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CARACTERIZAÇÃO DE PARTÍCULAS VIRAIS E RNA DE DUPLA FITA 

ISOLADOS DO FUNGO ENTOMOPATOGÊNICO Metarhizium anisopliae 1 

Autor: María de la Paz Giménez Pecci 

Orientador: Prof. Dr. Augusto Schrank 

RESUMO 

Micovírus são freqüentemente encontrados infectando vários gêneros de 
fungos. Em alguns sistemas, bem caracterizados, foi demonstrada a interferência 
de genes virais com o fenótipo do fungo, sendo o caso melhor documentado a 
hipovirulência em fungos fitopatogênicos. Em nosso laboratório, seis linhagens 
de Metarhizium anisopliae, um fungo entomopatogênico usado no controle 
biológico de pragas importantes em agricultura, foram analisadas para a presença 
de dsRNA. Todas as linhagens foram isoladas de insetos e três apresentam 
dsRNA viral (linhagens Al, MS e RJ). Nosso objetivo é analisar a possível 
interferência dos micovírus (Ma V s) com a entomopatogenicidade de M 
anisopliae. Neste trabalho foram caracterizados três MaVs através de purificação 
em gradientes de CsCl, microscopia eletrônica, análise de proteínas, padrão 
eletroforético dos componentes dsRNA, sorologia e análise da homologia entre 
os componentes dsRNA individuais de um mesmo Ma V e entre os componentes 
dsRNA dos diferentes MaVs, utilizando sondas de cDNA. As partículas virais 
dos MaVs RJ, AI e MS são isométricas, com diâmetro médio de 3S nm e são 
separados em várias bandas em gradientes de CsCI nas densidades de flotação de 
1,32 a 1,41 (MaV-RJ); 1,3S a 1,45 (MaV-Al) e 1,40 a 1,43 g/ml (MaV-MS). 
Espectros de absorção típicos de nucleoproteínas foram observados em todas 
estas bandas e nas preparações de micovírus. Após a dissociação das partículas 
virais foi observada a presença de componentes dsRNA com o mesmo perfil 
eletroforético obtido em extratos de micélio. Foi demonstrado que o ácido 
nucléico viral é composto por dsRNA, pela digestão enzimática específica e 
purificação em colunas de celulose CFll. MaV-RJ apresenta, pelo menos, treze 
componentes dsRNA, variando de 3,1 a 0,5 kb e um polipeptídeo majoritário do 
capsídeo de 46 kDa. Ma V-AI apresenta;-?elo menos, cinco componentes dsRNA 
variando de 4,1 a 1 kb e um polipeptldeo majoritário do capsídeo de 80 kDa. 
Ma V -MS é muito semelhante a Ma V -AI em relação ao componente dsRNA de 
4,1 kb e polipeptídeo majoritário, entretanto apresenta um número menor de 
componentes dsRNA pequenos. Durante o desenvolvimento do trabalho, Ma V-AI 
e MaV-MS apresentaram um padrão instável de componentes dsRNA, 
progressivamente mais complexo em relação aos componentes dsRNA pequenos. 

1 Dissertação de Mestrado em Genética e Biologia Molecular, Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul, Porto Alegre (147p.). Dezembro, 1996. 
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Foi caracterizado um mutante estável (linhagem RJd), derivado espontaneamente 
da linhagem RJ que não 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 colônia 
alterada, contudo não temos evidências experimentais para associar diretamente 
estas alterações com o padrão alterado de componentes dsRNA. Anticorpos 
policlonais foram produzidos contra os três Ma V s e mostramos que estes Ma V s 
são sorologicamente relacionados. Em testes de dupla difusão MaV-RJ reage com 
antisoro contra MaV-AL e MaV-M5 indicando relações sorológicas. Em 
Western, todos os polipeptídeos dos capsídeos dos três Ma V s, reagem com os 
antisoros contra MaV-Al e MaV-M5. Sondas de cDNA do componente dsRNA 
de 4,1 kb de MaV-Al hibridizam com os componentes de 4,1 kb de MaV-M5 e 
com os componentes dsRNA S2, M3 e Ml de MaV-RJ. Quando a sonda de 
cDNA é preparada a partir do componente dsRNA de 4,1 kb de MaV-M5 
também ocorre hibridização com o componente dsRNA de mesmo tamanho de 
MaV-AL ~com o componente dsRNA S2 de MaV-RJ. S~lu~que os três 
micovírus são relacionados entre si em relação a pelo menos um componente 
dsRNA. Além disso, a análise de hibridização mostrou que existe homologia 
entre todos os componentes de Ma V-RJ mas sondas a partir do componente 
dsRNA de 4,1 kb de MaV-Al não hibridizam com nenhum outro componente da 
mesma linhagem. Nossas tentativas de transferir micovírus ou dsRNA a 
linhagens "livres de micovírus" utilizando biobalística falharam. 
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CHARACTERIZATION OF VIRAL PARTICLES AND DOUBLE­
STRANDED RNA ISOLATED FROM ENTOMOP A THOGENIC FUNGUS 

Metarhizium anisopliael 

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

ABSTRACT 
Micovirus are frequently found infecting severa! genus of fungi in nature. In 

some, well characterised systems, the interference of vira! genes with the fungai 
phenotype was demonstrated, as is the case of hypovirulence mediated by viral dsRNA 
in phytopathogenic fungi. In our laboratory, six strains of Metarhizium 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 vira! dsRNA (strains AI, M5 and RJ). We aim to access the possibility of 
interference o f micovirus (Ma V s) with the entomopathogenicity o f M anisopliae. In 
this work the Ma V s were characterised through purification by CsCl gradients, eletron 
microscopy, protein analysis, dsRNA pattem, serology and homology between 
individual dsRNA components within the same Ma V and among the Ma V s. The Ma V s 
parti eles are isometric, with an average diameter o f ca. 3 5 nm and are resolved into 
severa! bands in CsCl gradients at buoyant densities o f 1.32 to 1.41 (Ma V -RJ); 1.35 to 
1.45 (MaV-Al) and 1.40 to 1.43 g/ml (MaV-M5). Absorbance spectra, typical of 
nucleoproteins, waS detected in ali vira! preparations. The vira! nucleic acid was shown 
to be dsRNA, by specific enzymatic digestions and celiulose-CF11 chromatography. 
Upon dissociation, the particles were shown to contain dsRNAs, with the same 
eletrophoretic pattem 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 o f 46 kDa. Ma V -AI have, at least, five dsRNA 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 smalier dsRNA components. During the development of the work, 
Ma V -Al and Ma V -MS displayed an unstable dsRNA pattem, 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 smali dsRNA 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 pattem. 
Polyclonal antibodies were produced against the three Ma V s and we show that the 
Ma V s are serologicaliy related to each other. In double-diffusion serological test Ma V­
RJ reacted with antiserum against MaV-Al and MaV-M5, indicating serological 
relationships. In Westem blot, ali 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 Ma V -Al hybridised with the 4.1 kb-dsRNA component from 

