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RESUMO

BARROS, Ana Paula Oliveira d®.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro
de 2016.Deteccdo e caracterizacdo molecular e biolégica de virus associados a
fungos fitopatogénicos. Orientadora: Poliane Alfenas Zerbini. Coorientadores:
Marisa Vieira de Queiroz e Francisco Murilo Zerbini.

Os fungos fitopatogénicos sdo um grupo importante de microrgaigsponsaveis
por perdas significativas na agricultura em todo o mundapaadade que alguns
apresentam de infectar todas as partes da planta, bem @ocapacidade de
sobrevivéncia no solo os toroan importante grupo de fitopatégenos. O controle de
doencgas causadas por fungos geralmente requer medidas qaenutiizamentos
guimicos, 0 que gera um impacto ambiental e a satde huMeoairus sdo virus
gue infectam fungos. Alguns micovirus apresentam capacidaderdar seus
hospedeiros hipovirulentos e ainda sao capazes de traredsdar propriedade a
outros isolados compativeis. O controle de fungopditmgyénicos com micovirus
constitui uma alternativa que pode reduzir o uso do centjeimico. Além disso,
pode ser eficaz contra doencas para as quais nao haleaptimico nem plantas
resistentes disponiveis. Assim o objetivo desse trabaltacéssar a diversidade de
micovirus associada a fungos fitopatogénicos e estudar atong@sses virus sobre
a fisiologia dos hospedeiros. Foi investigada a presencgaiae/irus em isolados
fungicos obtidos em colecdes de culturas, feira livi@m@dém do campo em plantas
sintomaticas Dos 42 isolados fungicos analisados, 11 (26%) continham dsRNA.
Todos com distintos padroes de dsRNA, observados poofeletse em gel de
agarose. Em um isolado d@&halara elegansagente causal da podriddo negra em
raiz, foi detectado presenca de particulas icosaéddoas 33 nanémetrosed
diametro. SDS-PAGE a partir do purificado viral revelou ages de trés proteinas
estruturais com massa molecular estimada em 38, 40 e 43 &Dhem foi realizada

a caracterizagimolecular e bioldgica dem micovirus obtido a partir do fungo
Sclerotinia sclerotiorumisolado Ss24, agente causal do mofo branco, doenca
presente em diversas espécies de plantas. O genoma pa&linucleotideos e
apresenta uma Unica sequéncia aberta de leitura (ORF) dificacauma RNA
polimerase dependente de RNA, com dominios conservados ndasifpie de
RdRps de mitovirus, um grupo de virus que replica em mitocondiamscélulas

hospedeiras. Analises filogenéticas imgic que o virus detectado € um novo



membro do génerMitovirus. Analise do perfil de bandas de dsRNA obtido a partir
do isolado Ss24 sugere que ha wmndnfeccdo por mais de um micovirudJma
linhagem isogénica obtida por reproducdo sexuada do isolado &sdur um
padrao diferente do seu parental. Ambos, parental (Ss24plaadsisogénico
(Ss24MVF) foram comparados quanto producdo de esclerodioss &ofd®, acido
oxalico, taxa de crescimento, morfologia e pigmemtagdas colbnias e
patogenicidade em plantas 8@aseolus vulgarjsCapsicum annuune Nicotiana
benthamianaOs resultados revelaram que o isolado Ss24 foi severadehititado

em todas as caracteristicas fisioldgicas analisadaslgamparado com o isolado
Ss24MVF. Maior concentracdo de mitocéndrias nas hifas tanfilbéobservado no
isolado Ss24Em conjunto estes resultados confirmam que os virus geetantf
fungos estdo distribuidos nas diferentes espécies dgodul presenca de
determinados segmentos de dsRNA pode conduzir o fendtipo darti@owia em
fungos. Uma analise mais aprofundada sobre as caracterislestes micovirus
podem levar ao desenvolvimento de ferramentas para estlal@scs mecanismos
de patogenicidade dos fungdem como a utilizacdo desses virus como agentes de

controle bioldgico.



ABSTRACT

BARROS, Ana Paula Oliveira de, D.Sc., Universidade Federal desd¥¢
September, 2016Detection and molecular and biological characterization of
virus associated to phytopathogenic fungiAdviser: Poliane Alfenas ZerbinCo-
advisers: Marisa Vieira de Queiroz and Francisco Murilo Berbi

The phytopathogenic fungi are an important group of microosganresponsible for
significant losses in agriculture throughout the world. Tibiéty that some have to
infect all parts of the plant, as well as the abilitystovive in the soil becomes an
important phytopathogens group. The control of disease cdwsddngi usually
requires measures using chemical treatments leadingivanremental impact and to
human health. Mycovirus are viruses that infect furl@me mycovirus present
ability to make their hipovirulentos hosts and are stikkdbltransfer that property to
other compatible isolated. The control of pathogenic fumitih mycovirus is an
alternative that can reduce the use of chemical corfwothermore, it may be
effective against diseases for which no chemical controésistant plants available.
So the aim of this study was to access the mycovirus diyesisséociated with
pathogenic fungi and to study the impact of these virusebephysiology of the
host. The presence of mycovirus in fungal isolates froluie collections, free fair
and also the field in symptomatic plants was investigatedh®©#2 fungal isolates
analyzed, 11 (26%) contained dsRNA. All isolates showed pattifferent dSSRNA
observed by agarose gel electrophoresis. A sChmlara elegansthe causal agent
of black rot on root was detected the presence of icosahedtialgsaB3 nanometers
in diameter. SDS-PAGE from purified viral revealed the preseof three structural
proteins with molecular weight estimated at 38, 40 and 45 W& performed the
molecular and biological characterization of a mycoviobtained from the fungus
Sclerotinia sclerotiorunstrain Ss24, causal agent of white mold, disease prasent
several plant species. The genome has 2.700 nucleotidessamgleaopen reading
frame sequence (ORF) encoding a RNA-dependent RNA polymeitdseonserved
domains of the superfamily of RdRps mitovirus, a group of verdkat replicate in
mitochondria of host cells. Phylogenetic analysis inditiaaé the virus detected is a
new member of the genuditovirus. Analysis of the profile segments dsRNA
obtained from strain Ss24 suggests that there is comfedty more than one

mycovirus. An isogenic strain obtained by sexual reproduc8s24MVF) revealed

Xi



a different pattern of their parent strain. Both Ss@d sogenic strains Ss24MVF
were compared for sclerotia, total acid, oxalic acid prodogctigrowth rate,
morphology and pigmentation of colonies and pathogenicitylants ofPhaseolus
vulgaris, Capsicum annuumnd Nicotiana benthamianaTlhe results revealed that
the strain Ss24 was severely impaired in all analyzed physgialogharacteristics
compared with the single Ss24MVF. Higher concentrasiomitochondria in hyphae
were observed on strain Ss24. Together, these resafisntohat viruses that infect
fungi are distributed in different species of fungi.eTpresence of certain segments
of dsRNA can drive the phenotype of hypovirulence fungilefailed analysis of the
characteristics this is mycovirus can lead to the dewedmt of tools for studies on
fungi pathogenic mechanisms, and the use of these virgsé®lagical control

agents.
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INTRODUCAO GERAL
Importancia dos micovirus

Micovirus séo virus que infectam fungos e sdo comumegt#Eados nos
principais grupos de fungos (Ghabrial and Suzuki, 2008gluindo os
fitopatogénicos. A primeira descoberta da presenca de virastanflo fungos
ocorreu em 1962 (Hollings, 1962), em cogumelos cultiviveis. Desde, eliversas
espécies de micovirus tém sido descritas. De acordo comtueeza e numero de
componentes genémicos, 0s micovirus estao classificadoléferentes familias. As
familias Totiviridae (1 segmento, 4-7 kbEndornaviridag(1 segmento, 14-18 kp)
Partitiviridae (2 segmentos, 1,4-2,4 kbhrysoviridag(4 segmentos, 2,9-3,6 kb)
Reoviridae(10-12 segmentos, 19-32 kabrigam micovirus com genoma de RNA
fita dupla (dsRNA). As familiag\lphaflexiviridae (6-9 kb), Barnaviridae (4 kb),
Gammaflexiviridae (7 kb), Hypoviridae (9-13 kb), e Narnaviridae (2-3 kb)
apresentam genoma de RNA fita simples sentido positivgsRMA)
monosegmentados. As familiddetaviridae (4-10 kb) e Pseudoviridae(5-9 kb)
acomodam micovirus monossegmentados com genoma de ssijalAeplicacdo
ocorre por transcricdo reversa (ssRRA} (King et al., 2011). Ha ainda micovirus
com genoma de ssRNA sentido negativo (-ssRNA) (Liu et28l14) e DNA fita
simples (ssDNA) (Yu et al.,, 2010). Embora recentementieatansido detectados
centenas de novos micovirus, boa parte destes aindanadio dtribuidos a um taxon
formal.

