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CARACTERIZACAO DE PARTICULAS VIRAIS E RNA DE DUPLA FITA
ISOLADOS DO FUNGO ENTOMOPATOGENICO Metarhizium anisopliael

Autor: Maria de la Paz Giménez Pecci
Orientador: Prof. Dr. Augusto Schrank

RESUMO

Micovirus sdo freqiientemente encontrados infectando vérios géneros de
fungos. Em alguns sistemas, bem caracterizados, foi demonstrada a interferéncia
de genes virais com o fenotipo do fungo, sendo o caso melhor documentado a
hipoviruléncia em fungos fitopatogénicos. Em nosso laboratério, seis linhagens
de Metarhizium anisopliae, um fungo entomopatogénico usado no controle
biologico de pragas importantes em agricultura, foram analisadas para a presenga
de dsRNA. Todas as linhagens foram isoladas de insetos e trés apresentam
dsRNA viral (linhagens Al, M5 e RJ). Nosso objetivo € analisar a possivel
interferéncia dos micovirus (MaVs) com a entomopatogenicidade de M.
anisopliae. Neste trabalho foram caracterizados trés MaVs através de purificagédo
em gradientes de CsCl, microscopia eletronica, analise de proteinas, padrdo
eletroforético dos componentes dsRNA, sorologia e analise da homologia entre
os componentes dsRNA individuais de um mesmo MaV e entre os componentes
dsRNA dos diferentes MaVs, utilizando sondas de cDNA. As particulas virais
dos MaVs RJ, Al e M5 sdo isométricas, com didametro médio de 35 nm e sdo
separados em varias bandas em gradientes de CsCl nas densidades de flotagao de
1,32 a 1,41 (MaV-RJ); 1,35 a 1.45 (MaV-Al) e 1,40 a 1,43 g/ml (MaV-M5).
Espectros de absorgdo tipicos de nucleoproteinas foram observados em todas
estas bandas e nas preparagdes de micovirus. Apos a dissociagdo das particulas
virais foi observada a presenga de componentes dsSRNA com o mesmo perfil
eletroforético obtido em extratos de micélio. Foi demonstrado que o acido
nucléico viral ¢ composto por dsRNA, pela digestdo enzimética especifica e
purificagdo em colunas de celulose CF11. MaV-RJ apresenta, pelo menos, treze
componentes dsSRNA, variando de 3,1 a 0,5 kb e um polipeptideo majoritario do
capsideo de 46 kDa. MaV-Al apresenta, pelo menos, cinco componentes dsRNA
variando de 4,1 a 1 kb e um polipeptideo majoritario do capsideo de 80 kDa.
MaV-M5 é muito semelhante a MaV-Al em relagdo ao componente dsRNA de
4,1 kb e polipeptideo majoritario, entretanto apresenta um nimero menor de
componentes dsSRNA pequenos. Durante o desenvolvimento do trabalho, MaV-Al
e MaV-M5 apresentaram um padrio instdvel de componentes dsRNA,
progressivamente mais complexo em relag@o aos componentes dsSRNA pequenos.
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Foi caracterizado um mutante estavel (linhagem RJd), derivado espontancamente
da linhagem RJ que nfo apresenta os componentes dsRNA de maior peso
molecular, tendo apenas os nove componentes menores presentes na linhagem
parental RJ. Esta linhagem derivada, RJd, apresenta morfologia da colonia
alterada, contudo ndo temos evidéncias experimentais para associar diretamente
estas alteragdes com o padrdo alterado de componentes dsRNA. Anticorpos
policlonais foram produzidos contra os trés MaVs e mostramos que estes MaV's
sdo sorologicamente relacionados. Em testes de dupla difusdo MaV-RJ reage com
antisoro contra MaV-AL e MaV-M5 indicando relagbes soroldgicas. Em
Western, todos os polipeptideos dos capsideos dos trés MaVs, reagem com 0s
antisoros contra MaV-Al e MaV-M35. Sondas de cDNA do componente dsRNA
de 4,1 kb de MaV-Al hibridizam com os componentes de 4,1 kb de MaV-MS5 e
com os componentes dsRNA S2, M3 e M1 de MaV-RJ. Quando a sonda de
cDNA ¢é preparada a partir do componente dsRNA de 4,1 kb de MaV-M5
também ocorre hibridizagdo com o componente dSRNA de mesmo tamanho de
MaV-AL e com o componente dSRNA S2 de MaV-RJ. Se concluiu{que os trés
micovirus sdo relacionados entre si em relagdo a pelo menos um componente
dsRNA. Além disso, a analise de hibridizacdo mostrou que existe homologia
entre todos os componentes de MaV-RJ mas sondas a partir do componente
dsRNA de 4,1 kb de MaV-Al ndo hibridizam com nenhum outro componente da
mesma linhagem. Nossas tentativas de transferir micovirus ou dsRNA a
linhagens “livres de micovirus™ utilizando biobalistica falharam.
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CHARACTERIZATION OF VIRAL PARTICLES AND DOUBLE-
STRANDED RNA ISOLATED FROM ENTOMOPATHOGENIC FUNGUS
Metarhizium anisopliae!

Author: Maria de la Paz Giménez Pecci
Supervisor: Prof. Dr. Augusto Schrank

ABSTRACT

Micovirus are frequently found infecting several genus of fungi in nature. In
some, well characterised systems, the interference of viral genes with the fungal
phenotype was demonstrated, as is the case of hypovirulence mediated by viral dsSRNA
in phytopathogenic fungi. In our laboratory, six strains of Merarhizium anisopliae, an
entomopathogenic fungus used in biological control of agronomic important pests, were
screened for the presence of dsRNA. The strains analysed were isolated from insects
and three have viral dsRNA (strains Al, M5 and RJ). We aim to access the possibility of
interference of micovirus (MaVs) with the entomopathogenicity of M. anisopliae. In
this work the MaVs were characterised through purification by CsCl gradients, eletron
microscopy, protein analysis, dsRNA pattern, serology and homology between
individual dsRNA components within the same MaV and among the MaVs. The MaVs
particles are isometric, with an average diameter of ca. 35 nm and are resolved into
several bands in CsCl gradients at buoyant densities of 1.32 to 1.41 (MaV-RJ); 1.35 to
1.45 (MaV-Al) and 1.40 to 1.43 g/ml (MaV-MS5). Absorbance spectra, typical of
nucleoproteins, waS detected in all viral preparations. The viral nucleic acid was shown
to be dsRNA, by specific enzymatic digestions and cellulose-CF11 chromatography.
Upon dissociation, the particles were shown to contain dsRNAs, with the same
eletrophoretic pattern of dsRNA components as extracted from mycelium. MaV-RJ
have, at least, thirteen dsRNA components, ranging from 3.1 to 0.5 kb and one major
capsid polypeptide of 46 kDa. MaV-Al have, at least, five dsSRNA components, ranging
from 4.1 to 1 kb and one major capsid polypeptide of 80 kDa. MaV-M5 is very similar
to MaV-Al, in respect to the dsRNA component of 4.1 kb and major polypeptide,
however, has fewer smaller dSRNA components. During the development of the work,
MaV-Al and MaV-MS5 displayed an unstable dsRNA pattern, progressively more
complex in relation to the smaller components. A stable mutant (strain RJd), derived
spontaneously from strain RJ, was characterised and it lacks some of the large dsRNA
components and has only nine of the small dsSRNA components present in the parental
strain RJ. This derived strain displays altered colony morphology, nevertheless we have
no experimental data to associate these alterations directly to the altered dsRNA pattern.
Polyclonal antibodies were produced against the three MaVs and we show that the
MaVs are serologically related to each other. In double-diffusion serological test MaV-
RJ reacted with antiserum against MaV-Al and MaV-MS5, indicating serological
relationships. In Western blot, all capsid polypeptides of the three MaVs, reacted with
both antiserum against MaV-Al and against MaV-M5. ¢cDNA probes from the 4.1 kb-
dsRNA component of MaV-Al hybridised with the 4.1 kb-dsRNA component from

I M.Sc. Thesis in Genetics and Molecular Biology, Federal University of Rio Grande do Sul,
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MaV-M5 and the S2, M3 and M1-dsRNA components from MaV-RJ. Moreover, a
¢cDNA probe from 4.1 kb-dsRNA component from MaV-M5 hybridised with both the
4.1 kb-dsRNA component from MaV-Al and S2-dsRNA component from MaV-RJ. It
was concluded that the three viruses are related to each other, at least in one dsRNA
component. In addition, hybridisation analysis revealed sequence homology between all
dsRNA components of MaV-RJ but probes from the 4.1 kb-dsRNA component from
MaV-Al do not hybridise with any other dSRNA components of the same strain. Our
attempts to transfer the MaVs to different “free of virus” strains of M. anisopliae by
biobalistic, using both micovirus and naked dsRNA, have failed.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

p densidade de flotagdo (g/ml)

n indice de refragdo

[0-32P]JdATP  desoxiadenosina 5'-[a-32P] trifosfato

ug micrograma

A260 absorbancia medida a 260 nm
Apf resisténcia ou resistente a ampicilina

APS persulfato de aménio

ATP adenosina 5' -trifosfato

BCIP 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato

ben’ resisténcia ou resistente a benomil

Blotto "bovine lacto transfer technique optimizer"
BSA albumina sérica bovina

CBB azul de coomassie

cDNA acido desoxirribonucléico complementar
Ci Curie

dATP 2'-desoxiadenosina 5'-trifosfato
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1. INTRODUCAO

Algumas propriedades tornam os fungos filamentosos importantes do
ponto de vista cientifico e econdmico. A importancia econdmica pode ser
ilustrada pela variedade de produtos obtidos a partir destes organismos. Assim,
acidos orgéanicos, antibioticos, aminoacidos € enzimas, além de outros produtos,
sdo obtidos, em escala industrial utilizando fungos filamentosos. Por outro lado
fungos patogénicos, especialmente de plantas, tém impacto econémico causando
grandes perdas na producdo agricola. Do ponto de vista cientifico, estes
organismos apresentam propriedades bioldgicas importantes como: ciclos de vida
complexos, diferenciagdo celular, vias metabdlicas altamente reguladas e
sistemas de glicosilagdo e excregdo de proteinas. Estas caracteristicas tornam este
grupo de microrganismos interessantes como modelo de sistemas eucarioticos
para investigacdo basica em biologia.

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae infecta e mata uma
variedade de insetos. Sua patogenicidade foi demonstrada para insetos praga de
importdncia agrondmica e para alguns vetores de doengas humanas. Este fungo ¢
utilizado comercialmente no Brasil para controle bioldgico em plantagdes de
cana-de-agucar e pastagens.

Micovirus com genoma dsRNA tém sido isolados de diferentes fungos. O
interesse em seu estudo tem sido estimulado pelas interagdes pouco comuns com
seus hospedeiros, envolvendo relagdes hospedeiro-satélite, producdo de toxinas,
controle da manuten¢do do virus por genes do hospedeiro, por seu possivel uso
no controle de doengas vegetais e por sua aplicagdo em biologia molecular
(PEREIRA, 1991). '

Em algumas linhagens altamente patogénicas de M. anisopliae, tem sido
observada a perda da infectividade a insetos, porém os mecanismos envolvidos
ainda ndo foram estudados. Em nosso laboratorio foram detectadas a presenca de
mais de um tipo de perfil eletroforético de dsRNA e particulas virais associadas a
algumas linhagens de M. anisopliae (BOGO et al., 1996a).




Realizamos o presente trabalho no sentido de caracterizar os diferentes
micovirus presentes em trés linhagens de M. anisopliae. A seguir faremos uma
revisdo da literatura abrangendo os micovirus e alguns aspectos relevantes do
fungo entomopatogénico M. anisopliae.

1.1. Micovirus

O primeiro virus de fungos foi isolado de cogumelos em 1962
(HOLLINGS, 1962), seguido pelo descobrimento de particulas semelhantes a
virus (VLPs) em algumas espécies de Penicillium (ELLIS e KLEINSCHMIDT,
1967; BANKS et al., 1968). A caracterizagdo bioquimica destes e de outros
micovirus isolados levaram a conclusdo de que o RNA dupla fita (dsRNA) € o
material genético da maioria dos virus de fungos (BUCK, 1986). Além dos
genomas dsRNA contidos no capsideo, foram identificados, em diversos fungos
hospedeiros, dsRNA livre, ndo contido em capsideos, geralmente denominados
elementos genéticos dSRNA (WESELOSKI ¢ WICKNER, 1984; SEROUSSI et
al., 1989; NUSS, 1992; ROMAINE et al., 1994).

Os genomas dsRNA dos micovirus podem ou ndo estar segmentados em
pecgas discretas (BOZARTH, 1979). Estas pegas s@o referidas como segmentos
quando comprovada a caracteristica gendmica dos diferentes componentes
dsRNA do perfil eletroforético (BOZARTH ¢ HARLEY, 1976; BUCK, 1986;
HILLMAN et al., 1994), ja que estas pecas, observadas como bandas individuais
no perfil eletroforético de dsSRNA, poderiam ser provenientes de um complexo de
diferentes micovirus (infec¢do mista) e/ou dsRNAs, incluindo satélites, particulas
defectivas ou acidos nucléicos defectivos. Quando ndo hd certeza da natureza
gen6mica das bandas dos perfis eletroforéticos de dsRNA, elas recebem varias
denominag¢des na literatura, como: componentes, moléculas, elementos, espécies
individuais de dsRNA, bandas, etc. (WOOD e BOZARTH, 1972; WOOD e
BOZARTH, 1973; BURNETT et al., 1975; THIELE et al., 1984; ESTEBAN et
al., 1988; CHOI e NUSS, 1992a; NUSS, 1992; HILLMAN et al., 1994;
POLASHOCK e HILLMAN, 1994). Neste trabalho utilizamos a denominagéo
componentes dsRNA do perfil eletroforético ja que a denominagdo elemento
normalmente ¢ empregada para referir estruturas gendémicas, como os elementos
de transposi¢do ou elementos genéticos extracromossomais, consideradas como
unidades por si. Também deve ser demonstrado que s3o moléculas
independentes, ja que podem ser produtos parciais de replicagéo.




Os genomas dsRNAs contidos em capsideo encontram-se empacotados
dentro de particulas virais discretas. Entretanto, muitas dessas particulas tém sido
caracterizadas apenas por‘microscopio eletrénico. Nestos casos, as particulas sdo
denominadas particulas semelhantes a virus (VLPs) (NUSS e KOLTIN, 1990).
Contudo, a maioria dos autores emprega o termo particula viral para definir as
particulas morfologicamente semelhantes a virus que tenham sido purificadas e
demonstrado seu conteudo de acido nucléico, mas na maioria dos casos sua
capacidade infectiva ndo foi demonstrada. Ainda assim, a denominagdo de
particula viral parece ser justificada na maioria dos sistemas (BUCK, 1986).

Os micovirus (incluindo neste termo os elementos genéticos dsRNA, isto
¢, os dsRNAs ndo contidos em capsideos) ndo lisam seus hospedeiros e,
diferentemente da maioria dos virus, ndo existem evidéncias de fase extracelular
no ciclo de vida nem se conhecem vetores envolvidos em sua transmissao
(BUCK, 1986). Atualmente ha informacéo de espécies de fungos que apresentam/.
micovirus nas principais classes de fungos (BUCK, 1986; NUSS e KOLTIN, |
1990) e na maioria dos grupos de fungos filamentosos (DETROY ¢ WORDEN,
1979). Foram descritos micovirus em mais de 100 espécies de 73 géneros de
fungos (CHEN et al., 1988).

1.1.1. Relagdes virus-hospedeiro.

Em fungos filamentosos ¢ freqilente a wvariabilidade fenotipica em
morfologia, sintese de metabolitos secundarios e viruléncia. Os esforgos para
explicar este fenomeno tém estimulado o interesse em elementos genéticos
extracromosomais que possam modular a expressdo génica em fungos. Tais
elementos podem ser micovirus, plasmideos ou transposons. Os plasmideos de
DNA sdo pouco freqiientes em fungos filamentosos, € a presenca de transposons
tem sido descrita apenas recentemente (KINSEY e HELBER, 1989).
Contrariamente, os micovirus ocorrem nos fungos em alta freqiiéncia.
Conseqiientemente ¢ crescente o interesse em se conhecer a contribuicdo destes
elementos na determinacdo da variabilidade dos seus hospedeiros (NUSS e
KOLTIN, 1990).

O impacto na industria e na agricultura de varios destes fungos que contém
micovirus, tem estimulado estudos orientados no sentido de conhecer se estes
elementos citoplasmaticos intervém no metabolismo do fungo, especialmente na
sintese de micotoxinas, antibidticos e outros metabolitos secundarios. A
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evidéncia compilada até 1979 por DETROY ¢ WORDEN indica que a maioria
dos micovirus ndo afetam a sintese de metabdlitos secundarios, porém, LIU e
LIANG em 1989 observaram que as linhagens de Aspergillus niger que possuem
maiores concentracdes de micovirus apresentam maior rendimento na produgéo
industrial da enzima glicoamilase.

Ha evidéncia de que metabdlitos dos fungos apresentam agéo inibitoria na
replicagdo in vivo de alguns micovirus. O acido micofendlico pode regular a
infeccdo e/ou a replicagdo viral in vivo. O mesmo efeito parece ter a toxina
patulina produzida por Aspergillus sp. e Penicillium sp., e a gliotoxina de
Penicillium stoloniferum, na replicagio do micovirus F (PsV-F) (DETROY e
WORDEN, 1979).

O intercambio de informacdo entre as seqiiéncias de dsRNA e o genoma
do hospedeiro tem sido descrito como necessdrio em alguns casos, para a
manutencdo dos elementos genéticos dsRNA em seus hospedeiros (NUSS e
KOLTIN, 1990). Em Saccharomyces cerevisiae, s@o necessarios mais de 30
genes nucleares para a manutengdo do componente dsSRNA M, que codifica para
a determinacdo do fendtipo "killer" (UEMURA e WICKNER, 1988). As
linhagens “killer”, produzem uma toxina protéica letal a outras linhagens ndo
infectadas, e proteinas que inativam os efeitos das toxinas nas linhagens
infectadas (imunes). A toxina e a proteina que produz a imunidade estdo
codificadas por um dos componentes dsRNA (M1), o qual ¢ um satélite do
micovirus L-A. O L-A e seus satélites € o sistema de micovirus com capsideo
melhor estudado. Estudos genéticos do sistema viral L-A e M1 mostram que a
expressdao dos produtos virais necessitam da participacdo de muitos genes
cromossomais. Os produtos de varios genes cromossomais sao necessarios para o
processamento da pré-toxina "killer". Os produtos de outros genes nucleares,
denominados SKI, reprimem a replicag@o de varios genomas virais (WICKNER,
1992) e bloqueiam a expressdo dos RNAs mensageiros virais (WIDNER e
WICKNER, 1993).

Outros sistemas "killer", menos caracterizados e mais complexos, existem
em Ustilago maydis. As linhagens "killer" apresentam diversos tipos de particulas
virais que contém dsRNAs de diferentes tamanhos, existindo linhagens "killer",
neutrais, sensiveis e¢ supressoras da sensibilidade a toxina (BRUENN, 1980;
FINKLER et al, 1992). Outros fungos tais como as leveduras
Zygosaccharomyces  bailii e Hanseniaspora wuvarum (SCHMITT e
NEUHAUSEN, 1994); Endomyces magnusii (POSPISEK efr al., 1994) e o




basidiomiceto Sporidiobolus salmonicolor (KUTAITE et al., 1990) apresentam
sistemas "killer" associados a presenga de dsRNA.

Os estudos do sistema "killer" em S. cerevisiae contribuem para o
conhecimento de outros sistemas, devido ao desenvolvimento das técnicas in
vitro de replicagdo, transcrigdo e empacotamento do componente dsRNA L-A e
seus satélites, assim como ao desenvolvimento de vetores de expressdo de suas
proteinas in vivo, as andlises moleculares e aos estudos de processamento,
secrecdo e mecanismos de agdo das toxinas "killer". A presenca de um plasmideo
linear dsSRNA encapsidado em particulas virais em eucariontes simples, oferece
um sistema modelo para o estudo da biologia molecular das interacdes do
plasmideo com seu hospedeiro. O sistema "killer" ja € usado para exclusdo de
contaminantes, e diversos laboratorios trabalham para seu emprego como vetores
virais na produgdo de proteinas e peptideos (WICKNER, 1992).

Os micovirus presentes em fungos fitopatogénicos sdo de interesse devido
ao seu uso no controle de doengas vegetais. Foram isolados micovirus de mais de
30 espécies de fungos fitopatogénicos (NUSS e KOLTIN, 1990). As alteragdes
fenotipicas produzidas pela presenga de elementos genéticos dsSRNA sdo muito
variaveis, sendo descritas desde a auséncia de alteragdes detectaveis até fenotipos
muito alterados (RYTTER et al., 1991). Em alguns casos, a associagdo pode ser
complexa. Em Ophiostoma (Ceratocystis) ulmi, por exemplo, a presenca de
apenas alguns componentes dsRNA foram descritos em correlagio com
viruléncia alterada (BARBARA et al., 1987). Na maioria dos casos, os esforgos
para demonstrar uma relagdo de causa-efeito entre um fendtipo especifico € o
micovirus residente é impedida pela impossibilidade de realizar os “Postulados
de Koch” completos, principalmente devido ao fato de que os micovirus até o
presente estudados, sdo incapazes de penetrar ativamente em seus hospedeiros
(NUSS e KOLTIN, 1990).

Apesar destas dificuldades, atualmente existem exemplos na literatura

onde € possivel afirmar, com alguma confianga, que a viruléncia esta influenciada
pelos micovirus. Um dos sistemas mais bem caracterizados de interacdo dsRNA-
hospedeiro é o do fungo fitopatégeno Cryphonectria parasitica. Linhagens
virulentas deste fungo infectam e matam castanheiras [Castanea dentata (March)
Borkh. e Castanea sativa Mill.] e foram responsaveis pelo exterminio de milhares
de arvores nos Estados Unidos e Europa. Certas linhagens do fungo sédo
hipovirulentas e além de alteragdes fenotipicas como morfologia colonial, cor e
quantidade de conidiésporos e produgdo reduzida de enzimas como lacases




(ligninases), quando foram inoculadas em lesdes causadas pelo fungo em
castanheiras, provocaram uma regressdo da doenga levando a sua cura
(ANAGNOSTAKIS, 1982; CHEN et al., 1994). Analises detalhadas, a nivel
molecular, demonstraram que a diferenga entre linhagens virulentas e
hipovirulentas € a presen¢a, no citoplasma das linhagens hipovirulentas, de
dsRNA viral (POWELL e VAN-ALFEN, 1987). O componente dsRNA de maior
peso molecular (dsRNA L) foi clonado e totalmente seqiienciado (HIREMATH
et al., 1986; TARTAGLIA et al., 1986; SHAPIRA et al, 1991a, 1991b), tendo
sido caracterizada a regido envolvida na determinag¢do da hipoviruléncia (CHOI e
NUSS, 1992a; ZHANG et al., 1993).

Atualmente, linhagens hipovirulentas de C. parasitica sdo utilizadas em
campo para o controle do fungo patogénico, sendo considerado um dos exemplos
mais bem. sucedidos de controle biologico (ANAGNOSTAKIS e DAY, 1979;
DAY e DOODS, 1979). Recentemente foram construidos recombinantes mais
eficientes para o controle biologico (CHEN et al., 1993).

A recente aplicagdo da genética molecular ao estudo destes dsRNAs, que
levou a um melhor entendimento das bases moleculares da hipoviruléncia
transmissivel em C. parasitica, esta sendo usada também em outros sistemas. A
otimizagdo de sistemas de transformag@o em fungos e a maior disponibilidade de
clones de cDNA, de varios elementos genéticos dsRNA, tem proporcionado um
melhor entendimento da fung@o dos micovirus na atenuagdo ou potenciagdo da
viruléncia. As andalises comparativas de seqiiéncias de acidos nucléicos de
diferentes micovirus permitiram o conhecimento da origem e relagdo entre eles e
podem levar a construgdo de agentes mais efetivos para regular a viruléncia de
uma ampla variedade de fungos patogénicos, levando a um biocontrole mais
efetivo (NUSS e KOLTIN, 1990).

1.1.2. Transmissao e cura de micovirus

A transmissdo dos micovirus na natureza ocorre somente por via
intracelular durante o crescimento das hifas, através de esporos sexuais ou
assexuais e entre individuos por fusio de hifas compativeis.

A maioria dos micovirus isométricos dsSRNA foram encontrados nas hifas
de fungos superiores (Ascomicetos, Basidiomicetos e seus anamorfos). Estas
hifas sdo septadas e crescem por extensdo do extremo apical. A regido de
crescimento das hifas parece ser livre de micovirus ou com conteidos muito




baixos de particulas virais, portanto a replicagdo, aparentemente, tém lugar na
regido distal, de crescimento periférico, e as particulas virais podem ser levadas
até o extremo no fluxo de protoplasma durante o crescimento da hifa (BUCK,
1986). Os poros do septo se mantém abertos durante o crescimento da hifa,
permitindo o transporte de organelas subcelulares tdo grandes como o nucleo
(TRINCI, 1971), e ndo constituem uma barreira para 0 movimento das particulas
virais. Quando o poro do septo no compartimento apical é bloqueado antes de
ocorrer a transmissdo do micovirus, o crescimento subseqiiente sera livre de
virus. Isto pode explicar a autoliberag@o ocasional de micovirus de alguns fungos
em subculturas sucessivas. A facilidade com que isto ocorre depende da
velocidade de oclusdo do poro do septo. Em alguns fungos, por exemplo Geotrichum
lactis, isto ocorre logo apos a formagdo do septo, entretanto, em outros, o septo
permanece aberto durante algum tempo apds sua formagdo, de modo que mais de
um compartimento da hifa mantém a comunicagdo (alguns em Aspergillus e
Penicillium, e mais de 150 em Neurospora crassa) (BULL e TRINCI, 1977).

A transmissdo dos micovirus por esporos assexuais € generalizada e
eficiente em varias espécies de fungos. Isto explica porque as inoculagdes com uma
massa de conidios mantém constante o nivel de infec¢do. A eficiéncia da
transmissao atraves de conidios em Penicillium e Piricularia € da ordem de 90 a 100%
(BUCK, 1986).

A dispersdo dos micovirus por fusdo celular do hospedeiro ¢ muito
eficiente, devido a alta freqiiéncia de pareamento e fusdo de hifas entre fungos na
natureza. Portanto, muitos micovirus estdo amplamente distribuidos em seus
respectivos hospedeiros, assim por exemplo, os micovirus de S. cerevisiae estdo
presentes na maioria das linhagens. Isto resulta na ocorréncia freqiiente de
infec¢des mistas e no acimulo de dsRNAs defectivos ou satélites (BUCK, 1986).

Como resultado da alta eficiéncia de transmissdo descrita, os micovirus
ndo necessitariam sair da célula para sua multiplicagdo. Até o presente, ndo
existem evidéncias de fase extracelular nem se conhecem vetores envolvidos em
sua transmissdo (WICKNER, 1992).

1.1.2.1. Transmissido experimental

A transmissdo dos micovirus entre linhagens foi obtida somente apos
anastomose (NUSS, 1992). Com exce¢do de raros exemplos (LHOAS, 1971;




PALLET, 1972, EL-SHERBEINI ¢ BOSTIAN, 1987), preparagdes livres de
células ndo sdo infecciosas quando aplicadas a hifas de fungos ou esferoplastos.
A impossibilidade de transmitir os micovirus por simples infecgdo € o principal
obstaculo para a andlise das alteragdes que causam nos hospedeiros (NUSS e
KOLTIN, 1990).

Devido ao fato das amostras conterem populacdes heterogéneas de células
infectadas em diferentes tempos, ¢ muito dificil ou impossivel, determinar a
seqiiéncia de infeccdo e as alteragdes citologicas. Sem condigdes experimentais
adequadas para infectar o hospedeiro e comparar com hifas sadias de idade
similar, € extremadamente dificil atribuir algumas alteragdes observadas apenas a
presenga do micovirus (ALBOURY, 1979).

O entendimento da relagdo precisa dos micovirus com seu hospedeiro
requer o desenvolvimento de um sistema de infec¢do, experimentos de exclus@o
dos micovirus (cura) e estudos de expressdo dos genes codificados pelos dsRNAs
em linhagens isogénicas, em condi¢Oes ambientais controladas (NUSS e
KOLTIN, 1990). Outro objetivo da transmissdo experimental no estudo dos
micovirus é determinar qual € o seu genoma, incluindo a elucidagdo do nimero
de segmentos gendmicos, diferenciando-os de acidos nucléicos defectivos,
satélites ou genomas de outros virus presentes em infecgdes mistas.

A metodologia de transmissdo de micovirus através de anastomose de
hifas tem sido a mais bem sucedida até o presente. Através de plasmogamia por
anastomose de hifas infectadas e ndo infectadas, de linhagens compativeis de C.
parasitica (MARTIN e VAN-ALFEN, 1991), foram obtidos muitos avangos no
entendimento deste sistema, sendo obtida a transferéncia do dsRNA, que fora
mantido em subculturas subseqiientes (ANAGNOSTAKIS, 1981). Uma
metodologia semelhante foi empregada nos sistemas "killer" de U. maydis (DAY
e ANAGNOSTAKIS, 1973; WOOD e BOZARTH, 1973). Neste fungo,
FINKLER et al. (1992) obtiveram a transmissdo de dsRNA e particulas virais
através de mistura de citoplasma em diploides.

