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Influéncia do etileno e &cido jasménico na defesa do fruto do tomateiro contra o fungo
causador do mofo cinzento

Patricia Graosque Ulguim Zige
Resumo

O fungo Botrytis cinerea € um dos principais causadores de perdas na pds-colheita de diversas
frutas e hortalicas, pois pode causar danos em todas as partes da planta. Para estudar o papel
do etileno e do acido jasmonico na suscetibilidade do fruto do tomateiro ao fungo Botrytis
cinerea foram utilizados a cultivar Micro-Tom e os mutantes Nr que € insensivel ao etileno e
0 jail-1 que € insensivel ao acido jasménico. Foram realizados dois experimentos, 0 primeiro
utilizando-se a cultivar MT e o mutante Nr, com temperatura de armazenamento dos frutos
inoculados de 21° C (x0,5°C). No segundo experimento foi utilizada a cultivar MT e 0s
mutantes Nr e jail-1 com temperatura de armazenamento dos frutos apés inoculacdo de 25° C
(£0,5°C). Os frutos de cada gendtipo foram lesionados na regido equatorial e inoculados com
o fungo Botrytis cinerea (10° esporos/mL™), foi avaliada a suscetibilidade representada pela
incidéncia, severidade e diametro de lesdo. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos para o primeiro experimento, sendo eles MT controle
(sem 1-MCP), Nr sem 1-MCP, MT e Nr com 1-MCP, cada tratamento continha quatro
repeticbes com dez frutos cada. Para o segundo experimento foram seis tratamentos sendo
eles MT (controle), jail-1 e Nr sem 1-MCP, jail-1 com 1-MCP, Nr com 1-MCP e MT com 1-
MCP, sendo cada tratamento com cinco repeticGes de trés frutos. Os resultados demonstram o
bloqueio do etileno nos frutos da cultivar MT reduz a incidéncia e severidade da doenga. Essa
reducao também ocorreu nos frutos do mutante de tomateiro Nr independente da aplicacéo ou
ndo do 1-MCP, isso indica que o etileno favorece a incidéncia e severidade. Outro fato
observado foi que os frutos do mutante insensivel ao &cido jasménico apresentaram alta
suscetibilidade a doenca e esta suscetibilidade foi ainda maior nos frutos de jail-1 quando
tratados com 1-MCP. Com estes resultados, foi possivel demonstrar que ha interacdo entre o
acido jasmonico e etileno, e que estes dois horménios estdo envolvidos nas respostas de
defesa contra fungos necrotroficos, porém sdo necessarios mais estudos para elucidar como
ocorre esta interacdo, utilizando-se duplos mutantes entre o etileno e o &cido jasmoénico com a
cultivar Micro Tom de tomateiro como “background” genético.

Palavras- chave: Micro-Tom. Hormonios vegetais. Fungo necrotrofico.



1 INTRODUCAO

O Brasil € um grande produtor de frutas e hortalicas, sendo classificado como o terceiro
maior produtor mundial de frutas e o sétimo maior produtor de hortaligas (SEBRAE, 2015;
SEAB, 2015). Dentre as hortalicas de maior importancia econémica no mercado nacional,
pode-se destacar o tomateiro (Solanum lycopersicum), que é nativo da regido andina indo do
Equador até o norte do Chile (ALVARENGA, 2004). No Brasil os trés principais estados
produtores de tomate sdo Goids, que produz principalmente para processamento industrial,
Minas Gerais e S8o Paulo que sdo os principais produtores de tomates para consumo in
natura (IBGE, 2016).

Mesmo com Vérias pesquisas e investimentos no setor, o Brasil ainda apresenta altos
indices de perdas pds-colheita, que sdo causadas por fatores abidticos, como transporte e
armazenamento inadequados e por fatores bidticos, causados principalmente por fungos
fitopatogénicos. As perdas ocasionadas por fungos podem ocorrer no campo, mas Sse
intensificam no periodo de pds-colheita em vegetais e frutas (YU et al., 2009).