1 M.Sc. Thesis in Genetics and Molecular Biology, Federal University of Rio Grande do Sul, 

Porto Alegre (147 p.). December 1996. 
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MaV-M5 and the S2, M3 and Ml-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. lt 
was concluded that the three viroses 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 Ma V s to different "free o f vírus" strains o f M. anisopliae by 
biobalistic, using both micovirus and naked dsRNA, have failed. 
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I. INTRODUÇÃO 

Algumas propriedades tomam os fungos filamentosos importantes do 
ponto de vista científico e econômico. A importância econômica pode ser 

ilustrada pela variedade de produtos obtidos a partir destes organismos. Assim, 

ácidos orgânicos, antibióticos, aminoácidos e enzimas, além de outros produtos, 

são obtidos, em escala industrial utilizando fungos filamentosos. Por outro lado 

fungos patogênicos, especialmente de plantas, têm impacto econômico causando 

grandes perdas na produção agrícola. Do ponto de vista científico, estes 

organismos apresentam propriedades biológicas importantes como: ciclos de vida 

complexos, diferenciação celular, vias metabólicas altamente reguladas e 

sistemas de glicosilação e excreção de proteínas. Estas características tomam este 

grupo de microrganismos interessantes como modelo de sistemas eucarióticos 

para investigação básica em biologia. 

O fungo entomopatogênico Metarhizium anisopliae infecta e mata uma 

variedade de insetos. Sua patogenicidade foi demonstrada para insetos praga de 

importância agronômica e para alguns vetores de doenças humanas. Este fungo é 

utilizado comercialmente no Brasil para controle biológico em plantações de 

cana-de-açúcar e pastagens. 

Micovírus com genoma dsRNA têm sido isolados de diferentes fungos . O 

interesse em seu estudo tem sido estimulado pelas interações pouco comuns com 

seus hospedeiros, envolvendo relações hospedeiro-satélite, produção de toxinas, 

controle da manutenção do vírus por genes do hospedeiro, por seu possível uso 

no controle de doenças vegetais e por sua aplicação em biologia molecular 
(PEREIRA, 1991 ). 

Em algumas linhagens altamente patogênicas de M anisopliae, tem sido 

observada a perda da infectividade a insetos, porém os mecanismos envolvidos 

ainda não foram estudados. Em nosso laboratório foram detectadas a presença de 

mais de um tipo de perfil eletroforético de dsRNA e partículas virais associadas a 

algumas linhagens de M anisopliae (BOGO et al. , 1996a). 
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Realizamos o presente trabalho no sentido de caracterizar os diferentes 

micovírus presentes em três linhagens de M anisopliae. A seguir faremos uma 

revisão da literatura abrangendo os micovírus e alguns aspectos relevantes do 

fungo entomopatogênico M anisopliae. 

1.1. Micovírus 

O primeiro vírus de fungos foi isolado de cogumelos em 1962 

(HOLLINGS, 1962), seguido pelo descobrimento de partículas semelhantes a 

vírus (VLPs) em algumas espécies de Penicillium (ELLIS e KLEINSCHMIDT, 

1967; BANKS et al., 1968). A caracterização bioquímica destes e de outros 

micovírus isolados levaram à conclusão de que o RNA dupla fita ( dsRNA) é o 

material genético da maioria dos vírus de fungos (BUCK, 1986). Além dos 
genomas dsRNA contidos no capsídeo, foram identificados, em diversos fungos 
hospedeiros, dsRNA livre, não contido em capsídeos, geralmente denominados 

elementos genéticos dsRNA (WESELOSKI e WICKNER, 1984; SEROUSSI et 

al., 1989; NUSS, 1992; ROMAINE et al., 1994). 

Os genomas dsRNA dos micovírus podem ou não estar segmentados em 

peças discretas (BOZARTH, 1979). Estas peças são referidas como segmentos 

quando comprovada a característica genômica dos diferentes componentes 

dsRNA do perfil eletroforético (BOZARTH e HARLEY, 1976; BUCK, 1986; 
HILLMAN et al., 1994), já que estas peças, observadas como bandas individuais 

no perfil eletroforético de dsRNA, poderiam ser provenientes de um complexo de 

diferentes micovírus (infecção mista) e/ou dsRNAs, incluindo satélites, partículas 

defectivas ou ácidos nucléicos defectivos. Quando não há certeza da natureza 

genômica das bandas dos perfis eletroforéticos de dsRNA, elas recebem várias 

denominações 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 denominação 

componentes dsRNA do perfil eletroforético já que a denominação elemento 

normalmente é empregada para referir estruturas genômicas, como os elementos 

de transposição ou elementos genéticos extracromossomais, consideradas como 

unidades por si. Também deve ser demonstrado que são moléculas 
independentes, já que podem ser produtos parciais de replicação. 
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Os genomas dsRNAs contidos em capsídeo encontram-se empacotados 

dentro de partículas virais discretas. Entretanto, muitas dessas partículas têm sido 
caracterizadas apenas por'microscópio eletrônico. Nestos casos, as partículas são 

denominadas partículas semelhantes a vírus (VLPs) (NUSS e KOLTIN, 1990). 
Contudo, a maioria dos autores emprega o termo partícula viral para definir as 

partículas morfologicamente semelhantes a vírus que tenham sido purificadas e 

demonstrado seu conteúdo de ácido nucléico, mas na maioria dos casos sua 
capacidade infectiva não foi demonstrada. Ainda assim, a denominação de 

partícula viral parece ser justificada na maioria dos sistemas (BUCK, 1986). 

