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INDICADORES DE IMPACTO

A analise de micoviroses em Pseudocercospora griseola, agente causal da mancha angular do
feijoeiro, representa um avanco nesta area do conhecimento. As informacdes geradas neste
trabalho poderao ser utilizadas em estudos futuros na utilizagdo desses micovirus no controle
biologico da mancha-angular, que podera promover impacto tecnoldégico e econdmico na
cultura do feijoeiro. Além disso, a utiliza¢do de técnicas de manejo no controle de doengas de
baixo impacto ambiental contribui sobremaneira para uma agricultura sustentavel.



RESUMO

A mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun,
¢ uma das doencas mais importantes do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). A presenga de
micovirus de RNA de fita dupla (dsRNA) tem sido observada neste patdgeno. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi analisar diferentes isolados armazenados em micoteca, € também,
isolados recém coletados de P. griseola quanto a esporulacdo, detec¢do de micovirus de RNA
de fita dupla e seus efeitos na morfologia da colonia, esporulacao e viruléncia do patdgeno.
Além disso, foi realizada a cura de quatro isolados, isto ¢, foram obtidos isolados isogénicos
sem a presenca do virus. Foram utilizados 29 isolados de P. griseola, sendo nove
armazenados em micoteca e 20 coletados em campo experimental de feijoeiro. Os isolados
foram cultivados em meio BDA e posteriormente, em meio liquido GPYE para obter a massa
micelial. A extracdo de RNA total seguiu conforme o protocolo do TRIzol Reagent, e
posteriormente seguida pelo tratamento com a enzima endonuclease S1 para obtengao dos
dsRNA e submetidos a eletroforese em gel de agarose para identificar a presenga ou auséncia
dos dsRNA. Os isolados isogénicos, isentos de virus, foram obtidos por meio de cultura
monospdrica crescida em meio de cultura BDA com cicloheximida. Os isolados apresentaram
diferentes niveis de capacidade de esporulacao nas épocas avaliadas e de viruléncia quando
inoculados nas cultivares de feijoeiro Rosinha, BRS Horizonte e na linhagem MAIII-16159.
Foi observada a presenca de dsRNA em 69% dos isolados avaliados. A aplicagdo de
cicloheximida para a limpeza viral foi bem-sucedida em 75% dos isolados, resultando na
eliminacdo dsRNA de baixo peso molecular. Os isolados isogénicos nao apresentaram
diferencas na pigmentacdo da colonia, mas apresentaram menor densidade micelial quando
comparados com os isolados selvagens. Na auséncia de fragmentos de dSRNA apos a limpeza
viral, o isolado 9 (raga 63.63) apresentou menor esporulagdo. Os dsRNA apresentaram efeito
negativo na viruléncia dos isolados de P. griseola, sendo este, o primeiro relato de
hipoviruléncia neste patdgeno.

Palavras-chave: dsRNA; micovirus; esporulacao; hipoviruléncia; Phaseolus vulgaris.



ABSTRACT

Angular spot, caused by the fungus Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun, is
one of the most important diseases of common bean (Phaseolus vulgaris L.). The presence of
double-stranded RNA (dsRNA) mycoviruses has been observed in this pathogen. Therefore,
the objective of this work was to analyze different isolates stored in mycotheca, and also,
recently collected isolates of P. griseola regarding sporulation, detection of double-stranded
RNA mycoviruses and their effects on colony morphology, sporulation and virulence of the
pathogen. Furthermore, four isolates were cured, that is, isogenic isolates without the presence
of the virus were obtained. 29 isolates of P. griseola were used, nine of which were stored in a
library and 20 were collected in an experimental bean field. The isolates were cultivated in
PDA medium and later in GPYE liquid medium to obtain the mycelial mass. Total RNA
extraction followed the TRIzol Reagent protocol, and was subsequently followed by treatment
with the S1 endonuclease enzyme to obtain dsRNA and subjected to agarose gel
electrophoresis to identify the presence or absence of dsRNA. Isogenic, virus-free isolates
were obtained through monosporic culture grown in PDA culture medium with
cycloheximide. The isolates showed different levels of sporulation capacity at the times
evaluated and of virulence when inoculated in the bean cultivars Rosinha, BRS Horizonte and
the MAIII-16159 lineage. The presence of dsRNA was observed in 69% of the isolates
evaluated. Application of cycloheximide for viral clearance was successful in 75% of isolates,
resulting in the elimination of low molecular weight dsRNA. Isogenic isolates did not show
differences in colony pigmentation, but showed lower mycelial density when compared to
wild-type isolates. In the absence of dsSRNA fragments after viral clearance, isolate 9 (race
63.63) showed less sporulation. dsSRNA had a negative effect on the virulence of P. griseola
isolates, this being the first report of hypovirulence in this pathogen.

Keywords: dsRNA; mycovirus; sporulation; hypovirulence; Phaseolus vulgaris.
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1 INTRODUCAO

O feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa importante e amplamente
cultivada em paises tropicais e subtropicais do mundo, devidamente relacionado aos seus
nutrientes presentes nos graos, trazendo diversos beneficios para a satide humana (Beebe et
al., 2001; Reynoso Camacho et al., 2007; Lovato et al., 2018). O Brasil ¢ o maior produtor e
consumidor de P. vulgaris no mundo (CONAB, 2023; FAO, 2023). No entanto, varios
fitopatdégenos acometem o feijoeiro, causando grandes prejuizos as lavouras de produgdo
(Singh; Schwartz, 2010).

A mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U.
Braun, ¢ uma das doencas mais importantes do feijoeiro comum, capaz de causar danos de
80% na produtividade de graos sob condi¢des favoraveis para o desenvolvimento do fungo
(Nay et al., 2019). E os sintomas podem ser observados nas folhas, hastes, no caule e nas
vagens (Crous, et al., 2006; Singh; Schwartz, 2010). O fungo pode ser disseminado por meio
de sementes contaminadas, fazendo com que haja introducdo e dispersdao do patégeno em
novas areas de cultivo, ou mediante as condi¢des naturais quando ha residuos vegetativos,
oferecendo um ambiente propicio para o desenvolvimento e proliferacdo do fungo. Nesse
contexto, a liberacdo dos conidios, sdo prontamente disseminados por meio da agdo do vento
e/ou de dgua (Crous et al., 2006; Demant; Maringoni, 2012).

O fungo P. griseola possui ampla variabilidade genética quanto a viruléncia
(Damasceno-Silva et al., 2008), sendo que a resisténcia do feijoeiro a mancha angular ¢
predominantemente quantitativa (Pereira et al., 2015). Pereira et al. (2015) avaliaram a
agressividade de isolados da raca 63.63 do patdégeno em diferentes linhagens de feijao-
comum, revelando variabilidade entre isolados desta raga. Librelon et al. (2022) constataram
que existe ampla variabilidade genética entre 125 isolados de P. griseola avaliados para a
esporulacdo e germinacao dos conidios.

Alguns virus sdo conhecidos por se associarem as células de fungos fitopatogénicos,
estes sdo conhecidos como micovirus (Picarelli et al., 2017). Os micovirus podem apresentar
acidos nucleicos de RNA e DNA (Yu et al., 2010; Huang et al. 2023). Sua transmissdo pode
ocorrer de forma horizontal ou vertical, podem ou ndo alterar a biologia de seu hospedeiro,
provocando mudangas na morfologia, como a variagdo na pigmentacdo da coldnia, ¢ em
caracteristicas fisioldgicas, como a taxa de esporulagdo, ou at¢ mesmo influenciar de forma

negativa (hipoviruléncia) ou positiva (hiperviruléncia) na viruléncia do patéogeno (Yu et al.,
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2013; Guo et al., 2022; Liang et al., 2022). A presenca de micovirus em P. griseola foi
identificada por Lima et al. (2010).

Lima et al. (2010) detectaram a presenga de micovirus de multiplos fragmentos de
RNA fita dupla (double strain RNA - dsRNA) em 63% dos isolados de P. griseola avaliados,
evidenciando que a presenca de micovirus ¢ comum neste patdgeno. Isolados isogénicos sem
fragmentos de dsRNA foram obtidas a partir do cultivo em meio de cultura com
cicloheximida ao longo de vérias geracdes e observaram que ocorre 100% de transmissdo
vertical. No entanto, nao ha informacao na literatura sobre o efeito de micovirus de dsRNA
para viruléncia e esporulagdo deste patdgeno. Além disso, os micovirus, devido a sua
capacidade de estarem associados ao fendmeno de hipoviruléncia, oferecem uma promissora
perspectiva no ambito do controle bioldgico de fungos fitopatogénicos (Bocos-Asenjo et al.,
2022).

Diante do exposto, no presente estudo, objetivou-se analisar diferentes isolados
armazenados em micoteca, ¢ também, isolados recém coletados de P. griseola quanto a
esporulagdo, detecgdo de micovirus de RNA de fita dupla e seus efeitos na morfologia da

coldnia, esporulacdo e viruléncia do patogeno.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mancha Angular do feijoeiro

O feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma cultura de importancia mundial, sendo
os maiores produtores, Brasil, India, Mianmar, Estados Unidos, China, Tanzania, México,
Queénia, Argentina e Uganda. O Brasil encontra-se classificado em primeiro lugar na produgao
e consumo de feijao (FAO 2023). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento —
CONAB, na safra 2022/2023, foram colhidas 319,8 milhdes de toneladas de graos (CONAB,
2023). O feijao, ¢ um dos alimentos mais importantes da culinaria brasileira, consumido e
produzido em todas as regides do pais (Ramalho et al., 2005; Nakayama; Pinheiro; Zerbini,
2013). A importancia do grao de feijao estd relacionada aos seus nutrientes, apresentando
fontes de minerais, proteinas e carboidratos essenciais para a saide humana (Reynoso
Camacho, 2007; Silva; Wander, 2013; Lovato et al., 2018).

No entanto, além das condi¢des climaticas, a ocorréncia de doengas vem contribuindo
para a baixa produtividade e instabilidade na produgdo da cultura do feijao. Entre as doencas
que causam grandes prejuizos, a mancha angular se destaca, sendo considerada uma das mais
importantes da cultura. (Vieira, 1974; Almeida; et al., 2008; Figueirédo et al., 2010; Nay et
al., 2019; Carneiro; Romano; Cassio, 2022).

A mancha angular, ocasionada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous e
U. Braun (Crous et al., 2006), quando presente em lavouras de feijao, podem resultar grandes
reducdes de produtividade de até 80%, quando as condicdes sdo favoraveis para o
desenvolvimento do fungo (Nay et al., 2019). A intensificagdo da doenca no Brasil ocorreu
devido ao sistema de cultivo em algumas regides, onde sdo conduzidas trés safras anuais, a
safra das aguas, semeada entre outubro e novembro; a safra da seca, semeada entre janeiro e
abril; a safra de inverno, semeada a partir de abril e colhida entre agosto e outubro, facilitando
a producao e dispersdo dos conidios (Jesus Junior et al., 2001; Barbosa; Gonzaga, 2012).