As maiores perdas na pds-colheita do tomate sdo ocasionadas por patdégenos, sendo 0s
principais o Botrytis cinerea Pers.:Fr, Alternaria alternata (Fr.) Keissl, Rhizopus stolonifer
(Ehrenb., Fr.) Vuill e Fusarium spp. (ZHAO et al., 2008). Os fitopatdgenos podem ser
classificados quanto a forma de nutricdo, como biotrdficos que retiram nutrientes de tecidos
vivos, necrotréficos que consomem nutrientes das celulas mortas e hemibiotréficos que
possuem as duas formas de nutricdo (biotréfica e necrotrofica) (GLAZEMBROOK, 2005). O
Botrytis cinerea é um fungo necrotréfico, podendo sobreviver no solo associado com matéria
organica, em restos culturais ou ainda na forma de esclerédios (TOFOLI et al., 2011;
JARVIS, 1989). A doenca causada pelo B. cinerea é conhecida como mofo cinzento ou
botrytis, e é responsavel por perdas consideraveis em frutas e hortalicas, uma vez que pode
causar danos em todas as partes da planta (LOPES; REIS, 2011). Durante a p6s-colheita e
armazenamento, os frutos com a doenca apodrecem rapidamente, ocorrendo na lesdo o
desenvolvimento de uma camada de micélio branco algodonoso que posteriormente torna-se
de cor cinza pela presenca de conidios (KLUGE et al., 2002).

Os hormonios vegetais sdo de grande importancia para o desenvolvimento das plantas,
estudos recentes sugerem que algumas classes de hormdnios vegetais estdo envolvidas na
defesa de Orgdos vegetais contra o ataque de patogenos (MONTEIRO, 2010). Dentre estas

classes, os jasmonatos além de serem reguladores de crescimento, auxiliam na defesa das
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plantas contra estes ataques, induzindo a expressdo de genes relacionados a defesa da planta
contra estresses (THALER; OWEN; HIGGINS, 2004; SOARES; MACHADO, 2007,
ROHWER; ERWIN, 2008; YU et al., 2009 ).

O metil jasmonato (MeJa) é o principal derivado do acido jasménico e é conhecido por ter
um papel fundamental nas respostas de defesa que regulam e induzem a resisténcia a fungos
patogénicos (YU et al., 2009). H& uma infinidade de respostas da planta quanto a sintese e
presenca do MeJa, onde a aplicacdo do mesmo como gas pode ativar defesas e prevenir contra
distdrbios de pos-colheita (ROHWER E ERWIN, 2008).

Assim como 0s jasmonatos o etileno também esta envolvido em algumas respostas de
mecanismo defesa das plantas, desempenhando importante funcdo contra estresses bioticos
como patdgenos e estresses abidticos (ferimentos, hipoxia e chilling). Além disso, o etileno é
responsavel por regular varios aspectos do ciclo de vida da planta incluindo a germinacgéo da
semente, iniciacdo da raiz, desenvolvimento das raizes secundarias, desenvolvimento da flor,
determinagdo do sexo, amadurecimento do fruto e senescéncia de frutos (LIN; ZHONGE;
GRIERSON, 2009).

A inducdo da expressao de alguns genes relacionados a defesa requer tanto o etileno
como o acido jasménico, enquanto outros genes de defesa sao especificamente ativados pela
acdo isolada de cada uma dessas classes de horménios (GLAZEBROOK, 2005). Patdgenos
necrotréficos se beneficiam da morte celular do hospedeiro, por este motivo a resisténcia ndo
esta ligada a resposta de hipersensibilidade e sim a mecanismos de defesa desencadeados por
um conjunto de respostas ativadas pela sinalizacdo por jasmonato e/ou etileno
(GLAZEBROOK, 2005).

