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RESUMO

As emissoes de gases de efeito estufa estdo aumentando consideravelmente nas Ultimas
décadas causando aumento da temperatura média global e graves impactos no
crescimento e desenvolvimento das plantas. Compreender como as plantas respondem e
se adaptam as variacOes térmicas é fundamental para o melhoramento de cultivares e
garantia da producdo de alimentos. Estudos recentes mostram que o &cido gama-
aminobutirico (GABA), um amino&cido ndo proteico de quatro carbonos encontrado em
eucariotos e procariotos, esta envolvido em diversos processos relacionados a regulacao
da homeostase térmica. Além disso, estudos mostram que as plantas sdo capazes de
perceber estimulos térmicos e adaptar seu metabolismo por meio de vias moleculares que
regulam a biossintese de GABA. Dentro desse contexto, os microRNAS sdo responsaveis
pela regulacdo pods-transcricional de importantes processos biologicos, tais como
desenvolvimento das folhas, flores e frutos, bem como resposta a estresses ambientais.
Dessa forma, entender como essa molécula atua na regulacdo térmica juntamente com
vias moleculares relacionadas pode auxiliar no desenvolvimento de ferramentas para
mitigagdo de estresse em plantas. De acordo com os resultados deste trabalho, o &cido
gama-aminobutirico (GABA) demonstrou eficacia ao preservar as taxas fotossintéticas,
promovendo o0 aumento da massa radicular para adaptacdo em ambientes de estresse
térmico, e manteve a integridade dos frutos.

Palavras-chave: Estresse abidtico; Temperatura; Fotossintese.



ABSTRACT

Greenhouse gas emissions have been significantly increasing in recent decades, leading
to a rise in global average temperature and severe impacts on plant growth and
development. Understanding how plants respond and adapt to thermal variations is crucial
for enhancing cultivars and ensuring food production. Recent studies indicate that
gamma-aminobutyric acid (GABA), a non-protein amino acid with four carbons found in
eukaryotes and prokaryotes, plays a role in various processes related to thermal
homeostasis regulation. Moreover, research demonstrates that plants can perceive thermal
stimuli and adjust their metabolism through molecular pathways regulating GABA
biosynthesis. In this context, microRNAs are responsible for the post-transcriptional
regulation of vital biological processes, such as leaf, flower, and fruit development, as
well as responses to environmental stress. Understanding how this molecule acts in
thermal regulation alongside related molecular pathways can aid in developing tools for
mitigating stress in plants. According to the findings of this study, gamma-aminobutyric
acid (GABA) has proven effective in preserving photosynthetic rates, promoting
increased root mass for adaptation to thermal stress environments, and maintaining the
integrity of fruits.

Keywords: Abiotic stress; Temperature; Photosynthesis.
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1.

INTRODUCAO

O cenario climatico global tem experimentado notaveis transformacdes,
caracterizadas pelo aumento da temperatura média global, flutuacdes nos padrbes de
fendmenos meteoroldgicos como El Nifio e La Nifia, bem como modificagdes nos regimes
de precipitacdo e padrGes de correntes de vento. De acordo com o Painel
Intergovernamental das Mudancas Climaticas (IPCC, 2022), essas mudancas climaticas
sdo atribuidas a fatores como 0 aumento da concentracdo de didxido de carbono (CO>) na
atmosfera e a emissdo de Gases de Efeito Estufa (GEE). O relatério mais recente do IPCC
revelou um acrescimo de 1,1°C na temperatura do ar da superficie terrestre no periodo de
2011 a 2020 em comparacdo com o periodo de 1850 a 1900, evidenciando uma
intensificacdo das mudancas climaticas nas Gltimas décadas (IPCC, 2022).

O aumento de temperatura de 5°C ou mais acima do ideal é experimentado como
estresse térmico por todos os organismos vivos (Guan et al., 2013). O estresse térmico
devido a altas temperaturas ambientais € um problema que ameaca a producéo agricola
em todo o mundo (Hall, 2000). Devido a esse fator limitante, danos irreversiveis para o
crescimento e desenvolvimento das plantas podem ocorrer, como as reduc6es do tamanho
(Manivannan et al., 2007), nimero de folhas (Soliman et al., 2018), taxa fotossintética e
conteudo de clorofila (Alhaithloul, 2019), além da perda de turgor e pressdo nas células
(Sharma et al., 2020). Danos ao sistema da planta podem afetar a produtividade de muitas
culturas comerciais, como café, feijdo, amendoim, arroz, tomate, entre outros (Fahad et
al., 2017).

Diante desses desafios, surge a necessidade de estudos com plantas modelo, a
fim de entender os mecanismos de respostas a diferentes tipos de estresse. Os estudos
com a cultivar de tomateiro Micro-Tom (MT) destacam-se como ferramentas Uteis e
bastante utilizadas atualmente nesse contexto. Produzida para fins ornamentais através do
cruzamento das cultivares Florida Basket e Ohio 4013-3, o Micro-Tom apresenta “dwarf
phenotype” (pequeno porte), frutos pequenos e vermelhos quando maduros (Scott e
Harbaugh, 1989). Por esta razdo, € considerado um modelo conveniente para pesquisa
sobre regulacdo do desenvolvimento, por apresentar répido crescimento e facil
transformacdo (Meissner et al., 1997; Eyal e Levy, 2002). Além de conter um genoma
conhecido, ciclo de vida curto e ser um étimo representante para se entender crops com
fruto carnoso.

Estudos mostram que a cultura do tomateiro sofre frequentemente com altas



temperaturas em algumas partes do mundo, o que afeta sua reproducdo extremamente
sensivel a estresse por calor (Nankishore e Farrell, 2016). Compreender como as plantas
respondem e se adaptam a tal estresse nos niveis fisioldgico, molecular e bioquimico ird
fornecer subsidios para o0 melhoramento de cultivares, garantindo a sobrevivéncia das
plantas em condi¢Oes adversas e a producéo de alimentos. (Li et al., 2021).

Essa compreenséo torna-se ainda mais crucial considerando estudos recentes que
revelam o papel do &cido gama-aminobutirico (GABA), um amino&cido ndo proteico de
quatro carbonos encontrado em eucariotos e procariontos, em diversos processos
relacionados a regulacdo da homeostase térmica. Em plantas, pesquisas com com
diferentes espécies mostram que o GABA apresenta um efeito regulatério, como
observado no algoddo submetido a condicgdes de seca (Hanower e Brzozowska, 1975),
células de feijao-frade em temperaturas elevadas (Mayer et al., 1990) e a soja em
condicdes de frio e danos mecanicos (Wallace et al., 1984). A conexao entre esses estudos
ressalta a importancia de investigar ndo apenas os impactos do estresse térmico, mas
também as estratégias adaptativas, como a influéncia do GABA, que podem ser
fundamentais para o desenvolvimento de abordagens mais eficazes no manejo do cultivo
de tomateiro em condicGes desafiadoras.

O GABA foi identificado pela primeira vez, hd mais de 70 anos, em tubérculos
de batata (Solanum tuberosum) (Li et al., 2021). Desde entdo, seu papel fisiologico tem
sido amplamente estudado, e até o momento, tem sido confirmado ndo apenas como
metabolito, mas também como molécula sinalizadora em plantas (Carillo, 2018). Sua
versatilidade funcional inclui responder a fatores de estresse abioticos e bidticos, manter
o0 equilibrio carbono/nitrogénio (C/N) e regular o desenvolvimento das plantas (Li et al.,
2021). Dessa forma, entender como essa molécula atua na regulacdo térmica utilizando
uma planta modelo como o tomateiro MT, pode auxiliar no desenvolvimento de
ferramentas para mitigar os efeitos desse estresse em outras espécies de interesse
agrondmico, tais como o cafeeiro.

Além disso, outras moléculas sdo conhecidas por desempenhar importante acéo
regulatdria pos-transcricional em organismos eucarioticos, destacando-se 0s microRNAs
(miRNAs) (Voinnet, 2009). Essas pequenas moléculas, de 20 a 24 nucleotideos
pertencentes a classe de pequenos RNAs (SRNAs), sdo reconhecidas por sua relevancia
em processos biologicos fundamentais, como o desenvolvimento de folhas, flores e frutos,
além de desempenharem um papel crucial na resposta ao estresse bidtico e abidtico em
varias espécies (Ketao et al., 2018; Lietal., 2017; Lopez et al., 2012; Ori et al., 2007; Pan



etal., 2017).

Os MicroRNAs sdo moléculas que exibem comportamento conservado na
questdo evolutiva (Molnar et al., 2007), alguns miRNAs como, por exemplo, miR156,
miR164, miR168, miR171, miR393, miR396 e miR398 estdo associados a uma ampla
gama de respostas de defesa das plantas a estresses, incluindo estresses hidrico, salino e
térmico. No entanto, com base na tecnologia de sequenciamento de alto rendimento,
foram identificados muitos microRNASs conservados e novos que respondem ao estresse
térmico em tomateiro (Pan et al., 2017). No entanto, ainda existem lacunas sobre o papel
desses SRNAs na regulacdo de moléculas envolvidas nos mecanismos de resposta ao
estresse, como 0 GABA.

Com base no apresentado, o objetivo deste trabalho € investigar o papel do
GABA como potencial mitigador dos efeitos do aumento de temperatura, utilizando
inicialmente o tomateiro MT, e identificar quais microRNAs e como eles podem atuar na
regulacdo dessa molécula de forma enddgena. Assim, este estudo contribuird para o
entendimento do estresse térmico nas plantas e desenvolvimento de novos produtos que

podem ser aplicados em campo.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Os efeitos do estresse térmico sobre o desenvolvimento e crescimento de
plantas

A temperatura constitui um dos fatores ambientais de maior relevancia para as
plantas, impondo perdas significativas em termos econdmicos, pois ela afeta
negativamente o0 crescimento e desenvolvimento das plantas, podendo causar
retardamento da floracdo e amadurecimento dos frutos e até mesmo necrose dos tecidos
(Ahn et al., 1999).

Segundo Cao et al., (2008) todas as espécies de plantas tém uma faixa de
temperatura ideal para fungbes fisiologicas eficientes, como crescimento,
desenvolvimento e reprodugédo. Temperaturas elevadas acima dessa faixa, caracterizadas
como estresse térmico, tém o potencial de impactar o desempenho das culturas em todas
as fases do seu ciclo, é a fase reprodutiva a mais sensivel a esses efeitos (Cao et al., 2008,
Tenorio et al., 2013).

E importante destacar que a previsio de aumento na temperatura atmosférica,
estimado entre 1,5 e 11°C até o ano de 2100 (IPCC, 2022), tem o potencial de causar
impactos severos na produtividade das culturas (Reddy e Kakani, 2007; Stainforth et al.,



2005). Diante desse cenario de mudancas climaticas, a compreensdo dos efeitos do
estresse térmico nas diferentes fases do ciclo das plantas torna-se crucial para o
desenvolvimento de estratégias de mitigacdo que garantam a sustentabilidade da
agricultura diante desses desafios.

