Um experimento inicial foi desenhado para determinacéo do melhor tempo
de exposicdo a solugcdo PVS2 (Sakai et al., 1990). Sementes de pitaya foram colocadas em
criotubos contendo 2 mL de PVS2 a 0°C por diferentes tempos de exposicao a solucédo (0, 15,
30 e 60 minutos), para posterior imersdo em NL (+NL) por 240 minutos. O reaquecimento das
sementes criopreservadas foi realizado transferindo os criotubos para banho-maria a 40°C por
dois minutos. Em seguida, o PVS2 foi removido e as sementes foram enxaguadas trés vezes em
agua estéril. Os tratamentos controle (sem mergulho NL, -NL) consistiu na transferéncia do
material crioprotegido com PVS2, mas ndo exposto ao NL, para um banho-maria a 40°C por
dois minutos seguido de enxague em agua destilada. O delineamento foi em DIC, com quatro
tempos de exposi¢do ao PVS2 combinados com duas condicGes de exposicdo ao NL (+NL e —
NL), cada tratamento era constituido por cinco repeticoes.

Experimento 3: Determinado o melhor tempo de exposicdo a solugdo crioprotetora
(experimento 2), procedeu-se a criopreservacdo (com PVS2) por diferentes tempos (0, 1, 30 e
60 dias) em NL, conforme metodologia descrita no experimento 1.

2.3 Germinacdo in vitro de sementes criopreservadas

Apds exposicdo ao nitrogénio liquido e retorno do crescimento, as sementes foram
desinfestadas primeiramente em &lcool 70% por 60 segundos e posteriormente imersas em
solucdo de 1% (v/v) de hipoclorito de sodio comercial e Tween 20 (duas gotas) por 20 minutos
(Lopes et al., 2017), em seguida, sob camara de fluxo laminar, lavadas com &gua destilada
estéril, para posterior inoculacdo ao meio de cultura.

O meio MS (Murashige and Skoog, 1962) foi acrescido de 10 mg L de mio-inositol, 30 g
Lt de sacarose e 7 g L™* de agar. O pH foi ajustado para 5,8 + 0,1 e a esterilizacao foi realizada
em autoclave a 121°C e pressdo de 1,05 kg cm~2 por 20 minutos. As sementes inoculadas em
tubos de ensaio, contendo 10 ml de meio de cultura, foram transferidas para sala de crescimento
(temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de 36 pmol de fotons m™
s 1) onde permaneceram por 70 (experimentos 1 e 3) ou 150 dias (experimento 2). Foram
avaliadas a porcentagem de germinacéo, altura e massa fresca (MF) de plantulas.

2.4 Atividade das enzimas antioxidantes, quantificacdo de peroxido de hidrogénio e
peroxidacéo lipidica

Ap0s a retomada do crescimento, cinco repeticdes de 0,1 g de sementes criopreservadas dos
experimentos 1 e 3 foram maceradas em NL com PVPP (Polivinilpolipirolidona) insolavel. As
amostras maceradas foram acrescidas de 1,5 mL do tampdo de extragdo composto de fosfato de
potassio 400 mM (pH 7,8), EDTA 10 mM e &cido ascorbico 200 mM. O homogeneizado foi
centrifugado a 13.000 g por 10 min a 4 °C e o sobrenadante coletado foi utilizado para
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quantificacdo das atividades da superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX).

A atividade da SOD foi estimada pela capacidade da enzima em inibir a fotorredugdo do
azul de nitrotetrazélio (NBT) (Giannopolitis and Ries, 1977). As leituras foram realizadas a 560
nm. Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a
fotorreducdo do NBT nas condicGes de ensaio. A atividade da CAT foi determinada conforme
Havir and Mchale, (1987). A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na
absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de
peréxido de hidrogénio. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi de 36 mM™ cm™. A
atividade da APX foi determinada segundo Nakaro and Asada, (1981), por meio do
monitoramento da taxa de oxidag&o do ascorbato a 290 nm e o coeficiente de extingdo molar
utilizado sera de 2,8 mM* cm-.

O peroxido de hidrogénio (H20.) foi quantificado a partir de 100 mg de sementes maceradas
em NL, homogeneizados em 5 mL de TCA e centrifugados a 12.000 g por 15 minutos, a 4°C.
Foi medida a absorbancia a 390 nm em um meio de reacdo, contendo tampao fosfato de potassio
100 mM, pH 7,0 e 1 mL de iodeto de potassio (Velikova et al., 2000).

A peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies reativas ao
acido tiobarbitarico (TBA), conforme descrito por Buege and Aust, (1978). 100 mg de sementes
foram macerados em NL acrescido de 20% de PVPP (m/v) e homogeneizados em acido
tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, por 10
minutos. Aliquotas de 250uL do sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacdo (0,5%
(m/v) de acido tiobarbitarico (TBA) e 10% (m/v) de TCA), incubando-se, em seguida, a 95°C,
por 30 minutos.

A paralisacdo da reacdo aconteceu por resfriamento rapido em gelo e as leituras foram
determinadas em espectrofotdmetro, a 535 nm e 600 nm. O TBA formou complexos de cor
avermelhada, com aldeidos de baixa massa molecular, como o malondialdeido (MDA), produto
secundario do processo de peroxidacdo. A concentracdo do complexo MDA/TBA foi calculada
pela seguinte equacdo: [MDA] = (A535 — A600) / (€. b), em que: & (coeficiente de extingdo =
1,56 x 10° cm™); b (comprimento 6tico = 1). A peroxidacéo foi expressa em pumol de MDA g
! de matéria fresca (MF).

2.5 Quantificacdo de DNA e determinacédo dos niveis de ploidia

Os niveis de ploidia e conteddo de DNA foram determinados por citometria de fluxo.
Aproximadamente 50 mg de material fresco (cladddios e raizes de pitaya vermelha cultivadas
in vitro por 70 dias dos experimentos 1 e 3) foram picados com uma lamina de bisturi
descartavel de aco em 1 ml de tamp&o Marie para liberar os nucleos. Os tecidos previamente
macerados foram filtrados atraves de uma malha de nylon de 50 uM e recolhidos num tubo de
polietileno. O filtrado foi corado com 25 pl de solucéo de iodeto de propidio (1 mg ml; Sigma-
Aldrich). Pelo menos 5.000 nucleos foram analisados em cada amostra. Cinco amostras
vegetais de cada tratamento foram utilizadas para determinagdo das médias de contetdo de
DNA. O padréo de referéncia interno usado foi Vicia faba (26,90 pg de DNA).

Os dados foram adquiridos em um instrumento FacsCalibur 4 cores (Becton Dickinson) no
Departamento de Agricultura da UFLA e, em seguida, plotados e analisados no programa Cell
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Quest. O contetldo de DNA nuclear (pg) foi estimado equacao proposta por DoleZel and Bartos,
2005.

2.6 Anatomia vegetal

Para andlise histoldgica, cinco cladddios de cada tratamento (experimento 1) cultivados in
vitro por 70 dias (n=20) foram amostrados na regido do ter¢co medio e fixados em alcool 70%.
Foi realizada desidratacdo em série crescente de alcool (80%, 90% e alcool P.A)),
permanecendo por duas horas sob vacuo em cada concentragdo. Em seguida, foram submetidos
a uma mistura de alcool e Historesina® hidroxi-etilmetacrilato (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha) ativada (1:1) sob vacuo por 2 horas e transferidas para inclusdao overnight do
material em historresina ativada pura. O emblocamento foi realizado em historresina com
Hardener.

As amostras emblocadas foram seccionadas em microtomo manual, sendo obtidos cortes
transversais com espessura de 5 um. Os fragmentos foram corados com solucdo de azul de
toluidina 0,5% (Johansen, 1940) e montados em laminas com glicerol 50% (vv1). As laminas
foram analisadas e fotografadas com o auxilio de microscopio Optico com camera acoplada
LEICA ICC50 W® (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). As imagens digitais foram
analisadas no software ImageJ, calibrado com réguas microscépicas fotografadas na mesma
configuracdo das imagens obtidas do material onde os parametros quantitativos (area total do
cladddio e densidade de células do cértex) foram avaliados.

2.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk e submetidos a
analise de variancia e quando significativo as medias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de significancia (p<0,05). Todos esses procedimentos foram realizados com auxilio do
sofware Sisvar 5.0 (FERREIRA, 2014).

3. Resultados
3.1 Criopreservacao de sementes de pitaya vermelha

Os percentuais de germinacdo de sementes entre os tratamentos (experimento 1) foram
elevados (média de 91%) e ndo diferiram estatisticamente entre si (Figura 1A). A altura de
plantulas diferiu estatisticamente (p<0,05) entre os tratamentos (Figura 1B), a criopreservacao
de sementes por 60 dias em NL exibiu maiores médias e possibilitou incremento de 1,5 cm de
altura (28,75%) quando comparado ao tratamento sem criopreservacgao (5,21 cm). Semelhante
aos dados de altura, as maiores médias de massa fresca também foram observadas no tratamento
na criopreservagao por 60 dias (Figura 1C), vale ressaltar que neste tratamento o incremento de
biomassa mais que dobrou (134,77%) quando comparado ao tratamento testemunha (0,248 g).
Todos os dados foram validados por meio da repeticdo do experimento 1.
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Figura 1. Percentual de germinacdo de sementes (A), altura de plantulas (B) e massa fresca (C)
em funcdo dos diferentes tempos de criopreservacdo de sementes de pitaya vermelha em
nitrogénio liquido (experimento 1). As barras de erro representam o desvio padrdo. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Aos 70 dias de cultivo as delimitagBes dos tecidos constituintes do cortex (parénquima
aquifero e periderme) ndo eram evidentes. Células com grandes volumes (caracteristica do
parénquima aquifero) e células clorofilianas (caracteristica da periderme) foram observadas em
todas as regibes topograficas do cortex (Figura 2A). A analise quantitativa dos cortes
transversais dos cladddios revelou que plantulas oriundas da criopreservacdo por 60 dias
apresentaram maior area total (Figura 2B) quando comparado aos demais tratamentos (p<0,05).
A densidade de células do cortex ndo diferiu entre os tratamentos (Figura 2C), logo as areas
médias das células entre os tratamentos sdo equivalentes.
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Figura 2. Corte transversal de um cladodio de pitaya vermelha (A), area total do cladddio (B)
e densidade de células do cortex (C) em funcdo dos diferentes tempos de criopreservacdo de
sementes de pitaya vermelha em nitrogénio liquido (experimento 1). As barras de erro
representam o desvio padrdo. Barra de escala corresponde a 120 um. Setas vermelhas em (A)
indicam células grandes com cloroplastos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05).

As andlises de citometria de fluxo revelam niveis de ploidia distintos entre os tratamentos
(Figura 3). Todas as amostras de cladddios de pitaya in vitro exibiram mixoploidia (diferentes
niveis de ploidia em um mesmo 6rgdo). Plantulas provenientes dos tempos de criopreservacdo
0 e 01 dias (Figura 3A e 3B) apresentaram trés picos de ploidia, nacleos 2C, 4C e 8C nas
amostras analisadas (cladddios). Ja as amostras dos tempos 30 e 60 dias (Figura 3C e 3D)
exibiram acréscimo de um quarto pico (16C). Ndo foram obtidas leituras das amostras
radiculares.
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Figura 3. Histogramas representativos de analise de citometria de fluxo em cladddios de pitaya
vermelha cultivados in vitro (experimento 1). (A) Controle negativo (criopreservacao tempo 0).
(B) Criopreservacdo de sementes por 01 dia. (C) Criopreservacdo de sementes por 30 dias. (D)
Criopreservacdo de sementes por 60 dias.

A porcentagem de nucleos em cada nivel de ploidia também se mostrou distinta entre os
tratamentos (Tabela 01). Na criopreservacao por 0 e 01 dias, 23,89 e 25,7% dos nucleos exibiam
ploidia 2C, 45,11% e 42,67% ploidia 4C e 31% e 31,63% dos nlcleos apresentavam 0itos
conjuntos cromossémicos (8C), respectivamente. Esses resultados revelam que 69 e 68,37%
dos nucleos apresentavam ploidia de até 4C nas pléantulas provenientes dos tempos de
criopreservacdo por 0 e 01 dias e apenas 31 e 31,63% dos nucleos eram octaploides,
respectivamente. Nos tempos 30 e 60 dias, 16,74 e 16,45% dos nucleos eram diploides (2C),
33,87 e 32,95% tetraploides (4C), 36,92 e 38,07% octaploides (8C) e 12,47% e 12,53%
exibiram ploidia 16C, respectivamente. A baixa porcentagem dos nucleos em 16C sugere que,
possivelmente, este quarto pico seja o estagio G2 dos nucleos 8C (nucleos que duplicaram seus
contetidos de DNA para futura divisdo celular, mitose). Portanto, 49,39% e 50,6% dos nucleos
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eram octaploides (8C) nos tempos de 30 e 60 dias de criopreservagéo, respectivamente, valores
estes superiores aos encontrados nos demais tratamentos (31% e 31,63%).

Tabela 01. Contetudo de DNA e porcentagem de nucleos em cada nivel de ploidia de cladédios
de pitaya oriundos da criopreservacdo de sementes.

- Tempo gle _ Variaveis Ploidia
criopreservacao (dias) 2C 4C 8C 16C
0 Conteudo DNA (pg) 5,81 11,42 22,90 0
Ndcleos (%) 2389a 4511a 2750b 350b
01 Contedo DNA (pg) 5,93 11,76 23,51 0

Nucleos (%) 25,70a 4267a 2921b 242b
Contetido DNA (pg) 5,61 11,18 2241 4423

Nucleos (%) 16,74b 33,87b 3692a 1247a
Contetido DNA (pg) 5,23 10,38 20,14 42,96

Nucleos (%) 16,45b 32,95b 38,07a 1253a

Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05); pg: picograma.

30

60

O conteudo de DNA variou entre 5,23 a 8,81 pg em 2C, 10,38 a 11,76 pg em 4C, 20,14 a
23,51 pg em 8C e 42,96 a 44,23 pg em 16C, ndo foram observados picos de ploidia 16C nas
amostras oriundas dos tempos de criopreservacao de 0 e 01 dias (Tabela 1). Conforme esperado,
as quantidades de DNA dobraram de valores a cada nivel de ploidia. Os valores de coeficientes
de variacdo (CV) foram baixos (menores que 3,5) em todas as amostras analisadas.