Lorenzo et al., (2003) citam que o fator de transcricgdo ETR1 (ethylene reponse
factorl) em Arabidopsis thaliana age abaixo da insercdo entre as rotas do etileno e do
jasmonato, podendo este fator de transcricdo ser um elemento chave na interacdo entre ambos
os sinais para regulagdo de genes de defesa. A sinalizagdo dependente do jasmonato
prossegue através da sintese do jasmonato aumentada em resposta ao ataque do patdgeno e
consequentemente aumenta na expressdo de genes efetores de defesa como PDF 1.2
(LORENZO et al., 2003). Alguns genes regulados por jasmonato também sdo regulados por
etileno. No caso do PDF 1.2, a expressdo induzida requer os dois hormdnios (etileno e
jasmonato) (FARMER; ALMERAS; KRISHNAMURTHY, 2003, GUO; ECKER, 2004,
GLAZEBROOK, 2005).

Uma das melhores formas de estudar o papel dos hormonios vegetais, na atualidade, se faz

através da utilizacdo de mutantes hormonais. Plantas mutantes com alteracdes enddgenas na
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percepcdo ou resposta aos diversos fitormonios tem demonstrado ser eficaz no estudo de tais
compostos, pois as alteragOes estdo diretamente associadas com o hormonio envolvido na
mutacdo. Mutantes hormonais como o Jasmonic acid insensitive-1 (jail-1) que € insensivel ao
acido jasmoénico e o Never ripe (Nr) que possui baixa sensibilidade ao etileno estdo
introgredidos na cultivar com fen6tipo miniatura, denominada Micro-Tom (MT). Esta cultivar
foi proposta como um modelo para estudos genéticos por Meissner et al., (1997), pois
apresenta algumas vantagens como porte reduzido, rapido ciclo de vida, podendo em até trés
meses, produzirem frutos maduros e sementes viaveis (CAMPQOS, 2009; CARVALHO et al.,
2011).

A disponibilidade em laboratério de varios genotipos mutantes, em tomateiro, impactados
na via do etileno e do &cido jasmonico constitui uma importante ferramenta a ser explorada
visando compreender melhor o papel isolado dessas classes hormonais na suscetibilidade dos
frutos ao Botrytis. Com isso, 0 objetivou-se neste trabalho, estudar o papel do etileno e do

acido jasmonico na suscetibilidade do fruto do tomateiro ao fungo Botrytis cinerea.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CULTIVO

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de Ecologia e
Morfofisiologia Vegetal da UFSC, Campus Curitibanos. O cultivo dos geno6tipos de tomateiro
para obtencdo de frutos foi realizado na casa de vegetacdo com temperatura controlada (média
de 28°C) e a irrigacdo das plantas foi realizada manualmente, de acordo com a necessidade
das plantas. Os gendtipos utilizados no trabalho foram a cultivar Micro-Tom (MT) e os

mutantes Never ripe (Nr) e jasmonic acid-1 (jail-1) (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos mutantes utilizados no experimento.

Mutante Hormonio Descricédo / Funcéo génica Referéncia
Never ripe (Nr) etileno Baixa sensibilidade ao etileno. Wilkinson et al.,
Defectivo para gene homdlogo a ETR1 (1995)

de Arabidopsis, um receptor de etileno.

Amadurecimento retardado.

Jasmonic acid acido Baixa sensibilidade ao &cido jasménico. Li et al., (2004);
insensitive-1 (jail-1)  jasmonico Defectivo para um gene homélogo a Campos et al.,
COI1 de Arabidopsis. (2009)

Para o cultivo do mutante Nr e da cultivar MT, foi realizada a semeadura em vasos de 250
mL contendo substrato comercial (Plantmax HT, Eucatex) com vermiculita expandida na
proporcdo de 1:1. Para cada litro de substrato foi adicionado 4 g de calcéario e 1 g de adubo
NPK na formulagdo 10-10-10. Aproximadamente duas semanas ap0s a semeadura, quando as
plantulas apresentarem o primeiro par de folhas verdadeiras, foi realizado o transplantio para
vasos do tipo jardineira com capacidade para 8 litros, contendo a mesma proporgdo de
substrato comercial e vermiculita expandida. Foram cultivadas quatro plantas por vaso,

totalizando dez vasos para cada genotipo.
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2.2 TRIAGEM DO MUTANTE jail-1

Para cultivo do mutante jail-1 foi necessario realizar primeiramente uma triagem das
plantulas germinadas, como proposto por Li et al., (2004). As plantulas de tomateiro
colocadas para germinar em meio contendo o Metil Jasmonato (MeJa), apresentam acumulo
de antocianina no hipocotilo e inibicdo do crescimento radicular, porém as plantulas
insensiveis ao acido jasmonico sdo capazes de crescer e se desenvolver normalmente, ndo
apresentando este acimulo de antocianina (LI et al., 2004).

