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RESUMO

MARQUES, M. M. S. Analises fisiologicas e histopatologicas da interacio entre os
fitopatogenos Fusarium equiseti e Diaporthe ueckerae em plantas de Gossypium
hirsutum. Dissertacdo apresentada como parte das exigéncias do Programa de Pos-Graduagao
em Biodiversidade e Conservagdo do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia

Goiano — Campus Rio Verde.

Alguns fungos isolados de folhas de espécimes de Gossypium hirsutum apresentaram
sintomas de doengas ja conhecidas, no entanto, quando identificados, ndo se tratava
exatamente dos agentes etiologicos dessas doengas, mas sim das espécies Fusarium equiseti e
Diaporthe ueckerae. A preocupacdo com doengas ndo descritas ¢ preocupante, visto que o
diagnostico vetado por produtores que estdo acostumados ao campo pode ser equivocado,
gerando danos diretos ou indiretos em varios niveis do meio ambiente. Sendo assim, este
projeto teve como objetivo a descricdo de respostas fisioldgicas e/ou anatdmicas diante ao
ataque pelos fitopatogenos identificados, visando compreender melhor as interacdes
biologicas planta-patdgeno e acumular informagdes para indiretamente potencializar o
reconhecimento de doengas e diagnostico para tomada de decisdes mais eficazes, redugdo na
letalidade das doencas e otimizar técnicas de manejo. Para isso, de modo a mensurar estresses
e danos fisiologicos gerados em plantas acometidas pelos fitopatogenos em questdo, foram
feitas analises de forma a mensurar teores de pigmentos fotossintéticos, medicao de
parametros fluorescéncia da clorofila e analises para indices de trocas gasosas com auxilio de
IRGA; microscopia eletronica de varredura; andlises estatisticas foram executadas em
ANOVA e Tukey (0,05<P). Diversas alteracdes fisioldgicas foram observadas em plantas
inoculadas por Fusarium equiseti e por Diaporthe ueckerae, principalmente em plantas
inoculadas em parte radicular de plantas em fase fenologica caracterizada pela presenca de

frutos, seguidas das plantas em fase de botdes florais.

Palavras-chave: algodao; conservacao; fitopatogeno; fisiologia; doenca.



ABSTRACT

MARQUES, M. M. S. Physiological and histopathological analyzes of the interaction
between the phytopathogens Fusarium equiseti and Diaporthe ueckerae in Gossypium
hirsutum plants. Dissertation presented as part of the requirements of the Graduate Program
in Biodiversity and Conservation of the Federal Institute of Education, Science and

Technology of Goids — Campus Rio Verde.

Some fungi isolated from leaves of specimens of Gossypium hirsutum showed symptoms of
already known diseases, however, when identified, they were not exactly the etiological
agents of these diseases, but from the species Fusarium equiseti and Diaporthe ueckerae. The
concern about undescribed diseases is worrisome, since the diagnosis vetoed by producers
who are used to the field can be wrong, causing direct or indirect damage at various levels of
the environment. Therefore, this project aimed to describe physiological and/or anatomical
responses to attack by identified phytopathogens, aiming to better understand plant-pathogen
biological interactions and accumulate information to indirectly enhance disease recognition
and diagnosis for more effective decision-making, reduction in disease lethality and
optimizing management techniques. For this, to measure stress and physiological damage
generated in plants affected by these phytopathogens, analyzes were carried out to measure
levels of photosynthetic pigments, measurement of chlorophyll fluorescence parameters and
analyzes for gas exchange rates with the aid of IRGA; scanning electron microscopy;
statistical analyzes were performed using ANOVA and Tukey (0.05<P). Several physiological
alterations were observed in plants inoculated by Fusarium equiseti and by Diaporthe
ueckerae, mainly in plants inoculated in the root part of plants in the phenological phase

characterized by the presence of fruits, followed by plants in the flower bud phase.

Keywords: cotton; conservation; phytopathogen; physiology; disease.
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1. INTRODUCAO

Plantas conhecidas como quiabo, cacau e hibisco sdo representantes populares da
familia de plantas denominada Malvaceae, assim como o algoddo, com destaque para espécie
Gossypium hirsutum, espécie caracterizada como subarbusto ndo endémico do Brasil, no
entanto participando de mais de 90% da producao mundial de fibras provenientes de espécies
de algodoeiro (ZHANG, WANG e CHEE, 2008).

Esta espécie, empregada na cotonicultura, destaca-se entre os principais produtos
agricolas comerciais, tanto por suas fibras na area téxtil por sua utilizagdo em industrias de
confecgoes (ALVES; SOUZA; BORGES, 2020), como na extracao de 6leo ¢ da fabricagao de
farelo a partir de sua semente (MALERBO e COUTO, 1990). A literatura etnofarmacolédgica
menciona ainda o uso de suas folhas para o tratamento de complicacdes no sistema urindrio e
com potencial cicatrizante (LORENZI; MATOS, 2002).

Embora essa espécie gere produtos importantes, a cultura do algoddo também ¢
acometida por pragas durante seu cultivo, seja por insetos e suas larvas, seja por micro-
organismos, desses ultimos, as fitopatologias sdo causadas principalmente por fungos
(BELOT e VILELA, 2020), que surgem de interacdes ecologicas interespecificas
desarmonicas entre planta e micro-organismo.

Essas fitopatologias, ao contrario de micro-organismos benéficos, provocam
desvantagens desde parametros fisiologicos de alta responsividade como, por exemplo,
alteragdes na fluorescéncia da clorofila, a danos anatomicos de dificil reversao. Um exemplo
disso, ¢ a espécie Fusarium oxysporum que, embora esteja presente em todos os solos e
colonizem superficies radiculares sem gerar danos, ha relatos de podridao radicular, murcha
generalizada, amarelecimento e morte da planta, sendo que respostas como essas sao comuns
em plantas acometidas por fungos (ALABOUVETTE, 2001).

Chitarra (2014) expde que doencas provocadas por fungos se tornam grande impasse
para o desenvolvimento da cotonicultura, visto a dificuldade na identificacdo de respostas
geradas por agentes etiologicos das principais doengas do algodoeiro, € no caso de micro-
organismos o processo inclui a propensa confusdo de respostas anatomicas e fisioldgicas
provenientes de patdogenos com danos provocados por fatores abioticos (CHITARRA, 2014;
GOMES et al., 2016).

Esta confusdao em tempos de diagndsticos, consequentemente pode gerar prejuizos no
ambiente, como a falta de rotatividade de culturas e manejo agricola mal planejado, criando

condig¢des ideais para proliferagdo de agentes fitopatogénicos, tornando surtos epidémicos um
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risco real, com posterior necessidade do uso de agrotdxicos para tratamento das plantas.

O uso de fungicidas afeta desfavoravelmente a microbiota de toda a cadeia produtiva
(BELOT e VILELA, 2020), levando a pressdes seletivas na microbiota local, desequilibrando
grupos da cadeia tréfica, alterando processos bioquimicos do solo que dependem de sua
composicdo e sobre os proprios fitopatdégenos, possibilitando reincidéncias mais
intensificadas desses ataques (SYLVIA, 2005).

Embora muitos organismos fitopatogénicos conhecidos e descritos possam ser
diagnosticados com informagdes dispostas na literatura, doengas desconhecidas podem gerar
tomada de decisoes equivocadas, tornando necessaria a aplicagdo da sintomatologia.

O estudo das respostas, nesse caso, gerado pelo parasitismo entre planta e fungo
requer a observagdo de sintomas associados a um agente etioldégico, de modo a entender
estratégias anatomicas ou fisioldgicas utilizadas por ambos os organismos, tornando
importante para resolucao de problemas através de alternativas de controle.

A identificacdo desses mecanismos bioldgicos pode também ajudar no
desenvolvimento de técnicas de manejo, bem como no desenvolvimento de técnicas
biotecnolodgicas aplicadas a prevengdo e ou controle das doengas, além de entender possiveis
padrdes de ataques bidticos provenientes de micro-organismos de diferentes grupos.

A partir desse contexto, a estruturagao de dados se faz necessaria para a identificacao
de mecanismos bioldgicos associados a ataques de fungos fitopatogénicos, gerando a
possibilidade de exercer diagnosticos (CHITARRA, 2014), e indiretamente melhorar o
manejo de doengas, de maneira a reduzir danos ambientais causados pelo uso imprudente de
agrotoxicos e cortar gastos com insumos.

Para a composicdo de dados sobre algoddo, patdégenos pouco descritos na literatura
foram recentemente isolados e identificados como Fusarium equiseti € Diaporthe ueckerae,
apresentando sintomas que afetavam drasticamente estruturas vegetativas e reprodutivas.

Em outras espécies vegetais acometidas por esses fitopatogenos, por exemplo, o
Fusarium equiseti, foi observado em espécies como Triticum aestivum L. (trigo) e Aptenia
cordifolia (planta ornamental) lesdes necroticas progressivas a partir de raizes, causando a
morte de individuos mais jovens, além de causar a murcha e diferencas anatomicas na planta,
quando feitas comparagdes com mudas de controle (LAHUF et al., 2018).

Ha também relatos de danos em Zea mays L. (milho) como causador de podriddo em
caules, causando danos indiretos nas partes reprodutivas do vegetal, além de causar o
tombamento e colapso prematuro de plantas contaminadas (SHAN et al., 2017; SWAMY et
al., 2020).
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Em Brassica oleracea var. botrytis L. (couve-flor) o Fusarium equiseti gerou sintomas
como murcha foliar, inicio de podriddo em caules e podridao radicular, com a morte de
plantas infectadas dentro de 60 dias (LI et al., 2017).