Os micovírus (incluindo neste termo os elementos genéticos dsRNA, isto 

é, os dsRNAs não contidos em capsídeos) não lisam seus hospedeiros e, 

diferentemente da maioria dos vírus, não existem evidências de fase extracelular . 
no ciclo de vida nem se conhecem vetores envolvidos em sua transmissão 

(BUCK, 1986). Atualmente há informação de espécies de fungos que apresentam......, 

micovírus nas principais classes de fungos (BUCK, 1986; NUSS e KOLTIN, _.. 

1990) e na maioria dos grupos de fungos filamentosos (DETROY e WORDEN, 

1979). F oram descritos micovírus em mais de 100 espécies de 73 gêneros de 

fungos (CHEN et al., 1988). 

1.1.1. Relações vírus-hospedeiro. 

Em fungos filamentosos é freqüente a variabilidade fenotípica em 

morfologia, síntese de metabólitos secundários e virulência. Os esforços para 

explicar este fenômeno têm estimulado o interesse em elementos genéticos 

extracromosomais que possam modular a expressão gênica em fungos. Tais 

elementos podem ser micovírus, plasmídeos ou transposons. Os plasmídeos de 

DNA são pouco freqüentes em fungos filamentosos, e a presença de transposons 

tem sido descrita apenas recentemente (KINSEY e HELBER, 1989). 

Contrariamente, os micovírus ocorrem nos fungos em alta freqüência. 
Conseqüentemente é crescente o interesse em se conhecer a contribuição destes 

elementos na determinação da variabilidade dos seus hospedeiros (NUSS e 

KOL TIN, 1990). 

O impacto na indústria e na agricultura de vários destes fungos que contêm 
micovírus, tem estimulado estudos orientados no sentido de conhecer se estes 

elementos citoplasmáticos intervém no metabolismo do fungo, especialmente na 

síntese de micotoxinas, antibióticos e outros metabólitos secundários. A 
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evidência compilada até 1979 por DETROY e WORDEN indica que a maioria 

dos micovírus não afetam a síntese de metabólitos secundários, porém, LIU e 

LIANG em 1989 observaram que as linhagens de Aspergillus niger que possuem 

maiores concentrações de micovírus apresentam maior rendimento na produção 

industrial da enzima glicoamilase. 

Há evidência de que metabólitos dos fungos apresentam ação inibitória na 

replicação in vivo de alguns micovírus. O ácido micofenólico pode regular a 

infecção e/ou a replicação 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 replicação do micovírus F (PsV-F) (DETROY e 

WORDEN, 1979). 

O intercâmbio de informação entre as seqüências de dsRNA e o genoma 

do hospedeiro tem sido descrito como necessário em alguns casos, para a 

manutenção dos elementos genéticos dsRNA em seus hospedeiros (NUSS e 

KOL TIN, 1990). Em Saccharomyces cerevisiae, são necessários mais de 30 

genes nucleares para a manutenção do componente dsRNA M, que codifica para 

a determinação do fenótipo "killer" (UEMURA e WICKNER, 1988). As 

linhagens "killer", produzem uma toxina protéica letal a outras linhagens não 

infectadas, e proteínas que inativam os efeitos das toxinas nas linhagens 
infectadas (imunes). A toxina e a proteína que produz a imunidade estão 
codificadas por um dos componentes dsRNA (M1), o qual é um satélite do 

micovírus L-A. O L-A e seus satélites é o sistema de micovírus com capsídeo 

melhor estudado. Estudos genéticos do sistema viral L-A e Ml mostram que a 

expressão dos produtos virais necessitam da participação de muitos genes 

cromossomais. Os produtos de vários genes cromossomais são necessários para o 

processamento da pré-toxina "killer". Os produtos de outros genes nucleares, 

denominados SKI, reprimem a replicação de vários genomas virais (WICKNER, 

1992) e bloqueiam a expressão 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 partículas 

virais que contém dsRNAs de diferentes tamanhos, existindo linhagens "killer", 

neutrais, sensíveis e supressoras da sensibilidade a toxina (BRUENN, 1980; 

FINKLER et a/., 1992). Outros fungos tais como as leveduras 

Zygosaccharomyces bailii e Hanseniaspora uvarum (SCHMITT e 

NEUHAUSEN, 1994); Endomyces magnusii (POSPISEK et a!., 1994) e o 
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basidiomiceto Sporidiobolus salmonicolor (KUTAITE et al., 1990) apresentam 

sistemas "killer" associados à presença 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 replicação, transcrição e empacotamento do componente dsRNA L-A e 

seus satélites, assim como ao desenvolvimento de vetores de expressão de suas 

proteínas in vivo, às análises moleculares e aos estudos de processamento, 
secreção e mecanismos de ação das toxinas "killer". A presença de um plasmídeo 

linear dsRNA encapsidado em partículas virais em eucariontes simples, oferece 

um sistema modelo para o estudo da biologia molecular das interações do 

plasmídeo com seu hospedeiro. O sistema "killer" já é usado para exclusão de 

contaminantes, e diversos laboratórios trabalham para seu emprego como vetores 

virais na produção de proteínas e peptídeos (WICKNER, 1992). 

Os micovírus presentes em fungos fitopatogênicos são de interesse devido 

ao seu uso no controle de doenças vegetais. Foram isolados micovírus de mais de 

30 espécies de fungos fitopatogênicos (NUSS e KOLTIN, 1990). As alterações 
fenotípicas produzidas pela presença de elementos genéticos dsRNA são muito 

variáveis, sendo descritas desde a ausência de alterações detectáveis até fenótipos 

muito alterados (RYTTER et al., 1991). Em alguns casos, a associação pode ser 

complexa. Em Ophiostoma (Ceratocystis) ulmi, por exemplo, a presença de 

apenas alguns componentes dsRNA foram descritos em correlação com 

virulência alterada (BARBARA et al., 1987). Na maioria dos casos, os esforços 

para demonstrar uma relação de causa-efeito entre um fenótipo específico e o 

micovírus residente é impedida pela impossibilidade de realizar os "Postulados 

de Koch" completos, principalmente devido ao fato de que os micovírus até o 
presente estudados, são incapazes de penetrar ativamente em seus hospedeiros 

(NUSS e KOLTIN, 1990). 