Foi realizado primeiramente uma desinfeccdo das sementes com hipoclorito e colocadas
para germinar em uma caixa gerbox contendo papel filtro umedecido e uma pequena
guantidade MelJa, estes gerbox foram forrados com papel aluminio e colocados em um
ambiente com auséncia de luz em temperatura ambiente. Apos trés dias foi realizada uma
triagem, e todas as plantulas que germinaram e apresentaram um acumulo de antocianina no
hipocétilo foram descartadas e posteriormente o gerbox foi colocado em um ambiente com
fotoperiodo por dois dias e novamente foi realizada uma triagem, permanecendo somente as
plantulas insensiveis ao &cido jasmonico (jail-1 homozigotos). Depois de realizadas as
triagens as plantulas foram transplantadas para uma caixa plastica (cumbuca) contendo
substrato (substrato comercial e vermiculita expandida, na proporgdo 1:1) e permaneceram em
ambiente controlado por mais uma semana. As plantas que apresentaram o primeiro par de
folhas verdadeiras foram transferidas para vasos tipo jardineira com capacidade para 8 litros
contendo 0 mesmo substrato e adubo utilizado para os demais genotipos.

Detalhamentos adicionais a respeito da descricdo dos gendtipos, protocolos de cultivo
e do controle fitossanitario que foram utilizados podem ser obtidos no site
http://www.esalq.usp.br/tomato (Protocolos > manual do modelo vegetal Micro-Tom — Cap.
1: Especificacbes da casa de vegetacdo e protocolos > manual do modelo vegetal Micro-Tom

— Cap. 2: Plantio, irrigacao e adubacéo).

2.3 TRATAMENTOS

Durante o cultivo das plantas, 0 mutante jail-1, apresentou tamanho pequeno dos
frutos em relacdo os demais genotipos (MT e Nr), por este motivo foram realizados dos
experimentos distintos, onde no primeiro experimento utilizou-se o mutante Nr e a cultivar

MT, e um segundo experimento com a cultivar MT e os mutantes Nr e jail-1.
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No primeiro experimento foi realizada a colheita dos frutos dia 21 de julho de 2016,
com 94 dias apos o transplantio. Para o segundo experimento foi realizada no dia 28 de julho
de 2016, com 101 dias apds o transplantio. Os frutos foram colhidos no estadio de maturacao
caracteristico de cada genotipo, definido pela coloracdo da epiderme.

Apbs a colheita, os frutos provenientes de cada genotipo (MT e Nr no primeiro
experimento e MT, Nr e jail-1 no segundo experimento) foram selecionados quanto ao
tamanho, auséncia de injurias mecéanicas e estddio de maturacdo de modo a se obter lotes
homogéneos de frutos, este procedimento foi realizado para os dois experimentos. Apés a
remogdo do célice, os frutos foram imersos em solu¢do 1000 pL L™ de hipoclorito de sédio
por 5 minutos para desinfeccdo da superficie e, apOs este periodo, foram expostos a
temperatura ambiente para secar, posteriormente foi realizada a aplicacdo exdgena com 1-
metilciclopropeno (1-MCP) nos frutos, que seriam os tratamentos (MT com 1-MCP, jail-1
com 1-MCP e Nr com 1-MCP).

O 1-MCP é um géas que pode inibir ou retardar a acdo do etileno, uma vez que compete
com o etileno pelos sitios de ligacdo nos receptores das membranas (SISLER; SEREK, 1997).