O arroz (Oryza sativa L.), um cereal fundamental que representa a principal fonte
de alimento para quase metade da populacdo global, é uma das plantas suscetiveis aos
efeitos da alta temperatura (Zhao Et al., 2018). O impacto do estresse térmico no
desempenho da planta esta condicionado, principalmente, a intensidade, a duracao e ao
momento em relagdo ao desenvolvimento da planta em que ocorre o0 estresse, mas €
notadamente mais danoso durante os estagios reprodutivos e de enchimento de graos (Cao
et al., 2008; Tenorio et al., 2013).

O feijdo mungo (Vigna radiata L.), uma leguminosa alimentar de verdo que se
destaca por sua riqgueza em proteinas, vitaminas e minerais (HanumanthaRao et al., 2016),
demonstra um étimo crescimento a uma temperatura ideal de aproximadamente 35 °C
durante o dia e 25 °C durante a noite. No entanto, frequentemente se depara com
condicdes de estresse térmico, caracterizadas por temperaturas que excedem 36 °C
durante o dia e 28 °C durante a noite, especialmente durante sua fase reprodutiva (Kaur
et al., 2015). Esse cenério resulta em consequéncias adversas, incluindo uma notéavel
perda de flores, uma deficiente formacdo de vagens e uma reducdo significativa no
tamanho, nimero e producdo de sementes, afetando drasticamente o rendimento final de
sementes.

Portanto, é fundamental a realizacdo de uma investigacdo extensa acerca do
comportamento das plantas em cenérios de ambientes extremos, como o aumento da

temperatura (Karapanos et al., 2010).

2.2 O impacto direto do estresse térmico no aparelho fotossintético das
plantas.

A fotossintese é o alicerce do crescimento e da producdo vegetal, dessa forma,
otimizar a eficiéncia fotossintética pode desempenhar um papel crucial na promocéo da
seguranca alimentar nas proximas décadas (Ullah et al., 2022).

O cloroplasto desempenha um papel central nos processos metabdlicos
relacionados a fotossintese, assumindo um papel critico na deteccéo e resposta ao estresse
térmico, utilizando sinalizagdo retrograda como um meio de orquestrar respostas
adaptativas apropriadas (Chen et al., 2017; Hu et al., 2020; Pollastri et al., 2021a).



Componentes vitais dos processos fotossintéticos, tais como a fotofosforilacéo,
0 metabolismo do ciclo de Calvin, o transporte de elétrons, as rea¢des fotoquimicas e a
fluidez da membrana tilacoidal, sdo sensiveis ao estresse térmico (Crafts-Brandner e
Salvucci, 2000, 2002; Wang et al., 2018; Cai et al., 2020; Chen et al., 2022; Lakshmi et
al., 2022; Viljevac et al., 2022).

O dano provocado pelo estresse térmico nos cloroplastos resulta na inativacdo
da rubisco ativase (RCA) (Scafaro et al., 2016) e na regulacdo negativa de componentes
criticos do cloroplasto (Wang et al., 2017, 2018), levando a uma reducao da eficiéncia
fotossintética (Fatma et al., 2021; Mustafa et al., 2021), desequilibrio redox (Mustafa et
al., 2021) e, em situacdes graves, pode culminar em morte celular (Distefano et al., 2017).

Condicdes térmicas adversas também geram uma superproducdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e desencadeia respostas associadas ao estresse oxidativo (Xu
et al., 2017). Isso resulta na reducdo da taxa de transporte de elétrons, inativacdo do
fotossistema Il (PSII) e do fotossistema | (PSI), bem como na degradacéo de proteinas e
pigmentos. Esses efeitos, em ultima instancia, contribuem para a diminuicao da producéao
agricola (Igbal et al., 2021). A reducdo da eficiéncia fotossintética das folhas em
condicdes de estresse térmico ocasiona um aumento na demanda por carboidratos, o que,
consequentemente, intensifica a taxa de respiragédo escura e de fotorrespiragdo (Kumar et
al., 2012).

Essa interacdo complexa entre o estresse térmico e 0s processos fotossintéticos
destaca a necessidade de compreender até que ponto a eficiéncia fotossintética se recupera
apOs esse desafio. Este aspecto, raramente considerado, poderia fornecer uma
compreensdo mais completa da tolerancia térmica das plantas (Yordanov et al., 2000).
Além disso, compreender os mecanismos de resisténcia das plantas em condicdes de
estresse pode fornecer subsidios para o melhoramento de plantas cultivadas, visando

manter a seguranca alimentar da popula¢do mundial.

2.3 Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom como Planta Modelo na
Avaliacéo de Respostas a Estresses
O tomateiro Solanum lycopersicum representa uma das culturas horticolas mais
significativas globalmente e tem sido adotado como um sistema modelo dentro da familia
Solanaceae para investigacdes nas esferas da genética, tanto classica quanto molecular
(Knapp, 2002). A bem-sucedida conclusao do Projeto Genoma do Tomateiro (Sato et al.,

2012) desencadeou o desenvolvimento de variedades que exibem um desempenho



superior em termos de producdo e qualidades nutricionais, seja através de metodos
tradicionais de melhoramento ou abordagens moleculares avangadas, incluindo
transformacéo genética.

Paralelamente a essas conquistas, de maneira analoga a planta modelo
Arabidopsis thaliana, a variedade Micro-Tom (cv MT) emergiu como um organismo
vegetal de estudo altamente viavel em ambientes de laboratério compactos. Desde a sua
proposi¢do como um organismo modelo, a cv MT tem sido amplamente explorada para
pesquisas nas areas de genética e fisiologia (David-Schwartz et al., 2001; Li et al., 2004;
Tieman et al., 2001; Isaaccson et al., 2002; Vogg et al., 2004; Wang et al., 2005).

O Micro-Tom é capaz de produzir frutos e sementes em recipientes contendo
menos de 50 mL de substrato, com um ciclo de crescimento que oscila entre 80 a 90 dias
(Peres et al., 2001). Além disso, possui um genoma de tamanho reduzido (350 mbp)
(Meissner et al., 2000; Matsukura et al., 2008; Pino et al., 2010). Portanto, a utilizacéo
da cultivar Micro-Tom como organismo modelo se torna uma ferramenta de grande
relevancia para a validacéo de novos genes.

Em tomateiros submetidos a condi¢bes de estresse térmico, observam-se
alteracdes significativas no desenvolvimento fisioldgico e bioquimico, O calor é um
elemento desencadeador de uma sensibilidade marcante nas plantas de tomate, podendo
resultar na abscisdo prematura das flores (Camejo et al., 2005), com consequente impacto
limitante na producéo de frutos (Driedonks, 2018). Além disso, 0 aumento da temperatura
exerce um efeito particularmente adverso sobre o grao de polen, especialmente durante
suas fases iniciais, resultando em uma germinacdo insatisfatoria e prejudicando o

desenvolvimento do tubo polinico (Raja et al., 2019).

2.4 O papel do acido gama-amino butirico (GABA) na resisténcia de
plantas a condicdes de estresse ambiental

Conforme destacado por Nayyar et al., (2014), uma estratégia eficaz e simples
para aumentar a resisténcia ao calor em espécies de plantas sensiveis a altas temperaturas,
envolve a aplicacdo de biomoléculas com fungdes protetoras em plantas submetidas a
condicBes de estresse. Os aminoécidos desempenham um papel de grande relevancia nas
operacdes das plantas, principalmente quando estas enfrentam situacfes estressantes,
devido a sua importancia na regulacdo osmotica, na prote¢do contra danos oxidativos e

na fun¢do como moléculas de sinalizagdo (Nayyar et al., 2014; Priya et al., 2019).

Destre essas moléculas, destaca-se o Acido Gama Amino Butirico (GABA), um



aminoacido ndo proteico, que teve sua primeira identificacdo em tubérculos de batata
relatada por Thompson e colaboradores em 1953. O GABA opera como uma molécula
sinalizadora enddgena crucial nos processos de crescimento e desenvolvimento de
plantas, acumulando-se de forma significativa nos tecidos vegetais em resposta a diversos
tipos de estresses, sejam eles de origem abidtica ou bidtica (Roberts, 2007).

Muitas pesquisa evidenciaram a participacdo do GABA na promocdo da
resisténcia a diversos estresses de natureza abidtica, tais como variag@es de temperatura,
escassez de agua, salinidade, condicdes de baixa luminosidade e deficiéncia de nitrogénio
(Nayyar et al., 2014; Priya et al., 2019; Cheng et al., 2018, Kinnersley e Lin 2000). Além
disso, sua influéncia se estende a promocao do crescimento vegetal e ao alivio do estresse,
atuando através da regulacdo positiva do sistema de defesa antioxidante. 1sso, por sua vez,
resulta no prolongamento da vida Util das plantas, devido ao aumento da atividade
antioxidante, bem como na melhoria da qualidade das colheitas durante o periodo de

armazenamento (Ramos-Ruiz et al., 2019).

2.4.1 Rota de Biossintese do GABA

Em plantas, o GABA ¢ predominantemente metabolizado através de uma via
denominada "GABA shunt", a qual se conecta com varias outras rotas metabdlicas,
incluindo o ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA) (Bouché e Fromm, 2004; Shelp et al.,
2017) (figura 1). No citosol, 0 GABA € produzido irreversivelmente a partir de L-
glutamato pela acdo da enzima glutamato descarboxilase (GAD), a qual € dependente de
H*, ou, alternativamente, por meio da degradacdo de poliaminas (putrescina e
espermidina) ou até mesmo por uma reacdo nao enzimatica a partir da prolina em
situacOes de estresse oxidativo (Shelp et al., 2012; Signorelli et al., 2015; Yang et al.,
2015).

Diversas copias de GAD, expressas de maneira diferencial em relacédo aos tipos
de 6rgéos, estagios de crescimento e condi¢gdes ambientais, foram identificadas em varias
espécies de plantas (Bouché and Fromm, 2004; Ruiz et al., 2019). E importante mencionar
que a GAD geralmente apresenta um dominio de ligacdo ao célcio-calmodulina
(Ca?*/CaM) na extremidade C-terminal, o qual modula a sua atividade na presenca de
Ca* em um ambiente de pH &cido (Snedden et al., 1996; Gut et al., 2009). Sob condicdes
fisioldgicas normais da célula (pH 7.0), o CaMBD inibe a atividade da GAD, ao bloquear
0 seu sitio ativo. Contudo, em situacbes de resposta ao estresse, caracterizadas pelo

aumento nos niveis de fons de Ca*? citosolico e H*, ocorre o desdobramento e a ligagio



com o CaMBD, liberando o sitio ativo da GAD e estimulando a sua atividade (Snedden
etal., 1995).