Mediante fusdo de protoplastos, em presenca de um agente fusionante
(PEG), em meio osmoticamente estabilizado, foi possivel transferir micovirus
entre diferentes espécies de Aspergillus (VARGA et al., 1994). A transferéncia
de um micovirus através de fusdo de protoplastos também foi descrita em Phaffia
rhodozyma (PFEIFFER et al., 1994).




Os experimentos de transmissdo através de plasmogamia tém mostrado
que os micovirus sdo capazes de se multiplicar e invadir um hospedeiro
previamente livre de virus. Estes resultados ndo revelam qual é o componente
infectivo, podendo ser a propria nucleoproteina ou outro componente associado
ao micovirus transmitido durante a fusdo de citoplasmas (LECOQ et al., 1979).

As tentativas de inocular cé€lulas sadias com micovirus purificado ndo
foram bem sucedidas (LECOQ et al., 1979) até 1987 quando EL-SHERBEINI e
BOSTIAN mostraram que particulas virais podem ser introduzidas em células de
levedura durante o processo natural de pareamento, em presenga de virus
purificados, e podem se estabelecer nas células recipientes. Até o presente, esta €
a tnica referéncia encontrada onde a inoculagdo tradicional foi descrita.

Em experimentos de transmissdo a protoplastos, empregando micovirus
purificados, LHOAS (1971) e PALLET (1972) relatam sucesso com o micovirus
de P. stoloniferum (PsV-S). Entretanto, varios autores relatam insucesso nestas
tentativas (BOZARTH, 1975; LAl e ZACHARIAH, 1975; BOISSONNET-
MENES e LECOQ, 1976). Estes resultados levam a consideragdo de que ndo
existem condi¢des experimentais apropriadas para obter infec¢des reprodutiveis
em protoplastos de fungos (LECOQ et al., 1979; NUSS, 1992).

Em 1984, STANWAY e BUCK inocularam protoplastos de linhagens de
fungos, livres de micovirus, com preparagdes purificadas de uma mistura de
quatro micovirus, em presenga de PEG, obtendo 10% de colonias de fungos
infectadas, apos a regeneracdo de protoplastos. A concentra¢do destes virus nas
colonias recentemente infectadas foi similar as originais, € se mantiveram
estaveis através de trés subculturas seriadas. Em experimentos semelhantes foi
obtida a transmissdo de micovirus purificado de linhagens "killer" de leveduras a
esferoplastos e células de S. cerevisiae tratadas com acetato de litio (EL-
SHERBEINI e BOSTIAN, 1987), e a esferoplastos de Zygosaccharomyces bailli
(SCHMITT e NEUHAUSEN, 1994).

Os esforgos para demonstrar a causa-efeito na relagdo entre um fenotipo
especifico € o micovirus residente, se tornaram mais eficientes com o
aperfeicoamento dos sistemas de transformagdo em fungos filamentosos e a
disponibilidade de clones de cDNA a partir de dsRNA viral.

Clones de cDNA do componente dsRNA M2-1, presente em S. cerevisiae,
foi sintetizado, clonado, seqiienciado e expressado em leveduras. A expressdo
deste cDNA conferiu o fenotipo "killer" e a imunidade ao novo hospedeiro
(MESKAUSKAS e CITAVICIUS, 1992).




Foi obtida a transformagdo de linhagens virulentas de C. parasitica com
¢DNA do dsRNA presente em linhagens hipovirulentas (CHOI e NUSS, 1992 a,
b), conferindo o carater de hipoviruléncia as linhagens transformadas.

Transcritos sintéticos completos correspondentes a fita de RNA codante
do dsRNA de C. parasitica foram infectivos quando introduzidos em
esferoplastos de fungo por eletropora¢do. A infec¢do foi estabelecida em C.
parasitica e em espécies de fungos relacionadas consideradas livres de micovirus
(CHEN et al., 1994). Estes resultados demonstram a utilidade dos transcritos
sintéticos de micovirus para aumentar o numero de hospedeiros, abrindo portanto
uma aplicacdo potencial da hipoviruléncia mediada por micovirus para o controle
de fungos patogénicos. Além disto, sdo muito promissores como ferramentas no
estudo das suas fungdes nos fenotipos "killer" e na atenuag@o ou potenciagdo da
viruléncia (NUSS e KOLTIN, 1990).

A metodologia de transformag¢do por biobalistica foi desenvolvida
inicialmente para introduzir acidos nucléicos através da parede celular de células
vegetais intactas, usando particulas metélicas aceleradas (KLEIN ef al, 1987).
Esta técnica foi empregada posteriormente para a transformagdo de células e
esporos de fungos com sucesso (BARRETO et al, 1994a; ST. LEGER et al.,
1995; BOGO et al., 1996b). Foram definidas variaveis fisicas e biologicas que
afetam a eficiéncia de transformagdo estavel em Saccharomyces sp e Neurospora
crassa (ARMALEO et al, 1990) e Phytophora (BAILEY et al, 1993). O
emprego de microprojéteis bioldgicos (células bacterianas e virus) € recente e as
eficiéncias de transformacao sao ainda baixas (RASMUSSEN et al., 1994).

1.1.2.2. Cura de linhagens portadoras de micovirus

Mediante tratamentos com calor, foi descrita a perda seletiva de alguns
componentes dsRNA do sistema "killer" em S. cerevisiae (SOMMER e
WICKNER, 1982a; WEINSTEIN ef al., 1993), e a cura total de P. stoloniferum e
P. brevi-compactum infectados com micovirus (BANKS et al., 1968; WOOD et
al., 1971). Com temperatura de 30°C, ocorreu a perda seletiva de alguns
componentes dsSRNA presentes em Agaricus bisporus, conferindo o retorno a um
fenotipo “normal” (MORTEN e HICKS, 1992).
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A irradiag¢do com luz UV foi utilizada com éxito na cura de micovirus em
Yarrowia lipolytica e coldnias do género Aspergillus (TRENTON et al., 1987,
VARGA et al., 1994).

A eliminagdo de dsRNA foi induzida empregando tratamentos com
cicloheximida em C. parasitica e Mycosphaerella pinodes (FULBRIGHT, 1984;
YAMADA et al, 1991) e tratamentos com nitrosoguanidina em Septoria
nodorum (NEWTON, 1987). Foram obtidos poucos resultados em S. nodorum
com culturas a partir de esporos tnicos e subculturas de extremidades de hifas
(NEWTON, 1987).

1.1.3. Classificacao dos micovirus.

A maioria dos virus dsRNA conhecidos ocorrem em fungos e representam
a maioria dos micovirus (HOLLINGS, 1979). Alguns contém capsideo e formam
particulas discretas, morfologicamente semelhantes a particulas virais classicas.
Outros dsRNA presentes em fungos ndo contém capsideo e se encontram
associados a vesiculas membranosas derivadas do hospedeiro (HANSEN et al.,
1985; ROMAINE et al., 1994). A maioria das particulas virais isoladas de fungos
sao isométricas (BOZARH, 1979). Outras formas de particulas tém sido
relatadas, contudo suas descricdes tém sido menos completas. Entre elas se
encontraram particulas baciliformes que apresentam grande semelhanga com o
virus do mosaico da alfafa, bastdes curtos; bastdes filamentosos; grandes
particulas semelhantes a herpesvirus; particulas grandes de 300 nm contendo
lipideos; particulas pequenas de 18 a 20 nm e um bacteriofago tipo T2
(BOZARH, 1979). Tém sido relatadas também particulas virais contendo DNA e
ssRNA, contudo sdo pouco estudadas (HOLLINGS, 1979).

Nos micovirus isométricos dsRNA, a diversidade de suas propriedades
sugere a existéncia de grupos taxondmicos separados: diametro dos virions entre
25 e 50 nm, sendo o mais tipico entre 35 e 40 nm (BOZARTH, 1979), contudo
foram descritas particulas de didmetros at¢ 60 nm (GROVES et al., 1983;
BOTTACIN ef al., 1994; ENEBAK et al., 1994); com peso molecular de 6.000 a
13.000 kDa. Os capsideos, com um envoltério sd, sdo formados por proteinas
estruturais de peso molecular entre 42 e 130 kDa, e os componentes dsSRNA tém
entre 240 e 2.760 kDa de peso molecular, com pesos totais de 2.040 kDa até
8.560 kDa em diferentes virus (BUCK, 1979; HOLLINGS, 1979; WICKNER
1993).




A classificacdo dos micovirus dsRNA estd baseada no tamanho da
particula, na velocidade de sedimenta¢do, no tamanho € numero dos componentes
dsRNA, no polipeptf&eo do capsideo, na sorologia ¢ homologia do dsRNA
(BUCK et al., 1984). Devido as freqiientes delecdes do dsRNA, aos dsRNA
satélites, ao empacotamento separado dos componentes dsRNA e a dificuldade de
estabelecer o nimero minimo de componentes gendmicos necessarios para a
multiplica¢do viral, ainda restam muitos micovirus que ndo estdo classificados
(PEREIRA, 1991). De acordo com a organizacdo dos acidos nucléicos, os
micovirus sdo agrupados em duas familias: Totiviridae e Partiviridae (BUCK,
1986). A primeira, contém capsideos isométricos de 40 a 43 nm de diametro (de
35 a 50 nm incluendo 0os membros possiveis), € genoma nao segmentado de 4,7 a
6,3 kb, dicistrénico, com o gene que codifica para a proteina do capsideo situado
na extremidade 5' do RNA. Fregiientemente sdo encontrados como "helpers"
codificando as proteinas do proprio capsideo e os capsideos dos dsRNAs satélites
produtores de toxina "killer" e fatores de imunidade. A familia Partitiviridae
contém virions isométricos de 30 a 35 nm de diametro, e dois componentes
gendmicos de 1.3 a 2,3 kb empacotados em capsideos separados, sdo
monocistronicos, um deles codifica o polipeptideo do capsideo e o outro codifica
um polipeptideo de fung@o desconhecida. O peso molecular das proteinas do
capsideo varia de 68 a 88 kDa em Totiviridae e de 42 a 73 kDa em Partitiviridae.
A transcrigdo e replica¢do sdo conservativas em Totiviridae e semiconservativas
em Partitiviridae. Além destas duas familias, existem dois grupos ainda nio
classificados em familias, um deles possui um componente dicistronico de 8,3 kb
e o outro contém virus com trés ou quatro componentes genomicos,
monocistronicos, porém deve ser confirmado o nimero minimo de componentes
dsRNA necessarios para a replicagio viral.

Novas divisdes filogenéticas de virus dsRNA, baseadas em analises
comparativas de seqiiéncias de aminoacidos de proteinas por eles codificadas,
principalmente na RNA polimerase RNA dependente, propdem uma revisdo de
critérios para a taxonomia destes virus (KOONIN, 1992; KOONIN e DOLJA,
1993).

Consideraveis progressos foram obtidos nos dltimos anos na
caracterizagdo dos elementos genéticos dsRNA (NUSS, 1992). Especialmente em
uma familia de virus recentemente descrita, os Hipoviridae. Membros desta
familia possuem genomas dsRNA de 12-13 kb que estdo empacotados em
vesiculas lipidicas derivadas do hospedeiro, com uma RNA polimerase RNA
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dependente codificada pelo virus. Os membros desta familia estdo
filogeneticamente relacionados a familia Potyviridae de virus vegetais. E a tinica
familia sem capsideo. O membro tipico do unico género foi designado
Cryphonectria hypovirus (HILLMAN et al., 1995).

1.1.4. Propriedades fisico-quimicas dos micovirus

Poucas particulas semelhantes a virus (VLPs) detectadas em fungos foram
isoladas e sua composi¢do determinada. Em muitos casos, essas particulas tém
sido caracterizadas apenas por microscopia eletronica.

O diametro exato das particulas presentes em fungos € dificil de
determinar. Quando os micovirus sdo negativamente contrastados com acetato de
uranila ou fosfotungstato de sodio, tendem a ser penetrados pelo corante. Isto
ocorre principalmente nas particulas virais de tamanho entre 35 e 40 nm. A
susceptibilidade a penetracdo do agente contrastante poderia ser considerada uma
propriedade geral dos micovirus mas ndo se pode ter certeza absoluta de que a
penetragdo do agente contrastante distingue entre particulas que contém acido
nucléico (particulas cheias) daquelas que ndo os contém (particulas vazias).
Particulas penetradas e ndo penetradas pelo agente contrastante, freqiientemente
apresentam didmetros diferentes. Os diferentes contrastantes produzem imagens
bastante varidveis e o tampdo usado na suspensdo, que ainda ndo foi bem
explorado em micovirus, provavelmente afeta a aparéncia da particula na
microscopia eletrénica (BOZARTH, 1979).

A estrutura tridimensional do capsideo mostra uma nova estrutura
geométrica de simetria icosaédrica, com numero de triangulagdo T=1, e 60 ou
120 subunidades por particula (BOZARTH, 1979). Os capsideos do micovirus P4
de U. maydis e os do micovirus de levedura LA-1 parecem ser formados por duas
copias idénticas da proteina do capsideo em cada unidade assimétrica icosaédrica
(REILLY et al., 1984; CHEN et al., 1994). A andlise destas particulas, por
crioeletromicroscopia e reconstrugdo de imagens, confirmam esta estrutura.
Ambos capsideos constam de 60 dimeros Gag equivalentes, cujas duas
subunidades ocupam sitios de unido nido equivalentes (CHEN et al., 1994). Os
dados estequiométricos de outros virus dsSRNA indicam que a estrutura de 120
unidades ¢ amplamente distribuida, implicando que esta arquitetura molecular
tem caracteristicas que sdo particularmente favoraveis para o desenho de um
capsideo que € também um compartimento biossintético (CHEN et al., 1994).
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Os micovirus apresentam espectro de absorgio tipico de nucleoproteinas
mostrando um maximo a 260 nm, um minimo a 240 nm e uma rela¢do média
A260/280 de 1,4 (LIU e LIANG, 1985; TAVANTZIS e BANDY, 1988) embora
tenham sido relatados valores de até 1,7 (BUCK, 1984).

1.1.4.1. Genomas dsRNA

A maioria dos micovirus de fungos caracterizados possuem genoma com
um ou vdarios segmentos dsRNA incluidos em capsideos separadamente
(SHEPHERD, 1990; RYTTER et al., 1991). Os micovirus dos isolados "killer"
de U. maydis cont®in varios componentes dsRNA designados como H, M ou L
segundo seu tamanho relativo (BOZARTH et al., 1981). Os dsRNAs associados
aos sistemas "killer" de levedura sdo dois ou mais componentes € denominam-se
L, M ou S (RADLER et al., 1993; NOSEK et al., 1993; POSPISEK et al., 1994).
Em S cerevisiae, os componentes dsSRNA L e M estdo empacotados
separadamente. As particulas maduras L-A contém apenas um componente
dsRNA L-A por particula. O tamanho do dsRNA M1 (1,8 kb) é menor que L-A
(4.6 kb) e pode ser replicado duas vezes mais rapidamente antes que a particula
figue cheia (replicag@o "head-full"), produzindo particulas com dois componentes
de dsRNA M1 (ESTEBAN ¢ WICKNER, 1986).

A maioria das linhagens hipovirulentas de C. parasitica contém multiplos
componentes dsRNA, sendo encontradas variagdes consideraveis na
concentragdo, numero e tamanho dos componentes dsRNA nos diferentes
isolados (NUSS, 1992).

Os micovirus isométricos podem conter algumas particulas com apenas
um componente dsRNA e outras com combinag¢des de componentes (BUCK e
KEMPSON-JONES, 1973; BUCK e RATTI, 1975). O fato de que os micovirus
ndo contenham, em uma Unica particula viral todos os componentes dsRNA
observados, foi primeiramente notado quando os resultados das analises fisico-
quimicas do micovirus de P. crhysogenum (PcV) indicaram que continha 15% de
RNA e ndo os 45% estimados se cada particula contivesse os trés componentes
dsRNA encontrados nas preparagdes purificadas do virus (WOOD e BOZARTH,
1972). Isto resulta em particulas com velocidades de sedimentagdo ou densidades
em CsCl levemente diferentes (BOZARTH et al., 1981; KIM ¢ BOZARTH,
1985).




Além da diversidade natural entre o numero de componentes de dsRNA e
sua concentracdo em cada isolado de fungo (NUSS e KOLTIN, 1990), estas
caracteristicas podem ser alteradas conforme as condigdes de cultivo
(ANAGNOSTAKIS e DAY, 1979; SHAPIRA et al., 1991a).

Alteragbes aparentemente espontaneas no fendtipo de isolados de fungos,
como taxa de crescimento e viruléncia, foram associadas com altera¢des nos
perfis dos componentes dsSRNA. Um perfil complexo de dsRNA encontrado em
culturas de Agaricus bisporus com basidiocarpos alterados era composto por
nove componentes maiores entre 0,78 e 3,6 kb e quatro componentes menores
entre 8,8 ¢ 15 kb. Depois de muitas subculturas, um novo perfil de cinco
componentes entre 1,5 € 3,6 kb foi detectado em culturas que expressavam o
fenotipo alterado (MORTEN e HICKS, 1992). Foram também observadas
alteragdes espontaneas no fenodtipo em trés dentre 36 isolados de Chalara elegans
que apresentavam componentes multiplos dsSRNA. As andlises indicaram que o
perfil de dsRNA estava alterado, podendo apresentar um componente Unico (em
dois isolados) ou ainda auséncia de dsRNA (um isolado), sendo observada uma
alteracdo na taxa de crescimento ou na viruléncia destes isolados (BOTTACIN et
al., 1994).

1.1.4.2. Proteinas

Os micovirus de levedura possuem um polipeptideo principal nos
capsideos (REILLY et al., 1984; NOGAWA et al., 1993). Também existem
relatos de duas proteinas majoritarias (KIM e BOZARTH, 1985; SHEPHERD,
1990; GHABRIAL e HAVENS, 1992). Em S. cerevisiae, a proteina majoritaria
(Gag) corresponde a proteina principal do capsideo e a proteina minoritaria (Gag-
Pol) teria atividade de replicase (FUIIMURA e WICKNER, 1988a).

Os micovirus de dsRNA necessitam de uma atividade de transcriptase na
particula para produzir o0 mRNA, ja que o dsRNA do virion ndo se comporta
como mensageiro € que, em c€lulas ndo infectadas, ndo existe RNA polimerase
RNA dependente (BUCK, 1979a). Conhece-se relativamente pouco sobre as
polimerases associadas com dsRNA em fungos filamentosos. Em onze espécies
de fungos, que apresentam dsRNAs, foi demonstrada a atividade RNA
polimerase RNA dependente associada a particulas (BRUENN, 1988). A melhor
caracterizada € a dos isolados "killer" de U. maydis (BEN-TZIVI et al., 1984) e
S. cerevisiae (BRUENN et al, 1988; FUIIMURA et al., 1988; LEIBOWITZ et

15




al., 1988). A polimerase do micovirus "Killer" de S. cerevisiae é uma proteina de
fusao que contém um dominio com atividade enzimatica e outro que integra o
capsideo (FAHIMA et al., 1993). A particula madura apresenta atividade de
transcriptase conservativa, produzindo fitas positivas que sdo excluidas da
particula viral, que atuam como mRNA e sdo empacotadas para formar novas
particulas virais. Esta nova particula contém apenas uma fita positiva,
apresentando atividade replicase que sintetiza uma fita negativa que ¢ utilizada
como molde para sintese da fita positiva, formando um tnico componente
dsRNA dentro da particula viral, completando deste modo o ciclo (WICKNER,
1992).

Visto que o passo de transcricdo nestes micovirus € conservativo, 0
processo geral ¢ similar aquele dos reovirus, diferindo entretanto com o
micovirus S de Penicillium stoloniferum (PsV-S) (BUCK, 1979b) ¢ com o
micovirus S de Aspergillus foetidus (AfV-S) (RATTI e BUCK, 1978). Estes,
como o bacteriofago ¢6 (VAN ETTEN et al., 1980), sdo semiconservativos tanto
na transcrigdo quanto na replicacdo (BUCK, 1979). O fato de que ambas fitas
sejam sintetizadas dentro das particulas virais parece ser uma caracteristica Gnica
e geral dos micovirus com dsRNA (WICKNER, 1992).

A estratégia de replicagdo usada pelos hypovirus € similar aquela
empregada pelos virus RNA com fita positiva e pode ser distinguida claramente
da estratégia empregada pelos virus dsRNA. Estes dsSRNAs codificam sua propria
RNA polimerase RNA dependente que estd associada a vesiculas membranosas
derivadas do hospedeiro (FAHIMA et al., 1993).

1.1.5. Sorologia

Estdo descritas as relagdes sorologicas de micovirus de varios fungos
isolados de regides geograficas diferentes (FRANCKI e KIRBY, 1991), assim
como de micovirus diferentes que coexistem em uma mesma espécie de fungo
(BUCK et al., 1981a). Ainda, diferentes espécies e géneros de fungos apresentam
micovirus sorologicamente relacionados. Em trés espécies de Penicillium,
estreitamente relacionadas (P. chrysogenum, P. brevi-compactum e P.
cyaneofulvum), foram encontrados micovirus sorologicamente relacionados
(WOQOD et al., 1971; WOOD e BOZARTH, 1972; BUCK e GIRVAN, 1977). Da
mesma forma, existem micovirus sorologicamente relacionados em Aspergillus
niger € A. foetidus (BANKS et al., 1970; RATTI e BUCK, 1972; BUCK et al.,

16




1973). O componente dsRNA de menor migragdo eletroforética do complexo
viral de P. stoloniferum (PsV-S) foi encontrado em uma espécie de outro género
(Diplocarpon rosae) e sua relagfio soroldgica com um componente do complexo
viral de 4. ochraceous foi detectada (KIM e BOZARTH, 1985).

Uma das principais dificuldades nos experimentos de transmissdo de
micovirus a linhagens ndo infectadas € o "screening" das hifas infectadas, pois os
micélios infectados ndo desenvolvem alteracdes evidentes. O uso de técnicas
novas e simples para provar a presenga ou auséncia de micovirus em pequenas
quantidades de amostra permitiria: um rapido "screening" de culturas, examinar
um grande numero de amostras e detectar baixos titulos de micovirus em culturas
recentemente infectadas. Com este objetivo técnicas sorologicas como ELISA
(CLARK e ADAMS, 1977) e imunoeletromicroscopia (IEM) (MILNE e
LUISONI, 1988) poderdo ser uteis nas pesquisas de transmissdo em micovirus
(LECOQ et al., 1979).

Além da sorologia convencional, relacionada com as proteinas presentes
na particula viral, alguns dsRNAs podem se mostrar imunogénicos.
Polirribonucleotideos de dupla fita sintéticos, como polil:poliC ou polyA:polyU,
gquando injetados em coelho, produzem antisoro especifico para dSRNA e tém
sido utilizados para a detec¢do de micovirus (LISTER, 1979) e, através de ELISA
indireto, para detectar ASSRNA (ARAMBURU e MORENO, 1994).

Anticorpos monoclonais contra dsRNA foram descritos como ferramenta
universal de diagnéstico de micovirus mediante ELISA, “immuno-blot” e
"immuno-blot" em combinagdo com eletroforese em gel com gradiente de
temperatura (GABRIEL, 1986; LUKACS, 1994).

1.1.6. Propriedades dos dsRNA gendmicos de micovirus

1.1.6.1. Muiltiplos componentes dsRNA geneticamente finicos

Mediante estudos de heteroduplex e técnicas de hibridizacdo de 4acidos
nucl€icos foi demonstrado, em varios micovirus, que os diferentes componentes
dsRNA contém seqiiéncias Unicas, € que ndo apresentam hibridizacdo cruzada
detectivel nem com qualquer outro dsRNA presente no hospedeiro
(EDMONSON et al., 1984; HARMSEN et al., 1989; HARMSEN et al., 1991;
DICKINSON et al., 1993).
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Existem pelo menos duas variedades de micovirus em S. cerevisiae (ScV),
K1 e K2. Os componentes dsRNAs L de K1 e K2 sdo denominados L1 e L2,
respectivamente. Ambas variedades possuem um segundo dsRNA L, denominado
La, que ndo apresenta homologia detectavel com L1. Além disso, L1 apresenta
pouca homologia com o componente M1 (BOBEK et al., 1982).

Em um dos isolados hipovirulentos de C. parasitica, oito dos onze
componentes dsRNA demonstraram ser geneticamente Unicos através de
hibridizacdo com clones de cDNA (ENEBAK ef al., 1994).

Em outros micovirus de genoma segmentado, foi detectada homologia
entre os componentes dsRNA de um mesmo isolado, entre todos eles
(WEISSOVA et al., 1991) ou apenas entre alguns dos componentes (SOMMER e
WICKNER, 1982b; SEROUSSI ef al., 1989). Em um micovirus presente em U.
maydis, o componente L. € derivado da extremidade 3' da fita positiva do
componente M e ndo apresenta grandes seqiiéncias abertas de leitura (ORFs) nem
produtos de traducdo, sugerindo que L € derivado por um processo de replicagdo
e empacotamento de um fragmento 3' de um mRNA processado (CHANG et al.,
1989). O componete dsRNA MI1 de uma linhagem "killer" de S. cerevisiae
contém uma regido interna de 200 bp rica em adenina e uracila, presente no
transcrito sintetizado in vitro. HANNING et al. (1986) demonstram que ha
variabilidade no tamanho da seqiiéncia poliadenilada do transcrito e relacionam
essa variabilidade com as diferencas de tamanho encontradas nos dsRNA M.

1.1.6.2. Formas defectivas

Em dsRNAs presentes em C. parasitica, HIREMATH et al. (1986) ¢
SHAPIRA et al. (1991a) encontraram que apenas o dsRNA L, o maior
componente dsRNA, se mantém estavel em tamanho e concentracdo ao longo do
tempo de cultura, no entanto o niimero e as concentragdes dos componentes M e
S variam. TARTAGLIA et al. (1986) no isolado GH2, e SHAPIRA et al. (1991b)
no isolado EP713 de C. parasitica observaram que os componentes M e S eram
derivados do componente L. como resultado de eventos de delegdo interna.
Mapeamentos com transcriptase reversa, associados a amplificagdo por PCR,
revelaram que o componente M consistia de uma familia de formas deletadas
internamente do componente L que mantinham as por¢des terminais. Os pontos
de delegdo foram localizados dentro de regides internas da seqiiéncia de L. Os
autores sugerem que a geracdo de componentes de dsRNA defectivos por
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delecc¢oes internas € uma caracteristica da replicagdo dos dsRNAs associados a
hipoviruléncia. Estas formas defectivas contribuem significativamente para os
perfis de bandeamento complexos observados por eletroforese. Dado o pequeno
tamanho dos componentes dsSRNA S (600-800 bp) e sua capacidade de replicar
eficientemente em presenca do componente L, foram estudadas as segiiéncias em
busca de elementos cis-regulatorios envolvidos na replicacdo. Em dois destes
componentes, se encontrou) seqgiiéncias adicionais que parecem ndo estar
relacionadas as seqiiéncias do componente . nem ter homologia entre si,
sugerindo uma origem diferente de L, tal como eventos recombinacionais entre o
componente dSRNA L e RNAs celulares. O componente dsRNA S da linhagem
GH2 mostrou, por homologia de seqiiéncias, ndo estar relacionado ao L
(TARTAGLIA et al., 1986)

Em dsRNAs associados a “doenga La France” de cogumelos cultivados,
também foi detectado um componente dsRNA S, ocasionalmente presente em
grandes quantidades nos fungos afetados, sendo originado por delecio interna de

um componente dsRNA maior, composto principalmente dos extremos ndo
codificantes (HARMSEN et al., 1991).

Estes componentes dsRNAs derivados por dele¢do podem ser uteis para a
identificacdo de seqiiéncias cis-regulatorias envolvidas na replicagdo e expressdo
dos dsRNA, para um melhor entendimento dos mecanismos de transcrigdo e
replicacdo, incluindo a identificagdo dos polipeptideos necessarios para estes

processos, e para o desenvolvimento de sistemas de expressdo baseados em
dsRNA (NUSS e KOLTIN, 1990).

Em leveduras foram descritos mutantes deletados dos componentes M1 e
L-A (SOMERS, 1973; FRIED e FINK, 1978; ESTEBAN ¢ WICKNER, 1988)
que dependem de L-A para sua propagacdo. Estes mutantes, derivados por
deleccdo interna, reprimem o numero de copias de L-A (como faz M1) e podem
substituir as particulas M1 devido a sua maior velocidade de replicagdo e
portanto podem converter a linhagem hospedeira para um fenétipo ndo "killer"
(HUAN et al., 1991), que ndo produz toxina nem imunidade. Estes mutantes
porém desempenham uma fun¢do importante na patogénese viral (BRUENN,
1980). Dipléides formados pelo pareamento de uma linhagem "killer" com uma
supressora, mostraram uma replica¢do preferencial do genoma supressor apos 41
geragdes (RIDLEY e WICKNER, 1983). Algumas das seqiiéncias conservadas
nestes mutantes sdo necessdrias para a manutencdo e a replicagdo do componente
dsRNA supressor (THIELE ef al., 1984). Trés mutantes foram clonados e
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seqiiénciadas, e foi detectada a regido responsavel da interferéncia com a
propagacdo de M1, que inclui o sinal de empacotamento. Existem indica¢des de
que outras regides poderiam também estar envolvidas (HUAN et al., 1991). O
componente dsRNA S14 de S. cerevisiae; originado por delgzéﬁo interna simples
de M1, inclui 5 repetigdes de uma seqii€ncia consenso simétrica de 11 bp que ndo
esta presente no dsSRNA parental mas sim em um dsRNA de outro tipo "killer" de
leveduras, o dSRNA M2 (LEE et al., 1986). Apos a passagem de muitas geragdes
de algumas linhagens supressoras, foram observadas divergéncias das seqiiéncias
originais no componente M, ocorrendo inser¢do de novos nucleotideos
(BRUENN, 1980). A geragdo de novas seqiiéncias e a estrutura dos componentes
dsRNAs S sdo semelhantes a evolugdo de algumas formas denominadas
"defective interfering" de virus animais (BRUENN, 1980).