3.2 Criopreservacao de sementes de pitaya com PVS2

A criopreservacdo de materiais bioldgicos utilizando PVS2 requer o estabelecimento de
protocolos de tempos de exposicdo as solugdes protetoras. Diferentes tempos de PVS foram
propostos (0, 15, 30 e 60 minutos) combinados com a presenca e auséncia da exposi¢do ao
nitrogénio liquido (+NL e —NL) no experimento 2. A germinacao de sementes ndo diferiu entre
os tempos de PVS2 e exposicdo ao NL (Figura 4A). Aos 150 dias, as médias de altura de
plantulas foram significativamente maiores quando as sementes foram submetidas a
criopreservacao (+NL), no entanto, ndo diferiram entre os tempos de PVS2 (Figura 4B). Nos
tratamentos —NL, os tempos de 30 e 60 min de PVS2 apresentaram maiores médias de altura.
Resultados similares foram observados com a massa fresca, cujos tratamentos +NL exibiram
maiores valores de biomassa vegetal (Figura 4C). No entanto, as médias diferiram entre os
tempos de exposicdo ao PVS2, onde os tempos de 15 e 30 min exibiram maiores valores.
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Figura 4. Percentual de germinacdo de sementes (A), altura de plantulas (B) e massa fresca (C)
em funcdo do tempo de exposicdo ao PVS2 com e sem exposi¢do ao nitrogénio liquido
(experimento 2). Percentual de germinacdo de sementes (D), altura de plantulas (E) e massa
fresca (F) em funcéo de diferentes tempos de criopreservagdo com PVS2 (experimento 3). As
barras de erro representam o desvio padrdo. Barras seguidas das mesmas letras ndo diferem
pelo teste de Tukey (p<0,05), letras mailsculas referem-se aos tempos de exposicao ao PVS2
e letras mindsculas a exposicéo ao nitrogénio liquido em (A), (B) e (C).
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Foi adotado o tempo de 30 minutos de exposicdo ao PVS2 e procedeu-se entdo a
criopreservacao por 0, 1, 30 e 60 dias em NL (experimento 3). A taxa de germinacdo de
sementes (Figura 4D) foi maior na criopreservacdo por 30 dias (84%) e menor na
criopreservacao por 01 dia (64%), o tratamento controle apresentou 80% de germinagédo. A
altura de plantulas, aos 70 dias, foi maior em todos os tratamentos +NL (01, 30 e 60 dias) e
menor no tratamento controle (Figura 4E). A massa fresca também foi maior nos tratamentos
+NL, mas néo diferiram entre si (Figura 4F). As médias de altura e massa fresca de sementes
ndo criopreservadas (-NL) com PVS2 foram estatisticamente inferiores, logo o uso do PVS2
sem NL compromete o crescimento e desenvolvimento de pléntulas. Vale ressaltar que embora
as meédias de altura e massa fresca de plantulas oriundas da criopreservacdo (+NL) com PVS2
sejam maiores (Figura 4E e 4F), ainda assim, sdo menores quando comparadas aos valores de
altura e massa fresca (6,71 cm e 0,58 g, respectivamente) de sementes criopreservadas por 60
dias em NL sem solugdes crioprotetoras (Figura 1B e 1C).

A andlise dos histogramas revela que todos os tratamentos com PVS2 (experimento 2)
exibiram niveis de ploidia semelhantes (2C, 4C, 8C e 16C), ndo diferindo entre si (Figura 5). A
porcentagem de nucleos em cada nivel de ploidia (Tabela 2) foi similar em todos os tratamentos
(p>0,05). Os tempos de criopreservacédo 0, 01, 30 e 60 dias apresentaram 20,46; 24,14; 18,05 e
19,09% dos nucleos em 2C, 43,47; 38,92; 39,79 e 37,25% em 4C e 34,46; 32,6; 38,95 e 37,08%
em 8C, respectivamente. O quarto pico (16C) exibiu porcentagens de nucleos distintos entres
os tratamentos (p<0,05), contudo seus valores foram inferiores a 6,5% (1,61; 4,34; 3,21 e
6,48%, respectivamente) o que configura estagio G2 de nudcleos octaploides. Em todos os
tratamentos a maioria dos nucleos apresentavam ploidia de até 4C (63,93; 66,06; 57,84 e
56,44%, respectivamente), valores similares aos encontrados nos tempos de criopreservacao 0
e 01 dias de sementes criopreservadas sem PVS2 (69% e 68,37%, experimento 1). Esses
conjuntos de dados revelam que a adicdo de substancias crioprotetoras (PVS2) durante a
criopreservacao de sementes de pitaya mantém os niveis de ploidia das plantulas estaveis.
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Figura 5. Histogramas representativos de analise de citometria de fluxo em cladodios de pitaya
vermelha cultivados in vitro. (A) Controle negativo com PVS2 (criopreservagédo tempo 0). (B)
Criopreservacdo de sementes com PVS2 por 01 dia. (C) Criopreservacdo de sementes com
PVS2 por 30 dias. (D) Criopreservacdo de sementes com PVS2 por 60 dias.

Tabela 02. Contetido de DNA e porcentagem de nucleos em cada nivel de ploidia de cladédios
de pitaya oriundos da criopreservacdo de sementes com PVS2,

. Tempo ge . Variaveis Ploidia
criopreservacao (dias) 2C 4C 8C 16C
0 Contedo de DNA (pg) 5,65 11,17 22,03 43,19
Nucleos (%) 20,46 4347 34,46™ < 161b
01 Contedo de DNA (pg) 5,85 11,49 22,74 45,01
Nucleos (%) 24,14 38,92™  32,6™ 4,34b
30 Contetido de DNA (pg) 5,87 11,44 22,33 43,67
Nucleos (%) 18,05" 39,79™ 38,95™  3,2lab

60 Contetdo de DNA (pg) 580 11,26 22,00 43,18
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Nucleos (%) 19,19" 37,25™  37,08"™ 6,48a

*médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). "= ndo significativo a 0,05 de significancia.

As médias de conteudo de DNA variaram de 5,65 a 5,87 pg no pico 2C, 11,17 a 11,49 pg
em 4C, 22,00 a 22,74 pg em 8C e de 43,19 a 45,01 pg em 16C (Tabela 2). Os valores dos
coeficientes de variacdo foram menores que 3,1.

3.3. Anélise bioquimica das sementes

A analise de variancia dos niveis de H202 de sementes de pitaya criopreservadas revelou
que todas as fontes de variacao (solucGes crioprotetoras, tempo de criopreservagéo e interagao
entre os fatores) foram significativas (p<0,05). De modo geral, os tratamentos com PVS2
permitiram a reducao dos niveis de H.O> (Figura 6A). Quanto ao tempo de criopreservacao, a
dindmica dos niveis de H>O, se mostrou distinta, uma vez que nos tratamentos sem PVS2 os
niveis dessa espécie reativa de oxigénio aumentaram com tempo de exposi¢do ao NL. Ja as
sementes criopreservadas com PVS2 mantiveram seus niveis similares nos tempos de 0 e 1 dias
de criopreservacdo e reduziram de forma significativa nos tempos 30 e 60 dias, quando
comparadas aos tratamentos sem PVS2.
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Figura 6. Niveis de H.O, (A), malondialdeido (B), atividade enzimatica da Superdxido
Desmutase (C), atividade enzimatica da Ascorbato Peroxidase (D) e atividade enzimética da
Catalase (E) de diferentes tratamentos compostos pela combinacdo de tempos de
criopreservacao de sementes de pitaya vermelha em nitrogénio liquido com a exposicdo a
solucdes crioprotetoras (PVS2). As barras de erro representam o desvio padrao. Barras seguidas
das mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05), letras maiusculas referem-se aos
tempos de exposicao de criopreservacao e letras minusculas a exposicdo ao PVS2.

A influéncia do PVVS2 também foi significativa nos niveis de MDA (Figura 6B). O uso dessa
solucdo crioprotetora resultou em aumentos significativos de peroxidacdo lipidica,
principalmente nos tempos 0 e 1 dia. Os niveis de MDA foram baixos e ndo diferiram entre si
nos tratamentos sem PVS2. Portanto, o aumento da peroxidacdo lipidica esta mais relacionado
a exposicao da solucéo crioprotetora (PVS2 por 30 min) do que ao tempo de criopreservagao
em NL (0, 1, 30 e 60 dias) propriamente dito.

A atividade enziméatica da SOD demonstrou estar mais correlacionada com os tempos de
criopreservacao do que com o uso de substancias crioprotetoras (Figura 6C). A atividade dessa
enzima foi menor no tempo 0 e maior nos tratamentos +NL sem PVS2. Ja com o uso solucdes
crioprotetoras, os tempos 0 e 60 dias apresentaram maiores médias. Nao foi observada uma
relagdo direta de aumento ou reducéo da atividade da SOD nos tratamentos com PVS2, pois no
tempo O o tratamento com essa solucdo crioprotetora apresentou maior atividade quando
comparado ao tratamento sem PVS2, ja a criopreservacao por 1 dia ocorreu o inverso. Nos
tempos 30 e 60 dias ndo houve diferencas estatisticas.

A enzima APX demonstrou aumentar sua atividade com o tempo de criopreservacao (Figura
6D). A criopreservacao por 30 e 60 dias permitiu maiores niveis de atividade dessa enzima.
Exceto na criopreservacdo por 1 dia, a atividade da APX foi superior em todos os tratamentos
com PVS2. A atividade enzimatica da CAT ndo diferiu entre os tempos de criopreservagdo sem
PVS2 (Figura 6E), mas de modo similar a APX, o uso da solucdo crioprotetora permitiu
aumentos na atividade dessa enzima, principalmente nos tempos de 30 e 60 dias. Esses
resultados revelam um possivel efeito indutor de enzimas antioxidantes durante a
criopreservacao de sementes de pitaya por meio do PVS2.

4.Discussao
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A manutencdo de altas taxas germinativas e os significativos incrementos em altura e massa
fresca (Figura 1A, 1B e 1C) revelam que a criopreservacao de sementes de pitaya vermelha por
60 dias em NL induz estimulos de crescimento vegetal nas plantulas. As anélises de citometria
de fluxo evidenciaram que a criopreservacdo de sementes por 30 e 60 dias permitiu o
acrescimento de um pico de ploidia (16C, Figura 3C e 3D) e aumentos na proporc¢éo de nucleos
octaploides nas plantulas (Tabela 01). Estes dados sugerem que os incrementos em altura e
biomassa vegetal sejam resultantes do aumento dos niveis de ploidia no tempo de
criopreservacao de 60 dias. Diversos estudos ratificam a tese de que o aumento dos niveis de
ploidia estd diretamente correlacionado com incrementos na biomassa vegetal e tolerancia a
estresse ambientais (Scholes et al., 2017; Liu et al., 2019; Tian et al., 2019; Wei et al., 2019;
Wos et al., 2022).

A endoreduplicacdo é um processo de desenvolvimento generalizado definido como uma
duplicacdo do genoma nuclear sem mitose que resulta na duplicacdo do numero de
cromossomos a cada ciclo (Wildermuth et al., 2017). Vérios papéis tém sido propostos para
endoreduplicacdo, como compensagdo por um pequeno tamanho de genoma, aspectos de
crescimento e desenvolvimento vegetal, formacéo de estruturas celulares especificas e resposta
ao estresse (Breuer et al., 2014; Lang and Schnittger, 2020; Wos et al., 2022). Este processo
(endoreduplicacdo) € parte integrante do desenvolvimento vegetal de algumas espécies, pois o
aumento do contetldo de DNA permite o aprimoramento da expressdo génica global resultando
em mudancas nos fendtipos no &mbito celular, metabdlico, anatbmico e genético (Scholes and
Paige, 2015; Paige, 2018).

Nesse contexto, possivelmente a endoreduplicacdo intermediou tanto o aumento dos niveis
de ploidia quanto os incrementos de biomassa vegetal na criopreservacdo de sementes por 60
dias. Muito embora a exposicdo de sementes ao NL por 30 dias também tenha induzido o
surgimento de nucleos 16C, este tratamento ndo induziu estimulos de crescimento vegetal. Lang
and Schittger, 2020 citam que ndo necessariamente a endoreduplicacdo ird induzir promocao
de crescimento vegetal, mas provavelmente ird suportar maior tolerancia a estresses ambientais,
principalmente em decorréncia da alteragdo da expressdo génica e modificacdes da parede
celular. Além disso, o contraste nos fendtipos entre os tempos de 30 e 60 dias em NL evidencia
uma especificidade de estimulos em cada tempo de criopreservacao, resultando em respostas
distintas no crescimento vegetal.

AlteragBes na parede celular e expanséo celular sdo caracteristicas marcantes em células
que presenciaram duplicacdo do seu genoma (Corneillie et al., 2019; Tsukaya, 2019a). De modo
geral, 0 aumento dos niveis de ploidia esta correlacionado positivamente com o aumento do
volume celular, embora nem sempre seja possivel estabelecer uma relagcdo precisa entre a
duplicacdo do genoma e a duplicagédo do volume celular (Tsukaya, 2019a, 2019b). No presente
estudo, o tempo de criopreservacdo de 60 dias apresentou maior area total nos cortes
transversais dos cladodios (Figura 2B), contudo a densidade de células no cortex nao diferiu
entre os tratamentos (Figura 2C), logo as médias de area celular sdo estatisticamente similares.
Isso é explicado pelo fato de os cladodios de Cactaceae serem mixoploides (Torres-Silva et al.,
2020), e apesar dos maiores tempos de criopreservacdo (30 e 60 dias) apresentem maior
proporcdo de células octaploides, as porcentagens de nucleos 2C e 4C ainda séo bastante
expressivas, 0 que pode ter contribuido para a manutencéo das médias de densidade de células.
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Outro processo de desenvolvimento vegetal associado a endoreduplicacéo é a diferenciacao
celular (Wang et al., 2020). Alguns tipos de células vegetais altamente especializadas, como
células do pavimento epidérmico, tricomas, endocarpo e endosperma sao dependentes de ciclos
de endoreduplicacdo (endociclo) para a diferenciacao celular (Chevalier et al., 2014; Del Prete
et al., 2019; Wang et al., 2020; Nowicka et al., 2021). Em Cactaceae nao é diferente, pois a
regido cortical dos claddédios é compreendida pelo parénquima aquifero e periderme, e analises
de citometria fluxo de duas espécies de Melocactus mostraram que essas regifes apresentam
niveis de ploidias distintos, sendo, portanto, um traco de desenvolvimento pelo qual a
endoreduplicacdo promove a diferenciacéo celular visando a otimizag¢do do armazenamento de
agua e fotossintese (Torres-Silva et al., 2020). Aos 70 dias de cultivo in vitro no presente estudo,
ndo foi possivel observar uma diferenciacdo clara dos tecidos (parénquima aquifero e
periderme) do cértex (Figura 2A), o que traz inferéncias de futuras rodadas de duplicacdo do
genoma (endociclo) para a diferenciagéo dos tecidos.