Apesar destas dificuldades, atualmente existem exemplos na literatura 

onde é possível afirmar, com alguma confiança, que a virulência está influenciada 

pelos micovírus. Um dos sistemas mais betn caracterizados de interação dsRNA­

hospedeiro é o do fungo fitopatógeno Cryphonectria parasitica. Linhagens 

virulentas deste fungo infectam e matam castanheiras [ Castanea dentata (March) 

Borkh. e Castanea sativa Mill.] e foram responsáveis pelo extermínio de milhares 

de árvores nos Estados Unidos e Europa. Certas linhagens do fungo são 

hipovirulentas e além de alterações fenotípicas como morfologia colonial, cor e 

quantidade de conidiósporos e produção reduzida de enzimas como lacases 
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(ligninases ), quando foram inoculadas em lesões causadas pelo fungo em 
castanheiras, provocaram uma regressão da doença levando a sua cura 

(ANAGNOSTAKIS, 1982; CHEN et al., 1994). Análises detalhadas, a nível 
molecular, demonstraram que a diferença entre linhagens virulentas e 

hipovirulentas é a presença, no citoplasma das linhagens hipovirulentas, de 

dsRNA viral (POWELL e V AN-ALFEN, 1987). O componente dsRNA de maior 

peso molecular ( dsRNA L) foi clonado e totalmente seqüenciado (HIREMA TH 
et al., 1986; TARTAGLIA et a/., 1986; SHAPIRA et al., 1991a, 1991b), tendo 

sido caracterizada a região envolvida na determinação da hipovirulência (CHOI e 

NUSS, 1992a; ZHANG et al., 1993). 

Atualmente, linhagens hipovirulentas de C parasitica são utilizadas em 
campo para o controle do fungo patogênico, sendo considerado um dos exemplos 

mais bem. sucedidos de controle biológico (ANAGNOSTAKIS e DA Y, 1979; 
DA Y e DOODS, 1979). Recentemente foram construídos recombinantes mais 

eficientes para o controle biológico (CHEN et a/., 1993). 

A recente aplicação da genética molecular ao estudo destes dsRNAs, que 
levou a um melhor entendimento das bases moleculares da hipovirulência 

transmissível em C parasitica, está sendo usada também em outros sistemas. A 
otimização de sistemas de transformação em fungos e a maior disponibilidade de 

clones de cDNA, de vários elementos genéticos dsRNA, tem proporcionado um 

melhor entendimento da função dos micovírus na atenuação ou potenciação da 
virulência. As análises comparativas de seqüências de ácidos nucléicos de 

diferentes micovírus permitiram o conhecimento da origem e relação entre eles e 

podem levar a construção de agentes mais efetivos para regular a virulência de 

uma ampla variedàde de fungos patogênicos, levando a um biocontrole mais 
efetivo (NUSS e KOL TIN, 1990). 

1.1.2. Transmissão e cura de micovírus 

A transmissão dos micovírus na natureza ocorre somente por via 
intracelular durante o crescimento das hifas, através de esporos sexuais ou 

assexuais e entre indivíduos por fusão de hifas compatíveis. 

A maioria dos micovírus isométricos dsRNA foram encontrados nas hifas 

de fungos superiores (Ascomicetos, Basidiomicetos e seus anamorfos ). Estas 

hifas são septadas e crescem por extensão do extremo apical. A região de 

crescimento das hifas parece ser livre de micovírus ou com conteúdos muito 
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baixos de partículas virais, portanto a replicação, aparentemente, têm lugar na 

região distai, de crescimento periférico, e as partículas virais podem ser levadas 

até o extremo no fluxo de protoplasma durante o crescimento da hifa (BUCK, 

1986). Os poros do septo se mantêm abertos durante o crescimento da hifa, 

permitindo o transporte de organelas subcelulares tão grandes como o núcleo 

(TRINCI, 1971 ), e não constituem uma barreira para o movimento das partículas 

virais. Quando o poro do septo no compartimento apical é bloqueado antes de 

ocorrer a transmissão do micovírus, o crescimento subseqüente será livre de 

vírus. Isto pode explicar a autoliberação ocasional de micovírus de alguns fungos 

em subculturas sucessivas. A facilidade com que isto ocorre depende da 

velocidade de oclusão do poro do septo. Em alguns fungos, por exemplo Geotrichum 

lactis, isto ocorre logo após a formação do septo, entretanto, em outros, o septo 

permanece aberto durante algum tempo após sua formação, de modo que mais de 

um compartimento da hifa mantém a comunicação (alguns em Aspergillus e 

Penicillium, e mais de 150 em Neurospora crassa) (BULL e TRINCI, 1977). 

A transmissão dos micovírus por esporos assexuais é generalizada e 

eficiente em varias espécies de fungos. Isto explica porque as inoculações com uma 

massa de conídios mantêm constante o nível de infecção. A eficiência da 

transmissão através de conídios em Penicillium e Piricularia é da ordem de 90 a 100% 

(BUCK, 1986). 

A dispersão dos micovírus por fusão celular do hospedeiro é muito 

eficiente, devido à alta freqüência de pareamento e fusão de hifas entre fungos na 

natureza. Portanto, muitos micovírus estão amplamente distribuídos em seus 

respectivos hospedeiros, assim por exemplo, os micovírus de S. cerevisiae estão 

presentes na maioria das linhagens. Isto resulta na ocorrência freqüente de 

infecções mistas e no acúmulo de dsRNAs defectivos ou satélites (BUCK, 1986). 

Como resultado da alta eficiência de transmissão descrita, os micovírus 

não necessitariam sair da célula para sua multiplicação. Até o presente, não 

existem evidências de fase extracelular nem se conhecem vetores envolvidos em 

sua transmissão (WICKNER, 1992). 