O material genético dos micovirus pode estar encapsatagmarticulas, livre
no citoplasma da célula hospedeira ou associados a lassimembranosas e
mitocéndrias. Grande parte dos micovirus conhecidos possuéiculaar rigidas e

pertencem a familias que nao infectam exclusivamente fungesimma ampla gama



de hospedeiros, tais como, procariotos, plantas e metazd€hiba et al., 2009;
Hillman et al., 2004; Horiuchi et al., 2003). Atualmente apeaiso familias sao
encontradas abrigando exclusivamente micovirus, sao eBemnaviridae,
Chrysoviridae, Gammaflexiviridae, HypoviridaeNarnaviridae(King et al., 2011)

A relacdo que os micovirus estabelecem com seus hogEedaiamente induz
sintomas, no entanto, alguns podem alterar a capacidadegimdm causar doencas
tornando-o hipovirulento, podendo também ocasionar reducdotara de
crescimento, pigmentacdo anormal e alteracbes nadigg@o (Castro et al., 2003;
Darissa et al., 2012; Lee et al., 2011; Nuss, 2005; Yu et al., 2015; &y 2010;

Zhang et al., 2014)

Transmiss&o dos micovirus

Os micovirus sao transmitidos horizontalmente na natyrezanastomose
de hifas entre isolados fungicos vegetativamente covgiatou verticalmente por
esporos. A fase intracelular no ciclo de vida é divididsicamente em quatro fases.
(1) propagacédo no interior da célula hospedeira; (2) movanegitla-a-célula em
direcdo a extenséo das hifas apds a divisdo celulatistBpuicéo lateral pela fusdo
das hifas dentro de uma rede micelial interconectada; @niissao horizontal pela
fusdo de hifas entre os isolados fangicos pertencentesnesmo grupo de
compatibilidade vegetativavégetative compatibility group- VCG). Ja a fase
extracelular no ciclo de vida dos micovirus ainda naelosidada (Yaegashi et al.,
2013). O movimento horizontal dos micovirus para outropdderos fungicos é
provavelmente um fenbmeno raro de ocorrer (Buck, 1986), ete, pdevido a
existéncia de VCGs em muitos fungos. Os VCGs coestituma barreira natural

para a transmissao horizontal dos micovirus, constituiim mecanismo de defesa



celular contra a infec¢éo por impedir a propagacao de virusdsolado a outro na
natureza (Caten, 1972)

Uma alternativa para sobrepor a barreira de transmissd@ada entre fungos
gue sdo incompativeis vegetativamente é a fusédo de prodspipge pode ser usada
para expandir a gama de hospedeiros. No géHgpmvirus o uso da técnica de
fusdo de protoplastos permitem o estudo das alteracOesdaggpiarHypovirusem
novos hospedeiros fangicos tornando estes capazes dtrassarreiras formadas
pela diversidade genética e pelos grupos de incompatibilidade tresgetque
impedem a transmissdo (Lee et al., 2011). A transmissao deimik de dsRNA
através da fusédo de protoplastos ja foi demonstrada em fiibgEatogénicos
incluindo Aspergillus (Van Diepeningen et al.,, 1998Jusarium poae(Van
Diepeningen et al.,, 2000) eRosellinia necatrix(Kanematsu et al., 2010A
importancia dessa técnica consiste na ampliacdo da gamapiedeiros e selecéo de

micovirus apropriados, com potencial para uso no contrdiego.

Influéncia dos micovirus sobre processos biolégicos de seus hospeaxeir

Varios micovirus tém sido isolados a partir de uma divetsidie fungos,
incluindo os fungos fitopatogénicos. A maioria dos mycovirusfectam seus
hospedeiros porém permanecem latentes sem induzir ssx{@®earson et al., 2009)
No entanto, em outros casos, a infeccdo micoviral pode &stociada a alteracbes
nos processos bioldgicos dos hospedeiros. Micovirus poddrisdperexpressao de
genes associados com sintese de proteinas, montageimossomos, nucléolo,
processamento de RNA ribossomal além de genes neossgdra transcricao,

transducao de sinal sugere essas alteracdes podem esianagla com a replicacao



do micovirus. Isto revela uma mudanca global nas viagaces por reprogramacao
transcricional do fungo (Cho et al., 2012).

Micovirus também pode estabelecer uma associacdo rmtaualntre
diferentes organismos. Um exemplo é a associacdbeéstala entre micovirus-
fungo endofitico-planta. Foi demonstrado que um fungo irdecf@or micovirus
conferiu a planta hospedeira toleréancia ao calor. No entantoydqua fungo foi
curado do micovirus toowse incapaz de conferir resisténcia a planta a altas
temperaturas do solo (Marquez et al., 2007)

Em Metarhizium anisopliae,um fungo entomopatogénico utilizado para
controle biolégico de insetos pragasanalise de isolados infectados por micovirus
revelou que a infeccao interfere com o fenétipo do fungoa Womparacao entre
isolados infectados e livres de virus mostrou uma dinéiouiga secrecdo de
endoquitinases nos isolados livres de virus, sugerindo ussvpbinterferéncia do
micovirus sobre os genes codificadores de tais enzimgise pode representar um
problema com relacdo a estabilidade de isoladogidis usados no controle
biolégico. Entender as interacdes estabelecidas entre elesidéno objetivo de
varios pesquisadores a fim de fornecer uma visdo maikhagdasobre micovirus

seus hospedeiros (de la Paz Giménez-Pecci et al., 2002).

Hipoviruléncia mediada por micovirus

A hipoviruléncia mediada por virus é o termo utilizado parardesc o
fendtipo de viruléncia reduzida em isolados fangicos patog&n{Ghabrial and
Suzuki, 2009; Pearson et al., 2009; Yu et al., 20H¥se fenotipo pode ser
especificamente refletido pela diminuicdo da taxa de crestinmicelial, auséncia

de esporulacdo, diminuicdo da germinacao, além de reducavadavidade hifal e



aumento substancial da pigmentagéao (Cardoso, 1994; @hy2202; Ihrmark et al.,
2004; Moleleki et al., 2003; Suzaki et al., 2005)

A maioria dos micovirus que estdo associados com a hifndgia ndo
codifica a proteina capsidial (CP) e ndo formam pdaticinal. A perda da CP por
alguns micovirus pode estar relacionada com a auséncsel@xXtracelular em seu
ciclo de replicacdo. Logo a necessidade de formacéanieulas € reduzida (Nuss,
2005; Nuss, 2011). Entre os téxons virais contendo representasgeciados a
hipoviruléncia estdo génerolypovirus e Mitovirus que apresentam genomas
(+)ssRNA e ndo formam particulas. A replicagdo dégoovirus ocorre no
citoplasma e do#itovirus na mitocondria das células hospedeiras (Hillman and
Esteban, 2011; Nuss, 2018 utilizacdo de micovirus que indemn hipoviruléncia
em seus hospedeiros tem demonstrado ser uma estratég@ quartrole de doencas
causadas por fungos fitopatogénicos. O potencial de micovirus cpateole
biolégico foi primeiramente demonstrado no manejo do rcama castanheira,
doenca causada pelo fun@hryphonectria parasita que quase caas a extingao
da castanheira na América do Norte. As conseqUéncias agadf@mam menos
drasticas na Europa onde parasiica infectado por micovirus teve a viruléncia
reduzida, de forma que o cancro tornou-se nao letal aseande castanheira
(Anagnostakis, 1987; Nuss, 2005).

S. sclerotiorumé notério fitopatdbgeno, causa grandes perdas em diversas
culturas e € um hospedeiro natural de diversos micoviréis Jido encontrado
micovirus com genomas de RNA fita simples sentido pogitigsRNA), RNA fita
simples sentido negativo (-ssRNA), RNA dupla fita (s&)Ru DNA fita simples
(ssDNA) (Khalifa and Pearson, 2014, Li et al., 2016; Liu et24lQ9; Liu et al.,

2015; Liu et al., 2014; Ran et al., 2016; Wang et al., 2014, Xialo, €044, Xie and



Ghabrial, 2012; Xie et al.,, 2006; Xie et al., 2011; Yu et al., 20EMbora os
micovirus tenham sido relacionados com infeccdo assintanétion seus
hospedeiros, o fendtipo da hipoviruléncia esta presenteimaia dos isolados dg.
sclerotiorum infectados por micovirus e a incidéncia de infec¢cdes nipta
multiplos micovirus relacionados ou ndo relacionados éamé um fendmeno
comum neste fungo (Hu et al, 2014; Khalifa and Pearson, 2013jfeKlaald
Pearson, 2014; Liu et al., 2014; Ran et al., 2016; Xie and @h&2®12; Xie et al.,

2006; Xie et al., 2011; Yu et al., 2010; Yu et al., 2013; Zhang €0419)

Importancia de micovirus como agentes de controle biolégico

O controle biolégico de fungos fitopatogénicos pela aplicalgonicovirus
hipovirulentos € uma alternativa viavel ao controle quimic@a wez que ha uma
crescente preocupacdo com o0 uso de fungicidas para o eod&otloencas de
plantas.

Ha mais de 40 anos os micovirus tém sido utilizados noatewto cancro da
castanheira na Europa. Sua utilizacdo no campo pode sajogan uma vez que a
hipoviruléncia em fungos € uma caracteristica que podérasmissivel de um
isolado fungico a outro. Quando isolados fungicos hipatols colonizam seus
hospedeiros eles sdo capazes de produzir padrées molecaksesiados a
patogenos (PMAPSs) e/ou efetores que séo reconhecidos peléss a sistema
imune inato do hospedeiro como sinal de invasdo e assimspedeiros podem
produzir uma resposta de defesa que visa especificamenfecadm do isolado
virulento (Xie and Jiang, 2014)

Particulas de um micovirus com genoma de ssDNA, SsHADA¢shciado a

hipoviruléncia emS. sclerotiorumfoi aplicada extracelularmente a hifas de quatro



iIsolados deS. sclerotiorum pertencente a diferentes VCGs. Preparagfes das
particulas virais também foram aplicadas diretamentefahas deArabidopsis
thaliana e Brassica napuseguido por inoculagdo dos isolados fangicos virulentos.
A aplicacdo do micovirus foi capaz de suprimir o desenvolviméasolesdes. Se
esta estratégia funcionar em outras culturas, isso@odmlar a doenca e melhorar
a producdo das culturas no campo. Particulas virais também fietectadas em
folhas ap6s quinze dias de inoculagdo, revelando serus piromissor como
biofungicida. Isto demonstra a atividade terapéutica doowvitiecs em inibir o
desenvolvimento da doenca (Yu et al., 20E3¢xploracdo de medidas alternativas
de controle tem atraido o interesse de muitos pesquéesadomo uma forma de
evitar ou diminuir o uso de fungicidas devidos aos problemeasles podem causar
nao somente ao ambiente atraves de residuos dos prodotdiirg mas também a
capacidade de tornar alguns fungos resistentes devido acounsouo (Fravel,

2005).
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DIVERSIDADE DE MICOVIRUS INFECTANDO DIFERENTES ESPECIES
DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

Barros, A.P.O., Xavier, A.S., Duarte, V., Dalbosco, M. alfiiha, E. W., Pereira, O.
L., Queiroz, M.V., Alfenas-Zerbini, P. Diversidade de micosi infectando
diferentes espécies de fungos fitopatogénicos.
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INTRODUCAO

Os fungos séao considerados 0s mais importantes agentesngaisgée
plantas, por constituir uma ameaca a producéo de cuttarasportancia econémica.
Entre as os danos causados por fungos fitopatogénicos poderspecdas por
reduzir germinacéo de semenf€zer, 2005), por causar danos severos as plantas ou
morte das células antes ou imediatamente apds pdi@teacolonizacdo da planta
hospedeira (Gonzalez Garcia et al., 2006) e por depreciar prozutes cereais,
frutas e vegetais pré e pds-colheita, durante o armae@b@anou transporte
(Bergamin Filho, 1995).