A via do GABA e o ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA) estdo conectados por
meio de uma proteina transmembranar, a GABA permease (GABA-P), que possibilita o
fluxo do GABA do citosol para as mitocondrias (Michaeli et al., 2011). Em seguida, o
GABA ¢ catabolizado em semialdeido succinico (SSA) pela acdo da enzima transaminase
GABA-T. Dependendo da afinidade pelo substrato, duas enzimas GABA-T podem
catalisar essa reacdo: a GABA-TK, que é dependente do alfa-cetoglutarato, ou a GABA-
TP, que € dependente do piruvato. A GABA-TK recebe um grupo amino do alfa-
cetoglutarato e gera 0 SSA e o glutamato como produtos, enquanto a GABA-TP requer 0
piruvato ou o glicolato, que sdo convertidos em alanina ou glicina (Shimajiri et al., 2013;
Trobacher et al., 2013). E importante ressaltar que a Ultima enzima é encontrada
exclusivamente em plantas, normalmente apresentando uma atividade mais elevada em
comparagdo a GABA-TK, utilizada principalmente por outros organismos (Narayan e
Nair, 1990; Van et al., 2002; Bartyzel et al., 2003).

Por fim, o SSA é catabolizado em succinato, que é um componente do ciclo do
acido tricarboxilico (TCA), e, durante esse processo, NADH e um ion hidrogénio sao
gerados a partir do NAD" pela enzima succinato semialdeido desidrogenase (SSADH)
(Bouché et al., 2003). O succinato e o NADH atuam como doadores de elétrons na cadeia
de transporte de elétrons mitocondrial, que tem como resultado final a producdo de ATP
(Ruiz et al., 2019). A enzima succinato semialdeido redutase (SSR) possui isoformas que
se distribuem tanto no citosol quanto no cloroplasto. A conversdo do succinato
semialdeido (SSA) para &cido gama-hidroxibutirico (GHB) ocorre de maneira especifica
aisoforma de SSR presente na célula. Em resposta ao estresse, essa conversao € catalisada
pela acdo da SSR, podendo ocorrer tanto no citosol quanto no cloroplasto (Simpson et al.,
2008; Hildebrandt et al., 2015). Quando a relacdo NAD+:NADH é reduzida, a rota do
succinato semialdeido desidrogenase (SSADH) € inibida, devido a sua dependéncia do
equilibrio energético mitocondrial. Isso resulta no acimulo de SSA, uma vez que a
GABA-T ¢ subsequentemente inibida (Van e Shelp, 1999; Podlesakova et al., 2019). Essa
regulacdo representa um mecanismo pelo qual a célula ajusta seu metabolismo em

resposta as condic¢des redox e de energia.
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Figura 1: Metabolismo derivado do acido g-aminobutirico (GABA) e vias relacionadas em
espécies vegetais. TCA, ciclo do &cido tricarboxilico; GS/GOGAT, ciclo glutamina-
sintetase/glutamato-sintase; GAD, glutamato descarboxilase; GABA-TK, GABA transaminase
dependente de a-cetoglutarato; GABA-TP, GABA transaminase dependente de piruvato;
SSADH, semialdeido succinico desidrogenase; SSR, semialdeido succinico redutase; GDH,
glutamato desidrogenase; SSA, semialdeido succinico; Suc, succinato; GHB, &cido g-
hidroxibutirico; aKG, alfa-cetoglutarato; Glu, glutamato; Ala, alanina; Gly, glicina, PYR,
piruvato, GOA, acido glioxilico. Em azul: genes que regulam a biossintese de GABA e possiveis
miRNAs envolvidos no processo. Fonte: Gramazio P, Takayama M e Ezura H (2020) com

pequenas modificacdes.
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2.4.2 O papel do GABA em Resposta a Diferentes Estresses Abioticos

O estresse abidtico promove o acimulo de GABA por meio de dois mecanismos
distintos. Este tipo de estresse desencadeia alteragdes metabdlicas e mecanicas que
resultam em acidificacdo do citosol, 0 que, por sua vez, induz a ativacdo da glutamato
descarboxilase de pH acido e a subsequente sintese de GABA. Um estudo realizado por
Mei et al., (2016) observou uma significativa reducéo no pH citosélico em condi¢fes de
solo encharcado, associado a hipdxia, o que, por conseguinte, resultou em um aumento
na acumulacdo de GABA. O segundo mecanismo envolve a sintese de GABA dependente
de calcio, que é desencadeada em resposta a varios tipos de estresses abidticos, tais como
calor, frio, salinidade, seca e variacdes ambientais ligeiras. Esses estresses provocam um
rdpido aumento nos niveis de célcio intracelular, e esse aumento de célcio citosélico
estimula a atividade da glutamato descarboxilase, que é dependente de calmodulina,
culminando na sintese de GABA (Bhattacharya et al., 2018).

O GABA demonstrou ter um papel significativo na protecdo e aclimatacéo das
plantas a diferentes tipos de estresse ambiental, incluindo o estresse térmico (por calor e
frio), hidrico, salino e por metais pesados. Os estudos disponiveis destacam seu potencial
para melhorar a resisténcia e a produtividade das culturas, embora haja a necessidade de
pesquisas adicionais, especialmente em leguminosas, para entender melhor o0s

mecanismos subjacentes e otimizar sua aplicacao.

Estresse Térmico

A acumulacdo de GABA durante o estresse térmico é desencadeada pela ativacdo
das enzimas glutamato descarboxilase, como evidenciado em Arabidopsis (Locy et al.,
2000; Priya et al., 2019). A aplicacdo exdgena de GABA em plantas sob estresse térmico
demonstrou melhorar significativamente o crescimento, a sobrevivéncia e reduzir os
danos celulares, preservando a viabilidade, a clorofila e a eficiéncia fotoquimica das
folhas (Nayyar et al., 2014). Isso resultou na melhoria das atividades de enzimas
antioxidantes, como CAT, SOD, APX e glutationa redutase nas folhas de arroz, ap6s
exposicao ao estresse térmico de curto prazo (Nayyar et al., 2014).

A aplicacdo de GABA também aprimorou varios pardmetros fisioldgicos,
morfologicos e bioquimicos em plantas de leguminosas submetidas a altas temperaturas
(Alietal., 2019). Estudos demonstraram que a suplementacdo com GABA tem beneficios
nas funcbes reprodutivas, como a germinacdo do polen, viabilidade do estigma,

viabilidade dos dvulos, reducdo de danos na membrana e melhoria na maquinaria
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fotossintética, assimilacdo de carbono e acumulacao de osmolitos (Priya et al., 2019).

Estresse Hidrico

O estresse hidrico € prejudicial ao crescimento e desenvolvimento de muitas
especies vegetais (Sehgal et al., 2018). Pesquisas indicam que a aplicacdo exdgena de
GABA é uma estratégia eficaz para melhorar a resisténcia das plantas a esse tipo de
estresse (Yong et al., 2017). A suplementacdo com GABA reduz os danos causados pela
seca, promovendo maior tolerancia, manutencdo da dgua nas folhas, menor peroxidacao
lipidica das folhas (Vijayakumari e Puthur 2016). Além disso, a aplicacdo de GABA
aumenta a resisténcia a seca em varias espécies vegetais, estimulando a acumulacéo de
aminoacidos, &cidos organicos e outras substancias osmdticas relacionadas ao
metabolismo secundario (Li et al., 2016a). Estudos mostraram que a aplicacdo de GABA
induz mudancas nas atividades de enzimas relacionadas ao metabolismo do GABA, como
a transaminase GABA e a alfa-cetoglutarato desidrogenase, resultando em um aumento
na concentracdo de glutamato (Glu) e GABA em plantas sob estresse hidrico (Yong et al.,
2017).

Estresse pelo Frio

O estresse causado por baixas temperaturas prejudica o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. A aplicacdo de GABA foi relatada como uma forma eficaz
de atenuar os danos causados por esse tipo de estresse, melhorando as atividades de
enzimas antioxidantes, aumentando a carga de energia nas plantas e inibindo a
peroxidacdo lipidica (Yang et al.,, 2011). Estudos realizados por Malekzadeh e
colaboradores (2014) demostraram que plantulas de tomateiro tratadas com GABA
exogeno tiveram efeitos benéficos na reducéo do estresse por frio, tendo um aumento da
atividade de enzimas antioxidantes, aumento de osmdlitos como prolina e teor de agucares

sollveis, e perda de integridade da membrana.

Estresse Salino

A salinidade do solo, causada principalmente por NaCl, é um problema
significativo que afeta a produtividade agricola. A aplicacdo de GABA reduz a
acumulacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e aumenta a atividade de enzimas
antioxidantes, preservando a morfologia celular e a fungdo celular sob estresse salino

(Wang et al., 2017). Pesquisas com feijdo-preto revelaram que a aplicacdo de GABA
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aumenta a altura, 0 peso seco e o nimero de vagens por planta, resultando em uma
producéo de sementes significativamente maior em comparagao com plantas sob estresse
salino (Kumar et al., 2017).

Estresse por Metais Pesados

A contaminagdo do solo por metais pesados € uma preocupagdo ambiental
crescente. Apesar de alguns elementos metalicos serem micronutrientes essenciais,
desempenhando papéis fundamentais no crescimento e metabolismo das plantas (Mani e
Sankaranarayanan, 2018), o acimulo excessivo desses metais nas estruturas vegetais
compromete, direta ou indiretamente, diversas fungdes bioquimicas, fisiologicas e
morfoldgicas.

Song et al. (2010) descreveram que a aplicacdo de GABA atenua o dano
oxidativo causado pela toxicidade de H: e aluminio em plantulas de cevada. Isso ocorre
pela ativacdo de enzimas antioxidantes como uma resposta defensiva, resultando na
reducdo dos niveis elevados de proteinas carboniladas causadas por EROs.

Embora ndo haja relatos sobre o uso de GABA para mitigar os efeitos do estresse
por metais em leguminosas, estudos realizados em outras culturas indicam o papel do
GABA na mitigacdo dos impactos adversos causado por metais. Por exemplo, pesquisas
abordam a capacidade do GABA em reduzir a toxicidade de cadmio no milho (Seifikalhor
et al., 2020), a toxicidade de cromo na brassica (Mahmud et al., 2017) e a toxicidade de
arsénico no arroz (Kumar et al., 2019).

Em sintese, 0 GABA mostra potencial promissor como ferramenta verstil nas
respostas das plantas a estresses abidticos. As pesquisas destacam seu impacto na
promocdo da tolerdncia e produtividade das plantas nesses cenarios. Contudo, a
necessidade de pesquisas, especialmente em leguminosas, é ressaltada para aprofundar a
compreensdo dos mecanismos envolvidos e otimizar sua aplicacdo em diferentes

contextos, visando contribuir para estratégias sustentaveis diante dos desafios ambientais.