1.1.6.3. Isolados com seqiiéncias genomicas relacionadas

Foi descrita a existéncia de homologia de seqiiéncias entre micovirus
presentes em diferentes géneros de hospedeiros (KIM e BOZARTH, 1985), entre
os dsRNA isolados em diferentes grupos de compatibilidade vegetativa do
hospedeiro (BUCK, 1984) e entre diferentes micovirus presentes no mesmo
hospedeiro (BUCK et al., 1981a).

Em subtipos de micovirus de diferente especificidade "killer" de U.
maydis, os componentes H e L de tamanho semelhantes estdo geralmente
relacionados a nivel de seqiiéncias (FIELD et al., 1983). Em leveduras, os
componentes dSRNA L de dois subtipos sdo semelhantes nos sitios de inicio da
transcrigdo, porém sdo diferentes no restante da seqiiéncia (BOBEK ef al., 1982).
A homologia entre dsRNAs de isolados provenientes de localidades
geograficamente distantes ndo ¢ esperada devido ao fato de que os micovirus
estdo sujeitos a uma forte deriva genética na auséncia de mecanismos de edicdo
na sua replicagdo (HOLLAND et al., 1982). No fungo Chalara elegans, 36
isolados que continham dsRNA, foram classificados em 9 grupos segundo a
similaridade do perfil de bandeamento em eletroforese, porém, experimentos de
hibridizagdo revelaram alguma homologia em um componente dsRNA entre 8
dos isolados (BOTTACIN et al., 1994). Por outro lado, ZELIKOVITCH et al.
(1990) detectaram alta homologia entre dsRNAs provenientes de diferentes
isolados geograficos de Septoria tritici.
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Para determinar a variabilidade genética dos dsRNAs presentes em uma
populacdo de C. parasitica foram empregados "primers" obtidos para uma regido
conservada da linhagem norte-americana NB58. Foi obtida uma banda de
amplificagdo de tamanho esperado em todos exceto um isolado. Nem o dsRNA
da linhagem Européia EP713 nem o de outras linhagens norte-americanas foram
amplificadas com estes "primers". Foi determinada a seqiiéncia de nucleotideoss
do fragimiahto de DNA amplificado e foram construidas arvores filiogenéticas que
indicaram que todos os isolados NB58 estavam estreitamente relacionados e
facilmente distinguiveis de EP713. Na regido seqiienciada de dsRNAs, procedentes
de fungos isolados de diferentes castanheiras, nenhum foi idéntico, contudo o
dsRNA NB58, isolado em 1992, foi idéntico ao original isolado em 1988 da
mesma arvore. Isto sugere que ha uma deriva genética significativa entre as
seqiiéncias de dsRNA ainda dentro de uma pequena populagdo de C. parasitica,
mas que existe conservagao dentro das hifas do fungo (CHUNG ez al., 1994).

1.1.6.4. Organizacio genética dos Hipovirus

A primeira evidéncia na organizagdo estrutural geral dos dsRNA
associados a hipoviruléncia, foi provida por HIREMATH ef al., (1986) como
resultado da analise direta das regides terminais de componentes dsRNA
presentes no isolado hipovirulento EP713 de C. parasitica. A extremidade 5° do
dsRNA possui uma cauda de poli(A") pareada com poli(U"), enquanto que o
terminal 3° apresenta uma seqiiéncia consenso de 28 nt. TARTAGLIA et al.
(1986) relatam uma organizacdo similar para as regides terminais do isolado
hipovirulento norte-americano GH2, provendo a primeira indicagdo de
propriedades estruturais comuns para diferentes dsRNAs associados a
hipoviruléncia. No dsRNA da linhagem GH2 foram identificadas seqiiéncias
motivo claramente semelhantes aquelas encontradas na linhagem EP713
(DURBAHN et al., 1996). Hibridizagdes com o isolado norte-americano NB58
de C. parasitica indicaram similaridade de seqii€ncias € uma organizag¢do similar
ao isolado EP713, contudo n@o foi detectada hibridizagdo com nenhum outro
isolado norte-americano, sugerindo uma origem européia para o isolado NB58
(HILLMAN et al., 1992). Porém, usando "primers" para uma regido conservada
da linhagem NB58 o dsRNA de EP713 ndo foi obtido fragmento de amplificagao
(CHUNG et al., 1994). O dsRNA do isolado NB58 e o componente dsRNA
maior do virus do isolado EP713 apresentam identidade de seqiiéncia de 60%.
Seqiiéncias motivo associadas com helicases e RNA polimerases sdo altamente
conservadas entre as duas linhagens e se localizam em posigdes genOmicas
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similares (HILLMAN et al., 1994). Viarios dsRNA de isolados hipovirulentos
apresentam tamanho entre 2,5 e¢ 7 kb, sugerindo uma organizagdo bastante
diferente da observada no isolado hipovirulento EP713 (PAUL e FULBRIGHT,
1988). O isolado norte-americano C-18 contém 11 componentes dsRNA com
peso molecular variando de 1 a 5 kb. Clones de cDNA néo hibridizaram com
nenhum outro dsRNA associado a hipoviruléncia (ENEBAK et al., 1994). Isto
sugere que nem todos os dsSRNAs associados com a hipoviruléncia tém a mesma
organizacao genética do componente dsRNA L de EP713 (NUSS, 1992).

1.2. O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin, assim denominado em 1883, ¢
um fungo filamentoso Deuteromiceto da familia Moniliaceae (HAWKSWORTH
et al., 1983) que possui a capacidade de infectar e matar uma variedade de insetos
e € utilizado no controle bioldgico de pragas.

Se) estima fque M. anisopliae infecte mais de 300 espécies de insetos
(FERRON, 1978). Isolados de M. anisopliae tém sido utilizados para o controle
biolégico de cigarrinhas de cana-de-agucar (Mahanarva posticata), cigarrinha de
pastagens (Deois flavopicta e Zulia entreriana), broca da cana (Diatraea
saccharalis), percevejos da soja (géneros Nezara e Piezodorus), Cosmopolites
sordidus em bananeira, bicudo do algodoeiro e broca do café (H. hampei). Em
trabalhos experimentais o fungo foi testado com sucesso sobre larvas de Musca
domestica e percevejos da familia Reduviidae, vetores da doenga de Chagas
(ALVES, 1986).

O processo de infeccdo no hospedeiro ocorre em fases sucessivas de
germinacdo, diferenciacdo, penetragdo, colonizagdo, reproducdo e disseminagdo.
(Figura 1, ALVES, 1986; SCHRANK et al., 1993). O processo ¢ iniciado pela
germinacdo dos esporos sobre a cuticula do inseto. Na superficie do esporo, ainda
ndo germinado, foi detectada a presenga de enzimas tais como lipases, quitinases
e proteases. Tais enzimas tém efeito na aquisi¢do preliminar de nutrientes e
também causam modificagdes superficiais das camadas mais externas da cuticula
do inseto (ST. LEGER, et al., 1991b). O esporo germina e a formacgdo do tubo
germinativo € interrompida para a formag¢do do apressorio, que é uma estrutura
especializada de penetracdo, estimulada pelo contato fisico com a cuticula do
inseto (ST. LEGER et al., 1990). Esse estimulo também ¢€ sensivel a alteragoes da
superficie, indicando um possivel mecanismo pelo qual o patdégeno reconhece seu
hospedeiro (ST. LEGER et al., 1991b).
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Figura 1. Representagdo esquematica do ciclo das relagdes patogeno-hospedeiro
do fungo Metarhizium anisopliae no inseto (SCHRANK et al., 1993).
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Ap6s a formacgdo do apressorio ocorre o desenvolvimento das estruturas

conhecidas como grampos de penetragdo (ST LEGER er al., 1991b). Evidéncias
de ultra-estrutura e histoquimicas sugerem que a etapa de penetragdo ocorre por
uma combinagdo de degradacdo enzimatica e pressdo mecénica (ST. LEGER et
al., 1988a). Neste processo sdo produzidas algumas enzimas como lipases,
quitinases e proteases (KUCERA, 1980; ALVES, 1986; ST. LEGER et al.,
1986a, b, 1988b, 1991a). As proteases sdo detectadas antes das enzimas
quitinoliticas, em um periodo inferior a 24 horas apos o inicio da formagdo do
tubo germinativo. O aparecimento tardio das quitinases €, presumivelmente,
resultado da indug@o pela quitina existente na cuticula dos insetos, que s6 é
exposta ao fungo apos a digestdo das proteinas a ela complexadas (ST. LEGER et
al., 1986a). Algumas das enzimas envolvidas na degradacdo da carapaga do
inseto foram isoladas e analisadas em relagdo a afinidade pela cuticula como
substrato (ST. LEGER er al., 1986b, 1988a, 1989, 1991b, 1992a). Foi também
clonado e caracterizado por ST. LEGER et al. (1992b) o gene ssgA (“starvation
stress gene”) a partir de culturas com caréncia de nutrientes. Trés tipos distintos
de proteinases, produzidas por M. anisopliae durante o crescimento na cuticula
do inseto, foram detectadas por ST. LEGER et al. (1994) e genes para proteases
foram clonados (ST. LEGER et al., 1992c; SMITHSON et al., 1995).

ApoOs o processo de penetracdo o fungo inicia o processo de colonizagido
do hospedeiro. As hifas que penetram sofrem um engrossamento e se ramificam,
inicialmente no tegumento do inseto e posteriormente na cavidade geral do corpo,
liberando toxinas e ocasionando a sua morte. A fun¢do das toxinas sintetizadas
nesta etapa, como as dextruxinas e citocalasinas, ndo € completamente entendida,
provavelmente seus efeitos sdo imobilizar ou matar o inseto auxiliando o fungo a
colonizar completamente o hospedeiro ap6s a penetracio (ROBERTS, 1981).
Apo6s a morte do inseto, as hifas crescem invadindo os diversos 6rgédos internos.
O micélio, entdo emerge do corpo do inseto produzindo esporos que poderdo ser
disseminados para infectar outros individuos.

A grande variabilidade genética que’ apresenta esta espécie, resulta no
aparecimento de muitas ragas com diferentes graus de viruléncia, especificidade,
produg¢do de conidios e resisténcia a luz ultravioleta (ALVES, 1986). A
entomopatogenicidade de M. anisopliae, é dependente de um relacionamento
complexo entre as habilidades do fungo para germinar e penetrar na cuticula e a
habilidade do inseto em evitar o crescimento do fungo. Linhagens patogénicas de
Metarhizium para uma espécie particular de hospedeiro, podem ndo mostrar as
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mesmas caracteristicas de patogenicidade em outras espécies de insetos
(HUXHAM et al., 1989).

A diferenciagdo de estruturas de infeccdo sobre M. amisopliae ocorre
somente em resposta a estimulos especificos relacionados ao hospedeiro, e como
tal, este fungo pode servir como um sistema modelo para o entendimento dos
sinais de indugdo, controle de crescimento e diferenciagdo celular em fungos (ST.
LEGER et al., 1990).

A utilizagdo de fungos entomopatogénicos para o controle de insetos praga
oferece uma estratégia ecologicamente aceitavel. Os maiores obstaculos para a
sua aplicagdo incluem a eficacia variavel devido a parametros ambientais,
temperatura e umidade, e desenvolvimento de técnicas de formulagdo viaveis.

Além dos estudos de patogenicidade, estudos a nivel de obtengdo de-
mutantes, fusdo de protoplastos e desenvolvimento de sistemas de transformagao
(AL AIDROOS, 1980; MESSIAS e AZEVEDO, 1980; ST. LEGER et al., 1995;
BOGO et al., 1996b) tém sido realizados. Estes estudos tém contribuido para uma
melhor compreensdo da biologia do fungo e para a obtengdo de linhagens
potencialmente mais eficazes no controle biologico (AZEVEDO et al., 1987; ST.
LEGER et al., 1996). Diferentes genes de M. anisopliae foram isolados e
caracterizados. Entre eles, genes envolvidos na sintese de triptofano (gene 7TrpC,
SILVA e SCHRANK, 1994), na sintese de tubulina (gene Btub, BOGO et al,
1993b), na sintese de superoxido dismutases (gene sodl, SCHRANK et al., 1993)
e relacionados ao metabolismo de radicais de oxigénio (gene srg, PINTO JR.,
1994), genes envolvidos na sintese de quitinase (gene chitl, BARRETO et al,
1994b), no estresse (gene ssgA, ST. LEGER ef al., 1992b), e na degradagdo da
cuticula de insetos (ST. LEGER ef al., 1992a).

1.3. Micovirus em Metarhizium anisopliae

As linhagens de Metarhizium anisopliae mais utilizadas em controle
bioldgico no Brasil pertencem a cole¢do do Prof. Jodo Lucio de AZEVEDO
(ESALQ-USP), tendo sido isoladas de insetos, em diversos estados brasileiros.
Recentemente, em algumas destas linhagens, foram detectados dsRNAs com
diferentes perfis eletroforéticos (BOGO et al, 1996a). Na linhagem RJ foram
observadas particulas virais isométricas associadas aos dsRNAs. Em
conidiosporos e micélio desta linhagem foram detectados treze componentes
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dsRNA que variam de 600 a 3.400 pb. No virus purificado esta presente uma
proteina de 45 kDa que provavelmente ¢ a proteina do capsideo. Em vérias
linhagens de M. anisopliae nédo foi possivel detectar dSRNAs por eletroforese e se
acredita que estdo livres de infecgdo viral (BOGO et al, 1996a). LEAL et al.
(1994) relataram a presenca de dsRNAs em dois isolados de Metarhizium
anisopliae provenientes do Brasil, V215 e V291, com dsRNAs variando de 0,75 a
3,5 kb. Ambos isolados apresentam particulas de 33 nm de diametro.

Em M. anisopliae tem sido observada a perda da infectividade em algumas
linhagens altamente patogénicas (J. L. de AZEVEDO, comunicagdo pessoal).
Este fendbmeno esta provavelmente relacionado a alteragbes genéticas ocorridas
nestas linhagens, mas os mecanismos envolvidos ndo foram ainda elucidados.
Como as linhagens do fungo, infectadas ou ndo com micovirus, sdo isolados
independentes e apresentam niveis diferentes de entomopatogenicidade, a simples
comparagdo entre elas ndo permite nenhuma conclusdo em termos da associagdo
entre a infecgdo viral e a perda da entomopatogenicidade. Estas comparagdes
dependem da possibilidade de se infectar linhagens livres de micovirus ou de
curar 0 dsRNA de linhagens infectadas. Entretanto, todos os micovirus até o
presente estudados, sdo incapazes de penetrar ativamente c€lulas de fungos. A
transmissdo das particulas virais, ou dos dsRNAs, ocorre por via citoplasmatica
ou através de anastomose entre hifas infectadas e ndo infectadas. Experimentos
preliminares demonstraram que a simples anastomose entre hifas de M
anisopliae ndo possibilitam a transmissdo viral (BOGO et al., 1996a). Estudos de
transformagdo em M. anisopliae sugerem que a técnica de bombardeamento com
particulas € mais eficiente que os métodos tradicionais (BOGO et al., 1996b), e
portanto esta ¢ uma metodologia que tem grande potencial para infecgdo de
células de M. anisopliae com preparagdes virais.

O presente trabalho € parte de um projeto mais amplo que visa estudar o
processo de infecgdo do fungo entomopatogénico M. anisopliae. Neste sentido, ¢
importante compreender os determinantes da variabilidade génica e da
entomopatogenicidade, e avaliar a relagdo entre a presenga de micovirus e as
alteragdes fenotipicas decorrentes. Este trabalho amplia os conhecimentos dos
micovirus presentes em M. anisopliae e procura metodologias para sua
transmissdo artificial ¢ partiu dos seguintes objetivos:




1.4. Objetivos Gerais

Caracterizar os micovirus presentes em algumas linhagens de Metarhizium
anisopliae.
Testar o método de biobalistica na transmissao artificial de micovirus.

S

.5. Objetivos Especificos

e Caracterizar os micovirus presentes em diferentes linhagens de M. anisopliae,
analisar suas proteinas e os perfis eletroforéticos dos dsRNAs.

e Determinar a homologia entre os componentes dsRNA de diferentes linhagens
de M. anisopliae € entre 0s componentes dsRNA em cada linhagem.

e Verificar as relagdes sorologicas destes micovirus.

e Transmitir os micovirus para linhagens livres de virus atraves de biolistica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Organismos e plasmideos

2.1.1. Linhagens de fungos

Foram utilizadas as linhagens selvagens E6, E9 , M5 , MT , Al e RJ de
Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROKIN, gentilmente cedidas pelo Prof.
J. L. de AZEVEDO (ESALQ, USP, Brasil). As linhagens E6, E9 (estado de
origem Espirito Santo) e RJ (estado de origem Rio de Janeiro) foram
originalmente isoladas de Deois flavopicta (Homoptera, Cercopidea) e se
encontram descritas em BAGAGLI (1987). As linhagens MT, M5 e Al foram
originalmente isoladas nos estados do Mato Grosso do Sul, Pernambuco e
Alagoas, respectivamente. Durante a execugdo deste trabalho foi obtida,
espontaneamente, uma variante derivada da linhagem RJ. Esta variante, que
apresenta uma alteragdo nos componentes dsRNA e na morfologia da colonia foi
denominada linhagem RJd (deletada). A linhagem RJ original foi denominada
RJc (completa). Utilizamos ainda uma outra linhagem RJ, denominada RJwt,
mantida em passagens sucessivas em insetos no laboratorio da ESALQ (J.L.
AZEVEDO, comunicagdo pessoal).

A linhagem- de Aspergillus niger 1.003, gentilmente cedida pelo Dr. L.
FERENCZY (Department of Microbiology, Atila Jézsef University, Hungary),
portadora de micovirus (BUCK et al., 1973), foi utilizada como controle e
marcador de peso molecular dsSRNA (VAGVOLGY et al., 1993).

2.1.2. Linhagens de bactérias e plasmideos

Foi utilizada a cepa XL1-BLUE (Stratagene) derivada de E. coli K12,
como hospedeira de plasmideos.

O plasmideo com marca de sele¢do Amp! utilizado foi pUC18 (VIEIRA e
MESSING, 1982). O plasmideo pBT6 (ORBACH et al., 1986) contém o gene
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que codifica 8 uma B-tubulina de Neurospora crassa resistente ao benomil. O
fago AclI857 foi obtido do Cenbiot (Centro de Biotecnologia, UFRGS).

2.2. Solugdes e tampoes

As solugdes e os tampdes foram preparados segundo SAMBROOK et al.,
1989, com égua tridestilada ou Milli-Q, autoclavada, fervida ou tratada com DEPC.

2.2.1. Salina/Tween 80

NaCl 0,85%
Tween 80 0,5%

A solugdo foi esterilizada por filtragdo em filtro de nitrato de
celulose 0,45 pm (Sartorius AG).

2.2.2. Tampao de amostra SX para proteinas

Tris-HC1 0,625 M (pH 6.8)
Azul de bromofenol 0,2%
SDS 2,3%

Glicerol 10%
B-mercaptoetanol 5%

2.2.3. Tris-glicina/SDS (a)

Tris 25 mM
Glicina 250 mM
SDS 0.1%

pH 8.3 ou pH 8,9

2.2.4. Solucio de fixacao
Acido acético 5%
Metanol 10%
2.2.5. Solucio de azul de coomassie R250

Azul de coomassie R-250 1%
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Acido acético 10%
Metanol 50%
2.2.6. Solucao A de azul de coomassie coloidal

Azul de coomassie G-250 0,1%
Acido fosforico 2%
Sulfato de amodnio 10%

2.2.7. Solucdo oxidante

Dicromato de potasio 0,0034 M
Acido nitrico 0,0032 N

2.2.8. Solucio redutora

Carbonato de sodio 0,28 M
Formaldeido 37% (Adicionar | pl/ml de solugdo no momento do
uso)

2.2.9. Tris-glicina/SDS (b)

Tris 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0,1%

pH 8.3

2.2.10. Tampéo de transferéncia

Tris 15,6 mM
Glicina 120 mM

_ Metanol 20%
- pH 8.1 ou pH 8.4

2.2.11. Ponceau S

3 Ponceau S 2 %
] Acido tricloroacético 30%
Acido sulfossalicilico 30%
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2.2.12. Amido "black"

Amido "black" 10B 0,5%
Acido acético 10%
Metanol 45%

2.2.13. TBS

Tris-HCI 20 mM (pH 7.4)
NaCl 150 mM

2.2.14. "Blotto" (JOHNSON et al., 1984)

Leite em po desnatado diluido em TBS ou PBS para concentracdo
de 5%.

2.2.15. Tampao de revelacao

Tris-HCI 50 mM (pH 9.8)
MgCl? 4 mM

2.2.16. Tampao de extracao

Tris-HCI 200mM (pH 8,0)
NaCl 250 mM

EDTA 25 mM (pH 8,2)
SDS 1%

2.2.17. Fenol-cloroformio

Fenol saturado com Tris-HCl 50mM (pH 8,0), adicionado de 1
volume de cloroférmio.
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2.2.18. TE

Tris-HCI 10 mM (pH 7.5 ou pH 8,0)
EDTA 0,1 mM (pH 8,0)
pH 7,5 ou pH 8.0

2.2.19. Tampio de reacao DNasel

Tris-HC10,5M (pH 7.6)
MgClp 0,1 M

2.2.20. Solucio de armazenamento DNasel

NaCl 0,15 M
Glicerol 50%

2.2.21. Tampio de reaciio Nuclease S1 10X

NaCl 2 M

Acetato de sodio 0,5 M (pH 4.5)
ZnS0O4 10 mM

Glicerol 5%

2.2.22. Tampio STE

NaCl 0,1 M
Tris-HC1 0,05 M
EDTA 0,001 M
pH 6.8

2.2.23. TAE

Tris-acetato 40 mM
EDTA 1 mM
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2.2.24. TEB

Tris 89 mM
EDTA 2,5 mM
H3BO4 89 mM
pH 8.2

2.2.25. Tampdo de amostra para AN 6X

Azul de bromofenol 0,25%
Xileno cianol FF 0,25%
Ficoll (tipo 400, Pharmacia) 15%

2.2.26. Soluc¢io estoque de acrilamida

Acrilamida 30%
Bisacrilamida 0,8%

2.2.27. Agua/ DEPC

> Agua tridestilada ou Mili-Q tratada com DEPC 0,1% a 37°C 18 h,
" posteriormente autoclavada.

2.2.28. Solugao de desnaturacio

NaOH 500 mM
NaCl 1,5M

2.2.29. Solugao de neutralizagao

Tris-HCI 1 M (pH 7,0)
NaCl 1,5 M

== 2.2.30. SSC 20X

NaCl3 M

(W8]
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Citrato de sodio 0,3 M

2.2.31. Solucio de pré-hibridizacao

SSPE 5X pH7.4 20%
Denhardt 5X 20%
SDS 0.5%

v

2.2.33. Denhardt 50X

Ficoll 400 1%
Polivinilpirrolidona 1%
BSA 1%

2.3. Enzimas

As enzimas transcriptase reversa, RNase A, DNase I, Nuclease S,, ¢ as
enzimas de restri¢do Alul ¢ HindlIl, foram obtidas das empresas: BRL (Bethesda
Resserch Laboratories, Inc.), Biolabs (New England Biolabs, Inc.), Boehringer
(Boehringer Mannheim, Gmb H), Cenbiot (Centro de Biotecnologia, UFRGS),
Pharmacia (Pharmacia, Inc.), Promega (Promega Corp.) e USB (United States
Biochemical Corp.).

As solugoes de RNase A, DNase I e Nuclease S, foram preparadas e
utilizadas segundo SAMBROOK et al., (1989).

2.4. Fungicidas

A droga Benomil (Benlat) foi dissolvida (5 mg/ml) em etanol 70% e
armazenada a temperatura ambiente.

2.5. Meios de cultura
2.5.1. Meios de cultura para Escherichia coli

: Foram utilizados para o crescimento e manutengio das bactérias os meios
L TSB (Oxoid), LB e YT liquido ou sélido (1,5% agar), e meio SOC liquido,
preparados segundo SAMBROOK et al., 1989.
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2.5.2. Meio de cultura para Metarhizium anisopliae

O meio de cultivo utilizado foi o meio de Cove Completo (MCCQC),
composto de:

NaNO3 0,60%

Glicose 1,00%

Peptona 0,20% »
= Casaminoacidos 0,15%

Extrato de levedura 0,05%

Apos esterilizagdo por autoclavag@do foram adiconados, assepticamente, 20
ml/l de solugdo de sais de 400 ml/I de solugdo de elementos tragos.

Solugao de sais

KCl 26 g/l
MgS04.7Hp0 26 g/l
KH>POy 76 g/l

Solugdo de elementos tragos

NayB407.10H>O 40 mg/l
CuS04.5H>0 400 mg/
FeSOy4 10 mg/1
. MnS04.2H,0 800 mg/l
NaMoy4.2H70O 800 mg/l

ZnS04.7H,0 800 mg/l

2.6. Crescimento e manutencio dos organismos

As linhagens de bactérias foram mantidas segundo SAMBROOK er al.,
(1989).

Esporos dos fungos foram semeados em placas de Petri contendo meio

MCC sélido (2.5.2) e incubados a 28-30°C até a esporulagio. Com o auxilio da

= alga de Drigalsky, os esporos foram ressuspendidos em & ml de solucdo
Salina/ Tween 80 (2.2.1). A suspensdo foi homogeneizada em vortex, filtrada em

la de vidro estéril e centrifuigada a 5.000 rpm por 5m. Os esporos foram
ressuspendidos em 5ml de solugdo Salina/ Tween 80. A suspensdo foi

35




quantificada em Camara de Neubauer, diluida para 108 a 109 esporos/ml, e
armazenada a 4°C por até duas semanas.

Os fungos foram estocados como esporos a temperatura ambiente ou
crescidos até esporulagdo em MCC (2.5.2) e mantidos a 4°C por 2-5 meses.

Para a obtengdo de micélio em fase exponencial de crescimento, 250 ml de
MCC (2.5.2) foram inoculados com 106 esporos/ml e incubados a 28°C com
agitacdo rotativa (130 rpm) durante 48 h. O micélio foi coletado por filtra¢do e
lavado com 2 volumes de &agua bidestilada esterilizada em autoclave. O
rendimento variou entre 2-6 g de micélio dependendo da linhagem.

2.7. Isolamento de particulas virais de Metarhizium anisopliae

Cada experimento de purificacdo foi realizado com pelo menos quatro
linhagens de Metarhizium anisopliae, as trés infectadas com micovirus (RJ, Al e
M5) e pelo menos uma sem micovirus (E6, E9 e/ou MT). As purificagdes dos
micovirus foram realizadas a partir de micélio crescido, filtrado e lavado como
descrito no item 2.6.

2.7.1. Purificacio parcial

O micélio foi pesado e macerado em gral em presenca de tampado fosfato
de potassio 0,1 M pH 7,0 (40 ml/ 4 g de micélio filtrado). As células foram
rompidas por agitacdo vigorosa com 1 volume de pérolas de vidro estéreis,
agitando-se durante 1 min com intervalos de 1 min em banho de gelo, por 10
vezes. O homogenato foi clarificado por centrifugacdo (10.000g 30 min; 10.000g
10 min). A suspensdo foi ultacentrifugada em Rotor Sorvall A641, 32.000 rpm,
4°C, durante 2 h. O sedimento foi ressuspendido em 1,5 ml de tampdo fosfato de
potassio 0,05 M pH 7,0 (2 h a 4°C) e a suspensdo foi clarificada 2 ou 3 vezes por
centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 min em microcentrifuga (Spin II, Incibras).

2.7.2. Purificacdo com PEG e gradientes de densidade de CsCl

O micélio obtido segundo descrito no item 2.6 foi homogeneizado e
clarificado (2.7.1). A suspensdo foi precipitada com PEG (6.000 ou 8.000) 6%/
cloreto de sodio 0,15 M com agitagdo suave durante 2h a 49C seguido de




centrifugacdo a 17.000 rpm (rotor Sorvall SS34) por 20 min. O sedimento foi
ressuspendido em 2 ml de tampdo fosfato de potassio 0,05 M pH 7,0, clarificado
a 10.000g durante 10 min e aplicado em gradiente pré-formado de cloreto de
césio de 6,3; 10; 20; 30; 40: 50 e 69% w/v. Os gradientes foram centrifugados a
25.000 rpm em rotor Sorvall AH629 durante 3 h a 49C. Coletaram-se as bandas
visiveis mediante luz incidente sobre o tubo de gradiente e as fra¢des de E6, E9
e/o MT que correspondiam aproximadamente as mesmas densidades das bandas
dos tratamentos com micovirus. Aliquotas de 10 a 100 ul de cada banda foram
usadas em analises posteriores.

2.7.3. Purificacao mediante gradientes isopicnicos

Ao micovirus parcialmente purificado por ultracentrifugagédo, ou as bandas
coletadas do gradiente pré-formado (aproximadamente 0,5 ml) foram adicionados
1 mM PMSF e uma solugido de CsCl 69% w/v em tampdo fosfato de potassio
0,05 M pH 7,0. Posteriormente foi centrifugado em rotor Sorvall AH 650 a
40.000 rpm durante 24 h a 25°C. O gradiente em equilibrio foi fracionado com
bomba peristaltica em fragdes de 200 pl. Foram separadas aliquotas de 20 pl para
se obter o indice de refragdo para o célculo da densidade, e 20 ul para sua
observagdo ao microscopio eletrénico, para analise de proteinas e dsRNA. O
volume restante foi diluido até 1.000 ul para leitura em espectrofotémetro e para
analise do conteudo de dsRNA de cada fracdo.