A interacdo entre fungos-plantas-virus € um patossisteeressante que
tem atraido a atencdo da comunidade cientifica. Diseftsagos fitopatogénicos,
entre elesChalara elegans, Pseudocercospora griseola, Sclerotinia sclerotierum
Geotrichumspp. tém grande importancia devido aos danos que causam em Seus
hospedeiros.

O géneroGeotrichume espécies afins apresenta distribuicdo mundial e é
adaptado a diferentes habitats como solo, agua, ar ®epgmlutos lacteos, tecidos
de plantas e também é comumente encontrado no tratbaigdes humanos (Pottier
et al., 2008) Em plantas, a doenca € conhecida por podriddo azeda. Osnpagbl
mais sérios sao causados em pos-colheita, quando se dbséesencharcadas na
superficie de tuberculos durante o armazenamento. Unsamaselial branca sobre
a lesdo é observado quando ha alta umidade. Mais tardes@es Ise estendem
internamente no tecido causando uma vasta deteriocagii@specto esbranquicado
(Horita and Hatta, 2016)Varias culturas podem ser suceptiveis a infeccdo por este
fungo, como por exemplo, frutos de tomate, laranja, limagetara, meldo, pimenta

doce e cenoura (Suprapta et al., 1996). O controle da doemchuigicidas € uma
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das medidas empregadas porém significantes perdas podem ecoerarsempre a
aplicacéo de fungicidas resulta em controle eficielat@loenca no campo devido a
insensibilidade que alguns isolados apresentam aos fungigdagh and Bhale,
2012)

Diversas culturas, tais como a cultura do feijoeitaseolus vulgaris.)
pode ser afetada por mais de 300 doencas causadas por \dt@gafiafungos e
nematodidesPseudocercospora griseo{&acc.) Crous & Braun [sif?haeoisariopsis
griseola(Sacc.) Ferraris] agente causal da mancha angular,seepsaeum dos
principais patdgenos flngicos que ataca parte aérea af#aghs lesbes, quando
numerosas, podem levar a desfolha prematura. Nas vagerlesbes podem
coalescer e ocupar toda a area causando pmwdeendimento da cultura e
inviabilizando sua comercializacédo (Bianchini et al., 2006 Yungo € importante
principalmenteem regides tropicais e subtropicalso Brasil, em algumas regides
com temperaturas proximas a 24° C e periodos alternadalsade baixa umidade
relativa doar pode provocar o surgimento de epidemias da doenca ocafonan
severas perdas de rendimento (Sartorato, 1988).

Uma doenca flngica que causa grandes perdas também € a@adgdd da
raiz, doenca causada p&halara elegans,nome dado pela pigmentacdo dos
clamidésporos que se formam nas raizes das plantas hoapedindo uma
aparéncia enegrecida a raiz. O fungo pode ser encontradodes as regides do
mundo e a infeccdo pode ocorrer a qualquer momento durant@®dopeegetativo.
Por causa da infeccdo, a parte aérea das plantas podentprémixa estatura e
descoloracao de folhas e brotos. Mudas infectadas podemmucaplbésentar sistema

radicular reduzido conduzindo a morte da planta (Alexopotlak, €996)
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Sclerotinia sclerotiorunmesta entre os patdégenos de plantas mais destrutivos.
E um fungo cosmopolita, necrotrofico, habitante do selais de 400 espécies de
plantas em todo o mundo s@o hospedeiras do fungo (RIB9) Sobre a superficie
das plantas infectadas observa-se um branqueamento quespoode ao
crescimento micelial do fungo recobrindo toda a supedieitolhas e caules. Com
progresso da doenca ocorre a formacdo de esclerodiopegme@necem sendo
produzidos nas plantas doentes e constitui fonte delingawa préximas geracoes
(Petrofeza and Nasser, 2012). Um fator chave que governagep&idade neste
fungo é a secrecao do acido oxdlico. O acido contribia papatogenicidade por
potencializar a capacidade do fungo em colonizar as plaosgsedeiras. A forma
como o acido oxalico interfere na patogenicidade podetsmréa da acidificacéo
dos tecidos do hospedeiro e sequestro de calcio da paretie, qedwa facilitar a
acdo de enzimas secretadas pelo fungo que degradam a peltdaie da planta
hospedeira (Dutton and Evans, 1996).

O principal controle de doencas fangicas tem sido fesim aplicacdo de
fungicidas que em curto prazo pode ter suas vantagens,nmis@go prazo pode
causar problemas devidos os residuos dos produtos acumutadotiente (Ghini
and Kimati, 2000), sendo necessario buscar uma alternatigacpatrole dessas
doencas. Diante da dificuldade de controle das doencagedisrsurge a necessidade
de desenvolvimento de métodos alternativos de controleadea® Neste contexto,
a utilizacdo de micovirus como agentes de controle biadgicle ser uma forma
viavel, e ambientalmente segura de combater tais doenCastudo, o
desenvolvimento deste tipo de ferramenta de controle @olagguer um bom

conhecimento da sintomatologia e transmissao viral diKdalia et al., 2016).
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Nos ultimos anos, uma grande diversidade de virus tem sidmtesmdos
associados com fungos sendo prevalente em todos opaisrgrupos (Hollings and
Stone, 1971). Apesar de sua descoberta ser relativamemeerem@edita-se que os
micovirus tenham origem antiga. Esta hip6tese surgiu cose ha fato de os
micovirus compartilhar significante similaridade de sequérumas virus de RNA
gue infectam uma ampla variedade de outros organismos @ebrados, insetos e
plantas. Ainda de acordo com essa teoria € possivelhgwérus de RNA ancestral
tenha sido transmitido horizontalmente entre essgg@mos (Ghabrial and Suzuki,
2009) . Uma segunda hip6tese propde que os micovirus teriam sidoadiog a
partir de virus que infectam vegetais por meio da transfierérizontal para os
fungos, tendo uma origem relativamente recente (Peatsaln 2009). O micovirus
Botrytis virus F (BVF) € um exemplo que explica essa hipotese.aplesenta
caracteristicas tipicas de quatro grupos de virus deaplpsttencentes aos géneros
Furovirus e Tobravirus Uma das principais diferencas entre BVF e virus degdant
€ a auséncia da proteina movimento (Howitt et al., 2006)yo@ndicio que reforca
esta segunda hipétese consiste na perda da proteina cafSRljapor alguns
micovirus. Uma das func¢des da proteina capsidial nos gd&¢ysantas € mediar a
transmissdo pelo vetor. Como este tipo de transmis&@oénimportante para a
disseminacdo dos micovirus entre os fungos, por causa do aeott@ansmissao
intracelular, eles entdo podem dispensar a funcaomgpacetamento (Xie et al.,
2006)

A presenca de dsRNA, indicativo de infeccdo viral, bemacdenmicovirus
propriamente dito € comum em uma ampla variedade dg$ui\ incidéncia e a
variabilidade dos micovirus tem mais comumente sido detedmioam base na

presenca de dsRNA, com uma frequéncia maior em fungo<fitasos. Os perfis
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de dsRNA podem ser bastante diversificados, mesmo dentisolddos de uma
mesma espécie (Pearson et al., 2008)e essa diversificacdo pode estar relacionada
a infec¢des maltiplas em um dnico isolado fungico.

Co-infeccdo é um fendmeno comum em fungos. Véarios migsvBao
capazes de coexistir dentro de um mesmo fungo e estaecgéanfpode ocorrer entre
micovirus que sdo distantemente ou proximamente relacianBdoentemente foi
relatado a descoberta de um isolado Sle sclerotiorumco-infectado por dois
micovirus. Um com genoma de dsRNA bissegmentado (SsBRV2/AH16)tre
com genoma de ssRNA monossegmento (SsMV4/AH16) (Ran,e2(dl6). Co-
infeccdo com multiplos micovirus € comum &n sclerotiorum(Hu et al., 2014;
Khalifa and Pearson, 2013; Khalifa and Pearson, 2014; Ran @046; Xie and
Ghabrial, 2012).No entanto, este é o primeiro exemplo de co-infeccdoSem
sclerotiorum abrigando micovirus com diferente tipos de genoma (Ran 046)
Diferentes particulas virais também podem ser encomstradeum uUnico isolado
fungico. Um isolado deBotrytis cinereafoi simultaneamente infectado por dois
micovirus, com tamanhos diferentes de particulas vsaimétricas (23 e 32 nm) e
associados com cinco moléculas de dsRNA que conferiramfemdtipo de
hipoviruléncia ao fungo (Potgieter et al., 2013).

Tripla infeccdo tem sido encontrada efeterobasidionparviporum(Vainio
et al., 2015)e em Gremmeniella abietinaco-infectado com micovirus putativos
pertencentes a trés diferentes génevtitovirus, Partitiviruse Totivirus (Tuomivirta
and Hantula, 2005) e em diversos outros fungos (Howitt eP@0D6; Park et al.,
2005; Preisig et al., 1998; Tuomivirta et al., 2009). A co-infeaids hospedeiros

fungicos pode resultar tanto em um efeito antagénit@ @s$ micovirus como pode
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também interferir na viruléncia do fungo tornando-o hipdeito (Potgieter et al.,
2013). No entanto essa hipétese necessita ser melhor indastiga

Os micovirus com genoma dsRNA sdo mais facilmente delesassociados
a infeccdo viral. Um namero crescente de fungos fitopatog® hospedam esses
micovirus. Do ponto de vista ecoldgico algumas relacdedbeadstidas entre o0s
fungos e seus hospedeiros podem ser benéficas. Quandgada meleovirus-fungo
resulta em hipoviruléncia ao hospedeiro, desperta o aseEm explorar o potencial
destes para o virocontrole de doencas flungicas (Xieiangl, 2014).

O objetivo deste estudo foi investigar populacdes de fungmsafogénicos
pertencentes a colecdes de culturas e isolados selvagBdes em cultivos em

busca de micovirus.