Para o tratamento com 1-MCP, foi utilizado o produto SmartFresh® 0,14% de 1-MCP na
formulacdo pd, na relacdo de 0,16g de produto por m*, para obter 1,0 pL L™ de 1-MCP. O
produto foi pesado, colocado em um baldo volumétrico de 10 mL e solubilizado em &gua,
posteriormente foi transferido para uma placa de Petri pequena e colocado dentro de uma
caixa de 31L, juntamente com os frutos de MT, Nr e jail-1. O periodo de tratamento dos
frutos com 1-MCP foi de aproximadamente 18 horas, que segundo Cantu et al., (2009) é o
periodo suficiente para o produto agir no fruto. A caixa lacrada com os frutos foi colocada em
uma B.0O.D, com temperatura média de 22°C. Os demais frutos que ndo tratados com 1-MCP
(MT (controle), Nr sem 1-MCP e jail-1 sem 1-MCP) também foram acondicionados em uma
caixa e colocados na B.O.D, para permanecerem na mesma temperatura que os frutos

tratados.

2.4 INOCULACAO DO FUNGO NOS FRUTOS

Apos o periodo de 18 horas, foi realizada a inoculacdo B. cinerea. O fungo foi isolado (a
partir de um fruto de morango com mofo cinzento) e mantido em meio BDA (Batata Dextrose
Agar). Como foram dois experimentos, foram preparadas duas solucdes, em funcdo do

namero de frutos utilizados em cada um, com isso foram preparados 46 mL para o primeiro
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experimento e 28 mL para o segundo experimento de soluc&o na concentracio de 10° esporos
mL™. Para o preparo desta solucdo, os esporos do fungo foram misturados com 10 mL de
agua ultra pura, posteriormente foi realizada uma filtragem para retirar o excesso de massa de
micélio e possiveis fragmentos do meio de cultura. Uma aliquota desta solucédo foi retirada
para contagem do nimero de esporos em camara de Neubauer, e a partir disso foi estimada a
quantidade de &gua a ser adicionada para obter a solugdo na concentracdo desejada para
inoculagdo nos frutos, através da equagéo: C* x V' = C? x /2

Em que:

C'= Concentragdo inicial do niimero de esporos

V!= Quantidade inicial de 4gua

C?= Concentracdo final do nimero de esporos

V2= Quantidade de agua a ser adicionada

Posteriormente foram realizadas quatro lesdes na regido equatorial de cada fruto. Nestas
lesbes, foram adicionados 50 pL de solugdo contendo B. cinerea na concentragdo de 10°
conidios mL™ (AQUINO et al., 2012). Os frutos foram armazenados em B.0.D a 21°C no
primeiro experimento e a 25°C no segundo experimento (x0,5°C) com umidade relativa do ar
de 80% (+5%), durante seis dias para o0 primeiro experimento e trés dias para o segundo

experimento.

2.5 VARIAVEIS ANALISADAS

A suscetibilidade dos frutos foi avaliada através da contagem do nimero de lesGes
desenvolvidas nos frutos e da medida do didmetro de cada lesdo. As avaliagbes para o
primeiro experimento foram realizadas no terceiro, quarto e quinto dia ap6s a inoculagéo de
B. cinerea nos frutos e do segundo experimento foi no primeiro, segundo e terceiro dia apos a
inoculacdo do fungo, a fim de acompanhar a evolugdo dos sintomas da doenca. Os dados
obtidos foram representados como incidéncia, severidade e diametro médio das lesdes em
milimetros. A incidéncia representa o percentual de frutos com sintomas da doenca e a
severidade representa o nimero de lesdes afetadas em cada fruto, sendo expressa como indice
de 0 a 4, onde: 0= nenhuma leséo; 1= uma lesdo; 2= duas lesdes; 3= trés lesdes e 4= quatro

lesbes com sintoma. Também foi realizada a porcentagem de diferentes sintomas da doenca
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por lesdo. Os sintomas foram classificados como: escurecimento, micélio,

micélio+escurecimento e escurecimento seco ao redor da lesdo, como observado na Tabela 2.

Tabela 2. Diferentes sintomas observados nos frutos durante as analises.