2.8. Analise das particulas virais

2.8.1. Espectrofotometria e calculo da densidade das fracdes dos gradientes
de CsCl

As fragdes do gradiente ou os micovirus precipitados e ressuspendidos em
tampao fosfato 0,05 M pH 7, foram analisadas em espectrofotometro entre 300 e
230 nm. Desta varredura, foram obtidas as absorbancias méaximas, minimas,

A280, A260 € A240 ¢ as relagdes A260/280 ¢ A260/240 -

O indice de refragdo foi obtido em refratometro (ABBE 3 L, Bausch &
Lomb) com 20 pl das preparagdes, e corrigido de acordo com DOBROTA e
HINTON (1992), mediante a formula:
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n corrigido = 1 observado - (1 tampdo - n| dgua)

~ sendo 1 o indice de refracdo. Utilizando-se a formula

p=(am)-b

(DOBROTA e HINTON, 1992) obteve-se a densidade da preparac¢do ou fragao,
onde p € a densidade em g/ml, e os coeficientes a e b para CsCl variam de acordo
com a temperatura, segundo a tabela 1:

Tabela 1. Coeficientes a e b para CsCl utilizados na obtengdo de densidade de
uma preparagao.

temperatura coeficientes densidade
n p a b (g/ml)
20 20 10.9276 13.593 1.2-1.9
25 25 10.8601 13.497 1.3-19

2.8.2. Microscopia eletronica

As preparagdes de micovirus foram observadas em microscopio eletrénico
(ME) para verificar a presenca de VLPs e sua pureza. Para proceder a coloragio
negativa, 5 pul das amostras foram incubadas por 1 min em telas cobertas com
Formvar e -carbonizadas, lavadas com agua destilada, e contrastadas
negativamente com acetato de uranila 2%. Todas as preparagdes foram realizadas
em duplicata e examinadas em um microscopio eletronico de transmissao JEOL
JEM 100C (Centro de ME da UnB) em magnificagdo de 26.000 e 50.000X.

Nas preparagdes de MaV-RJd foram medidas ao menos 100 particulas de
cada fracdo; no caso de MaV-M5 e MaV—A],‘onde a concentragdo era menor,
foram medidas 25 e 15 particulas, respectivamente.
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2.9. Analise de proteinas
2.9.1. Preparo de extratos protéicos totais

A cada 0,5g de micélio das diferentes linhagens de Metarhizium
anisopliae, crescidas e coletadas como descrito no item 2.6, foram adicionados
2ml de agua destilada e 1 volume de pérolas de vidro esterilizadas. Apds
agitacdo vigorosa por | min e a suspensdo ficou em repouso em banho de gelo
durante 1 min. O processo se repetiu por 10 vezes e os debris foram separados em
microcentrifuga durante 1 min. O sobrenadante foi sonicado em gelo durante
10 s, intercalado por periodo de repouso por 10 s. O processo se repetiu 6 vezes e
a suspensdo foi clarificada por centrifugagao.

2.9.2. Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida-SDS

Extratos totais de micélio, micovirus parcialmente purificado ou diferentes
fracdes de micovirus purificado, foram analisados quanto a presenga de proteinas.

Foi utilizado o sistema de eletroforese descontinua em condi¢des
desnaturantes em gel de poliacrilamida-SDS (LAEMMLI, 1970). Foram
utilizadas concentragdes de acrilamida de 10% para o gel de corrida e 5% para o
gel de empilhamento. As dimensdes dos géis eram de 8 cm x 9,5 cm, 12 cm x 16
cmou 17 x 20 cm, todos com espessura de 0,8 mm.

As amostras a serem analisadas eram adicionados 0,2 volumes de tampéo
de amostra 5X para proteina (2.2.2) com B-mercaptoetanol, para eletroforese em
condi¢des redutoras. As amostras eram aquecidas a 100°C, por 3 min, antes da
aplicagdo no gel. A eletroforese era realizada em tampédo Tris-glicina/SDS (a)
(2.2.3) pH 8.3 a 100 V para o gel de empilhamento ¢ a 200 V para o gel de
separagao.

As estimativas do peso molecular das proteinas foram feitas por
comparagdo com padrdes de peso molecular aplicados nos géis, sempre em
condi¢des redutoras. Os padrdes de peso molecular eram: lisozima (14,3 kDa); -
lactoalbumina (18,4 kDa); tripsinogénio (24 kDa); pepsina (34,7 kDa);
ovoalbumina (45 kDa); e albumina bovina (66 kDa) (Sigma MW-SDS-70) ou
fosforilase b (94 kDa), albumina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anhidrase




carbonica (30 kDa), mibidor de tripsina (21,1 kDa) e lactoalbimina 14,4 kDa
(LMW Pharmacia).

2.9.3. Coloracdes de proteinas

Para visualizagdo das proteinas, apos a eletroforese, os géis foram corados
com azul de comassie ou nitrato de prata.

2.9.3.1. Coloracao com azul de comassie R 250

O gel era fixado em solugdo de fixacdo (2.2.4) a 65°C, por 15 min. Apés a
fixagdo eram adicionados 0,1 volumes de solugdo de azul de comassie R250
(2.2.5) e procedia-se a incubagdo por 15 min, a 65°C. O gel era descorado com
uma solugdo de acido acético a 7%.

2.9.3.2. Coloracdao com azul de comassie coloidal

O gel foi imerso em 80% de solucdo A (2.2.6)/ 20% metanol, a
temperatura ambiente por 4-18 h, e posteriormente foi descorado com 20%
metanol.

2.9.3.3. Colorag¢ao com nitrato de prata

Para a coloragdo com nitrato de prata, o gel era fixado em A4cido
tricloroacético 10% durante 30 min a 4°C, lavado 3 vezes por 5 min em etanol
10% /acido acético 5% e mergulhado em solucdo oxidante (2.2.7) durante 5 min.
Apos lavagem com dgua destilada 2 vezes por 5 min o gel era imerso em solugdo
de AgNO3 0,011M por 20 min, no escuro. Procedia-se a uma nova lavagem com
agua e incubacdo em solugdo redutora (2.2.8) durante 30 s, até o aparecimento
das bandas. A reacédo era parada com acido acético 5%.
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2.10. Sorologia

2.10.1. Obtencéio de antisoros
2.10.1.1. Preparacao de antigenos

Os virus parcialmente purificados (2.7.1), foram ressuspendidos em 1 ml
de tampdo fosfato de potassio 0,05 M pH 7 e clarificados a 12.000 rpm, por 5 min
(microcentrifuga Spin II, Incibras).

As preparagdes virais obtidas das fragdes de gradientes de densidade em
CsCl foram centrifugadas em rotor Sorvall T875 a 37.000 rpm (100.000g)
durante 1 h, e o precipitado ressuspenso em 1 ml do mesmo tamp@o.

Antes de ser emulsionado com o coadjuvante oleoso, a concentragdo de
antigeno de cada preparacdo foi estimada por absorbancia relativa a 260 nm, e
seu conteudo de proteinas e de dsRNA analisados em géis por eletroforese.

2.10.1.2. Imunizacoes

Coelhos brancos (Nova Zelandia), de 4-5 meses foram imunizados com as
preparagdes de antigenos (2.10.1.1), de acordo com o protocolo da Figura 2.
Antes das imuniza¢des, foram coletados 3-5 ml de sangue de cada um dos trés
animais, por sangria da orelha para a obtengdo de soro normal (soro pré-imune).

Os antisoros foram produzidos mediante 3 imunizag¢des com intervalos de
13 dias. Na administragdo das doses, a solugdo de antigeno foi emulsionada com
adjuvante incompleto de Freund (Sigma) na proporgdo 1/1 e administrado em seis
injegdes subcutaneas distribuidas nas costas do animal. A primeira imunizagao
foi realizada com micovirus parcialmente purificado, sendo que as seguintes
foram realizadas com micovirus purificados em gradientes de CsCl. No sétimo
dia ap6s a administracdo da terceira dose, foram coletados 10 ml de sangue de
cada um dos animais, por sangria da orelha.

Uma injegdo "booster" de iguais caracteristicas das anteriores, 29 dias
depois da altima imunizagdo, foi seguida de sangria de prova aos 7 dias. Se o
soro possuia anticorpos em concentragdo adequada, a sangria total era realizada
dois dias depois (coelho imunizado com micovirus MaV-RJ). Os coelhos cujos
soros ndo apresentavam titulo apreciavel de anticorpos (coelhos inoculados com
0s micovirus MaV-Al e MaV-MS5), foram tratados com outras duas injecdes
endovenosas, sem coadjuvante, e a sangria total era realizada dois dias apods a
ultima imunizagao.
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dia imunizagio / sangria

0 extragdo do soro pré-imune (soro normal)

0 1° injegdo subcutanea com coadjuvante incompleto de Freund

13 2° injecgdo subcutdnea com coadjuvante incompleto de Freund

26 3° inje¢do subcutdnea com coadjuvante incompleto de Freund
3 1° sangria de prova

62 4° injecgdo subcutanea com coadjuvante incompleto de Freund

69 2° sangria de prova

71 sangria total

71 1° injecdo endovenosa

75 2° injecdo endovenosa

T sangria total

Figura 2: Esquema da imunizagdo para obtengdo de antisoros contra particulas
virais isoladas das trés linhagens infetadas de Metarhizium anisopliae.

Apos a coleta, cada amostra de sangue era incubada a 30°C, por 3-4 hou a
4°C por 18 h. Apos a remogdo do coagulo. o material era centrifugado a 10.000
rpm, por 10 min, a 4°C (rotor Sorvall SS34), e o soro era recolhido e
armazenado. A armazenagem dos soros era feita em aliquotas de 1,5 ml
adicionadas de azida sddica 1/5.000 e mantidas congeladas a -20°C.

Todos os testes foram realizados no minimo em duplicata. Os testes de
dupla difusdo em agar (DD) (OUCHTERLONY, 1958) e de imunoprecipitagdo
em campo escuro (aglutinagdo em lamina) (OLIVEIRA LIMA et al., 1970) foram
realizados antes de se dar seguimento ao esquema de imuniza¢do nas sangrias de
prova, enquanto que para a titulagdo dos soros foram feitos os testes de
microprecipitagdo (VAN SLOGTEREN, 1955) e dupla difusdo em é4gar.

Os testes de imunoprecipitagdo em campo escuro foram realizados
colocando-se uma gota de antisoro € uma gota de antigeno entre a lamina e a
laminula. Em seguida, observou-se ao microscopio em campo escuro. Os testes
de dupla difusdo foram realizados utilizando-se ion-agar n° 2 (DIFCO) 0,7%,
NaCl 0,8%, NaN; 0,05% em tampao fosfato de potdssio 0,01 M pH 7. Antigenos
e anticorpos foram colocados em orificios de 0.4 mm feitos no agar, distanciados
entre si 0.4 pl, segundo o desenho da Figura 40 A e B. A reagdo se manteve a
temperatura ambiente em camara imida e a leitura foi feita as 24 h e 48 h, com a
ajuda de luz incidente. A prova de microprecipitagdo foi realizada colocando-se




10 pl de cada antigeno no fundo de uma caixa de petri e sobre as gotas assim
formadas, foram colocados 10 pl de antisoros (Figura 40C). As gotas foram
cobertas com 6leo mineral. A reagdo foi mantida a temperatura ambiente e as
leituras foram realizadas as 2 e 24 h.

O antigeno empregado foi micovirus parcialmente purificado (10 pl)
originado de 40 pg de micélio (peso umido). Nos testes de DD se realizaram
ainda rea¢des com homogenatos de micélio. Os controles foram as linhagens E6 e
MT de M. anisopliae processados da mesma forma que as linhagens com
micovirus. O antisoro foi diluido em NaCl 0,85% para testar seu titulo. Como
controles dos soros, se utilizou soro normal (pré-imune) sem diluir e solugdo
fisiologica (NaCl 0,85%) usada para a dilui¢do dos soros.

2.10.2. Caracterizacao sorologica dos micovirus

Os testes empregados para se obter as relagdes sorologicas entre os
micovirus presentes nas diferentes linhagens de M. anisopliae e com outros virus
com genoma ds RNA, foram a dupla difusdo em agar e Western.

2.10.2.1. Dupla difusao em gel de agar

Os antisoros obtidos foram confrontados com micélio homogeneizado e
clarificado das linhagens com e sem micovirus de M. anisopliae, com extratos de
seu dsRNA (2.11.1.1) e com dsRNA extraido de Aspergillus niger linhagem 1003
(2.1.1). Realizaram-se ainda reagdes com micovirus purificado em gradientes de
césio, originado de aproximadamente 20 pg de micélio (peso umido). A
quantidade de dsRNA correspondia a 1/3 da quantidade aplicada no gel da Figura
1, extraidos de 0,16 g de micélio fresco de 4. niger; 0,16 g da linhagem Al; 0,11g
da linhagem MS5; 0,04 g da linhagem RJd e 0,03 g da linhagem RJc de M
anisopliae.

Os micovirus parcialmente purificados foram também testados contra os
antisoros homélogos e heterdlogos obtidos, soro pré-imune e soro anti “Maize

Rough Dwarf Virus” (dsRNA virus) (GIMENEZ, M. P., IFFIVE, INTA,
Argentina).




2.10.2.2. Método de Western

Depois de separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS
(2.9.2), com 12% de acrilamida no gel de separagdo, 4% no gel de empilhamento
e tampdo de eletroforese Tris-glicina/SDS (2.2.9.b), as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (Schleicher & Schiill BA-85) em
tampao de transferéncia (2.2.10), a uma voltagem constante de 100 V, por 1 h, ou
de 30 V, por 14-16 h. A eficiéncia da transferéncia era verificada por coloragao
da membrana com Ponceau S (2.2.11). Os marcadores de peso molecular (2.9.2)
e parte da membrana com antigeno foram separados e corados com "amido
black" (2.2.12). O excesso de "amido black" era removido por lavagem da
membrana em agua ou em acido acético 7%. Apos a transferéncia, o gel era
corado como descrito em 2.9.3.

Para a realizagdio do Western, apés a transferéncia, a membrana de
nitrocelulose era lavada, por 10 min, em TBS (2.2.13) e bloqueada com "blotto"
5% (2.2.14), por 1 h, a temperatura ambiente. Depois da incubagdo, o soro era
removido e a membrana era lavada por 4 vezes, de 5 min cada uma, em TBS e
uma vez com '"blotto" 5%, por 10 min. Seguia-se incubacdio com o
imunoconjugado, por | h, a temperatura ambiente. Era utilizado um segundo
anticorpo anti-imunoglobulinas de coelho marcado com fosfatase alcalina (Gibco
BRL 9815SA) ou um segundo anticorpo anti 1gG (molécula inteira) de coelho
marcado com peroxidase (Gibco BRL 9814SA), todos em diluigdes de 1/2.000.

Quando um imunoconjugado marcado com peroxidase era utilizado, apos
5 lavagens, de 5 min cada, em TBS, as reagdes antigeno-anticorpo eram
visualizadas por incubag@o com uma solugdo substrato contendo 5 mg de DAB
(Sigma) e 150 pul de H202 em 30 ml de TBS. No caso de utilizagdo de um
segundo anticorpo marcado com fosfatase alcalina (Sigma A-2779), apds a
incubagdo com o mesmo, eram feitas 4 lavagens, de 5 min cada, em TBS e uma
lavagem em tampdo de revelacdo (2.2.15), por 10 min, e as reagdes antigeno-
anticorpo eram visualizadas por incubagdo em uma solugdo contendo NBT
(Sigma) e BCIP (Sigma) para concentra¢des finais de 0,1 mg/ml e de 0,05
mg/ml, respectivamente, em tampdo de revelacdo. Nos dois casos, as reagdes de
revelagdo eram interrompidas por extensiva lavagem em dgua bidestilada.
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2.11. Analise de dsRNA
2.11.1. Purificacdo de dsRNA

Para analise dos dsRNA presentes em Metarhizium anisopliae foram
estudados seus padrdes eletroforéticos, a partir de micélio das diferentes
linhagens do fungo e de preparac¢des de micovirus.

2.11.1.1. Extracio de acidos nucléicos totais

Micélio crescido, filtrado e lavado como descrito no item 2.6, foi
liofilizado e pulverizado em gral com nitrogénio liquido. Foram adicionados 4 ml
de tampdo de extragdo (2.2.16) por g de micélio. A suspensio foi aquecida a 70°C
durante 15 min, e tratada com 1 volume de fenol/cloroférmio 1/1 (2.2.17). Apés
centrifugacdo (10.000g por 10 min) a fase aquosa foi tratada com 1 volume de
cloroformio, centrifugada e a fase aquosa foi precipitada com 0,1 volumes de
AcNa 3 M pH 5.2; 100 mM NaCl ou 0,5 volumes AcNHy4 7,5 M, e 1 volume de
isopropanol ou 2,5 volumes etanol absoluto, incubando a -20°C por no minimo 1
h. Desta forma, os acidos nucléicos foram armazenados. Os acidos nucléicos
foram centrifugados (13.000g 20 m), lavados com etanol 70%, secos a 37°C ou a
temperatura ambiente e ressuspendidos em TE (2.2.18) ou agua Milli-Q fervida.
Uma aliquota foi analisada por eletroforese em gel de agarose corado com
brometo de etidio e observado em luz UV, segundo item 2.11.2.

Para a analise da presenca de dsRNA dos clones originados nos
experimentos de bombardeamento, foi analisado o micélio crescido em 20 ml de
MCC (2.5.2) processado da mesma maneira. Alternativamente, os esporos
originados desses micé€lios foram diretamente macerados com gral em presenca
de nitrogénio liquido até po fino e tratados com 400 pl de tampdo de extragdo
(2.2.16).

Para a extra¢do de dsRNA de micovirus parcialmente purificado, 100 pl de
cada preparagdo foram tratados com 100 pl de TE (2.2.18) e 200 ul de tampdo de
extracao.

Para a extracdo de dsRNA de fragdes de gradientes pré-formados, a 80 pl
coletados de cada banda, foram adicionados 120 pl de TE e 200 pl de tampéo de
extragdo. Para a extragdo de dsRNA de fragdes isopicnicas, foram utilizados 5 pl
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de cada banda coletada, 45 pl de TE e 50 pl de tampao de extragdo. Em todos os
casos, foi seguido protocolo descrito anteriormente.

2.11.1.2. Tratamento com enzimas
2.11.1.2.1. Tratamento com DNasel

Os extratos de acidos nucléicos totais foram tratados com DNasel para a
eliminagdo do DNA do fungo, evitando assim uma possivel distor¢do da
migracdo do dsRNA. As amostras, em etanol, foram precipitadas como descrito
em 2.11.1.1. Foram ressuspendidas no tampdo de reacdo da DNasel (2.2.19),
tratadas com 10 pg/ml de DNasel (previamente diluida em tampdo 2.2.20),
incubadas a 15°C durante 15 min. A preparagdo foi extraida com.
fenol/cloroformio e precipitada com etanol (2.11.1.1). Uma aliquota da reagéo foi
observada em gel de agarose (2.11.2).

2.11.1.2.2. Tratamento com Nuclease S,

Para melhor visualizacdo do dsRNAs, 1 ml de extrato original em etanol
(2.11.1.1) foi precipitado, ressuspendido em 20 pl de dgua Milli-Q fervida, e a
preparagdo tratada com 5-10 U de nuclease S, (BRL). Foi adicionado 10% de
tampdo de reagdo (2.2.21), e incubado a 37°C por 30 min. A reag¢do foi incubada
em banho de gelo ou tratada com fenol/cloroféormio e os &acidos nucléicos
precipitados em etanol.

2.11.1.2.3. Sensibilidade do dsRNA a enzimas

A sensibilidade do acido nucléico a Nuclease S; foi determinada apos
desnaturacdo a 100°C por 5 min sendo a reag@o processada como em 2.11.1.2.2.
A sensibilidade das preparagdes a Ribonuclease pancreatica (RNase A) foi
testada na concentracdo de 0,2 mg/ml a 37°C por 30 min. As reagdes foram
paradas com adigdo de fenol/cloroformio e os acidos nucléicos foram
precipitados (2.11.1.1) antes da eletroforese.




2.11.1.3. Cromatografia em celulose CF-11

O fracionamento foi realizado a 20-25°C.

O método foi baseado em MORRIS e DOODS (1979), utilizando-se uma
versao simplificada descrita por VALVERDE (1990). Foram fracionados 3,5 g de
micélio de cada linhagem de fungo macerado em gral com nitrogénio liquido.
Foram adicionados 8 ml de tampao 1X STE (2.2.22), 1 ml de 10% SDS e 9,5 ml
de fenol saturado com 1X STE, agitando-se vigorosamente por 30 min. As
amostras foram centrifugadas a 8.000g por 15 min e a fase aquosa (10 ml) foram
adicionados 2,1 ml de etanol 95%. As colunas (duas por amostra) foram
preparadas em seringas plasticas de 20 ml, tampadas na extremidade inferior com
1a de vidro, adicionadas de 1 g de celulose (Watman CF-11, Bio-Rad Cellex N-1,
ou SIGMA C-6288) ressuspensa em 25 ml de 1X STE contendo 16% v/v de
etanol. As amostras foram aplicadas nas colunas, sendo o tampdo drenado
completamente. A seguir, cada coluna foi lavada com 40 ml de 1X STE, com
16% v/v de etanol, e posteriormente com 2,5 ml de 1X STE, o eluato foi
desprezado. Foram adicionados 10 ml de 1X STE, coletado em tubos contendo
2,1 ml de etanol 95% e aplicado na segunda coluna permitindo drenar
completamente. Foram adicionados 2,5 ml de 1X STE deixando drenar, e
posteriormente 6 ml de 1X STE. As amostras foram coletadas, foram adicionados
0,5 ml de acetato de sédio 3 M (pH 5.,5) e 20 ml de 95% etanol. Apos 2 h a -
20°C, o material foi centrifugado a 8.000g por 25 min. Os sobrenadantes foram
desprezados, os tubos foram deixados secar e foram adicionados 20 pl de tampéao
TAE (2.2.23). Foram aplicados 30-50 ul de cada amostra em gel para
eletroforese.

2.11.2. Eletroforese em gel de agarose

Foi utilizado o sistema de eletroforese horizontal em gel submerso, sendo
o preparo dos géis descrito em SAMBROOK ef al., 1989. A agarose, em
concentragdo de 0,8-1,5% foi dissolvida em TEB (2.2.24), adicionando-se
brometo de etidio para concentragéo final de 0,25-0,40 pg/ml. As amostras foram
homogeneizadas com tampao de amostra (2.2.25) e a eletroforese realizada a
100V em TEB. Apés a celetroforese, os géis foram visualizados em
transluminador de U.V. de comprimento de onda curto (Fotodyne). Para o célculo
do peso molecular dos componentes dsRNA, a eletroforese foi realizada sem
brometo de etidio, sendo o gel corado posteriormente. O peso molecular dos
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dsRNA ou DNA foram estimados usando como base a formula descrita por
SCHAFFER ¢ SEDEROFF (1981). Os padrdes usados foram os fragmentos
gerados pela clivagem do DNA do fago A (item 2.1.2) com HindIIl (item 2.3),
pUC (item 2.1.2) com Alul (item 2.3), "lkb DNA ladder" (BRL) e os
componentes dsRNA presentes no fungo Aspergillus niger linhagem 1.003 (item
2.1.1) (4050, 3390, 3290, 2750, 2500, 2050 bp), extraidos como descrito no item
2.1,

2.11.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Foi utilizado o sistema de eletroforese vertical de camada delgada descrito
em SAMBROOK et al., (1989). com espacadores de 0.8 mm. Os géis, com
concentragdo de 5% foram preparados a partir de uma solucdo estoque de
acrilamida (2.2.26) em tampao TAE (2.2.23). A acrilamida foi polimerizada pela
adicdo de TEMED, 5 ul para cada 10 ml de gel, e de APS, 50 pl de uma solugdo
a 10% para cada 10 ml de gel. A eletroforese foi realizada no mesmo tampao com
voltagem de 6 V/cm, até que os corantes do tampdo de amostra (2.2.25) saissem
totalmente do gel. Apds a eletroforese, 0 dsSRNA foi corado por imersdo dos géis
em uma solugdo de brometo de etidio como descrito em 2.11.2. Os padroes
utilizados para a estimativa do peso molecular das bandas de acido nucléico
foram os mesmos utilizados para eletroforese em géis de agarose.

2.11.4. Analise da homologia dos dsRNA

Todo o processo foi realizado com material fornado (180°C) e as solugdes
preparadas em agua/ DEPC (2.2.27) para se evitar a contaminagao.

2.11.4.1. Transferéncia de dsRNA para membranas de nailon

Extratos de dsRNA preparados a partir de micélio total das diferentes
linhagens utilizadas (2.1.1), tratados com DNasel e Nuclease S, (2.11.1.2), foram
separados em gel de agarose 0,8% em TEB e transferidos para membranas de
nailon Hybond-N+ 0,45um (Amersham). O procedimento adotado nas
transferéncias foi, basicamente o descrito por SOUTHERN (1975). O gel foi
mergulhado em solugdo de desnaturacdo (2.2.28) por 5-10 min, € em solugdo de
neutralizagdo (2.2.29) durante 30 min. Foi utilizado tamp@o de transferéncia 20X
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SSC (2.2.30). A membrana foi fixada a 80°C durante 2 h e armazenada, até sua
utilizagdo, a temperatura ambiente.

2.11.4.2. Purificacdo dos componentes dsRNA de géis de agarose

Ap0s a eletroforese dos extratos de dsRNA (2.11.2), o gel de agarose 0,8-
1,2% foi corado em uma solugdo de brometo de etidio (2.11.2). Cada
componente dsRNA foi cortado com bisturi e a purificagdo procedida pelo
método de '"freeze-squeeze" descrito por TAUTZ e RENZ (1983). Os
componentes dsRNA foram colocados em tubos pequenos de microcentrifuga
furados na tampa e no fundo, com 13 de vidro no fundo. Os tubos contendo os
fragmentos de interesse cortados do gel de agarose foram submersos em N2
liquido durante aproximadamente 10 s, rapidamente transferidos para tubos
grandes de microcentrifuga e centrifugados a 13.000 rpm 10 min. O sobrenadante
foi transferido para tubos grandes de microcentrifuga e os acidos nucléicos foram
precipitados com 2,5 M de acetato de amonio e 2,5 volumes de etanol absoluto. O
material foi incubado a -20°C. Um décimo de cada preparacédo foi centrifugada e
ressuspendida em 20 pl de agua, para anélise em gel de agarose.

Foi estimada a quantidade de dsRNA presente em cada componente
dsRNA isolado de acordo a intensidade observada no gel. A quantidade de acido
nucléico recuperada correspondia a 60-70% da quantidade inicial.

2.11.4.3. Purificac¢do de componentes dsRNA de géis de poliacrilamida

Os componentes dsSRNA foram purificados de géis de poliacrilamida em
tampao TAE (2.11.3) com igual tampao de corrida. Apo6s a eletroforese o gel foi
mergulhado por 15 min em solugdo de brometo de etidio. Observando em UV, as
bandas foram cortadas com bisturi e colocadas em tubos, onde foram maceradas
com bastdo de vidro recoberto por Parafilm. Foram adicionados 3 volumes de
agua/ DEPC, incubados a 42°C por 18 h e precipitados por 5 min a 13.000 rpm
em microcentrifuga. O sobrenadante foi coletado e o procedimento repetido,
ressuspendendo-se o precipitado em 0,5 volumes de &agua, centrifugando-se
novamente € o sobrenadante foi adicionado ao anterior. O dsRNA foi precipitado
com 100 mM NaCl e 1 volume de isopropanol e armazenado a -20°C. A pureza
do componente dsRNA foi examinada em gel de agarose 0,8-1,2%, utilizando-se
uma aliquota da preparagdo, e foi quantificado de acordo com a intensidade da
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banda. O rendimento correspondia a 50-60% da quantidade de acido nucléico
inicial.

2.11.4.4. Sintese de sondas moleculares

A partir dos componentes dsRNA purificados de géis de agarose ou
poliacrilamida foram construidas sondas de ¢cDNA (GUBLER ¢ HOFFMAN,
1983) em presenca de a32P-dATP, utilizando-se transcriptase reversa, condigdes
padrdes e "primers" aleatérios (SAMBROOK et al., 1989).

Foram ressuspendidos em 7,5 pl de dgua Milli-Q/ DEPC 100-200 ng de
dsRNA. Para o anelamento foram adicionados 10-500 pg de pd(N)g Pharmacia, a
solucdo foi seca em vacuo, ressuspendida em 5 ul de uma solugdo de 90% -
DMSO, 1 mM Tris-HCI pH 8,3 € 0,1 mM EDTA e posteriormente incubados por
30 min a 60°C. Para a sintese da primeira fita de cDNA, foi adicionada uma
solug¢do contendo 4 ul de 5X tamp@o de reag@o da transcriptase reversa (tampao
RT, BRL), 2 pl 0,1 M DTT, 1 pl 10 mM dC,G, TTPs, 1 pl 50 mM dATP e 5 pl
agua MiliQ/ DEPC, depois 1 pl transcriptase reversa (SSRT, 200U, BRL) e 12 p
Ci de o32pP-dATP 3.000 LCi. A reagdo foi misturada suavemente, incubada a
37°C por 1 h e a 90°C por 5 min e armazenada a -20°C. Para se estimar o peso
molecular das fitas sintetizadas mediante eletroforese de agarose 1,2%, 25% da
preparacdo foi utilizado. O gel foi secado e uma autoradiografia foi obtida.