Os sintomas da mancha angular podem ocorrer nas folhas, hastes, no caule e nas
vagens. Nas folhas primarias as lesdes sao geralmente circulares com coloragao castanha ou
marrom avermelhada, presentes nas duas faces foliar. Nas folhas trifolioladas, as lesdes sao
necroticas com cor acinzentada a marrom-escura com formato irregular. Nos ramos e peciolos
os sintomas sdo escuros ¢ geralmente alongados. Nas vagens, as manchas sdao arredondadas e
castanho-escuras, apresentando tamanho varidvel (Kimati et al., 1997; Monda; Senders; Hick,

2001; Moda-Cirino et al., 2012).
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As estratégias de manejo utilizadas para controlar a doenga sdo: rotagdo de culturas,
época adequada de semeadura, uso de sementes sadias, controle quimico e genético (Celetti;
Melzer; Boland, 2005). Entretanto, a utilizagdo inadequada de defensivos agricolas pode
causar danos ambientais, além de proporcionar uma selecdo na populacdo do patdgeno
(Sartorato, 2006). Nesse sentido, o melhoramento genético visando resisténcia a mancha
angular ¢ a alternativa mais vidvel para o manejo da doenga, por meio do langamento de
novas cultivares com alelos de resisténcia a diferentes ragas patogénicas (Amaro et al., 2007;
Pereira et al., 2015; Librelon et al., 2020; Padua et al., 2021; Padua et al., 2022).

A resisténcia genética do P. wvulgaris 4 mancha angular apresenta heranca
predominantemente quantitativa (poligénica), no entanto, também tem sido observada a
qualitativa (monogénica). Dessa forma, os programas de melhoramento genético tém
dispensado esforcos na busca de linhagens com maior numero de alelos de resisténcia a
mancha angular (Pereira et al., 2015; Librelon et al., 2020; Padua et al., 2021; Padua et al.,
2022). O programa de sele¢do recorrente da Universidade Federal de Lavras conduzido
juntamente com a Embrapa tem logrado sucesso na obtencdo de linhagens que conferem
resisténcia a este patdogeno (Amaro et al., 2007; Pereira et al., 2015; Padua et al., 2021, Abreu
et al. 2023).

No estudo conduzido por Amaro et al. (2007), que abordou a selecdo fenotipica
recorrente em feijoeiros do tipo carioca visando a resisténcia a mancha angular, observou-se
uma variagdo nos sintomas entre linhagens consideradas resistentes, proporcionando ganhos
significativos na resisténcia ao patdgeno. Em outro contexto, as pesquisas de Pereira et al.
(2015), avaliando a resisténcia de genotipos de feijoeiro e a agressividade de isolados de P.
griseola da raca 63.63, identificaram a presenca tanto de resisténcia vertical (qualitativa)
quanto horizontal (quantitativa). A ampla variabilidade do patdégeno tem sido relatada para
caracteres morfoldgicos, fisiologicos e de viruléncia (Damasceno-Silva et al., 2008; Pereira et
al., 2019; Librelon et al., 2022) com a identificagdo de varias ragas, contribuindo para a
complexidade associada a resisténcia genética (Aytenfsu; Terefe, 2023). Portanto, ¢

importante conhecer € monitorar a variabilidade desse patogeno (Rodriguez et al., 2017).

2.2 Pseudocercospora griseola

O agente etiolégico da mancha angular do feijoeiro ¢ o fungo Pseudocercospora
griseola (Sacc.) Crous e U. Braun (Crous et al., 2006). E um fungo Deuteromycotina
imperfeito, da Classe Hyphomycete, Ordem Moniliales, Familia Stilbelaceae (Stenglein;

Balatti, 2006). No passado, o fungo apresentava diversas nomenclaturas, como Isariopsis
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griseola Sacc (Saccardo, 1778) e Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris (Stenglein et al.,
2003). Este patdégeno produz sinémios com cerca de 250 um de comprimento e 20 a 40 um de
largura na face inferior da folha de seu hospedeiro. Os conidioforos paralelos apresentam
coloracdo escura formando tufos, a morfologia dos conidios pode ser cilindrica ou fusiforme,
com cor cinza, podem apresentar de dois a seis septos, com comprimento de 35 a 70 um,
largura no centro entre 5 a 7,5 e largura da base variando de 1,5 a 2 um (Crous et al., 2006).

O fungo pode sobreviver em sementes € em restos culturais. Uma vez presente nas
lavouras, os conidios germinam em temperatura entre 8 a 32 °C, preferencialmente entre 20 a
28 °C. A esporulacao ocorre durante periodos de alta umidade, sendo disseminados pelo vento
e chuva. Quando entram em contato com o tecido do hospedeiro, penetram a cavidade
estomatica e os sintomas da doenga comegam a aparecer entre 8 a 12 dias apos a inoculagao,
sob temperatura favoravel de 16 a 28 °C (Bianchini et al., 2005). Em programas de
melhoramento, onde realizam a inoculagdo artificial no estagio V2 do feijoeiro (abertura
completa das folhas primarias) por meio de uma solucao de esporos, a avaliagdo da severidade
da doenga ¢ realizada 15 dias ap6s a inoculagao (Librelon et al., 2015).

O patogeno P. griseola possui uma alta variabilidade genética. Brock, (1951) foi o
primeiro a observar diferentes padrdes de viruléncia de isolados quando inoculados no
feijoeiro. Habgood, (1970) propos a utilizagdo do método binario utilizando um conjunto de
cultivares diferenciadoras, a partir deste método, Pastor-Corrales, Jar e Singh, (1998)
propuseram um conjunto de 12 cultivares diferenciadoras na identificagdo dos isolados de P.
griseola, a partir de entdo, foram realizados diversos estudos de identificacdo das ragas. No
Brasil, ja foram descritas cerca de 54 ragas de P. griseola, 80 diferentes ragas nas Américas e
cerca 134 ja foram descritas no mundo (Sartorato; Alzate-Marin et al., 2004; Damasceno-
Silva et al., 2008; Jara et al., 2015).

Damasceno-Silva et al. (2008) utilizaram o conjunto de 12 cultivares diferenciadoras
para averiguar a variabilidade genética de isolados de P. griseola coletados no estado de
Minas Gerais, evidenciando resultados significativos sobre a variabilidade viruléncia deste
fungo, relatando racas que previamentes nao descritas no estado e destacando a raga 63.63
como a mais frequente. Posteriormente, Pereira et al. (2015) relatou a existéncia de
variabilidade genética entre isolados de uma mesma raca de isolados da raga 63.63. Essa alta
variabilidade genética de P. griseola pode estar relacionada ao mecanismo de troca de
material genético sem ocorréncia da meiose. A parassexualidade ¢ um mecanismo muito
comum em fitopatégenos, utilizado por fungos assexuados para aumentar a varia¢ao através

da fusdo das hifas em isolados que apresentam compatibilidade. Damasceno-Silva et al.
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(2015) foram os primeiros a observar a ocorréncia de anastomose entre isolados de P.
griseola.

Librelon et al. (2022) identificaram variagdes nas caracteristicas morfofisiologicas em
125 culturas monospdricas provenientes de trés municipios de Minas Gerais. O estudo revelou
uma expressiva diversidade genética entre os isolados do patégeno, evidenciando que a
capacidade de esporulagdo apresentou uma amplitude de 0,88 a 27,67 x 10* conidios/mL,
enquanto a taxa de germinacdo variou entre 39% e 72%. Além disso, a pesquisa apontou
distintos niveis de sensibilidade dos isolados a diferentes fungicidas.

Lima et al. (2010) identificaram a presenca de micovirus de RNA de fita dupla entre
os isolados desse fungo. No entanto, ndo ha relatos sobre o efeito de dSRNA neste patogeno.
Uma vez que os micovirus podem apresentar interacdes complexas com seus hospedeiros,
destacando a importancia de investigacdes mais aprofundadas para compreender a natureza
dessas relagdes e seus efeitos em P. griseola (Longkumer et al., 2020; Casas et al., 2021;

Zhou et al., 2021).

2.3 Micovirus

Nos fungos fitopatogénicos sdo encontrados virus que podem causar pequenas a
grandes alteracdes no hospedeiro. Sdo virus que se replicam em células de fungos e que nao
possuem fase extracelular nem vetores conhecidos. Denominados micovirus, foi relatado pela
primeira vez em cogumelos (Agaricus bisporus) por Hollings (1962). A partir desse
momento, diversas espécies de micovirus vém sendo descritas em diferentes espécies
fingicas. Segundo Pearson et al. (2009), existem duas possiveis explicagdes para a origem
dos micovirus, a primeira seria que os micovirus e seus hospedeiros evoluiram em conjunto
ao longo do tempo, a segunda aponta para uma origem mais recente, baseada na observagao
de que certas familias de virus possuem membros com similaridades gendmica entre si, com a
possibilidade de ocorréncia de transmissao horizontal.

Os micovirus sdo latentes, possuem uma ampla diversidade de espécies, podendo
alterar a biologia do seu hospedeiro (Xie et al., 2006; Picarelli et al., 2017). Eles possuem um
ciclo de vida dividido em quatro etapas: (1) propagacao na célula fungica de seu hospedeiro;
(2) desenvolvimento das células na diregdo da extensdo da hifa apos a divisdo celular; (3)
ramificagdes laterais entre hifas fundidas em uma rede micelial interconectada; e (4)
anastomose entre hifas pela transmissao horizontal (Yaegashi et al., 2013).

A natureza da transmissao dos micovirus pode ser realizada por meio da divisao de

células na producdo de esporos sexuais e assexuais (vertical), ou por meio de anastomoses de
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hifas, onde a fusdo de hifas com compatibilidade vegetativa ird permitir a troca de material
citoplasmatico (horizontal) (lkeda et al.,, 2013; Lemus-Minor et al., 2019). Em
Pseudocercospora griseola, os micovirus presentes neste fungo sdo transmitidos para colonias
monosporica por meio dos conidios, demonstrando uma transmissdo vertical com uma
eficiéncia de 100% para isolados de P. griseola, o que dificulta a obtencdo de isolados
1sogénicos (Lima et al., 2010).