Sintoma Observado Imagem

Escurecimento

Micélio

Micélio+escurecimento

Micélio seco ao redor
da lesdo

2.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro tratamentos para
0 primeiro experimento (MT (controle), MT com 1-MCP, Nr com 1-MCP e Nr sem 1-MCP) e
quatro repeticdes, cada uma com dez frutos. Para o0 segundo experimento foram seis
tratamentos (MT (controle), MT com 1-MCP, Nr com 1-MCP, Nr sem 1-MCP, jail-1 com 1-

MCP e jail-1 sem 1-MCP), com cinco repeticOes cada e trés frutos por repeticdo. A
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verificagdo da distribuicdo normal dos dados obtidos foi dada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Para dados onde néo foi verificada a normalidade, foi utilizado o teste estatistico ndo para

métrico de Kruskal-Wallis. Os dados com das varidveis analisadas que possuiam
distribuicdo normal, foram submetidas a analise de variancia (Anova) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 1% e 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro experimento que os frutos foram armazenados a temperatura de 21° C, os
primeiros sintomas comecaram a serem observados somente no terceiro dia apos a
inoculacéo.

Foi observado analisando-se os dados obtidos, que ao bloquear o etileno em frutos de
Micro-Tom, ocorre uma reducédo da incidéncia ao mofo cinzento, assim como no mutante
Nr que é insensivel ao etileno (tratado e ndo tratado com 1-MCP) em relacdo ao MT
(controle) (Figura 1). O mesmo ocorre ao verificar-se a severidade da doenca, onde o Nr
(tratado e nédo tratado com 1-MCP) e o MT com etileno bloqueado apresentaram menor
severidade quando comparados ao MT controle.

Ao verificar o diametro das lesdes, os resultados demonstram que ndo ha efeito do
etileno na progressdo da doenca, uma vez que os didmetros médios ndo diferiram
estatisticamente entre os tratamentos (Figura 1).

Nos frutos do MT controle ocorreu maior porcentagem de micélio e do sintoma
micélio+escurecimento, (Figura 2) em relacdo aos demais tratamentos (MT com 1-MCP,
Nr com 1-MCP e Nr sem 1-MCP).

Gomes (2011) cita que por possuir uma mutacdo no dominio de ligacdo com etileno, o
mutante de tomateiro Nr expressa uma proteina que ndo pode mais ser desligada pelo
etileno, conferindo um fenotipo dominante insensivel ao etileno, mesmo que os receptores
normais sejam desligados pelo etileno os receptores mutantes continuam a sinalizar para a
célula a supressdo das respostas a este horménio. Isto no primeiro experimento pode ser
verificado, pois frutos de Nr apresentaram menor suscetibilidade a doenca como citado
anteriormente.

Foi observado por Brackmann e Freitas (2005) que com a aplicacdo de 1-MCP em
frutos de macds, ocorreu um retardo na maturacdo e aumento do periodo de conservacao
de macd Gala, além de reducdo na incidéncia de podriddes pos-colheita. O mesmo pode
ser observado neste trabalho, uma vez que os frutos de MT tratados com 1-MCP também
apresentaram menor incidéncia ao fungo causador do mofo cinzento, que é responsavel

por consideraveis perdas antes e apos a colheita de frutos.
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Figura 1. Suscetibilidade da cultivar MT e do mutante de tomateiro em etileno Nr ao fungo
Botrytis cinerea apos trés dias de inoculacdo. (A) Incidéncia da doenga, (*) diferenca
significativa dada pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (01=<p<.05); (B)
Severidade da doenca, medida pelo indice de severidade que vai de 0-4 (nimero de lesdes
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leses. (*) Diferenga significativa dada pelo Kruskal-Wallis (p-valor>0,05) ao nivel de 5% de

probabilidade. (C) Evolugdo do Didmetro das lesbes. Barras verticais indicam o erro padrao
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Figura 2. Porcentagem dos diferentes sintomas da doenca ocorridos nas lesGes apds
inoculacdo do fungo Botrytis cinerea, conforme a Tabela 2. (A) Terceiro dia apds inoculagéo;
(B) Quarto dia apds inoculacdo; (C) Quinto dia ap6s inoculacéo.

No segundo experimento em que os frutos foram mantidos a temperatura média de
25°C, no primeiro dia ap6s a inoculacao ja foi possivel observar-se os primeiro sintomas de
incidéncia da doenca.