Para a digestdo do RNA molde, foi adicionado a reag¢do de sintese da
primeira fita 1 volume de 0,1 N NaCl e incubada por 15 min a temperatura
ambiente. Apos neutralizagdo com | volume de Tris-HC] 1 M pH 6.8, os acidos
nucléicos foram precipitados mediante a adi¢do de 10 pg de tRNA carreador, 0,5
volumes AcNH4 7.5M e 2,5 volumes etanol absoluto, incubados a -20°C por
minimo 2 h, centrifugados e ressuspendidos (2.11.1.1) em 20 pl de agua/ DEPC.
O controle da reagéo foi feito com 5% da preparagéo igual ao controle anterior.

2.11.4.5. Hibridiza¢ao de componentes dsRNA

As membranas de nailon com os dsRNA isolados de diferentes linhagens
de Metarhizium anisopliae (2.11.4.1) foram tratadas para o bloqueio dos sitios
nio especificos, em solugdo de pré-hibridizagdo (2.2.31-32) (200 ul/cm? de
membrana) a 60°C por 2 h. Posteriormente a membrana foi hibridizada nesta
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solugdo (50 ul/cm2 de membrana) adicionada da sonda marcada. A membrana foi
incubada por 14-16 h a 60°C com agita¢do suave € lavada com 2X SSC (2.2.30)
(por 15 min a temperatura ambiente) € com 1X SSC (60°C por 15 min). O
resultado foi detectado com filme de Raio X com exposigao por 16 h.

2.12. Transmissiao dos micovirus mediante biobalistica

Com o objetivo da transferéncia de micovirus para linhagens ndo
infectadas, foi empregada a metodologia de bombardeamento com particulas de
tungsténio para introduzir micovirus purificado ou dsRNA nas diferentes
linhagens de M. anisopliae (2.1.1).

2.12.1. Preparacio em grande escala de DNA plasmidial

Como marca de selegdo nos experimentos de bombardeamento com
cotransformagdo, foi usado o gene tub benR de N. crassa contido no plasmideo
pBT6 (2.1.2). O plasmideo foi purificado pelo método descrito por CLEWELL e
HELLINSKI (1969). O volume inicial foi de 400 ml de cultura da linhagem de E.
coli portadora do plasmideo com rendimento final de 1-2 mg de DNA plasmidial.
O DNA foi purificado em gradiente continuo de cloreto de césio, conforme
SAMBROOK et al., 1989.

2.12.2. Preparo das amostras receptoras

Foram utilizadas suspensdes de esporos (2.6) de trés linhagens de M.
anisopliae livres de micovirus: E6, MT ¢ E9 (2.1.1), e da linhagem M5 com

micovirus.
As suspensdes de esporos foram acondicionadas de trés formas:

A: plaqueadas em meio solido (2.5.2) (contendo ou ndo benomil) e
bombardeadas na propria placa.

B: colocadas em placas de Petri pequenas, bombardeadas e
recuperadas das placas com agua destilada estéril.

C: colocadas em placa de vidro coOncava, bombardeadas e
recuperadas com meio liquido de Cove.
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2.12.3. Preparo das particulas

Os micovirus foram isolados de trés linhagens de M. anisopliae: RJd, Al e
MS5. Dois tipos de preparagdo de micovirus foram utilizadas, micovirus
parcialmente purificado (2.7.1) e micovirus purificados em gradientes de cloreto
de césio (2.2.2). Foi também utilizado dsRNA extraido (2.11.1.1) da linhagem
RJd.

Nos experimentos de cotransformagdo com marca de sele¢@o para benomil
foi utilizado o vetor pBT6 (2.1.2) purificado como descrito em 2.13.1.

Foram testados quatro protocolos diferentes para o bombardeamento. O
primeiro (protocolo 1) para introduzir dSRNA, o segundo (protocolo 2) utilizando
somente micovirus, € o0s protocolos 3 ¢ 4 para bombardear micovirus em
cotransformagdo com plasmideo.

Protocolo 1: a 50 pl (3mg) de suspensdo de particulas de tungsténio
(Sylvania M5 0,5 um de didmetro) em glicerol 50%, foram adicionados 3 pg de
vetor pBT6, 3 pug de dsRNA viral, 50 pl de CaCly 2,5 M e 20 pl de espermidina
0,1 M. A suspensdo foi incubada a temperatura ambiente com agitag¢do leve por
10 min e centrifugada por 10s. O sedimento foi lavado com etanol 70% e
ressuspendido em 14 pl etanol absoluto. Cada uma destas preparagdes foi
utilizada para seis bombardeios. Uma aliquota de 3 pl, previamente sonicada por
2 s, foi depositada sobre a membrana de bombardeamento, espalhada e deixada
evaporar por 10 min.

Protocolo 2: trés mg de particulas de tungsténio em glicerol foram
adicionados de 50 pl de CaCly 2,5M e de 20 pl de espermidina 0,1 M. Esta
suspensao foi incubada durante 10 min a temperatura ambiente e centrifugada. O
sedimento foi ressuspendido com a suspensdo viral, e aliquotas foram distribuidas
em seis membranas para bombardeamento. As membranas foram secas em capela
de fluxo laminar.

Protocolo 3: trés miligramas de particulas de tungsténio foram
centrifugados e ressuspendidos com a suspensdo viral (contendo 0,5% de Triton
X-100 em alguns experimentos) e adicionados do DNA do vetor pBT6. Seis
aliquotas desta suspensdo foram colocadas em membranas de bombardeamento e
secas como descrito anteriormente.

Protocolo 4: A suspenséo de particulas de tungsténio foi adicionada
a suspensdo viral € o vetor conforme descrito em protocolo 3. A suspensdo foi




concentrada em "speed vac" por 2h. Aliquotas foram colocadas em seis
membranas de bombardeamento e secas como descrito anteriormente.

2.12.4. Bombardeamento com particulas

Estes experimentos foram realizados no CENARGEN e no Laboratorio de
Microbiologia da UNB, com um acelerador de particulas baseado no modelo
desenvolvido por SANFORD et al. (1987) construido pelo Dr. Elibio Rech
(CENARGEN).

Os bombardeamentos foram realizados utilizando 27,5 polegadas de Hg de
vacuo e 1.200 psi de pressdo de gas hélio (90 kg/em?). A distancia entre a tela de
anteparo e as células foi de 73 ou 104 mm.

2.12.5. Tratamento das amostras bombardeadas

As amostras bombardeadas somente com micovirus (sem plasmideo)
foram semeadas em placas com meio de Cove Completo (2.5.2) e incubadas a
28°C.

Nos experimentos de cotransformagdo as amostras foram incubadas
durante 18 h em meio de Cove Completo liquido sem selecdo a 28°C.
Posteriormente as amostras foram semeadas em placas com meio de Cove
Completo contendo benomil na concentragdo de 5 ou 10 pg/ml e foram
incubadas novamente até o aparecimento dos transformantes. As colonias eram
entéo transferidas para meio solido contendo benomil até o desenvolvimento das
colodnias.

2.12.6. Selecdo dos transformantes

Para analise dos bombardeamentos, os esporos ou o micélio crescido a
partir destes em 20 ml de MCC liquido (2.5.2), foram processados para a

extracdo de seus acidos nucléicos (2.11.1) e deteccdo de dsRNA por eletroforese
(2.11.2).

As amostras bombardeadas somente com virus (sem plasmideo) foram
analisadas como um "pool" ou como colénias isoladas.
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3. RESULTADOS

Com o objetivo de caracterizar os micovirus, que infectam algumas
linhagens de Metarhizium anisopliae, procedemos a caracterizacio de seu acido
nucléico, do perfil de proteinas, das relagdes soroldgicas e da homologia de seus
genomas. Usaremos a nomenclatura MaV seguida da linhagem de M. anisopliae
para denominar os micovirus presentes. O termo componente dsRNA sera
utilizado neste trabalho para cada uma das bandas de dsRNA do perfil
eletroforético dos MaVs.

3.1. Presenca de dsRNA em preparacoes de acidos nucléicos totais de M.
anisopliae linhagens Al, M5, RJc e RJd.

A andlise de preparagdes de acidos nucléicos totais de algumas linhagens
de M. anisopliae, por eletroforese em géis de agarose ou acrilamida, corados com
brometo de etidio, revela a presenca de bandas extras que migram mais
rapidamente que o0 DNA cromossomal do fungo (linhagens Al, M5 e R5; Figura
3). As bandas extras ndo apresentam a mesma intensidade de fluorescéncia com
brometo de etidio, significando que estdo em concentragdes diferentes. Controles
rigorosos foram realizados e as linhagens consideradas neste trabalho "livres de
micovirus" (linhagens E6, E9 e MT), nunca apresentaram bandas extras em
extratos de acidos nucléicos totais.

A linhagem Al apresenta, pelo menos, cinco bandas extras com pesos
aproximados de 4,1; 2.4; 2,2; 2,0 e 1,0 kb. Na linhagem M5 aparece
predominantemente uma banda de aproximadamente 4,1 kb. A linhagem RlJc
apresenta pelo menos treze bandas extras com pesos variando de 3,1 a 0,5 kb. As
bandas extras da linhagem Rlc foram classificadas, de acordo com seu peso
molecular, em L ("large"), M ("medium") ¢ S ("small') e sub-classificadas como

apresentado na Tabela 2.
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Figura 3. Eletroforese em gel de preparagdes de acidos nucléicos totais de diferentes
linhagens de M. anisopliae.
A. Gel de poliacrilamida (5 %)
Acidos nucléicos totais das linhagens: 1) Al, 2) M5; 3) RJd; 4) Rlc; e 5) E6; Mr)
= marcador de peso molecular dsRNA de A. niger. Os numeros da esquerda representam os
pesos moleculares em kb.
B. Gel de agarose (0,8 %).
Acidos nucléicos totais das linhagens: 1) Al; 2) M5; 3) RId; 4) RJc. As letras da direita
representam a classificacdo das bandas -extras da linhagem RJc: L ("large"), M
BN ("medium") e S ("small"). Md) marcador de peso molecular DNA A\/HindIIl. Os numeros
da esquerda representam os pesos moleculares em kb.
Os géis foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz U.V.
As amostras foram tratadas com nuclease S; para facilitar a visualizacdo das bandas extras.
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Tabela 2: Perfil eletroforético de bandas extras de dsRNA presentes na linhagem Rlc e
a denomina¢@o dada aos componentes que apresentam maior intensidade nos géis
corados com brometo de etidio.

kbd componente
dsRNA
3,10 L1
2,79 L2
2,65 L3
2,35 L4
1,98
1,90 \%81
1,82
I M2
1,56
1,49 M3
1,42 M4
0,90 S1
0,50 S2

(a) Os pesos moleculares dos componentes dsSRNA dos MaVs, entre 4 e 2 kb, foram estimados
utilizando como padrdo os pesos moleculares dos dsRNAs da linhagem 1003 de Aspergillus
niger. Os pesos moleculares dos componentes menores foram estimados a partir de padroes de
DNA de fago A, clivado com a enzima de restri¢do HindIII, ou "DNA kb ladder".

A partir da linhagem RlJc foi obtida espontaneamente, apés subculturas
sucessivas, uma variante denominada RJd, na qual as bandas extras de maior
peso molecular estdo ausentes (Figura 3). O padrdo de bandas na regiao S2 das
linhagens RJc e RJd é complexo, apresentando trés componentes em RJd e dois
em RJc. Os dois componentes S2 de RJc ndo podem ser claramente visualizados
na Figura 3, entretanto eles foram observados em alguns gé€is de agarose e foram
confirmados em experimentos de hibridiza¢do (item 3.7).

Estas bandas de acido nucléico foram caracterizadas com as enzimas
DNase I, RNase A (Figura 4) e nuclease S (Figura 5). Esta andlise evidencia
que o acido nucléico componente € resistente a DNase e a nuclease S; e ¢
sensivel a altas concentragdes de RNase A e que portanto corresponde a RNA de
dupla fita (dsRNA). Estd descrita uma metodologia para isolar dsRNA de
preparagdes de acidos nucléicos totais utilizando colunas de Celulose CF11 e
baixas concentragdes de etanol (16 %, VALVERDE, 1990). Os perfis
eletroforéticos completos das bandas extras de cada linhagem foram isolados das
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preparagdes totais mediante esta metodologia, fornecendo assim uma outra
evidéncia da natureza dsRNA das bandas extras (Figura 6).

kb ME 1 20 3 & B 6 rEeniesd 12
'L . — _..__.',;:\’

4,1
34w
3,3

Figura 4. Tratamento das preparagdes de acidos nucléicos totais com DNase | e

RNase A. -
Acidos nucléicos totais da linhagem Al (1, 2, 3), linhagem M5 (4, 5, 6), linhagem
RJd (7, 8, 9) e linhagem Rlc (10, 11, 12). Sem tratamento (1,4,7,10), tratados com
RNase A (2, 5, 8, 11) e tratados com DNase I (3, 6, 9, 12).Marcador de peso
molecular dsRNA de 4. niger (Mr). Os nimeros representam os pesos moleculares
em kb. O gel de agarose 0,8% foi corado com brometo de etidio e fotografado sob
luzUV.
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Figura 5. Tratamento das preparagdes de acidos nucléicos totais com nuclease S;.

A. Acidos nucléicos totais das linhagens RJd e RJc.
Acidos nucléicos totais da variante RJd (1, 2, 3) e da linhagem RJc (4, 5, 6). Sem
tratamento (1, 4), tratados com nuclease S, (3, 6),desnaturados a 100°C por 5 min
e posterior tratamento com nuclease S, (2, 5). Marcador de peso molecular dSsSRNA
de A4. niger (Mr). Os numeros representam os pesos moleculares em kb.

B. Acidos nucléicos totais das linhagens Al e M5

Acidos nucléicos totais da Imhagem Al(l,2,3)eda imhagcm MS5 (4, 5, 6). Sem tratamento (1,

4), tratados com nuclease S 3), desnaturados a 100°C por S min e posterior tratamento com

nuclease S; (3.6). Marcaclor de peso molecular dsRNA de A. niger (Mr). Os nimeros

representam os pesos moleculares em kb. Os géis foram corados com brometo de etidio e
fotografados sob luz U.V.




kb Mdi 1 23 4 5 B 7 8 8 49 141 12 kb

i i
n
~

Figura 6. dsSRNAs isolados de linhagens de M. anisopliae ap6s purificagdo em colunas
de celulose CF11.

Acidos nucléicos totais das linhagens RJc (1,2), RJd (3.4), Al (5,6), M5 (7,8) e E6
(9,10) e de A. niger 1003 (11,12). Antes da cromatografia em celulose
(1,3,5,7,9,11), e depois da cromatografia (2,4,6,8,10,12). Os numeros da direita
representam os pesos moleculares em kb de dsRNA 4. niger. Marcador de peso
molecular DNA A Hindlll (Md). Os nimeros da esquerda representam 0s pesos
moleculares em kb. O gel foi corado com brometo de etidio e fotografado sob luz
U.V.

3.2. Morfologia colonial de linhagens de M. anisopliae infectadas e nao
infectadas.

Embora as variagdes de morfologia das colonias de M. anisopliae sejam
marcantes nas diferentes linhagens isoladas em geral as linhagens infectadas com
dsRNA apresentam um crescimento mais lento que as linhagens livres de
dsRNA. A Figura 7A mostra colonias das linhagens E6, E9 ¢ MT (que ndo
contém dsRNA) e as linhagens Al, M5 RJc e RJd (que contém dsRNA). As
diferencas mais marcantes sdo observadas entre as duas linhagens RJ. A Figura
7B mostra em maior detalhe o aspecto das colonias das linhagens RJc e RJd.




Figura 7. Aspecto da morfologia de coldnias de M. anisopliae.
A. Linhagens E6, E9, MT, Al, M5, RJd e RJc.
B. Aspecto das colonias das linhagens RJc e RJd.
Os esporos foram crescidos em meio de Cove Completo por 5 dias a 28°C.
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3.3. Caracterizacao do micovirus presente na linhagem Al.
3.3.1. Purificacdo do micovirus.

Com o objetivo de purificar o micovirus presente na linhagem Al, extratos
totais, clarificados por centrifugacdo diferencial, foram submetidos a
ultracentrifugacdo em gradientes descontinuos de CsCl (item 2.7.2). A Figura 8A
mostra um destes gradientes onde sdo observadas duas bandas muito difusas que
indicam provaveis zonas de maior concentracdo viral. Estas bandas apresentam
densidades de 1,25 e 1,32 g/ml. Para se obter uma separa¢do melhor das bandas
foram realizadas ultracentrifugagdes em gradientes isopinicos de CsCl (item
2.7.3). Apenas apos a adi¢do de inibidores de proteases foram obtidas bandas
nestes gradientes, conforme mostra a Figura 8B. A banda superior possui
densidade de flotacdo de 1,35 g/ml e as inferiores de 1,43 € 1,45 g/ml.

Nos gradientes de CsCl realizados, sempre foram incluidos controles com
as linhagens "livres de micovirus", nunca sendo observadas bandas nos
gradientes destas linhagens. Nestes gradientes controle, nas regides relativas as
densidades onde se detecta a presenga de micovirus nas linhagens infectadas,
nunca foram detectadas proteinas, dSRNA ou particulas virais.

3.3.2. Caracteristicas espectrofotométricas das preparacdes virais.

A densidade o6tica das duas bandas obtidas em gradiente pré-formado foi
medida em espectrofotometro entre 300 e 230 nm (Figura 9). A banda na
densidade de 1,32 g/ml apresentou a maior absorbéancia a 260 nm € uma curva de
absorbéncia caracteristica de nucleoproteinas, com as seguintes leituras Amax em
260 nm, Amin em 240 nm, A2e60/280 de 1,57 € Azgo/240 de 1,23.

3.3.3. Presenca de dsRNA em preparacdes virais

Com o objetivo de observar se as bandas extras de dsSRNA se originam de
um so tipo viral, as diferentes etapas de purificagdo do micovirus foram
acompanhadas por andlise do perfil de dsSRNA em gel de agarose corado com
brometo de etidio (item 2.11.1). Foram analisadas as etapas de centrifugacédo
diferencial e as bandas obtidas em gradientes de CsCl. As bandas obtidas em
gradientes pré-formados de CsCl para esta linhagem foram sempre muito fracas,
indicando pouca quantidade de material presente e os dsRNA ndo foram
detectados nestas preparagoes.

60




Figura 8. Gradientes de CsCl de extratos da linhagem Al
A. Gradiente pré-formado
Os numeros representam a densidade (g/ml) das bandas de maior intensidade
que foram coletadas.
B. Gradiente isopicnico
Os niimeros representam a densidade de flotagdo (g/ml) das bandas indicadas.
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Figura 9. Espectro de absor¢do das bandas de gradientes pré-formados de CsCl da
linhagem Al (MaV-Al).
As linhas representam as bandas de densidade 1,25 e 1,32 g/ml do gradiente pre-
formado da linhagem Al e a fragdo controle de E6 de densidade 1,25 g/ml.

Nas preparagoes parcialmente purificadas (0,1 volumes) (Figura 10,
canaleta 3) e nas fragdes do gradiente isopicnico (fragdes reunidas) (Figura 11), o
perfil de dsRNA foi semelhante aquele obtido a partir do micélio, sendo que o
componente L (4,1 kb) apresentou maior intensidade de fluorescéncia.

Figura 10. Eletroforese em gel dos acidos nucléicos totais de preparagdes de micovirus
parcialmente purificados de diferentes linhagens de M. anisopliae.
Preparagoes parcialmente purificadas das linhagens E6 (controle) (1), M5 (2), Al
(3), e RJd (4). (Md) Marcador de peso molecular de DNA (BRL 1 kb ladder). Os
numeros representam os pesos moleculares em kb. A banda de migragdo lenta
corresponde ao DNA do hospedeiro. O gel de agarose 0,8% foi corado com brometo
de etidio e fotografado sob luz U.V,
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Figura 11. Eletroforese em gel de acidos nucl€icos totais de fragdes do gradiente
isopicnico de CsCl da linhagem Al

Acidos nucléicos totais de fracdes de densidade média de 1,47 g/ml (1), 1,45 g/ml
(2), 1,43 g/ml (3), 1,40 g/ml (4), 1,35 g/ml (5) e 1,30 g/ml (6). (Mr) marcador de
peso molecular dSsSRNA de A. niger. Os nameros da esquerda representam os pesos
moleculares em kb. O gel de agarose 0.8% foi corado com brometo de etidio e
fotografado sob luz U. \'2

3.3.4. Proteinas em preparacoes virais

A eletroforese (SDS-PAGE) de preparagdes parcialmente purificadas por
centrifugacdo diferencial, indica a presenca de uma proteina principal de
aproximadamente 80 kDa, na linhagem Al. Em algumas preparacdes outras
bandas de menor intensidade puderam ser visualizadas com 76, 66, 59, 34, 27 ¢
24 kDa (Figura 12A).

Na fracdo de densidade 1,32 g/ml, de purificagdes por gradiente pré-
formado de CsCl, as proteinas aparecem em quantidade muito pequena, sendo
detectada principalmente uma banda de proteina de aproximadamente 80 kDa.
Outras bandas mais difusas de proteinas, de migragdo mais rapida, aparecem nas
regides correspondentes a 76, 66, 59, 50, 34, 27 e 24 kDa, dependendo da
preparagdo (Figura 12B). Esta fra¢do, quando analisada por Western com
anticorpo homélogo (item Figura 12) apresenta a banda de 80 kDa, além de outras
mais difusas de menor massa molecular nas regides de 66, 59, 50, 34, 27 e 24 kDa.

Em gradientes isopicnicos de CsCl somente a banda da proteina de 80 kDa
¢ encontrada nas regides de 1,30 até 1,43 g/ml. Outras bandas protéicas mais
difusas, de menor massa molecular, foram observadas nestes gradientes (Figura
12C). Em Western, o polipeptﬁieo de 80 kDa ¢ revelado na banda de 1,43 g/ml
do gradiente em equilibrio (Figura 12D). E importante salientar que a migra¢do
das proteinas nos géis varia muito dependendo da concentragdo do gel e da
quantidade de proteina adicionada, portanto os valores de Mr utilizados sdo
valores médios.
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Figura 12. Proteinas das diferentes etapas de purificagdo do micovirus presente na
linhagem Al (MaV-Al). '
A. SDS-PAGE de proteinas da purifica¢do parcial.
Proteinas totais da purificagdo parcial do micovirus (1). (M): marcador de massa
molecular. Os nimeros da esquerda representam as massas moleculares em kDa.
B. SDS-PAGE de proteinas do gradiente pré-formado de CsCl.
Proteinas totais das bandas de densidade 1,25 (1) e 1.32 g/ml (2). (M): marcador
de rllgla)ssa molecular. Os numeros da esquerda representam as massas moleculares
cm a.
- C. SDS-PAGE de proteinas de fragdes de gradiente isopicnico de CsCl
- Proteinas totais de fracdes de densidade de flotagdo 1.42 g/ml (1), 1,46 g/ml (?,
1,45 g/ml (3), 1.43 g/ml (4), 1,39 g/ml (5), e 1,35 g/ml (6). (M): marcador de
Egssa molecular. Os nimeros da esquerda representam as massas moleculares em
a.
D. Western das diferentes etapas de purificagdo do micovirus, revelado com antisoro
homologo.
Homogenato da linhagem E6 (controle) (1), homogenato da linhagem Al (?,
purificagdo parcial do micovirus (3), banda de gradiente pré-formado em CsCl da
densidade 1,32 g/ml (4), banda do gradiente’ em equilibrio da densidade de
flotagdo 1,35 g/ml (5). Os nlimeros representam as massas moleculares em kDa.
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3.3.5. Detecgao de particulas virais

Amostras da banda de densidade 1,32 g/ml de gradientes pré-formado de
CsCl foram analisadas em ME usando como contraste acetato de uranila (item
2.8.2). Como pode ser observado na Figura 13 poucas particulas estdo presentes.
Estas sdo isométricas e apresentam didmetro médio de 38 = 2 nm. Uma anélise
mais detalhada evidenciou dois tamanhos de particulas isométricas cujos
didmetros aproximados mais freqiientes foram de 38 e 43 nm. Aproximadamente
80% das particulas observadas apresentam tamanho de 38 nm.

Figura 13. Microscopia eletronica do micovirus da linhagem Al.
A. Purificagéo parcial
B. Gradiente pré-formado
Banda de densidade 1,32 g/ml. As setas indicam VLPs observadas.
As preparagdes foram contrastadas negativamente com acetato de uranila 2%. A barra
representa 100 nm.
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3.4. Caracterizacio do micovirus presente na linhagem M5
3.4.1. Purificacdao do micovirus
Para caracterizar o micovirus presente na linhagem M35 inicialmente se

procedeu a sua purificagdo. Em gradientes pré-formados de CsCl foram

S detectadas duas bandas difusas (Figura 14A) que foram analisadas quantoﬁaﬂsuas

- caracteristicas espectrofotométricas, seu conteudo de dsRNA, proteinas e

morfologia das particulas presentes. Em gradientes isopicnicos duas bandas

foram observadas nas densidades de flotagao de 1,40 e 1,43 g/ml como mostrado

na Figura 14B. A detec¢do destas bandas somente ocorreu quando os extratos

foram tratados com inibidores de proteases indicando um processo marcante de
protedlise dos capsideos nos extratos.

A B

Figura 14. Gradientes de CsCl de extratos da linhagem M5.
A. Gradiente pré-formado
Os numeros representam a densidade em g/ml das bandas indicadas.
B. Gradiente isopicnico
Os numeros representam a densidade de flotagdo em g/ml das bandas indicadas.
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3.4.2. Caracteristicas espectrofotométricas das preparacdes virais

Foram procedidas leituras de absorbéancia entre 300 ¢ 230 nm de duas das
bandas do gradiente pré-formado de CsCl. Estas bandas apresentam um espectro
de absorgdo caracteristico de nucleoproteinas (Figura 15). As relagbes numéricas
entre estas leituras estdo apresentadas na Tabela 3.

Absorbancia

08

0,6

0,4

0,2

0
230 240 250 260 270 280 290 300

Comprimento de onda (nm)

Figura 15. Espectro de absor¢do das bandas de gradiente pré-formado de CsCl de
extrato da linhagem MS5.
As linhas representam as bandas de densidade 1,18 e 1,24 g/ml do gradiente pre-

formado da linhagem M5 e ao controle da linhagem E6 correspondente a densidade
de 1,24 g/ml.

Tabela 3: Carateristicas espectrofotométricas das bandas obtidas no gradiente pré-
formado de CsCl de extratos da linhagem MS5.

Banda Densidade A Amin A260/280 Assoao
superior 1,18g/ml 254 245 1,44 1,03
inferior 1,24 g/ml 260 245 1,32 1,01
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3.4.3. Presenca de dsRNA em preparacdes virais

Ap0s a centrifugagao diferencial dos extratos da linhagem M5 (0,1 volumes
da preparacdo) foram detectadas bandas de dsRNA apos eletroforese em gel de
agarose (Figura 9, canaleta 2). Nas bandas dos gradientes pré-formados néo
foram detectados dsRNAs, mas nos gradientes isopicnicos eles foram detectados
em fragdes reunidas. O perfil de bandas de dsRNA encontrado ¢ 0 mesmo que
aquele presente em preparagdes de acidos nucléicos totais extraidos diretamente a
partir de micélio da linhagem M5. O componente mais proeminente € o de 4.1 kb
(Figura 16). Observamos um aumento da concentragdio dos componentes de
maior peso molecular apos algum tempo de manipulagdo desta linhagem no
laboratorio (comparar a intensidade dos componentes de maior peso molecular de
MaV-MS35 nas Figuras 16 e 3, canaleta 2).

kb

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose dos acidos nucléicos totais de fragdes do
gradiente isopicnico de CsCl da linhagem MS5.
Acidos nucléicos totais de extrato da linhagem M5 (1) e das fragdes de gradiente
de densidade média 1,43 g/ml (2) ¢ 1,40 g/ml (3). (Mr) marcador de peso
molecular dsRNA de 4. niger. Os numeros da direita representam o0s pesos
moleculares em kb. O gel de agarose 0,8% foi corado com brometo de etidio e
fotografado sob luz U.V.
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3.4.4. Proteinas em preparagoes virais

SDS-PAGE de preparagdes de micovirus parcialmente purificadas, por
centrifugacdo diferencial, de extratos da linhagem M5, apresentam duas bandas
principais de aproximadamente 80 e 76 kDa. Outras bandas de menor intensidade
apresentam migracio na faixa entre 34 e 24 kDa (Figura 17A). Em purificacoes
por gradiente pré-formado de CsCl, a banda de densidade 1,24 g/ml apresenta as
proteinas de 80 e 76 kDa (Fig 17B). Em gradientes isopicnicos de CsCl nas
regides de densidades 1,40 e 1,43 g/ml, se observa a banda de proteina de 80 kDa
(Fig 17C). Western com soro homoélogo de MaV-M>5 (item 2.10.1) mostra que a
principal banda reconhecida pelo soro ¢ a da regido de migra¢do de 80 kDa, em
ambos tipos de gradiente de CsCl (Figura 17D).