No caso do Diaporthe ueckerae, ha relatos de podridao caulinar em Mangifera indica
L. (manga), Glycine max (soja) e Camellia sinensis (cha-da-india) (GAO, LIU e CAI, 2016).
Lim, Mohd e Zakaria (2019) relatam que se trata de uma espécie oportunista, causando danos
principalmente em organismos que apresentam defesas imunoldgicas baixas.

Em Udayanga et al., (2015), foi observado o apodrecimento de sementes, vagens e
caules de soja por D. ueckerae que também gerou danos em Cucumis melo L. (meldo). Sessa
et al., (2017) ainda relatam diversas espécies do género gerando danos em caules de maca,
pera e péssego, como necrose interna, necroses pretas e avermelhadas, cancro, morte,
alteracdes morfoldgicas em meristemas apicais, gomamose e ferrugem.

No entanto, por mais que se tenha relatos desses patdgenos acometendo outras
espécies vegetais, isto pode desencadear equivocos no que ja se sabe sobre o manejo e
contencdo de doencas, frente a auséncia de descri¢do de processos bioldgicos e possiveis
sintomas associados a interacdo entre os fitopatogenos Fusarium equiseti € Diaporthe
ueckerae e as diferentes etapas de desenvolvimento de Gossypium hirsutum.

Embora os trabalhos citados acima tragam o aspecto anatomico das doengas, antes
mesmo desses sintomas, existem alteracdes em parametros fisioldgicos capazes de responder
rapidamente a estresses bidticos e abidticos, parametros esses envolvendo aspectos de
fotoquimica, fluorescéncia e trocas gasosas.

Por exemplo, em boa parte dos casos, patdogenos conseguem atingir a fotossintese a
partir de danos em cloroplastos (LEITE e PASCHOLATI, 1995), e pode afetar o
aproveitamento da energia luminosa, no entanto Muller, Li e Niyogi (2001), explicam sobre a
presenca de mecanismos fotoprotetores em plantas, atuando principalmente na dissipacao do
excesso de energia luminosa em forma de energia térmica de maneira a evitar o aparecimento
de espécies reativas de oxigénio.

Desta forma, o desenvolvimento deste projeto se justifica pela necessidade iminente de
detalhamento de respostas biologicas geradas pela presenca dos fitopatdgenos oportunistas
Fusarium equiseti e Diaporthe ueckerae nos tecidos de Gossypium hirsutum, durante as
diferentes fases fenologicas. O trabalho prevé a geracdo de conhecimento bioldgico acerca da
associacdo desta planta com micro-organismos fitopatogénicos e o estimulo ao acimulo de
informacdes acerca da cultura em questao.

Embora pesquisas sugiram que esses géneros de fungos possuam estratégias de
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sobrevivéncia no sentido do oportunismo (CONRADO et al, 2021; LIM, MOHD, ZAKARIA,
2019), entende-se que respostas fisiologicas apresentem maior sensibilidade quanto a infec¢ao
por patogenos, o que podera ajudar a entender melhor essas interagdes.

Diante disso, presumiu-se que plantas inoculadas com os fitopatdgenos gerassem

respostas fisioldgicas mediante a infecgao.

2. OBJETIVOS

2.1.  Geral
Avaliar as respostas fisiologicas de plantas de algoddo (Gossypium hirsutum), em
diferentes estadios fenoldgicos ao ataque dos fitopatdgenos oportunistas Fusarium equiseti €

Diaporthe ueckerae.

2.2.  Especificos

Descrever os sintomas induzidos pela inoculagdo dos fitopatdgenos Fusarium equiseti
e Diaporthe ueckerae em plantas de algodao (Gossypium hirsutum) em diferentes estadios de
desenvolvimento;

Avaliar estatisticamente os danos gerados pelos fitopatdgenos (Fusarium equiseti e
Diaporthe ueckerae) em plantas de algodao (Gossypium hirsutum) em diferentes estadios de
desenvolvimento;

Definir os estadios fenologicos em que plantas de algodao (Gossypium hirsutum)

apresentem maior susceptibilidade aos fitopatdogenos em questao.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Algodao

Das quatro principais espécies de algodao cultivadas (Gossypium hirsutum, G.
barbadense, G. herbaceum e G. arboreum), G. hirsutum possui ampla dispersdo nacional,
geralmente em ambientes semiaridos em trés macrorregides: Norte-Nordeste, Centro-Oeste e
Sul Sudeste, onde os sistemas de produgdo variam desde pequenos plantios em agricultura
familiar a commodities (FUZATTO et al., 2014).

Esta espécie corresponde a mais de 90% da producdo mundial de algoddo, com
destaque na producdo de fibras com caracteristicas ideais para utilizagdo em industrias de

confecgdes. A extracdo de 6leo e fabricacdo de farelo a partir e sua semente também sao
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formas de beneficiamento dessa planta (MALERBO e COUTO, 1990; BELTRAO e DE
ARAUIJO, 2013; ALVES, SOUZA ¢ BORGES, 2020), Sao explorados comercialmente
para a produgdo de cosméticos, sabdo e margarinas, seu carogo ¢ empregado a alimentagdo
animal por conta do teor proteico (40% a 45%), o tegumento da semente ¢ explorado para
sintese de plasticos e borracha, ainda hd penugem fina em torno do carogo denominada
fabrilha, utilizada em industrias quimicas para produgdo de explosivos (BELTRAO e DE
ARAUIJO, 2013).

Se trata de uma espécie exigente, ndo apenas pela qualidade do solo no que se trata de
acidez ou baixo teor nutritivo, mas solos extremamente imidos ou sujeitos a encharcamento
como os solos rasos e compactados ndo favorecem muito bem o desenvolvimento da espécie
(FUZATTO et al., 2014).

Em relacdo a condigdes climaticas, segundo Oosterhuis (1990) a temperatura é um
fator de influéncia consideravel no crescimento do algodoeiro, esta que pode variar de 21 a
37°C com o ideal proximo a 35°C (LOKA e OOSTERHUIS, 2010); além disto o algodao ¢
tipo C3, apresentando alta taxa de fotorrespiracdo (38% da fotossintese) e ponto de
compensagdo de CO, alto, sendo particularmente sensivel a auséncia de luz (ROSOLEM,
2001).

3.2.  Ciclo e fenologia do algodoeiro

O algodoeiro ¢ uma planta de crescimento vegetativo indeterminado, por isto, esta
planta possui morfologias mais complexas entre outras plantas cultivadas, sendo que
diferentes cultivares de algodoeiro podem apresentar ciclos mais precoces ou tardios (130 dias
a 170 dias ou mais). Por motivos como estes, a estruturacdo de uma unica escala de
desenvolvimento enfrentando diversas condi¢des e variantes de plantio existentes pode ser
confusa (MARUR e RUANO, 2004; RITCHIE et al., 2007).

Sendo repleto de eventos que ocorrem simultaneamente, como o crescimento
vegetativo, surgimento de gemas reprodutivas, florescéncia e desenvolvimento dos frutos,
cada evento tem sua importancia para produg¢do final, porém devem ocorrer em equilibrio, isto
¢, a competicao interna por biomassa deve ser minimamente afetada (MUNGER et al., 1998;
ROSOLEM, 2001).

Em relagdo a possiveis manejos, segundo Marur e Ruano (2004), normalmente se diz
que as observagdes ocorrem em épocas especificas. Porém, devido a inexisténcia de uma
escala unica para o algoddo, a caracterizacdo das fases fenoldgicas através do pardmetro
temporal acaba gerando equivocos consideraveis diante ao real estadio de desenvolvimento.

A cotonicultura demanda de monitoramento constante para diagndsticos de pragas e
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doengas, fertilizacao e aplicacdo de maturadores e desfolhantes, por isto em 2004, Marur e
Ruano publicaram a “Escala do Algodao™ que se trata da fenologia do algodoeiro de modo a
facilitar a identificagdo dos estadios de crescimento da planta em questao.

A codificacdo das etapas nas fases, tem-se como a primeira a fase vegetativa,
codificada pela letra V, e a etapa VO concerne a emergéncia da plantula até o comprimento da
nervura principal da primeira folha alcangar 2,5 centimetros; V1 também em relagdo ao
comprimento da nervura principal atingindo 2,5 centimetros, porém se trata da segunda folha;
a partir disto (V1 a Vn) o critério é o mesmo (MARUR e RUANO, 2004; BELOT e VILELA,
2020).

A segunda fase, codificada pela letra B, ¢ quando ha a formacao dos botdes florais; a
etapa B1 corresponde ao surgimento do primeiro botao floral visivel; a etapa B2 se refere ao
primeiro botdo floral visivel, no segundo ramo frutifero; B3 a Bn o critério ¢ o mesmo, sendo
que o florescimento do primeiro botao floral do primeiro ramo frutifero ¢ o que determina o
final dessa segunda fase e o inicio da terceira fase (MARUR e RUANO, 2004; BELOT e
VILELA, 2020).

A terceira fase, codificada pela letra F, é caracterizada pelo florescimento, a etapa F1
se refere ao primeiro botdo floral do primeiro ramo que floresce; bem como na etapa F1, a F2
trata do primeiro botao floral florescendo no segundo ramo; F3 a Fn segue o mesmo critério
que as demais, consequentemente o desenvolvimento da primeira “maca” do algodoeiro
marca o final da fase F e a transigdo para a tltima fase (MARUR e RUANO, 2004; BELOT e
VILELA, 2020).