MATERIAL E METODOS
Isolados fungicos e condi¢des de cultivo

Os isolados fungicos utilizados neste estudo foram obtidgarér de
colecbes de culturas dos laboratorios de Genética de Mligemismos— UFV,
Micologia e Etiologia de doencas fungicas de planta#~V, Melhoramento do
Feijdo - UFV e da Agronémica - Laboratério de Diagnoskdossanitario- Porto
Alegre/RS. Também foram obtidos isolados de plantas dotmnsgas de doencas
fungicas no campo experimental da AgronomidFV e feira livre de Vicosa/MG
Os hospedeiros e seus respectivos locais de origem istidlod na Tabela 1. Para o
isolamento dos fungos, fragmentos de material vegetadifigentes plantas
hospedeiras com sintomas de infeccado foram submetidesiafestacdo superficial
em solucdo sequencial de alcool 70% por 1 minuto, hipocloritbdie 25% por 3

minutos, imersdo em agua esterilizada e secagem em pafidttadeTodos os
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isolados fangicos foram transferidos de forma assépéica placas de Petri contendo
meio de cultura batata-dextrose-Agar (BDA) e mantidoscémara incubadora, a
22°C, com periodo de luminosidade alternado (12 horas clarbérd® escuro). A
identificacdo dos isolados fungicos obtidos no campeefalizada de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas macroscopicas e miémsas com auxilio de

microscoépio optico.

Extracdo, quantificacdo e eletroforese de dsRNA

Para extracdo de dsRNA, os isolados foram cultivadbge smembrana de
celofane posicionada sobre meio de cultura BDA em plded2etri por 10 dias ou
até completo crescimento da colbnia na superficie dofacelo O micélio foi
coletado e macerado em nitrogénio liquido até formar ufmp@ sujeito a extracéo
usando metodologia descrita por Morris & Doddis, 1978. A queetdio do RNA
bem como o indices de pureza (260/280 nm e 260/230 nm) das amosiras for
realizadas utilizando espectrofotometro NanoDrop 2000c (Therremtic). A
preparacao foi submetida a digestdo com enzimas S1 rei@dablase (Promega)
para eliminacdo completa de ssRNA e DNA gendmico, respewiv@ conforme
técnicas padrées. O dsRNA foi posteriormente submetido rdfeletse em gel de

agarose 0,8%, corados com Brometo de Etidio e visualizddioz ultravioleta.

Purificacéo viral

O isolado CCF 119 d€halara elegandoi submetido a purificacdo viral.
Aproximadamente 30 g. de micélio fresco foi macerado em nitrgémiido,
homogeneizado em tampéao fosfato 0,1MHRO,-KH,PO,) acrescido de EDTA 5

mM, NaSO, 20 mM, e Dieca (4cido Dietilcarbamico) 10 mM, pH 7,6. O
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homogeneizado foi filtrado em gaze. Triton X-100 foi adiedo a uma
concentragao final de 4% e entdo mantido sob agitacdia & 4°C durante 12 horas.
O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rotagGes por minutg fpm20
minutos em rotor Sorvall GSA. O sobrenadante resultantelti@centrifugado a
29.500 rpm por 3 horas sobre uma almofada de sacarose 30&toerBeckman
T30. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi gentiémlentdo varias vezes
com agua livre de RNases, para remocao de qualquer pigreertzarose no tubo.
O pellet foi gentilmente ressuspenso a 4 °C em tampaatdodfLM. Uma aliquota
de 5ul foi montada em telas de cobre revestidas convéwyrorada com Acetato de

Uranila 1% e observada em Microscopio Eletronico de Trasmi&Zeiss EM-109).

Isolamento RNA viral

O acido nucleico viral foi extraido a partir do purificadoal utilizando o
seguinte protocolo: 800 ul do purificado foi homogeneizado end2 ptoteinase K
e 0,5% de dodecilsulfato de sodio (SDS) e incubados a 37 °Q pora. Igual
volume de fenol foi adicionado as amostras e a misbui@gitada por 10 segundos.
As amostras foram centrifugadas a 300 durante 5 minutos. A fase aquosa foi
transferida para um tubo de microcentrifuga limpo e &traom um volume igual
de fenol/cloroférmio. (1:1) e misturadas por inversdo. Asostras foram
centrifugadas a 3000 xpor 5 min e a extracdo com fenol/cloroférmio foi regeeti
A fase aquosa foi transferida para um tubo de micro@sydriimpo e adicionou-se 2
volumes de etanol seguido por incubacdo em gelo parapipaeéo dos acidos
nucleicos. Em seguida, as amostras foram centrifugatié80® xg por 20 min. e o
passo da precipitacdo foi repetido. O acido nucleico fouspesnso em tampéo TE

(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 7,6) e submetido a eletroforese em gel de
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agarose 0,8%, corado com brometo de Etidio e visualizadwa@siluminador de

ultravioleta (UV).

Espectrometria de massas de proteinas estruturage Chalara elegans isolado
CCF119

Preparacdo das proteinas foi feita de acordo com protaesiorito por
(Shevchenko et al., 2007). A preparacgéo purificada foi subenatieletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE) na presenca de dodecil sulfatddie (SDS-PAGE)
Trés bandas de 38, 40 e 45 kilodaltons (kDa) coradas por azul twilden
Coomassie foram excisadas, descoloridas e tratadas.ot&fps modificadas foram
sujeitas a digestdo em gel com tripsina (Trypsin-gBlddmega) eluidas em solucéo
de acetonitrila-acido trifluoracético e desalinizadas pqr-Tps (Cleanup C18
pipette tips; Millipore). Os peptideos foram re-dissolvidesm solucdo de
acetronitrila-acido trifluoracético e analisados por espe®etria de massa (MS) por
lonizacdo e Dessorcdo a Laser Assistida por MMALDI-TOF) usando um
espectrometro de massas MALDI-TOF-TOF Ultraflexlll, BrucK2altonics. As
massas de cada peptideos oriundos do MALDI-TOF foram submeétithasca no

programa MASCOT (WWW.matrixscience.com) para identiica@or mapa de

peptideos.

RESULTADOS
Presenca de dsRNA em fungos fitopatogénicos

Todos os 42 isolados fangicos obtidos neste estudo famafisados quanto a
presenca de possiveis virus com genoma de dsRNA. Foi detectadeeaca de

possiveis micovirus em 11 isolados (Tabela 1). Diversoses#tgs de dsRNA foram
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encontrados em representantes das espgcmderotiorun{02 isolados infectados)

C. elegang3 isolados) Geotrichumsp. (1 isolado) €. griseola(5 isolados) Todos
isolados apresentaram diferentes padroes de dsRNA cantiamvariando de 0;5

8,0 kb. Os trés isolados @ eleganspresentaram 2, 5 e 6 segmentos cada um, com
tamanhos entre 4,0 5,5, 2,9- 8.0 e 0,75 1,8 kb, respectivamente (Figura 1).
Cinco isolados d@. griseolaapresentaram 1, 3, 5, 8 e 11 segmentos com tamanhos
variaveis (Figura 2). Dois isolados 8e sclerotiorumapresentaram 1 e 7 segmentos
com tamanhos de 0,85 e 0,9 - 2,7 kb, respectivamente (Figu@ Bhlado de

Geotrichumsp.apresentou um unico segmento de 5 kb (Figura 4).

Analise gendémica e estrutural do micovirus presente e elegansisolado
CCF119

Os dsRNAs extraidos a partir do purificado viral bem como d@limido
isolado CCF119 apresentaram intensidade semelhantes radoedse em gel de
agarose (Figura 5A) sugerindo que ambos ocorrem em propoegdethantes.

Particulas virais foram observadas em microscopia aletr@e transmissao.
As particulas exibiram um formato icosaédrico com aproaaden 33 nm em
diametro (Figura 5B). O perfil de proteinas obtidas a partiputificado viral do
isolado CCF-119 e visualizados em gel de poliacrilamida a 12%)]otevrés
componentes protéicos com tamanhos aproximados de 45 kDa, 40380kDa, 0s
guais foram designados p45, p40 e p38 (Figura. 5C). A andlise dasGaguins
peptideos apresentou similaridade com proteinas capsidiasntettas em
Penicillium stoloniferumvirus S (PsV-S)- membro da familiaPartitiviridae,
Gremmeniella abietin®NA virus MS2 (GaRV-MS2)Gremmeniella abietin®RNA

virus MS1 e com uma peptidase putativa presentdzospirillum lipoferum.
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DISCUSSAO

Neste estudo, mais de 26% dos isolados fungicos analisatagam®
infectados por micovirus. O estudo revelou que todos osd@oldingicos
apresentaram diferentes padrées de segmentos dsRNASsEorado que na maioria
dos fungos infectados, os padrbes de segmentos de genomaditeeentes em
termos de tamanho e numero quando comparados com 0S mnECOesaritos,
sugerindo a existéncia de uma grande diversidade viral aind=xpioada.

A ocorréncia de micovirus em. griseola foi anteriormente demonstrado
(Lima et al, 201Q) onde aproximadamente 69% dos isolados analisados
apresentaram dsRNAo presente estudo foi detectado a presenca de micovirus em
5 dos 6 isolados de. griseolaanalisados. O isolado 63-47 apresentou um padrao de
dsRNA contendo 11 segmentos totalizando aproximadamente um @eoom24
kb. Similar tamanho de genoma também foi encontradootedis PG158 (26 Kpb),
essas descobertas revelam a similaridade destes sego@ntosembros da familia
Reoviridae Segundo o ICTV o critério de demarcacao da farRiéaviridae género
Mycoreovirusbhaseia-se no tamanho do genoma, bem como no nimeggrdersos,
gue é de 11 a 12 segmentos de dsRNA e tamanho entre 19 e 32 KploCmvas
analises serdo realizadas no sentido de encontrdridengi@gdade destes micovirus.

N&do somente o niumero de segmentos do genoma, masriaangama de
hospedeiros e estrutura do capsidio sdo indicadores impstajue ajudam
identificacdo dos micovirus dentro da famMRaoviridae(King et al., 20113)desta
forma particulas virais serdo purificadas e os acidofions sequenciados para
podermos determinar com precisdo a classificacao taxoadastes micovirus.

O perfil dos dsRNA em gel de agarose da extracdo de dsRNAiadmart

fungo Geotrichumsp. isolado CCF329 revelou um segmento com 5,0 kbp. A
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presenca de um Unico segmento com tamanho semelhanteaahdaproposto para

a familia Totiviridae sugere que este possa estar infectado por um membro desta
familia a qual se caracteriza por abrigar membros contendo genoma
monossegmentado com tamanho de genoma variando enirkpbe

A semelhanca entres micovirus aqui apresentados com algumas familias
virais sera futuramente investigada. O sequenciamento deit&s permitirdo a
correta identificacdo e posicionamento filogenético mhiovirus aqui detectados.
As caracteristicas biolégicas dos fungos também serdliseatzes para assim
determinar os fatores que sdo afetados no fungo devido a mfeeigdmicovirus.