2.5 Genes Atuantes na Biossintese e Transporte do GABA em Frutos de
Tomate

Na versdo mais atualizada do genoma de referéncia do tomate (Heinz 1706,

versdo SL 4.0, Hosmani et al.,, 2019), foram identificados cinco genes GAD

(Solyc11g011920, Solyc049025530, Solyc05g054050, Solyc01g005000 e

Solyc03g098240). O primeiro destes genes GAD, conhecido como ERT D1
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(Solyc03g098240), foi previamente previsto em 1995 a partir da analise da biblioteca de
cDNA de frutos de tomate da variedade "Ailsa Craig". Esse gene atingiu seu pico de
expressdo no estagio de rompimento do fruto, seguido por uma gradual diminuicdo
durante o processo de amadurecimento (Gallego et al., 1995).

Posteriormente, em frutos imaturos da variedade "MicroTom", trés genes GAD
foram caracterizados durante o desenvolvimento do fruto: SIGAD1 (Solyc03g098240,
considerado alélico a ERTD1), cuja expressao alcanga seu ponto maximo nos estagios de
fruto maduro, enquanto SIGAD2 (Solyc119g011920) e SIGAD3 (Solyc01 g005000)
apresentam um aumento em seus niveis de expressdo durante o desenvolvimento do fruto,
seguido por uma rapida diminuicao durante o amadurecimento (Akihiro et al., 2008). No
entanto, enquanto SIGAD1 ndo mostrou uma correlacdo clara com o teor de GABA
durante o amadurecimento do fruto, SIGAD2 e SIGAD3 demonstraram uma correlacao
positiva, sugerindo um papel mais proeminente deste Ultimo na biossintese de GABA.
Esta hip6tese foi confirmada por Takayama et al., (2015) ao suprimirem os trés genes
SIGAD através da abordagem RNA.I, resultando em uma significativa reducéo nos niveis
de GABA nas linhagens onde SIGAD2 e SIGAD3 foram suprimidos, enquanto os niveis
de GABA nas linhagens com supressdo de SIGAD1 se assemelhavam aos do tipo
selvagem (WT).

No caso do tomate, trés genes GABA-TP foram sugeridos para 0 GABA em
SSA: SIGABA-T1 (Solyc079043310), localizado nas mitocdndrias, SIGABA-T2
(Solyc12g006470), presente no citosol, e SIGABA-T3 (Solyc12g006450), encontrado nos
plastos (Akihiro et al., 2008; Clark et al., 2009). Através de analises de perda de funcédo
utilizando RNAI, Koike et al., (2013) suprimiram os trés genes SIGABA-T, observando
um aumento de até nove vezes nos niveis de GABA em frutos vermelhos maduros das
linhagens em que SIGABA-T1 foi suprimido. No entanto, nenhuma correlacdo
significativa foi observada entre o teor de GABA e a expressdo de SIGABA-T2 e SIGABA-
T3. Com base nesses resultados, e considerando que SIGABA-T1 é expresso em niveis
mais elevados do que SIGABA-T2 e SIGABA-T3 durante 0 amadurecimento do fruto
(Clark et al., 2009), sugere-se que SIGABA-T1 desempenha o papel principal na via de
catabolismo do GABA.. Essas descobertas foram posteriormente corroboradas por Li et
al., (2018) por meio do uso de um sistema CRISPR/Cas9 multiplex direcionado aos trés
genes SIGABA-T.

As etapas finais do desvio metabdlico do GABA no tomate ainda necessitam de

uma caracterizagdo abrangente. Até o momento, foi identificado um gene SSADH



14

(SISSADH, provavelmente Solyc09g090700) como o responsavel pelo catabolismo do
SSA em succinato. Este gene demonstrou estar expresso nos frutos em todos os estagios
de desenvolvimento, embora sua expressao tenha apresentado uma correlacdo fraca com
o teor de GABA (Akihiro et al., 2008). Por outro lado, foram isolados dois genes SSR no
tomate (SISSR1 e SISSR2, provavelmente Solyc09g018790 e Solyc03g121720) (Akihiro
et al., 2008). A expressédo de SISSR1 foi ligeiramente mais elevada em frutos vermelhos
maduros do que em frutos no estagio de rompimento, enquanto SISSR2 apresentou o
padrdo oposto de expressdo (Deewatthanawong et al., 2010a). Estudos adicionais sdo
necessarios para uma caracterizacdo completa das duas rotas alternativas de catabolismo
do SSA na via do GABA no tomate e para entender como essas rotas se relacionam com
a biossintese de GABA.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Delineamento experimental

3.1.1 Experimento 1: Determinacdo da concentracgdo e tempo de
coleta de material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fisiologia Molecular de Plantas
no Setor de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras. Sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) foram
germinadas em camara de crescimento (CMP6050 — Conviron®) a 25°C com fotoperiodo
16/8 h (claro/escuro).Folhas completamente expandidas (vinte e dois dias de idade) foram
expostas a trés tratamentos diferentes: aplicagdo exdgena de GABA a 1000 umol L™
aplicagdo de 700 umol L, as concentracBes foram realizadas com a diluicdo do GABA
puro em &gua destilada de acordo com experimentos prévios descritos por (Malekzadeh
et, al., 2014) e agua (controle). Foram aplicados 5 mL por planta com auxilio de um
borrifador.

Cada tratamento foi exposto a uma rampa de temperatura, na qual houve um
aumento a cada quatro dias. As temperaturas foram: 6tima (25°C), estresse térmico
moderado (35°C) e estresse térmico elevado (40°C) (figura 1). Cada tratamento foi
composto por quatro réplicas biologicas, fatorial 3x3 (3 tratamentos de aplicacdo e 3
temperaturas) totalizando 36 plantas em todo experimento. As plantas foram irrigadas
mantendo a capacidade de campo. Ao final de cada ciclo de temperatura, folhas

totalmente expandidas foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
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em ultrafreezer -80 °C.
Adicionalmente, a fim de tragar uma curva e identificar o0 momento de maior
concentracdo de GABA nas plantas, foram coletadas amostras em temperatura étima

(25°C), com intervalos de 2, 6, 12, 24 e 72 horas apds a aplicacéo do produto.

| — g
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Figura 1: Esquema demonstrativo dos tratamentos térmicos aplicados ao longo do experimento
1 em camara de crescimento, em tomateiro Micro-Tom, evidenciando as variagdes ao longo do
tempo.

3.1.2 Experimento 2 — Plantas cultivadas em Ambiente Ideal — 25 °C

Sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) foram cultivadas
sob condicdes controladas em uma sala de crescimento, mantida a uma temperatura de
25 °C com fotoperiodo de 16/8 h (claro/escuro). Mudas com folhas completamente
expandidas (vinte e oito dias de idade) foram expostas a dois tratamentos diferentes, um
grupo recebeu a aplicacdo exdégena de GABA a uma concentracao de 700 pmol L-1,
enquanto o outro grupo, utilizado como controle, recebeu a aplicacdo de agua. Sete dias
apos o primeiro tratamento, uma segunda aplicacdo de GABA foi realizada em plantas
com 35 dias de idade.

Folhas totalmente expandidas foram coletadas 2 e 12 horas ap6s a primeira e a
segunda aplicacao, congeladas em N liquido e armazenadas em ultrafreezer -80 °C. As
andlises de trocas gasosas foram realizadas 24 horas apos as duas aplica¢fes, com 28 e
35 dias de idade da planta. Cada tratamento foi composto por quatro réplicas bioldgicas,
fatorial 2x2x2 (tabela 1) totalizando 32 plantas. As plantas foram irrigadas mantendo a

capacidade de campo.
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Semeadura Aplicacdo 1 (GABA X AGUA) Aplicacao 2 (GABA X AGUA)
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Figura 2: Esquema demonstrativo dos tratamentos utilizados ao longo do tempo ,em
condicdes favoraveis na cdmara de crescimento, em tomateiro cv. Micro-tom durante o
experimento 2.

3.1.3 Experimento 3 — Plantas cultivadas em Estresse Térmico — 35 °C

Sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) foram cultivadas
em condic¢des controladas na sala de crescimento, a uma temperatura de 25°C, com
fotoperiodo de 16/8h (claro/escuro). Mudas com folhas completamente desenvolvidas
(vinte e oito dias de idade) foram expostas a dois tratamentos diferentes, um com a
aplicacdo exdgena de GABA a 700 umol L™ e outro com aplicacéo de agua (controle).

Imediatamente, as plantas foram expostas ao estresse térmico elevado de 35°C,
em um fotoperiodo de 22h de luz, reduzindo o tempo que a planta permanece no escuro.
Essa abordagem foi aplicada com o propdsito de examinar o impacto do fotoperiodo nas
plantas de Solanum lycopersicum e investigar a teoria da transi¢cdo precoce para a fase
reprodutiva, conhecida como "Speed Breeding".

Ap0s o periodo de 7 dias, visando compreender as respostas das plantas em um
estagio avancado no estresse térmico, aquelas expostas a 35°C foram submetidas
novamente ao tratamento com GABA. Cada tratamento foi composto por quatro réplicas
bioldgicas, fatorial 2x2x2 (tabela 1) totalizando 32 plantas. As plantas foram irrigadas
mantendo a capacidade de campo. Folhas totalmente expandidas foram coletadas 2 e 12
horas apés a primeira e a segunda aplicacdo, congeladas em N liquido e armazenadas em

ultrafreezer -80 °C.
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Semeadura Aplicagio 1 (GABA X AGUA) Aplicagio 2 (GABA X AGUA)
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Figura 3: Esquema demonstrativo dos tratamentos aplicadosao longo do tempo em camara

de crescimento, utilizando tomateiro cv. Micro-Tom durante o experimento 3.

Temperatura ideal - 25°C Temperatura de estresse - 35°C
APLICAGAD 1 APLICAGAD 2 APLICAGAD 1 APLICAGAD 2
GABA GABA GABA GABA
2 horas 2 horas 2 horas 2 horas
GABA GABA GABA
12 horas 12 horas 12 horas R IS
eltustells CONTROLE 2 horas Geltuseils CONTROLE 2 horas
2 horas 2 horas
LI CONTROLE 12 horas (NP CONTROLE 12 horas

12 horas 12 horas

Tabela 1: Arranjo dos tratamentos em um fatorial 2x2x2, envolvendo 2 aplicagdes, 2
tratamentos, 2 tempos e 4 réplicas bioldgicas.

3.2 Fenotipagem

As avaliagOes fenotipicas foram conduzidas semanalmente apds a completa
expansdo das folhas, visando quantificar o namero de folhas, botdes florais, flores, estagio
inicial do desenvolvimento dos frutos (EIDF) e frutos. Essas contagens foram executadas
tanto em condices ideais para o crescimento das plantas, com uma temperatura de 25°C,
como em condicBes de estresse, com uma temperatura de 35°C (experimento 2 e 3). O

periodo total abrangeu 4 semanas (T1, T2, T3 e T4). Adicionalmente, ao término do
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experimento, procedeu-se a pesagem das plantas para avaliacdo de sua massa fresca,
contemplando os seguintes parametros: peso total, massa fresca e tamanho da parte aérea,

bem como massa fresca e tamanhodas raizes.

3.3 Analises fisioldgicas — trocas gasosas

As avaliagOes de trocas gasosas foram realizadas com um analisador de gas por
infravermelho (LI-6400XT Portable Photosynthesis System, LI-COR, Lincoln, USA).