3.4.5. Detecg¢ao de particulas virais

Apoés a coloragdo negativa com acetato de uranila (item 2.8.2), foram
detectadas particulas isométricas por microscopia eletronica nas bandas de
gradientes de CsCl de densidade 1,18 e 1,24 g/ml de preparagdes da linhagem
MS5. Como pode ser observado na Figura 18 poucas particulas estdo presentes. Na
densidade 1,18 g/ml, a maioria das particulas estdo penetradas pelo contrastante,
e na banda de densidade 1,24 g/ml as particulas estdo pouco ou néo penetradas e
apresentam didmetro médio de 35 £1,3 nm. Ap6s uma analise mais detalhada
foram observados dois tamanhos de particulas na banda de densidade 1,24 g/ml.
As menores, com um didmetro mais freqiiente de 35 nm, correspondem a 70%
das particulas presentes. As particulas maiores apresentam aproximadamente 43
nm de didmetro (ndo mostradas).
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Fli_‘iura 17. Proteinas das diferentes etapas de purificagdo do micovirus presente na
linhagem M5 (MaV-M5).
A. SDS-PAGE de proteinas da purificagdo parcial.
Proteinas totais da purificagdo parcial do micovirus (1). (M): marcador de massa
molecular. Os niimeros da esquerda representam as massas moleculares em kDa.
B. SDS-PAGE de proteinas do gradiente pré-formado de CsCl.
Proteinas totais da banda de densidade 1.24 g/ml da linhagem MS5 (1), proteinas
totais da banda de gradiente pré-formado da linhagem Al. (M1, M2) marcadores
de massa molecular. Os nimeros representam as massas moleculares em kDa.
C. SDS-PAGE de proteinas de fragdes de gradiente isopicnico de CsCl
Proteinas totais de fragcdes de densidade de flotagdo 1,45 g/ml (1), 1,43 g/ml (2),
1,40 g/ml (3). (M): marcador de massa molecular. Os nimeros da esquerda
representam as massas moleculares em kDa.
D. Western das diferentes etapas de purificagdo do micovirus, revelado com antisoro
homoélogo.
Homogenato da linhagem E6 (controle) (1), homogenato da linhagem MS5 (2),
purificagdo parcial do micovirus (3), banda viral de gradiente pré-formado em
CsCl da densidade 1,24 g/ml (4), banda viral do gradiente isopicnico da densidade
de flotagdo 1,43 g/ml (5). (M): marcador de massa molecular. Os numeros
representam as massas moleculares em kDa.
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Figura 18. Microscopia eletronica do micovirus da linhagem MS5.
A. Banda de densidade 1,18 g/ml do gradiente pré-formado.
B. Banda de densidade 1,24 g/ml do gradiente pré-formado.

Contrastadas negativamente com acetato de uranila 2%. A barra representa 100 nm.

3.5. Caracterizacio dos micovirus na linhagem RJc e na variante RJd

Neste trabalho foram analisadas uma linhagem de M. anisopliae Rlc,
originalmente isolada de insetos pelo Prof. J.L. Azevedo (ESALQ), e a variante
RJd (item 2.1.1.). Apresentaremos a caracterizagdo do micovirus presente em
cada uma das linhagens, iniciando pela variante RJd que foi inicialmente
caracterizada. Algumas caracteristicas do micovirus presente na linhagem RJc ja
haviam sido descritas (BOGO et al., 1991; BOGO et al., 1996). A linhagem Rlc
e a variante RJd apresentam um perfil mais complexo e constante, de
componentes dSRNA do que aquele observado nas outras linhagens (Figura 3).




3.5.1. Caracterizacido do micovirus presente na variante RJd
3.5.1.1. Purificacdo do micovirus

O micovirus presente na variante RJd (MaV-RJd) foi purificado a partir de
ciclos de centrifuga¢do diferencial seguidos de centrifugagdo em gradientes pré-
formados ou isopicnicos de CsCl. As caracteristicas espectrofotométricas foram
determinadas para as diferentes bandas nos gradientes pré-formados (Figura 19A)
e isopicnicos (Figura 19B) de CsCl. A banda com maior Aygq (1,58), obtida em
gradientes pré-formados na densidade de 1,26 g/ml, apresentou relacoes
Argo/Ango igual a 1,44 e Apgo/Aggp igual a 1,13 sendo Ay ax em 260 nm e Apjy,
em 240 nm (Figura 20). Nos gradientes isopicnicos foram observadas varias
bandas (Figura 19B) sendo obtido apenas um pico de Aygq (Figura 21).

Figura 19. Gradientes de CsCl de extratos da variante RJd.
A. Gradiente pré-formado
Os numeros representam a densidade em g/ml das bandas indicadas.
B. Gradiente isopicnico
Os niimeros representam a densidade de flotagcdo em g/ml das bandas indicadas.
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FracGes Densidade de flotagdo g/ml

1,25 1,3 1,35 1,4 1,45

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Absorbancia 260 nm

Figura 20. Espectro de absorgdo da banda de gradiente pré-formado de CsCl da variante
RJd.

As linhas representam as bandas de densidade 1,24 g/ml dos gradientes pré-
formados da variante RJd e da linhagem controle E6.

Absorbancia

230 240 250 260 270 280 290 300

Comprimento de onda (nm)

Figura 21. Absorbancia a 260 nm das fragdes coletadas do gradiente isopicnico da
variante RJd.
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As bandas visiveis no gradiente isopicnico, presentes no pico de Aog,
apresentaram curvas espectrofotométricas tipicas de nucleoproteinas como se
observa na Figura 22. A banda com densidade de 1,39 g/ml, apresenta a maior
Ajgo com Ap ., em 258 nm e A, @ 243 nm e relagdo Ajgo/Argg igual a 1,43 e
A260/A240 igual a 1,17.

Absorbancia

230 240 250 260 270 280 290 300

Comprimento de onda (nm)

Figura 22. Espectro de absor¢do de fragSes coletadas a partir de gradiente isopicnico de
CsCl de extrato da variante RJd.
As linhas representam as bandas coletadas de gradiente isopicnico da variante RJd,
de densidades indicadas, e a fragdo da linhagem controle E6 de densidade 1,39 g/ml,
correspondente a banda de RJd de maior absorbancia.

3.5.1.2. Presenca de dsRNA em preparacées virais

Foram extraidos os éacidos nucléicos totais das diversas bandas de
gradientes pré-formados e isopicnicos de CsCl de extratos da variante RJd. Os
perfis de dsRNAs foram verificados por eletroforese em gel de agarose corado
com EtBr. O mesmo perfil encontrado nos extratos totais foi observado nas
diversas bandas analisadas. As maiores concentragdes de dsRNA foram
encontradas na densidade de 1,26 g/ml em gradientes pré-formados (Figura 23A)
e nas fragdes de maior Apgo nos gradientes isopicnicos, nas densidades 1,39 e
1,37 g/ml (Figura 23B, canaletas 4 e 6, respectivamente).
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Figura 23. Eletroforese em gel de agarose dos 4cidos nucléicos totais de fragdes de

gradientes de CsCl da variante RJd.

A. Gradiente pré-formado
Acidos nucléicos totais de extrato da linhagem RJd (1) e das fragdes de gradiente
de densidade 1,26 g/ml (2) e 1,20 g/ml (3). (Md) marcador de peso molecular
DNA de fago A clivado com HindlIl. Os nimeros da esquerda representam 0s
pesos moleculares em kb. A banda de migragdo lenta corresponde ao DNA do
hospedeiro.

B. Gradiente isopicnico
Acidos nucléicos totais das fragdes f6 (1); f7 (2); 8 (3); 9 (4); f10 (5); f12 (6);
13 (7); f14 (8); f16 (9); f18 (10); f21 (11); 24 (12) e 27 (13), em ordem
decrescente de densidade. (Md) marcador de peso molecular DNA de fago A
clivado com HindIll. Os nimeros da esquerda representam 0s pesos moleculares
em kb. .

Os géis de agarose 0,8% foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz U.V.
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3.5.1.3. Proteinas em preparacdes virais

Foram analisadas duas bandas do gradiente pré-formado de CsCl, a de
maior intensidade e concentragdo de dsRNAs, de densidade 1,26 g/ml, e outra
muito difusa, de densidade 1,20 g/ml. As duas bandas apresentaram as mesmas
proteinas, uma predominante de aproximadamente 46 kDa, e duas outras em
menor concentracdo, de 42 e 55 kDa (Figura 24A). O perfil das proteinas em
SDS-PAGE mostra uma distribui¢do, ao longo do gradiente isopicnico,
semelhante aquela encontrada para os dsRNAs, ou seja, a maior concentragdo de
proteinas esta na regido de maior Ajgp. As proteinas majoritarias nestas regides
correspondem em Mr aquelas majoritarias encontradas nas bandas de gradientes
pré-formados (Figura 24A). Assim, nas fragdes de densidades de 1,41 a 1,26 g/ml
do gradiente isopicnico estd presente uma proteina de 46 kDa. Nas fragdes de
densidades de 1,36 a 1,29 g/ml aparece uma segunda proteina de 42 kDa. Nas
fracbes com maior concentragdo de proteinas aparecem, além das duas
majoritarias, outras duas proteinas de 55 kDa e 30 kDa (Figura 24B).

Em Western com antisoro homologo sdo detectadas principalmente as
proteinas de 42 e 46 kDa (Figura 24C e D). As demais bandas observadas em
SDS-PAGE (Figura 24B e C) somente reagem com antisoro quando a quantidade
do micovirus estd muito aumentada.

3.5.1.4. Deteccao de particulas virais

Foram observadas em ME, depois da coloragdo negativa com acetato de
uranila (item 2.8.2), algumas amostras de bandas do gradiente isopicnico, sendo
detectado em todas elas apenas um tipo de particula viral, isométrica. O diametro
mais freqiiente das particulas nas quais o contrastante ndo penetrou foi de 35 nm
e sua média de 35£2 nm, independentemente da banda do gradiente analisada, e
nas particulas penetradas o diametro foi diminuindo progressivamente com a
densidade das bandas do gradiente isopicnico. Observa-se que a porcentagem de
particulas ndo penetradas reduz conforme diminui a densidade das bandas do
gradiente. Por exemplo, na fragdo do gradiente com densidade 1,390 g/ml, foram
observadas particulas pouco ou nédo penetradas pelo contrastante (Figura 25A); a
fracdo de densidade 1,362 g/ml, apresentou aproximadamente 20 % de particulas
penetradas pelo contrastante, com 31+2 nm de didmetro aproximadamente
(Figura 25B); a fragdo com 1,321 g/ml de densidade, continha 87% de particulas
penetradas, com aproximadamente 27+2 nm de didmetro (Figura 25C). Na Figura
25D se observam as particulas presentes na fra¢do de densidade 1,376 g/ml.
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Figura 24. Proteinas das diferentes etapas de purificacdo do micovirus presente na
variante RJd (MaV-RJd).

A. SDS-PAGE de proteinas de gradiente pré-formado de CsClI .
Proteinas totais das bandas de densidade 1,26 g/ml (1) e 1,20 g/ml (2). (M1 e M2):
marcadores de massa molecular. Os numeros representam as massas moleculares
em kDa. A
B. SDS-PAGE de proteinas de fragdes de gradiente em equilibrio de CsCl.
Proteinas totais das fragoes f1 (1) f6 (2); f12 (3); f16 (4); f21 (5); £27 (6); 131 (7)
e f36 (8), em ordem decrescente de densidade de flotagdo. (M): marcador de massa
molecular. Os nameros da esquerda representam as massas moleculares em kDa.
C. SDS-PAGE de proteinas das diferentes etapas de purificagdo
Homogenato da linhagem E6 (controle) (1), homogenato da variante RJd (2),
purificagdo parcial do micovirus (3), banda de gradiente pré-formado em CsCl da
densidade 1,26 g/ml (4), banda do gradiente isopicnico da densidade de flotagdo
1,32 g/ml (5). Os nlimeros representam as massas moleculares em kDa.
D. Western das diferentes etapas de purifica¢do do micovirus, revelado com antisoro
homélogo.
A seqiiéncia das amostras ¢ a mesma que em C.
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3.5.1.5 Andlise das bandas de sedimentacio em gradientes pré-formados de
CsCl de MaV-RJd

Com o proposito de examinar o conteido de cada uma das bandas de
sedimentagdo obtidas rotineiramente em gradientes pré-formados foi procedida
sua analise utilizando gradientes isopicnicos. Cada uma das bandas, que

A apresenta 0 mesmo conteudo de dsRNA e proteinas (ver Figuras 23A e 24A), foi -
coletada de um gradiente pré-formado e submetida a um gradiente isopicnico.
! Estes gradientes, que mostraram algumas bandas pouco visiveis, foram
fracionados e cada uma das fracdes foi analisada quando ao seu conteudo de
dsRNA e proteinas. O resultado destas andlises estd mostrado nas Figuras 26 e
27. Nao foram observadas diferengas nos contetdos de dsRNA e proteinas nestes
gradientes o que sugere que apenas um tipo de micovirus estd presente nos
extratos de M. anisopliae variante RJd. Se existir mais de um tipo de micovirus
presente nesta linhagem € possivel que ndo possam ser separados empregando
esta técnica.

3.5.2. Caracterizacdo do micovirus presente na linhagem RJc¢

Os resultados obtidos com a linhagem RJc¢ foram sempre comparados com
aqueles obtidos para a variante RJd.

3.5.2.1. Purificacao do micovirus

Para a purificagdo foram utilizados os passos de centrifugac¢do diferencial,
gradientes pré-formados e gradientes isopicnicos de CsCl, como descrito para os
micovirus presentes nas outras linhagens de M. anisopliae. Foi observado nos
gradientes de CsCl da linhagem RJc um perfil de bandas semelhante aquele
encontrado para a variante RJd em purificagdes simultdneas como mostra a
Figura 28. Assim, apesar da diferenga no perfil de componentes de dsRNA entre
as linhagens RJd e RJc, ndo ocorre alteracdo no bandeamento das particulas nos
gradientes de CsCl.
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Figura 25. Micrografia das particulas observadas em ME.

Foram analisadas as fragoes 11 de densidade 1,39 g/ml (A), 13 de densidade 1,36
g/ml (B), 22 de densidade 1,32 g/ml (C) e 15 de densidade 1,37 g/ml (D) do
gradiente isopicnico de extrato da linhagem RJd. As preparagées foram
contrastadas com acetato de uranila 2%. A barra representa 100 nm.
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Figura 26. Acidos nucléicos presentes em diferentes fragdes dos gradientes isopicnicos
de CsCl, a partir .das bandas coletadas de gradientes pré-formados de extratos da
variante RJd.
A. Gradiente isopicnico de CsCl da banda de densidade 1,20 g/ml de gradiente pré-
formado
Acidos nucléicos totais de extrato de micélio da variante RJd (1) e de fragdes, em
orden decrescente de densidade, de 1,35 g/ml até 1,27 g/ml (2 a 9). (Md)
marcador de peso molecular DNA /HindIll. Os nimeros da esquerda representam
os pesos moleculares em kb.
B. Gradiente isopicnico de CsCl da banda de densidade 1,26 g/ml de gradiente pré-
formado
Acidos nucléicos totais de extrato de micélio da variante RJd (1) e de fragdes, em
orden decrescente de densidade, de 1,35 g/ml até 1,27 g/ml (2 a 9). (Md)
marcador de peso molecular DNA /HindIll. Os nimeros da esquerda representam
os pesos moleculares em kb.
Os gradientes foram fracionados em 37 aliquotas cada.
Os géis de agarose (0,8%) foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz U.V.
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Figura 27. Proteinas presentes em diferentes fragdes dos gradientes isopicnicos de

CsCl, a partir de bandas coletadas de gradientes pré-formados de extratos da variante
RId. '

A. Gradiente isopicnico de CsCl da banda de densidade 1,20 g/ml de gradiente pré-

formado.
Proteinas totais de micovirus parcialmente purificado (1), extrato de micélio da
variante RJd (2), extrato de micélio da linhagem MT (controle) (3) e de fragdes do
gradiente isopicnio, em orden decrescente de densidade: 1,35 g/ml (4); 1,34 g/ml
(5): 1,33 g/ml (6); 1,32 g/ml (7); 1,31 g/ml (8); 1,30 g/ml (9); 1,29 g/ml (10) e
1,27 g/ml (11). '

B. Gradiente isopicnico de CsCl da banda de densidade 1,26 g/ml de gradiente pré-

formado.
Proteinas totais de extrato de micélio da linhagem MT (controle) (1), extrato de
micélio da variante RJd (2), micovirus parcialmente purificado (3) e de fragdes do
gradiente isopicnico, em orden decrescente de densidade, de 1,35 g/ml (4); 1,34
g/ml (5); 1,33 g/ml (6); 1,32 g/ml (7); 1,31 g/ml (8); 1,30 g/ml (9); 1,29 g/ml (10)
e 1,27 g/ml (11).

Os gradientes foram fracionados em 37 aliquotas cada.

SDS-PAGE 10%.
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Figura 28. Gradientes isopicnicos de extratos da linhagem RlJc e sua variante RJd.
= A. Gradiente isopicnico de CsCl de extrato da linhagem Rlc.
= B. Gradiente isopicnico de CsCl de extrato da variante RJd
Os nimeros representam a densidade de flotacio em g/ml das bandas indicadas.
Todas as etapas no processamento dos extratos das duas linagens e os gradientes
foram realizados simultaneamente.

3.5.2.2. Presenca de dsRNA em preparacdes virais

. I Foram extraidos os acidos nucléicos totais das linhagens RJd e Rlc, a
= \ | partir das bandas de gradientes isopicnicos de CsCly e dsRNA foi preparado. Os
perfis foram comparados entre si e com os perfis obtidos de preparagdes de
dsRNA diretamente a partir do micélio. Os componentes de dsRNA detectados
apos a purificagdo do micovirus sdo idénticos aos encontrados nas preparagdes
direto do micélio (Figura 29).
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Figura 29. Acidos nucléicos presentes em diferentes fragdes dos gradientes isopicnicos

de CsCl de extratos da linhagem RJc e da variante RJd.

A. Gradiente de CsCl de extrato da linhagem Rlc.
Acidos nucléicos totais das fragdes f1 (1); f5 (2); £10 (3); f15 (4); £20 (5); £25 (6);
30 (7); £35 (8); 39 (9): em ordem decrescente de densidade. (Mr) marcador de
peso molecular dsRNA de 4. niger. Os niimeros da esquerda representam os pesos
moleculares em kb. A banda de migragdo lenta corresponde ao DNA do
hospedeiro

B. Gradiente de CsCl de extrato da variante RJd.

[dem A.

Os gradientes foram fracionados em 39 aliquotas cada. Os géis de agarose (0,8%)

foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz U.V.




3.5.2.3. Proteinas em preparacdes virais

Nos gradientes pré-formados de extratos da linhagem RJc se observa uma
banda com densidade méia de 1,26 g/ml que foi analisada por SDS-PAGE
(Figura 30A). Trés proteinas (42, 46 ¢ 55 kDa) estdo presentes, também em
gradientes semelhantes, na banda de sedimentacdo de densidade 1,26 g/ml da
variante RJd (Figura 30A).

As proteinas predominantes em fragdes coletadas ao longo de gradientes
isopicnicos de extratos da linhagem RJc (Figura 30B) s@o essencialmente as
mesmas dos gradientes pré-formados desta linhagem e aquelas presentes na
variante RJd (Figura 30C). Nos gradientes da linhagem RJc ndo aparecem as
proteinas com 30 kDa que estdo presentes na variante RJd. Estdo presentes
proteinas na regido de 70-80 kDa que estdo ausentes na variante RJd.

3.6. Homologia entre os componentes dsRNA dos MaVs.

Com o objetivo de verificar a possivel homologia entre os componentes
dsRNA de uma mesma linhagem e as relagdes entre os diferentes componentes
dsRNA entre linhagens diferentes, foram contruidas sondas de cDNA, marcadas
radioativamente, a partir de componentes dsRNA individuais isolados e
purificados. Estas sondas foram hibridizadas contra dsRNA total das diferentes
linhagens de M. anisopliae infectadas com micovirus. A Tabela 4 mostra um
resumo de todas as sondas utilizadas e os resultados obtidos. A analise das
relagdes entre os componentes dsRNAs foi procedida em duas etapas: (i) foram
determinadas as relagdes entre os componentes de cada MaV, que serdo descritas
no item 3.6.1 e (ii) foram determinadas as relacdes dos componentes dSRNA dos
MaVs entre si, descritas no item 3.6.2.
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Figura 30. Proteinas das diferentes etapas de purificagdo do micovirus presentes na
linhagem RJc e na variante RJd.

A. SDS-PAGE de proteinas de gradientes de CsCl pré-formados.
Proteinas totais da banda de densidade 1.26 g/ml da linhagem Rlc (1), da banda de
densidade 1,26 g/ml da variante RJd (2), e da fracdo de igual densidade da
linhagem controle E9 (3), (M): marcador de massa molecular. Os nimeros da
esquerda representam as massas moleculares em kDa.

B. SDS-PAGE de proteinas de fragdes de gradiente isopicnico de CsCl da linhagem RJc
Proteinas totais das fragdes f1 (1); f5 (2); 10 (3); f15 (4); £20 (5); £25 (6); 30 (7);
35 (8); 39 (9); em ordem decrescente de densidade de flotagdo. (M): marcador de
massa molecular. Os niimeros da esquerda representam as massas moleculares em
kDa.

C. SDS-PAGE de proteinas de fragdes de gradiente em equilibrio de CsCl da variante
RJd
Proteinas totais das fragdes f1 (1); f5 (2); £10 (3); f15 (4); £20 (5); £25 (6); 30 (7);
35 (8); 39 (9); em ordem decrescente de densidade de flotagdo. (M): marcador de
massa molecular. Os numeros da esquerda representam as massas moleculares em
kDa.




A Figura 31 mostra os diferentes componentes dsRNA que foram
purificados e utilizados para a sintese das sondas de ¢cDNA. Os componentes
dsRNAs purificados foram desnaturados e foi sintetizada a fita complementar de
cDNA utilizando transcriptase reversa, em presenca de o-32P dATP, utilizando
"primers" aleatérios (descrito em 2.11.4.4). A sintese de cDNA, o nivel de
incorporacdo de o -32P dATP e o tamanho médio dos cDNAs foram verificados
em géis de agarose. Os dsRNAs de cada linhagem de M. anisopliae foram
fracionados em géis de agarose, ndo desnaturantes, que foram tratados com
NaOH e transferidos para membranas de nailon (descrito em 2.11.4.1). A
especificidade das sondas e das condigbes de hibridizagdo foram verificadas
usando como controles dSRNA de Aspergillus niger (2.1.1.2) e DNA de fago A
clivado com enzimas de restri¢do. Em alguns casos, ocorreu hibridizagdo, com a
regido de migragdo de DNA cromossomal de M. anisopliae (Figuras 33, 35, 38 ¢
39) mas nunca com DNA de fago A (dados ndo mostrados) ou dsRNA de
A. niger.

3.6.1. Homologia entre os componentes dsRNA de um mesmo MaV

Para verificar a possibilidade de que componentes de menor peso
molecular sejam derivados de componentes maiores, completos, foram utilizadas
as seguintes sondas: componentes M1, S1 e S2 de MaV-RJd, componentes L1,
M1 e S2 de MaV-RJc, componentes L. de MaV-M5 e de MaV-Al (ver Tabela 4).

Em MaV-RJd o ¢cDNA do componente M1 hibridiza com M1, M3, S1 e
S2 (Figura 32). O ¢cDNA do componente S1 hibridiza com S1 e com S2 (Figura
33) e o ¢cDNA do componente S2 hidridiza somente com S2 (Figura 34). Em
MaV-RJc o cDNA do componente L1 hibridiza com L1 e com S2 (Figura 35). O
componente M1 hibridiza com M1 e S2 (Figura 36). O componente S2 hibridiza
somente com S2 (Figura 37). Em MaV-M5 o componente L hibridiza somente

com L (Figura 38). Em MaV-Al o componente L hibridiza somente com L
(Figura 39).

Estes resultados sugerem que, em geral, os componentes dSRNA de menor
peso molecular ndo parecem estar relacionados com os componentes de maior
peso molecular do mesmo micovirus. Entretanto, o componente S2 hibridiza com
todas as sondas utilizadas.
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Figura 31. Componentes dsRNA purificados e utilizados para sintetizar sondas de
cDNA.

A. Componentes dsSRNA da variante RJd.
Acidos nucléicos totais da variante RJd (1), componente dsRNA M1 (2), M3 (3),
M4 (4 e 5), S1 (6) e S2 (7 e 8). (Md) marcador de peso molecular DNA de fago A
clivado com HindlIl. Os numeros da esquerda representam os pesos moleculares
em kb. A banda de migracdo lenta corresponde ao DNA do hospedeiro. O gel de
agarose 0,8% foi corado com brometo de etidio e fotografado sob luz U.V.

B. Componentes dsRNA da linhagem Rlc.
Acidos nucléicos totais da linhagem Rlec (1), componente dsRNA L1 (2), L3 (3),
M1 (4), M3 (5), M4 (6), S1 (7) e S2 (8). (Md) marcador de peso molecular DNA
de fago A clivado com HindIll. Os nimeros da esquerda representam os pesos
moleculares em kb. A banda de migracdo lenta corresponde ao DNA do
hospedeiro. PAGE 7.5 % corado com brometo de etidio e fotografado sob luz U.V.
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Tabela 4: Resumo dos resultados de hibridiza¢do de componentes isolados dsRNA com
os diferentes MaVs.

Hibridiza¢do dos componentes dsRNA

SONDAS MaV-RJc  MaV-RlJd MaV-RJwt MaV-M5 MaV-Al
S2-MaV-RJd S2 S2 S2 nd nd
S1-MaV-RJd S1 51 nd - -

82 S2
M1-MaV-RJd nd M1 nd nd nd
M3
S1
S2
S2-MaV-RJe 52 S2 nd - -
M1-MaV-RJc MIl M1 nd - -
52 S2
L1-MaV-RJc Ld nd - -
S2 S2
L-MaV-M5 Ml MI nd ¢ i [
M3 M3
52 52
L-MaV-Al Ml M1 nd L L
M3 M3
82 82

nd: ndo determinado;
-: nao hibridiza

&9

]




Figura 32. Hibridizagdo de dsRNA da variante RJd, com ¢cDNA do componente M1
homoélogo.

A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio

Acidos nucléicos totais da linhagem RJd. A banda de migragdo lenta corresponde
ao DNA do hospedeiro.

B. Autoradiografia do gel em A.

Hibridizagdo com o ¢DNA do componente M1, marcado radioativamente com
[0-32P]dATP.
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Figura 33. Hibridiza¢do de dsRNA dos diferentes MaVs, com sondas de ¢cDNA do

componente S1 da variante RJd.

A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio
Acidos nucléicos totais das linhagens Al (1), M5 (2), RJd (3) e Rlc (4). Os
nimeros da esquerda representam 0S PesOS moleculares em kb do marcador de
peso molecular DNA de fago A clivado com Hindlll. A banda de migragdo lenta
corresponde ao DNA do hospedeiro.

B. Autoradiografia do gel em A.
Hibridizagdo com o cDNA do componente S1, marcado radioativamente com

[0-32P]dATP.




Figura 34. Hibridizagdo de dsRNA da linhagem Rlc e da variante RJd, com sondas de
cDNA do componente S2 da variante RJd.
A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio
Acidos nucléicos totais das linhagem RJwt (1), RJc (2) e RJd (3). (Mr) marcador
de peso molecular dsRNA de 4. niger NRRL 1003. Os numeros da esquerda
representam os pesos moleculares em kb.
B. Autoradiografia do gel em A.
Hibridizacdo com o ¢cDNA do componente S2, marcado radioativamente com

[c-32P]dATP.




Figura 35. Hibridizagdo de dsRNA dos diferentes MaVs, com sondas de cDNA do

componente L1 da linhagem Rlc.

A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio
Acidos nucléicos totais das linhagens Al (1), Rlc (2), RJd (3) e M5 (4). (Mr)
marcador de peso molecular dsRNA de 4. niger NRRL 1003. Os nimeros da
esquerda representam 0s pesos moleculares em kb. A banda de migracdo lenta
corresponde ao DNA dos hospedeiros.

B. Autoradiografia do gel em A.

Hibridizagdo com o cDNA do componente L1, marcado radioativamente com

[c-32P]dATP.
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Figura 36. Hibridizagdo de dsRNA dos diferentes MaVs, com sondas de ¢cDNA do

componente M1 da linhagem RJc.

A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio
Acidos nucléicos totais das linhagens Al (1), RJc (2), RJd (3) e M5 (4). (Mr)
marcador de peso molecular dsRNA de 4. niger NRRL 1003. Os nimeros da
esquerda representam os pesos moleculares em kb. A banda de migragdo lenta
corresponde ao DNA dos hospedeiros.

B. Autoradiografia do gel em A.
Hibridizagdo com o cDNA do componente M1, marcado radioativamente com

[a-32P]dATP.
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Figura 37. Hibridizagdo de dsRNA dos diferentes MaVs, com sondas de cDNA do

componente S2 da linhagem Rlc.

A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio
Acidos nucléicos totais das linhagens Al (1), M5 (2), RJd (3) e Rlc (4). (Mr)
marcador de peso molecular dsRNA de 4. niger NRRL 1003. Os nimeros da
esquerda representam os pesos moleculares em kb. A banda de migragdo lenta
corresponde ao DNA dos hospedeiros.

B. Autoradiografia do gel em A.
Hibridizagdo com o ¢cDNA do componente S2, marcado radioativamente com

[0-32P]dATP.




Figura 38. Hibridizacdo de dsRNA dos diferentes MaVs, com sondas de cDNA do

componente L1 da linhagem M5.

A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio
Acidos nucléicos totais das linhagens Al (1), Rlc (2), RJd (3) e M5 (4). (Mr)
marcador de peso molecular dsRNA de 4. miger NRRL 1003. Os ntmeros da
esquerda representam os pesos moleculares em kb. A banda de migragdo lenta
corresponde ao DNA dos hospedeiros.