A criopreservacao de recursos genéticos de plantas visa garantir o armazenamento a longo
prazo de material vegetal vidvel e geneticamente estavel a uma temperatura ultrabaixa usando
nitrogénio liquido (Zamecnik et al., 2021). Do ponto de vista conceitual, 0 aumento dos niveis
de ploidia de um material vegetal apds a criopreservacao é incoerente do ponto de vista de
conversacao da integridade genética do material criopreservado. Assim, a hipotese proposta é
que a adogdo de solucBes crioprotetoras minimize os estimulos de endoreduplicacgdo,
preservando a manutencdo da integridade e conteldo genético. As médias de germinacao
(Figura 4A), altura de plantulas (Figura 4B) e massa fresca (Figura 4C) mostram que 0s tempos
de 15 e 30 minutos de exposi¢do ao PVS2 sdo os mais adequados para criopreservacao de
sementes de pitaya em NL (Experimento 2).

Foi adotado o tempo de 30 minutos de exposi¢do ao PVVS2 e procedeu-se a criopreservagdo
por 0, 1, 30 e 60 dias em NL (experimento 3). Apo6s 70 dias de cultivo, os valores de massa
fresca (Figura 4F) das plantulas oriundas da criopreservagédo de sementes (01, 30 e 60 dias em
NL) foram similares as médias de sementes ndo criopreservadas sem PVS2 (Figura 1C), os
valores de germinac&o e altura (Figura 4D e 4E) tambeém confirmam a viabilidade dessa técnica
de conversacao. As analises de citometria de fluxo (Tabela 02) revelaram que as porcentagens
de nucleos 2C, 4C e 8C foram similares aos valores de sementes ndo criopreservadas em NL
sem PVS2 (Tabela 01). Portanto, o uso de PVS2 manteve o0s niveis de ploidia e padrbes de
crescimento estaveis de plantulas de pitaya oriundas da criopreservacdo de sementes em NL.

O PVS2 é uma solucdo crioprotetora que se mostra bastante eficaz na prote¢do de uma gama
de explantes (Das et al., 2021; Normah and Sulong and Reed, 2019; Whelehan et al., 2022),
pois quando determinados os tempos ideais de exposicdo a essa solugdo, seus componentes
constituintes (glicerol, etilenoglicol, dimetilsulféxido e sacarose) podem atuar como agentes
antioxidantes e osmoprotetores permitindo a manutencéao da viabilidade do material vegetal por
longos periodos em temperatura ultrabaixas (Whelehan et al., 2022). Em embrides zigoticos de
Passiflora ligularis, por exemplo, o uso do PVS2 por 60 minutos permitiu aumentos nos niveis
de prolina e atividade de enzimas antioxidantes (CAT, SOD e APX) resultando na diminuicao
dos danos a membranas celulares, o PVS2 também permitiu maior mobilizacdo de reservas
lipidicas durante a germinacédo dos embrides (Prudente et al., 2019).

De fato, tanto as condicGes de exposi¢do ao NL quanto o uso de solucdes crioprotetoras
podem modificar a dindmica de sinalizacdo de osmdtica e oxidativa (EROs), e isso estd
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diretamente correlacionado com a manutencdo da viabilidade do material criopreservado
(Prudente et al., 2017). Assim, os estimulos de inducdo e inibicdo da endoreduplicacédo
presenciados nas sementes de pitaya podem estar relacionados com a sinalizagdo oxidativa e
osmotica da criopreservacdo. Os niveis de H2O, mostraram-se distintos entre os tratamentos
(Figura 6A) principalmente nos tempos 30 e 60 dias, cuja a presenga de PVVS2 permitiu reducéo
significativa dessa molécula reativa. A peroxidacdo lipidica (Figura 6B) nao diferiu entre os
tempos de criopreservacgao sem PVS2, mas foi significativamente maior nos tratamentos com a
solucdo crioprotetora. Portanto, 0 aumento dos niveis de H.O, e manutencdo de MDA nos
tempos de 30 e 60 dias caracterizam uma sinalizagéo oxidativa, j& a reducéo de H-O> e aumentos
dos niveis de peroxidacéo lipidica nos tratamentos com PVS2 configura um estresse oxidativo
mediado possivelmente por outras formas reativas de EROs.

O efeito crioprotetor do DMSO presente em PVS2 esta associado ao afrouxamento das
membranas, resultando em interacdes eletrostaticas entre a por¢do polar sulféxido do DMSO e
os residuos de fosfatidilserina nas membranas fosfolipidicas (Hughes et al., 2013). No entanto,
concentragdes ou tempos de exposi¢do suficientemente altos de DMSO podem causar a
formacdo de poros ou até mesmo a desnaturacdo da bicamada lipidica (Raju et al., 2021). A
capacidade de eliminar anions hidroxila (OH") tanto do DMSO quanto o glicerol também pode
ser suprimida quando os protocolos de criopreservacao ndo sdo adequados (Whelehan et al.,
2022). Esse anion (OH") é altamente reativo e pode ser formado por reacdes espontaneas
(reacOes de fenton), principalmente em condicGes de armazenamento de sementes (Vasquez-
Vivar et al., 2000; Ratajczak et al., 2019; Shvachko and Khlestkina, 2020). Assim, 0 aumento
dos danos a membranas celulares presentes nos tratamentos com PVS2 pode estar mais
relacionada com tempo de exposicao a essa solucdo (30 min), e ndo necessariamente aos tempos
de criopreservagdo em NL.

As enzimas CAT e APX sdo destinadas a eliminacdo de H.O> provocado pelo estresse,
permitindo a manutencao da homeostase redox a um nivel necessario para todos os aspectos do
crescimento e desenvolvimento normal da planta (Anjum et al., 2016). As atividades dessas
enzimas foram maiores na criopreservagdo por 30 e 60 dias com PVS2 (Figura 6D e 6E), isso
esta atrelado a redugédo dos niveis de H2O2 (Figura 5A). A enzima SOD é responsavel pela
catdlise de dismutagdo de O2/HO2" em H20: regulando o estado redox da célula vegetal
(Lightfoot et al., 2017). Os tempos de criopreservacao de 0 e 60 dias com PVS2 apresentaram
maiores atividade de dismutacdo (Figura 6C), as altas atividades da CAT e APX no tempo de
60 dias permitiram a reducdo de H20- a baixos niveis, j& as reduzidas atividades dessas duas
enzimas no tempo O poderia explicar a manutencdo dos niveis de H20O. e elevacdo da
peroxidacdo lipidica neste tratamento. Esses resultados sugerem que o PVS2 seja um promotor
do metabolismo antioxidantes, principalmente nos tempos de criopreservacéo de 30 e 60 dias.

Tomados em conjuntos, os presentes resultados confirmam que a sinalizagdo oxidativa da
criopreservacgdo de sementes de pitaya com e sem PVS2 foi claramente distinta em ambas
situagcbes e isso, a principio, pode estar relacionado com a indugdo e/ou inibicdo da
endoreduplicacdo. EROs sdo consideradas subprodutos toxicos inevitaveis do metabolismo
aerobico (Wani et al., 2021), no entanto elas desempenham papel duplo na biologia das plantas,
pois funcionam também como moléculas sinalizadoras necessarias para diversos processos
bioldgicos basicos (Mittler, 2017; Mhamdi and Van Breusegem, 2018). Notavelmente, EROs
podem atuar como importantes mensageiros de sinalizacdo no controle do ciclo celular vegetal
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(Velappan et al., 2017), logo € presumivel uma relacdo entre a sinalizagdo de EROs e a indugéo
da endoreduplicacéo.

De fato, a percepgdo de sinais de oxidativos e/ou estresse ambientais ativa cascatas de
sinalizacdo que desencadeiam fluxos de ions, cascatas de quinase, producdo de EROs e acumulo
de horménios, como &cido abscisico e acido jasménico. Essas moléculas sinalizadoras
suprimem as atividades das vias de quinases dependentes de ciclinas (CDKSs) para controlar o
nivel de expressao de ciclinas (CYCs) ou regular a modificagdo pos-traducional das CDKs e,
como consequéncia, interromper ou mesmo sair do ciclo celular (Qi and Zhang, 2020). A
degradacéo ou inativacdo de CYCs ou CDKs séo gatilhos para a inducdo da endoreduplicacéo,
pois a transicdo G2/M é dependente da formacao do complexo CDK/CYC e a repressdo deste
permite a entrada no endociclo (Breuer et al., 2014; Wildermuth et al., 2017; Mahapatra and
Roy, 2020).

Duan et al., 2020 forneceram varias linhas de evidéncias para apoiar a no¢do de que a
sinalizacdo retrograda de EROs plastidica induziu a endoreduplicacéo e afetou o progresso do
ciclo celular. Foi demonstrado que o fator de transcricdo SOGL1 intermediou os sinais de
instabilidade do genoma decorrentes de EROs, desencadeando respostas no prolongamento do
ciclo celular da fase G2/M promovendo a endoreduplicacdo. Esse estudo mostrou que o
aumento da expressdo de genes relacionados ao ciclo celular, incluindo SMR5 e SMR7 que sédo
repressores de CDKs, foi dependente de SOGL1. Esse fator de transcricdo (TF) também
intermediou sinais oxidativos resultantes de estresse por metais pesados (Cadmio) em plantulas
de Arabidopsis, a maior expressdo dos genes SMR4-5-7, decorrentes desse TF, promoveu a
endoreduplicacdo e aumento da propor¢do de nucleos 16C e 32C nas folhas (Hendrix et al.,
2018).

O estresse oxidativo resultante de alta salinidade também induziu a endopoliploidia em
células das raizes de Arabidopsis thaliana. A sinalizacdo EROs induziu a endoreduplicacéo por
meio de SOG1, esse TF regulou a expressao de varios reguladores da progressao do ciclo celular
e endorreduplicacdo, incluindo CDKB1;1, CDKB2;1, CYCB1;1, CCS52A, WEEL e E2Fa,
resultando na entrada no endociclo (Mahapatra and Roy, 2021). Outros estudos também relatam
gue condic¢des indutoras de estresse no DNA promovem a fosforilacdo de SOGL, e este fator de
transcrigdo ativa varias respostas a danos no DNA, modulando o progresso do ciclo celular por
meio da expressdo de genes do ciclo celular (Yoshiyama et al., 2017; Chen et al., 2019;
Mahapatra and Roy, 2019; Hendrix et al., 2020).

A promocdo de estresses ambientais desencadeando estimulos oxidativos e
endoreduplicacdo parece ndo ser restrita a uma especificidade de agente estressor, uma vez que
estresses luminosos (Okello et al., 2016), hidricos (Li et al., 2019), por microrganismos
(Wildermuth et al., 2017), salinos (Barkla et al., 2018), metais pesados (Hendrix et al., 2020) e
por herbivoria (Paige, 2018) também alteraram os niveis de ploidia, via endoreduplicacdo, em
pelo menos um dos tecidos da planta. De modo similar, no presente estudo foi demonstrado que
a criopreservacdo de sementes de pitaya por 30 e 60 dias induziu sinalizagdo oxidativa
promovendo a endoreduplicacgéo, ja a criopreservacao de sementes com solucGes crioprotetoras
(PVS2) aumentou a eficiéncia do metabolismo antioxidante na eliminacdo de H>O- reprimindo
os estimulos de endoreduplicacdo (Figura 7). Esses resultados reforcam a ideia de que sinais
oxidativos, provenientes de agentes estressores, atuam como indutores da endoreduplicagéo,
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resultando em respostas na tolerancia a estresses ambientais e/ou promog¢éo de crescimento
vegetativo.

v
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Figura 07. Modelo esquematico dos estimulos de inducdo da endoreduplicacdo da pitaya
vermelha por meio da criopreservacdo de sementes. Sementes nao criopreservadas sem solucéo
crioprotetora (PVS2) mantem seus niveis de perdxido de hidrogénio (H20.) baixos e ndo
apresentam desvios no ciclo celular vegetal. Sementes criopreservadas em nitrogénio liquido
por 60 dias induz aumentos nos niveis de H202 desencadeando estimulos para entrada no
endociclo (endoreduplicacdo). Ja a criopreservacdo de sementes com PVS2 aumenta a
eficiéncia do metabolismo antioxidante na eliminacdo de H>O> reprimindo os estimulos de
endoreduplicacéo.

5.Conclusfes

Este estudo fornece novas evidéncias de que a endoreduplicacdo é responsiva ndo apenas
aos estimulos de desenvolvimento vegetal, mas também a estimulos externos. Elencamos



578
579
580
581
582
583
584
585

586

587
588
589
590

591
592
593

594
595
596
597

598
599
600
601

602
603
604

605
606

607
608

609
610
611

612
613

614
615

Estimulos oxidativos em sementes induzem a endoreduplicacdo em plantulas de pitaya vermelha
(Hylocereus costaricensis F.A.C.Weber)

54
evidéncias de que a criopreservacao direta de sementes de pitaya vermelha em NL por 30 e 60
dias induziu sinalizacdo oxidativa para a promocao da endoreduplicacdo. Conforme revelado
por citometria de fluxo, as porcentagens de nucleos octaploides foram superiores nas plantulas
oriundas da criopreservacao de sementes por 60 dias em NL, e isso pode estar relacionado com
0s maiores incrementos em altura e biomassa vegetal nas plantulas. Comprovamos também que
0 uso de solucdes crioprotetoras (PVS2) durante a criopreservacdo de sementes aumenta a
eficiéncia do metabolismo antioxidante em eliminar H20, reprimindo os estimulos de
endoreduplicacdo mantendo as porcentagens de ndcleos 2C, 4C e 8C estaveis.
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Conclusdo principal: A variacdo dos niveis de ploidia, via endoreduplicacdo, em
Hylocereus costaricensis é responsiva a estimulos oxidativos, estd associada as
especificidades das funcdes celulares e regula as taxas de crescimento vegetativo.