Os micovirus estdo presentes em diversos fitopatdgenos e entomopatogénicos, bem
como as interagdes ecoldgicas que existem entre alguns deles. Essas interagdes podem
ocasionar aumento ou redu¢do da viruléncia fungica (Longkumer et al., 2020; Casas et al.,
2021). A hipoviruléncia, é o termo utilizado para descrever a capacidade de um micovirus
hospedeiro de um fungo fitopatégeno reduzir a viruléncia da doenca fingica em questao (Yu
et al., 2010; Gupta et al. 2019). Zhou et al. (2021) caracterizaram um micovirus da familia
Chrysoviridae, Pestalotiopsis theae chrysovirus-1 (PtCV1), presente em uma cepa endofitica
do fungo P. theae, patdégeno do cha (Camellia sinensis), este micovirus causa a hipoviruléncia
no hospedeiro, conseguindo modificar a sua patogenicidade (Khan; Baig; Bhatti, 2023).

A hiperviruléncia, ¢ a capacidade de um micovirus causar o aumento da doenga na
cultura infectada. Este fator de viruléncia ¢ benéfico ao fungo, sendo uma estratégia que
contribui para aumentar sua capacidade em causar infeccdo. Esse fato pode ser explicado por
varios fatores, como o aumento da atividade metabolica que ocorre no desenvolvimento
inicial, alteracdes na expressdo génica, entre outros (Mathe; Van Dijck, 2013; Picarelli et al.,
2017). Jian; Lakshman e Tavantzis (1998) identificaram em seus estudos que um RNA de fita
dupla proveniente de anastomoses de hifas estd associado a maior viruléncia do fitopatégeno
Rhizoctonia solani e quando nao ha presenca do micovirus a viruléncia ¢ diminuida.

O estudo realizado por Tapia et al. (2012) constatou que o crescimento micelial dos
isolados com micovirus foi superior ao crescimento dos isolados sem micovirus, fornecendo
informagdes sobre o impacto da presenga de micovirus no crescimento micelial de isolados de
Gremmeniella abietina. Dessa forma, os micovirus também podem ocasionar diferencas
fisicas em seu hospedeiro, como crescimento anormal no seu hospedeiro, crescimento
micelial lento, margem de coldnia irregular, reducdo de pigmentos e presenca de anéis de
hifas (Sasaki et al. 2006; Jia et al., 2017; Jiang et al., 2019). Deste modo, o controle bioldgico
de fungos fitopatogénicos pela aplicacao de micovirus hipovirulentos pode ser uma alternativa
vidvel para controlar o crescimento de doencas em plantas (Boland, 2004; Barros, 2016;

Gupta et al. 2019; Wang et al., 2019; Guo et al., 2022).
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Os micovirus que apresentam efeito de hipoviruléncia em seus hospedeiros sdo de
interesses para o controle bioldgico, sendo fundamental que esses micovirus atendam aos
seguintes critérios: (1) serem capazes de causar hipoviruléncia no hospedeiro; (2) exibirem
uma alta taxa de transmissdo vertical por meio de esporos; (3) contornarem os mecanismos do

hospedeiro que visam controlar a propagagao e a infec¢do viral (Bocos-Asenjo et al., 2022).

2.4 RNA de fita dupla (dsRNA)

Segundo o International Committee on Taxonomy of Viruses (2023), os micovirus
podem apresentar genoma de DNA fita simples (ssDNA) (Malathi; Renuka Devi, 2019), RNA
fita simples (ssRNA) (Weissenhorn et al., 2013), RNA fita simples que ocorre por transcri¢ao
reversa (sSRNA-RT) (Picarelli et al., 2017), RNA fita simples sentido negativo (-ssRNA) e
sentindo positivo (+ssRNA) (Mahajan et al., 2021; Jiang et al., 2022), e os RNA fita dupla
(dsRNA) (Axtell et al., 2013). Os micovirus de dsRNA sao divididos em oito familias.

A familia Totiviridae inclui dois géneros que infectam fungos, Totivirus e Victorivirus.
Estes, apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes, apresentando simetria icosaédrica
e ndo envelopados com 30 a 40 nm de didmetro. O seu genoma apresenta segmentos lineares
de dsRNA, com tamanho entre 4 a 7 Kbp (Li et al., 2011; Picarelli et al., 2017). No
momento, hd diversos relatos de membros da familia Totiviridae em fitopatdogenos, alguns
deles sdao: Chalara elegans RNA virus 1 (CerV1) da podridao negra da cenoura (Chalara
elegans) (Park; James; Punja, 2005), Ustilago maydis virus HI (UmV-H1) do carvao-do-
milho (Ustilago maydis) (VOTH et al., 2006), Magnaporthe oryzae virus 1 (MoV1) da
brusone do arroz (Magnaporthe oryzae) (Yokoi; Yamashita; Hibi, 2007).

Os endornavirus sdo virus lineares de sSRNA ou dsRNA, a Familia Endornaviridae
inclui dois géneros, Alphaendornavirus e Betaendornavirus. Sao comumente esféricos,
apresentando 50 nm de diametro (Picarelli et al., 2017; Luo et al., 2022). Na atualidade,
existem espécies de micovirus dessa familia associados a diversos fungos, como
Phytophthora alphaendornavirus 1(PEV1) presente em P. cactorum, agente causal da
podriddo da raiz ou podridao do colo do morangueiro (Poimala et al., 2021), Sclerotinia
sclerotiorum betaendornavirus 1 (SsEV1/11691) podem ser encontrados no fungo S.
sclerotiorum, patdgeno cosmopolita que pode atacar mais de 700 espécies de plantas, entre
elas o feijoeiro (Luo et al., 2022), o Rhizoctonia cerealis alphaendornavirus 1 (RcEV1), foi
descrito associado ao patégeno da mancha ocular aguda do trigo R. cerealis (Li et al., 2021).

A familia Partitiviridae possui trés géneros, Alphapartitivirus, Betapartitivirus e

Gammapartitivirus, ¢ também, apresenta espécies ndo classificadas ao nivel de género. No
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geral, seus afiliados possuem virions isométricos com 30 a 40 nm de didmetro, apresentando
genomas lineares de dSRNA com tamanho de 1,4 a 2,4 Kbp (Picarelli et al., 2017; Casas et al.,
2021). Alguns representantes destes géneros sdo: o Rhizoctonia solani virus 717 (RsV717)
descrito no fungo R. solani, ¢ um patdogeno cosmopolita, causando perdas econdmicas em
diversas culturas de importancia econdmica, incluindo o feijoeiro, causando a podridao-
radicular (Strauss; Lakshman; Tavantzis, 2000; Abdoulaye; Foda; Kotta-Loizou, 2019);
Gremmeniella abietina RNA virus MS1 (GaRVMS1) do patdégeno G. abietina (GaRVMSI)
(Tuomivirta; Hantula, 2003); Chondrostereum purpureum cryptic virus 1 (CPCV) do
hospedeiro C. purpureum (Magae; Sunagawa, 2010).

O Chrysovirus ¢ o género de micovirus da Familia Chrysoviridae. S0 isométricos
com 30 a 35 nm de didmetro, ndo apresentam envelope, possuem genomas lineares de dSRNA
com tamanho de 2,9 a 3,6 Kbp (King et al., 2011; Kotta-Loizou et al., 2020). Entre as
espécies de micovirus desse género, encontra-se Fusarium oxysporum chrysovirus 1 (FoCV1)
descrito no fungo F. oxysporum, é o patdégeno que causa murcha em uma grande variedade de
culturas (Lemus-Minor et al., 2015), Colletotrichum gloeosprioides chrysovirus 1 (CgCV1)
parasita do fungo C. gloeosporioides, agente causal da antracnose (Zhong et al., 2016),
Helminthosporium victoriae 145S virus (HvV145S) do fungo H. victoriae (Ghabrial et al.,
2013).

A Familia Reoviridae ¢ constituida pelo género Mycovirus, as espécies sao
isométricas, possuem capsideo duplo, apresentam 80 nm de comprimento, possuem 10 a 12
segmentos gendmicos de RNA de fita dupla apresentando 19 a 32 kbp (Suzuki et al., 2004;
King et al., 2011; Picarelli et al., 2017). Os reovirus inclui espécies como, Cryphonectria
parasitica mycoreovirus-1 ¢ 2 (CpMYRV-1) e (CpMYRV-2), encontrados no micélio do
fungo filamentoso causador da ferrugem da castanheira (C. parasitica) (Supyani 2009; King
et al., 2012), Rosellinia necatrix mycoreovirus-3 (RnMYRV-3) ¢ o fator de hipoviruléncia do
fungo da podridao branca da raiz, Rosellinia necatrix em roseiras (Sasaki et al., 2007; King et
al., 2012).

Os quadrivirus apresentam particulas esféricas rigidas de 45 nm de didmetro, possuem
genomas dsRNA 3,5 a 5 segmentos com 16,8 a 17,1 Kpb (Picarelli et al., 2017; Chiba et al.,
2018; Lutz; Langer; Heinze, 2022). A taxonomia da familia Quadriviridae € recente, a familia
incluia um unico género Quadrivirus com uma unica espécie Rosellinia necatrix quadrivirus
1 (Adams; King; Carstens, 2013; Chiba et al., 2018). Atualmente, novos estudos identificaram
novas espécies de Quadrivirus. Lutz; Langer; Heinze, (2022), descobriram associada a

necrose do colo do caule de Fraxinus excelsior L. o Thelonectria quadrivirus 1(TQV1) como
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uma nova espécie proposta para o género Quadrivirus. Recentemente, Pielhop et al. (2022),
encontram uma nova espécie de Quadrivirus, O rugonectria rugulosa quadrivirus 1 (RrQV1)
co-infectando o endofito de raiz Rugonectria rugulosa associado a doenca de replantio de
macga.

Os megabirnavirus, sdo virus esféricos ndo envelopados com 50 nm de didmetro,
apresentam genomas de RNA fita dupla com dois segmentos lineares, com 7,2 a 8,9 kbp. A
familia Megabirnaviridae inclui o género Megabirnavirus com a espécie Rosellinia necatrix
megabirnavirus 1 (RnMBV1), descoberto em isolados fingicos da podriddo branca da raiz
(Rosellinia necatrix) conferindo hipoviruléncia (Picarelli et al., 2017; Sati et al., 2019; Casas
etal., 2021).

A familia Botybirnaviridae inclui o género Botybirnavirus, que acomoda virus
isométricos com 35 nm de didmetro, apresentando genomas de dsRNA com dois segmentos
de 5,5 a 6,5 kbp. O Botybirnavirus inclui a espécie Alternaria botybirnavirus 1 (ABRV1) que
foi descoberta em isolados de Alternaria spp., o Botrytis cinerea botybirnavirus 1 encontrado
em cepas fungicas selvagem de Botrytis cinerea (Picarelli, et al., 2017; Xiang et al., 2017,
Cottet et al., 2019; Casas et al., 2021).