A ultima fase, codificada pela letra C, caracteriza-se pela abertura e transformacao das
“magas” em capulhos, e C1 se refere a abertura da ma¢a do primeiro ramo; C2, abertura da
primeira mag¢a do segundo ramo; C3 a Cn seguindo os mesmos critérios (MARUR e RUANO,

2004; BELOT e VILELA, 2020).

3.3.  Caracteristicas gerais de plantio

A semeadura deve ser feita acima de 5 centimetros de profundidade, com emergéncia
estimada entre 4 e 9 dias, neste periodo, caso o solo ndo esteja extremamente seco, o fator que
mais influencia a velocidade de embebicao da semente e emissao da radicula ¢ a temperatura,
com o ideal girando proximo de 37°C (ROSOLEM, 2001; RITCHIE et al., 2007; FUZATTO
etal., 2014).

Para emergéncia do hipocotilo a temperatura deve estar entre 21 e 34°C; nesta fase, em

condig¢oes ideais, a raiz pode crescer de 1,2 a 5 centimetros por dia, neste sentido quando a
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parte aérea atingir algo proximo a 35 centimetros de altura a raiz terd 90 centimetros de
profundidade, partindo da fase vegetativa o primeiro botdo floral aparece entre o quinto € o
sexto n6 (ROSOLEM, 2001; RITCHIE et al., 2007).

Do botao floral a primeira flor o desenvolvimento vegetativo ¢ essencial para
producao de muitas posic¢oes frutiferas, nessa etapa a exigéncia hidrica quadruplica, a falta de
agua neste periodo resultara em planta menor e com menos posigdes florais, estacionando o
crescimento, porém passivel de recuperagdo (KERBY e HAKE, 1996; ROSOLEM, 2001).

A tultima fase, determinada pelo inicio de abertura dos capulhos, dura cerca de 4 a 6
semanas, variando de acordo com temperatura, disponibilidade hidrica e nutrientes. Nessa
fase ocorre a translocacao de nutrientes, por isso, ¢ comum que o crescimento vegetativo seja
inibido, pela grande quantidade de magas se desenvolvendo. A atividade de raizes e folhas ¢
reduzida, afetando a obtencdo de dgua e a fotossintese, consequentemente outros processos
serdo influenciados, além disso, caso ocorra estresses durante esse processo, O
desenvolvimento final pode ser prejudicado (ROSOLEM, 2001).

Ainda que todas as condigdes ideais sejam dispostas a planta, a queda de até 60% das
estruturas reprodutivas ¢ um fenomeno natural, que pode ser amenizado pelo aumento de
irrigacdes € uso de fosforo, incrementando a quantidade de capulhos por planta além da
produtividade de fibras, estas quedas sao controladas pelo balanco de agucares nos tecidos e
teores de etileno, que participa diretamente do envelhecimento da planta, também sendo
comum observar a queda excessiva de estruturas vegetativas (OOSTERHUIS, 1990;

MUNGER et al., 1998; ROSOLEM, 2001; AQUINO et al., 2012).

3.4. Doencas microbianas comuns de algodoeiro

Micro-organismos sdo capazes de interagir com seus hospedeiros de diferentes
maneiras, oferecendo vantagens ou ndo, como por exemplo, potencializando o
desenvolvimento do vegetal ou gerando resisténcia contra patdégenos e déficit de nutrientes,
no entanto, dependendo do micro-organismo, ele pode definhar ou necrosar partes da planta,
bem como interferir negativamente na obtencio de nutrientes (GOMES et al., 2016; BELOT e
VILELA, 2020).

Dentre as principais doengas do algoddo provenientes de micro-organismos, tem: a
ferrugem tropical, mancha de alterndria, mancha de stemphylium, mancha de mirotécio,
murcha de fusarium, murcha de verticillium, mofo branco, pinta preta, ramuléria, ramulose,
mancha-angular, mosaico das nervuras do algodoeiro, mosaico comum, vermelhdo e outras

causadas por nematoides (ZAMBIASI, TONETTI e AZEVEDO, 2017; CHITARRA, 2014).
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Dessas doencas citadas, tem-se que algumas possuem afinidades por determinadas
fases e tecidos das plantas, por exemplo, os trés principais micro-organismos que atacam as
raizes sdo os causadores de tombamento, murcha de verticillium ¢ murcha de fusarium,
capazes de apresentar sintomas indiretos em caules e folhas, afetando principalmente o
estabelecimento da planta e a fase vegetativa (SARAN, 2018).

Outras doengas como mosaico comum, mosaico de nervuras, vermelhao, mofo branco,
pinta preta, mancha de mirotécio, mancha angular, ferrugem do algodoeiro, sdo capazes de
apresentar sintomas diretos ou indiretos em diferentes tecidos da planta, e pode confundir a
identificacdo de doencas, além disso essas doengas podem estar presentes em todas as fases
de desenvolvimento do algodoeiro, por tempo indeterminado (CHITARRA, 2014; SARAN,
2018).

4. METODOLOGIA

Os experimentos foram executados utilizando isolados fingicos pertencentes a cole¢do
de culturas do Laboratério de Microbiologia Agricola do IF Goiano — Campus Rio Verde.
Esses fitopatogenos foram previamente isolados de folhas sintomaticas de Gossypium
hirsutum, apresentando sintomas de necrose e murcha foliar, essas folhas foram
acondicionadas em sacos plasticos assépticos e conduzidas para o laboratério para assepsia
superficial para remocao de epifiticos.

Para assepsia o material foi imerso em uma solugdo Tween 80 a 2% e posto sobre
agitacdo durante 5 minutos a 150 rpm, os fragmentos foram lavados com agua e desinfetados
com alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sdédio por 3 minutos e novamente alcool 70%
por 30 segundos.

Para obtencao de endofiticos, fragmentos de 1x1 cm do tecido foliar foram cortados e
depositados em meio BDA so6lido em placas de Petri e essas placas foram incubadas em 35°C
por 7 dias, os fungos que apareceram foram isolados e purificados em BDA para posterior

identificacdo (Figura 1).
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Figura 1. Isolamento de fitopatogenos. Tecido foliar sintomatico apresentando pontos de necrose (A); placas de
Petri com meio de cultura BDA soélido inoculadas com fragmentos de tecido vegetal infectado para obtencdo de
endofiticos (B).

Para identificagdo, os isolados fungicos foram enviados ao Instituto Bioldgico de Sao
Paulo, o DNA gendmico fungico foi extraido conforme a metodologia de Cheng e Jiang
(2006) cada morfotipo teve um representante utilizado para extracio de DNA gendmico,
realizado com kit de extragdo Minirep (Axygen biosciences, USA) conforme orientagdes do
fabricante. O marcador molecular IRAP-PCR (Inter-Retrotransposon  Amplified
Polymorphisms), com os oligos CL IRAP1 e CL IRAP4 (Santos et al., 2012), foram
utilizados para diferenciacdo de linhagens.

A identificagdo foi executada mediante o sequenciamento parcial do ITS (Internal
Transcribed Spacer) no rDNA através dos oligonucleotideos ITS 4 e ITS 5 (White et al.,
1990), Calmodulina (CaM), B-tubulina (TUB) amplificados e purificados (Dunn e Blattner,
1987) foram sequenciados pelo método de Sanger e as sequéncias foram pareadas com
sequéncias do GenBank por similaridade via Blastn (Altschul et al., 1990) com homologia

superior a 97%.
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4.1. Preparo do material vegetal e indculos

As sementes foram cultivadas em vasos de 5 litros com aproximadamente 7,5
quilogramas de solo em cada vaso. Através da analise do solo (Tabela 1), atributos quimicos e
nutricionais foram corrigidos com macro e micronutrientes conforme a quinta aproximagao de
Goias (EMGOPA, 1988), antes do plantio.

Tabela . Lista de dados fisico-quimicos, contendo teores de elementos quimicos de macro e micronutrientes, pH,
matéria organica e dados de granulometria, apresentando as proporgdes de argila, areia e silte.

Macronutrientes Matéria orginica
Ca emoic/dm’ 2.5(Mat. Org, % 1.2
Mg cmolc/dm? 0.7|Mat. Org. g/ke 12.0
Ca+Mg emole/dm? 3.2|Sat. Al(M%) % 0
Al cmole/dm? 0.00]|Sat. Base (V%) % 58
H+Al cmolc/dm? 2.4|Ca/Mg - 3.6
CTC cmole/dm? 5.78|Ca/CTC 74 43.1
P (Mehlich I) mg/dm? 1.2{Mg/CTC % 12.1
K cmolc/dm? 179 |(H+ADN/CTC % 41.4
K me/dm? 70|K/CTC % 3.1
Na mg/dm? 1
Micronutrientes ¢ pIl Granulometria

S meg/dm? 5| Argila % 50
B mg/dm? 0.26|Argila g/ke 500.00
Cu mg/dm? 5.0(Silte % 10
Fe mg/dm? 250|Silte g/ke 100.00
Mn mg/dm? 29| Areia % 40
Zn mg/dm? 0.6[Areia gkg 400.00
pH (CaCl2) Un. 5.0

Foram cultivadas 2 mudas por vaso, mantidas em casa de vegetacdo com temperatura
e umidade média medidas as 08h (28°C e 48%) e as 13h (36°C e 30%), e, também foi
caracterizada a radiacao fotossinteticamente ativa e a concentragdo de CO, respectivamente
nos seguintes horarios, as 08h (598 um e 575 ppm), as 12h (1011 pm e 623 ppm) e as 16h
(370 pum e 662 ppm). As plantas foram irrigadas diariamente, conforme necessidade.