Resumo: A pitaya vermelha (Hylocereus costaricensis F.A.C.Weber) é uma Cactaceae
que apresenta rapido crescimento mesmo em condi¢des ambientais adversas. 1sso pode
estar relacionado aos ciclos de endoreduplicacdo (endociclos) e ao controle do ciclo
celular. Aqui relatamos a descoberta de que estimulos oxidativos em sementes e do
desenvolvimento das plantulas regulam o endociclo numa perspectiva espago-temporal
nos tecidos ao longo do desenvolvimento vegetal. A criopreservacdo de sementes por 60
dias em nitrogénio liquido induziu aumentos nos niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e atividades de enzimas antioxidantes. A sinalizagdo EROs provavelmente
induziu estimulos para endoreduplicacdo, aumentando a propor¢do de nucleos
octaploides nas plantulas permitindo incrementos de biomassa vegetal. Contudo, ao longo
do desenvolvimento, as sucessivas duplicacdes do genoma permitiram a equiparacao dos
niveis de ploidia de plantulas oriundas de sementes criopreservadas e néo
criopreservadas. O endociclo foi essencial para a diferenciagdo dos tecidos ao longo do
desenvolvimento das plantas e os diferentes niveis de ploidia entre os tecidos estdo
diretamente relacionados as especificacbes das funcdes celulares. Hipotetizamos uma
relacdo entre o aumento dos niveis de ploidia, via endociclo, com incrementos de
biomassa vegetal durante as fases juvenis (crescimento vegetativo). Contudo, ao atingir
a fase adulta reprodutiva foi observado reducdo dos niveis ploidia dos tecidos
constituintes dos cladodios, e isso, a principio, estaria relacionado com as reducdes das
taxas de crescimento vegetativos. Esses resultados sugerem que o endociclo em H.
costaricensis seja um processo altamente dindmico e modula os niveis de ploidia para
diferenciacéo tecidual e crescimento vegetativo das plantas.

Palavras-chave: Endoreduplicacdo, mixoploidia, Cactaceae, EROs e endopoliploidia.
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Introducéo

O ciclo celular desempenha um papel fundamental no crescimento e
desenvolvimento das plantas (Qi and Zhang 2020). Ao longo do tempo, 0 processo do
ciclo celular foi amplamente categorizado em quatro estagios cronoldgicos principais:
uma fase pré-sintética de DNA com contetido nuclear 2C, denominada fase “G1”’; uma
fase “S” que compreende a sintese de DNA, com contetido nuclear variando entre 2C e
4C; uma segunda fase pds-sintese de DNA com um contetido nuclear 4C, denominada
fase “G2”; e por fim a fase “M” ou mitose (Velappan et al. 2017; Banerjee et al. 2020).
O ciclo celular classico envolve, portanto, a duplicacdo precisa do estoque de DNA
cromossémico durante a fase S e sua subsequente segregacao igual nas células filhas apds
a citocinese no final da fase M (Chevalier et al. 2014).

A dindmica e abundéncia de quinases dependentes de ciclinas (CDKSs) e ciclinas
(CYCs) regulam o ciclo celular vegetal (Carneiro et al. 2021). Diferentes complexos
CYCs-CDKs conduzem a progressédo do ciclo celular fosforilando uma ampla gama de
substratos promovendo as transi¢cdes G1/S e G2/M (Wildermuth et al. 2017). Para que o
ciclo celular prossiga, a atividade de CDK deve atingir dois niveis de limiar: um para
replicacdo de DNA (na transicdo G1/S) e outro para divisao celular (na transicdo G2/M)
(Banerjee et al. 2020). Essas proteinas sdo reguladas a nivel transcricional, pos-
traducional ou até mesmo degradadas via proteossomo (Chevalier et al. 2014; Foyer et al.
2018) e estimulos ambientais e do desenvolvimento orquestram as interacdes desses
reguladores proteicos (De Simone et al. 2017; Carneiro et al. 2021).

A endoreduplicacéo, também chamada de endoreplicacao ou endopoliploidizacéo,
é uma variante do ciclo celular em que o genoma ¢é replicado na auséncia de mitose
causando poliploidizacdo celular (Lang and Schnittger 2020). Em principio, a
endoreduplicacdo inclui uma replicacdo completa do genoma (fase S), mas ndo possui
todas as caracteristicas especificas da fase M, como segregacdo cromossdmica e divisao
celular, ou seja, a fase M € seletivamente abortada e a célula reentra no estagio G1 com o
dobro de conjuntos cromossémicos (Breuer et al. 2014). As células vegetais podem
sucessivamente replicarem seus contedos de DNA sem mitose (endociclo), resultando
em duplicacGes dos niveis de ploidia a cada ciclo de endoreduplicacdo (Wildermuth et al.
2017).

Nas plantas, a endoreduplicacdo €é parte integrante do desenvolvimento
tipicamente associado com o crescimento pds-mitético de érgdos vegetais, como raizes,
hipocdtilo e folhas (Matsuda et al. 2018; Del Prete et al. 2019; Mahapatra and Roy 2021).
Ela também compreende processos de diferenciacdo celular terminal em células de
grandes volumes, como tricomas (Wang et al. 2020) e em érgdos com alta capacidade de
armazenamento de macromoléculas, como endosperma e endocarpo (Farinati et al. 2021,
Nowicka et al. 2021). Em frutos de tomate, por exemplo, os ciclos de endoreduplicacéo
(endociclo) permitem obtencao de niveis de ploidia de até 512 C (Chevalier et al. 2014),
ja células do endosperma de sementes de milho, inicialmente triploides, podem atingir
niveis de ploidia superiores a 200 vezes em algumas cultivares (Bauer and Birchler 2006;
Rangan 2020).

O aumento dos niveis de ploidia por endoreduplicacdo pode ser visto como um
mecanismo de auto-aprimoramento que promove aspectos celulares pré-programados de
desenvolvimento da célula (Lang and Schnittger 2020). Os endociclos ocorrem
predominantemente em células com grandes volumes e em células com alta atividade
metabolica, implicando que o aumento da ploidia eleva a expressdo génica global e a
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producdo macromolecular para atender as altas demandas de energia (Breuer et al. 2014;
Wildermuth et al. 2017). Em células do endocarpo de frutos de tomate, por exemplo, as
sucessivas duplicaces do genoma parecem fornecer um suprimento de energia suficiente
para processos bioquimicos nucleares, como replicacgdo de DNA, biogénese de
ribossomos, atividade transcricional e sintese de proteinas (Chevalier et al. 2014).

Como um modo alternativo de ciclo celular, ndo é surpreendente que o endociclo
utilize muitos elementos do ciclo mitético, incluindo CYCs, CDKs e inibidores de CDK.
Evidéncias sugerem que o inicio, a progressao e a saida do endociclo sdo ajustados por
reguladores adicionais que modulam a transcricdo e/ou modificagdo pds-traducional
desses reguladores do ciclo celular (Breuer et al. 2014). Para sair do programa mitotico e
transitar para o endociclo, a atividade do complexo CYC-CDK na transi¢cdo G2/M deve
ser regulada negativamente, e isso pode ocorrer por meio de prote6lise direcionada de
CYCs, regulacéo transcricional de CDKs ou CYCs e/ou inibigdo da atividade de CDKs
por determinados repressores (Wildermuth et al. 2017). Todos esses reguladores proteicos
podem ser regulados por estimulos ambientais (De Simone et al. 2017; Foyer et al. 2018).

De fato, a exposicado de plantulas de Arabidopsis thaliana ao Cadmio (Cd) induziu
estresse oxidativo alterando os niveis de ploidia das plantas com o decorrer do tempo. As
porcentagens de nucleos 2C foram diminuindo & medida que ndcleos 16C e 32C
aumentavam. A sinalizacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e os danos
oxidativos no DNA desencadearam estimulos para maior expressdao de genes de
inibidores de CDK (SMR4, SMR5 e SMR7) promovendo a endoreduplicacéo, a percepcao
desses estimulos foi mediada possivelmente pelo fator de transcri¢do (FT) SOG1(Hendrix
et al. 2018). Esse FT desempenha um papel central no controle do ciclo celular,
endoreduplicagéo, reparo nos danos ao DNA e morte celular programada (Hendrix et al.
2020; Mahapatra and Roy 2020, 2021).

Em Cactaceae, o endociclo é parte integrante do crescimento e desenvolvimento
das plantas e esse mecanismo possivelmente esta relacionado a uma maior tolerancia a
estresses ambientais (de Menezes et al. 2012; Menezes et al. 2016; Torres-Silva et al.
2020). A variacdo dos niveis de ploidia em seus tecidos (mixoplodia) € uma caracteristica
que permite a diferenciagdo tecidual, além disso, a otimizacdo do armazenamento de dgua
no parénquima aquifero apresenta uma intima relacdo com o endociclo, sendo portanto
um traco caracteristico do desenvolvimento de Cactaceae (Torres-Silva et al. 2020). No
entanto, a falta de um conhecimento detalhado da ocorréncia temporal e espacial da
endopoliploidia em uma espécie endoreplicante tem dificultado o estudo dos papéis
fisiolégicos do endociclo (Bhosale et al. 2018, 2019). Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar os estimulos oxidativos (oriundos da criopreservacdo de sementes) e do
desenvolvimento no endociclo de plantulas de uma Cactaceae, pitaya vermelha
(Hylocereus costaricensis F.A.C.Weber), afim de se estabelecer relagdes entre as
variagfes dos niveis de ploidia nos diferentes tecidos e dentro de cada tecido numa
perspectiva espaco-temporal ao longo do desenvolvimento das plantas.

Material e métodos
Coleta, beneficiamento e criopreservagdo de sementes

Frutos completamente maduros de pitaya vermelha (H. costaricensis), oriundos
de pomares de producdo do Setor de Fruticultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), foram despolpados para obtencdo das sementes. Apos a retirada da mucilagem,
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as sementes foram submetidas a secagem em papel toalha sob temperatura ambiente por
15 dias, para posterior armazenamento em geladeira (4°C) até realizagdo do experimento.

Sementes sem solucdo crioprotetora foram acondicionadas em criotubos, e em
seguida imersas em nitrogénio liquido (NL). Os tratamentos eram compostos por dois
diferentes tempos de criopreservacdo em NL, O (controle) e 60 dias. Imediatamente apos
a criopreservacdo, os criotubos foram reaquecidos em banho-maria a 40° C por dois
minutos (incluindo o tempo 0 de criopreservacdo). Uma parte das amostras foi destinada
a analise bioquimica, enquanto a outra metade foi desinfestada e semeada em substrato
para experimento em sistema semi-hidropénico.

Crescimento vegetativo em sistema semi-hidropénico

As sementes criopreservadas e ndo criopreservadas foram desinfestadas
primeiramente em alcool 70% por 60 segundos e posteriormente imersas em solugédo de
1% (v/v) de hipoclorito de s6dio comercial e tween 20 (duas gotas) por 20 minutos (Lopes
et al. 2017), em seguida lavadas em com agua destilada para posterior semeadura em
tubetes (290 cm®) contendo fibra de coco. Ap6s a germinacio, foi padronizada uma
plantula (com aproximadamente 5 cm de altura) por tubete e cultivadas por 120 dias.

O experimento foi conduzido em ambiente protegido (estufa) no Horto Botanico
da UFLA. Os tubetes com 0s seus respectivos suportes foram alocados em um
reservatorio retangular de fibras de vidro (300x60x20cm) contendo solug¢do nutritiva
(720g de Hidrogood Fert® NPK-10-09-28; 540g de Haifa-Cal® GG - Ca(NOs)2; e 40 g
Hidrogood Fert® Quelato de Ferro EDTA diluidos em 1000 litros). Um sistema
automatizado de bombas permitia a renovacgédo da solucdo nutritiva duas vezes ao dia.

Os tratamentos eram compostos por sementes criopreservadas por 60 dias e nao
criopreservadas (controle, tempo 0 de criopreservacdo). O delineamento foi inteiramente
casualizados (DIC) com dez repeticGes (n=20) e uma planta por repeticéo.

Os parametros avaliativos eram constituidos por componentes bioquimicos
(proteinas totais, aglcares ndo redutores, acucares solUveis totais, aminoacidos totais e
amido) e de crescimento (massa fresca e seca da parte aérea e sistema radicular, altura do
maior cladédio e nimero de brotacGes). As avaliagcdes foram realizadas aos 120 dias ap6s
a semeadura das sementes.

Aos 120 dias, dez cladodios de tamanho e massa semelhantes de cada tratamento
foram transplantados em vasos de sete litros contendo fibra de coco, fora do sistema semi-
hidropdnico, visando o espessamento e distin¢do dos tecidos constituintes dos cladodios
(periderme, parénquima aquifero e feixes vasculares) para analise de citometria de fluxo.
Periodicamente eram retiradas brotacoes laterais dos cladddios até os 240 dias de cultivo.
A irrigacéo foi feita manualmente com a solugdo nutritiva descrita anteriormente.

Analises bioquimicas

Atividade das enzimas antioxidantes, quantificacdo de peroxido de hidrogénio e
peroxidacdo lipidica

Ap0s a retomada do crescimento, cinco repeti¢des de 0,1 g de sementes de ambos
os tratamentos foram maceradas em NL com PVPP (Polivinilpolipirolidona) insoluvel.
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As amostras maceradas foram acrescidas de 1,5 mL do tampé&o de extracdo composto de
fosfato de potéssio 400 mM (pH 7,8), EDTA 10 mM e &cido ascorbico 200 mM. O
homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante
coletado foi utilizado para quantificacdo das atividades da superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX).

A atividade da SOD foi estimada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (Giannopolitis and Ries 1977). As leituras
foram realizadas a 560 nm. Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima
capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢des de ensaio. A atividade da
CAT foi determinada conforme Havir and Mchale, (1987). A atividade dessa enzima foi
determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos, por 3
minutos, monitorado pelo consumo de perdxido de hidrogénio. O coeficiente de extincao
molar utilizado foi de 36 mM™* cm™. A atividade da APX foi determinada segundo
Nakano and Asada, (1981), por meio do monitoramento da taxa de oxidacéo do ascorbato
a 290 nm e o coeficiente de extingdo molar utilizado foi de 2,8 mM* cm-L.