Para o experimento 1, as medicdes foram realizadas ao final de cada ciclo de
temperatura (35 °C e 40 °C) em todas as plantas. J& para os experimentos 2 e 3, foram
realizadas as medicGes em duas ocasides distintas: um dia antes e um dia apos as
aplicacdes, tanto a primeira quanto a segunda. As caracteristicas avaliadas foram:
fotossintese liquida (A; pmol CO, m? s?), transpiracdo (E; mmol HO m? s?),
condutancia estomatica (gs; mol H.0 m? s?) e EiUA (A/E; pmol CO2 mmol* H;0).
Todas as avaliacdes foram realizadas entre 9 e 10 horas com utilizagéo de fonte artificial
de radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR) em camara fechada fixada em 1200 umol de
fotons m? s (Blue + Red LED LI-6400-02B, LI-COR, Lincoln, USA). Foram designadas
quatro réplicas biologicas para as medi¢cGes em ambas as temperaturas.

Um teste prévio foi realizado para determinar a quantidade ideal de fotons para
atingir a méaxima taxa de fotossintese nas plantas. Com base nesse teste, observou-se que
as plantas apresentaram uma maior taxa de fotossintese liquida quando expostas a uma

intensidade de 1200 pumol de fotons.

3.4 Quantificagdo de GABA

A quantificacdo de GABA enddgeno foi feita de acordo com Komatsuzaki et al.,
(2005) com pequenas alteracdes. Para isso, foi adicionado 1ml de etanol 70% (V/V) a 100
mg de tecido foliar congelado e macerado, a mistura foi homogenezada com auxilio de
um agitador vortex por 1 minuto e, em seguida,centrifugada a 8000 g por 5 minuto a 4
°C. O sobrenadante foi coletado, e a lavagem com etanol foi realizada novamente,
obtendo-se um volume final de 2ml que foi evaporado no speedvac a 45°C. O precipitado
foi dissolvido em 500 uL de H>O milliQ. Em seguida, foram adicionandos 100 uL do
extrato em tubos de 2mL, mais 200 uL de tampdo borato (0,2 M de acido bérico + 0,2
M de borato de s6dio, com pH 9) seguido por 1 mL de fenol (6%). O composto formado

foi incubado em gelo e, posteriormente, foram adicionados 400 uL de hipoclorito de sodio
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7,5%. A mistura foi novamente incubada em gelo por 5 minutos, seguida de banho-maria
em &gua fervente por 10 minutos e, novamente, incubado em gelo por 5 minutos. Por fim,

a absorbancia foi medida a 630 nm.

3.5 Anadlise Insilico

Para analise de expressdo génica, foram identificados genes que fazem parte
da rota de biossintese do GABA, além de transportadores envolvidos nesse processo. As
buscas foram realizadas no banco de dados Sol Genomics Network
(https://solgenomics.net/) e na literatura. Além disso, também foram realizadas buscas
por possiveis microRNAs que estejam regulando a expressdo de GABA, cuja funcéo é
proteger o tomateiro de danos extremos, ocasionados pelo estresse térmico, utilizando a

ferramenta psRNATarget (https://www.zhaolab.org/psRNATarget/).

3.6 Anélise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA p < 0,05) e em
seguida ao teste de normalidade (Scott-Knott, p>0,05). Todas as analises foram realizadas

no software R versdo 3.6.1.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4 Concentragéo ideal de GABA 700umol e tempo de coleta

A elevacdo substancial e transitoria na concentracdo de GABA atingiu seu ponto
maximo nas amostras colhidas 12 horas ap6s a aplicacdo (Figura 4). Com base nesse
resultado, os momentos de coleta para os experimentos subsequentes foram definidos
como 2 e 12 horas apos a aplicacdo. Normalmente, o acimulo de GABA ocorre em
resposta a situagdes estressantes, seja de natureza bidtica ou abiotica (Li et al., 2021).
Contudo, registrou-se um incremento enddgeno mesmo em plantas cultivadas em
condicdes ideais de crescimento, possivelmente atribuido a aplicacdo exogena, que
contribuiu para o aumento de sua concentracdo interna. Vale destacar que o conteudo de
GABA nas culturas varia entre espécies e variedades e depende de uma infinidade de
fatores, como o estagio de desenvolvimento da planta, condi¢cdes ambientais, resposta a
estresses bioticos e abioticos e tratamentos pos-colheita (Ham et al., 2012; Kim et al.,
2013; Chalorcharoenying et al., 2017).
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Figura 4: Absorbancia do GABA ao longo do tempo de coleta.

No que tange a concentracdo 6tima de aplicacdo, conduziu-se um experimento
com duas concentragdes distintas, sendo uma previamente utilizada por Malekzadeh et
al., 2014, reconhecida como mais eficaz (700 umol L), e a outra configurada com um
aumento na dosagem para investigar seus efeitos em plantas de tomate submetidas a
condicBes de estresse térmico (1000 umol L™1). Os resultados das analises fisioldgicas
revelaram que as plantas tratadas com 700 umol L' apresentaram uma taxa de
fotossintese significativamente superior a 40°C em comparagdo com o0s demais
tratamentos . Entretanto, a 35°C, a fotossintese liquida nas plantas submetidas a 700 pmol
L—-1, ndo apresentou diferencas em relacdo ao controle, embora tenha sido superior
aquelas tratadas com a concentragdo de 1000 umol L—1. Além disso, todas as plantas,
tanto as tratadas quanto as do grupo controle, demonstraram maior taxa fotossintetica a
35 °C (Figura 5A), o que confirma que essa temperatura € menos prejudicial ao sistema
fotossintético da planta em comparagdo com 40°C, configurando assim um estresse
moderado.

Em relacdo a conduténcia estomatica, observou-se uma maior abertura
estomatica em plantas tratadas com GABA a 700 umol L™ a 35 °C e 40°C (Figura 5B).
Em decorréncia dessa maior condutancia, observou-se um aumento correspondente na
taxa de transpiracdo, indicando uma provavel elevacdo na perda de &gua por essas plantas.
Conforme observado, a condutancia demonstra uma correlacéo direta com a fotossintese

e a transpiracdo em todas as temperaturas e tratamentos de concentracdo. A medida que a
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abertura estomatica se intensifica, hd& um aumento na perda de 4gua por transpiracdo. No
entanto, como aspecto benéfico, esse aumento na abertura estomatica resulta em uma
maior producédo de energia pela fotossintese. Essa dindmica esta intrinsecamente ligada
ao desempenho das funcdes vitais nas plantas.

A condutancia estomatica nas plantas tratadas com 700 umol L™, ndo foi maior
apenas na temperatura de 35°C, mas na temperatura de 40°C também, o que resultou na
maior transpiragdo em ambas as temperaturas, quando comparadas aos demais
tratamentos (controle e 1000 umol L™). Isso pode ter contribuido para manutencéo da
temperatura interna e protecdo do aparato fotossintético, indicado pela maior taxa de
fotossintese liquida nas plantas submetidas a temperatura de 40 °C. No entando, a 35°C,
a taxa de fotossintese liquida das plantas tratadas com 700 umol L%, ndo diferiu das
plantas controle, sugerindo que a aplicacdo de GABA a 700 umol L™ pode ser mais
eficiente em condicBes de temperaturas que configuram estresse severo para as plantas de
tomateiro, como a de 40°C.

A transpiracdo esta diretamente associada a regulacdo da temperatura interna da
planta. Uma taxa de transpiracdo mais elevada pode desempenhar um papel crucial na
manutencdo do funcionamento eficiente do aparato fotossintético, especialmente em
condicdes de temperaturas elevadas para as plantas.

No entanto, no contexto da eficiéncia instantanea do uso da dgua (EiUA), ndo se
observou disparidade entre as diferentes concentraces de GABA, sendo as diferencas
significativas apenas em relacdo as temperaturas. Em condicGes de estresse a 40 °C, as
plantas demonstraram uma maior eficiéncia instantanea no uso da agua (Figura 5D). E
relevante destacar que EiUA esté intrinsecamente ligada a relacdo entre a fotossintese e a
transpiracdo, conforme descrito por Jaimez et al., (2005). Nesse contexto, os valores
registrados refletem a quantidade de carbono fixada pela planta para cada unidade de 4gua

perdida.
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Figura 5: Andlise dos parametros fotossintéticos de plantas cultivadas em diferentes estresses:
temperatura e concentragdo de GABA. Letras mailsculas comparam as temperaturas dentro da
concentracdo individualmente e letras minusculas comparam concentracdes dentro de cada
temperatura. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P
<0,05)

4.2 Papel do Acido Gama-Aminobutirico (GABA) no Crescimento e
Desenvolvimento das Plantas

Segundo Radford (1967) as andlises de crescimento proporcionam a
compreensdo das disparidades funcionais e estruturais entre as plantas, permitindo a
identificacdo de respostas a diversos tratamentos e/ou a selecdo de genoOtipos mais
eficazes. Com base nisso, foram feitas analises de crescimento, que se estenderam por
um periodo de quatro semanas, cobrindo todo o experimento. Isso permitiu fazer a
avaliacdo do crescimento das plantas e comparagdes entre os tratamentos sob condi¢fes
de estresse térmico (35 °C), como também sob condi¢fes ideias de crescimento e
desenvolvimento (25 °C). Para esse fim, foram avaliados quatro caracteristicas
fenotipicas nas plantas, que incluiram a contagem do numero de folhas, botdes florais,

namero de flores e estagio inicial de desenvolvimento do fruto (EIDF) (Figura 6).
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" FOLHAS FLORES EIDFs

Figura 6: Caracterisicas fenotipicas avaliadas durante a conducdo do experimento.

Como resultado, as folhas das plantas submetidas ao estresse (Figura 7A), a
comparacdo entre os diferentes periodos (T1, T2, T3, T4) indica que os tratamentos
mantiveram uma média constante de folhas por planta, evidenciando uma quantidade
estavel de folhas disponiveis para o processo fotossintético. Contudo, no ultimo periodo
(T4), apds 22 dias de estresse, observou-se um aumento no nimero de folhas nas plantas
tratadas com GABA em comparagdo com 0 grupo controle. Apesar da redugdo no
namero de folhas em ambos os tratamentos ao longo do periodo de exposicdo a
temperatura elevada, 0o GABA demonstrou a capacidade de manter um maior nimero de
folhas em comparagdo com o grupo controle ap6s 22 dias, sugerindo seu papel benéfico
na preservacao do nuimero de folhas e, por conseguinte, na manutencdo das taxas

fotossintéticas em plantas sob estresse térmico.

A mesma tendéncia foi percebida em plantas em condigdes ideais de
crescimento (figura 8A). No entanto, a diminuicdo foi atribuida a poda de limpeza
realizada para eliminar ramos laterais em excesso, que foram realizadas somente em

plantas em temperatura de 25°C.