Os micélios dos fungos fitopatogénicos foram cultivados em meio BDA (4agar batata
dextrose) para D. ueckerae ¢ em meio LB (Luria Bertani) para F. equiseti, por 7 dias a
temperatura de 30°C. A inoculagdo ocorreu em conjunto, por meio de fragmentos miceliais de
5 mm, depositados diretamente nas folhas para tratamentos com inoculagdo em parte aérea,
cinco folhas de cada repeticdo foram inoculadas cada uma com um fragmento, e quatro
fragmentos por repeticio em sulcos feitos proximos as raizes para tratamentos com

inoculacdo em parte radicular (Figura 2).
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Figura 2. Disposicdo de fragmentos miceliais diferenciando os tipos de inoculago. Localizacdo
dos fragmentos miceliais para inoculagdo de plantas em parte aérea (A), localizagdo dos
fragmentos miceliais para inoculagdo de plantas na parte radicular (B).

O nivel de colonizagdo e apresentacdo de sintomas desses 6rgaos foram analisados
anatomica e fisiologicamente apds 7 dias em 3 diferentes estadios fenologicos dos algodoeiros
(Figura 3) sendo a fase V, B e “M”, essa ultima considerada a etapa em que as plantas

apresentam frutos em seus ramos.

i | I“". - i;“%"."--]l : I‘I —
Figura 3. Algodoeiros em diferentes estadios fenologicos representando cada fase analisada.
Fase vegetativa (A), fase de botdes florais (B), fase de “magas” (C).
Os resultados foram comparados aos observados em plantas controle, ndo inoculadas,

cada tratamento e controles contando com 5 repeti¢des, totalizando 90 unidades

experimentais, considerando os dois fitopatogenos.
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4.2.  Concentracao de pigmentos fotossintéticos

Parametros relacionados a teores de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b
e carotenoides) foram mensurados conforme Wellburn (1994), através de 3 discos foliares
com 5 mm de didmetro por tratamento (Figura 4).

Os discos foliares foram incubados em solugdo de DMSO (dimetilsulfoxido) saturada
com CaCOj; (carbonato de célcio) em frascos dmbar e inseridos banho-maria com agitagdo
(TECNAL, Banho Dubnoff, TE-053) a 65°C durante 8 horas a 30 rpm para extragdo dos
pigmentos. A absorbancia do extrato foi lida através de um espectrofotometro (SHIMADZU,
UV-Visible Spectrophotometer, UV-1800) por comprimentos de onda a 665, 649 e 480

nanometros referentes a clorofila a, clorofila b e carotenoides respectivamente.

N anss 40 B2
Figura 4. Analise de pigmentos fotossintéticos. Coleta de discos foliares para extragdo de pigmentos (A) e
analise da extragdo com espectrofotometro (B).

4.3.  Fluorescéncia da clorofila

A fluorescéncia da clorofila foi determinada através de um fluordmetro portatil
(Figura 4.A) FluorPen FP 100 (PSI - Photon Systems Instruments, Drasov, Czech Republi).
As amostras foram adaptadas ao escuro através de pingas que sdo anexadas ao fluorémetro
(Figura 5) e apds 30 minutos, expostas a luz azul (3000 pmol m™2 s7!) emitida pelo
equipamento, para fluorescéncia minima (F0) a medida foi a 50 pus quando os centros de

reacgao PSII estavam fechados (etapa O), em seguida a 2 ps (etapa J) e depois 30 ps (etapa I),
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a fluorescéncia maxima (Fm) e os centros de reagao PSII estavam fechados (etapa P), tais
valores foram utilizados de forma a estimar indices bioenergéticos do PSII segundo Strasser,
Srivastava e Tsimilli-Michael (2000), isto ¢, DIy/RC (fluxo de energia dissipada por centro de
reacdo), Pl,zs (desempenho baseado na absorc¢ao) e ABS/RC (fluxo de absor¢ao por centro de

reacao).

Figura 5. Coleta de dados de fluorescéncia da clorofila. Fluordmetro executando leitura dos dados
(A) e area foliar da coleta de dados sendo adaptada ao escuro para analise (B).

4.4. lindices de trocas gasosas

As trocas gasosas foram avaliadas as O8h através de um analisador de gases
infravermelho (IRGA modelo LI-68400XT, LI-COR Inc., Lincoln, EUA) (Figura 6). Os
dados foram lidos considerando o ter¢co superior da planta, padronizados através da terceira
folha abaixo do meristema apical, tomando as medidas durante o periodo matutino pela
radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR, 1000 umol fotons m2 s™!), concentragdo de CO,
atmosférico (400 pmol mol™'), temperatura a 25°C ¢ umidade relativa em 50% na camara de
medicao. De modo a evidenciar alteragdes nos seguintes parametros: taxa fotossintética (A4),
taxa transpiratoria (£), condutincia estomatica (gs), concentragdo interna de CO2 (Ci),

eficiéncia no uso da agua (EUA) e eficiéncia instantanea de carboxilagdo (4/Ci).
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Figura 6. Coleta de dados para indices de trocas gasosas
realizada com o analisador de gas no infravermelho (IRGA).

4.5. Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em blocos ao acaso, considerando esquema
fatorial duplo (2X3 + 1), ou seja, duas formas de inoculacdo dos fitopatégenos (folhas e
raizes), trés fases de crescimento da fenologia do algodoeiro (V, B e “M”) e um tratamento
controle constituido por plantas ndo inoculadas e observadas nas trés fases de
desenvolvimento em questdo, cada tratamento foi avaliado em 5 repeti¢des, sendo cada
repeti¢do, duas plantas por vaso.

Os dados observados para os diferentes parametros fisiologicos foram submetidos a
teste de normalidade e ANOVA, e quando verificado efeito das variaveis exploratorias (local
de infeccdo e fase do desenvolvimento), as médias foram comparadas por teste Tukey a 5% de
probabilidade. As analises foram conduzidas utilizando o software estatistico Sisvar (Versao
5.6; Build: 90) (FERREIRA, 2022) e RStudio (R CORE TEAM, 2022) (Versao 4.2.0; Build:
485).
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4.6. Microscopia eletronica de varredura

A andlise de microscopia foi realizada de modo a evidenciar a infec¢do € mecanismos
celulares envolvidos na penetragdo e colonizagdo de folhas do algodao pelos fitopatdogenos
em questdo. Fragmentos de tecido foliar de plantas de algodao de 1x1 cm foram segmentados
e prefixados em solugcdo Karnovsky para avaliacdo de microscopia eletronica de varredura
(MEYV), foram levadas a um secador com dioxido de carbono, revestidas com ouro através de

jatos de ions para posterior observagdao sob MEV.

S. RESULTADOS

Ap6s a identificacdo dos sequenciamentos gendmicos foram confirmadas as espécies
de fitopatdgenos relatadas induzindo plantas de algodoeiro a expressar sintomas em suas
partes vegetativas e reprodutivas (Figuras 7 e 8).

Sintomas anatomicos como manchas translicidas, cor amarronzada na borda das
folhas, machas de contaminacgdo, folhas com nervura amarelada, manchas amarelas, pontos de
necrose, manchas na face abaxial das folhas (Figura 9), foram observados em plantas
inoculadas por F. equiseti € D. ueckerae e também em plantas ndo inoculadas; nenhum dos
sintomas foi intenso o suficiente para debilitar as unidades amostrais, sendo assim, ndo houve
sintomas comumente gerados por susceptibilidade vegetal como murcha, necrose e clorose,
mas sintomas gerais de respostas vegetais mediante a estresses bidticos ou abidticos leves.
Além disso, dados da fase de maca demonstram que as plantas nessa fase possuem valores em
parametros fisioldgicos depreciados, ndo pelo estresse causado por patdgenos, mas, sim pela
realocacdo de biomassa para partes reprodutivas da planta, e pode afetar respiracdes de

manutengdo e crescimento causando a senescéncia de folhas (Figura 10).
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algodoeiros. Manchas translﬁcidas (A), cor amarronzada na
borda das folhas (B), machas de contaminagdo (C), folhas com nervura amarelada (D), manchas amarelas (E),
pontos de necrose (F), manchas na face abaxial das folhas (G).

Figura 10. Senescéncia de folhas durante a fase fenologica de "maca", evidenciando a auséncia
de respiragdo de manutengdo pela demanda energética de partes reprodutivas.
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5.1. Concentragao de pigmentos fotossintéticos

Dos parametros relacionados a pigmentos fotossintéticos, tem para clorofila a (Fig. 11
e Fig. 12), a fase M obteve menores parametros (14,53 e 15,89 um cm?) em relagao a fase V
(45,06 ¢ 43,67 um cm?) ¢ B (43,96 ¢ 44,04 um cm?), para F equiseti ¢ D. ueckerae,
respectivamente, de modo que na fase V, embora plantas inoculadas com F. equiseti
apresentaram apenas forte tendéncia, as inoculadas com D. ueckerae mostraram menores
teores de clorofila a para plantas IPA (inoculadas em parte aérea; 37,18 um cm2), seguido de
plantas IPR (inoculadas em parte radicular; 44,24 um cm2). Para fase B, foram observados
menores teores de clorofila a em plantas IPR (36,71 e 40,55 um cm?), seguidas por plantas
IPA (45,68 € 42,07 um cm2), para F. equiseti ¢ D. ueckerae, respectivamente. A fase M, nio

apresentou diferengas estatisticas quanto ao tipo de inoculacao.