O perdxido de hidrogénio (H203) foi quantificado a partir de 100 mg de sementes
maceradas em NL, homogeneizados em 5 mL de TCA e centrifugados a 12.000 g por 15
minutos, a 4 °C. Foi medida a absorbancia a 390 nm em um meio de reagdo, contendo
tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0 e 1 mL de iodeto de potassio (Velikova et al.
2000).

A peroxidacéo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA), conforme descrito por Buege and Aust, (1978).
100 mg de sementes foram macerados em NL acrescido de 20% de PVPP (m/v) e
homogeneizados em &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 g, por 10 minutos. Aliquotas de 250uL do sobrenadante foram
adicionadas ao meio de reacdo (0,5% (m/v) de é&cido tiobarbitarico (TBA) e 10% (m/v)
de TCA), incubando-se, em seguida, a 95°C, por 30 minutos.

A paralisacdo da reacdo aconteceu por resfriamento rapido em gelo e as leituras
foram determinadas em espectrofotdmetro, a 535 nm e 600 nm. O TBA formou
complexos de cor avermelhada, com aldeidos de baixa massa molecular, como o
malondialdeido (MDA), produto secundario do processo de peroxidacdo. A concentracao
do complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equacdo: [MDA] = (A535 —
A600)/(£. b), em que: & (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10° cm™); b (comprimento 6tico
= 1). A peroxidacéo foi expressa em pumol de MDA g de matéria fresca.

Quantificacao de amido, sacarose, agucares redutores, proteinas e aminoacidos

Amostras de cladddios e raizes foram coletadas aos 120 dias de cultivo semi-
hidropbnico para quantificagdo de amido, agUcares solUveis totais, agucares redutores,
proteinas e aminoacidos. Dez amostras de 0,2 g de material vegetal (cladodios e raizes)
de cada tratamento foram submetidas a secagem em estufa com circulagdo forcada de ar
a 65 °C durante 7 dias (estabilizagdo da massa seca) e posteriormente armazenadas em
papel tipo craft até o dia das andlises. Carboidratos, proteinas e aminoacidos foram
extraidos pela homogeneizacdo de 0,2 g de matéria seca (MS) de cladodios ou raizes em
5 mL de tampéo fosfato de potassio, 100 mM e pH 7,0. O homogenato foi centrifugado a
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5.000 g por 10 minutos coletando-se o sobrenadante. O processo foi repetido e os
sobrenadantes, combinados perfazendo um volume final de 10 mL. O extrato bruto foi
utilizado para a quantificacdo de amido e agUcares sollveis totais pelo método Antrona
(Dische 1962), os acucares redutores foram quantificados de acordo com o protocolo
descrito por Miller, (1959) utilizando o &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), proteinas totais
pelo método de Bradford, (1976) e aminoécidos totais livres pelo ensaio da ninhidrina
(Kendall 1963).

Anatomia vegetal

Para andlise de anatomia vegetal, cladodios de plantulas cultivadas por 120 dias
em sistema semi-hidropénico dos dois tratamentos de criopreservacao de sementes foram
seccionados na regido do terco médio e fixados em alcool 70%. Foi realizada desidratacéo
em série crescente de alcool (80%, 90% e alcool P.A.), permanecendo por duas horas sob
vacuo em cada concentracdo. Em seguida, foram submetidos a uma mistura de éalcool e
Historesina® hidroxi-etilmetacrilato (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) ativada
(1:1) sob véacuo por duas horas e transferidas para inclusdo overnight do material em
historresina ativada pura. O emblocamento foi realizado em historresina com Hardener.

As amostras emblocadas foram seccionadas em micrétomo, sendo obtidos cortes
transversais com espessura de 5 um. Os fragmentos foram corados com solucdo de azul
de toluidina 0,5% (Johansen, 1940) e montados em laminas com glicerol 50% (vv1). As
laminas foram analisadas e fotografadas com o auxilio de microscopio 6ptico com camera
acoplada LEICA ICC50 W® (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).

Quantificacdo de DNA e determinacdo dos niveis de ploidia

Os niveis de ploidia e conteido de DNA foram determinadas por citometria de
fluxo. Foram realizadas amostragens aos 120 dias em sistema semi-hidropénico, aos 240
dias apos o transplantio e em plantas adultas de pomares de producdo da UFLA (coleta
realizada em periodo anterior a emissdao de botBes florais em plantas com idade
aproximada de cinco anos que ja iniciaram a fase adulta reprodutivas). Coletou-se
amostras de cladodios e raizes aos 120 dias e da periderme, parénquima aquifero, feixes
vasculares e raizes aos 240 dias de ambos os tratamentos de criopreservacgdo. Padronizou-
se a amostragem dos cladddios na regido basal do caule. Nas plantas adultas reprodutivas,
selecionou-se cladddios (80 a 100 cm de comprimento) da regido basal das plantas para
amostragens da periderme, parénquima aquifero e feixes vasculares.

Aproximadamente 50 mg de material fresco foram picados com uma lamina de
bisturi descartavel de ago em 1 ml de tamp&o WPB para liberar os ndcleos (Loureiro et
al. 2007). Os tecidos previamente macerados foram filtrados através de uma malha de
nylon de 50 uM e recolhidos num tubo de poliestireno. O filtrado foi corado com 25 pl
de solugdo de iodeto de propidio (1 mg ml?; Sigma-Aldrich). As amostras foram
incubadas a 4°C no escuro e examinadas ap6s 30 minutos. Pelo menos 10.000 nucleos
foram analisados em cada amostra. Cinco amostras vegetais de cada tecido em cada um
dos tratamentos foram utilizadas para determinacdo das médias de contedo de DNA. O
padrdo de referéncia interno usado foi Vicia faba (26,90 pg de DNA).

Os dados foram adquiridos em um instrumento CytoFLEX (Beckman Coulter Life
Sciences, Indianopolis, IN, Estados Unidos) no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
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Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) e, em seguida, plotados e analisados no
programa CytExpert 2.0.1. O contetdo de DNA nuclear (pg) foi estimado de acordo com
equacéo proposta por Dolezel and Bartos, 2005.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk e
submetidos a andlise de variancia e quando significativos, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05). Procedeu-se test t de student ou
analise descritiva dos dados quando o nimero de parcelas amostrais ndo permitia a analise
de variancia (n<20). Todos esses procedimentos foram realizados com auxilio do sofware
Sisvar 5.0 (Ferreira, 2014).

Resultados
Analise do metabolismo antioxidante de sementes criopreservadas

A andlise das médias pelo teste t de student revelou significancia (p<0,05) para 0s
niveis de H>O; e atividades enziméticas da APX e SOD. J& as médias dos niveis de MDA
e atividade enzimética da CAT ndo diferiram entre si (p>0,05). A criopreservacdo de
sementes de pitaya vermelha por 60 dias em NL permitiu incrementos significativos
(58,21%) nos niveis de H20, (Fig. 1a) quando comparada ao tratamento controle (0,053
mmol H.0; g MF). As médias dos danos oxidativos as membranas celulares (MDA)
foram similares e ndo diferiram entre os tratamentos (Fig. 1b). A atividade enzimética da
SOD foi maior nas sementes criopreservadas (Fig. 1c), a reacdo de dismutacdo dessa
enzima foi 32,87% superior nas sementes imersas em NL quando comparada ao
tratamento controle (871,71 Unid. SOD min?* g* MF). A atividade da APX (Fig. 1d)
também foi maior em sementes criopreservadas, esse tratamento exibiu incremento de
18,56% na atividade dessa enzima em relacdo a sementes ndo criopreservadas (11,81
nmol ASA min*t g MF). A capacidade de eliminar H,O, pela CAT (Fig. 1e) foi similar
em ambos os tratamentos.
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Fig. 1. Niveis de H>O> (A), malondialdeido (B), atividade enzimatica da Superdéxido
Desmutase (C), atividade enzimatica da Ascorbato Peroxidase (D) e atividade enzimética
da Catalase (E) de dois de tempos de criopreservacdo de sementes de pitaya vermelha
(Hylocereus costaricensis) em nitrogénio liquido. As barras de erro representam o desvio
padréo.

Anélise de crescimento de plantulas e quantificacdo de macromoléculas

Apo6s 120 dias de semeadura, as plantulas oriundas da criopreservacdo de
sementes por 60 dias apresentaram, em todas as variaveis biométricas, maiores médias e
diferiram estatisticamente (p<0,05) quando comparadas ao tratamento controle (Tabela
1). As variaveis altura, nimero de brotacdes, massa fresca e seca da parte aérea, massa
fresca e seca das raizes, massa fresca e seca total das plantulas oriundas do tratamento
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com criopreservacao por 60 dias apresentaram incrementos relativos (IR%) ao tratamento
sem criopreservacdo (controle) (Tabela 1).

Tabela 1. Variaveis morfométricas de plantulas de pitaya vermelha (Hylocereus
costaricensis) cultivadas em sistema semi-hidropénico por 120 dias oriundas de sementes
de dois tempos de criopreservacdo (0 e 60 dias) em nitrogénio liquido.

Tempo de criopreservacao (dias)

Parametros avaliativos

0 60
Variaveis morfométricas média média IR (%)
Altura (cm) 159+3,16 B 20,22+ 3,69 A 27,17
NUmero de brotacGes 126+510B 209+541A 65,87
Massa fresca parte aérea (g) 29,2+565B 428+349A 46,57
Massa seca parte aérea (g) 122+027B 1,74+0,16 A 42,62
Massa fresca sistema radicular (g) 0,08+0,02B 0,12 +0,03 A 50,00
Massa seca sistema radicular (g) 0,06 +0,03B  0,1+0,02 A 66,67
Massa fresca total (Q) 29,28+565B 4292+351A 46,58
Massa seca total (g) 129+029B 184+0,17 A 55,00

Médias seguidas pela mesma letra na horizontal nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05); IR(%): incremento relativo ao tratamento sem criopreservacdo de sementes
(controle, tempo 0).

As analises de quantificacdo de macromoléculas revelaram perfis distintos dessas
moléculas entre os 6rgdos da planta (cladddios e raizes). Ndo foram observadas diferencas
estatisticas (p>0,05) entre as médias dos teores de amido (Fig. 2a), acucares sollveis
totais (Fig. 2b), acucares redutores (Fig. 2c), aminoacidos (Fig. 2d) e proteinas (Fig. 2e)
dos cladddios nas duas condicdes de criopreservacdo. Somente as méedias dos teores de
amido (Fig. 2a) e agUcares soluveis totais (Fig. 2b) das raizes diferiram entre si (p<0,05).
A criopreservacdo de sementes permitiu incrementos de 35,89 e 49,33% dessas
moléculas, respectivamente.
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Fig. 2. Quantificacdo dos teores de macromoléculas na parte aérea (cladddios) e raizes de
plantulas de pitaya vermelha (Hylocereus costaricensis) oriundas de dois tempos de
criopreservacdo de sementes e cultivadas em sistema semi-hidrop6nico por 120 dias.
Teores de amido (A), agucares solUveis totais (B), acucares redutores (C), aminoécidos
(D) e proteinas (E). As barras de erro representam o desvio padrdo. Barras seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Analise de citometria de fluxo

Aos 120 dias de cultivo em sistema semi-hidropdnico, ndo foi possivel estabelecer
delimitacBes precisas entre os tecidos constituintes dos cladodios (parénquima aquifero e
periderme). Todas as regides topogréaficas apresentaram células com grandes volumes
(caracteristica parénquima aquifero) com a presenca de cloroplastos (caracteristica
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periderme) em ambos o0s tratamentos de criopreservacao (Fig. 3). A analise de citometria
de fluxo dos cladddios revelou que, até esta data, as plantulas oriundas de sementes ndo
criopreservadas (controle) e criopreservadas (60 dias em NL) exibiam niveis de ploidia
similares, até 16C (Fig. 3).

0 dias de criopreservagao 60 dias de criopreservacio

4c 8C

8C
4C

1]
a
Events

26

16C

Fluorescent intensity Fluorescent intensity

Fig. 3. Diagrama representativo da segmentacdo (barra vermelha) do cladddio de
plantulas de pitaya vermelha (Hylocereus costaricensis) cultivadas em sistema semi-
hidropbnico por 120 dias para analise de anatomia vegetal. Os histogramas representam
os niveis de ploidia dos cladddios oriundos dos dois tratamentos de criopreservacao de
sementes. Setas vermelhas no corte transversal anatdmico do cladodio indicam a presenca
de cloroplastos em células com grande volume celular.

As porcentagens de nucleos em cada nivel de ploidia se mostraram distintas
(Tabela 2), plantulas provenientes do tratamento controle 23,45; 40,79; 30,46 e 5,3% dos
nacleos eram 2C, 4C, 8C e 16C, respectivamente, a0 passo que no tratamento com
criopreservacao seus valores correspondiam a 14,38; 31,43; 39,68 e 14,51%. O pico 16C
é possivelmente o estdgio G2 de nucleos 8C. Apenas 35,76% dos nucleos eram
octaploides no tratamento controle (30,46 + 5,3%), enquanto 54,19% dos nucleos
apresentaram 0ito conjuntos cromossdmicos no tratamento com criopreservacdo de
sementes (39,68 + 14,51%). A porcentagem de nucleos 2C e 4C das raizes foram similares
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em ambos 0s tratamentos, aproximadamente 75% dos nucleos eram diploides e 25% dos
nacleos tetraploides. Ndo houve diferencas significativas no contetdo de DNA entre 0s
tratamentos, tecidos e niveis de ploidia.

Tabela 02. Descricdo da porcentagem de nucleos e conteido de DNA em cada nivel de
ploidia por tecido de plantulas de pitaya vermelha (Hylocereus costaricensis) cultivadas
por 120 em sistema semi-hidropdnico oriundas de dois tempos de criopreservacdo de
sementes.