Prosseguindo com a analise, a média de botdes florais nas plantas submetidas ao
estresse (Figura 7B) ao longo dos diferentes periodos revelou uma diferenca estatistica no
tempo 1. No T1 e T3, observou-se que as plantas do grupo controle apresentaram um
numero superior de botdes florais em comparagdo com as plantas tratadas com GABA.
Isso pode indicar uma resposta adaptativa das plantas ao estresse, levando a uma transi¢ao
acelerada para o estagio reprodutivo. A maior incidéncia de botdes florais, flores (T2 e
T4) e EIDF (T3 e T4) nas plantas controle sugere uma possivel relacdo com niveis mais
elevados de estresse, enquanto as plantas tratadas com GABA parecem ter atenuado esse
efeito, evidenciando mais uma vez, seu papel benéfico em condi¢bes de temperaturas

elevadas.
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Em plantas cultivadas em condicGes ideais de temperatura, ndao foram
identificadas diferencas estatisticas significativas no nimero de botdes florais ao longo
dos periodos de contagem, quando comparadas entre os diferentes tratamentos (figura 8
B). Entretanto, ao considerar o fator tempo dentro do grupo tratado com GABA, 0s
valores mais elevados foram registrados nos tempos 1 e 2. Essa mesma tendéncia foi
observada nas plantas do grupo controle.

Em relacdo a média de flores por tratamento (Figura 7 e 8 C), destaca-se o
periodo T2, em ambas as temperaturas. As plantas que receberam a aplicacdo de GABA
exogeno apresentaram uma média mais elevada de flores em temperatura ideal. Essa
média refletiu na quantidade de EIDF (Estagio Inicial de Desenvolvimento de Fruto)
nessas plantas (Figura 8 D), conforme demonstrado no gréfico, onde as plantas do grupo
de GABA revelaram uma média superior de EIDF por planta. Contudo, em plantas
estressadas, a media de flores e EIDFs foi maior no tratamento controle, evidenciando

novamente uma transigao acelerada das flores para o EIDF. (figura 7 D).
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Figura 7: Caracteristicas fenotipicas avaliadas em plantas sob estresse térmico.

A: média de folhas; B: média de botdes florais; C: média de flores; D: média de EIDF. Estatistica
realizada pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05), letras maitisculas comparam entre os tratamentos
dentro do tempo relacionado (CONTROLE X GABA) e minGsculas entre os tempos (T1, T2, T3
e T4) dentro do tratamento especifico GABA e CONTROLE.
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Figura 8: Caracteristicas fenotipicas avaliadas em plantas sob condigéo ideal.

A: média de folhas; B: média de botdes florais; C: média de flores; D: média de EIDF. Estatistica
realizada pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05), letras maitisculas comparam entre os tratamentos
dentro do tempo relacionado (CONTROLE X GABA) e minusculas entre os tempos (T1, T2, T3
e T4) dentro do tratamento especifico GABA e CONTROLE.

O impacto no crescimento das plantas tratadas com GABA em comparagao com
as plantas controle pode ser atribuido ao acimulo de GABA no citosol, que ndo foi
convertido em succinato na mitocondria da célula. Esse acumulo excessivo de GABA
pode retardar o crescimento das plantas, como evidenciado por estudos anteriores
(Yamaguchi, 1998). A elevacédo nos niveis de GABA pode levar a reducédo de glutamato,
uma vez que o glutamato é um precursor do GABA. Koike et al., (2013) conseguiram
aumentar os niveis de GABA com sucesso, suprimindo SIGABA-T1 por meio de
interferéncia de RNA. No entanto, as plantas transgénicas exibiram fendtipos andes, com
altura inferior a metade da variedade selvagem (WT), e mostraram infertilidade
combinada com abscisdo severa de flores.

Essa mesma tendéncia foi observada ao finalizar o experimento, onde se
evidenciou uma diminuigdo na biomassa da parte aérea nas plantas de tomate tratadas

com GABA em comparagdo com as plantas controle (Figura 7).
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Figura 9: Imagem destacando a disparidade no desenvolvimento entre plantas tratadas com
GABA e plantas CONTROLE. Plantas CONTROLE posicionadas a esquerda nas imagens,
enguanto as plantas tratadas com GABA ocupam o lado direito.

Embora o papel do GABA nas plantas ndo seja completamente claro, o glutamato
(Glu) desempenha uma funcao essencial na biossintese de aminoacidos (Oaks e Hirel,
1985; Lea et al., 1990; Lam et al., 1995), purinas (Oaks e Hirel, 1985; Kim et al., 1995),
pirimidinas (Doremus, 1986) e clorofila (Wettstein et al., 1995). A ligacao entre 0s baixos
niveis de Glu e a falta de elongacdo celular pode ser explicada pelo fato de que o 2-
oxoglutarato, produzido pela desaminacdo do Glu (Lea et al., 1990), é um co-substrato
necessario para dioxigenases envolvidas na biossintese de giberelinas e modificacdes pds-
traducionais de proteinas da parede celular, influenciando a extensibilidade da parede
celular (Hedden, 1992).

Além disso, os efeitos da diminuicdo do porte aereo das plantas, podem ter sido
causados pela liberacao da Calmodulina (CaM) e sua associa¢do com a GAD. A liberagéo
de CaM pode afetar sua localizacdo celular e sua interacdo com outras proteinas. A
regulacdo da atividade da GAD parece estar integrada a uma rede modulada por Ca?*,
sugerindo seu envolvimento no controle do crescimento celular. Essa regulacdo pode ser
particularmente relevante, considerando que estresses externos que aumentam a atividade
da GAD estdo associados a sinais celulares de Ca®* (Wallace et al., 1984; Trewavas e
Knight, 1994). Assim, essas observacdes levantam a possibilidade de que a regulacdo da
atividade da GAD faca parte de uma rede modulada por Ca?* envolvida no controle do

crescimento.

O peso fresco e o tamanho em altura da parte derea, bem como 0 peso e o
tamanho das raizes foram avaliados ao término do experimento. Apenas no que diz
respeito ao tamanho das raizes, ndo foram observadas diferengas estatisticas, enquanto
nos outros parametros avaliados, as plantas do grupo controle apresentaram uma média
superior em comparagio com as plantas tratadas com GABA (tabela 2). E relevante

destacar que as plantas que receberam aplicacdo de GABA demonstraram um peso de
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raiz maior, indicando um investimento significativo no aumento da massa radicular
como estratégia de aclimatacdo as condig¢fes de alta temperatura, visando uma maior
absorcdo de agua para aumentar a transpiracdo, contribuindo para a regulacdo da
temperatura interna da planta. Além disso, nota-se uma diminuicdo da parte aérea de
plantas tratadas com GABA exo6geno (Figura 7). Foi evidenciado que o GABA
influencia o desenvolvimento em diferentes espécies vegetais, incluindo lentilhas-d'agua
(Kinnersley e Lin, 2000) e tabaco (Baum et al., 1996). Além disso, observou-se impacto
no crescimento do caule em Stellaria longipes (Kathiresan et al., 1998) e no
desenvolvimento das raizes em Arabidopsis (Locy, 1997). Li et al., (2018) em um
experimento com o intuito de aumentar os niveis de GABA, utilizaram o sistema
CRISPR/Cas9 multiplex direcionado aos trés SIGABA-Ts e SISSADHs, como
resultado, conseguiram aumentar em até 19 vezes o conteido de GABA endogeno.
Entretanto, as plantas editadas apresentaram uma frutificacdo deficiente, sendo algumas
delas teratogénicas, caracterizadas por nanismo severo, folhas compostas péalidas e
enroladas, além de exibir necrose em folhas e botdes. Mostrando assim, que o acimulo
elevado de GABA poderia provocar um desequilibrio grave de aminoacidos nas células,

levando a fenotipos aberrantes (Koike et al., 2013).

Com base nos resultados obtidos em condicGes ideais, pode-se inferir que a
aplicacdo de GABA em plantas ndo submetidas a estresse pode ter desencadeado um
efeito considerado toxico. Essa resposta sugere a possibilidade da aplicacdo de GABA
ter influenciado adversamente as rotas de biossintese de aminoacidos cruciais para o

desenvolvimento vegetal, desviando-as de suas trajetorias normais.

MASSA FRESCA
PESO PESO TAMANHO PE[EET?EA D%gglli{l%
TOTAL RAIZ RAIZ

AEREA AEREA
PLANTAS SOB ESTRESSE TERMICO

PLANTAS TRATADAS COM GABA

g/cm 19,769 4,500 25,769 15,346 11,280
b a ns b b
PLANTAS CONTROLE
g/cm 21,576 3,846 24,423 17,730 13,038
a b ns a a

PLANTAS SOB CONDICOES IDEIAS

PLANTAS TRATADAS COM GABA
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g/cm 21,594 4,281 22 17,281 13,093
b ns b b b
PLANTAS CONTROLE
g/cm 25,459 4,968 24,359 20,531 14,937
a ns a a a

Tabela 2: Peso da massa fresca das raizes e da parte aérea, além das dimensdes em centimetros

das raizes e da parte aérea de plantas de tomate, sujeitas a estresse térmico ou crescimento ideal.
A andlise estatistica foi conduzida por meio do teste de Scott-Knott (P < 0,05), em que as letras
indicam diferencas entre o controle e aplicacdo de GABA em cada condicdo.

4.3 Efeitos do “Speed Breeding” no desenvolvimento de plantas de tomate

O Speed Breeding, ou melhoramento rapido, é uma técnica que visa acelerar o
desenvolvimento de plantas em ambientes controlados, onde as condigfes de luz e
temperatura sdo cuidadosamente ajustadas. Essa tecnologia permite encurtar
significativamente o ciclo de melhoramento genético para o desenvolvimento de novas
variedades de plantas e agiliza a pesquisa em agricultura, impulsionando a rapida
progresséo das geragOes (Watson et al., 2018).

Diante desse contexto, observou-se, ao longo do acompanhamento do
crescimento, que as plantas de tomate, submetidas ao fotoériodo longo (experimento
3)ndo apresentaram diferenciacdo significativa em relacdo ao crescimento quando
comparadas as plantas que cresceram sob o fotoperiodo e temperatura ideais (experimento
2) (Figura 10).