1.1.2.1. Transmissão experimental 

A transmissão dos micovírus entre linhagens foi obtida somente após 

anastomose (NUSS, 1992). Com exceção de raros exemplos (LHOAS, 1971; 
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P ALLET, 1972, EL-SHERBEINI e BOSTIAN, 1987), preparações livres de 

células não são infecciosas quando aplicadas a hifas de fungos ou esferoplastos. 

A impossibilidade de transmitir os micovírus por simples infecção é o principal 
obstáculo para a análise das alterações que causam nos hospedeiros (NUSS e 

KOLTIN, 1990). 

Devido ao fato das amostras conterem populações heterogêneas de células 

infectadas em diferentes tempos, é muito dificil ou impossível, determinar a 
seqüência de infecção e as alterações citológicas. Sem condições experimentais 

adequadas para infectar o hospedeiro e comparar com hifas sadias de idade 

similar, é extremadamente dificil atribuir algumas alterações observadas apenas à 

presença do micovírus (ALBOURY, 1979). 

O entendimento da relação precisa dos micovírus com seu hospedeiro 

requer o desenvolvimento de um sistema de infecção, experimentos de exclusão 

dos micovírus (cura) e estudos de expressão dos genes codificados pelos dsRNAs 

em linhagens isogênicas, em condições ambientais controladas (NUSS e 

KOL TIN, 1990). Outro objetivo da transmissão experimental no estudo dos 
micovírus é determinar qual é o seu genoma, incluindo a elucidação do número 

de segmentos genômicos, diferenciando-os de ácidos nucléicos defectivos, 

satélites ou genomas de outros vírus presentes em infecções mistas. 

A metodologia de transmissão de micovírus através de anastomose de 

hifas tem sido a mais bem sucedida até o presente. Através de plasmogamia por 

anastomose de hifas infectadas e não infectadas, de linhagens compatíveis de C 

parasitica (MARTIN e VAN-ALFEN, 1991), foram obtidos muitos avanços no 

entendimento deste sistema, sendo obtida a transferência do dsRNA, que fora 

mantido em subculturas subseqüentes (ANAGNOSTAKIS, 1981). Uma 
metodologia semelhante foi empregada nos sistemas "killer" de U. maydis (DA Y 

e ANAGNOSTAKIS, 1973; WOOD e BOZARTH, 1973). Neste fungo, 

FINKLER et a!. (1992) obtiveram a transmissão de dsRNA e partículas virais 

através de mistura de citoplasma em diplóides. 

Mediante fusão de protoplastos, em presença de um agente fusionante 

(PEG), em meio osmoticamente estabilizado, foi possível transferir micovírus 

entre diferentes espécies de Aspergillus (V ARGA et al., 1994 ). A transferência 

de um micovírus através de fusão de protoplastos também foi descrita em Phaffia 

rhodozyma (PFEIFFER et al., 1994 ). 
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Os experimentos de transmissão através de plasmogamia têm mostrado 

que os micovírus são capazes de se multiplicar e invadir um hospedeiro 

previamente livre de vírus. Estes resultados não revelam qual é o componente 

infectivo, podendo ser a própria nucleoproteina ou outro componente associado 
ao micovírus transmitido durante a fusão de citoplasmas (LECOQ et al., 1979). 

As tentativas de inocular células sadias com micovírus purificado não 

foram bem sucedidas (LECOQ et al. , 1979) até 1987 quando EL-SHERBEINI e 
BOSTIAN mostraram que partículas virais podem ser introduzidas em células de 

levedura durante o processo natural de pareamento, em presença de vírus 

purificados, e podem se estabelecer nas células recipientes. Até o presente, esta é 

a única referência encontrada onde a inoculação tradicional foi descrita. 

Em experimentos de transmissão a protoplastos, empregando micovírus 

purificados, LHO AS (1971) e P ALLET (1972) relatam sucesso com o mico vírus 

de P. stoloniferum (PsV-S). Entretanto, vários autores relatam insucesso nestas 

tentativas (BOZARTH, 1975~ LAI e ZACHARIAH, 1975~ BOISSONNET­
MENES e LECOQ, 1976). Estes resultados levam a consideração de que não 

existem condições experimentais apropriadas para obter infecções reprodutíveis 

em protoplastos de fungos (LECOQ et a!., 1979; NUSS, 1992). 

Em 1984, STANWA Y e BUCK inocularam protoplastos de linhagens de 

fungos, livres de micovírus, com preparações purificadas de uma mistura de 

quatro micovírus, em presença de PEG, obtendo 10% de colônias de fungos 

infectadas, após a regeneração de protoplastos. A concentração destes vírus nas 

colônias recentemente infectadas foi similar às originais, e se mantiveram 

estáveis através de três subculturas seriadas. Em experimentos semelhantes foi 

obtida a transmissao de micovírus purificado de linhagens "killer" de leveduras a 
esferoplastos e células de S. cerevisiae tratadas com acetato de lítio (EL­

SHERBEINI e BOSTIAN, 1987), e a esferoplastos de Zygosaccharomyces bailli 

(SCHMITT e NEUHAUSEN, 1994). 

Os esforços para demonstrar a causa-efeito na relação entre um fenótipo 
específico e o micovírus residente, se 'tornaram mais eficientes com o 
aperfeiçoamento dos sistemas de transformação 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, seqüenciado e expressado em leveduras. A expressão 
deste cDNA conferiu o fenótipo "killer" e a imunidade ao novo hospedeiro 
(MESKAUSKAS e CITAVICIUS, 1992). 
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Foi obtida a transformação de linhagens virulentas de C parasitica com 

cDNA do dsRNA presente em linhagens hipovirulentas (CHOI e NUSS, 1992 a, 

b ), conferindo o caráter de hipovirulência às linhagens transformadas. 

Transcritos sintéticos completos correspondentes à fita de RNA codante 

do dsRNA de C parasitica foram infectivos quando introduzidos em 

esferoplastos de fungo por eletroporação. A infecção foi estabelecida em C 

parasitica e em espécies de fungos relacionadas consideradas livres de micovírus 
(CHEN et al., 1994). Estes resultados demonstram a utilidade dos transcritos 

sintéticos de micovírus para aumentar o número de hospedeiros, abrindo portanto 

uma aplicação potencial da hipovirulência mediada por micovírus para o controle 

de fungos patogênicos. Além disto, são muito promissores como ferramentas no 

estudo das suas funções nos fenótipos "killer" e na atenuação ou potenciação da 

virulência (NUSS e KOLTIN, 1990). 