Fusarium equiseti
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60 1
Aa Aa Aab
Aa
S Aa [ Ab
5 401 :
£ 1
=
o
= 20 Ba
5 ZU1 Ba !
5 Ba 7
) ' .
O -
Tipos de inoculagio . Nao inoculado .Aérea Radicular

Figura 11. Clorofila a, comparando fases fenoldgicas e tipos de inoculacio
em plantas infectadas por Fusarium equiseti. Médias seguidas de letras
diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiusculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres minusculos estdo
ligados ao tipo de inoculagio.
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Diaporthe ueckerae

FaseV Fase B Fase M
60 1
Aa Aa !
. Aab i
QJE ] Aab Ab
2 40 I I
=
o |
« i o
S a Ba
_g_ 20 1 Ba 1
) . |
0 |

Radicular

Tipos de inoculacao . Nao inoculado .Aérea

Figura 12. Clorofila a, comparando fases fenologicas e tipos de inoculagdo
em plantas infectadas por Diaporthe ueckerae. Médias seguidas de letras
diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiuasculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres minusculos estdo
ligados ao tipo de inoculagao.

Para clorofila b (Fig. 13 e Fig. 14), a fase M apresentou menores teores (4,93 e 5,65
um cm?) quanto ao estresse gerado por F. equiseti e D. ueckerae, respectivamente. Quanto ao
tipo de inoculagdo, a fase V e M ndo apresentaram diferengas, no entanto, para fase B, o
estresse bidtico causado pelos dois fungos avaliados resultou em redugdo nos teores de
clorofila b, de modo que plantas IPR (21,06 € 21,23 um cm™) apresentaram menores teores,

seguidas de plantas IPA (24,11 e 22,92 pm cm?), respectivamente.
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Figura 13. Clorofila b, comparando fases fenoldgicas e tipos de inoculagio
em plantas infectadas por Fusarium equiseti. Médias seguidas de letras
diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiusculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres minusculos estdo
ligados ao tipo de inoculag@o.
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Figura 14. Clorofila b, comparando fases fenologicas e tipos de inoculagdo
em plantas infectadas por Diaporthe ueckerae. Médias seguidas de letras
diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiusculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres minusculos estdo

ligados ao tipo de inoculagao.
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Para o parametro de carotenoides (Fig. 15 e Fig. 16), referente ao fungo F. equiseti foi
observado que a fase M foi mais susceptivel ((4,93 um cm?) e quando comparados os tipos de
inoculagdo, houve diferencas apenas para fase B, em que plantas IPR tiveram menores
parametros (12,62 um cm2). Para o fungo D. ueckerae plantas na fase B tiveram maiores
parametros (14,28 um cm?), seguida pela fase V (13,27 um cm?) e M (7,25 um cm?),
respectivamente. Quanto aos tipos de inoculagdo, D. ueckerae nao gerou estresses para que
houvesse diferengas na fase M, no entanto na fase V (IPA: 12,13 pm cm2; IPR: 12,72 pm cm-
2) e B (IPA: 14,03 pm cm2; IPR: 12,52 pm cm-?) foram estatisticamente menores em relagao

aos tratamentos nao inoculados (16,29 pm cm2).

Fusarium equiseti
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Figura 15. Teor de carotenoides, comparando fases fenoldgicas e tipos de
inoculagdo em plantas infectadas por Fusarium equiseti. Médias seguidas de
letras diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiusculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres minusculos estdo
ligados ao tipo de inoculagéo.
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Figura 16. Teor de carotenoides, comparando fases fenoldgicas e tipos de
inoculacdo em plantas infectadas por Diaporthe ueckerae. Médias seguidas
de letras diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiusculos estdo ligados a fase fenolodgica e caracteres mintsculos estdo
ligados ao tipo de inoculagao.

Num aspecto geral foi visto dentro dos pardmetros de pigmentos fotossintéticos que, a
fase M apresentou menores teores, no entanto a fase B teve maiores variagdes quanto ao tipo
de inoculagdo, sendo possivel constatar respostas de estresse bidtico mais intensas em plantas
IPR, exceto para clorofila a na fase V, em que plantas IPA apresentaram menores teores diante

o estresse causado por patdogenos.

5.2. Fluorescéncia da clorofila

Para os pardmetros de fluorescéncia, tem que em DIy/RC (Fig. 17 e Fig. 18), F. equiseti
induziu estresses de modo a gerar menores valores para fase B (0,652), com diferengas no
tipo de inoculacao para fase B e plantas ndo inoculadas tiveram maiores valores (0,763),
seguidas nas plantas IPA (0,608) e plantas IPR (0,586), na fase M, plantas nao inoculadas (NI)
tiveram menores valores (0,738). D. ueckerae através dos estresses gerados, induziu maiores
valores em plantas nas fases B (1,019), M (0,972) e V (0,966) respectivamente, para fase B
plantas ndo inoculadas tiveram menores valores (0,763), seguido das plantas IPR (1,037) e
plantas IPA (1,256), na fase M plantas IPR tiveram maiores valores (1,092) em comparagao

a0s outros tratamentos.
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Figura 17. Fluxo de energia dissipada por centro de reagdo [DI/RC =
(ABS/RC)—(TRy/RC)], comparando fases fenologicas e tipos de inoculacdo
em plantas infectadas por Fusarium equiseti. Médias seguidas de letras
diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiasculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres mintsculos estdo
ligados ao tipo de inoculagao.
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Figura 18. Fluxo de energia dissipada por centro de reagdo [DIy/RC =
(ABS/RC)—(TRo/RC)], comparando fases fenologicas e tipos de inoculagdo
em plantas infectadas por Diaporthe ueckerae. Médias seguidas de letras
diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiusculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres minusculos estdo
ligados ao tipo de inoculag@o.
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Para Pl,ss (Fig. 19 e Fig. 20), o fungo F. equiseti estressou as unidades amostrais de
modo que a fase V apresentou os menores valores (0,579), com diferengas na fase B quanto
aos tipos de inoculacdo, em que plantas inoculadas apresentaram maiores valores (IPA: 0,995;
IPR: 0,926) em comparacdo as ndo inoculadas (0,524). D ueckerae induziu estresses de modo
a gerar maiores valores na fase M (0,798), que teve diferencas no tipo de inoculacao e plantas

IPR apresentaram menores valores (0,553) em comparagdo com os outros tipos de inoculagao

(NI: 1,073; IPA: 0,769).

Fusarium equiseti
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Figura 19. Desempenho baseado na absor¢do [Plizs = RC/ABS *x @Po/(1—@Py)
x wEo/(1—yEy)], comparando fases fenoldgicas e tipos de inoculacdo em
plantas infectadas por Fusarium equiseti. Médias seguidas de letras
diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiusculos estdo ligados a fase fenoldgica e caracteres mintsculos estdo
ligados ao tipo de inoculacao.
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Diaporthe ueckerae
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Figura 20. Desempenho baseado na absor¢do [Plizs = RC/ABS *x @Po/(1—9Po)
x wEy/(1—wEyp)], comparando fases fenoldgicas e tipos de inoculagdo em
plantas infectadas por Diaporthe ueckerae. Médias seguidas de letras
diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiusculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres mintsculos estdo
ligados ao tipo de inoculagdo.

Para ABS/RC (Fig. 21 e Fig. 22), tanto o F. equiseti quanto o D. ueckerae geraram
estresses bidticos de modo a gerar maiores valores para fase M (3,476 e 3,370,
respectivamente), no entanto o estresse gerado por F. equiseti induziu em plantas na fase B
menores valores (IPA: 2,357; IPR: 2,324) em comparacao as NI (2,542), na fase M as plantas
NI tiveram menores valores (3,164) em comparagdo aos outros tratamentos (IPA: 3,594; IPR:
3,670). O patdégeno D. ueckerae estressou as plantas na fase B, de modo que plantas NI
tivessem menores valores (2,542), seguidas de plantas IPR (2,885), ja na fase M, plantas NI
tiveram valores menores (3,164), seguidas de plantas IPA (3,450).
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Figura 21. Fluxo de absor¢@o por centro de reacdo [ABS/RC=M, x (1/Vj) x
(1/¢Py)], comparando fases fenologicas e tipos de inoculagdo em plantas
infectadas por Fusarium equiseti. Médias seguidas de letras diferentes,
diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres maitisculos estdo
ligados a fase fenoldgica e caracteres minusculos estdo ligados ao tipo de

inoculagdo.
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Figura 22. Fluxo de absor¢do por centro de reagdo [ABS/RC=M, x (1/V}) x
(1/pPy)], comparando fases fenoldgicas e tipos de inoculagdo em plantas
infectadas por Diaporthe ueckerae. Médias seguidas de letras diferentes,
diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres maitsculos estdo
ligados a fase fenologica e caracteres minusculos estdo ligados ao tipo de
inoculagao.
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Numa visdo geral sobre os parametros de fluorescéncia observados, ¢ possivel
observar que as maiores variagcdes nos valores aconteceram na fase fenoldgica de botdes
florais, seguida da fase de “mac¢ads” que, embora teve valores menores quando comparada a

outras fases, também apresentou variagdes quanto ao tipo de inoculagdo.