TEMPO

- d - 2
PLANTAS - 25°C PLANTAS - 35°C TRATAMENTO

05/05
CONTROLE

05/05
GABA

11/05
CONTROLE

11/05
GABA

19/05
CONTROLE

19/05
GABA

30/05
CONTROLE

30/05
GABA

Figura 10: Fotografias documentando o desenvolvimento das plantas de tomate ao longo do
tempo, sob ambas as condig¢des, permitindo comparacdes entre o grupo controle e o grupo
tratado com GABA.
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Uma disparidade identificada relaciona-se aos frutos deformados e com
aparéncia de podridao observados nos tomates que cresceram em condicOes de estresse e
com fotoperiodo longo. O aspecto de podriddo foi observado somente nas plantas
controle, enquanto as plantas tratadas com GABA néo exibiram essa distin¢ao (figura 11
e 12). Altas temperaturas podem causar danos nas membranas celulares das células dos
frutos. Isso leva a perda de integridade da membrana, resultando na liberagcdo compostos
intracelulares para o citoplasma, o que pode causar danos e necrose dos frutos.
Paralelamente, a exposicdo a elevadas temperaturas pode aumentar a producdo de
espeécies reativas de oxigénio nas células dos frutos. O acumulo de EROs pode causar
danos as biomoléculas, incluindo lipidios, proteinas e DNA, contribuindo, assim, para o
processo de necrose. A exposicdo excessiva a luz, também pode levar a producdo de
espécies reativas de oxigénio. Dado que o &cido gama-aminobutirico (GABA) atua como
um agente antioxidante, ele é capaz de potencializar a atividade de enzimas presentes no
sistema antioxidante, reduzindo a formagdo de EROs. Nesse contexto, os resultados
indicam que o GABA pode desempenhar um papel eficaz na preservagéo do estado redox

das células frutiferas, atenuando a incidéncia de necrose nos frutos.

Frutos deformados - 25°C Frutos deformados - 35°C

a

Média de frutos de plantas em condigdes ideais
>
Il
Média de frutos em plantas estressadas

CONTROLE GABA CONTROLE GABA
Tratamentos Tratamentos

Figura 11: Grafico mostrando a quantidade de frutos deformados nas duas condigdes de
temperatura. A analise estatistica foi conduzida por meio do teste de Scott-Knott (P < 0,05), em
que as letras indicam diferencas entre o controle e 0 GABA em cada condicdo.



31

Figura 12: Frutos desidratados e com coloragdo marrom provenientes de plantas do grupo controle
sob condicdes de estresse.

Em relagcdo ao processo de amadurecimento dos frutos nessas condicdes, foi
observado um amadurecimento precoce dos frutos sob fotoperiodo longo a 35°C (Figura
10). No entanto, a antecipa¢do na maturacao, ndo se refletiu em uma maior producdo final
de frutos ao término do experimento. As plantas do grupo controle, tanto em condi¢6es
ideais quanto sob estresse, produziram uma quantidade superior de frutos maduros e

verdes em comparagdo com as plantas tratadas com GABA (Figura 13).
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Figura 13: Contagem de frutos em estagio verde, intermediario e maduro em distintas condigdes
de desenvolvimento.

Contudo, a problemética associada ao amadurecimento dos frutos em plantas de
tomate ja foi abordada por Hanson et al., (2002). Em seu estudo, os pesquisadores
destacam que a floracdo e a frutificacdo sdo pardmetros cruciais na avaliacdo de diferentes
cultivares de tomate quando sujeitos a estresse térmico, devido a notavel sensibilidade
desses processos a temperaturas elevadas. De maneira congruente, as descobertas de
Camejo et al., (2005) corroboram essa visdo, evidenciando que o aumento da temperatura
influenciou a atividade fotossintética, repercutindo no desenvolvimento e maturacdo dos
frutos, culminando em uma reducgéo no rendimento da colheita.

Além disso, Lifschitz e Eshed (2006) descrevem em seus trabalhos que plantas
de tomate, em seu ambiente natural, sdo perenes e ndo apresentam sensibilidade ao
fotoperiodo, exibindo caracteristicas de crescimento perene mesmo em um Unico ciclo
sazonal breve. E adicionalmente, a EMBRAPA (2006), ressalta que o tomateiro néo
demonstra uma resposta significativa ao fotoperiodo, mostrando um bom
desenvolvimento tanto em condigdes de dias curtos quanto de dias longos. Nesse

contexto, a hipotese é que ndo foi 0 método de Speed Breeding que exerceu influéncia
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sobre o processo de maturacdo dos frutos, mas sim a elevada temperatura as quais as
plantas de tomate foram submetidas. Além disso, é possivel inferir que as plantas tratadas
com GABA direcionaram seus recursos energéticos para preservar a qualidade dos frutos,

em detrimento da quantidade.

4.4 AvaliacOes das trocas gasosas
4.4.1 Impacto da Elevada Temperatura no Aparelho Fotossintético
de Plantas Cultivadas a 35°C.

Diversos fatores exercem influéncia direta ou indireta sobre o processo
fotossintético (Concenco et al., 2008). O déficit hidrico, o estresse térmico, as
concentragdes internas e externas de gases, bem como a composicao e intensidade da luz
sdo considerados os principais entre eles. Devido a isso, entender o mecanismo
fotossintético de plantas é crucial para o entendimento de como elas respondem a esses
tipos de estresse.

A transpiracdo, caracterizada pela perda de vapor d'agua pelas plantas, esta
associada a espécies com elevadas taxas de absor¢do de CO>, resultando em consideravel
perda por transpiracdo. Em muitos casos, o aumento significativo no consumo de agua
esta relacionado a um incremento positivo na produtividade (Klar, 1984). Nas plantas,
incluindo o tomate, a transpiracdo é determinada pela demanda climatica, resposta
estomaética a fatores ambientais, indice de &rea foliar e disponibilidade de agua no solo
(Taiz & Zeiger, 2004).

A condutancia estomatica, como mecanismo fisioldgico, desempenha papel
crucial no controle da transpiracdo das plantas vasculares terrestres (Messinger et al.,
2006). A epiderme foliar, envolta por uma cuticula relativamente impermeavel ao vapor
d'agua e ao dioxido de carbono, contém estdmatos cuja resposta, modulada pela regulacdo
da condutancia estomatica, controla a transpiracdo foliar, influenciada por fatores como
luz, concentracdo atmosférica de CO,, umidade e temperatura (Barbiero et al., 2000).
Segundo esses autores, a condutancia estomatica mantém uma relagéo proporcional com
a transpiracao, a fotossintese liquida e o potencial hidrico foliar.

Com base nisso, as respostas das analises de trocas gasosas mostrou que na
primeira aplicacdo em plantas tratadas com GABA, notou-se um aumento na taxa de
fotossintese liquida, conduténcia estomaética e transpiragdo em compara¢do com o grupo
controle (Figura 14). Esses resultados indicam uma maior abertura dos estdbmatos na

presenca do tratamento com GABA, para que as plantas conseguissem assimilar mais
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CO», como consequéncia as plantas apresentaram uma intensificacdo da transpiragéo,
resultando em uma perda significativa de 4gua, conforme ilustrado na figura. Entretanto,
é importante notar que, apesar desse aumento na transpiracdo, as plantas mantiveram a
eficiéncia no uso da agua em relacédo ao controle. (Figura 14A, 14B e 14C).

Contudo, na segunda aplicacdo, observou-se uma inversdo dos resultados em
relagdo & conduténcia estomatica e a taxa de transpiracdo. As plantas do grupo controle
apresentaram maior abertura estomatica e maior perda de dgua em relacdo aquelas que
receberam a aplicacdo de GABA. Esses resultados sugerem que as plantas tratadas com
GABA adotaram uma estratégia de fechamento dos estdmatos, visando evitar a perda
excessiva de agua pela transpiracdo. No que diz respeito a fotossintese liquida, nao
houveram diferencas significativas, assim, tanto as plantas controle quanto as tratadas
com GABA, mantiveram a taxa fotossintética alta.

Entretanto, as plantas submetidas ao tratamento com GABA demonstraram uma
melhoria na EUA em comparacdo com o grupo controle (figura 14E). A eficiéncia do
uso da agua refere-se a quantidade de &gua evapotranspirada por uma planta para a
producdo de uma determinada quantidade de matéria seca. Nesse contexto, plantas mais
eficientes no uso da agua conseguem produzir mais matéria seca por grama de agua
transpirada (Baptista et al., 2001).

A melhoria na eficiéncia do uso da dgua esta diretamente relacionada ao tempo
de abertura estomatica. Enquanto a planta absorve CO; para realizar a fotossintese, ha a
perda de &gua para 0 ambiente por meio da evapotranspiracdo, seguindo um gradiente de
potenciais hidricos (Pereira-Netto et al., 2002).

No contexto EiUA destaca-se que as plantas tratadas com GABA apresentaram
uma maior eficiéncia instantanea no uso da agua, conforme indicado por Jaimez et al.
(2005), que define esses valores com base na relacdo entre a fotossintese e a transpiracao.
Os resultados observados refletem a quantidade de carbono fixada pela planta em relacéo
a cada unidade de agua perdida (Figura 14D).

De modo geral, no inicio do periodo de estresse (aplicacdo 1), as plantas
submetidas ao tratamento com GABA apresentaram um incremento na taxa de
fotossintese liquida em comparagdo ao grupo controle. Mesmo diante de uma elevada
taxa de transpiracdo, essas plantas foram capazes de manter a eficiencia do uso da agua,
sugerindo uma menor perda de adgua por essas plantas. Em contrapartida, quando o
estresse foi prolongado (aplicacdo 2), as plantas sob tratamento com GABA nédo

apresentaram maior fotossintese liquida em relagdo ao grupo controle. No entanto, essas
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plantas demonstraram uma capacidade de reducdo na perda de agua em relacdo a
quantidade de carbono fixado. Esta resposta parece correlacionar-se com um aumento
significativo da massa seca das raizes, indicando um direcionamento do crescimento
radicular como estratégia para atenuar os efeitos adversos no status hidrico das plantas

sob elevadas temperaturas. Tal comportamento sugere uma adaptacdo voltada a

manutencdo da homeostase térmica nas plantas tratadas com GABA.
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Figura 14: Anélise dos parametros fotossintéticos em plantas submetidas ao estresse térmico de
35°C. Letras comparam entre os tratramentos CONTROLE e GABA dentro da aplicagdo 1 e 2.
EiUA refere-se a eficiéncia instantanea do uso da agua e EUA a eficiéncia do uso da agua.
Estatistica realizada pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).

4.4.2 Anélises fisiologicas em plantas cultivadas sob condigdo ideal

Né&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas em nenhum dos
parametros avaliados pelo analisador de gas infravermelho (IRGA) nas plantas cultivadas
sob temperatura 6tima (figura 15). Esses resultados indicam uma similaridade entre os
tratamentos no que diz respeito a fixacdo de carbono, abertura estomatica e transpiragéo.
Contudo, em termos de (EiUA), foi constatada uma disparidade entre a primeira e
segunda aplicacdo de GABA, resultando em um aumento da eficiéncia ao longo desse

periodo nas plantas tratadas (figura 15D).
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Na andlise dos resultados, ndo foram identificadas diferencas estatisticas em
relagdo a EUA, sugerindo, portanto, que tanto as plantas controle quanto as tratadas com
GABA possivelmente apresentaram uma producédo equivalente de matéria seca por grama
de agua transpirada (figura 15E). Os resultados indicam que a aplicacdo de GABA sob

condicdes Gtimas para o desenvolvimento de tomateiro ndo promove alteragdes nos

A .- .
parametros fotossintéticos avaliados.
A B C
25 —~ 0,30 - [
I &
o _
& 20 1 0,25 - T 5
E = w
g [+] l'l\l
é_ 15 5 0,20 4 E 4
= 8 g
z % 015 - S 3
z E o
= qp | ,g. i
2 ¢ 0,10 £ 24
=S 3 3
? 5 j= g
8 € 005 g 1]
[=3 T
w f=4
[=3
0 - © 0,00 0
CONTROLE GABA CONTROLE GABA CONTRCLE GABA
Tratamentos Tratamentos Tratamentos
D E
6 140
5 a 120 T
=) = 100 |
w 4 &
C}l o
£ - b £ 80
G 3- =
f% E e0-
<., <
5 2
i m 10
1 20 4
a ]
CONTROLE GABA CONTROLE ~ GABA
Tratamentos Tratamentos

EE APLICACAO 1
B APLICACAO 2

Figura 15: Andlise dos parametros fotossintéticos em plantas cultivadas em condicdes ideais de
25°C. teste de Scott-Knott (P < 0,05). As letras dos graficos D sobre a eficiéncia instantanea do
uso de agua (EiUA) comparam o tratamento GABA em relagdo a aplicacdo 1 e 2, realizados pelo
teste de Scott-Knott (P < 0,05).