A maioria das publicacbes descrevendo a presenca de micewirfisngos
sdo de micovirus com genoma de dsRNA, e eles saofickedss nas familias
Endornaviridae Totiviridae, Partitiviridae, Reoviridaee Chrysoviridaede acordo
com o seu tamanho e nimero de segmentos (Ghabrial and,200% King et al.,
2011b) no entanto neste estudo encontramos micovirus com pEfidsRNA
diferentes dos apresentados nessas familias, bem comotes micovirus descritos
e propostos em novas familias até o momento.

Apesar de em grande parte das relacbes entre virus e csusddiros
corresponder a infeccbes simples, ou seja, apenas unvimganfectando seu
hospedeiro, infeccdes multiplas ou co-infeccdo em fufigmsentosos é passivel de
acontecer (Potgieter et al., 20135k micovirus estdo presentes nos principais grupos
de fungos filamentosos e um aumento em namero de nowmirmis tem sido
relatado (Ghabrial and Suzuki, 2009; Pearson et al., 2808)Jsca por micovirus
em diferentes géneros de fungos fitopatogénicos revelou uwveasidade de

micovirus.
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Esses achados contribuem para aprofundamento dos coehsxsnsobre
micovirus e sua interacdo com o hospedeiro, visto quantaarica diversidade de
micovirus infectando os diferentes géneros de fungos aglisados. O presente
trabalho fornece oportunidade de identificar os micovirug#os para controle de
doencas de plantas causadas por fungos, bem como Expasgb conhecimento

sobre 0s micovirus aqui detectados.
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Tabela 1.1solados fungicos procedentes de diferentes regidesadil Bom suas respectivas plantas hospedeiras. Detdegaicovirus em 11
isolados (numerados de 1 a 11).

Isolado Local de coleta Estado Hospedeiro Fungo Obtencao/Laboratérios
1) Ss24 Vicosa MG Pimentéao Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SSA 06A Bom Jesus do Piaui PI Soja Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SSA 09A Irai de Minas MG Feijao Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SSA09C Irai de Minas MG Feijao Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SSA 12A Santa Tereza do Oeste PR Feijdo Guandi  Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SSA12C Santa Tereza do Oeste PR Feijdo Guandli  Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SSA 14C Vicosa MG Repolho Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SSA 15A Sé&o Desidério BA Soja Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
2) Ss44 Vicosa MG Feijao Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SSA 18B Vicosa MG Feijao Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SS 9B Canaa MG Feijao Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SS 35B Coimbra MG Feijao Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SS 45B Paracatu MG Feijao Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SS61 Unai MG Feijao Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SS 62 Unai MG Feijao Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SS 62B Unai MG Feijao Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
SS 71B Unai MG Feijao Sclerotinia sclerotiorum Genética de Micro-organismos - UFV
3) PGO1 Campo da Agronomia - UFV MG Feijao Pseudocercospora griseola Campo experimental da agronomia - UFV
4) Pro02 Campo da Agronomia- UFV MG Feijao Pseudocercospora griseola Campo experimental da agronomia - UFV
CM 12 Dados n&o obtidos Dados néo obtidos Feijao Pseudocercospora griseola  Melhoramento do feijdaeUFV
5) Pa2 Campo da Agronomia- UFV MG Feijao Pseudocercospora griseola Campo experimental da agronomia - UFV
6) 6347 Dados néo obtidos Dados néo obtidos Feijao Pseudocercospora griseola Melhoramento do feijao - UFV
7) PG158 Dados né&o obtidos Dados né&o obtidos Feijao Pseudocercospora griseola Melhoramento do feijao
CCF 52 Dados n&o obtidos Dados néo obtidos Orquidea Phytophthora Micologia e Etiologia de doengas flungicas de plsinta
CCF 117 Dados nédo obtidos Dados né&o obtidos Morango Pestalotia longisetula Micologia e Etiologia de doengas flingicas de planta
8) CCF119 Dados néo obtidos Dados néo obtidos Cenoura Chalara elegans Micologia e Etiologia de doengas fungicas de plantas
CCF 132 Dados nédo obtidos Dados né&o obtidos Manga Dothiorella Micologia e Etiologia de doengas fungicas de planta
CCF 239 Dados né&o obtidos Dados néo obtidos Alface Sclerotinia minor Micologia e Etiologia de doengas flngicas de plsinta
CCF 246 Dados néo obtidos Dados néo obtidos Maca Fusarium Micologia e Etiologia de doengas flngicas de plsinta
CCF 285 Dados né&o obtidos Dados néo obtidos Maracuja Fusarium Micologia e Etiologia de doengas flngicas de plsinta
CCF 286 Dados néo obtidos Dados néo obtidos Maméao Fusarium Micologia e Etiologia de doengas flngicas de plsinta
CCF 289 Dados né&o obtidos Dados néo obtidos Meldo Fusariumalaranjado Micologia e Etiologia de doengas flngicas de plsinta
CCF 296 Dados néo obtidos Dados néo obtidos Abacate Lasiodiplodia Micologia e Etiologia de doengas flngicas de plsinta
CCF 297 Dados néo obtidos Dados néo obtidos Abacate Colletotrichum Micologia e Etiologia de doengas flngicas de plsinta
CCF 303 Dados néo obtidos Dados néo obtidos Maracuja Lasiodiplodia Micologia e Etiologia de doengas flngicas de plsinta
CCF 316 Dados né&o obtidos Dados néo obtidos Banana Fusarium oxysporum Micologia e Etiologia de doengas flngicas de plsinta
CCF 321 Dados néo obtidos Dados néo obtidos Abdbora Acrostalagnus Micologia e Etiologia de doengas flngicas de plsinta
CCF 327 Dados né&o obtidos Dados néo obtidos Tomate Fusarium Micologia e Etiologia de doengas flngicas de plsinta
9) CCF329 Dados néo obtidos Dados néo obtidos Batata-doce Geotrichum sp. Micologia e Etiologia de doengas fungicas de plantas
CCF 338 Dados néo obtidos Dados néo obtidos Mamao Fusarium Micologia e Etiologia de doencas fungicas de plnta
10 Ce01 Feira livre Vicosa/MG MG Cenoura Chalara elegans Feira livre em Vicosa/MG
11 CeRSO01 Dados néo obtidos RS - Chalara elegans Agrondmica - Lab. de Diagndstico Fitossanitario e Consultoria/RS
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% de dsRNA de amestiraisias de
isolados deC. elegansTodas as amostras foram tratadas com DNase e S1 Mucleas
(Promega). Tamanhos dos dsRNAs (direita) e marcador 1kb Détiler
(Invitrogen, CA, USA) (Linha M) sé&o expressos em Kilobakb}. (A) Isolado CCF

119. (B) Isolado Ce 01. (C) Isolado CeRS 01.

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% de dsRNA de amegtraidas de
isolados déP. griseola Todas as amostras foram tratadas com DNase e S1 Nucleas
(Promega). Tamanhos dos dsRNAs (direita) e marcador 1kb Dédder
(Invitrogen, CA, USA) (Linha M) s&o expressos em Kiloba&és. (A) Isolado PG

01. (B) Isolado PG 158. (C) Isolado Pa 02. (D) Isolado Pr Q2s¢#ado 63-47.

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% de dsRNA de amestrasias de
isolados deS. sclerotiorum Todas as amostras foram tratadas com DNase e S1
Nuclease (Promega). Tamanhos dos dsRNAs (direita) e doardilb DNA ladder
(Invitrogen, CA, USA) (Linha M) sdo expressos em Kilobag&s. (A) Isolado Ss

24. (B) Isolado Ss 44.

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% de dsRNA de um&ramxisaida
de Geotrichumsp. A amostra foi tratada com DNase e S1 Nuclease (Promega).
Tamanhos do dsRNA (direita) e marcador 1kb DNA ladder (lrgamg CA, USA)

(Linha M) sdo expressos em Kilobases (kb).
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Figura 5. Caracteristicas genémicas e morfolologia de pardcdtaisolado CCF
119 deC. elegans(A) Perfil de acidos nucléicos extraidos a partir da purifizaca
viral (Linha 1) em comparagédo com perfil de dsRNA extraidetainente do micélio
(Linha 2). Tamanho dos segmentos e marcador 1kb DNA latldetrd¢gen, CA,
USA) (Linha M) séo expressos em Kilobases (kb). (B) MicbgrEletronica das
particulas virais purificadas por centrifugacao difereremlgradiente de densidade
de sacarose, coradas negativamente com Acetato de Urani@a dfgervada em
microscopio eletrénico de transmissdo modelo EM 109. Aalwerescala indica 100
nm. (C) analise em SDS/PAGE das particulas virais purificadesemtando trés
componentes protéicos com 38, 40 e 45 kDa. O tamanho das)asoteradas em
Coomassie blue foi estimada por comparagdo com o mardagwoteina (Linha M)
(Precision Plus protelff ; Promega). Os nimeros na figura indicam os tamanhos

moleculares expressos em Kilodalton (kDa).
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CAPITULO Il

MOLECULAR AND BIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF A

MITOVIRUS INFECTING Sclerotinia sclerotiorum

Barros, A.P.O., Xavier, A.S. Lima, T.T.M., Vidigal,N2.P., Queiroz, M.V. Alfenas-
Zerbini, P. Molecular and biological characterizatioh a mitovirus infecting
Sclerotinia sclerotiorunin preparation for submission.
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ABSTRACT

The mycovirus are distributed in the major taxonomic grafpingi. In some
associations, the presence of viral infection producesvirypence of the host. It is
the subject of studies as potential agents for biocbofrglant pathogenic fungi.
Sclerotinia sclerotiorumthe causal agent of white mold has caused great losses in

crops economic importance. In this context, the ainhisf $tudy was to detect the
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presence and characterize double-stranded RN/&s stlerotiorm and investigate
the relationship between the mycovirus presence and wmilehthe fungus. Was
detected a 2.7 kb double-stranded RNA (dsRNA) element inran sof S.
sclerotiorumcorresponding to the genome oMatovirus, family Narnaviridae The
strain infected showed pronounced changes in the phenotype ssualtegations in
growth rate, morphology and colony pigmentation, drastitiction in the number of
sclerotia, low production of oxalic acid (OA), as well aduced aggressiveness in
plants. This distinctive pattern observed in the infédtest suggests that mycovirus
it is responsible for modulating features physiologicadrabteristics of the host.
These findings offer potential for use of this mycovirus adstémr studies on the

mechanisms of pathogenicity as well as the use of thasgesias biocontrol agents.