Tempo de Ploidia
criopreservacdo Tecido Variaveis
(dias) 2C 4C 8C 16C
Conteudo DNA 563+ 11,24+ 21,39+ 4383+
Cladédio (p9) 0,2 0,49 0,77 3,96

2345+ 40,79+ 30,46+ 53%
Nucleos (%) 2,31 3,18 4,58 3,67

0 Contetdo DNA 592+ 12,03+
. (pg) 0,31 0,43
Raiz 7447 + 2553 +
Nucleos (%) 3,78 3,33
Contetdo DNA 5,74+ 11,14+ 2220+ 42,39+
. (pg) 035 092 165 1,30
Cladodio 1438+ 3143+ 3968+ 1451 +
50 Nucleos (%) 257 198 512 389
Conteido DNA 6,06 + 1227 +
Raiz (pg) 0,25 0,37

7549+ 2451 +
Ndcleos (%) 308 321

*pg = picograma.

Aos 240 dias de inducdo do espessamento das mudas, os niveis de ploidia dos
tecidos constituinte dos cladodios (periderme, parénquima aquifero e feixes vasculares)
mostraram uma clara distin¢do do nimero de conjuntos cromossdmicos entre os tecidos
(Fig. 4), contudo ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos de
criopreservacao de sementes (Tabela 3). A periderme e o parénquima aquifero exibiram
ploidia de até 64C, os feixes vasculares até 8C ja as raizes até 4C.
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Fig. 4. Diagrama representativo da segmentacdo do cladddio de pitaya vermelha
(Hylocereus costaricensis) transplantado e induzido ao espessamento aos 240 dias.
Cladddios seccionados transversalmente tiveram seus tecidos segmentados (feixes
vasculares, parénquima aquifero e periderme) manualmente para analise de citometria de
fluxo. Os histogramas representam os niveis de ploidia de cada tecido.
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A porcentagem de nucleos em cada nivel de ploidia também se mostrou distinta
(Tabela 3), cuja a maior parte dos nucleos da periderme (61,57 e 56,15% nos tempos 0 e
60 dias, respectivamente) era até 8C, no parénquima aquifero 53,47 e 56,24% dos nucleos
(nos tempos 0 e 60 dias, respectivamente) exibiam ploidia igual ou superior a 16C e tanto
os feixes vasculares (58,80 e 55,44%, respectivamente) quanto as raizes (75,35% em
ambos) a prevaléncia de ploidia era de apenas de dois conjuntos cromossdémicos (2C).
Nd&o houve diferencas significativas no conteudo de DNA entre os tratamentos, tecidos e
niveis de ploidia.



75

Tabela 3. Descri¢do da porcentagem de nucleos e contetdo de DNA em cada nivel de ploidia por tecido de plantulas de pitaya vermelha
(Hylocereus costaricensis) oriundas de dois tempos de criopreservacdo de sementes ap0s 240 dias de transplantio das mudas.

Tempo de Ploidia
criopreservacdo Tecido Variaveis
(dias) 2C 4C 8C 16C 32C 64C
PE Contetdo DNA (pg)  5,63+0,20 11,03+0,35 21,99+0,26  43,70+0,43  87,59+2,98  169,42+7,18
Nucleos (%) 22,14+0,77 18,94+6,62 20,49+8,40  13,16+3,17 19,27£13,50 6,00+3,41
PA Contetdo DNA (pg)  5,56+0,41 11,14+0,91 22,39+1,96  43,82+3,96  85,60+7,35 165,24+15,85
0 Nucleos (%) 21,36+6,04 15,49+2,38 9,67+1,93 19,87+9,85  28,18+7,00 5,42 £4,17
= Conteudo DNA (pg)  5,37+0,16 10,99+0,87 20,86+0,84
Nucleos (%) 58,80+5,11 33,64+4,33 6,75+1,53
R7 Contetdo DNA (pg)  5,99+0,22 11,95+0,51
Nucleos (%) 75,35+3,55 24,65+3,55
PE Conteudo DNA (pg)  5,73%0,22 11,24+0,49 22,42+1,11  44,85+2,13  87,93t4,53  170,00+8,34
Nucleos (%) 25,85+12,53  19,64+9,14 10,66+2,72  12,89+4,30 26,57+17,54  5,85+3,09
PA Contetdo DNA (pg)  5,45+0,28 10,78+0,38 21,39+0,77  42,38+1,30  83,76+2,27  165,27+5,14
50 Nucleos (%) 20,98+7,38 14,08+4,81 9,53+1,13 24,89+5,66  28,02+8,23 3,33+2,76
= Contetdo DNA (pg)  5,73+0,35 11,27+0,67 22,20+1,65
Nucleos (%) 55,44+2,74 34,98+1,37 9,58+1,86
RZ Contetdo DNA (pg)  6,20+0,16 12,42+0,33
Nucleos (%) 75,35+3,10 24,65+3,10

PE = periderme, PA = parénquima aquifero, FV = feixes vasculares, RZ = raizes e pg = picograma.
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As analises de citometria de fluxo dos tecidos dos cladodios de plantas adultas de
pomares de producédo revelaram, na maioria das amostras, a presenca de dois picos de ploidia
na periderme, quatro no parénquima aquifero e trés nos feixes vasculares (Fig. 5). Uma amostra
do parénquima aquifero e duas dos feixes vasculares apresentaram acréscimo de um pico de
ploidia (32C e 16C, respectivamente), porém pouco representativos, sendo possivelmente
ndcleos em estagio G2.

Periderme
4C

Events

Fluorescent intensity

Parénquima aquifero

2C

16C

Events

Fluorescent intensity

Feixes vasculares

4C
2C

Events

Fluorescent intensity

Fig. 5. Diagrama representativo da segmentacéao de cladddios de plantas adultas de pomares de
producdo de pitaya vermelha (Hylocereus costaricensis). Cortes transversais na regido basal
foram realizados para amostragem dos tecidos do cladddio (feixes vasculares, parénquima
aquifero e periderme) para analise de citometria de fluxo. Os histogramas representam os niveis
de ploidia de cada tecido.

Os conteudos de DNA nos dois picos de ploidia da periderme (10,61 e 22,47 pg)
indicaram que esses nucleos, possivelmente, sejam tetraploides e octaplodides (Tabela 4).
Nucleos com quatros conjuntos cromossémicos (4C) eram mais representativos nesse tecido
(70,49%). O parénquima aquifero apresentou ploidia até 16C e 53,14% dos nucleos exibiam
ploidia igual ou superior a 8C (Tabela 4). Os feixes vasculares exibiram ploidia até 8C, 47,90%
dos nacleos eram diploides e 87,73% dos nulcleos apresentavam ploidia até 4C (Tabela 4).
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Tabela 4. Descrigdo da porcentagem de nucleos e contetdo de DNA em cada nivel de ploidia
por tecido de plantas adultas de pitaya vermelha (Hylocereus costaricensis) de pomares de

producao.
Tecid \ariaveis Ploidia
2C 4C 8C 16C 32C
Contetdo
PE  DNA (pg) 10,61 1,23 22,47+2,03
Nucleos (%) 70,49 £ 8,09 29,51+8,09
conteudo

PA DNA (pg) 6,05+0,43 11,76 £0,71 23,55+1,19 46,40+2,42 89,43+0,00
Nucleos (%) 26,07+3,11 20,78 + 3,64 29,74+12,37 22,40+£10,90 1,0+2,23
Contetdo
FV DNA (pg) 6,33+1,18 12,57+2,26 24,38+4,83 46,78+12,81
Nucleos (%) 47,90+9,56 39,83+4,97 10,7742,58 1,50 +2,34
PE = periderme, PA = parénquima aquifero, FV = feixes vasculares, RZ = raizes e pg =
picograma.

Discussao

O aumento expressivo dos niveis de H202 (58,21%) em sementes criopreservadas por
60 dias (Fig. 1a) revela um possivel efeito estressor da criopreservacdo nas sementes de pitaya
vermelha. Contudo, os niveis de danos oxidativos as membranas celulares (MDA) foram
similares em ambos os tratamentos (Fig. 1b), possivelmente em decorréncia dos aumentos nas
atividades das enzimas antioxidantes (Fig. 1c, d, e), principalmente da SOD e APX. Isso sugere
que a criopreservacao de sementes ndo promoveu estresse oxidativo, mas possivelmente uma
sinalizacdo oxidativa. As espécies reativas de oxigénio (EROs) ndo tém um efeito
exclusivamente prejudicial sobre a célula e seus componentes, essas moléculas sdo de
fundamental importancia na iniciacdo de diversos processos biologicos associados ao
desenvolvimento das plantas e defesa contra estressores bidticos e abiéticos (Czarnocka and
Karpinski 2018; Mhamdi and Van Breusegem 2018).

A referida iniciacdo pode ser desencadeada por transdugdes de sinais que medeiam
reacOes redox principalmente nos residuos de cisteina de proteinas (Dumanovi¢ et al. 2021).
Nas plantas, a exposicdo ao estresse € frequentemente acompanhada por diminuicdo do
crescimento e parada do ciclo celular, e sinais redutivos e oxidativos sdo necessarios para as
transicOes dentro de fases do ciclo celular (De Simone et al. 2017). Essas progressoes de fases
sdo principalmente governadas por uma complexa maquinaria interativa de CYCs e CDKs, e
tanto as atividades quanto os niveis de transcricdo dessas proteinas sdo afetados por
perturbacdes redox (Mhamdi & Van Breusegem 2018). As CYCs e CDKSs exibem residuos de
cisteinas expostos, sendo portanto, potenciais alvos de regulacdo oxidativa pos-traducional
(Foyer et al. 2018). A nivel transcricional, fatores de transcri¢do (TF), como o SOG1, atuam
como sensores de danos oxidativos ao DNA e modulam respostas no progresso do ciclo celular
por meio da expressdo de genes do ciclo celular vegetal (Mahapatra and Roy 2020, 2021).

A anélise de crescimento revelou que todos os parametros biométricos das plantulas de
pitaya oriundas da criopreservagdo de sementes por 60 dias foram significativamente superiores
(p < 0,05) em comparacgéo ao tratamento controle (Tabela 1). Os incrementos de massa fresca
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Ou massa seca variaram de 42,62 a 66,67% (Tabela 1). Esses resultados sugerem que a
criopreservacdo de sementes induziu estimulos para alteracdo do padrdo de crescimento e
acumulo de biomassa vegetal nas plantulas de pitaya, e isso pode estar relacionado as divisGes
celulares e controle do ciclo celular vegetal. Notavelmente, é de amplo conhecimento que a
sinalizagdo EROs pode induzir modificagcdes na dindmica e abundancia de CYCs e CDKs nos
pontos de controle do ciclo celular alterando as taxas de proliferativas celulares (Qi and Zhang
2020). Espécies reativas como o0 anion superéxido (O2"), por exemplo, induzem estimulos para
maior expressao de genes do ciclo celular (CYCD3) permitindo maior taxa proliferativa de
células (Lee et al. 2017).

A andlise de citometria de fluxo revelou niveis de ploidia similares em ambos o0s
tratamentos, até 16C (Fig. 3). Curiosamente, as porcentagens de nucleos 2C, 4C e 8C dos
cladodios de cada tratamento se mostraram distintas (Tabela 2). A propor¢cdo de nucleos
octaploides (incluindo nacleos em estagio G2, 16C) em plantulas oriundas da criopreservacao
de sementes (54,19%) foi superior em relagcdo ao tratamento controle (35,76%). Isso traz
inferéncias de que as alteracdes do ciclo celular mediada pelos estimulos oxidativos talvez ndo
estejam relacionadas as taxas proliferativas celulares, mas sim a desvios no ciclo celular. A
endoreduplicacdo € um processo de desenvolvimento abrangente definido como uma
duplicacdo do genoma nuclear sem mitose que resulta na duplicacdo de cromossomos a cada
ciclo (Wos et al. 2022). Mediado por um desvio do ciclo celular, a endoreduplicacdo ocorre
pela supressdo do complexo CDK/CYC na transicdo G2/M permitindo a entrada no endociclo
(Breuer et al. 2014; Wildermuth et al. 2017; Mahapatra and Roy 2020).

Os estimulos promotores de endoreduplicacdo podem ocorrer por meio de sinalizacdo
ou estresse oxidativo (Barkla et al. 2018; Li et al. 2019; Hendrix et al. 2020). A interrupcdo de
cadeia transportadora de elétrons por ciprofloxacina, por exemplo, resultou numa sinalizacdo
EROs retrograda alterando o progresso do ciclo celular permitindo a entrada no endociclo.
SOGL1 intermediou a sinalizacdo oxidativa e o controle da expressao de genes do ciclo celular,
esse TF permitiu o aumento da expressio de SMR5 e SMR7, inibidores de CDKs,
desencadeando respostas na transicdo G2/M promovendo a endoreduplicagdo (Duan et al.
2020). No presente estudo a criopreservacdo de sementes de pitaya vermelha por 60 dias
possivelmente induziu estimulos oxidativos para a inducao da endoreduplicacao.

O aumento dos niveis de ploidia, via endoreduplicacéo, esta comumente associado a
uma maior tolerancia a estresses ambientais (Scholes and Paige 2015; Lang and Schnittger
2020; Wos et al. 2022), muito embora esse processo de desenvolvimento também permita
incrementos significativos na biomassa vegetal em algumas espécies vegetais (Scholes et al.
2017; Liu et al. 2019; Tian et al. 2019; Wei et al. 2019), como observado no presente estudo
(Tabela 1). Essas mudancgas no padrdo de crescimento e tolerdncia ambiental podem ser
explicadas pelo aprimoramento da expressdo génica global resultando em mudancas nos
fenotipos no &mbito celular, metabolico, morfoldgico e genético (Scholes and Paige 2015; Paige
2018).

As duplicacbes sucessivas do genoma via endoreduplicacdo apresentam uma intima
relacdo com o aumento do volume celular (Tsukaya 2019). Essa caracteristica permite a
diferenciacéo de determinadas células vegetais (Wang et al. 2020). Células especializadas em
armazenamento, como endosperma e endocarpo, presenciam ciclos de endoreduplicagédo
(endociclo) o que Ihes permitem maior volume celular para armazenamento de macromoléculas
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(Chevalier et al. 2014; Nowicka et al. 2021). Neste estudo, os teores de amido, aglcares sollveis
totais, acglcares redutores, aminoécidos e proteinas dos cladddios ndo diferiram entre os
tratamentos (Fig. 2a-e), somente as médias de amido e agucares sollveis totais das raizes foram
estatisticamente diferentes (Fig. 2a-b).