4.5 Quantificacdo de GABA enddgeno
4.5.1 Quantificagdo de GABA enddgeno em plantas submetidas ao
estresse térmico
O teor enddgeno de GABA em plantas submetidas a um estresse térmico a 35°C e
coletadas apos 2 horas da aplicacdo demostrou maiores valores em controle. Entretanto, apds
12 horas da primeira coleta, as plantas tratadas com GABA apresentaram um incremento em

seu teor de GABA (Figura 16A). Isso indica que ap6s 2 horas da aplicacdo de GABA, a
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concentracdo desse composto diminui, sugerindo um possivel mecanismo de
retroalimentagdo negativa. No entanto, apds 12 horas, esse padrdo se inverte, com as plantas
tratadas apresentando uma concentragdo maior de GABA em comparagdo com 0 grupo
controle, diante disso, hd um mecanismo regulatério no qual a concentracdo de GABA
diminui em resposta a aplicacdo apds 2 horas, mas aumenta ap6s 12 horas. Esse padréo oposto
pode indicar uma autorregulacéo do sistema da planta para manter niveis homeostaticos. No
que se refere a segunda aplicagdo, notou-se um aumento no teor endégeno de GABA em
plantas controle coletadas 12 horas apos a aplicacdo, mesmo sem a adi¢do de GABA externo
(figura 16B).
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Figura 16: Quantificacdo de GABA em plantas submetidas a estresse térmico. Letras mailsculas
comparam o tempo dentro de cada tratamento e letras mindsculas comparam os tratamentos dentro
de cada tempo.

O primeiro relato de um aumento consideravel no acimulo de GABA em
resposta ao estresse foi feito por Naylor e Tolbert (1956), em que folhas de cevada foram
alimentadas com acido glutdmico marcado com C14 e os efeitos da privagdo de oxigénio
no metabolismo do glutamato foram determinadas. Muitos estudos subsequentes
confirmaram acumulag6es grandes e rapidas de GABA em resposta a diversos tipos de
estresse.

Conforme abordado por Narayan e Nair (1990), o acido gama-aminobutirico

(GABA) foi identificado em todas as espécies de plantas e em diversas partes de seus
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tecidos, conforme investigacdes anteriores. Uma andlise temporal do acimulo de GABA,
considerando os distintos tipos de estresse, revelou padrdes especificos. Como por
exemplo, o perfil de acimulo de GABA variou em celulas de feijdo-caupi expostas ao
choque térmico (Mayer et al., 1990) em comparacdo com células de aspargo sujeitas ao
estresse de frio (Cholewa et al., 1996). O acimulo de GABA em culturas de aspargo
submetidas ao choque de frio se manifestou em questédo de minutos, enquanto em culturas

sob choque térmico, esse acimulo se estendeu por varias horas.

4.5.2 Acamulo de GABA em plantas cultivadas em condigdes ideais.

O aumento significativo no acumulo de GABA em condi¢des ideais foi
observado apenas apds a primeira aplicacdo (figura 17A). Plantas tratadas demonstraram
um acumulo exdgeno de GABA 12 horas ap6s a aplicacdo, indicando um aumento na
biossintese desse aminoacido mesmo sob condicGes ideais de crescimento. Nao houveram
diferencas significativas na segunda aplicacdo de GABA (figura 17B). Além disso, uma
segunda aplicacdo de GABA ndo altera o contetdo de GABA enddgeno, devido a uma
possivel resposta intrinseca da planta, ndo sendo necessaria uma segunda aplicagdo.
Diante disso, os resultados sugerem que o0 GABA realmente atua como um sinalizador,

uma vez que € induzida a resposta ndo ha necessidade de uma segunda aplicacao.
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mailsculas comparam o tempo dentro de cada tratamento e letras minUsculas comparam o0s
tratamentos dentro de cada tempo.

46  Genese miRNAs Chaves da Rota de Biossintese do Acido Gama-
Aminobutirico

A identificacdo dos genes envolvidos na biossintese e transporte do GABA, foi
realizada a partir de uma revisdo de literatura e com subsequentemente 0s miRNAS
envolvidos utilizando a ferramenta psRNATarget. Como resultado desta pesquisa, trés
genes-chave foram identificados na via metabdlica do acido gama-aminobutirico
(GABA) (Hosmani et al., 2019). O primeiro deles, o gene SIGAD1 (Solyc03g098240-1),
responsavel por codificar a enzima glutamato descarboxilase 1 (GAD1) (Akihiro et al.,
2008), que desempenha um papel central na conversdo do acido glutamico em GABA,
sendo uma das principais enzimas na biossintese do GABA (Shelp et al., 2012; Signorelli
etal., 2015; Yang et al., 2015). Este processo é potencialmente regulado pelo miRNA sly-
miR5302b-5p. Em seguida, foi identificado o gene GABA-T1 (Solyc07g043310), que
codifica a enzima GABA transaminase, encarregada da degradacdo do GABA em
succinato semialdeido (Akihiro et al., 2008; Clark et al., 2009), possivelmente regulado
por sly-miR5302a. Finalmente, o gene SSADH (Solyc09g090700) envolvido na
codificacdo da enzima succinato semialdeido desidrogenase, que converte o succinato
semialdeido a acido succinico (Akihiro et al ., 2008), regulado por sly-miR9474-3p,

encerrando assim o ciclo do GABA (Figura 21).
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Com base em nossos resultados, pudemos concluir que:

(i)
(ii)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

(x)

(xi)

(xii)

(xiii)

(xiv)

(xv)

A concentracio 6tima de GABA para as plantas foi de 700 pmol L7,

As plantas de tomate atingem o pico de absorbancia do GABA 12 horas apds
a aplicacéo;

O GABA pode se acumular no citosol celular mesmo sem aplicacdo exdgena,
quando as plantas estdo sob estresse;

O periodo de acumulacdo de GABA pode variar entre espécies e deve levar
em consideracao o tipo de estresse enfrentado;

O acumulo de GABA pode ocorrer com a aplicacdo exdgena mesmo na
auséncia de estresse nas plantas;

As plantas tratadas com GABA mantiveram alta taxa de fotossintese, mesmo
com baixa condutancia estomatica, resultando em menor perda de agua;
Plantas tratadas com GABA demonstraram melhoria na Eficiéncia do Uso da
Agua (EUA) em condicdes de estresse;

Plantas tratadas com GABA apresentaram maior eficiéncia instantanea no uso
da dgua (EiUA) em condicdes de estresse;

N&o foram observadas diferengas significativas em nenhum dos parametros
avaliados pelo analisador de gas infravermelho (IRGA) em plantas cultivadas
sob temperatura 6tima;

Houve maior EiUA na segunda aplicacdo em plantas tratadas com GABA sob
condicdes ideais de crescimento;

As plantas controle apresentaram melhor crescimento em condigbes de
estresse em comparacdo com as plantas tratadas com GABA,

Plantas tratadas com GABA mostraram diminuicdo do crescimento em
condicdes de estresse e um aumento do sistema radicular;

O Speed Breeding néo afetou o crescimento das plantas de tomate, mas pode
estar envolvido na maturacdo precoce dos frutos;

Plantas controle em temperatura de 35°C apresentaram frutos desidratados e
com coloragdo marrom;

Trés genes-chave foram identificados na via metabolica do acido gama-

aminobutirico, juntamente com seus possiveis miRNA reguladores.
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Os resultados deste estudo indicam que o acido gama-aminobutirico (GABA)
exibiu eficacia ao preservar as taxas fotossintéticas, facilitando o aumento da massa
radicular para melhor adaptacdo em ambientes de estresse térmico, esse ajuste nos
parametros, promovido pelo GABA, sugere uma estratégia adaptativa benéfica para uma
maior absorcao de agua, favorecendo a transpiracédo e, por conseguinte, contribuindo para
a manutenc¢do da homeostase térmica nas plantas tratadas com GABA.

O papel do GABA também esta relacionado na manutencdo da integridade dos
frutos, visto que o GABA atua como um agente antioxidante, potencializando a atividade
de enzimas presentes no sistema antioxidante e reduzindo a formacdo de EROs. Nesse
contexto, seus resultados indicam que o GABA pode ter desempenhado um papel eficaz
na preservacao do status redox das células dos frutos, atenuando a incidéncia de necrose
nos frutos. Em soma, os dados sugerem que uma segunda aplicacdo do GABA néo é
necessaria em plantas submetidas a estresse térmico. Essa observacéao levanta a hipdtese
de que, nessas condicbes, 0 GABA pode estar sendo desviado para outras vias
metabdlicas.

Essas descobertas tém implicagdes importantes para estratégias praticas de
aplicacdo de GABA visando otimizar seus beneficios sob condicGes de estresse térmico
em plantas. Além disso, este estudo proporcionou uma compreensdo mais aprofundada
dos efeitos do acido gama-aminobutirico (GABA) nas plantas de tomate submetidas a
altas temperaturas, assim como das vias relacionadas aos microRNAs. Como perspectiva
futura, a identificagdo dos microRNAs abre caminho para analises mais detalhadas em
nivel molecular, incluindo avaliagbes de expressao g@énica. Isso permitira uma
manipulacdo mais precisa das respostas das plantas ao estresse térmico.

Considerando a importancia das respostas bioquimicas ao estresse térmico, a
proxima fase do trabalho pode envolver analises mais abrangentes para avaliar o impacto
dos tratamentos nas caracteristicas bioquimicas destas plantas. Isso incluiria a avaliacdo
de pardmetros como atividade enzimatica, teor de clorofila, acumulacdo de compostos
antioxidantes, peroxidacdo lipidica, entre outros. A integracdo dessas abordagens
proporcionara uma compreensao mais holistica das respostas do tomateiro ao estresse
térmico induzido por GABA, fornecendo informacdes valiosas para estratégias futuras de

manejo de culturas em condigdes adversas.
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