INTRODUCTION

The mycovirus (viruses that infect fungi) can establiskoaiations with their
hosts latently or some may alter host phenotype caumsipgrvirulence (Ahn and
Lee, 2001; Khalifa and Pearson, 2013; Khalifa and Pearson, 2014at Riarn2016;
Xie and Ghabrial, 2012) or hypovirulence, which is a promigihgnomenon and
stands out for mycovirus's ability to attenuate the viruleotehe host fungus
(McCabe and Van Alfen, 1999). The hypovirulence can be tramghfithm a strain
to another (Nuss, 1992), a feature that can be exploited ipidlzayical control of
fungal diseases (Xie and Jiang, 2014).

The mycovirus are present in the major taxonomic grouplsirafi. They are
distributed in seven families with genome dsRNA, five fasiwith single-stranded
RNA genome (ssRNA) (www.ictvonline.org) and a single myaosviwith SSDNA

genome (Yu et al.,, 2013) as well as new taxa are being proposedfaifily

39



Narnaviridaecomprise two generdyarnavirusandMitovirus, which show genome
positive-sense single-stranded RNA, unencapsidated taristly a single open
reading frame (ORF) coding for a putative RNA-dependent RNAynperase
(RARp).

Genetics and biochemical evidence shows that mitovirusoaegeld in fungal
mitochondria and can be transmitted to uninfected strains byahyfpkion or
through asexual spores (King et al., 2013glerotinia sclerotiorumis a fungus
necrotrophic with broad host range. Over 400 species nfgeorldwide, including
economically important crops and weeds are infected by ghthiogen, both
dicotyledons as monocots (Boland, 2004). Formation of aewhycelium on the
host is a major sign. With the progress of the diseasars the wilting of the tissue
and sclerotia formation in high humidity conditions [Ba et al., 2006), which
remain be produced in diseased tissues even after sepdratimghe living plant
thereby increasing the amount of inoculum in soil (Pem@fand Nasser, 2012)he
oxalic acid has proven to be a determinant of pathogeroi§y. sclerotiorumand
other pathogenic fungi (Rollins and Dickman, 2001). Howeves, itifiection by
mycovirus can lead to alterations in the production of thai@acid, as well as
changes in diverse biological processes of the fungss &wd wide range of
mycoviruses has been described to inf8ctsclerotiorum Some of the described
mycoviruses confer hypovirulence which may result in pronoundeginges
including reduction in mycelial growth, increased pigmentatieduced virulence,
cytological alterations (Hu et al., 2014; Khalifa and Pear&i3; Khalifa and
Pearson, 2014b; Li et al., 2016; Liu et al., 2009; Liu et al., 2016etal.; Ran et al.,
2016; Xiao et al., 2014; Xie et al., 2006; Xie et al., 2011; Xal.e2015; Yu et al.,

2010; Zhang et al., 2009)
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In this study we present a mycovirus infecting a st&irsclerotiorunobtained
from the collection of phytopathogenic fungal culturesladforatory of Genetics
laboratory of Micro-organisms of Universidade Federal deo84¢ Our aim is to
characterize biological and molecular properties of auyas infecting the strain
Ss24 e to contrast the physiology of fungal isogenic geaitiines but different in
terms of viral presence of mycovirus. To study their impacthe physiology of the
host considering the growth rate, pigmentation mycelia, esggreness, sclerotia

production and the production of oxalic acid.

MATERIALS AND METHODS
Obtaining fungal and culture conditions

Sclerotinia sclerotiorumstrain Ss24 was obtained from the collection of the
fungal cultures of the Genetics laboratafyMicro-organisms of the Universidade
Federalde Vicosa. The strains was maintained on potato dextrgee @DA),
incubated at 22 ° C in the dark for 5 days. For the extractionucleic acids, the
strain Ss-24 was grown on cellophane membranes on topAfpRates under the

same conditions described above.

Detection and isolation of dSRNAs

The extraction of dsRNA was performed as described bygriiand Dodds
1979). After extraction, the dsRNA was treated with DNaseni@ga) and S1
nuclease (Promega) to remove residual DNA and ssRNA. dskd$Aseparated by
electrophoresis on an agarose gel (0.8 %, w/v). The gebta#reed with ethidium

bromide.

41



Sequencingde novo assembly and bioinformatic analysis

The sequencing of dsRNA molecules was done using Illumina H2BEQ
platform (Macrogen Inc. Seoul, Soul Korea). The sequenteeads were analyzed
using CLC Genomics Workbench software version 6.5.1 (CLClioe reads were
trimmed using the criterion of Q30, the ambiguous nucleotides reenoved and the
smaller 75 nt sequences were excluded from the data set. tAeprocessing,
sequences were selected, aligned and mapped in the refgemmaeSclerotinia
sclerotiorum1980 (GenBank: NW_001820797 - NW_001820835). The sequences of
reads not lined up the genome of the fungus were selectecdissembled into

contigs using thee novoassembly from algorithm CLC Genomics Workbench.

Phylogenetic analysis
The 5’ and 3’ untranslated regions (UTRs) were examined for the potential
formation of secondary structures using the MFOLD programsioe 2.3

(http://mfold.rna.albany.edu/).

Multiple alignments of the RdRps amino acid sequencé&safl strain and other
members of the familyNarnaviridae were constructed using the Clustal W and
multiple alignment were performed in MEGA version 6 (Taanet al., 2013). The
phylogenetic tree was generated by neighbor-joining method ®@®0 re-
samplings, conducted in MEGA version 6. Full-length amimdsa¢aa) sequences of
RdRps of Ss24 and members of the of the members of familgaviridae were

used.Saccharomyces 23S RNA narnaviwes used as an outgroup.
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Biological properties

A isogenic strain_(Sclerotinia sclerotiorum strain_24 wings-free - Ss24MVF),
obtained by sexual reproduction, different from its paceny for the loss of three
segments of dsRNA was gentilment giv@nmaster’s student Aline Duarte Batista.
This strain was used in biological assays to compare trsqgbbgical characteristics
with its parental, the strain Ss24. For determininghibéogical properties of strain
Ss24 and Ss24MVF, mycelial agar discs with 5 mm diameteramtthe margin of
actively growing colony were carefully placed individually ieti? plates containing
PDA and incubated at 22°C under dark conditions. The mycgfialvth was
measured daily for 10 days. Pigmentation, colony morphobogy formation of
sclerotia was measured after 10 days. The pathogenicitygagnesaiveness of each
strain was determined under laboratory conditions by iatiog mycelial agar discs
in detached leaves of bean, nicotiana and peppeasgolus vulgaris, Nicotiana
benthamiana and Capsicum annuum respectively). The pathogenicity and
aggressiveness evolution was also evaluated under greenhongdtions by
inoculation of plantP. vulgaris with mycelial agar discs at the leaves and stems.
Subsequently, the plants were incubated at 22° C £ 2° @,Huimidity (100%) and
evaluated for 24, 48, 72 and 96 hours after inoculation (hp§.tests was repeated

four times.

Cytological analysis of fungal hyphae by transmission electron microscopy
(TEM)

Mycelium samples (02 mihof Ss24 and 24MVF were excised from the cultures
with four days growth and processed for comparing the ayittdb effect of viral

infection. The methodology used in this study was the sssad by (Benhamou et

43



al., 1999). Ultrathin sections of both strain were cédldcon Formvar-coated nickel
grids and contrasted with uranyl acetate and lead citrathréxt examination with a
Transmission Electron Microscope, Zeiss Model EM 109. &ach sample, 12

ultrathin sections were examined.

Qualitative determination of total acids production and quantification of oxalic
acid

The quantification of OA present in each strain fungadd in this study was
determined by incubation statically at room temperaturdn@frbycelium discs (5
mm of diameter), removed from margin of colonies wébttive growth and
individually transferred to flasks containing 100 ml potato degtlwsth (PD) by 15
days. The pH was measured and the supernatant was used foiicgi@mtiof oxalic
acid through a liquid chromatography system of ultra efficy (UPLC Agilent
series 1290) coupled to the mass spectrometer triple quadriffil€ (/ MS / MS).
Chromatographic separations were performed using an anhl@i@ Agilent
Zorbax Eclipse (1.8 m, 2.1 mm x 50 mm) column temperature alteatrat 35 ° C.
We used an isocratic flow at 97% water and 3 % acetorsiriéeflow rate of 0.4 mi
min’. The sample injection volume was 5 or 10 uL accordingth® acid
concentration in each sample. The eluate was introdu¢edniass spectrometer
through an ESI source in negative mode. The acids wengified at a time analysis
1.5 minutes using SIM mode (single ion monitoring).

The production of total acids was qualitatively estimatednogulation of

strains in Petri dishes containing PDA + Bromophenol bld®5% w/v) and

incubated at 22 °C in the dark for 5 days. The determinati@acidfproduction was
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observed by the color change from blue to yellow cultueeiom. The experiment

was repeated four times.

Statistical analysis
Data on mycelial growth rate, sclerotia production welgesiied to analysis of
variance (ANOVA) using the Sisvar program. The averagéeftteatments were

compared to the least significant difference test (LSD) at p < 0.05 level.

RESULTS

dsRNA banding patterns

Agarose gel electrophoresis revealed the presence of segerents dsRNASs in
Ss24 strain with sizes ranging between 0.9 and 2.7 kb (Figuvkidh was verified
to be dsRNA given its resistance to digestion with DNasend Slnuclease

suggesting infection by mycovirus.