A metodologia de transformação por biobalística foi desenvolvida 

inicialmente para introduzir ácidos nucléicos através da parede celular de células 

vegetais intactas, usando partículas metálicas aceleradas (KLEIN et al., 1987). 

Esta técnica foi empregada posteriormente para a transformação de células e 

esporos de fungos com sucesso (BARRETO et al., 1994a; ST. LEGER et al., 

1995; BOGO et al., 1996b). Foram definidas variáveis fisicas e biológicas que 

afetam a eficiência de transformação estável em Saccharomyces sp e Neurospora 

crassa (ARMALEO et al., 1990) e Phytophora (BAILEY et al., 1993). O 

emprego de microprojéteis biológicos (células bacterianas e vírus) é recente e as 

eficiências de transformação são ainda baixas (RASMUSSEN et al., 1994). 

1.1.2.2. Cura de linhagens portadoras de micovírus 

Mediante tratamentos com calor, foi descrita a perda seletiva de alguns 

componentes dsRNA do sistema "killer" em S. cerevisiae (SOMMER e 

WICKNER, 1982a; WEINSTEIN et al. , 1993), e a cura total de P. stoloniferum e 

P. brevi-compactum infectados com micovírus (BANKS et al., 1968; WOOD et 

al., 1971). Com temperatura de 30°C, ocorreu a perda seletiva de alguns 

componentes dsRNA presentes em Ágaricus bisporus, conferindo o retomo a um 

fenótipo "normal" (MORTEN e HICKS, 1992). 
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A irradiação com luz UV foi utilizada com êxito na cura de micovírus em 

Yarrowia lipolytica e colônias do gênero Aspergillus (TRENTON et al., 1987; 

V ARGA et al., 1994). 

A eliminação de dsRNA foi induzida empregando tratamentos com 

cicloheximida em C parasítica 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 únicos e subculturas de extremidades de hifas 

(NEWTON, 1987). 

1.1.3. Classificação dos micovírus. 

A maioria dos vírus dsRNA conhecidos ocorrem em fungos e representam 

a maioria dos micovírus (HOLLINGS, 1979). Alguns contêm capsídeo e formam 

partículas discretas, morfologicamente semelhantes a partículas virais clássicas. 

Outros dsRNA presentes em fungos não contêm capsídeo e se encontram 

associados a vesículas membranosas derivadas do hospedeiro (HANSEN et al., 

1985; ROMAINE et al., 1994). A maioria das partículas virais isoladas de fungos 

são isométricas (BOZARH, 1979). Outras formas de partículas têm sido 

relatadas, contudo suas descrições têm sido menos completas. Entre elas se 

encontraram partículas baciliformes que apresentam grande semelhança com o 

vírus do mosaico da alfafa, bastões curtos; bastões filamentosos; grandes 

partículas semelhantes a herpesvírus; partículas grandes de 300 nm contendo 

lipídeos; partículas pequenas de 18 a 20 nm e um bacteriófago tipo T2 

(BOZARH, 1979). Têm sido relatadas também partículas virais contendo DNA e 

ssRNA, contudo são pouco estudadas (HOLLINGS, 1979). 

Nos micovírus isométricos dsRNA, a diversidade de suas propriedades 

sugere a existência de grupos taxonômicos separados: diâmetro dos virions entre 

25 e 50 nm, sendo o mais típico entre 35 e 40 nm (BOZARTH, 1979), contudo 

foram descritas partículas de diâmetros até 60 nm (GROVES et al., 1983; 
BOTTACIN et al., 1994; ENEBAK et al., 1994); com peso molecular de 6.000 a 

13.000 kDa. Os capsídeos, com um envoltório só, são formados por proteínas 

estruturais de peso molecular entre 42 e 130 kDa, e os componentes dsRNA têm 
entre 240 e 2.760 kDa de peso molecular, com pesos totais de 2.040 kDa até 

8.560 kDa em diferentes vírus (BUCK, 1979; HOLLINGS, 1979; WICKNER 
1993). 
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A classificação dos micovírus dsRNA está baseada no tamanho da 
partícula, na velocidade de sedimentação, no tamanho e número dos componentes 

dsRNA, no polipeptúÍeo do capsídeo, na sorologia e homologia do dsRNA 
(BUCK et a!., 1984). Devido.._as freqüentes deleções do dsRNA, aos dsRNA 

satélites, ao empacotamento separado dos componentes dsRNA e a dificuldade de 

estabelecer o número mínimo de componentes genômicos necessários para a 
multiplicação viral, ainda restam muitos micovírus que não estão classificados 

(PEREIRA, 1991). De acordo com a organização dos ácidos nucléicos, os 
micovírus são agrupados em duas famílias: Totiviridae e Partiviridae (BUCK, 

1986). A primeira, contém capsídeos isométricos de 40 a 43 nm de diâmetro (de 

35 a 50 nm incluendo os membros possíveis), e genoma não segmentado de 4,7 a 

6,3 kb, dicistrônico, com o gene que codifica para a proteína do capsídeo situado 

na extremidade 5' do RNA. Freqüentemente são encontrados como "helpers" 
codificando as proteínas do próprio capsídeo e os capsídeos dos dsRNAs satélites 

produtores de toxina "killer" e fatores de imunidade. A família Partitiviridae 

contém virions isométricos de 30 a 35 nm de diâmetro, e dois componentes 

genômicos de 1,3 a 2,3 kb empacotados em capsídeos separados, são 

monocistrônicos, um deles codifica o polipeptídeo do capsídeo e o outro codifica 

um polipeptídeo de função desconhecida. O peso molecular das proteínas do 

capsídeo varia de 68 a 88 kDa em Totiviridae e de 42 a 73 kDa em Partitiviridae. 