Ja foram identificados diversos micovirus em fungos causadores de doencas em
feijoeiro, como, por exemplo, em P. griseola (Lima et al., 2010), Sclerotinia sclerotiorum
(Luo et al., 2022), Colletotrichum lindemuthianum (Casas et al., 2021) entre outros. No estudo
conduzido por Lima et al. (2010), multiplos fragmentos de dsRNA, variando de zero a 10
segmentos, foram obtidos por meio da extracdo de 4cidos nucleicos totais, seguida de dsSRNA
e subsequente separacao via eletroforese em gel de agarose. Esses fragmentos, com tamanhos
estimados entre 0,8 a 4,8 kb, foram observados molecularmente, estes dSRNA podem ser
pertencentes as familias Partitiviridae, Totiviridae e Chrysoviridae. No entanto, para realizar
uma identificagdo mais precisa € necessario fazer o sequenciamento do genoma dos micovirus

(King et al., 2011; Li et al., 2011; Kotta-Loizou et al., 2020; Casas et al., 2021).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratorios de Resisténcia de Plantas a
Doencgas, Genética Molecular ¢ em casa de vegetacdo do Departamento de Biologia do
Instituto de Ciéncias Naturais e nos laboratdrios de Virologia Molecular e de Microscopia do

Departamento de Fitopatologia da Escola Superior de Agricultura de Lavras da Universidade

Federal de Lavras (UFLA).

3.1 Isolados de Pseudocercospora griseola

Foram utilizados 29 isolados de P. griseola, dos quais nove sdo isolados coletados em
2013 e 2017 e estdo armazenados na micoteca do Laboratorio de Resisténcia de Plantas a
Doencas da UFLA. Em 2023, 20 isolados foram obtidos de lesdes de mancha angular
presentes em folhas de plantas de feijoeiro cultivadas em campo experimental da UFLA

(Tabela 1) e (Apéndice A).

Tabela 1- Isolados do fungo P. griseola da micoteca do Laboratério de Resisténcia de Plantas
a Doengas da UFLA e coletados de linhagens de feijao que apresentavam sintomas de mancha

angular.
i(lll:lrgieil:;gﬁeo l\fome dos Lo?al de Ano de coleta Procedéncia
dos isolados isolados origem
| LB6 Lambari 2017 Micoteca
2 LBI0 Lambari 2017 Micoteca
3 LBI13 Lambari 2017 Micoteca
4 LBI19 Lambari 2017 Micoteca
5 LV2 Lavras 2017 Micoteca
6 LVI16 Lavras 2017 Micoteca
7 LVI18 Lavras 2017 Micoteca
8 LV19 Lavras 2017 Micoteca
9 63.63 Lavras 2013 Micoteca
10 GWAS22 Lavras 2023 VC 17
11 GWAS35 Lavras 2023 VC36
12 GWAS38 Lavras 2023 BRS Bentivi
13 GWAS39 Lavras 2023 VC38
14 GWAS41 Lavras 2023 BRS Horizonte
15 GWAS44 Lavras 2023 BRS Pitanga
16 GWASS0 Lavras 2023 RADIANTE

17 GWASS7 Lavras 2023 ESALS535
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18 RIL8S Lavras 2023 RIL5
19 RIL60 Lavras 2023 RIL63
20 RIL71 Lavras 2023 RIL134
21 RIL136 Lavras 2023 RIL111
22 RIL148 Lavras 2023 RIL158
23 RIL199 Lavras 2023 RIL137
24 RIL207 Lavras 2023 RIL96
25 RIL229 Lavras 2023 RIL134
26 RIL294 Lavras 2023 RIL20
27 RIL313 Lavras 2023 RIL185
28 RIL329 Lavras 2023 RIL115
29 GWAS36 Lavras 2023 CXI18

3.2 Caracterizacio da esporulacio dos isolados

Os isolados foram avaliados quanto a sua capacidade de esporulagdo. Para isso, um
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso (DIC) com trés repetigoes.
A parcela constituida de um tubo de ensaio contendo meio BDA (Batata Dextrose Agar)
mantidos a temperatura constante de 24 °C em incubadora BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio), em condi¢des de auséncia de luz (Pereira et al., 2011). A contagem dos conidios
foi efetuada em trés tempos, correspondentes aos dias 6, 8 e 11 apos a instalacio do
experimento. Para cada avaliagdo, foi adicionado 1 mL de 4&gua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC), devidamente esterilizada, em cada tubo. A raspagem da
superficie da cultura foi realizada para promover a liberagdo dos conidios. Posteriormente,
uma aliquota da suspensdo de conidios foi transferida para uma camara de Neubauer, e no

microscopio Optico, procedeu-se a contagem de conidios (Librelon et al., 2022).

3.3 Avaliacao da viruléncia dos isolados

Para avaliar a viruléncia dos isolados, um experimento de inoculacao artificial de P.
griseola foi realizado. Esse experimento foi conduzido no delineamento de blocos
casualizados (DBC) no esquema fatorial duplo (29 isolados x 3 genoétipos de feijoeiro), com

trés repetigdes e oito plantas por parcela.

3.3.1 Semeadura dos gendtipos de feijoeiro
Sementes de duas cultivares (BRS Horizonte e Rosinha) e uma linhagem MAIII-

16159 de feijoeiro (P. vulgaris) foram semeadas em bandejas de poliestireno com 64 células
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contendo substrato comercial Tropstrato® HA. As bandejas foram mantidas em casa de

vegetacao com temperatura (24 °C) e umidade (70%) controladas.

3.3.1 Preparo e inoculagdo dos isolados de P. griseola

Os isolados de P. griseola foram cultivados em BOD por um periodo de 7 a 10 dias de
acordo com a metodologia descrita no item 3.2. Subsequentemente, foram adicionados
aproximadamente 5-10 mL de agua tratada com DEPC, previamente esterilizada, em cada
tubo. A raspagem da superficie da cultura foi realizada para promover a liberacdo dos
conidios. A suspensao de conidios foi obtida por meio de filtragem, utilizando uma camada de
gaze, com o intuito de remover os fragmentos miceliais. Posteriormente, procedeu-se a
contagem de conidios em uma camara de Neubauer, ¢ as solugdes de inoculo foram
padronizadas para uma concentragdo de 2 x 10*conidios/mL, conforme descrito por Pereira et
al. (2011).

As plantas no estdgio V2, folhas primarias completamente expandidas, foram
inoculadas com os diferentes isolados do patdgeno pulverizando com pulverizador manual as

solucdes de indculo em ambas as faces das folhas até o ponto de escorrimento.

3.3.2 Avaliagdo da severidade da mancha angular

Apos 15 dias da inoculacdo, as plantas das parcelas foram avaliadas para sua reagdo a
P. griseola de acordo com a escala diagramatica com notas de 1 a 9 proposta por Librelon et
al. (2015): nota 1 - plantas sem sintomas da doenca; nota 2 - presenca de até 2% de lesdes
foliares; nota 3 - presenca de até 4% de lesdes foliares; nota 4 - presenga de lesdes tardias,
cobrindo 7% da area foliar; nota 5 - presenca de vérias lesdes foliares cobrindo 7,1-16% da
area foliar; nota 6 - lesdes cobrindo entre 16,1 ¢ 26% da area foliar; nota 7 - lesdes cobrindo
entre 26,1 — 32% da area foliar; nota 8 - lesdes cobrindo 32,1 - 38% da area foliar; e nota 9 -

sintomas graves da doenca com lesdes cobrindo 38,1 - 60% da area foliar (Figura 1).



Figura 1 - Escala diagramatica para a severidade da mancha angular no estagio de folhas
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primarias (V2) de feijao comum.
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0% 0.1 to 0.5% 0.6 to 4%
4.1 to 7% 7.1 to 16% 16.1 to 26%

7 . 8 ' 9 .
26.1t032%  32.1t038%  38.1t0 60%

Fonte: Librelon et al. (2015).
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3.4 Analise de micovirus nos isolados de P. griseola
3.4.1 Obteng¢ao da massa micelial

Foram obtidas coldnias monosporicas dos 29 isolados. Os isolados foram submetidos
a cultivo de acordo com a metodologia descrita no item 3.2 por um periodo de 15 dias (Padua
et al., 2017). Subsequentemente, foram acrescentados 5 mL de 4gua ultra purificada, seguido
por raspagem utilizando uma alga estéril para promover a liberagdo da massa micelial do
substrato de cultura. A solugao resultante, contendo micélio e conidios, foi entdo transferida
para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 150 mL de meio liquido GPYECH (composto
por glicose 20 g, bactopeptona 5 g, extrato de levedura 1 g e 1 g de caseina hidrolisada/L)
conforme descrito por Ansari et al. (2004). Estes frascos foram mantidos em uma incubadora
tipo "Shaker" a 120 rpm, a uma temperatura de 24 °C, por um periodo de 7 dias. Apods a
obten¢do da massa micelial, procedeu-se a remocao da umidade residual através de filtragao
com o auxilio de uma bomba a vacuo. O micélio desidratado foi entdo acondicionado em
tubos de 2 mL e armazenado a uma temperatura de -80 °C até o momento da extracdo de

RNA.

3.4.2 Extracdo do RNA total

A extracdo do RNA total foi conduzida conforme o protocolo empregando o reagente
Trizol (TRIzol®) (Hummon et al., 2007). Um tubo de 2 mL contendo o micélio desidratado
foi transferido para um almofariz e pistilo, onde a maceragdo manual foi realizada
empregando nitrogénio liquido. Subsequentemente, 5 mL de tampdo de Trizol foram
adicionados para promover a quebra da parede celular. O extrato resultante foi transferido
para um tubo de 2 mL e incubado a 60 °C por 5 minutos, seguido por uma agitacdo em vortex
por 15 segundos e centrifugagdao a 12.000 rpm a 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, ao qual foram adicionados 300 pL de cloroférmio. Apods
agitacdo vigorosa por 15 segundos, a mistura foi deixada em repouso por 3 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente foi realizada uma nova centrifugagao a 10.000 rpm a 4
°C por 10 minutos e o sobrenadante resultante foi transferido para um novo tubo, contendo um
Y4 do volume de isopropanol gelado, 4 de citrato de sodio (0,8M) com cloreto de sédio (1,2
M). A solugdo foi delicadamente misturada por inversdo e mantida em repouso por 10
minutos, seguida por centrifugacao a 10.000 rpm a 4 °C por 15 minutos para formagdo do
pellet. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi lavado com dalcool a 75%, sendo
novamente centrifugado a 10.000 rpm a 4 °C por 10 minutos. Posteriormente, o etanol foi

descartado e o pellet foi secado ao ar livre. Apos a completa secagem, 40 pL. de agua tratada
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com DEPC foram adicionados e o material foi armazenado a -80 °C até o momento da

extracdao do dsRNA.