Sequencing and virus identification

The dsRNAs present in the strain Ss24 were sequenced amth&dotal number
of sequencing data, 97,43% of bases had the minimum quadity ef 20(Q20) and
95,47% of 30(Q30), with a GC content of 48,43%. lllumina paired-eqdencing
of the cDNAs of the strain Ss24 generated 13,329,052 reads,niogtsequences of
101 nt The reads were trimmed using the criterion of Q30 and rmzgismaller
than 50 nt were excluded from the data set. After this psowgs9,647,604
(72.38%) sequences were selected. The sequences were thed alithe reference
genome of Sclerotinia sclerotiorum 1980 (GenBank: NW_001820797 -

NW_001820835). In this alignment, 77.13% of the reads were mapped in the
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reference genome. The sequences of 2,394,795 reads that not lthedyepome of

the fungusS. sclerotiorunwere selected and assembled generating 363 contigs using

the De Novo Assembly algorithm, CLC Genomics Workbenchwso# version
6.5.1 (CLCbio). Among the sequences obtained, one contlg 2vt00 nt, with a
coverage 20.232X, showed 89% identity with the genome Sclerstteaotiorum
mitovirus 6 (KJ462512). The remaining contigs show no similaatymycovirus

sequences deposited in GenBank da&bas

Genome organization and Sequence determination

The complete nucleotide sequences of the dsRNA segwitnt2,7 kb
shown in Figura 1 was determined and the genetic organizdigenved (Figura 2).
One single large ORF in the positions nucleotide 355-2502, peedic encode a
protein of 715 aa with a molecular mass80f27 kDa was detected on the positive
strand of the dsRNA when mitochondrial codon usage waseapplhe expression
of this protein codes for a RdRp that is required for RNAigation (Figura 2).

Was detected the dsRNA replicative form of a mitoviluBLAST search
using the deduced amino acid sequence of the ORF indicatetishated similarity
significant to known mitoviral-RdRps. The amino acid sequeotdhe RdRp
detected in this study showed 95% similarity to the previouskcrdeed S.
sclerotiorum mitovirus 6 (GenBank accession no. AHX84133). Iriteghs we
found that SsMV6/24 also shares the highest sequence diynldtth a Sclerotinia
sclerotiorum mitovirus 14 (GenBank accession no. AHF48630) aratodhomina
phaseolina mitovirus 1 (GenBank accession no. ALD89100) with meiktentity of

these proteins of 96%, 95%, respectively. Based in therionteof species

demarcation within the gendditovirus are considered the same species strains that
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have RdRp amino acid sequence identities greater than 90%heSmycovirus
characterized in this study, as well as Sclerotinia sclewstiomitovirus 6 isolate
14563, Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 14 and Macrophominasemiima
mitovirus 1 are strain from the same species andtiegitaassigned the acronym
SsMV6/24. The complete nucleotide sequence of SsMV6/24 will in fubere

deposited in the Genbank database.

Predicted secadary structures of the 5° and 3° UTRs

The ORF of SsMV6/24 genome is flanked by 354-nt long 5' (UTR)1&8dnt
long 3' UTR with no polyadenylated tdllhe potential secondary structures of the 5’
and 3° UTRs were predicted using MFOLD program (http://unafold.rna.albany.edu/).
The results revealed théte terminal sequence of 3’ and 5 of SsSMV6/24 could be
folded into potential stable stetoop structure The free energy (AG) values of the
stemioop structures at the 5 UTR at nucleotide position 1-50 and 3° UTRs at
position 2633-2700 werd 5.10 kcal/mol and —14.00 kcal/mol, respectively (Figura

3).

Multiple alignments of RdRps and phylogenetic analysis

Multiple alignments of RdRps amino acid sequences ofntiieoviruses were
constructed using the MEGA version 6 program. The analysgsaled six
conserved motifs (I- VI) characteristic of mitovirus R&Rpncluding the highly
conserved GDD motif typical of RdRp (Figura 4).

Phylogenetic analysis of the RdRps sequences of SsMV6/24 amthgd
members of the famil\Narnaviridae showed that the putative RdRp of SsMV6/24

was clusters with mycovirus that infect san$e éclerotiorum)and different host
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species andMacrophomina phaseolina)lhough SsMV6/24 group with a member
of the same familySclerotiniaceagalso grouped with member of a family distantly
related Botryosphaeriaceae)Figura 5) an unusual phenomenon in which a

mycovirus infects species which are distantly related (Wl e2010)

Biological properties of strains Ss24 and Ss24MVF

We observed significantly difference in strain Ss24, whidhibgted a phenotype
debilitating in relation to its isogenic Ss24MVF. It was polssito observe
alterations in the morphology and colony pigmentaffeigura 6A). Lower sclerotia
production (Figura 6B). Aggressiveness on detached leavesaof hicotiana, and
pepper P. vulgaris, N. benthamianand C. annuum,respectively) (Figura 6C).
Reduced growth rate (Figura 6D). Significant reduction of oxadid production
(Figura 6E). Aggressiveness on detached plants of beanitmariated in leaves

and stemP. vulgarig (Figura 6F).

Cytologic effect of the infection by mitovirus

Micrographs electronic transmission of Ss24 strains wer@uaed with
emphasis on cell structure in terms of morphology anchddnce of mitochondria.
The strain Ss24MVF, that is not infected with mitovirwgas used as control.
Analyze from hyphae of Ss24 strain revealed greater aboadsEnmitochondrias
and normal mitochondrial morphology, oblong in shape @oin;abundant cristae
whereas the strain Ss24MVF used as control showed normrahatogy but low

number of mitochondria (Figura 7).
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Qualitative determination of total acids production and quantification of oxalic
acid

Qualitative determination of production acids by Ss24 and Ss248tiNdins was
demonstrated by color change from blue to yellow, resuftong reduction pH due
to acidification of the medium. Ss24MVF secretes a lasgsount of acids in the
medium, while Ss24 under the same conditions, showed giessunced color
change, indicating lower amount of acids secreted (Songpitary figure S2). To
validate these results and to evaluate ratio of oxaiid secreted by the fungus, An
aliquot of growth medium from both strains was recovesed subjected to
guantification by Ultra-Performance Liquid Chromatograptl(C). The OA was
successfully quantified and the concentration in thans®8a24MVF was 35 times

more abundant than in strain Ss24 (Figura 6E).

DISCUSSION

In the study, the complete sequence of the 2.7 kb dsRNractetl from the
hypovirulent strain ofS. sclerotiorum(Ss24 was determinatedSequence analysis
revealed that this genome codes for RdRp only when the raitdolal codon usages
were utilized suggesting that this dsRNA belongs to the géfitevirus of the
family Narnaviridae. An initial analysis using the Blast revealed that tldRR
encoded by Ss24MV6/24 is more closely related to Sclerotiniarasicirum
mitovirus 14 (GenBank accession: AHF48630.1), Macrophomina olwase
mitovirus 1 (GenBank accession: ALD89100.1) and Sclerotinia saeuoti
mitovirus 6 (GenBank accession: AHX84134.1), with higher sequedestity
(96%, 95% and 95% respectively). The phylogenetic tree generated ba RdRp

sequence alignment divided mitoviruses in six clusters. SsMV6/2dpguwith
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SsMV6, SsMV14 in a clade with high bootstrap value. The mitisvihat infects the
genusSclerotiniagrouped separately in different clades. Similar obs@&wnatalso
were made in Botrytis cinerea Ophiostoma novo-ulmand Rhizoctonia solani
(Hintz et al., 2013) that were distributed discontinuouslyhm phylogenetic tree,
suggesting a complex origins and evolutionary relatiossbgtween mitoviruses.
Identical mitovirus have been reported in distinct speaesggnus, suggesting that
the transmission of mycovirus can occurs in nature (Hill@ats Esteban, 2011).
Additionally a classification of sequences viral RdRPsedaon sequence pairwise
identity using Sequence Demarcation Tool Version 1.2slddhat RdRp of SSMV6
shares more 98% identity with SsMV14 and 94% with SsSMV6/24 (Soppitary
Figure S1). According to the International Committee @alviaxonomy (ICTV)
which considers members of a same species those whogse aeid sequence
identities of putative RdRp proteins are greater than d9@#m@n and Esteban,
2011), these mitovirus then are members of the same species

The result of sequencing of all dsSRNAs segments fourstir@nin Ss24 revealed
362 contigs that showed no similarity with sequences ird#tabase. Due to this
unavailability of representative viral genomic sequences)y new viruses have not
yet been revealed. Future analyzes will be conducted to untaeehature of
dsRNAs found irs. sclerotiorunstrain Ss24.

The presence of steivep structures at both 5’ and 3’ ends is a characteristic
feature of the fungal mitochondrial mycovirus RNAs (Hongletl®98). We show
that the 3and 3° UTRs ends of SsMV6/24 could be folded into stem-loop structures
with a AG value of —15.1 kcal/mol and —14.0 kcal/mol, respectively. It has been
suggested that the presence of stem-loop structures in m#esjr may play an

important role in replication, transcription and protectaf naked single stranded
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RNA from degradation (Hong et al., 1998; Hong et al., 1999) Aisabfghe amino
acid sequence of SsMV6/24 showed the typical RdRps mot¥4) (Including
conserved GDD motifs of the superfamilies of RNAs polymeygeend in other
mitovirus (Khalifa and Pearson, 2013; Khalifa and Pearson, 2®btk;et al., 2006;
Ran et al., 2016; Wu et al.,, 2010; Xie and Ghabrial, 2012; Xul.et2@15)
confirming that SsMV6/24 is closely related to previously dbsdrimitoviruses.
Most mitovirus described so far are associated with hyplewvice phenomenon
in their hosts (Deng and Boland, 2006; Deng et al., 2003; Horlg @089; Khalifa
and Pearson, 2013; Polashock and Hillman, 1994; Ran et al., 201t &/u2012;
Wu et al., 2010; Xu et al., 2015). B sclerotiorumthe hypovirulence is usually
associated with fungi that show mixed infections (Khabfiad Pearson, 2013;
Khalifa and Pearson, 2014b; Ran et al., 2016; Xie and Glhabda2). However,
this study, it is still not clear whether the mitovirue aesponsible for hypovirulence.
The mitochondria play importants functions to celisviding energy which help
in maintenance of the cellular processes. Previous stgtiewed that the loss of
mitochondrial genes detracted the germination and produdt@ascospores. On the
other hand, a moderate increase in the expressionse gemnes may be sufficient to
improve ascospore production significantly, influencing the dewedop of the
fungus, an important factor for sexual reproduction of f{bgiquard-Chablat et al.,
2011). The virus in turn, create strategies to establisiplexmelationships with the
host with the aim of preserve its existence. A strateigiealter the intracellular
distribution of mitochondria and modulate their funcsian favor own inducing or
inhibiting some processes allowing replication and gemaratif viral progeny

(Anand and Tikoo, 2013)
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Since mitochondria replication site of mitovirus, an inseeanumber of these
may be beneficial for the mitovirus. Numerous mitochondrith oblong and oval
shapes, and normal appearance containing abundant cristee imhyphae were
observed in the strain Ss24, while in the strain Ss24MVF féachondria but with
similar shape and size were observed.