5.3. Indices de trocas gasosas

Para taxas fotossintéticas (Fig. 23 e Fig. 24) foram observados menores valores para
fase M pelo estresse gerado por F. equiseti ¢ D. ueckerae (5,10 ¢ 5,88 pmol (CO;) m?2 s,

respectivamente), no entanto sem diferencas para os tipos de inoculagcdo em todas as fases.

Fusarium equiseti
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Figura 23. Taxa fotossintética, comparando fases fenologicas e tipos de
inoculagdo em plantas infectadas por Fusarium equiseti. Médias seguidas de
letras diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiusculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres mindsculos estdo
ligados ao tipo de inoculacao.
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Diaporthe ueckerae

Fase V Fase B Fase M
301
Aa
_ Aa Pga Aa Asi p:a
~ 201
£
o
=
©
= 10 - Ba
=4 Ba 813
) . i |
0 -

Tipos de inoculagao . Né&o inoculado . Aérea Radicular

Figura 24. Taxa fotossintética, comparando fases fenologicas e tipos de
inoculagdo em plantas infectadas por Diaporthe ueckerae. Médias seguidas
de letras diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiasculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres mintsculos estdo

ligados ao tipo de inoculag@o.

Para taxas transpiratdrias (Fig. 25 e Fig. 26), foi visto que F. equiseti induziu maiores
estresses nas fases M (3,51 mmol (H,O) m? s!), B (14,48 mmol (H,O) m? s') e V (16,77
mmol (H,O) m? s'!) respectivamente, enquanto D. ueckerae induziu estresses apenas para

fase M (2,86 mmol (H,O) m2 s!). Ndo foram observadas diferengas quando considerados os

tipos de inoculagao.
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Figura 25. Taxa transpiratoria, comparando fases fenologicas e tipos de
inoculagdo em plantas infectadas por Fusarium equiseti. Médias seguidas
de letras diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e
caracteres maiusculos estdo ligados a fase fenoldgica e caracteres
minusculos estio ligados ao tipo de inoculagao.
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Diaporthe ueckerae
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Figura 26. Taxa transpiratdria, comparando fases fenologicas e tipos de
inoculagdo em plantas infectadas por Diaporthe ueckerae. Médias
seguidas de letras diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05),
e caracteres maiusculos estdo ligados a fase fenoldgica e caracteres
minusculos estdo ligados ao tipo de inoculag@o.

Para concentragdo interna de CO, (Fig. 27 e Fig. 28), F. equiseti induziu maiores
estresses nas fases M (329,02 pmol (CO,) mol'), B (335,68 umol (CO,) mol') e V (344,93
umol (CO,) mol!) respectivamente, com diferengas no tipo de inoculagdo apenas na fase M, e
plantas IPR obtiveram maiores valores (353,98 pumol (CO,) mol'). D. ueckerae induziu
estresses de modo que plantas na fase M tiveram menores valores (305,69 umol (CO;) mol'),
com diferengas no tipo de inoculagdo, sendo que as plantas IPR tiveram maiores valores

(318,40 umol (CO,) mol!), seguidas de plantas NI (308,08 pmol (CO,) mol!).
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Figura 27. Concentracdo interna de CO,, comparando fases fenologicas e
tipos de inoculagdo em plantas infectadas por Fusarium equiseti. Médias
seguidas de letras diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e
caracteres maiusculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres
minusculos estdo ligados ao tipo de

inoculagdo.
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Figura 28. Concentragdo interna de CO,, comparando fases fenologicas e
tipos de inoculag@o em plantas infectadas por Diaporthe ueckerae. Médias
seguidas de letras diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e
caracteres maiusculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres
minusculos estdo ligados ao tipo de inoculagéo.
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Para eficiéncia do uso da agua (Fig. 29 e Fig. 30), o fungo F. equiseti nao induziu
estresse suficiente para gerar diferencas nos parametros entre fases fenologicas, mas o tipo de
inoculacdo na fase M demonstrou menores valores para plantas IPR (0,82 pmol (CO,) mmol
(H0)"). D. ueckerae foi capaz de induzir estresses suficientes para gerar diferengas entre
fases, e a fase M obteve maiores valores (2,24 umol (CO,) mmol (H,O)!), além disso para os
tipos de inoculagao, plantas IPA tiveram maiores valores (2,70 pmol (CO,) mmol (H,O)'),
seguidas nas plantas NI (2,20 umol (CO,) mmol (H,O)™!') e por fim as plantas IPR (1,84 umol
(CO,) mmol (H,0)1).
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Figura 29. Eficiéncia do uso da agua, comparando fases fenoldgicas e tipos
de inoculacdo em plantas infectadas por Fusarium equiseti. Médias seguidas
de letras diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiusculos estdo ligados a fase fenoldgica e caracteres mintsculos estdo
ligados ao tipo de inoculagio.
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Dioporthe ueckerae
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Figura 30. Eficiéncia do uso da agua, comparando fases fenoldgicas e tipos
de inoculagdo em plantas infectadas por Diaporthe ueckerae. Médias
seguidas de letras diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e
caracteres maitsculos estdo ligados a fase fenoldgica e caracteres minusculos
estdo ligados ao tipo de inoculagao.

Para condutancia estomatica (Fig. 31 e Fig. 32), o estresse bidtico gerado por F
equiseti induziu nas plantas inoculadas, maiores valores na fase V (1,213 mol (H,O) m? s!),
B (0,978 mol (H,O) m? s') e M (0,184 mol (H,O) m? s!) respectivamente, no entanto sem
diferengas para os tipos de inoculagdo. O patdégeno D. ueckerae induziu estresses de modo
que plantas na fase M tiveram menores valores (0,150 mol (H,O) m s!), mas sem diferengas
estatisticas entre as fases V (1,077 mol (H,O) m2 s') e B (0,956 mol (H,O) m? s!), além

disso ndo houve diferencas entre os tipos de inoculagdo.
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Figura 31. Condutancia estomatica, comparando fases fenologicas e tipos de
inoculagdo em plantas infectadas por Fusarium equiseti. Médias seguidas de
letras diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiusculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres minusculos estdo
ligados ao tipo de inoculag@o.
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Figura 32. Condutancia estomatica, comparando fases fenoldgicas e tipos de
inoculagdo em plantas infectadas por Diaporthe ueckerae. Médias seguidas
de letras diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e
caracteres maiusculos estdo ligados a fase fenoldgica e caracteres
minusculos estdo ligados ao tipo de inoculagio.
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Para eficiéncia de carboxilagdo da Rubisco (taxa de assimilagdo de CO, sobre a
concentragdo de CO, subestomatica (Fig. 33 e Fig. 34), ndo foram observadas diferencas entre
os tipos de inoculacdo no contexto de estresses bidticos gerado por F equiseti e D. ueckerae,

mas a fase M, isoladamente, apresentou menores valores (0,016 e 0,019, respectivamente).

Fusarium equiseti
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Figura 33. Taxa de assimilacdo de CO, sobre a concentragdo de CO,
subestomatica, comparando fases fenoldgicas e tipos de inoculagdo em
plantas infectadas por Fusarium equiseti. Médias seguidas de letras
diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiasculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres minusculos estdo
ligados ao tipo de inoculag@o.

Tipos de inoculagio
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Figura 34. Taxa de assimilagdo de CO, sobre a concentragdo de CO,
subestomatica, comparando fases fenoldgicas e tipos de inoculacdo em
plantas infectadas por Diaporthe ueckerae. Médias seguidas de letras
diferentes, diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05), e caracteres
maiusculos estdo ligados a fase fenologica e caracteres minusculos estdo
ligados ao tipo de inoculagao.

De modo geral, as principais diferengas foram observadas quanto aos valores
apresentados na fase fenoldgica de “magd”, embora tendéncias possam ser observadas

novamente em comparagdo com plantas inoculadas ou nao.

5.4. Microscopia eletronica de varredura

Para as andlises de MEV, foram observadas respostas de fechamento estomatico
mediante a infec¢do das plantas por ambos patdégenos, bem como o desenvolvimento de hifas
a partir de estruturas de resisténcia, aparentemente esse processo se deu, principalmente em
torno de tricomas glandulares gerando danos a integridade dessas estruturas ¢ em células
adjacentes as células estomaticas.