B. Autoradiografia do gel em A.
Hibridizagdo com o ¢cDNA do componente L1, marcado radioativamente com

[0-32P]dATP.
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Figura 39. Hibridizagfio de dsRNA dos diferentes MaVs, com sondas de cDNA do

componente L1 da linhagem Al

A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio
Acidos nucléicos totais das linhagens Al (1), RJe (2), RJd (3) e M5 (4). (Mr)
marcador de peso molecular dsRNA de 4. niger NRRL 1003. Os numeros da
direita representam os pesos moleculares em kb. A banda de migracdo lenta
corresponde ao DNA dos hospedeiros.

B. Autoradiografia do gel em A.
Hibridizagio com o ¢cDNA do componente L1, marcado radioativamente com

[0-32P]dATP.




3.6.2. Homologia entre os componentes dsRNA dos diferentes MaVs

A sonda sintetizada a partir do componente S2 purificado de MaV-RIJd
hibridiza com componente S2 (0,5 kb) de MaV-RJc (Figura 34). Como controle
foi usada uma linhagem RJwt que € rotineiramente inoculada e reisolada de
insetos (J.L.de Azevedo, comunicagdo pessoal, 2.1.1.). Os dsRNAs usados no gel
foram extraidos de esporos das linhagens RJc, RJd e RJwt. A intensidade da
hibridizagdo foi relativa a intensidade da fluorescéncia dos componentes dsRNA
corados com EtBr no gel, antes da transferéncia.

A sonda sintetizada para o componente S1 de MaV-RJd hibridizou com os
componentes S2 e S1 de MaV-RJc e ndo hibridizou com nenhum dos
componentes de MaV-Al e MaV-M5 (Figura 33).

A sonda sintetizada para o componente S2 de MaV-RJc hibridizou com o
componente S2 de MaV-RJd e nédo hibridizou com nenhum dos componentes de
MaV-Al e MaV-M5 (Figura 37).

A sonda sintetizada para o componente M1 de MaV-RJc hibridizou com
os componentes S2 e M1 de MaV-RJd e ndo hibridizou com nenhum dos
componentes de MaV-Al e MaV-M5 (Figura 36).

A sonda sintetizada para o componente L1 de MaV-RJc hibridizou com o
componente S2 de RJd e ndo hibridizou com nenhum dos componentes de MaV-
Al e MaV-MS5 (Figura 35).

A sonda sintetizada para o componente L. de MaV-MS5 hibridizou com o
componente L de MaV-Al e com o componente S2 de MaV-RJc e MaV-RJd
(Figura 38).

A sonda sintetizada para o componente L de MaV-Al hibridizou com o
componente L. de MaV-MS5 e com os componentes S2, M3 e M1 de MaV-RlJc e
MaV-RJd (Figura 39).

Como esperado MaV-RJc e a variante MaV-RJd compartilham vérios
componentes dsRNA. Os dsRNAs da regiﬁo L estdo ausentes em MaV-RJd.
Embora os componentes S2, aparentemente, sejam 0s mesmos em g€is de
agarose, em geéis de poliacrilamida eles se diferenciam (Figura 3A). Nos
experimentos de hibridizagdo n@o foi possivel determinar se algum dos
componentes S2 de MaV-RJd sdao derivados de L1. Da mesma forma,
aparentemente os componentes L. de MaV-Al e MaV-MS5 sdo os mesmos, pois
hibridizam cruzado, o que sugere que esses micovirus sdo muito relacionados.
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Entre os MaV-RJs e MaV-Al e MaV-M3 existe homologia do componente
S2 de MaV-RJs com os componentes L de MaV-RJc, MaV-Al e MaV-MS5, ¢ o
componente L. de MaV-Al hibridiza com os componentes M3 e M1 de MaV-RJs.

Deste modo, embora as relacdes de homologia, a nivel de dsRNA, entre os
MaVs analisados seja complexa, € possivel generalizar que MaV-Al esta
relacionado com MaV-MS5 e que estes sdo relacionados com alguns componentes
de dsRNA dos MaV-RJs. A analise ¢ dificultada pois o componente M1 de MaV-
RJc ndo hibridiza com os componentes I. de MaV-Al e MaV-M5 enquanto o
oposto ocorre. O mesmo acontece entre os componentes S2 de MaV-RJd e MaV-
RJc com os componentes L de MaV-Al e MaV-M5.

3.7. Caracterizacio sorolégica dos micovirus

Com o objetivo de caracterizar sorologicamente os quatro MaVs foram
produzidos antisoros, a partir de preparagdes parcialmente purificadas de
micovirus, que foram utilizados para testes de difusao radial (DD) e Western.

3.7.1. Imunizacoes

Foram utilizadas, na primeira imuniza¢do de coelhos, preparagdes
parcialmente purificadas de MaV-RJd, MaV-Al e MaV-M5. As imunizacdes
posteriores foram realizadas utilizando preparagdes de micovirus purificadas em
gradientes pré-formados de CsCl. Estas preparagdes foram diluidas em tampéo
fosfato (2.10.1.2) e suas caracteristicas espectrofotométricas estdo apresentadas
na Tabela 5. No calculo da concentragdo viral, o coeficiente de extingdo molar a
260 nm foi considerado como 5 por analogia com outros virus isométricos com
dsRNA (NATSUAKI et al., 1986; LUISONI et al., 1987)

Desde a primeira sangria de prova, os testes sorolégicos de precipitacdo
em campo escuro e de DD evidenciaram a presenga de anticorpos para MaV-RJd.
Durante a imunizag¢do com MaV-Al e MaV-MS5 ndo foram detectados anticorpos
com estas duas técnicas.
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Tabela 5: Caracteristicas espectrofotométricas e concentragdo de micovirus utilizados
como Imunogenos

Micovirus  Imunizagdo Diluicio Densidade g/ml A260 A260/280 A260/240 mg/ml

inoculados
MaV-Rld e 1/10 ND 0.48 1.35 1.14 0,96
28 1/1 1.10 2.25 1.37 1.15 0,45
3° 1/1 1. 0.52 1.53 1.23 0,54
4° 1/1 122 0.29 1.63 1.37 0.06
MaV-Al i 1/10 ND 0.46 1.9 1.53 0,92
29 1/1 1.10 0.58 I.5 1.26 0,12
3° 1/1 1.30 0.55 1.61 1.25 0,11
4° 1/1 [-25 0.58 1.92 1:33 0,12
refor¢o 1/1 1.10 0.81 1.88 1.47 0,08
MaV-M5 & 1/10 ND 1.30 1.80 1.46 2,60
23 1/1 1.1 0.85 1.56 121 0,17
3 1/1 1.18 0.33 1.41 1.15 0,07
4° 1/1 1.27 0.96 1.18 1.74 0,19
reforgo 1/1 1.05 1.73 1.04 1.61 0,16

ND: ndo determinado:;

a: leitura de absorbancia medida a 260 nm

O volume inoculado foi sempre 1 ml. As imunizagdes de refor¢o foram administradas em duas
doses de 0,5 ml cada.

3.7.2. Titulacao dos antisoros

Os soros obtidos anti MaV-RJd, MaV-Al e MaV-MS5 foram titulados por
DD e microprecipitagdo (Tabela 6). O titulo do antisoro para MaV-RJd por DD,
apos 24 hs, foi de 1/32 contra micovirus parcialmente purificado (Figura 40A) e
de 1/16 contra homogenato de micélio, sendo a imunoprecipitacdo mais difusa
neste caso (Figura 40B). O titulo por microprecipitagdo apos 2 h foi de 1/64 com

micovirus parcialmente purificado (Figura 10C).




Tabela 6: Titulagdo dos soros obtidos nas imunizagGes com micovirus parcialmente

purificado de cada MaV's ou extrato total de micélio de cada linhagem.

Técnica Antisoro Antigeno Titulo 2-4 hs Titulo 24 hs

RJd RJd-VPP nd 1/32

DD RJd-Extrato nd 1/16
Al Al-VPP nd -
M5 MS5-VPP nd -
RJd RJd-VPP 1/64 1/2024

Microprecipitagdo E6-PP - 1/4

Al Al-VPP 1/4 inesp.
M35 M5-VPP - inesp.

Como controle foram utilizadas preparagdes da linhagem E6 tratadas de igual forma as
purificagoes virais (PP); DD: dupla difusdo; VPP: virus parcialmente purificado; nd: ndo
determinado; -: sem reagdo; inesp.: reagdes ndo especificas.
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Figura 40. Determinag¢ao do titulo do soro anti MaV-RJd.
A. Teste de dupla difusdo, com MaV-RJd parcialmente purificado (orificio central), e
diluig¢des do antisoro (orificios externos).
B. Teste de dupla difus@o, com homogenato da variante RJd (orificio interno), e
diluigdes do antisoro e soro normal (pré-imune)(orificios externos).
C. Teste de microprecipitagéo (2 h), nas dilui¢Ges do antisoro indicadas na figura.

Virus parcialmente purificado (RJd) e homogenato da linhagem MT com o mesmo

tratamento (MT) (controle). Outros controles foram soro normal sem dilui¢do (SN 1/1)
e NaCl 0,85% (SF).




O titulo do soro anti MaV-Al, por microprecipitagdo, foi de 1/4 e ndo
produziu reagdo visivel com seu homologo por DD. O soro anti MaV-M5
somente reagiu com seu homologo em Western (3.7.5) e ndo reagiu nas reagdes
de microprecipitagdo e DD.

As leituras do teste de microprecipitag@o realizadas apos 24 hs mostraram
reagdo com micovirus parcialmente purificado da linhagem RJd até a diluigdo de
1/2.048 e até a diluigdo de 1/4 contra homogenato da linhagem E6, processado
seguindo o protocolo da purificacdo parcial. Estes resultados indicam que o
antisoro produzido € especifico para MaV-RJd e esta em alto titulo.

Soros préimunes e soro anti MRDV (controle de "Maize Rough Dwarf
Virus") ndo reagiram com os MaVs nem contra homogenatos de linhagens de M.
anisopliae consideradas "livres de micovirus".

3.7.3. Reacgdo dos antisoros com dsRNAs

Em alguns casos anticorpos produzidos contra virus dsRNA em geral
reconhecem o dsRNA e portanto ndo sdo especificos (IKEGAMI e FRANCKI,
1977). Para verificar esta possibilidade e portanto saber se os antisoros
produzidos sdo especificos para as proteinas virais, os trés antisoros contra 0s
MaVs foram utilizados em testes de DD contra dsRNAs extraidos das linhagens
contendo micovirus e contra dsRNA de Aspergillus niger (2.1.1). Nestes testes
ndo foram detectadas reagdes, indicando que os antisoros ndo reconhecem os
dsRNAs e portanto reconhecem proteinas dos MaVs.

3.7.4. Testes reciprocos em dupla difusio

Os testes soroldgicos cruzados por DD foram realizados com varias
repetigdes, tanto com micovirus parcialmente purificado quanto com micovirus
purificados em gradientes de CsCl. Nestes testes cruzados cada antisoro
produzido foi reagido contra cada um dos MaVs. A Tabela 7 mostra estes
resultados, onde o soro anti MaV-RJd reage somente contra seu homdlogo e
contra MaV-RJc (Figura 41A). Os soros anti MaV-Al e anti MaV-M35 reagem
contra MaV-RJd (Figura 41B e C). O antigeno MaV-RJc ndo foi testado contra
estes dois ltimos soros.
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Figura 41. Relagdes sorologicas dos MaVs, por teste de dupla difus@io em gel de agar.
A. Soro anti MaV-RJd.

B. Soro anti MaV-Al.

C. Soro anti MaV-MS5.

Os antisoros foram aplicados nos orificios internos. Os antigenos (orificios externos), foram
preparagdes parcialmente purificadas de MaV-RJd, MaV-Al e MaV-MS5.
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Além do teste de DD o soro anti MaV-RJd reconheceu, em
microprecipitagdo, preparacdes de de MaV-RJc parcialmente purificado, reagindo
até as mesmas diluigdes em que reage com seu homologo.

Em conclusdo, os soros anti MaV-Al e MaV-MS5, embora com baixa
intensidade, reagiram contra MaV-RJd. Apesar de ndo ter ocorrido reagdo entre
soro anti MaV-RJd contra MaV-Al e MaV-M35, o primeiro resultado indica que
existe alguma relacdo sorologica entre os trés micovirus.

Tabela 7: Relagdes sorologicas dos MaVs das linhagens Al, M5, RJc e RJd, obtidas em
testes reciprocos de dupla difusdo em 4gar (DD), microprecipitagdo e Western.

As Ag
Método RJd Rlc Al M5
RJd +++ Hep - =
DD Al + nd - -
M5 of nd - -
Microprecipitagao” RJd 1/64 1/64 nd nd
RJd 46 46 ¥ %
Western" Al 46 46 80 80
M5 46 46 80 80

+ reacdo positiva, - sem reacdo, nd ndo determinado; 2 diluigdo do soro até onde a reacdo foi
¢ ¢

positiva; b:massa molecular (em kDa) das principais bandas de proteinas reveladas,* muitas
bandas difusas reveladas; As antisoro; Ag antigeno.

3.7.5. Testes reciprocos em Western

Em um primeiro grupo de experimentos, cada um dos antisoros
produzidos foi reagido com membranas contendo cada um dos antigenos MaV-
RJd, MaV-RlJc, MaV-Al e MaV-M5 (2.10.2.2). Foram utilizados controles com
extratos da linhagem E6, “livre de micovirus™ (Figura 42). Em um segundo grupo
de experimentos, cada membrana contendo s6 um antigeno foi dividida e exposta
a cada um dos antisoros, sendo usado como controle um soro pré-imune (Figura
43). Os resultados destes dois experimentos foram coincidentes e serdo descritos
a seguir.
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Figura 42. Relagdes sorologicas dos MaVs, por Western blot, onde diferentes antigenos
foram revelados com um antisoro.

A. SDS-PAGE de proteinas.

B. Proteinas transferidas a membrana, reveladas com soro anti MaV-RJd.

C. Proteinas transferidas a membrana, reveladas com soro anti MaV-Al.

D. Proteinas transferidas a membrana, reveladas com soro anti MaV-M35.

Banda de gradiente pré-formado da linhagem E9 (1,26 g/ml)(controle) (1), RJd (1,25 g/ml) (2),
RlJe (1,26 g/ml) (3), Al (1,18 g/ml) (4) e M5 (1,26 g/ml) (5). M): marcador de massa molecular.
Os numeros representam as massas moleculares em kDa.
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Figura 43. Relagdes sorologicas dos MaVs, por Western blot, onde diferentes antisoros
reaﬁlram com um antigeno.

Protemas detectadas na banda de 1,26 g/ml de gradiente pré-formado, reveladas
com "amido black" 0,1% (1); com soro normal 1710 (2); com soro anti MaV-RJd
1/100 (3); com soro anti MaV-Al 1/10 (4); e com soro anti MaV-M5 1/10 (5).

B. MaV-RJd.

Proteinas detectadas na banda de 1,25 g/ml de gradiente pré-formado, reveladas

idem A

C. MaV-Al .
Pdroteinas detectadas na banda de 1,18 g/ml de gradiente pré-formado, reveladas
idem A.

D. MaV-MS5. .
Proteinas detectadas na banda de 1,26 g/ml de gradiente pré-formado, reveladas
idem A.
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O soro anti MaV-RJd reconhece uma banda principal na regido 46 kDa,
em extratos da variante RJd e da linhagem RlJc. Este antisoro também reconhece
varias outras bandas de proteina, com migra¢do variando entre 60 e¢ 24 kDa,
quando reagido contra antigeno MaV-Al, e ndo reage com a proteina majoritaria
de 80 kDa de MaV-Al e de MaV-MS5 (Figura 42B e Figura 43, canaletas 3).

O soro anti MaV-Al reconhece principalmente a proteina majoritaria de
46 kDa de MaV-RJd e MaV-RJc, que ¢ também reconhecida pelo soro anti MaV-
RJd, e a proteina de 80 kDa de MaV-M5 (Figura 42C e Figura 43, canaletas 4).
Em alguns experimentos outras proteinas de MaV-RJd e MaV-RJc foram
reconhecidas, em menor intensidade, pelo soro anti MaV-Al (Figura 42C,
canaleta 3 e Figura 43B, canaleta 4).

O soro anti MaV-M5 reconhece as mesmas proteinas descritas para o soro
anti MaV-Al (Figura 42D e Figura 43, canaletas 5).

Em resumo, as proteinas de MaV-RJd e MaV-RJc sdo reconhecidas de
forma especifica pelos trés antisoros produzidos. A proteina majoritaria de
80 kDa de MaV-Al e MaV-M5 ¢ reciprocamente reconhecida pelos soros anti
MaV-Al e anti MaV-MS5 (Tabela 7).

3.8. Experimentos de bombardeamento

Os micovirus ndo sdo capazes de penetrar ativamente em seus hospedeiros
nem se conhecen vetores que os transmitam. Para estudar suas relagdes com os
fungos hospedeiros, determinar os componentes necesarios para sua replicagao,
verificar a presenca de dsRNAs defectivos ou particulas interferentes e infecgdes
mixtas, € necesario introduzir os micovirus em fungos “sadios” ou "livres de
virus". Com o objetivo de transferir micovirus purificados para as linhagens E6,
E9 e MT, foram realizados experimentos de biobalistica.

Cada experimento foi realizado em duplicata e foi acompanhado, para
cada modo de preparo das amostras para 0 bombardeamento, por um controle
sem bombardear e por um controle bombardeado com uma preparag¢io obtida a
partir da linhagem E6 "livre de virus" com o mesmo tratamento que o realizado
para a purificagdo de micovirus ou dsRNA. Nos experimentos de
cotransformacdo, foram agregados outros dois controles, o bombardeamento
somente com DNA do plasmideo, e o0 bombardeamento dos esporos da linhagem
receptora com DNA de outro plasmideo sem marca de selegdo (pUC 18).

Foram realizados oito experimentos em diferentes condigdes:
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(1) Esporos das linhagens hospedeiras E6, E9, MT e M5 foram bombardeados
com preparagdes de MaV-RJd, MaV-Al e MaV-M5 purificadas ou parcialmente
purificadas.

(2) Esporos das linhagem E6 foram bombardeados com preparagdes de dsRNA
de MAV-RJd.

(3) As colonias bombardeadas foram diretamente analisadas para a presenga de
dsRNA, ou foram inicialmente selecionadas para a resisténcia a benomil, em
experimentos de cotransformagdo com o vetor pBT6.

(4) O bombardeamento foi efetuado diretamente sobre esporos espalhados em
meio de cultura solido ou em suspeng¢des aquosas, e depois transferidos para os
meios de cultivo.

Em nenhum dos experimentos foi evidenciada a presenga de dsRNA:
transferido.

3.8.1. Sebrevivéncia de M. anisopliae a benomil

No primeiro experimento de cotransformac¢do do fungo com micovirus e
plasmideo pBT6 foi observado o crescimento de muitas colonias em meio
contendo 5 pg/ml de benomil. Para solucionar este problema foi realizado um
experimento com diferentes concentragdes de benomil em meio MCC. Foram
testadas concentragdes de 0, 5, 7, 9, 13 e 15 pg/ml. As placas foram inoculadas
com esporos da linhagem E6, e observadas apds quatro e sete dias de incubagdo a
280C. Apos quatro dias ndo apareceram coldnias nas concentragdes analisadas.
Entretanto apds sete dias de incubagdo um numero elevado de colonias abortivas
foi encontrado em concentragdes inferiores a 13 pg/ml de benomil. Segundo estes
resultados, nos experimentos seguintes (detalhados anteriormente) foram
utilizados 10 e 20 pg/ml de benomil segundo indicado em cada caso.
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4. DISCUSSAO

Os micovirus foram descritos inicialmente na década de 60 mas somente a
partir dos anos 80 atrairam a aten¢do de diversos grupos de pesquisa. Esta atragdo
se deveu principalmente a dois aspectos: (i) a elucidagdo dos mecanismos
envolvidos na replicagdo dos micovirus e (ii) a descoberta, em diferentes
sistemas, da interferéncia do genoma viral com caracteristicas fenotipicas do
hospedeiro. Principalmente os trabalhos com o fungo fitopatogénico
Cryphonectria parasitica demonstraram claramente o efeito de hipoviruléncia
causado no fungo por agdo direta de sequéncias de dsRNA.

Metarhizium anisopliae ¢ um fungo entomopatogénico, com aplicagdo
comercial no controle de insetos praga em agricultura. Especialmente no Brasil
este fungo é utilizado amplamente para o controle de insetos em plantagdes de
cana-de-aglicar e pastagens, tendo ainda potencial de aplicagdo para insetos praga
de outras culturas.

A descoberta da presenca de dsRNA e de particulas virais em M
anisopliae imediatamente coloca em questdo a possivel interferéncia do genoma
viral nos processos de entomopatogenicidade. Este trabalho inicia a
caracterizacdo de alguns aspectos bésicos fundamentais para que seja possivel
acessar suas possiveis interferéncias com o hospedeiro.

Demonstramos que nas linhagens RJ, Al e M5 de M. anisopliae, as bandas
de acidos nucléicos extra DNA, presentes em extratos totais do fungo, eram
compostas por dsRNA. Estas bandas s@o resistentes ao tratamento com DNAse I
e sensiveis a altas concentragdes de RNAse A. Estas bandas extras sdo ainda
resistentes ao tratamento com nuclease S|, se tornando sensiveis apos
desnaturacdo com calor (BOGO et al., 1996a).

O perfil eletroforético dos dsRNA presentes nas linhagens de M
anisopliae analisadas parece variar um pouco conforme as condig¢des de cultivo
do fungo. Na linhagem M5 foi observado o aparecimento progressivo de
componentes dsRNA adicionais, de menor peso molecular, em diferentes
preparacdes ao longo do tempo (comparar Figura 3B, canaleta 2 e Figura 4,




canaleta 4). Na linhagem Al os componentes dsSRNA do perfil eletroforético
foram aumentando em intensidade com culturas sucessivas, chegando a
apresentar doze componentes dsRNA, entre 100 pb € 4,1 kb (comparar Figura
3B, canaleta 1 e Figura 4, canaleta 1). Na linhagem RJ também foi observada
uma variagdo nos componentes de migragdo mais rapida (comparar Figura 36A,
canaletas 2 e 3, e Figura 37A, canaletas 3 e 4). SHAPIRA et al. (1991a)
observaram que a migragdo eletroforética de um componente dsRNA presente em
Cryphonectria parasitica pode se alterar a medida que o fungo sofre cultivos
sucessivos. Estes autores mostraram que todas as preparacdes de dsRNA do
fungo mantiveram os componentes de migracdo lenta (dsRNA L) porém o
nimero € a concentracdo dos componentes de migracdo rapida variou
significativamente entre as preparacdes. Os autores demonstram que estas
alteracdes sdo dele¢cdes que ocorrem nos componentes dsRNA L, gerando
componentes dSRNA M e S de migragédo rapida, que mantém suas sequéncias de
replicagdo e empacotamento.

A linhagem RlJc, utilizada rotineiramente no laboratério, originou
espontaneamente uma variante, RJd, que nd3o apresenta pelo menos quatro
componentes dsSRNA de migracdo lenta (dsRNAs L), presentes na linhagem
original. Esta variante RJd € estavel pois mantém seu perfil eletroforético apos
passagens consecutivas. ANAGNOSTAKIS e DAY (1970) também observaram
uma varia¢do no nimero e na concentragao de componentes dsRNA extraidos de
algumas linhagens de C. parasitica, quando o genoma dsRNA era transferido,
por anastomose, de linhagens hipovirulentas para linhagens virulentas (onde o
dsRINA esta ausente). Os autores sugerem que estas alteragées ocorrem em novos
hospedeiros de acordo com a carga genética de cada linhagem. EL. SHERBEINI
et al. (1984) também descreveram um fendmeno semelhante em uma linhagem
“killer” de Saccharomyces cerevisiae. Esta variante foi mantida separada da
linhagem original durante dez anos e apresentou uma dele¢do de um dos
componentes de dSRINA sem entretanto perder o fendtipo “killer”.

Nas andlises comparativas, através de eletroforese e hibridizag¢do, que
realizamos com as linhagem Rlc e sua variante RJd de M. anisopliae verificamos
que além da auséncia de alguns componentes de dsSRNA na variante RJd, alguns
dos componentes que comigram nas duas linhagens nédo sdo idénticos (Figura 3).
Isto sugere que as alteragdes ocorridas sdo mais complexas do que a simples
delecdo completa de alguns dos componentes. Aparentemente ocorreram
dele¢Ses completas de alguns componentes e parciais de outros. A analise
criteriosa destas alteragdes € complexa e deveria incluir a determinagdo das
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sequéncias de cada um dos dsRNAs. Em C. parasitica, que apresenta'um perfil
de componentes mais simples, foi verificado através de sequenciamento que
alguns dos componentes de menor peso molecular sdo derivados por dele¢do de
componentes maiores, além disso foi observada a insercdo de RNA estranho em
alguns componentes e foi especulado que estas inser¢des possam ser oriundas de
RNA ribossomal do hospedeiro (TARTAGLIA ef al., 1986; SHAPIRA et al.,
1991b). As alteragbes do perfil de dsSRNA da variante RJd pode ser devida a
alteragdes na carga genética do hospedeiro, por exemplo mutag¢do de algum fator
do hospedeiro envolvido na replicagdo do dsRNA viral. Além das alteragdes nos
componentes dsRNA da linhagem RJc e sua variante RJd, se observam alteragoes
fenotipicas como alteragdo na morfologia das colonias. Entretanto estas
alteragcdes fenotipicas ndo podem ser diretamente atribuidas as alteragdes
ocorridas no perfil de dsRNA e portanto a presenga de genes virais interferindo
com o hospedeiro, pois a alteracdo da carga genética pode ser responsavel pelas
alteragdes fenotipicas entre elas a altera¢@o no perfil de dsSRNA. Outros autores ja
tentaram relacionar alteragdes fenotipicas do hospedeiro diretamente com o
conteido de dsRNA viral. EL SHERBEINI et al. (1984) relataram que uma
linhagem de S. cerevisiae perdeu sua caracteristica “killer” apos perder
espontaneamente um componente dsRNA (componente M). BOTTACIN et al.
(1994) observaram altera¢des na taxa de crescimento e na viruléncia de isolados
do fungo fitopatogénico Chalara elegans contendo perfil de dsRNA alterado.
Entretanto o exemplo mais claro de interferéncia de dsRNA viral com o fenétipo
do hospedeiro foi demonstrado em C. parasitica onde as altera¢des na viruléncia
e caracteristicas fenotipicas foi relacionada diretamente ao dsRNA L apos
clonagem do cDNA completo ¢ transforma¢do de um hospedeiro livre de dsSRNA
(CHOI e NUSS, 1992a).

As alteragdes nos componentes dsRNA da linhagem RJc e sua variante
RJd ndo provocam nenhuma alteragio detectavel nas proteinas virais pois o perfil
eletroforético destas proteinas € idéntico nas duas linhagens. Também o perfil de
reacdo destas proteinas com antisoro, detectado por Western € idéntico.

A anaﬁise da morfologia das colénias de M. anisopliae utilizadas neste
trabalho mostra que em geral existe um crescimento diferencial entre linhagens
que contém (Al, M5 e RJc) ou ndo (E6, E9 e MT) dsRNA. As linhagens
infectadas apresentam menor taxa de crescimento. Este tipo de observagio ja
havia sido descrito para isolados contendo dsRNA de outros fungos, tais como
Helminthosporium victoriae (LINDBERG, 1960), Penicillium stoloniferum
(BANKS et al., 1968), Ophiostoma (Ceratocystis) ulmi (BRASIER, 1983),
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Cercospora beticola (BRILLOVA e SLADKA, 1989), Rhizoctonia solani (WU
et al., 1989), Mycosphaerella pinodes (YAMADA et al., 1991), Sclerotinia
sclerotiorum (BOLAND, 1992) e Chalara elegans (BOTTACIN et al, 1994).
Em isolados de C. parasitica (ANAGNOSTAKIS, 1982; ELLISTON, 1985),
Leucostoma persoonii (HAMMAR et al, 1989), Mycosphaerella pinodes
(YAMADA et al., 1991) e Sclerotinia sclerotiorum (BOLAND, 1992) infectados
com dsRNAs, foram observadas alteragdes na morfologia das colénias. No caso
de M. anisopliae a morfologia das diversas linhagens ¢ muito diferente e ndo é
possivel atribuir alteragdes na morfologia das coldnias diretamente a presenca de
dsRNA.

A analise por ME de preparagdes purificadas de micovirus mostrou
particulas virais isométricas semelhantes nas trés linhagens de M. anisopliae aqui
analisadas (RJ, Al e M5), embora apresentem diversidade no perfil de dsSRNA. Os
dsRNAs extraidos destas preparagdes mostraram um perfil de componentes
idéntico aquele obtido de extragdo de micélios e esporos. Isto sugere que pelo
menos alguns dos componentes dsRNA estdo dentro dos capsideos. A auséncia
de dsRNAs e particulas virais nas linhagens nédo infectadas (E6, E9 e MT) indica
que estas estruturas estdo associadas.

Nas preparagdes de MaV-RJd, onde os componentes dsRNA de maior
peso molecular de MaV-RJ ndo estdo presentes, foi observado s6 um tipo de
particulas, com didmetros de aproximadamente 35 nm. Entretanto MaV-Al e
MaV-MS5 parecem apresentar particulas de dois didmetros diferentes, de 38 e
43 nm, e de 35 e 43 nm, respectivamente. BOGO et al. (1996a) determinaram
que o diametro das particulas do virus presente na linhagem RJ era de
aproximadamente 25 nm. LEAL et al. (1994) determinaram o didmetro das
particulas de micovirus isolados de duas linhagens de M. anisopliae encontrando
particulas icosaedricas de 33 nm de didmetro. A diferenga entre os diametros das
particulas de MaV-Al com MaV-M5 e MaV-RJd pode ser devida ao pequeno
numero de particulas medidas.