3.4.3 Extracdo de dsRNA

Para a extracdo do dsRNA, o RNA total foi submetido ao tratamento com a enzima
endonuclease S1 da Promega Biotecnologia. Aproximadamente 25 pL. de RNA total foram
transferidos para um novo tubo, ao qual foram adicionados 5 pL de tampao da enzima, 1 pL
da propria enzima e 19 pL de agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC), totalizando um
volume final de 50 pL. Em seguida, foram acrescentados 50 pL de PCI
(fenol:cloroférmio:alcool isoamilico na propor¢do 25:24:1). A mistura resultante foi
levemente agitada por inversdo e centrifugada a 10.000 rpm por 7 minutos a 4 °C.
Posteriormente, foram retirados 40 pL do sobrenadante e transferidos para um novo tubo
contendo 100 pL de alcool absoluto e 4 pL. de acetato de sodio (3 M). A incubagdo a -20 °C
foi realizada por 12 horas para promover a precipitagdo do pellet, seguida por centrifugacio a
13.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. O pellet resultante foi ressuspenso suavemente por
pipetagem utilizando 10 puL de dgua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). Posteriormente,

os tubos foram armazenados a -80 °C até o momento da identificacdo da presenca de dsRNA.

3.4.4 Identificacao da presenga de dsSRNA

Os dsRNA foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 0,7%, corados com
Brometo de Etidio e visualizados sob luz ultravioleta. Para a preparacdo do gel, foram
adicionados 2,5 pL. de dsRNA com 1,5 pL de corante, sendo a corrida realizada por 40
minutos a 90 volts. Os fragmentos gerados foram posteriormente analisados, utilizando como

referéncia o marcador de tamanho 1 kb.

3.4.5 Microscopia eletronica de transmissao

A 1identifica¢do de particulas virais foi realizada conforme metodologia descrita por
Lima et al. (2010). Dois isolados foram selecionados, 9 e 24, para a realizacao desta analise.
Aliquotas de fragdes obtidas foram transferidas para grades (carbono-Formvar 200 mesh),
deixadas por cerca de 5 min, lavadas com agua destilada e tratados com acetato de uranila 1%
para contraste negativo para visualizar particulas de micovirus. Posteriormente, foram

examinadas sob microscopia eletronica de transmissao (Lima et al., 2010).
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3.5 Analise de limpeza viral dos isolados de P. griseola
3.5.1 Obtengao de isolados isogénicos

Apos a identificagdo dos isolados que apresentaram fragmentos de dsRNA, foram
selecionados os isolados 9, 23, 24 e 25. A partir de micromanipulagdo com o auxilio de uma
agulha de vidro acoplada microscopio de luz, foi obtido um unico conidio de cada isolado,
que foram transferidos para placas de Petri esterilizadas contendo meio BDA com 300 puL de
antibidtico (cloranfenicol) e 20 pg/mL de cicloheximida e incubadas por 25 dias a 24 °C no
escuro (Lima et al. 2010; Ke; Su; Lei, 2013). Posteriormente, foram realizados os

procedimentos descritos no topico 3.4, para analisar a auséncia de dsRNA.

3.5.2 Efeito de dsRNA em P. griseola
Apds a obtencao dos isolados isogénicos, eles foram avaliados quanto a morfologia da
colonia, capacidade de esporulacdo e viruléncia dos isolados na presenca e auséncia de
dsRNA (submetidos a cicloheximida):
a) Morfologia da coldnia - uma aliquota de 1 mL de suspensdo de conidios foi adicionada
trés placas conto meio BDA por isolados, e incubada por 15 dias a 24 °C em no escuro.
Apbs o crescimento, foram avaliadas a morfologia da colonia (cor e textura).
b) Capacidade de esporulagdo - um experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente ao acaso (DIC) no esquema fatorial duplo com quatro repeti¢des, com
parcelas constituidas de uma placa tubos de ensaios com os isolados isogénicos obtidos e
analisados conforme o item 3.2.
¢) Viruléncia dos isolados - Foram conduzidos dois experimentos, sendo um para os
isolados sem a cura e o outro com os isolados isogénicos (com a cura) no delineamento
em blocos casualizados (DBC) no esquema fatorial 3x4, sendo trés cultivares/linhagem de
feijoeiro e quatro isolados de P. griseola, com trés repeticdes e parcelas constituidas de 8
plantas. Os genoétipos de feijoeiro e os procedimentos para a avaliagdo da severidade da
mancha angular do teste de viruléncia foram realizados de acordo com a metodologia

descrita no item 3.3.

3.9 Analises dos dados



34

Os dados obtidos para os caracteres avaliados foram submetidos a andlise de variancia
individual e conjunta e as médias obtidas foram comparadas pelo teste de Scott-Knott e Tukey

a 5% de probabilidade utilizando os softwares Genes e o R (Cruz, 2016; Mendiburu, 2021).

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacio da capacidade de esporulacio

As fontes de variagdo, isolados (I), época (E) e a interacdo I x E foram significativas
(P<0,01). A presenca de interacdo I x E indica que a esporulagdo dos isolados ndo foi
coincidente nas diferentes épocas de avaliacdo (Tabela 1A). A partir da decomposi¢dao da
interagdo, verifica-se que para 58,63% dos isolados ndo apresentaram diferencas na
esporulagdo nas épocas avaliadas. A estimativa do coeficiente de variacdo experimental foi de
30,2% para a caracteristica em estudo (Tabela 1A). Os 29 isolados de P. griseola exibiram
uma grande diversidade de esporulacdo. Considerando todas as 3 épocas, as variagdes médias
dos isolados foi de 0,58 a 37,08 x 10* conidios/mL, sendo o isolado 9 o que apresentou maior
numero de conidios/mL e o isolado 28 o que apresentou menor nimero de conidios/mL em
todas épocas de avaliagdo (Tabela 2A).

Entre os isolados, cerca de 17,24% apresentaram esporulagdo precoce, 20,68%
apresentaram maior esporulagdo com oito dias, e somente o isolado 25 apresentou
esporulacdo tardia (Figura 2). Os demais isolados ndo apresentaram diferencas significativas

para este carater.

Figura 2 — Capacidade de esporulagdo (x10* conidios/mL) de isolados de P. griseola avaliada
com 6, 8 e 11 dias de crescimento da cultura (3 avalia¢des). Para cada avaliacdo, as letras
idénticas posicionadas em cima da barra indicam que as médias sdo iguais pelo teste de Tukey
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4.2 Avaliacao da viruléncia dos isolados

As fontes de variacdo, Isolados (I), Cultivares/linhagens (C) e a interagao entre [ x C
foram significativas (P<0,01). A presenca de interacdo I x C indica que a reacdo das
cultivares/linhagens de feijdo comum ndo foi coincidente nos isolados de P. griseola
inoculados (Tabela 3A). A partir da decomposi¢ao da interacdo, observou-se que as cultivares
possuem diferentes niveis de resisténcia quando inoculadas com os isolados e estes,
apresentam diferentes niveis de viruléncia.

A estimativa do coeficiente de variagdo experimental foi de 18,39 % para a
caracteristica em estudo (Tabela 3A). Os 29 isolados de P. griseola apresentaram
variabilidade para a viruléncia variando a nota de severidade de 2,0 a 4,3 quando inoculados
na cultivar BRS horizonte, 2,0 a 5,7 para a cultivar Rosinha ¢ 1,0 a 3,7 para a linhagem
MAIII-16157 (Tabela 4A).

Os isolados 6, 12 e 16 foram os mais virulentos (Tabela 4A). As cultivares BRS,
Rosinha apresentaram reacdo de suscetibilidade a 27,58% dos isolados de P. griseola
avaliados, respectivamente. No entanto, a linhagem MAIII-16159 foi resistente a todos os
1solados, exceto ao 22.

Na analise de agrupamento de médias das notas de severidade da mancha angular pelo
teste Scott-Knott (P<0,05), foram formados trés grupos para a cultivar BRS horizonte, quatro

grupos para a Rosinha e dois grupos para a linhagem MAIII-16159 (Tabela 4A).

4.3 Analise de dsRNA nos isolados de P. griseola

Os fragmentos de dsRNA foram identificados em 68,96% dos isolados de P. griseola
analisados, abrangendo uma diversidade de tamanhos, sendo que o nuimero de bandas
observadas variou de 0 a 10 (Figura 3). Entre os isolados armazenados na micoteca,
constatou-se que 55,6% exibiram a presenca de dsRNA. Em contrapartida, dos isolados
recém-coletados no campo, 80,0% apresentaram dsRNA.

Os dsRNA apresentaram pesos moleculares estimados variando de 0,4 a 4,0 kb, sendo
os isolados 9, 13, 23, 24 e 25 foram os que apresentaram maior nimero de bandas, e os

isolados 3,4, 7, 8, 10, 11, 17, 15 e 17 ndo apresentaram presenca de dsRNA (Figura 3).
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Figura 3 — Perfil de bandas de dsRNA de 29 isolados de P. griseola. 1k: 1 kb marcador
molecular.
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Fonte: Do autor (2024).

A ocorréncia de dsRNA nos isolados de P. griseola sugere uma infec¢do por
micovirus. Para a confirmagdo da presenca de micovirus de dsRNA, dois isolados foram
selecionados (9 e 24) e submetidos a analise por microscopia eletronica de transmissdao

(MEV), revelando a presenca de particulas virais isométricas (Figura 4).

Figura 4 - Particulas virais presentes em isolados de P. griseola, portadores de fragmentos de
dsRNA, analisadas em microscopio de eletronico de transmissdao (MEV). (A) isolado 9
(ampliacdo 25.000); (B) isolado 24 (ampliagao 50.000).

1 pm
—

Fonte: Do autor (2024).

4.4 Obtencao de isolados isogénicos

Para avaliar os efeitos do dSRNA em P. griseola, foram obtidos isolados isogénicos
dos isolados 9, 23, 24 e 25, isentos de virus por meio do isolamento de um tUnico conidio
cultivado em meio com cicloheximida que foram denominados 9C, 23C, 24C e 25C. Na
analise dos isolados isogé€nicos, ou seja, apds a cura dos isolados, nenhum segmento de

dsRNA foi encontrado nos isolados 23C, 24C e 25C (Figura 5). No entanto, o isolado 9C
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revelou uma redugdo significativa no numero de fragmentos de dsRNA, indicando uma
alteragdo notdvel em sua composicao molecular. Portanto, a cura foi parcial neste isolado

(Figura 5).