It was observed that the accumulation of oxalic aciush higher in free strain
mitovirus free (Ss24MVF) while the strain hipovirulent Ss24 twsf@wed reduced
levels of OA. The strain Ss24 weakened of their bioklgfanctions, could not
overcome the defenses of plants. Once the plants éffeetive mechanisms to
address and adapt to different types of stress, including matnofection. When
the pathogen is detected, the signaling pathways arelyjaickvated in an attempt
to prevent entry of the pathogen. We observed that trensSs24 showed
debilitating characteristics, including low secretion of laxaacid, the major
pathogenic factor. This weakening may have given the advatitagsant to defend
itself from infection by activating defense mechanisnige generation of ROS (e.g.,
hydrogen peroxide and superoxide) is a plant responses to dii@ss and results in
the programmed cell death (PCD) in the pathogen entryT$iteappearance of small
lesions in the inoculated plants with the strain Ss2i¢ @2 hours after inoculation
led us to hypothesize that those observed symptoms could fant defense
response and not a lesion caused by the pathogen. We tatfduncan assay using
3,3-diaminobenzidine (DAB) to assess whether the obséegerh corresponded to
the pathogen or be a plant defense response. Being a dedspsase, the 1D,
would be detected because the DAB form brownish insoluble polwhen reacts
with hydrogen peroxide. This precipitation becomes visible aftielorophyll

removing with 96% EtOH. It was then made DAB infiltratiohleaves and kD-
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was detected in leaves infiltrated showing the releas&0$ in pathogen entry site
(data not shown). This result showed that the lesions oltseoreesponded to the
plant defense response and no injury caused by the pathogen.

Addition to alterations in the mitochondria and productiroxalic acid we
observe that the other biochemical processes of sBai were affected as
reduction of oxalic acid production, changes in pigmematb the colony and
alterations in the morphology of the strain. Diffdreorrelations were observed
between isogenic strain, Ss24 and Ss24MVF. While the virulemh Ss24MVF)
showed normal development, the strain hypovirulent (Sswag)severely weakened
presenting low production of sclerotia, slow growth, changgsgmentation of the
colony, deficient in the production of oxalic acid and lo$gpathogenicity. These
strains differ only by the loss of three segments oNJSRThe hypovirulence strain
Ss24 may be related to dsRNA segments which are absesttain Ss24MVF.
However, sequencing revealed the nature only a single segfdsRNA to 2.7 kb.
Future analyzes will be conducted to determine the natureeajther segments and
to improve our understanding of the mechanisms used by vithaesffect the
virulence of the host fungus. One approach also be madedéer to identify the

potential of these hypovirulent fungi as biological cohfigents virus.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of dsRNA frome the mycelomS.
sclerotiorumstrain 24 (Ss24) and isogenic, free dsRNA mitoviral (Ss24MVB)al
nucleic acid was purified by digestion with DNase | and Stlease prior to
electrophoresis on a 0,8 % agarose gel. The size of Ri¢Adsvas estimated using
DNA size markers 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) (lane Edars indicate
segments absent in strain isogenic. Numbers on thandftright indicate sizes in

kilobases.

Figure 2. Schematic representation of the genomic organization eofnthovirus

SsMV6/24.0 genome contain a long single ORF encoding RdRp protein arel 5

and 3 -UTRs of varying size.

Figure 3. Predicted secondary structures of the terminal sequefibess’ and
3’terminal sequences of the positive-strand of SsMV6/24 dsRNAs could be folded
into potential stable stedoop structures. The MFOLD program was used for
predicting the secondary structures of the terminal segseand for estimate the

free energy.

Figure 4. Multiple alignment of conserved amino acid motifs in RdRggons of
SsMV6 (SsMV6/24), and corresponding regions in other mitoegu$he positions
of motifs VI are indicated by lines above the sequences. Identicaluess are
shaded and indicated by asterisks; conserved and semi-cahs@miao acid
residues are indicated by colons and dots, respectively. Nuinbsgsiare brackets

correspond to the number of amino acid residues separating mibtés.
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Abbreviations: SsSMV6/24 Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 6 (abgerized in this
study); SsMV5, Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 5 (AHX84131); €M
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus (AHX84133); SsMV3, Sclerotis@erotiorum
mitovirus 3 (AGC24232);ShMV Sclerotinia homeocarpa mitovirus (AA021337);
BcMV1, Botrytis cinerea mitovirus 1 (ABQ65153); CpMV1, Chryphonectr
parasitica mitovirus 1-NP631 (NP_660174); MpMV1, Macrophomina phaseolina
mitovirus 1 (ALD89121); RsMV2, Rhizoctonia solani mitovirus 2 (ALD89121);
OMV1a, Ophiostoma mitovirus la (CAJ32466); OMV3a, Ophiostoma mitovirus 3a

(NP_660176); OMV6, Ophiostoma mitovirus 6 (CAB42654).

Figure 5. An Neighbor-joining phylogenetic tree constructed based anrmaégt of
the respective RdRp amino acid sequences of SsMV6 (SsMV1/24)oted
mitoviruses available in GenBank. Bootstrap values (%) olaawéh 1000
replicates are indicated on branches and branch lergihrespond to genetic
distance; scale bar at lower left corresponds to a gettistance of 0.2. Virus names

and sequence accession numbers are indicated in branches

Figure 6. Biological characteristics @&. sclerotiorunstrain Ss24 and their parental
obtained by sexual reproduction (carpogenic germination), vimisfree,
Ss24MVF. A) Colony morphology and pigmentation. B) Sitlar production. C)
Virulence test in laboratory conditions on detachealds of beannicotiana and
pepper. D) Growth rate in centimeters per day. E) Comparabalysis of oxalic
acid production between strain Ss24 and Ss24MVF determined by UW&wid
chromatography system. F) Test virulemteivo in leaves and bean plant stem. The

abbreviation hpi = hours postinoculation.
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Figure 7. Ultrathin sections o8. sclerotiorunstrains Ss24 and Ss24MVF observed
under transmission electron microscopes (TEM). MycelioinSs24 containing
several mitochondria well-distributed, while in strain Ss24MWRly a few

mitochondria existed. Scale bars =1 pm.
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Figure S1. Relationship between the putative RdRps proteins of family
Narnaviridae and SsMV6 obtained in this work Pairwise identity plot of RARps
proteins of mitovirus were performed using a SDT program. SegEmession

numbers are indicated on the side of identificatiomgcovirus.
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Ss24 Ss24MVF

Figure S2 Qualitative analysis of the production of total acids by colorimetry
Growth strain Ss24 and Ss24MVF in PDA containing a pH indigg&amophenol
Blue 0.05 mg.mt) for 5 days at 22°C. Change color from blue to yellow irtdisa

that the pH significantly reduced by acidifying the medium.
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Table S1.Mycovirus selected for phylogenetic analysis of RdARPs. Cdsgraof
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 6 (SsMV6/24) with relategcavirus in genome

size and RdRp with respective access codes in date baflaGie

Mycovirus RdRp  Genome GenBank GenBank
length length Genome RdRp

(aa) (nt) Accession no.  Accession no.
Botrytis cinerea mitovirus 1 738 2804 EF580100.3  ABQ65153.3
Cryphonectria parasitica mitovirus-NB631 809 2728 NC_004046.1 NP_660174.1
Macrophomina phaseolina mitovirus 1 715 2572 KP900894.1 ALD89100.1
Ophiostoma mitovirus l1a 782 3147 AMO087548.1 CAJ32466.1
Ophiostoma mitovirus 1b 776 2572 AMO087549.1 CAJ32467.1
Ophiostoma mitoviru8a 718 2617 NC_004049.1 NP_660176.1
Ophiostoma mitovirus 3b 738 2332 AMO087550.1 CAJ32468.1
Ophiostoma mitovirug 783 2599 AJ132754.1 CAB42652.1
Ophiostoma mitovirus 729 2474 AJ132755.1 CAB42653.1
Ophiostoma mitovirug 695 2343 AJ132756.1 CAB42654.1
Rhizoctonia solani mitovirus 11 905 3283 KP900906.1 ALD89116.1
Rhizoctonia solani mitovirus 12 746 3378 KP900907.1 ALD89117.1
Rhizoctonia solani mitovirus 15 961 3901 KP900910.1  ALD89120.1
Rhizoctonia solani mitovirus 2 716 2865 KP900911.1  ALD89121.1
Saccharomyces 23S RNA narnavirus 941 2891 NC_004050.1 NP_660177.1
Sclerotinia homoeocarpa mitovirus 720 2632 AY172454.1 AAO21337.1
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 14 715 2564 KF913889.1 AHF48630.1
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 11 683 2708 KF913886.1 AHF48627.1
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 12 693 2593 KF913887.1 AHF48628.1
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 3 712 2588 JX401537.1 AGC24232.1
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 5 718 2498 KJ462509.1  AHX84130.1
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 6 742 2586 KJ462513 AHX84134.1
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 7 703 2648 KF913882.1 AHF48623.1
Thanatephorus cucumeris 754 3570 U51331.2 AAD17381.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/4335683

CONCLUSOES

Ha uma grande diversidade de micovirus infectando fungos fitpgritms.
Um Unico isolado fangicos pode estda coinfectado com daoismais
micovirus, essa hipdtese € baseada nos diferentes padrégrdentos
observados nos isolados analisados neste estudo.

Este estudo proveu evidéncias que o fenétipo da hipovirulodia ou ndo
existir em isolados que séo idénticos geneticamentegueadiferem apenas
pela auséncia de segmentos de origem viral. O f@gelerotiorumsolado
Ss24 apresentou fendtipo hipovirulento revelando ter a patodgsheci
perdida, alteracdes na morfologia e pigmentacdo dasias, baixa producao
de acido oxalico, reduzida taxa de crescimento e baixa g@Eodde
esclerodios. Enquanto o isolado Ss24MVF, que por um mecarisida
desconhecido perdeu trés segmentos viral durante a repro@xg@ola ndo

teve seu fendtipo afetado.
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