A principal diferenga entre as particulas virais das linhagens de M.
anisopliae é que as MaVs de Al e M5, diferentemente de MaV-RJ, foram
purificadas em muito menor concentracdo, a despeito de uma alta concentragdo
de dsRNAs. Esta dificuldade em purificar maiores quantidades de particulas
virais também foi descrita por GILLINGS ef al. (1993) para micovirus de Pytium
irregulare. Duas explicagdes provaveis podem ser sugeridas, baixa estabilidade
das particulas virais e caracteristicas genéticas das linhagens hospedeiras, por
exemplo produgdo de proteases. Estudos anteriores mostraram que,
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principalmente em relagdo a enzimas extracelulares e proteases, existem

diferengas marcantes entre as linhagens do fungo (ROSATO et al, 1981).
/\(1\ Q
Durante o processo de purificagdo de cada um dos micovirus ndo se

observou, em geral, diferengas no perfil eletroforético dsSRNA nem nas proteinas
detectadas nas bandas de gradientes de césio pré-formados e isopicnicos. A
analise do conteiido de dsRNA e proteinas das diferentes bandas de cada um dos
gradientes ndo variou muito, ¢ as medidas de seu espectro de absor¢do indicaram
maiores concentragdes de nucleoproteinas nas bandas mais visiveis, ainda que
suas relacoes A60/280 € as absorbancias maximas e minimas tenham se mantido
praticamente constantes entre as bandas de cada gradiente e cada micovirus. A
analise por ME revelou maiores concentragdes de particulas virais nas bandas
mais visiveis sem que se notassem diferencas evidentes no tamanho das
particulas completas entre as bandas.

Estas diferentes bandas nos gradientes poderiam ser devidas a
sedimentagdo diferencial de particulas com ou sem conteudo de dsRNA (vazias,
cheias ou ainda com contetido parcial de dsSRNA), com maior ou menor grau de
dano durante o processo de purificagdo, a formac¢do de agregados ou a uma
combinacdo destes dois fatores. Nossas analises por ME dos diferentes MaVs
mostraram a presen¢a de particulas com e sem a penetragdo do agente de
contraste. Em micovirus esta caracteristica ndo define particulas que contém
(cheias) ou ndo (vazias) os acidos nucléicos (BOTZARTH, 1979). Os didmetros
estimados das particulas foram diferentes entre as particulas onde o contrastante
penetrou ou nao.

Uma outra razdo da presenca de distintas bandas nos gradientes pode ser
excesso de material, impedindo assim a completa sedimentagdo das particulas.
Entretanto as diversas bandas estiveram presentes mesmo em gradientes onde
pequena concentragdo de micovirus estava presente. A hipotese mais imediata de
presenca de populagdes mistas de micovirus € pouco provavel pois as diferentes
bandas apresentam contetido semelhante de dsRNA e proteinas.

QOutros autores também descrevem sua dificuldade em diferenciar as

bandas obtidas em gradientes durante a purificagdo de micovirus, mesmo depois
de exaustiva purificagdo. BANKS ef al. (1970) obtiveram bandas discretas do
complexo viral presente em Aspergillus foetidus (AfV) mediante centrifugacéo
isopicnica em gradientes de césio, mas estas ndo apresentavam diferencas em seu
conteudo. Posteriormente, RATTI e BUCK (1972), observaram que tanto o virus
F de A. foetidus (AfV-F) quanto o virus S presente no mesmo fungo (AfV-S)




forneceram bandas multiplas em gradientes lineares de césio. A eficiéncia do
fracionamento foi avaliada em centrifuga¢do analitica em equilibrio, porém
somente para AfV-S se obteve a separacdo de seus dois tipos de particulas
componentes. Os micovirus de U. maydis apresentaram trés bandas principais
quando foram submetidos a rigorosa purificagdo com PEG, dois ciclos de
purificagdo diferencial e gradiente de densidade de sacarose. Mesmo assim cada
banda continha todos os componentes dSRNA (BOZARTH et al., 1981). Estes
autores obtiveram a separacdo de diferentes tipos de particulas apds centrifugagio
das bandas isoladas em gradientes de césio. KIM e BOZARTH (1985) para
purificar os complexos virais presentes em P. stoloniferum (PsV) e A. ochraceous
(AoV) utilizaram PEG, ultracentrifuga¢do e gradientes lineares de sacarose
obtendo trés bandas para AoV e quatro bandas para PsV. As particulas presentes
nestas bandas ndo puderam ser diferenciadas pelo espectro de absor¢do nem
através de ME. A posterior centrifugacdo em gradientes isopicnicos de césio
separam seis bandas, para cada complexo viral, que também nao puderam ser
diferenciadas por espectro de absogdo ou ME.

Estes trabalhos sdo classicos em micovirologia. Resultados similares
foram obtidos em alguns virus cripticos (grupo de virus vegetais semelhantes em
muitas caracteristicas aos micovirus, BUCK, 1986). Apos gradientes isopicnicos
de césio, foram obtidas diversas bandas nas preparagdes de um mesmo virus,
diferentes s6 na porcentagem de particulas penetradas e ndo penetradas pelo
contrastante (LISA et al, 1981). Quando tentamos uma purificagdo mais
exaustiva dos MaV-RJ, ndo foram observadas bandas discretas nos gradientes de
sacarose e apenas quantidades muito pequenas de dsRNA foram detectadas em
algumas fracdes do gradiente. Isto provavelmente se deve a baixa estabilidade ou
concentragdo de micovirus nas amostras analisadas. Para MaV-Al e MaV-M5
somente foi possivel recuperar pequenas quantidades de virus a partir de
gradientes isopicnicos quando as preparagdes foram pré-tratadas com inibidores
de proteases, mais uma vez sugerindo a produgdo de proteases especificas nas
diferentes linhagens de M. anisopliae utilizadas.

Portanto nossas tentativas para determinar a presenca de mais de um tipo
de micovirus na linhagem RJ, através de gradientes de sacarose seguidos de
gradientes pré-formados e isopicnicos de césio, ndo foram bem sucedidas. Em
outros fungos, metodologias diferentes foram aplicadas para a detecgdo de
complexos virais. BUCK e KEMPSON-JONES (1970) separaram duas bandas de
migragdo sorolégicamente distintas de preparagdes virais de P. stoloniferum apos
eletroforese direta das preparagdes de micovirus. Estas particulas virais ndo
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puderam ser separadas através de gradientes de centrifugag@o. Posteriormente
(1973) estes mesmos autores separaram os diferentes micovirus em colunas de
DEAE-celulose eluidas com gradientes de NaCl. RATTI e BUCK (1972)
utilizando dialise separaram duas classes de particulas virais de 4. foetidus com
mobilidade eletroforética diferente, mas com tamanhos muito proximos.

Outro dado obtido foi relativo as proteinas presentes em preparagdes
purificadas de micovirus de M. anisopliae, que provavelmente representam as
proteinas virais. Foram observadas variagdes nas estimativas de massa molecular
em diferentes géis SDS-PAGE e também em membranas de Western, portanto, a
estimativa de massa molecular utilizada representa os valores médios obtidos em
diferentes experimentos. Nas preparagdes purificadas de MaV-RJ se detectam por
SDS-PAGE trés bandas principais de proteinas, com 46, 42 ¢ 55 kDa (em ordem
decrescente de concentragdo). As proteinas detectadas nas preparagdes de MaV-
Al (80 kDa) e MaV-M5 (80 e 76 kDa) aparecem em baixa concentragdo e
portanto foram considerados os resultados dos experimentos de Western.

Sdo varios os exemplos na literatura onde, como neste trabalho, mais de
uma banda de proteina viral € encontrada em prepara¢des purificadas, embora,
em geral, seja atribuida apenas uma proteina como componente do capsideo
composto (MOR et al., 1984; LIU e LIANG, 1985; SHEPHERD, 1990). BUCK
(1986) comenta que ainda que muitos micovirus de dsRNA paregcam possuir o
capsideo por uma espécie principal de proteina outras bandas presentes podem ter
uma variedade de origens, como: (i) produtos de degradacdo da proteina, (ii)
proteinas contaminantes do hospedeiro, (iii) RNA polimerase, (iv) agregados da
proteina do capsideo, (v) polipeptideos estruturais adicionais ou (vi) mistura de
mivovirus ou variantes.

Exemplos de mais de uma banda de proteina presente em preparagdes de
micovirus, devido provavelmente a mistura de virus ou variantes, ou a produtos
de degradagdo, sdo os complexos de micovirus de 4. oschaereum (AoV) e de P.
stoloniferum (PsV). O micovirus AoV apresenta trés polipeptideos, sendo dois
principais com 60 e 41 kDa e um minoritario de 51 kDa (KIM ¢ BOZARTH,
1985). O micovirus PsV-F apresenta um polipeptideo principal de 47 kDa e um
minoritario de 59 kDa (BUCK e KEMPSON-JONES, 1974). O peso molecular
dos polipeptideos do capsideo do micovirus PsV-S (principal 51 kDa e
minoritario 42 kDa, KIM e BOZARTH, 1985) foi o mesmo encontrado por
BUCK e KEMPSON-JONES (1974), porém a relagdo de concentragdo entre eles
foi invertida. E possivel que o polipeptideo minoritario tenha sido derivado do
maior por protedlise durante a purificagdo do micovirus (KIM ¢ BOZARTH,
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1985). Em AfV-S a propor¢do do polipeptideo minoritario aumenta quando a
preparacao do micovirus € armazenada o que provavelmente representa proteodlise
(BUCK e RATTI, 1975).

Segundo MATTHEWS (1991), acido nucl€ico incluido em um capsideo
protéico geralmente ¢ considerado um virus, entretanto para comprovar sua
natureza viral € necessario que possa ser transmitido para um hospedeiro sadio e
que a enfermidade se produza. Entretanto, a maioria dos trabalhos em micovirus
utiliza o termo virus para designar particulas morfologicamente similares a virus
que foram purificados e tenha sido demonstrada a presenga de acidos nucléicos
incluido no capsideo protéico, mesmo em situagdes onde a infectividade néo
tenha sido demonstrada (BUCK, 1986). Este € o caso das estruturas descritas em
M. anisopliae neste trabalho, portanto empregamos neste trabalho indistintamente
0s termos virus ou micovirus.

As caracteristicas de diametro das particulas, niimero e pesos moleculares
dos componentes dsSRNA e pesos moleculares das proteinas dos micovirus de M.
anisopliae descritos neste trabalho, ndo correspondem as familias nem aos grupos
descritos em micovirus. Varias destas caracteristicas sdo semelhantes a alguns
micovirus isométricos ainda nao classificados, tais como o virus de Rhizoctonia
solani ou ovirus de Allomyces arbusculata (BUCK, 1986). E possivel que os
micovirus de M. anisopliae venham a ser classificados em uma familia a ser
criada.

Para investigar se a aparente complexidade do perfil eletroforético dos
dsRNAs dos MaVs corresponde a uma complexidade genética foram construidas
sondas de cDNA para analisar as homologias entre os diversos componentes. Em
geral, as sondas sintetizadas para os componentes de maior peso molecular
hibridizaram com seus dsRNAs correspondentes e com alguns dos componentes
de menor peso molecular, mas o inverso ndo ocorreu. Por exemplo, sondas do
componente S2 foram especificas para este componente enquanto sondas do
componente S1 hibridizaram com seu homdlogo e com o componente S2. Esta
ndo reciprocidade pode ter, pelo menos, duas explicagdes: (i) os dsRNAs de
maior peso molecular purificados podem estar contaminados com componentes
de menor peso molecular devido a formacgdo de estruturas secundarias que
retardariam a migracdo dos componentes de baixo peso molecular ou (ii) o perfil
de S2, por exemplo, pode ser mais complexo que o detectado nos géis corados
com brometo de etidio, assim produtos de delecdo dos componentes de maior
peso molecular poderiam contaminar a regido de migragdo de S2. Este tipo de




contaminag¢do ndo estaria sendo detectado nos géis mas seria revelado pela
hibridizagdo que apresenta uma sensibilidade maior.

Trés dos nove componentes dsSRNA presentes na variante RJd (M1, S1 e
S2) e trés dos treze componentes da linhagem RJc (L1, M1 e S2), foram
sintetizados como cDNAs. Estas sondas hibridizaram fortemente com os dsRNAs
correspondentes e fracamente com outros dsSRNAs de menor peso molecular do
mesmo perfil. Os controles nas membranas, DNA de bacteriéfago A (ndo
mostrado) e dsRNA de Aspergillus niger, ndo hibridizaram, em geral, com as
sondas o que revela especificidade nas hibridizagdes. Isto sugere a existéncia de
algum nivel de homologia entre os componentes dsRNAs de MaV-RJd e entre os
dsRNAs de MaV-RJc. A ocorréncia de sequéncias terminais homologas nos
diferentes componentes dsSRNA € um fendmeno comum em virus de RNA dupla
fita incluindo os dsRNAs de C. parasitica (HIREMATH et al., 1986).

Em relagdo a hibridiza¢do dos dsRNAs de M. anisopliae ocorreram duas
excecOes aos paddes discutidos até aqui. Primeira, todas as sondas hibridizam
fortemente com o componente S2. Um resultado semelhante foi observado em C.
parasitica, cujo dsRNA consiste principalmente de componentes dsRNA L, e
cujas sondas hibridizaram fortemente com os componentes de menor peso
molecular (HIREMATH, et al., 1986). Os autores explicam este fendmeno como
sendo os dsRNAs menores compostos de componentes defectivos, originados por
delegdes internas dos componentes de maior peso molecular. Esta sugestdo foi
confirmada experimentalmente por SHAPIRA et al. (1991b). Em nosso trabalho
o componente S2 da linhagem RJc e da variante RJd também hibridizan
fortemente com as sondas dos componentes de maior peso molecular das
linhagens Al e M5. Portanto a luz dos resultados aqui apresentados nao se pode
descartar a possibilidade do componente S2 ser defectivo.

A segunda excecdo foi o componente L2 da linhagem RJc. Nas linhagens
RJ de M anisopliae, todos os componentes mostraram hibridizagdo cruzada
(fraca) com algum outro componente dsRNA presente no perfil eletroforético,
com excegdo do componente L2, que ndo hibridiza com a sonda sintetizada para
L1. Deste componente ndo foi sintetizada sonda mas seria interessante observar
seu perfil de hibridizagdo com os outros componentes L, considerando a
possibilidade de representar um componente Unico ou um satélite, pois os
satélites ndo s@o parte do “genoma” do micovirus e ndo apresentam similaridades
com ele (BUCK, 1986; MATTEWS, 1991). Um resultado semelhante foi
observado em S. cerevisiae, onde os componentes L constituem duas familias,
uma de componentes L-A relacionados entre eles, distinguiveis apenas com base
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em sua sequéncia de nucleotideos, na sua fung¢do ou em ambos; e outra familia de
componentes L-BC que apresentam o mesmo tamanho dos anteriores mas ndo
apresentam sequéncias relacionadas, a nivel de hibridizagdo (revisto por
WICKENER, 1992).

MaV-AL também apresenta um perfil eletroforético com multiplos
componentes dsSRNA e em MaV-M5, o perfil simples com dsRNA de alto peso
molecular, paulatinamente apresentou dsSRNAs menores, tornando o perfil mais
complexo com o suceder das sub-culturas. Estes dsRNAs “novos” sempre estdo
em concentracdo menor que o componente de maior peso molecular, mesmo
sendo levado em conta que este ultimo incorpora mais brometo de etidio devido
ao seu tamanho. Poderia se sugerir que estes componentes de menor peso
molecular seriam simplesmente produtos de replicagdo parcial ou delegdes dos
componentes maiores, entretanto, eles ndo hibridizaram com as sondas
sintetizadas a partir dos componentes maiores de MaV-Al ou MaV-M5 nem com
nenhuma das sondas sintetizadas a partir dos componentes dSRNA dos MaV-RJs.
E possivel, embora ndo existam dados experimentais para suportar essa hipotese,
que estes dsRNAs menores sejam componentes Unicos que ao longo das sub-
culturas aumentam seu numero de copias.

Em relacdo as homologias entre os diferentes MaVs os experimentos de
hibridizacdo indicam que existe similaridade entre MaV-Al, MaV-MS5 e os MaV-
RJs. Entretanto esta homologia depende do componente analisado. Sondas
sintetizadas a partir do componente dsSRNA de maior peso molecular de MaV-Al,
hibridizam com o componente dsSRNA de maior peso molecular de MaV-MS5, e o
inverso também ocorre. Isto demonstra alta homologia entre estes dois MaVs.
Estas sondas hibridizam também com os componentes M1, M3 e S2 dos MaV-
RJs, mas o inverso ndo ocorre. Esta auséncia de reciprocidade também foi
observada em relagdo a sorologia, como sera discutido mais adiante. A
correspondéncia entre sorotipagem e similaridade de sequéncias ja foi descrita
anteriormente e foi utilizada para caracteriza¢do de sorotipos especificos de
micovirus (DE MATTOS, et al., 1989; JACKWOOD, et al., 1990; KIBENGE,
1992). Como conclusdo geral dos resultados de hibridizagdo podemos dizer que
MaV-Al e MaV-M5 sdo muito relacionados, sendo o mesmo micovirus, e que
estes estdo relacionados a alguns componentes dos MaV-RJs.

No estabelecimento de interrelagdes entre micovirus o uso de sorologia é
claramente indicado (LISTER, 1979). O poder de discriminagdo dos anticorpos
pode ser observado em uma comparagio de 19 isolados do fungo
Gaeumannomyces graminis onde foram descritas particulas virais com varios
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grupos de sorotipos e grau de relacionamento, indicando que mesmo particulas
virais de tamanho semelhante e com densidade em gradientes de CsCl
semelhantes e isoladas do mesmo organismo, na mesma localidade, podem
apresentar diferencas significativas em seus sorotipos (FRICK e LISTER, 1978).

Para obter mais dados para a caracterizagdo dos MaVs foram realizados
testes sorologicos e para tanto antisoros foram preparados utilizando preparagdes
de micovirus na imunizac¢éo de coelhos. Uma ocorréncia comum no preparo de
antisoros com micovirus € a presenca de proteinas contaminantes do fungo
hospedeiro durante a imunizag@o e portanto anticorpos que reagem com proteinas
do hospedeiro podem mascarar a reagdo com o micovirus. Para evitar esta
possivel interferéncia os antisoros obtidos foram testados com extratos de duas
linhagens de M. anisopliae “livres de micovirus” (E6 e MT). Nestes testes os

antisoros ndo reagiram, demonstrando que ndo reagem com proteinas do

hospedeiro e portanto s@o especificos para os micovirus. Outra possivel
interferéncia é a presenca de anticorpos que reagem contra o acido nucléico
(dsRNA). Os anticorpos contra dsRNA sdo capazes de reagir, com pouca
especificidade, com um amplo espectro de diferentes dsRNA (IKEGAMI e
FRANCKI, 1977). Os antisoros produzidos contra os MaV's neste trabalho foram
testados com dsRNAs, em reacdo de DD, fornecendo resultados negativos,
confirmando assim que os anticorpos reagem com as proteinas dos micovirus e
ndo com os dsRNAs.

Os antisoros contra MaV-M5 e MaV-Al ndo reagiram com seus
homologos nas provas de DD, mas formaram bandas fracas de precipitagdo
quando reagidos com MaV-RJ. O antisoro contra MaV-Al reage com seu
homoélogo em microprecipitagdo, € ambos soros contra MaV-Al e MaV-MS5,
reagem com suas proteinas homdlogas em Western, portanto ocorreu formacéo
de anticorpos contra MaV-Al e MaV-MS5 nos coelhos imunizados. Provavelmente
a reacdo fraca ou ausente em DD, possa ser devida a pouca sensibilidade desta
prova, comparada com outros testes tais como Western, € a pequena quantidade
de proteinas virais presentes nas preparacdes de MaV-Al e MaV-MS5, podendo
ser atribuida a uma quantidade menor de micovirus no fungo, uma vez que tanto
na andlise eletroforética como na ME as quantidades sdo menores que nas
preparacdes de MaV-RJ, ou a presenca de proteases nas preparagdes. De fato,
somente obtivemos bandas visiveis nos gradientes de CsCl quando as
preparacdes de MaV-Al e MaV-R] foram tratadas com inibidores de proteases.
Outros autores descrevg/sua dificuldade em obter rea¢des nas provas de DD em
alguns virus cripticos ja que o virus ndo € detectado mediante este teste ou os virus
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difundem pobremente no dgar quando resuspendidos em tampéo fosfato (LUISONI et
al., 1987; KOENIG e LESEMANN, 1980). Com os MaV-RJs estes problemas
ndo ocorreram e sempre foram obtidas quantidades significativas de micovirus e
proteinas virais. O antisoro contra MaV-RJ reage com seus homoélogos MaV-RJc
e MaV-RJd mas ndo reage com MaV-Al e MaV-M5.

Nos testes de relagdo em Western, os soros contra MaV-Al e contra MaV-
M35 reconhecen a proteina de 80kDa em MaV-Al ¢ em MaV-M5,
indistintamente. O soro contra MaV-Al reage com MaV-RJs, principalmente com
a proteina de 46kDa, mas o inverso ndao ocorreu. As reacdes solorogicas
reciprocas entre MaV-M5 e MaV-RJs s@o basicamente iguais as obtidas entre
MaV-Al e MaV-RJs. A partir destes dados podemos concluir que MaV-Al e
MaV-MS3 sdo estreitamente relacionados entre si e mantém alguma relagdo com
MaV-RJ. Esta conclusdo € idéntica aquela obtida a partir dos dados de homologia
entre os componentes dsRNA.

Os micovirus nao sao capazes de penetrar ativamente células do fungo
hospedeiro, ndo existem evidéncias de rotas extracelulares de infec¢do € ndo sdo
conhecidos vetores envolvidos na sua transmissio (GRENTE e SAURET,
1969a,b; SHAPIRA et al., 1991a). Portanto, o entendimento da relag@o entre os
micovirus e seus hospedeiros depende do desenvolvimento de sistemas que
possibilitem sua transmissdo a hospedeiros livres de micovirus e de experimentos
de cura (NUSS e KOLTIN, 1990).

Em M. anisopliae a anastomose € comum entre as hifas, entre conidios e
entre conidios e tubos germinativos (TINLINE, 1971). Portanto uma
possibilidade de transmissdo de micovirus seria a anastomose entre linhagens
infectadas e ndo infectadas. Tentamos, sem sucesso, a transmissao dos MaVs
através de anastomose, provavelmente devido ao baixo grau de
complementariedade entre as linhagens de M. anisopliae utilizadas (BOGO et al.,
1996a).

Como alternativa para a transmissao dos MaVs tentamos a introducdo dos
micovirus utilizando bombardeamento com particulas. Esta técnica tem sido
utilizada com sucesso em M. anisopliae para a introdugdo de DNA por
transformacdo (ST. LEGER et al., 1995; BOGO et al., 1996b). As linhagens de
M. anisopliae utilizadas como receptoras foram inicialmente analisadas para a
auséncia de dsRNA e de particulas ao microscopio eletronico. Estas linhagens
também ndo apresentam bandas de proteinas relacionadas aos micovirus quando
submetidas ao mesmo protocolo utilizado para purificagdo dos micovirus.
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Preparagdes dos MaVs foram aderidas a particulas de tungsténio e
bombardeadas para as linhagens receptoras. Ndo foram obtidos transformantes
contendo dsRNA. Algumas variagdes foram examinadas em relagdo ao modo de
preparo da amostras para o bombardeamento, o grau de pureza das preparages
de micovirus e sua concentragdo, as condi¢des de bombardeamento e os métodos
de selegdo das colonias bombardeadas. Nenhuma destas variagdes se mostrou
eficaz. A ndo transferéncia pode ser devida a varias causas sendo as mais
importantes: (i) € possivel que durante o processo de bombardeamento as
particulas de micovirus tenham sido degradadas, perdendo sua capacidade de
replicacdo, (i) ndo sabemos se fatores do hospedeiro sdo importantes para a
replicagdo viral e se as linhagens livres de micovirus s@o permissivas a
replicagdo, (iii) ndo dispomos de um método eficiente de andlise dos
transformantes. No primeiro caso deveriamos examinar as particulas adicionadas
de micovirus por microscopia eletronica para verificar se existem alteragdes
importantes nas particulas. Para tentar contornar a possivel interferéncia do
hospedeiro na replicagdo do micovirus utilizamos a linhagem M35 infectada com
MaV-M35, que apresenta um perfil de dsSRNA mais simples (normalmente apenas
um componente dsRNA estd presente) e diferente do perfil de MaV-RJd.
Entretanto ndo foram obtidos transformantes com perfil de dsRNA de MaV-RJd.
Certamente uma das maiores dificuldades nestes experimentos de transmissdo
dos MaVs é a falta de uma metodologia simples que permita identificar as
colonias transformadas depois do bombardeamento. Tentamos um sistema de
cotransformag¢@o onde o vetor pBT6, que codifica para resisténcia a benomil, foi
misturado com as particulas virais de forma a permitir a sele¢do de colonias
resistentes a benomil e entre estas procurar aquelas que estivessem replicando os
micovirus. Esta alternativa também néo foi bem sucedida.

Os experimentos de transferéncia por bombardeamento realizados neste
trabalho ndo abordaram todos os aspectos possiveis de serem analisados e
portanto ndo sdo conclusivos sobre o insucesso da transferéncia. Os trabalhos na
literatura referentes a transmiss@o de micovirus com preparagdes livres de células
quando aplicadas a hifas de fungos, células ou esferoplastos sdo inconclusivas
(NUSS e KOLTIN, 1990, NUSS, 1992). Néo existe na literatura descrigdo da
tentativa de transferéncia de micovirus utilizando bombardeamento com
particulas. No caso de Cryphonectria parasitica a transferéncia do micovirus foi
obtida através da sintese do cDNA completo (CHOI e NUSS, 1992a,b) e de
transcritos sintéticos correspondentes a fita de RNA codante (CHEN et al.,1994),
a partir do dsRNA viral, utilizando métodos convencionais de transformacdo em
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fungos filamentosos. Esta alternativa para os MaVs ndo esta imediatamente
disponivel uma vez que o perfil de componentes dsRNA € mais complexo. Uma
alternativa € a utilizagdo do componente dsRNA de alto peso molecular de MaV-
MS5 para sintese do cDNA completo e sua transformagdo para linhagens de M.
anisopliae “livres de virus”.

A dificuldade de detectar as colonias portadoras de micovirus, apos o
bombardeamento, provavelmente podera ser contornada desenvolvendo técnicas
para analise de um grande nimero de col6nias utilizando por exemplo ELISA ou
“dot blot™.

Este trabalho representa uma contribui¢do importante na caracteriza¢io
dos micovirus associados a M. anisopliae e abre a perspectiva de que a possivel
interferéncia dos dsRNAs com a entomopatogenicidade seja estudada. Futuros
trabalhos com os MaVs poderdo abordar os seguintes aspectos: (i) utilizar
métodos mais potentes para verificar se a linhagem RJ estd infectada por mais de
um tipo de micovirus, empregando por exemplo didlise e eletroforese para
separar diferentes particulas virais, (ii) observar se os perfis de dsRNA sdo
alterados apo6s a passagem do fungo em insetos, (iii) verificar a presenca de
micovirus, nos insetos infectados por M. anisopliae, (iv) identificar o gene que
codifica a RNAPol do micovirus que provavelmente estd associada ao capsideo,
(v) transferir os micovirus para linhagens ndo infectadas utilizando
bombardeamento ou eletroporagio, acoplados ao desenvolvimento de sistemas
mais eficientes de detec¢do das colonias infectadas, (vi) eliminar os dsRNAs
através de cura para verificar as possiveis alteracdes fenotipicas associadas aos
micovirus e (vii) verificar a localizacdo dos micovirus nas cé€lulas do fungo.




5. CONCLUSOES

. As linhagens Al, M5 e RJ de Metarhizium anisopliae apresentam micovirus.
Propde-se a denominagdo MaV-Al, MaV-M5 e MaV-RJ, respectivamente,
para os virus presentes em cada uma destas linhagens.

. As linhagens E6, E9 e MT deste fungo ndo apresentam micovirus.

. O diametro das particulas virais ¢ de 35 nm para MaV-RJs e MaV-MS5, e de
38 nm para MaV-Al.

Os MaV-RJs apresentam uma proteina majoritaria de 46 kDa e duas proteinas
minoritarias de 42 e 55 kDa. MaV-Al e MaV-MS5 apresentam uma proteina
principal de 80 kDa.

. O acido nucléico dos trés micovirus ¢ dsRNA. Os perfis eletroforéticos
apresentam varios componentes dsRNAs. Estes componentes em MaV-RJ
apresentam, em geral, muito baixa homologia entre si, com excecdo do
componente S2 que hibridiza fortemente com todas as sondas produzidas, e
do componente L2 que ndo hibridiza com L1 nem com nehuma sonda
produzida.

. Existe alta homologia de seqiiéncias entre MaV-Al e MaV-M5, e estes
apresentam homologia com alguns componentes dsRNAs dos MaV-RJs.

. Sorologicamente MaV-Al e MaV-M5 sdo estreitamente relacionados e
mantém um relacionamento mais distante com MaV-RJs.

. A variante MaV-RJd se distingue de MaV-RJc na falta dos componentes
dsRNA de maior peso molecular e no perfil eletroforético dos componentes
dsRNA de menor peso molecular. Existem alteragdes na morfologia das
colonias da linhagem derivada RJd, mas ndo existem dados experimentais

para que sejam diretamente associadas as alteragdes dos componentes
dsRNA.

Nao foi possivel transferir por bombardeamento os micovirus ou os dsRNAs
para linhagens “livres de virus”.
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