Ainda que os teores dessas macromoléculas sejam representativos, componentes da
massa seca total das plantulas como celulose, hemicelulose, fibras, pectinas e ligninas também
sdo de significativa relevancia na constituicido do corpo da planta. E digno de nota que o
aumento dos niveis de ploidia apresenta uma intrinseca relagdo com a constituicdo e
propriedades da parede celular (Bhosale et al. 2019). Em Arabidopsis thaliana foi demonstrado
que os teores de polissacarideos da matriz da parede celular (hemicelulose e pectina)
correlacionaram positivamente com os niveis de ploidia (Corneillie et al. 2019). Logo, o
aumento da massa seca da pitaya pode estar relacionado, também, a outros componentes
celulares.

As taxas de incremento de massa fresca da parte aérea (46,57%) e massa seca do sistema
radicular (66,67%) evidenciaram que a criopreservacdo de sementes permitiu maior acimulo
de agua nos cladddios e biomassa vegetal (carbono) nas raizes. Os maiores teores de amido e
acucares soluveis totais das raizes (Fig. 2a-b) podem ser resultantes de uma maior exportacdo
de acucares da parte aérea, uma vez que plantulas oriundas da criopreservacdo de sementes (60
dias em NL) apresentaram maior area fotossintética (altura e nimero de brotacdes). Vale
ressaltar também, que ao contrario de tecidos de reservas como endosperma e endocarpo, cujo
0 armazenamento € majoritariamente de macromoléculas, a principal substancia presente em
células de armazenamento em Cactaceae é a agua (Hultine et al. 2019) e o incremento na massa
fresca da parte aérea é possivelmente resultante do maior acimulo dessa substancia em
detrimento dos ciclos de endoreduplicacéo.

As andlises de citometria de fluxo do material induzido ao espessamento (240 dias)
revelaram diferentes niveis de ploidia (mixoploidia) em cada tecido constituinte do cladodio
(Tabela 3). A periderme e o parénquima aquifero exibiram ploidia até 64C (Fig. 4), isso
comprova que endociclo é parte integrante do crescimento e desenvolvimento vegetal da pitaya
vermelha e que suas sucessivas rodadas de duplicacdo do genoma variam de acordo com o
estagio de desenvolvimento da planta. Além disso, ndo foram observadas diferencas
significativas nas porcentagens de nucleos entre os tratamentos (Tabela 3), logo a
criopreservacdo de sementes de pitaya por 60 dias apenas adiantou uma rodada de
endoreduplicacdo nas plantulas jovens (até 120 dias) e o progresso do desenvolvimento vegetal
das plantulas permitiu a equiparacdo dos niveis de ploidia entre os tratamentos de
criopreservacao (0 e 60 dias em NL).

De fato, a endoreduplicacdo é parte integrante do desenvolvimento de Cactacea (de
Menezes et al. 2012). Essa variante do ciclo celular permite a diferenciacdo dos tecidos
resultando na otimizacéo das fungdes celulares e na adaptacdo a ambientes sazonais (Menezes
et al. 2016). Em cladddios de duas espécies de Melocactus, por exemplo, foram observados que
0s maiores niveis de ploidia eram encontrados no parénquima aquifero (até 32C), cujas as
ceélulas exibiam quase trés vezes o tamanho das células periféricas (periderme), como
consequéncia da endoreduplicacdo (Torres-Silva et al. 2020). De modo similar, no presente
estudo a maior parte dos ndcleos do parénquima aquifero (53,47 e 56,24%) exibiam ploidia
igual ou superior a 16C, ao passo que entre 61,57 e 56,15% dos nucleos da periderme eram até
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8C. O predominio de nacleos com altos niveis de ploidia no parénquima aquifero €, portanto,
um traco de desenvolvimento pelo qual os endociclos promovem a diferenciacdo celular para
acumular &gua.

Os endociclos ocorrem predominantemente em células com grandes volumes e em
células com alta atividade metabolica, implicando que o aumento da ploidia eleva a expressao
génica global e a producdo macromolecular para atender as altas demandas de energia (Breuer
etal. 2014). Em células da periderme de Cactaceae isso pode ser uma caracteristica interessante,
pois o predominio de niveis intermediarios de ploidia (até 8C, como observado neste estudo)
permitiria aumentos na atividade metabdlica (fotossintese) e na expansdo celular para
armazenamento de agua. Analises comparativas de plantas diploides, tetraploides naturais e
sintéticos de Dianthus broteri revelaram que os individuos poliploides apresentaram maiores
taxas de fotossintese liquida (An), condutancia estomética (gm), taxa maxima de transporte de
elétrons (ETRmax) e eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm), evidenciando que a duplicacéo
de conjuntos cromossomicos pode fornecer vantagens seletivas para 0 aumento da capacidade
fotossintética das plantas (Dominguez-Delgado et al. 2021).

Os niveis de ploidia e conteddo de DNA das raizes aos 120 dias (Tabela 2) e aos 240
dias (Tabela 3) foram similares. Isto é, ndo houve progresso dos niveis de ploidia (endociclo)
com o desenvolvimento das plantas. Por se tratar se de um tecido meristematico em constante
divisdo celular, ndo é descartada a hipdtese de que o pico 4C seja um estagio G2 de nucleos 2C.
Além disso, o cariotipo de espécies do género Hylocereus € predominantemente diploide
(Grimaldo-Juéarez et al. 2001). A prevaléncia de células com menor contetdo de DNA (2C),
como as observadas nas raizes dessa espécie, permite uma rapida replicacdo do genoma e
divisdo celular (Scholes and Paige 2015). Isso pode se traduzir em uma vantagem consideravel
para 0s cactos, pois permite a rapida recuperacdo e proliferacdo das raizes durante as estagdes
esporadicas com poucas chuvas que trazem vida a um ambiente natural arido (Torres-Silva et
al. 2020).

Os feixes vasculares compreendem um tecido altamente complexo, e como tal,
apresenta varios tipos celulares em sua composicdo, como elementos de vaso, fibras, elementos
de tubo crivado e células companheiras (Lucas et al. 2013; Cho et al. 2017). Esses tipos
celulares compartilham algumas caracteristicas em comum, como células de pequeno didmetro
com alto grau de espessamento da parede celular secundaria, isso contribui para uma maior
eficiéncia no transporte de substancias a longas distancias e também para um maior suporte
mecanico das plantas (Lucas et al. 2013; Kamon and Ohtani 2021).

No presente estudo, os feixes vasculares apresentaram prevaléncia de nucleos 2C (58,80
e 55,44%) (Tabela 3). A manutencdo de baixos niveis de ploidia nos feixes vasculares é uma
caracteristica favoravel para a conducgédo de solucBes aquosas, pois ndo compromete a razdo
superficie/volume das células condutoras, uma vez que 0 aumento do volume celular e
modificagOes na parede celular estdo frequentemente associados com aumentos dos niveis de
ploidia (Bhosale et al. 2018, 2019). Alem disso, componentes de enrijecimento da parede
celular secundaria (celulose e lignina) sdo mais prevalentes em células com menores niveis de
ploidia (Corneillie et al. 2019) e aumentos significativos dos niveis de ploidia poderiam
comprometer as estruturas biomecanicas de sustentacdo das plantas.
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Curiosamente, os niveis de ploidia dos tecidos dos cladddios de plantas adultas de
pomares de producdo apresentaram estabilizacdo ou até mesmo redugdo dos niveis de ploidia
dos tecidos (Fig. 5). Na periderme foi observada apenas dois niveis de ploidia (4C e 8C), ja no
parénquima aquifero os nucleos exibiam ploidia até 16C com uma maior prevaléncia de nucleos
8C e 16C (Tabela 4), valores estes distintos da amostragem anterior, cujos nucleos eram em sua
maioria iguais ou superiores a 16C (Tabela 3). Os feixes vasculares apresentaram diminuigéo
dos niveis de nacleos 2C e aumento de nicleos 4C (Tabelas 3,4), contudo, em ambas as
amostragens os percentuais de nucleos até 4C eram similares (90,42 e 92,44% aos 240 dias e
87,73% em plantas adultas). Em Arabdopsis thaliana, células do xilema apresentam uma maior
prevaléncia de nucleos 4C e prevé-se que a endoreduplicacdo e 0 espessamento da parede
celular secundaria ocorram mais precocemente, resultando em uma diminuicéo do crescimento
radial celular. Isso sugere uma peculiar ligacdo funcional entre a endoreduplicacdo e a
arquitetura da parede celular nos tecidos vasculares (Bhosale et al. 2018).

Muito embora a reducdo dos niveis de ploidia e diploidizacdo sejam eventos muito bem
descritos na historia evolutiva das plantas (Mandakova and Lysak 2018; Qiao et al. 2019), esses
processos ocorrem ao longo de uma consideravel escala evolutiva, na ordem de milhares ou até
milhdes de anos (Vicient and Casacuberta 2017). Uma provavel hipétese para esses eventos em
uma curta escala de tempo estaria envolvida ndo na reducéo do nivel de ploidia das células em
si, mas sim em mudangas de ploidia a nivel tecidual. Possivelmente células 4C e 8C da
periderme apresentaram maiores taxas proliferativas aumentando suas propor¢des no tecido, ja
as demais células (2C, 16C, 32C e 64C) permaneceram em fases estacionarias no ciclo celular
(G0) ou foram induzidas a morte celular programada (PDC) (Fig. 6). Esse mesmo raciocinio
também pode ser aplicado as células do parénquima aquifero, aumentando a frequéncia de
células 8C e 16C na fase adulta reprodutiva.
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120 dias 240 dias Planta adulta

Até 64C 4C e 8C Até 16C
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Ciclos de endoreduplicacao (Endociclo)

Diferenciacao tecidual

Fig. 6. Modelo esquematico da relacdo entre os niveis de ploidia e diferenciacédo tecidual dos
tecidos constituintes do cladodio de pitaya vermelha (Hylocereus costaricensis) em funcao dos
estagios de desenvolvimento das plantas e ciclos de endoreduplicacdo (A). CN=Cladodio nédo
diferenciado; PA=Parénquima aquifero; PE=periderme; PCD= morte celular programada.

Incrementos de massa fresca em algumas espécies estdo comumente associados aos
ciclos de endoreduplicacdo (Liu et al. 2019; Tian et al. 2019; Wei et al. 2019). No presente
estudo, os aumentos dos niveis de ploidia dos cladddios (periderme e parénquima aquifero) nas
fases juvenis (120 e 240 dias) podem ter contribuido para a diferenciagdo tecidual (Fig. 6) e
crescimento vegetativo das plantas nessas fases de desenvolvimento (Fig. 7a, b). Notavelmente,
plantas quando atingem a fase adulta reprodutiva diminuem suas taxas de crescimento
vegetativo (Kim et al. 2021). Ao adentrar nessa fase fenoldgica, a redugdo dos niveis de ploidia
dos cladddios da pitaya vermelha possivelmente permitiu reducdo das taxas de crescimento
vegetativo (Fig. 7a, b). Isso evidencia um alto grau de dinamismo do endociclo durante as fases
de desenvolvimento da pitaya vermelha, sugerindo uma intrinseca relagdo entre 0 aumento dos
niveis de ploidia com o aumento da biomassa das plantas, principalmente nas fases juvenis onde
0 crescimento vegetativo é um traco caracteristico de desenvolvimento.
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Fig. 7. Representacdo esquematica das fases de desenvolvimento da pitaya vermelha
(Hylocereus costaricensis) (A). Grafico representativo da hipotese proposta de variacdo dos
niveis de ploidia dos tecidos constituintes do cladédio com as taxas de crescimento vegetativo

das plantas ao longo das fases de desenvolvimento (B).

Esses resultados revelam que o endociclo em pitaya vermelha é um processo altamente
dindmico que modula todas as fases de desenvolvimento das plantas. Esse mecanismo também
é responsivo a estimulos oxidativos, 0 que permite a obtencdo de uma complexa rede de
interaces de componentes ambientais, moleculares e ontogenéticos na diferenciacéo tecidual
ao longo do desenvolvimento das plantas numa perspectiva espaco-temporal. Essas multiplas
interacdes elencam o endociclo como um regulador mestre no crescimento, desenvolvimento e
possivelmente nas respostas generalizadas ao estresse ambiental em plantas de pitaya vermelha.

Concluséo
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Aqui, relatamos que estimulos oxidativos, oriundos da criopreservagao de sementes em
NL por 60 dias, possivelmente induziram a endoreduplicagdo aumentando a proporgéo de
nucleos octaploides em cladddios de pitaya vermelha (Hylocereus costaricensis). Os aumentos
dos niveis de ploidia estariam atrelados aos incrementos de biomassa vegetal. A progressdo das
rodadas de endoreduplicacdo (endociclo) permitiu a diferenciacdo tecidual (periderme,
parénquima aquifero e feixes vasculares), dando maior especificidade as fungdes celulares.
Elencamos evidéncias de que a variagao dos niveis de ploidia ndo ocorre apenas a nivel tecidual,
mas também a nivel temporal com o progresso do desenvolvimento das plantas em cada tecido.
Nas fases juvenis (até 240 dias de cultivo), os aumentos dos niveis de ploidia nos cladodios (até
64C) permitiram maiores taxas de crescimento vegetativo, enquanto na fase adulta reprodutiva
a diminuicdo dos niveis de ploidia (até 16C) € acompanhada possivelmente por reducdes das
taxas de crescimento vegetativo. Esses resultados sugerem que o endociclo seja um mecanismo
altamente dinamico que modula os niveis de ploidia para diferenciacéo tecidual e regulacdo das
taxas de crescimento numa perspectiva espaco-temporal ao longo do desenvolvimento das
plantas de pitaya.