Quanto aos dados avaliados do segundo experimento, os frutos do mutante jail-1 com
1-MCP apresentaram maior porcentagem de incidéncia a partir do segundo dia de avaliacdo
(chegando a 100% de incidéncia) em relacdo aos demais tratamentos, porém ndo diferiu
estatisticamente.

A severidade da doenca que foi medida pelo numero de lesdes afetadas em cada fruto,

0 mutante jail-1 tratado com 1-MCP diferiu estatisticamente dos demais tratamentos (Figura
4). Este mutante (com e sem 1-MCP) também apresentou a maior porcentagem de micélio
(sintoma da doenca) no segundo dia de avaliacdo apds a inoculacdo do fungo (Figura 5).
Esses resultados demonstram que o mutante jail-1 apresenta alta suscetibilidade ao B.
cinerea. Li et al., (2004) citam que o mutante jail-1 tem a perda de funcéo na proteina F-box
que é requerida no processo de sinalizacdo de acido jasménico, por conta desta perda de
funcdo, mesmo produzindo &cido jasmonico, 0 mutante ndo € responsivo a ele, com isso 0s
frutos ficam mais suscetiveis a estresses, principalmente bi6ticos como ataque de patdgenos.

Glazebrook (2005) cita que a resisténcia ao patégeno necrotréfico B. cinerea é
dependente da sinalizacdo desencadeada pelos jasmonatos, mutacfes que bloqueiam a
percepcdo do acido jasmonico, como a que ocorre no mutante jail-1 causam aumento na
suscetibilidade. Yu et al., (2009) observaram que frutos de tomate tratados com aplicacdo
exogena de metil jasmonato (MeJa) apresentaram reducdo nos sintomas de B.cinerea, pois 0
MeJa regula respostas de defesa e induz a resisténcia contra fungos patégenos.

O mutante jail-1, quando tratado com 1-MCP apresenta maior suscetibilidade ao B.
cinerea, isso sugere que o etileno e o &cido jasmonico interagem em respostas de defesa
contra este patdgeno. Na Figura 3 é demonstrado um esquema onde o fator de transcrigdo
ERF1 é um elemento chave (dependente do etileno e do acido jasmonico) na regulacdo de
genes de defesa PRs, que sdo ativados quando ocorre a infe¢cdo por um patdgeno necrotrofico,
como o gene como o PDF 1.2 (LORENZO et al., 2003). Em reposta ao ataque do patégeno, a
expressao induzida do PDF 1.2 requer o etileno e o &cido jasmonico (FARMER; ALMERAS;
KRISHNAMURTHY, 2003, GUO; ECKER, 2004).
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Figura 3. Esquema de sinalizacdo do etileno e acido jasmonico em Arabdopsis em resposta
ao ataque de patdgenos necrotroficos (LORENZO et al., 2003).

Outro resultado encontrado foi que o MT controle apresentou, maior diametro das leses
(Figura 4), diferentemente do resultado encontrado no primeiro experimento, onde
demonstrou que ndo ocorria influencia do etileno na progressao da doenca. Isso pode ter
ocorrido por os frutos dos dois experimentos terem sido mantidos apds a inoculagdo em
temperaturas de armazenamento diferentes (21° C para o primeiro experimento e 25° C para o
segundo experimento).

A temperatura de armazenamentos dos frutos influenciou também na incidéncia da
doenca, pois no primeiro experimento 0s primeiros sintomas comecaram a serem observados
somente no terceiro dia apos a inoculacdo, ja no segundo experimento, onde os frutos foram
mantidos em uma temperatura maior (25° C), no primeiro dia ap0s a inoculacéo foi possivel
observar-se os primeiros sintomas da doenca. Silveira et al., (2001) observaram que frutos
incubados a temperatura média de 25° C apresentavam maior incidéncia de doencas, ou seja,
esta € uma temperatura 6tima para o patogeno infestar o hospedeiro.