Para F. equiseti, nas figuras 35, 36 e 37 ¢ possivel observar um desenvolvimento de
hifas mais profuso a adjacéncias de estdmatos e tricomas glandulares, causando necrose, além

de respostas de fechamento estomatico frente a infeccao.
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Figura 35. Imagens de MEV. Infeccdo por Fusarium equiseti em tecido foliar (visdo da face adaxial) de
Gossypium hirsutum em estadio de desenvolvimento vegetativo. Desenvolvimento de hifa (A); hifas se

desenvolvendo nas proximidades dos estomatos (B); Proje¢do de hifas com pontas mais finas (C); encontro de
hifa com células estomaticas, penetragao tecidual (D).
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Figura 36. Imagens de MEV. Infec¢do por Fusarium equiseti em tecido foliar (visdo da face adaxial) d
Gossypium hirsutum em estadio de desenvolvimento de botdes florais. Hifas em torno de um tricoma glandular
(A); estruturas de resisténcia em torno de tricoma glandular (B); desenvolvimento de hifa em torno de tricoma
glandular (C); tricoma glandular deteriorado devido ao desenvolvimento de hifas (D).
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Figura 37. Imagens de MEV. Infeccdo por Fusarium equiseti em tecido foliar (visdo da face adaxial) de
Gossypium hirsutum em estadio de desenvolvimento de "magds". Penetracdo tecidual por hifas em células
adjacentes aos estomatos (A e B); desenvolvimento de hifa para penetragdo em tricoma glandular (C).
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Na figura 38 podem observar D. ueckerae se desenvolvendo a partir de conidios e
circundando estomatos, além de deteriorar tricomas glandulares, durante o estddio de
desenvolvimento vegetativo do algodoeiro. Para o estddio de botdes florais podem observar o
mesmo padrdo (Figura 39), no entanto na figura 40, ¢ possivel observar cobertura de hifas

mais intensa sobre e em torno a um estomato, bem como associagdes a vasos condutores.
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Figura 38. Imagens de MEV. Infec¢dao por Diaporthe ueckerae em tecido foliar (visdo da face adaxial) de
Gossypium hirsutum em estadio de desenvolvimento vegetativo. Conidios beta e alfa (A e B); resposta de
fechamento estomatico mediante o desenvolvimento de hifas (C); deterioracdo de tricoma glandular infectado
por hifas (D).
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Figura 39. Imagens de MEV. Infeccdo por Diaporthe ueckerae em tecido foliar (visdo da face adaxial) d
Gossypium hirsutum em estadio de desenvolvimento de botdes florais. Hifas se desenvolvendo nas proximidades
dos estomatos (A, B, C e D); hifas penetrando estdmatos (B); resposta de fechamento estomatico mediante o
desenvolvimento de hifas (B, C e D).
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Figura 40. Imagens de MEV. Infecgdo por Diaporthe ueckerae em tecido foliar (visdo da face adaxial) de
Gossypium hirsutum em estadio de desenvolvimento de "magas". Hifas contornando estdmatos colonizando
preferencialmente células-guarda (A); hifas se desenvolvendo associadas a tricomas tectores (B); hifas
penetrando estdmatos e se espalhando por células adjacentes (C).
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6. DISCUSSAO

Tratando de danos visuais, héd plantas hospedeiras que podem ser de fato acometidas
por patogenos, pois a partir de uma compatibilidade basica gerada por alteragdes na expressao
de genes ao longo do tempo, ocorre a possibilidade de que os patdégenos burlem os sistemas
de defesas dessas plantas hospedeiras e crescam eficientemente, significando que esses
patdgenos de uma espécie hospedeira estdo adaptados para essas defesas (OH et al., 2006;
FALEIRO, DE ANDRADE e DOS REIS JUNIOR, 2011).

Pelo contrario, o potencial dos patogenos nao adaptados a determinadas espécies nao
hospedeiras acaba simplesmente na tentativa de penetrar os tecidos vegetais, por se tratar de
resisténcias multigénicas, nao significa que a inativagdo de algum de seus componentes pode
deixar a planta suscetivel (OH et al., 2006; FALEIRO, DE ANDRADE e DOS REIS
JUNIOR, 2011).

A diferenga entre respostas de plantas hospedeiras e nao hospedeiras estd ligada a
ativacdo de genes. No caso de plantas hospedeiras existem genes Unicos que atuam direta ou
indiretamente aos genes dos patogenos. Ja para plantas ndo hospedeiras, as respostas sdo mais
abrangentes, por exemplo, mecanismos de defesa passivos, induziveis ou pré-formados,
componentes de sinaliza¢dao para defesas também atuam durante esse tipo de defesa e genes
de resisténcia mais generalistas (HEATH, 2000; MYSORE e RYU, 2004).

No padrao de ataque por ambos os patogenos, mediante defesas da planta hospedeira
em questao, foi observado nas analises de microscopia eletronica de varredura que, tanto F.
equiseti, quanto D. ueckerae aderiram estratégias que consistiam em penetrar células
adjacentes a células estomaticas e tricomas glandulares, evitando entrar diretamente nas
cavidades de estomatos, mesmo que parcialmente abertos.

Conforme Pacheco, Lazzarini e Alvarenga (2021), a parede ventral dos estomatos,
sendo essa regiao a que circunda o poro estomatico, ¢ mais espessa podendo chegar a 5 um de
espessura dependendo da espécie vegetal, em comparagdo, células epidérmicas tipicas
alcangam no maximo 2 um, sendo que elas representam a por¢iao de células adjacentes ao
estomato.

Tratando de tricomas glandulares, Bicalho et al., (2005) explicam que assim como
tricomas secretores, tricomas glandulares podem possuir 6leos essenciais em seu interior,
tendo em vista que tricomas desse tipo apresentam regides intercelulares maiores, com
vactolos grandes (WANG et al., 2021), sendo que suas bases possuem espessura celular ainda

mais finas do que células epidérmicas comuns, como visto no trabalho de Argyropoulou et al.
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(2010), o que também pode ser considerado um atrativo para micro-organismos, utilizado
inicialmente como mecanismo de defesa pré-formado.

No entanto, plantas de algodao cultivadas sob estresse bidtico induzido tiveram seu
metabolismo alterado, podendo ser evidenciado com o uso de parametros fisioldgicas como, a
fotoquimica, a fluorescéncia da clorofila e trocas gasosas, € foi possivel constatar alteragdes
mais sensiveis e discretas, independentes do aparecimento de sintomas visuais.

Embora nenhum sintoma anatomico tenha sido observado, Malcolm et al., (2013)
explicam que patogenos podem apresentar tracos de interagdes como infec¢ao e colonizagao
sem induzir danos visiveis, além disso podem se comportar inicialmente como micro-
organismos simbiontes, mas diante a estresses, tornam-se patdgenos oportunistas
(STERGIOPOULOS e GORDON, 2014), e respostas fisiolégicas podem margear essas
estratégias.

Todos os sintomas foram considerados leves, sintomas mais severos como clorose,
necrose, murcha, podridao em caules e raizes ndo estiveram presentes durante as analises, 1SS0
provavelmente pode estar ligado a caracteristica dos géneros dos patdgenos que se tratam de
micro-organismos oportunistas (CONRADO et al, 2021; LIM, MOHD, ZAKARIA, 2019),
levando em consideracao o desenvolvimento das plantas em condicdes ideais, pode-se dizer
que isso favoreceu a imunidade do hospedeiro de modo que a contaminagdo nao surtiu
maiores efeitos, se ndo por alteragdes metabolicas.

Fungos desse género ocorrem em diversas espécies vegetais, segundo Gao et al.,
(2016) trata-se de um micro-organismo ubiquo, isto ¢, naturalmente estd presente no
hospedeiro, sendo capaz de causar sintomas mediante a oportunidades de ataque que o
hospedeiro pode oferecer quando esta com algum tipo de estresse abidtico ou biodtico, o que
também faz do patdégeno em questdo um micro-organismo oportunista. tratando de um
experimento em casa de vegetacdo, naturalmente espera-se que as plantas ndo tenham tido
contato inicial durante a germinacdo com os patogenos em questdo, podendo de certa forma
surtir efeito abrupto em fungdes metabodlicas durante o periodo de pds de inoculagdo.

As notaveis diferengcas nos pardmetros fisioldgicos aqui observados, entre plantas
durante as fases fenolodgicas correspondentes a etapas vegetativas e de botdes florais
comparadas as plantas na fase de “mag¢a” ¢ de simples entendimento, visto que a realocacao
de biomassa para os frutos ¢ intensa quando comparada a realocacdo de biomassa para partes
reprodutivas presente nas outras fases, e pode aumentar a susceptibilidade das plantas durante
esse estadio fenologico.

Tanto as plantas inoculadas com F. equiseti quanto as inoculadas com D. ueckerae



59

apresentaram variacdes em analises de pigmentos fotossintéticos, no entanto, principalmente
na fase B em plantas inoculadas em parte radicular, em que se pode observar decréscimo em
teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides, com certo destaque para D. ueckerae, que
também causou danos durante a fase V.

A clorofila a € o principal pigmento para mensuragdao de alteragdes na fluorescéncia,
tendo em vista que ela tem grande importancia na dissipagao de energia nos centros de reagao
do PSII, com a clorofila b participando do PSI como pigmento acessério que auxilia na
protecdo do PSII, somado a presenga de carotenoides (DAUTERMANN e LOHR, 2017), que
auxiliam na expansao de comprimentos de onda absorvidos pelas clorofilas.

Portanto, quando ocorre a captacao da energia luminosa por pigmentos fotossintéticos,
essa energia ¢ transferida a um centro de reagdo que desencadeia a perda de elétrons, que sdo
repostos através da oxidacdo da molécula de 4gua, gerando o transporte de elétrons. Se a
quantidade de energia que chega ¢ maior do que a capacidade de mover elétrons do centro de
reacdo, ocorre a reemissdo da energia absorvida, que ¢ chamada de fluorescéncia
(MAXWELL e JOHNSON, 2000).

Sendo assim, a fluorescéncia ¢ uma via de dissipagdo da energia luminosa absorvida,
que nao foi utilizada na producdao de NADPH e ATP nas reacdes primadrias de fotossintese que
ocorrem no PSI e PSII, pois fatores de estresse bidticos podem afetar o ciclo de Calvin de
modo que o acimulo de moléculas ndo utilizadas na carboxilagcdo pode comprometer a etapa
fotoquimica, for¢ando o metabolismo a reemitir essa energia em vez de usa-la para
respiragdes de crescimento € manutencao.

O desequilibrio nessa etapa fotoquimica pode interferir diretamente na sintese de
pigmentos fotossintéticos e levar a foto destruicdo destes, também incidindo na integridade
funcional dos centros de reagao do PSII, desequilibrando a fixa¢do de carbono que interfere
em reagdes fotoquimicas e bioquimicas.