A transcrição e replicação são conservativas em Totiviridae e semiconservativas 

em Partitiviridae. Além destas duas famílias, existem dois grupos ainda não 

classificados em famílias, um deles possui um componente dicistrônico de 8,3 kb 

e o outro contém vírus com três ou quatro componentes genômicos, 

monocistronicos, porém deve ser confirmado o número mínimo de componentes 

dsRNA necessários para a replicação viral. 

Novas divisões filogenéticas de vírus dsRNA, baseadas em análises 

comparativas de seqüências de aminoácidos de proteínas por eles codificadas, 

principalmente na RNA polimerase RNA dependente, propõem uma revisão de 

critérios para a taxonomia destes vírus (KOONIN, 1992; KOONIN e DOLJA, 

1993). 

Consideráveis progressos foram obtidos nos últimos anos na 

caracterização dos elementos genéticos dsRNA (NUSS, 1992). Especialmente em 

uma família de vírus recentemente descrita, os Hipoviridae. Membros desta 

família possuem genomas dsRNA de 12-13 kb que estão empacotados em 

vesículas lipídicas derivadas do hospedeiro, com uma RNA polimerase RNA 
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dependente codificada pelo vírus. Os membros desta família estão 

filogeneticamente relacionados à família Potyviridae de vírus vegetais. É a única 

família sem capsídeo. O membro típico do único gênero foi designado 

Cryphonectria hypovirus (HILLMAN et al., 1995). 

1.1.4. Propriedades físico-químicas dos micovírus 

Poucas partículas semelhantes a vírus (VLPs) detectadas em fungos foram 

isoladas e sua composição determinada. Em muitos casos, essas partículas têm 

sido caracterizadas apenas por microscopia eletrônica. 

O diâmetro exato das partículas presentes em fungos é difícil de 

determinar. Quando os micovírus são negativamente contrastados com acetato de 

uranila ou fosfotungstato de sódio, tendem a ser penetrados pelo corante. Isto 

ocorre principalmente nas partículas virais de tamanho entre 3 5 e 40 nm. A 

susceptibilidade à penetração do agente contrastante poderia ser considerada uma 

propriedade geral dos micovírus mas não se pode ter certeza absoluta de que a 

penetração do agente contrastante distingue entre partículas que contêm ácido 

nucléico (partículas cheias) daquelas que não os contém (partículas vazias). 

Partículas penetradas e não penetradas pelo agente contrastante, freqüentemente 

apresentam diâmetros diferentes. Os diferentes contrastantes produzem imagens 

bastante variáveis e o . tampão usado na suspensão, que ainda não foi bem 

explorado em micovírus, provavelmente afeta a aparência da partícula na 

microscopia eletrônica (BOZAR TH, 1979). 

A estrutura tridimensional do capsídeo mostra uma nova estrutura 

geométrica de simetria icosaédrica, com número de triangulação T= 1, e 60 ou 

120 subunidades por partícula (BOZARTH, 1979). Os capsídeos do micovírus P4 

deU maydis e os do micovírus de levedura LA-1 parecem ser formados por duas 

cópias idênticas da proteína do capsídeo em cada unidade assimétrica icosaédrica 

(REILL Y et al., 1984; CHEN et al., 1994 ). A análise destas partículas, por 

crioeletromicroscopia e reconstrução de imagens, confirmam esta estrutura. 

~ ~ Ambos capsídeos constam de 60 dímeros Gag equivalentes, cujas duas 

subunidades ocupam sítios de união não equivalentes (CHEN et al., 1994 ). Os 

dados estequiométricos de outros vírus dsRNA indicam que a estrutura de 120 

unidades é amplamente distribuída, implicando que esta arquitetura molecular 

tem características que são particularmente favoráveis para o desenho de um 

capsídeo que é também um compartimento biossintético (CHEN et al., 1994). 
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Os micovírus apresentam espectro de absorção típico de nucleoproteínas 

mostrando um máximo a 260 nm, um mínimo a 240 nm e uma relação 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 micovírus de fungos caracterizados possuem genoma com 
um ou vários segmentos dsRNA incluídos em capsídeos separadamente 

(SHEPHERD, 1990; RYTTER et al., 1991). Os micovírus dos isolados "killer" 

'-/.. de U maydis cont~m vários componentes dsRNA designados como H, M ou L 

segundo seu tamanho relativo (BOZARTH et al. , 1981). Os dsRNAs associados 

aos sistemas "killer" de levedura são dois ou mais componentes e denominam-se 

L, M ou S (RADLER et al., 1993; NOSEK et al. , 1993; POSPISEK et al., 1994). 

Em S. cerevisiae, os componentes dsRNA L e M estão empacotados 

separadamente. As partículas maduras L-A contêm apenas um componente 

dsRNA L-A por partícula. 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 partícula 

fique cheia (replicação "head-full"), produzindo partículas com dois componentes 

de dsRNA M1 (ESTEBAN e WICKNER, 1986). 

A maioria das linhagens hipovirulentas de C parasitica contém múltiplos 

componentes dsRNA, sendo encontradas vanaçoes consideráveis na 
concentração, número e tamanho dos componentes dsRNA nos diferentes 

isolados (NUSS, 1992). 

Os micovírus isométricos podem conter algumas partículas com apenas 

um componente dsRNA e outras com combinações de componentes (BUCK e 

KEMPSON-JONES, 1973; BUCK e RATTI, 1975). O fato de que os micovírus 

não contenham, em uma única partícula viral todos os componentes dsRNA 

observados, foi primeiramente notado quando os resultados das análises fisico­
químicas do micovírus de P. crhysogenum (Pc V) indicaram que continha 15% de 

RNA e não os 45% estimados se cada partícula contivesse os três componentes 

dsRNA encontrados nas preparações purificadas do vírus (WOOD e BOZARTH, 

1972). Isto resulta em partículas com velocidades de sedimentação ou densidades 
em CsCl levemente diferentes (BOZARTH et al. , 1981; KIM e BOZARTH, 

1985). 
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Além da diversidade natural entre o número de componentes de dsRNA e 

sua concentração em cada isolado de fungo (NUSS e KOL TIN, 1990), estas 

características podem ser alteradas conforme as condições de cultivo 

(ANAGNOSTAKIS e DAY, 1979; SHAPIRA et al., 1991a). 