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose de isolados de P. griseola apos tratamento com
cicloheximida para identificacdo da presenca e auséncia dsSRNA.1k - 1 kb DNA Ladder da
Promega. 9, 23, 24 e 25 - isolados sem o tratamento; 9C, 23C, 24C e 25C isolados isogénicos
com tratamento para eliminacao dos dsRNA.

1k 9 23 24 25 9C 23C 24C 25C

Fonte: Do autor (2024).

4.5 Efeito do dsRNA em isolados de P. griseola
4.5.1 Morfologia da colonia

Na comparacao entre os isolados 9, 23, 24 e 25 e seus respectivos isolados isogénicos
observou-se que a coloragdo das coldnias foi similar (Figura 6). No entanto, foi observada
diferenga na textura das coldnias, sendo que os isolados isogé€nicos apresentaram colonias

com menor densidade micelial em relagdo aos seus respectivos isolados selvagens (Figura 6).
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Figura 6 - Morfologia da colonia do isolado 25 selvagens e seu isogénico (25C; tratado com
cicloheximida) de P. griseola. A: Isolado 25, parte superior da placa (Presenca de micovirus),
B: Isolado 25C parte superior (auséncia de micovirus); C: Isolado 25, parte inferior da placa
(Presenca de micovirus); D: Isolado 25C parte inferior da placa (auséncia de micovirus).

Fonte: Do autor (2024).

4.5.2 Efeito do dsRNA na capacidade de esporulacao dos isolados

No resumo da andlise de varidncia para a capacidade de esporulacdo dos isolados
selvagem e isogénicos avaliados, todas as fontes de variagdo foram significativas (Tabela 5
A). Na decomposicdo da interagdo isolados x micovirus, apenas o isolado 9 apresentou
diferenga significativa para a esporulagdo, com média de 32,25 x 10* e 18,5 x 10* conidios/mL

na presenga e auséncia de micovirus respectivamente (Figura 7).
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Figura 7 — Efeito dsSRNA na capacidade de esporulacio dos isolados selvagens e isogénicos 9,
23,24 e 25 de P. griseola, A: Esporulagao média (conidios/mL) dos isolados selvagens e
isogénicos. B: Conidios do Isolado 9 (sem cura); C: Conidios do Isolado isogénicos 9C (cura
parcial). Ambos observados em microscopia eletronica de luz no aumento 10X.
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Fonte: Do autor (2024).

Na presenga de maior nimero de dsRNA, a capacidade de esporulacdo aumentou
cerca de 13,7 x 10* conidios/mL (Figura 7A). A observacdo desta evidéncia ¢ claramente
observada nas imagens da microscopia eletronica de luz, as quais revelaram uma redugao no
nimero de conidios do isolado isogénico 9C submetido ao tratamento com cicloheximida,

como ilustrado nas Figuras 7B e 7C.

4.5.3 Efeito do dsRNA na viruléncia dos isolados

Na Tabela 6A observa-se que todas as fontes de variagao foram significativas (P<0,01)
para as notas de severidade da mancha angular. A presenca de interacdo significativa entre
micovirus x isolados x cultivares indica que os isolados apresentaram viruléncia nao
coincidente nas diferentes cultivares/linhagens na presenca e na auséncia de micovirus. A
partir da decomposicao da interacdo, foi observado que os isolados apresentaram diferencas
significativas (P<0,05) na média das notas de severidade das plantas quando inoculadas com
isolados com e sem micovirus (Tabela 6 A), essas diferencas foram observadas em pelo

menos uma das cultivares suscetiveis (Figura 8).



cultivares/linhagem de feijoeiro inoculadas com isolados selvagens e isogénicos de P.
griseola. A: Isolado 9; B: Isolado selvagem 23 (vermelho) e isogénico 23C (verde); C:

Figura § - Médias das notas de severidade da mancha angular nas diferentes
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Isolado selvagem 24 (vermelho) e isogénico 24C (verde); D: Isolado selvagem 25 (vermelho)
e isogé€nico 25C (verde).
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Fonte: Do autor (2024).

Para a cultivar BRS Horizonte as notas de severidade da mancha angular foram

superiores na auséncia do micovirus para todos os isolados, exceto para o isolado 24.

Comportamento semelhante ocorreu na cultivar Rosinha, no entanto, neste caso apenas para o

isolado 23 nao houve diferenga nas notas de severidade da doenga na presenca ou na auséncia

dos micovirus. Para a linhagem MAIIL.16159 nao foi observada diferenga significativa na

presenga ou auséncia de micovirus dos isolados avaliados (Figura 9).
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Figura 9 - Reacdo da severidade da doenca da mancha angular em trés cultivares/linhagem do
feijoeiro, inoculadas com os isolados selvagens 25 primeira coluna (presenca de micovirus) e
isogénico 25C segunda coluna. A: Cultivar BRS Horizonte; B: Cultivar Rosinha; C:
Linhagem MAIII-16159.
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Fonte: Do autor (2024).

5 DISCUSSAO

A presenga de variabilidade genética entre os isolados de P. griseola avaliados
corrobora com a informagdo relatada na literatura para este patdogeno (Librelon et al., 2022).
Além disso, os isolados variaram em relagdo ao niimero de dias para a esporulagdo (Tabela 1
A). Esta informagdo ¢ importante, pois na utilizacdo de um determinado isolado deve-se
observar o numero de dias que proporcionard a producdo maxima de esporos, pois este
patégeno germina em poucas horas (Liebenberg; Pretorius, 1997) e dependendo da época de
coleta dos conidios, pode-se observar apenas hifas. De acordo com o protocolo utilizado,
recomenda-se que os esporos sejam obtidos no oitavo dia da colonia (Pereira; Abreu; Souza,
2011). De acordo com os resultados, 17,24 %, 20,68% e 3,44% apresentaram maxima
esporulagdo aos 6, 8 e 11 dias, sendo que os demais ndo apresentaram variagao entre os dias
(Figura 2).

O isolado 9 (raca 63.63) apresentou maior quantidade de conidios em comparagdao
com os demais, com um maior potencial para o desenvolvimento de colonias, uma vez que os
esporos representam as estruturas responsaveis pela penetracdo nos tecidos das plantas

(Scortegagna et al., 2022). Este isolado tem sido utilizado em vérios trabalhos utilizando
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inoculagao artificial do patogeno no feijoeiro (Pereira et al. 2015, Pereira et al. 2019; Librelon
et al. 2021, Padua et al., 2021).

A capacidade de esporulacdo interfere na propagacao do patdégeno, sendo proporcional
ao numero de conidios, dessa forma essa caracteristica influencia diretamente na sua
disseminagdo. Especificamente em P. griseola, os conidios s3o predominantemente
disseminados por meio do vento e da 4agua, facilitando a distribui¢do patdégeno em lavouras de
feijoeiro (Crous et al., 2006; Singh; Schwartz, 2010). A identificacdo da melhor época de
esporulacdo de cada isolado permitiu a realizagdo do teste de viruléncia. Verificou-se
variabilidade na viruléncia dos isolados de P. griseola avaliados, o que tem sido constatado
em outras oportunidades (Damasceno-Silva et al., 2008; Balbi et al., 2009; Librelon et al.
2022). A estimativa do coeficiente de variacdo experimental (CV) observado no presente
trabalho foi de magnitude semelhante ao relatado por Padua et al. (2021).

No presente estudo, os isolados 6 (armazenado), 12 e 16 (frescos) se destacaram como
os mais virulentos apresentando notas médias da severidade da doenca nas cultivares
suscetiveis Rosinha e BRS Horizonte. Portanto, estes isolados podem ser recomendados para
futuros trabalhos com inoculagdo artificial do patégeno para a obtencdo de linhagens
resistentes @ mancha angular.

Houve diferenga significativa para a severidade da mancha angular entre as
cultivares/linhagem, sendo as cultivares Rosinha e BRS horizonte suscetiveis a mancha
angular para a maioria dos isolados avaliados, estas cultivares sdo consideradas altamente
suscetiveis (Pria; Amorim; Bergamin Filho, 2003; Sousa; Gongalves; Wendland, 2015). A
linhagem MAIII - 16159, proveniente do programa de selecdo recorrente visando a resisténcia
a mancha angular da UFLA/Embrapa, foi resistente para todos os isolados, exceto para o
isolado 22. Este isolado também foi virulento nas cultivares suscetiveis Rosinha ¢ BRS
Horizonte (Tabela 4A).

A presenca de micoviroses tem sido relatada para varios fungos (Picarelli et al., 2017
Khan; Baig; Bhatti, 2023) e também, em P. griseola. (Lima et al. 2010). A partir da analise da
presenca de dSRNA nos isolados de P. griseola avaliados no presente trabalho, observa-se que
o tamanho das bandas variou de 0,4 a 4,0 KB, valores estes semelhantes aos relatados por
Lima et al. (2010) que avaliou isolados armazenados. No entanto, neste estudo, foram
utilizados 1solados armazenados entre os anos de 2013 € 2017, bem como isolados coletados
em 2023. Isso evidencia que a infec¢ao por micoviroses origina-se no campo. Além disso, nos
isolados armazenados ao longo dos anos, os virus mantém-se no hospedeiro, o que pode ser

comprovado nos cultivos realizados a partir desses isolados armazenados.
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Os isolados que exibiram um maior nimero de fragmentos de dsRNA podem ter
adquirido esses fragmentos através de anastomose de hifas, como observado por Damasceno-
Silva et al. (2015). Por outro lado, os isolados que nao apresentaram presenca de dsRNA
provavelmente t€ém uma menor probabilidade de realizar essa anastomose de hifas. A auséncia
de compatibilidade pode representar um mecanismo de autodefesa do fungo (Glass; Jacobson;
Shiu, 2000).

A variagdo do ntiimero de bandas observadas na Figura 3, também, foi semelhante a
reportada por Lima et al. (2010). As familias de micovirus de dSRNA podem ser classificadas
quanto ao seu peso molecular, como descrito por King et al. (2011). De acordo com esta
classificagdo e os segmentos de dsRNA identificados no perfil de bandas (Figura 3), ha
evidéncias de micovirus da familia Totiviridae (1 segmento, 4-7 kb) 45% dos isolados,
Partitiviridae 10% dos isolados (2 segmentos, 1,4-2,4 kb) e Chrysoviridae (4 segmentos, 2,9-
3,6 kb) em 60% dos isolados. Estas familias sdo as que t€ém maior similaridade com os
resultados obtidos.