Esse desequilibrio na fixacdo do carbono pode ser gerado por estresses bioticos que
podem gerar sintomas diversos que comprometem desde a absor¢do de energia luminosa a
estruturas anatomicas. Ao contrario de micro-organismos promotores de crescimento que
geram beneficios para plantas, patdogenos podem, por exemplo, reduzir concentragdes de
pigmentos fotossintetizantes e piorar parametros de trocas gasosas, refletindo, portanto, um
baixo desempenho fotoquimico.

Tragos de estresses bidticos observados em fungos pertencentes aos géneros das
espécies aqui estudadas estdo relacionados a incidéncia em vasos condutores, alterando

fungdes radiculares (LI ef al., 2017; SESSA et al., 2017). Isso dificulta a absor¢ao de agua e
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consequentemente nutrientes que poderiam vir com essa agua, Chu et al., (2018) explicam
que o déficit nutricional pode causar quedas em taxas fotossintéticas, em vista que os
nutrientes atuam na regulagdo estrutural foliar, transporte de elétrons e CO2 e pode interferir
em processos do ciclo de Calvin, consequentemente o déficit nutritivo pode diminuir a sintese
de pigmentos fotossintéticos (VIEGAS et al., 2018; SANTOS et al., 2013), diminuindo ainda
mais a resisténcia de plantas aos patdégenos (VAFADAR et al., 2014), afetando o aparato
fotossintético através de fotodestrui¢ao e fotoinibicao (UARROTA et al., 2018).

A susceptibilidade observada em plantas inoculadas em parte radicular pode ser
explicada pelos tragos de infec¢cdo dos fungos que causam sintomas de déficit hidrico, sendo
que a desidratacdo de plantas afeta a sintese de pigmentos fotossintéticos (MEETA, MINI e
REKHA, 2013), pois essa desidratacdo pode afetar o protoplasma e gerar problemas
diretamente na fotossintese. Além disso, patdgenos possuem potencial para gerar em plantas,
sintomas de déficit hidrico que pode afetar a atividade da rubisco, atrapalhando taxas de
transporte de elétrons (PERDOMO et al., 2017).

Claramente os parametros de fluorescéncia foram alterados, indicando a incidéncia
dos patogenos sobre a capacidade fotossintética das plantas de algoddo. Baghbani et al.,
(2018), mostram que patogenos do género Fusarium sp. realmente conseguem afetar o
sequenciamento do transporte de elétrons, e pode afetar a sintese € manutengdo de clorofilas
(BASSANEZI et al., 2002).

Com base em avalia¢des de fluorescéncia em foco a encontrar causas relacionadas a
fitopatogenicidade ¢ possivel ter um melhor entendimento quanto a interacdes planta-
patogeno, identificando reagdes metabdlicas quanto ao aparato fotossintético frente o
desenvolvimento de organismos fitopatogénicos.

Embora ndo tendo altera¢des drasticas em taxas de fotossintese ndo se pode dizer que
esse parametro poderia afetar positivamente o crescimento primario das plantas, por causa da
escassez de estudos nesse aspecto (GAGO et al., 2016), porém, em vista ao que os indices de
fluorescéncia indicam, possivelmente as taxas fotossintéticas poderiam sofrer alteragdes
negativas quanto a eficiéncia.

A mensuracdo de parametros envolvendo FO e PSII sdo altamente representativos
quanto a estresses (WEN et al., 2011), assim como o aumento na dissipagdo nao fotoquimica
(NPQ) (NEVES et al., 2009), que representa a dissipagdo de energia em forma de calor do
PSII, de modo a evitar danos fotoquimicos no aparato fotossintético pela energia nao
utilizada.

Portanto, a redu¢do na quantidade de centro de reacao do PSII pode ser consequéncia



61

na reducdo nos teores de pigmentos fotossintéticos (FARNESE et al., 2017). O FO
(fluorescéncia minima) pode também ser afetado por lesdes no PSII e desequilibrios durante o
transporte de energia do complexo antena para centros de reacao (DE LIMA et al., 2017), por
isso ¢ interessante entender melhor o que os processos fisioldgicos podem dizer através de
alteragdes fisioldgicas na fluorescéncia.

No presente estudo, realmente foi observado variacdes quanto a fluorescéncia da
clorofila, por causa dos danos de fotoinibicdo observados, apds a inoculacdo de patdgenos.
Sabe-se que a presenca de patogenos de fato reduz o desempenho fotossintético nos centros
de reagdo, apresentando quedas na relacdo Fv/Fm, observado principalmente na fase M
quando tratou dos dois patdgenos dentro dos tipos de inoculagdo, no entanto, novamente o D.
ueckerae se destaca por também causar variagdes na fase B, embora ndo tdo severas quanto na
fase M.

Por exemplo, a razao ABS/RC elevada indica menor quantidade de fotons aproveitados
por centros de reagdo do que no PSII, isso pode ser mostrado por Urban et al., (2017),
explicando que a inativacdo de centros de reacdo ou a alteragdo no tamanho da antena
compensam a dissipacdo de energia luminosa em energia térmica. Essa redu¢do na quantidade
de centros de reacao ativos € vista como mecanismo foliar para evitar danos diante a absorc¢ao
em excesso de energia luminosa (KALAJI et al., 2018).

Valores baixos de ABS/RC e DIy/RC indicam que o potencial das plantas de capturar
fotons ndo foi reduzido, em vista que as plantas melhoram seu desempenho durante estresses
equilibrando melhor essa distribui¢ao de energia. Baixos valores de DIy/RC indicam plantas
com absorcao de energia alta com baixa dissipag@o de energia nao fotoquimica.

J& os valores de Pls, por ser um indice mais sensivel, ¢ capaz de detectar e
quantificar danos com maior precisdo, visto que ¢ possivel relacionar a eficiéncia do PSII,
oferecendo maior precisao na correlagdo entre estresses e transporte de elétrons (SAMPAIO et
al.,2012).

Altos valores de Pl ss indicam vitalidade alta, consequente o aumento da quantidade
de centros de reacdo da clorofila. Sendo esse pardmetro o refletor das funcdes adequadas do
PSI e PSII (STRASSER et al., 2004), podendo dizer sobre a sintese de pigmentos e o
desempenho fotossintético. E esperado que a inoculagdo de plantas por fitopatogenos gere
baixos valores de Plszs e altos valores de DIy/RC, refletindo alteragdes metabolicas
prejudiciais as plantas inoculadas, pois acabam se tornando centros de dissipag¢do visando
evitar danos foto oxidativos (DUTTA et al., 2018).

Portanto, esses reajustes observados nos processos metabolicos sdo essenciais para as
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plantas manterem por um tempo fun¢des de homeostase e celulares (FARNESE et al., 2017).
Patdgenos também tendem a induzir sintomas de seca na planta, que acarreta a redugao na
condutancia estomatica das plantas para resistir a ataques (URBAN et al., 2017).

A condutancia estomdtica ¢ um parametro que esta diretamente ligado a estratégias
que auxiliam na captacdo de CO2 e reducdo na perca de agua, consequentemente esses
aspectos refletem a capacidade da planta em regular sua eficiéncia do uso da agua
(BERTOLINO, CAINE e GRAY, 2019).

Quando a reducao na condutancia estomatica ¢ observada e a concentragao interna de
CO2 se mantém estavel, ndo se associa menores taxas fotossintéticas a isso, mas sim a
eficiéncia de carboxilagdo (4/Ci), que se prejudicada, pode formar espécies reativas de
oxigénio (LEITAO, GOULAS e JEAN-PHILIPPE, 2003).

Tratando de defesa é percebido que a plantas ndo sentiram maiores efeitos, em vista
que a taxa de respiracdo se manteve, esta, responsavel pela mobilizacdo de ATP e esqueletos
de carbono que atuam indiretamente na defesa da planta de modo a mitigar a demanda
energética envolvida nesses processos. Quando ocorre a regulagdo nas taxas de respiragdo ¢
vista a necessidade de equilibrar a eficiéncia da carboxilacdo, evitando a formacdo de
espécies reativas de oxigénio.

Uma mudanca consideravel ausente em parametros de trocas gasosas pode indicar o
vigor de plantas com auséncia de estresses, considerando as estratégias de patogenicidade
oportunista apresentada por esses patogenos (CONRADO et al, 2021; LIM, MOHD,
ZAKARIA, 2019), de modo que para gerarem prejuizos significativos ao hospedeiro,
deveriam comprometer o aparato fotossintético de maneira mais severa, embora tenha sido
possivel observar alteragdes exclusivamente em plantas inoculadas em parte radicular durante
a fase M para concentracao interna de CO; e a eficiéncia do uso da dgua para ambos o0s

patogenos.
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7. CONCLUSAO

Em plantas inoculadas por Fusarium equiseti € por Diaporthe ueckerae, as principais
alteracdes em teores de pigmentos fotossintéticos, fluorescéncia da clorofila e indices de
trocas gasosas foram observadas em plantas inoculadas em parte radicular de plantas em fase
fenologica, caracterizada pela presenca de frutos, seguidas das plantas em fase de botdes
florais. Portanto, ¢ importante notar sensibilidade maior em plantas que deram inicio a fase de
aspecto reprodutivo e principalmente em plantas que estdo em estddio avancado de
desenvolvimento de suas partes reprodutivas, levando em consideragdo a vulnerabilidade de

tecidos radiculares de Gossypium hirsutum frente aos patdégenos estudados.
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