Referéncias bibliogréaficas

Banerjee G, Singh D, Sinha AK (2020) Plant cell cycle regulators: Mitogen-activated protein
kinase, a new regulating switch? Plant Sci 301:110660.
https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2020.110660

Barkla BJ, Rhodes T, Tran KNT, et al (2018) Making epidermal bladder cells bigger:
Developmental-and salinity-induced endopolyploidy in a model halophyte. Plant Physiol
177:615-632. https://doi.org/10.1104/pp.18.00033

Bauer MJ, Birchler JA (2006) Organization of endoreduplicated chromosomes in the
endosperm of Zea mays L. Chromosoma 115:383-394. https://doi.org/10.1007/s00412-
006-0068-2

Bhosale R, Boudolf V, Cuevas F, et al (2018) A spatiotemporal dna endoploidy map of the
arabidopsis root reveals roles for the endocycle in root development and stress adaptation.
Plant Cell 30:2330-2351. https://doi.org/10.1105/tpc.17.00983

Bhosale R, Maere S, De Veylder L (2019) Endoreplication as a potential driver of cell wall
modifications. Curr Opin Plant Biol 51:58-65. https://doi.org/10.1016/j.pbi.2019.04.003

Bradford MM (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 72:248-254

Breuer C, Braidwood L, Sugimoto K (2014) Endocycling in the path of plant development.
Curr Opin Plant Biol 17:78-85. https://doi.org/10.1016/j.pbi.2013.11.007

Buege JA, Aust SD (1978) Microsomal lipid peroxidation. In: ACADEMIC P (ed) Methods in
enzymology, 1978th, 52nd edn. pp 302-310

Carneiro AK, Montessoro P da F, Fusaro AF, et al (2021) Plant cdks—driving the cell cycle
through climate change. Plants 10:. https://doi.org/10.3390/plants10091804

Chevalier C, Bourdon M, Pirrello J, et al (2014) Endoreduplication and fruit growth in tomato:
Evidence in favour of the karyoplasmic ratio theory. J Exp Bot 65:2731-2746.
https://doi.org/10.1093/jxb/ert366

Cho H, Dang TVT, Hwang | (2017) Emergence of plant vascular system: roles of hormonal



647
648

649
650

651
652
653

654
655

656
657
658

659
660
661

662
663

664
665

666
667
668

669
670
671

672
673
674

675
676

677
678

679
680
681
682

683
684

685
686
687

85

and non-hormonal regulatory networks. Curr Opin Plant Biol 35:91-97.
https://doi.org/10.1016/j.pbi.2016.11.013

Corneillie S, De Storme N, Van Acker R, et al (2019) Polyploidy affects plant growth and alters
cell wall composition. Plant Physiol 179:74-87. https://doi.org/10.1104/pp.18.00967

Czarnocka W, Karpinski S (2018) Friend or foe? Reactive oxygen species production,
scavenging and signaling in plant response to environmental stresses. Free Radic Biol Med
122:4-20. https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2018.01.011

de Menezes TP, Gomes W de A, Pio LAS, et al (2012) Micropropagacao e endoreduplicacéo
em pitaya vermelha, hylocereus undatus haw. Biosci J 28:868-876

De Simone A, Hubbard R, De La Torre NV, et al (2017) Redox Changes during the Cell Cycle
in the Embryonic Root Meristem of Arabidopsis thaliana. Antioxidants Redox Signal
27:1505-1519. https://doi.org/10.1089/ars.2016.6959

Del Prete S, Molitor A, Charif D, et al (2019) Extensive nuclear reprogramming and
endoreduplication in mature leaf during floral induction. BMC Plant Biol 19:1-19.
https://doi.org/10.1186/s12870-019-1738-6

Dische Z (1962) Methods in carbohydrates chemistry. In: R. WHISTLER MW (Ed. ). (ed)
Methods in carbohydrates chemistry, 1962nd, 2. edn. New York, pp 478— 512

Dolezel J, Bartos§ J (2005) Plant DNA flow cytometry and estimation of nuclear genome size.
Ann Bot 95:99-110. https://doi.org/10.1093/aob/mci005

Dominguez-Delgado JJ, Lopez-Jurado J, Mateos-Naranjo E, Balao F (2021) Phenotypic
diploidization in plant functional traits uncovered by synthetic neopolyploids in Dianthus
broteri. J Exp Bot 72:5522-5533. https://doi.org/10.1093/jxb/erab179

Duan S, Hu L, Dong B, et al (2020) Signaling from Plastid Genome Stability Modulates
Endoreplication and Cell Cycle during Plant Development. Cell Rep 32:108019.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2020.108019

Dumanovi¢ J, Nepovimova E, Nati¢ M, et al (2021) The Significance of Reactive Oxygen
Species and Antioxidant Defense System in Plants: A Concise Overview. Front Plant Sci
11:. https://doi.org/10.3389/fpls.2020.552969

Farinati S, Forestan C, Canton M, et al (2021) Regulation of fruit growth in a peach slow
ripening phenotype. Genes (Basel) 12:. https://doi.org/10.3390/genes12040482

Ferreira D (2014) Sisvar: a Guide for its Bootstrap procedures in multiple comparisons. Ciéncia
e Agrotecnologia 32:109-112

Foyer CH, Wilson MH, Wright MH (2018) Redox regulation of cell proliferation:
Bioinformatics and redox proteomics approaches to identify redox-sensitive cell cycle
regulators. Free Radic Biol Med 122:137-149.
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2018.03.047

Giannopolitis CN, Ries SK (1977) Superoxide Dismutases. Plant Physiol 59:315-318.
https://doi.org/10.1016/S0079-6603(08)60843-0

Grimaldo-Juarez O, Garcia-Velazquez A, Ortiz-Cereceres J, Ruiz-Posadas LM (2001)
Caracteristicas cariotipicas de seis gendtipos de pitahaya (Hylocereus spp). Rev Chapingo
Ser Hortic VI11:177-186. https://doi.org/10.5154/r.rchsh.2000.08.056



688
689
690

691
692
693

694
695
696

697
698
699

700
701

702
703

704
705
706

707
708

709
710
711
712

713
714
715
716

717
718
719

720
721

722
723
724

725
726
727

728
729

86

Havir EA, McHale NA (1987) Biochemical and Developmental Characterization of Multiple
Forms of Catalase in Tobacco Leaves. Plant Physiol  84:450-455.
https://doi.org/10.1104/pp.84.2.450

Hendrix S, Iven V, Eekhout T, et al (2020) Suppressor of Gamma Response 1 Modulates the
DNA Damage Response and Oxidative Stress Response in Leaves of Cadmium-Exposed
Arabidopsis thaliana. Front Plant Sci 11:. https://doi.org/10.3389/fpls.2020.00366

Hendrix S, Keunen E, Mertens AIG, et al (2018) Cell cycle regulation in different leaves of
Arabidopsis thaliana plants grown under control and cadmium-exposed conditions.
Environ Exp Bot 155:441-452. https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2018.06.026

Hultine KR, Dettman DL, English NB, Williams DG (2019) Giant cacti: Isotopic recorders of
climate variation in warm deserts of the Americas. J Exp Bot 70:6509-6519.
https://doi.org/10.1093/jxb/erz320

Kamon E, Ohtani M (2021) Xylem vessel cell differentiation: A best model for new integrative
cell biology? Curr Opin Plant Biol 64:102135. https://doi.org/10.1016/j.pbi.2021.102135

Kendall PA (1963) Use of the ninhydrin reaction for quantitative estimation of amino groups
in insoluble specimens. Nature 197:1305-1306

Kim YS, Park CS, Lee DY, et al (2021) Phenological growth stages of Korean ginseng (Panax
ginseng) according to the extended BBCH scale. J Ginseng Res 45:527-534.
https://doi.org/10.1016/j.jgr.2020.12.006

Lang L, Schnittger A (2020) Endoreplication — a means to an end in cell growth and stress
response. Curr Opin Plant Biol 54:85-92. https://doi.org/10.1016/j.pbi.2020.02.006

Lee DJ, Choi HJ, Moon ME, et al (2017) Superoxide serves as a putative signal molecule for
plant cell division: overexpression of CaRLK1 promotes the plant cell cycle via
accumulation of Oz— and decrease in H20.. Physiol Plant 159:228-243.
https://doi.org/10.1111/ppl.12487

Li F, Wang L, Zhang Z, et al (2019) ZmSMR4, a novel cyclin-dependent kinase inhibitor (CKI)
gene in maize (Zea mays L.), functions as a key player in plant growth, development and
tolerance to abiotic stress. Plant Sci 280:120-131.
https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2018.03.007

Liu Z, Chen G, Gao F, et al (2019) Transcriptional repression of the APC/C activator genes
ccs52al/a2 by the mediator complex subunit MED16 controls endoreduplication and cell
growth in arabidopsis. Plant Cell 31:1899-1912. https://doi.org/10.1105/tpc.18.00811

Lopes C, Dias G, Silveira F, et al (2017) Propagacéo in vitro de pitaia vermelha. Plant Cell Cult
Micropropag 13:21-27

Loureiro J, Rodriguez E, Dolezel J, Santos C (2007) Two new nuclear isolation buffers for plant
DNA flow cytometry: A test with 37 species. Ann Bot 100:875-888.
https://doi.org/10.1093/acb/mcm152

Lucas WJ, Groover A, Lichtenberger R, et al (2013) The Plant Vascular System: Evolution,
Development and Functions. J Integr Plant Biol 55:294-388.
https://doi.org/10.1111/jipb.12041

Mahapatra K, Roy S (2021) SOGL1 transcription factor promotes the onset of endoreduplication
under salinity stress in Arabidopsis. Sci Rep 11:1-26. https://doi.org/10.1038/s41598-021-



730

731
732
733

734
735
736

737
738
739

740
741
742

743
744

745
746

747
748

749
750

751
752

753
754

755
756
757

758
759
760

761
762

763
764
765

766
767
768

769
770

87

91293-1

Mahapatra K, Roy S (2020) An insight into the mechanism of DNA damage response in plants-
role of SUPPRESSOR OF GAMMA RESPONSE 1: An overview. Mutat Res - Fundam
Mol Mech Mutagen 819-820:111689. https://doi.org/10.1016/j.mrfmmm.2020.111689

Mandakova T, Lysak MA (2018) Post-polyploid diploidization and diversification through
dysploid changes. Curr Opin Plant Biol 42:55-65.
https://doi.org/10.1016/j.pbi.2018.03.001

Matsuda M, lwata Y, Koizumi N, Mishiba K ichiro (2018) DNA double-strand breaks promote
endoreduplication in  radish  cotyledon. Plant Cell Rep  37:913-921.
https://doi.org/10.1007/s00299-018-2278-5

Menezes TP, Pio LAS, Ramos JD, et al (2016) Endoreduplication in floral structure, vegetative
and fruits of red pitaya with white pulp. Biosci J 931-939. https://doi.org/10.14393/bj-
v32n4a2016-32977

Mhamdi A, Van Breusegem F (2018) Reactive oxygen species in plant development. Dev 145..
https://doi.org/10.1242/dev.164376

Miller GL (1959) Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar. Anal
Chem 31:426-428

Nakano Y, Asada K (1981) Hydrogen peroxide is scavenged by ascorbate-specific peroxidase
in spinach chloroplasts. Plant Cell Physiol 22:867-880

Nowicka A, Kovacik M, Tokarz B, et al (2021) Dynamics of endoreduplication in developing
barley seeds. J Exp Bot 72:268-282. https://doi.org/10.1093/jxb/eraa453

Paige KN (2018) Overcompensation, environmental stress, and the role of endoreduplication.
Am J Bot 105:1105-1108. https://doi.org/10.1002/ajb2.1135

Qi F, Zhang F (2020) Cell Cycle Regulation in the Plant Response to Stress. Front Plant Sci
10:1-10. https://doi.org/10.3389/fpls.2019.01765

Qiao X, Li Q, Yin H, et al (2019) Gene duplication and evolution in recurring polyploidization-
diploidization cycles in plants. Genome Biol 20:1-23. https://doi.org/10.1186/s13059-
019-1650-2

Rangan P (2020) Endosperm variability: From endoreduplication within a seed to higher ploidy
across  species, and its competence. Seed Sci Res  30:173-185.
https://doi.org/10.1017/S0960258520000148

Scholes DR, Paige KN (2015) Plasticity in ploidy: A generalized response to stress. Trends
Plant Sci 20:165-175. https://doi.org/10.1016/j.tplants.2014.11.007

Scholes DR, Rasnick EN, Paige KN (2017) Characterization of Arabidopsis thaliana regrowth
patterns suggests a trade-off between undamaged fitness and damage tolerance. Oecologia
184:643-652. https://doi.org/10.1007/s00442-017-3897-1

Tian Y, Gu H, Fan Z, et al (2019) Role of a cotton endoreduplication-related gene, GaTOP6B,
in response to drought stress. Planta 249:1119-1132. https://doi.org/10.1007/s00425-018-
3067-7

Torres-Silva G, Matos EM, Correia LF, et al (2020) Anatomy, Flow Cytometry, and X-Ray
Tomography Reveal Tissue Organization and Ploidy Distribution in Long-Term In Vitro



771
772

773
774

775
776
777

778
779

780
781

782
783
784

785
786
787

788
789
790

791
792
793

794
795
796

88

Cultures of Melocactus Species. Front Plant Sci 11:1-13.
https://doi.org/10.3389/fpls.2020.01314

Tsukaya H (2019) Has the impact of endoreduplication on cell size been overestimated? New
Phytol 223:11-15. https://doi.org/10.1111/nph.15781

Velappan Y, Signorelli S, Considine MJ (2017) Cell cycle arrest in plants: What distinguishes
quiescence, dormancy and differentiated G1? Ann Bot 120:495-509.
https://doi.org/10.1093/aob/mcx082

Velikova V, Yordanov I, Edreva A (2000) Oxidative stress and some antioxidant systems in
acid rain-treated bean plants. Plant Sci 151:59-66

Vicient CM, Casacuberta JM (2017) Impact of transposable elements on polyploid plant
genomes. Ann Bot 120:195-207. https://doi.org/10.1093/aob/mcx078

Wang K, Ndathe RW, Kumar N, et al (2020) The CDK Inhibitor SIAMESE Targets Both
CDKA;1 and CDKB1 Complexes to Establish Endoreplication in Trichomes1[OPEN].
Plant Physiol 184:165-175. https://doi.org/10.1104/PP.20.00271

Wei Z, Shi X, Wei F, et al (2019) The cotton endocycle-involved protein SPO11-3 functions in
salt stress via integrating leaf stomatal response, ROS scavenging and root growth. Physiol
Plant 167:127-141. https://doi.org/10.1111/ppl.12875

Wildermuth MC, Steinwand MA, McRae AG, et al (2017) Adapted Biotroph Manipulation of
Plant Cell Ploidy. Annu Rev Phytopathol 55:537-564. https://doi.org/10.1146/annurev-
phyto-080516-035458

Wos G, Mackova L, Kubikova K, Kolatf F (2022) Ploidy and local environment drive
intraspecific variation in endoreduplication in Arabidopsis arenosa. Am J Bot 109:259—
271. https://doi.org/10.1002/ajb2.1818