O isolado 9, classificado como raga 63.63, apresentou um perfil de bandas
diferenciado dos demais isolados (Figura 3), com 10 bandas com peso molecular variando de
0,4 a 4,0 kb. Este isolado, como ja mencionado, ¢ altamente virulento (Pereira et al., 2015), e
de acordo com o perfil de bandas seriam observados micovirus das familias Partitiviridae e
Chrysoviridae. No entanto, para uma avaliagdo mais criteriosa e precisa € necessario realizar o
sequenciamento do genoma destes micovirus, permitindo uma andlise mais detalhada e
conclusiva.

A deteccdo consistente de um padrio de multiplas bandas de RNA de fita dupla
(dsRNA) nos isolados de P. griseola sugere a possibilidade de uma infec¢do mista por
micovirus, indicando a presenca de mais de um micovirus em um mesmo isolado, observados
pela a variagdo molecular das bandas. Este fendomeno tem sido relatado na literatura em
diferentes espécies de fungos (Refos et al., 2013; Chun; Kim, 2021). A existéncia desses
varios fragmentos de dsRNA nos isolados P. griseola pode ser atribuida a presenca de RNA
satélite e/ou de RNA defeituoso. Assim, para uma caracterizagdo molecular mais abrangente
desses dsRNAs, ¢ necessario conduzir estudos que abordem a diversidade genética que
incluam o sequenciamento completo do genoma (Dawe; Nuss, 2001; lima et al., 2010; Liang
et al., 2022).

A observagdo de particulas virais isométricas (Figura 4), ¢ consistente com as
caracteristicas de micovirus quando comparadas com as obtidas por Rosseto et al. (2016),

Chun, Na e Kim (2020) e Kartali et al. (2022), reforcando a presenga de micovirus nos
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isolados de P. griseola. Evidéncias morfologicas da infecg¢ao viral neste fungo também foram
descritas por Lima et al. (2010) fornecendo suporte adicional da presen¢a de micovirus.

Micovirus com infecgdes persistentes da familia Partitiviridae, caracterizados por um
peso molecular de 1,4 a 2,4 kb, sdo dificeis de erradicar usando métodos de cura (King et al.,
2011; Khan; Baig; Bhatti, 2023). No entanto, os resultados deste estudo revelaram que
isolados contendo fragmentos com tamanho inferior a 2,5 kb foram eliminados com sucesso.
Entretanto os fragmentos de tamanho superior a 3,0 kb mostraram-se resistentes ao
tratamento, permanecendo intactos, como pode ser observado no perfil de bandas do isolado
9C (Figura 5). Para este isolado o tratamento com cicloheximida proporcionou a cura parcial,
com eliminagdo dos fragmentos de dSRNA de peso molecular inferior a 3,0 kb.

Lima et al. (2010) obtiveram sucesso parcial ao utilizar cicloheximida na busca de
obtencdo de isolados isogénicos, demonstrando sua capacidade de eliminar fragmentos
pequenos de dsRNA. No entanto, o tratamento empregado revelou-se ineficaz na eliminagdo
dos fragmentos maiores que 4,8 kb em isolados de P. griseola. Por outro lado, Robinson e
Deacon (2002) adotaram uma abordagem semelhante ao empregar cicloheximida na obtengao
de isolados isogénicos em Rhizoctonia solani. Seus resultados indicaram sucesso parcial na
cura, sugerindo eficdcia na eliminacdo de fragmentos menores de dsSRNA, porém ndo afetou
os fragmentos maiores de 10 e 12 kb.

A cicloheximida ¢ um antibidtico que atua como inibidor da sintese proteica em
eucariotos. Este antibidtico tem sido utilizado como inibidor da sintese do RNA viral em
fungos patogénicos, impedindo tanto a replicacio como a tradu¢do do genoma viral
(Robinson; Deacon, 2002; Schneider-Poetsch et al., 2010). No entanto, com base nos
resultados aqui relatados, a utilizagdo da cicloheximida ¢ eficiente na eliminagdo de dsRNA
de baixo peso molecular, sendo assim recomendada para a obtengdo de isolados isogénicos
que apresentarem RNA viral de menor peso molecular.

A utilizagdo de outros medicamentos, como 5'-Fluorouracil, ribavirina, desoxicolato
de sddio, estreptomicina e canamicina podem ser mais eficazes na obtencao de isolados
isogénicos de P. griseola em comparagao com o uso de cicloheximida, com capacidade
abrangente de eliminar diversos fragmentos de dsRNA, independentemente do tamanho
(Figueirédo et al., 2010; Khan; Baig; Bhatti, 2023). Outras estratégias podem ser utilizadas no
tratamento de dsRNA em P. griseola, tais como a exposicdo a luz ultravioleta (UV),
termoterapia (tratamento com calor ou frio), estresse mediado por polietilenoglicol,
fragmentagdo micélica, regeneracdo de protoplastos, ponta das hifas e isolamento de esporo

unico (Khan; Baig; Bhatti, 2023).
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A presenca de micovirus em fungos patogénicos pode exercer uma influéncia
significativa na morfologia dos isolados. Moriyama et al. (2018) identificaram micovirus
capazes de reduzir o crescimento, alterar a morfologia das coldnias reduzindo a pigmentagao
para cor branca. Em contra partida, Zhang et al. (2020) observaram diferengas fenotipicas que
se manifestaram na presenca de micovirus como, crescimento micelial e aumento da
pigmentacao. No entanto, no presente trabalho nao foram identificadas diferencas em relacao
a pigmentacao da colonia dos isolados (Figura 6).

Entretanto, os isolados selvagens de P. griseola (com presenca de dsRNA)
apresentaram maior densidade micelial quando comparados com os respectivos isolados
isogénicos (Figura 6), principalmente aqueles que possuem peso molecular similar aos
membros da familia Partitiviridae. Os micovirus pertencentes a essa familia sdo geralmente
considerados como portadores de infecgdes que podem causar efeito anormal no crescimento
da colonia (Jiang et al., 2019), tais como, crescimento lento e margem de coldnia irregular
(Sasaki et al. 2006), presenca de anéis de hifas e reducao de pigmentos (Jia et al., 2017). Estas
caracteristicas podem beneficiar a sobrevivéncia do virus em seus hospedeiros (Jia et al.,
2017).

Este patogeno pode realizar anastomose de hifas em até 85% dos isolados, conforme
relatado por Damasceno-Silva et al. (2015). No entanto, alguns isolados ndo apresentaram
compatibilidade micelial, o que impede a fusdo das hifas e consequentemente a troca de
informacgdo genética entre eles. Nesse contexto, o aumento da densidade micelial pode ser
considerado uma estratégia adotada pelo virus para incrementar as chances de transmissao
horizontal desse patdgeno através da anastomose de hifas.

A presenga de dsRNA associado a fitopatogenos, modificando a capacidade de
esporulagdo em seus hospedeiros tem sido relatada na literatura (Picarelli et al., 2017; Liang
et al., 2022). No presente trabalho, o isolado 9C que foi parcialmente curado, ou seja, o
tratamento ciclohexamida eliminou o dsRNA de baixo peso molecular, revelou uma reducao
significativa no nimero de conidios/ml, reduzindo cerca 42% na quantidade de esporos em
relagdo ao isolado selvagem (Figura 7).

A dispersao dos conidios de P. griseola ¢ predominantemente pelo vento (Crous et al.,
2006). Portanto, quanto maior a quantidade de esporos maior sera a capacidade de
disseminagdo do patdgeno, aumentando o risco de infec¢dao e do desenvolvimento da mancha
angular no feijoeiro. Os resultados obtidos evidenciam que a presenca do micovirus pode

favorecer a esporulagdo. Uma provavel explicagdo ¢ que na presenga dos micovirus as
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coldnias de P. griseola sdo mais densas, isso pode favorecer a maior producao de esporos de
acordo com o isolado, como pode observado na Figura 6.

Os isolados isogénicos que foram coletados recentemente (23, 24 e 25), apresentaram
diferencas na densidade das colonias (Figura 6). No entanto, ndo houve diferenca significativa
na capacidade de esporulacdo dos isolados entre os isolados selvagens e seus isogénicos.
Estes isolados quando caracterizados apresentaram menor nimero de conidios/ml (Tabela 2A)
independente da cura e nao houve alteracao significativa na producado de esporos (Figura 7).

Houve diferenca significativa na média das notas de severidade a mancha angular do
feijoeiro na presenca e auséncia de dSRNA (Tabela 6A). Portanto, na média dos isolados, na
presenga de micovirus a severidade da doenga foi reduzida (Figura 8), indicando que estes
micovirus tem um efeito de hipoviruléncia.

A hipoviruléncia devido a presenca dsRNA em fitopatdégenos tem sido relatada na
literatura (Yu et al., 2010; Gupta et al., 2019; Zhou et al., 2021). No entanto, em P. griseola,
agente causal da mancha angular do feijoeiro, este € o primeiro relato de micovirus causando
hipoviruléncia neste patdgeno, fato este observado em 75% dos isolados avaliados. Para o
isolado 9C a cura foi parcial. Portanto, ha evidéncias que os fragmentos de dsSRNA menores
que 3,0 kb eliminados pelo tratamento com cicloheximida, sdo responsaveis pela reducao na
viruléncia observada para este isolado nas cultivares suscetiveis (Figura 8).

Os micovirus que causam efeito negativo, reduzindo a viruléncia em seus hospedeiros
sdo de grande interesse para o controle biologico. Além de serem hipovirulentos, € necessario
que os micovirus possuam uma alta taxa de transmissdo vertical por meio de esporos e que
ndo encontrem obstaculos nos mecanismos do hospedeiro para controlar a propagacdo e a
infeccao viral (Bocos-Asenjo et al., 2022).

Em isolados de P. griseola, Lima et al. (2010) observaram que a transmissao vertical
dos dsRNA ocorre de forma consistente, sendo relatada em 100% dos isolados infectados por
micovirus. No entanto, até 0 momento, ndo ha relatos sobre o efeito do dSRNA em isolados de
P. griseola quanto a sua infecciosidade em ensaios apos a transmissao horizontal.

A compreensao destes relatos ¢ importante, uma vez que compreender quantos desses
dsRNA serdo transmitidos para as geragdes descendentes ou para isolados isogénicos, sendo
importante para determinar se a hipoviruléncia persistira, o que ¢ de grande interesse para o
controle bioldgico (Bocos-Asenjo et al., 2022). Alteragdes no ambiente ¢ na fisiologia do
fungo e a ocorréncia de infecgdes mistas podem interferir na expressao de viruléncia e até

mesmo na transmissao dos micovirus entre seus hospedeiros (Pearson et al., 2009).



47

6 CONCLUSAO

Os isolados de P. griseola apresentaram variabilidade genética para a capacidade de
esporulacdo e viruléncia. Dos isolados de P. griseola analisados, 69 % apresentaram dsRNA,
sugerindo a presen¢a de micovirus tanto para os isolados armazenados como nos isolados
frescos, apresentando diversidade no niimero e tamanho de bandas observadas.