Neste trabalho verificou-se que os horménios vegetais podem alterar a suscetibilidade do
tomate ao fungo Botrytis cinerea. Também foi verificado que pode ocorrer interacdo entre 0s
dois hormonios (etileno e é&cido jasménico) em respostas de defesa contra fungos

necrotroficos.
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Figura 4. Suscetibilidade da cultivar MT e dos mutantes de tomateiro em etileno Nr e em
acido jasménico jail-1, ao fungo Botrytis cinerea. (A) Incidéncia da doenca; (B) Severidade
da doenca, medida pelo indice de severidade que vai de 0-4 (niumero de lesGes com sintoma):
0= nenhuma leséo; 1= uma lesdo; 2= duas lesdes; 3=trés lesbes e 4= quatro lesdes. (**)
Diferenca significativa dada pelo Kruskal-Wallis ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor <
0.01) e ao nivel de 5% de probabilidade (p-valor>0,05). (C) Evolucdo do Diametro das lesdes.
(**) Diferenca significativa dada pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade (p <.01) e
de 5% de probabilidade (01=<p<.05). Barras verticais indicam o erro padrao (n=6).
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Figura 5. Porcentagem dos diferentes sintomas da doenca ocorridos nas lesGes apds
inoculacdo do fungo Botrytis cinerea, conforme a Tabela 2. (A) Primeiro dia apds inoculagéo;
(B) Segundo dia apds inoculacdo; (C) terceiro dia ap6s inoculacéo.
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4 CONCLUSOES

O etileno favorece a suscetibilidade do tomateiro ao B. cinerea.
O bloqueio da percepcédo do etileno em frutos insensiveis ao acido jasmoénico torna-os
mais suscetiveis ao B. cinerea.

Ha influencia direta da temperatura na incidéncia e progresséo da doenga.
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Influence of ethylene and jasmonic acid on the defense of tomato fruit against fungi
causing gray mold

Patricia Graosque Ulguim Zige

Abstract

The fungi Botrytis cinerea is one of the main causes of losses in the post-harvest of various
fruits and vegetables, as it can cause damage in all parts of the plant. To study the role of
ethylene and jasmonic acid in the susceptibility of the tomato fruit to the fungus Botrytis
cinerea we used the cultivar Micro-Tom and the mutants Nr that is insensitive to ethylene and
jail-1 that is insensitive to the jasmonic acid. Two experiments were carried out, the first
using the cultivar MT and the mutant Nr, with storage temperature of the inoculated fruits of
21° C (£ 0.5 ° C). In the second experiment, the cultivar MT and the mutants Nr and jail-1
were used with storage temperature of the fruits after inoculation of 25° C (x 0.5 ° C). The
fruits of each genotype were injured in the equatorial region and inoculated with the fungi
Botrytis cinerea (10° spores/mL™), the susceptibility represented by the incidence, severity
and diameter of the lesion was evaluated. The experimental design was completely
randomized, with four treatments for the first experiment: MT control (without 1-MCP), Nr
without 1-MCP, MT and Nr with 1-MCP, each treatment contained four replicates with ten
fruits each. For the second experiment, six treatments were MT (control), jail-1 and Nr
without 1-MCP, jail-1 with 1-MCP, Nr with 1-MCP and MT with 1-MCP, each treatment
with five replicates of three fruits. The results demonstrate the blockade of ethylene in the
fruits of the MT cultivar reduces the incidence and severity of the disease. This reduction also
occurred in the fruits of the Nr tomato mutant independent of the application of 1-MCP,
indicating that ethylene favors incidence and severity. Another fact observed was that the
fruits of the mutant insensitive to jasmonic acid showed high susceptibility to the disease and
this susceptibility was even greater in the fruits of jail-1 when treated with 1-MCP. With
these results, it was possible to demonstrate that there is interaction between the jasmonic acid
and ethylene, and that these two hormones are involved in the defense responses against
necrotrophic fungi, but more studies are needed to elucidate how this interaction occurs, using
double mutants between The ethylene and the jasmonic acid with the cultivar Micro-Tom of
tomato as genetic “background”.

Keywords: Micro-Tom. Vegetable hormones. Necrotrophic fungi.
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