A aplicacdo de cicloheximida para a limpeza viral foi bem-sucedida em 75% dos
isolados, resultando na eliminagao dsRNA de baixo peso molecular.

Os isolados isogénicos ndo apresentaram diferencas na pigmentagdo da colonia, mas
apresentaram menor densidade micelial que os isolados selvagens.

O isolado parcialmente curado 9C revelou uma reducdo significativa no numero de
conidios/ml em relacao ao isolado selvagem.

Os dsRNA apresentaram efeito negativo para viruléncia dos isolados de P. griseola,

sendo este o primeiro relato de hipoviruléncia neste patogeno.
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Tabela 1 A- Resumo da analise conjunta de variincia da capacidade de esporulacao (CAP)
dos 29 isolados de P.griseola avaliados em trés épocas (6, 8 ¢ 11 dias).

FV GL oM F Pr>Fc
Epocas (E) 2 5 54,75 0~
Isolados (I) 28 4 124,48 0**
ExI 3 3 6,35 0**
E/l-1 2 2,34 1,30 0,27~
E/1-2 2 1,71 0,95 0,38
E/1-3 2 2,96 1,65 0,19%
E/1-4 2 39,71 22,10 0**
E/1-5 2 25,46 14,17 0**
E/1-6 2 12,84 7,14 0**
E/1-7 2 73,52 40,92 0**
E/1-8 2 9,298 5,17 0**
E/1-9 2 168,08 93,56 0**
E/I-10 2 6,36 3,54 0,03*
E/-11 2 1,89 1,05 0,35
E/I-12 2 8,42 4,68 0,01*
E/I-13 2 1,08 0,60 0,54~
E/I-14 2 7,93 4,41 0,01*
E/I-15 2 4,88 2,71 0,06™
E/l-16 2 10,92 6,08 0,00%*
E/1-17 2 1,96 1,09 0,33%8
E/1-18 2 2,45 1,36 0,25
E/1-19 2 0,54 0,30 0,738
E/1-20 2 4,77 2,65 0,07~
E/1-21 2 1,58 0,87 0,41
E/1-22 2 0,14 0,08 0,92~
E/1-23 2 0,92 0,51 0,59
E/1-24 2 1,29 0,71 0,48~
E/1-25 2 13,42 7,47 0,00%*
E/1-26 2 1,86 1,03 0,35
E/1-27 2 10,54 5,87 0,00%*
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E/1-28 2 0,04 0,02 0,97~
E/1-29 2 1,02 0,57 0,56
I/E
I/E-6 dias 28 121,50 67,63 0**
I/E-8 dias 28 77,73 43,27 0**
I/E-11 dias 28 47,23 26,29 O**
Erro 174 1,76
CV (%) 30,2 %

FV: Fonte de varia¢ao; GL: Grau de Liberdade; QM: quadrado médio; F: teste F; Pr>Fc: P-valor; CV

(%): Coeficiente de variacdo; NS: Nao significativo; *, **:
pelo teste F, respectivamente.

Significativo a 5% e 1% de probabilidade
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Tabela 2 A - Agrupamento de médias Scott-Knott da capacidade de esporulacao (CAP) dos
29 isolados de P.griseola avaliados com 6, 8 e 11 dias.

Avaliacao 1 (6 dias)

Grupos Amplitude da Isolados
esporulaciao (x 107
A 37,08 9
B 9,00 a 7,50 7; 4
C 6,58 a 5,25 18;6;5; 8; 16
D 433a241 27;10; 26; 15; 20; 1; 11; 12; 2; 28; 14; 13; 19; 21; 3;
23;17;22;25;29
Avaliacao 2 (8 dias)
Grupos Amplitude da Isolados
esporulacao (x 107)
A 2791 9
B 13,08 a 11,33 7; 4
C 6,91 a 4,33 12;5;18; 14; 8; 16
D 3,75a 1,83 11; 13; 25; 21; 15; 6; 28; 19; 2; 3; 29; 17; 23; 1; 22;
26; 27, 10; 24; 20
Avaliacao 3 (11 dias)
Grupo Amplitude da Isolados
esporulac¢io (x 10%)
A 22,25 9
B 6,50 a 4,58 25;4; 18; 12
C 3,58a0,58 29; 19; 28; 22; 26; 13; 11; 6; 8; 1; 2; 21; 7; 23; 16;

14; 15; 20; 24; 17; 10; 3; 5; 27
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Tabela 3 A — Resumo da anélise conjunta de variancia da severidade da doenca (SV) para
reacao de cultivares de feijdo comum a 29 isolados de P. griseola.

FV GL QM F Pr>Fc¢

Isolados (I) 28 6 4,77 O**

Cultivares (C) 2 5 17,83 O**

IxC 56 3 596,01 0**
I/C - BRS Horizonte 28 1,75 8,85 0**
I/C - Rosinha 28 2,75 13,88 0**
I/C - MA3-16159 28 0,75 3,78 0**

Erro 172 2 4,35

CV (%) 18,39

FV: Fonte de varia¢do; GL: Grau de Liberdade; QM: quadrado médio; F: teste F; Pr>Fc: P-valor; CV
(%): Coeficiente de variacdo; *, **: Significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F,

respectivamente.
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Tabela 4 A- Agrupamento de médias pelo Scott-Knott (P<0,05) das notas de severidade da
mancha angular considerando escala descritiva e a porcentagem da area foliar com sintomas
em trés cultivares/linhagem de feijoeiro inoculadas com a 29 isolados de P. griseola.

BRS Horizonte Rosinha MAIII -16159
| S G I S G I S G
6 4,3S* a 6 5,7S a 22 3,7S a
12 4,3S a 12 5,78 a 9 1,3R b
16 4,08 a 16 5,08 a 10 1,3R b
22 4,08 a 4 4,75 b 14 1,3R b
4 3,7S b 22 43S b 18 1,3R b
2 3,3S b 2 4,08 b 1 1,0R b
9 3,3S b 17 4,08 b 2 1,0R b
10 3,3S b 21 4,08 b 3 1,0R b
15 3,0R b 9 3,7S c 4 1,0R b
21 3,0R b 10 3,7S c 5 1,0R b
17 2, 7R c 15 3,7S c 6 1,0R b
25 2,7R c 25 3,7S c 7 1,0R b
26 2,7R c 8 3,3S c 8 1,0R b
5 2,3R v 11 3,3S c 11 1,0R b
8 2,3R c 26 3,3S c 12 1,0R b
11 2,3R c 7 3,0R d 13 1,0R b
18 2,3R c 18 3,0R d 15 1,0R b
20 2,3R v 27 3,0R d 16 1,0R b
24 2,3R c 3 2, 7R d 17 1,0R b
27 2,3R c 5 2,7R d 19 1,0R b
1 2,0R c 13 2, 7R d 20 1,0R b
3 2,0R v 19 2, 7R d 21 1,0R b
7 2,0R c 20 2, 7R d 23 1,0R b
13 2,0R c 23 2,7R d 24 1,0R b
14 2,0R c 24 2, 7R d 25 1,0R b
19 2,0R c 29 2,7R d 26 1,0R b
23 2,0R c 14 2,3R d 27 1,0R b
28 2,0R c 28 2,3R d 28 1,0R b
29 2,0R c 1 2,0R d 29 1,0R b

I: Isolados de P. griseola; S: notas de severidade da doenca; G: grupos; a, b, ¢, d: medias com as
mesmas letras ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott (P<0,05); *cultivares
que apresentaram médias de 1 a 3 consideradas resistentes (R), e as com médias 3,1 ou maior,
suscetiveis (S).
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Tabela 5 A — Resumo da analise de varidncia para caracteristicas capacidade de esporulacao
entre 4 isolados de P.griseola com efeito de presenca e auséncia de micovirus.

FV GL oM F Pr>Fc
Presenga e auséncia de micovirus (V) 1 2 30,63 O**
Isolados (I) 3 5 295,32 O**
VxI 3 4 27,26 0**
V/1
V/1-9 1 378,12 112,12 0**
V/I-23 1 0,38 0,11 0,73%s
V/1-24 1 0,19 0,05 0,81
V/1-25 1 0,50 0,14 0,70~
v
I/V-Presenga de micovirus 3 846,21 250,92 0**
I/V-Auséncia de micovirus 3 241,69 71,68 0**
Erro 24 80,93 3,37
CV (%) 21,25

FV: Fonte de varia¢ao; GL: Grau de Liberdade; QM: quadrado médio; F: teste F; Pr>Fc: P-valor; CV
(%): Coeficiente de variacao; NS: Nao significativo; *, **: Significativo a 5% e 1% de probabilidade

pelo teste F, respectivamente.
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Tabela 6 A - Resumo da analise de variancia da severidade da doenca (SV) para reagdo de
cultivares de feijdo comum a 29 isolados de P. griseola.

FV GL oM F Pr>Fc
Presenca e auséncia de micovirus (V) 1 3,12 32,14 0**
Isolados (I) 3 3,23 33,28 O**
Cultivares/linhagens (C) 2 35,72 367,42 0**
VxI 3 1,45 15,00 0**
VxC 2 2,16 22,28 0**
IxC 6 1,05 10,85 O**
VxIxC 6 0,50 5,14 O**
V/I- 9/ C BRS Horizonte 1 1,50 15,42 0,01*
V/I- 9/ C Rosinha 1 0,66 6,85 O**
V/I- 9/C MAIII 1 1,50 15,42 s
V/I- 23/ C BRS Horizonte 1 0,66 6,87 0**
V/I- 23/ C Rosinha 1 0,16 1,71 0,21
V/I-23/C MAIII 1 0,00 0 s
V/I- 24/ C BRS Horizonte 1 0,00 0 0,21
V/I- 24/ C Rosinha 1 0,16 1,71 0,01
V/I-24/C MAIII 1 0,00 0 s
V/I- 25/ C BRS Horizonte 1 6,00 61,71 O**
V/I- 25/ C Rosinha 1 4,16 42,85 O**
V/I- 25/C MAIIL 1 0,00 0 NS
Erro 46 0,09
CV (%) 12,83

FV: Fonte de varia¢ao; GL: Grau de Liberdade; QM: quadrado médio; F: teste F; Pr>Fc: P-valor; CV
(%): Coeficiente de variacao; NS: Nao significativo; *, **: Significativo a 5% e 1% de probabilidade

pelo teste F, respectivamente.
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APENDICE A- Isolados do fungo P. griseola da micoteca do Laboratdrio de Resisténcia de
Plantas a Doengas da UFLA e coletados de linhagens de feijdo que apresentavam sintomas de

mancha angular.
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APENDICE A- Continuaco.