Alterações aparentemente espontâneas no fenótipo de isolados de fungos, 

como taxa de crescimento e virulência, foram associadas com alterações nos 

perfis dos componentes dsRNA. Um perfil complexo de dsRNA encontrado em 

culturas de Ágaricus bisporus com basidiocarpos alterados era composto por 

nove componentes maiores entre 0,78 e 3,6 kb e quatro componentes menores 

entre 8,8 e 15 kb. Depois de muitas subculturas, um novo perfil de cinco 

componentes entre 1,5 e 3,6 kb foi detectado em culturas que expressavam o 

fenótipo alterado (MORTEN e HICKS, 1992). Foram também observadas 

alterações espontâneas no fenótipo em três dentre 36 isolados de Chalara efegans 

que apresentavam componentes múltiplos dsRNA. As análises indicaram que o 

perfil de dsRNA estava alterado, podendo apresentar um componente único (em 

dois isolados) ou ainda ausência de dsRNA (um isolado), sendo observada uma 

alteração na taxa de crescimento ou na virulência destes isolados (BOTTACIN et 

a!. , 1994). 

1.1.4.2. Proteínas 

Os micovírus de levedura possuem um polipeptídeo principal nos 

capsídeos (REILL Y et al. , 1984; NOGA WA et al., 1993). Também existem 

relatos de duas proteínas majoritárias (KIM e BOZARTH, 1985; SHEPHERD, 

1990; GHABRIAL "e HA VENS, 1992). Em S. cerevisiae, a proteína majoritária 

(Gag) corresponde à proteína principal do capsídeo e a proteína minoritária (Gag­

Pol) teria atividade de replicase (FUJIMURA e WICKNER, 1988a). 

Os micovírus de dsRNA necessitam de uma atividade de transcriptase na 

partícula para produzir o mRNA, já que o dsRNA do virion não se comporta 

como mensageiro e que, em células não infectadas, não 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 partículas (BRUENN, 1988). A melhor 

caracterizada é a dos isolados "killer" de U maydis (BEN-TZIVI et al., 1984) e 

S. cerevisiae (BRUENN et al, 1988; FUJIMURA et al., 1988; LEIBOWITZ et 
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al., 1988). A polimerase do micovírus "killer" de S. cerevisiae é uma proteína de 

fusão que contém um domínio com atividade enzimática e outro que integra o 

capsídeo (FAHIMA et al., 1993). A partícula madura apresenta atividade de 
transcriptase conservativa, produzindo fitas positivas que são excluídas da 

partícula vira!, que atuam como mRNA e são empacotadas para formar novas 
partículas virais. Esta nova partícula contém apenas uma fita positiva, 

apresentando atividade replicase que sintetiza uma fita negativa que é utilizada 

como molde para síntese da fita positiva, formando um único componente 

dsRNA dentro da partícula viral, completando deste modo o ciclo (WICKNER, 

1992). 

Visto que o passo de transcrição nestes micovírus é conservativo, o 

processo geral é similar aquele dos reovírus, diferindo entretanto com o 
micovírus S de Penicillium stoloniferum (PsV-S) (BUCK, 1979b) e com o 

micovírus S de Aspergillus foetidus (Atv -S) (RA TTI e BUCK, 1978). Estes, 

como o bacteriófago ~6 (V AN ETTEN et al., 1980), são semiconservativos tanto 

na transcrição quanto na replicação (BUCK, 1979). O fato de que ambas fitas 

sejam sintetizadas dentro das partículas virais parece ser uma característica única 

e geral dos micovírus com dsRNA (WICKNER, 1992). 

A estratégia de replicação usada pelos hypovirus é similar aquela 

empregada pelos vírus RNA com fita positiva e pode ser distinguida claramente 

da estratégia empregada pelos vírus dsRNA. Estes dsRNAs codificam sua própria 

RNA polimerase RNA dependente que está associada a vesículas membranosas 

derivadas do hospedeiro (F AHIMA et al., 1993 ). 

1.1.5. Sorologia 

Estão descritas as relações sorológicas de micovírus de vários fungos 

isolados de regiões geográficas diferentes (FRANCKI e KIRBY, 1991), assim 

como de micovírus diferentes que coexistem em uma mesma espécie de fungo 

(BUCK et al., 1981a). Ainda, diferentes espécies e gêneros de fungos apresentam 

micovírus sorologicamente relacionados. Em três espécies de Penicillium, 

estreitamente relacionadas (P. chrysogenum, P. brevi-compactum e P. 

cyaneofulvum ), foram encontrados micovírus soro logicamente relacionados 
(WOOD et al., 1971 ; WOOD e BOZARTH, 1972; BUCK e GIRVAN, 1977). Da 

mesma forma, existem micovírus sorologicamente relacionados em Aspergillus 

niger e A. foetidus (BANKS et al. , 1970; RA Til e BUCK, 1972; BUCK et al., 
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1973 ). O componente dsRNA de menor migração eletroforética do complexo 

viral de P. stoloniferum (PsV-S) foi encontrado em uma espécie de outro gênero 

(Diplocarpon rosae) e sua relação sorológica com um componente do complexo 

viral de A. ochraceous foi detectada (KIM e BOZARTH, 1985). 

Uma das principais dificuldades nos experimentos de transmissão de 

micovírus a linhagens não infectadas é o "screening" das hifas infectadas, pois os 

micélios infectados não desenvolvem alterações evidentes. O uso de técnicas 

novas e simples para provar a presença ou ausência de micovírus em pequenas 

quantidades de amostra permitiria: um rápido "screening" de culturas, examinar 

um grande número de amostras e detectar baixos títulos de micovírus em culturas 

recentemente infectadas. Com este objetivo técnicas sorológicas como ELISA 

(CLARK e ADAMS, 1977) e imunoeletromicroscopia (IEM) (MILNE e 

LUISONI, 1988) poderão ser úteis nas pesquisas de transmissão em micovírus 
(LECOQ et al., 1979). 

Além da sorologia convencional, relacionada com as proteínas presentes 

na partícula viral, alguns dsRNAs podem se mostrar imunogênicos. 

Polirribonucleotídeos de dupla fita sintéticos, como polii:poliC ou polyA:polyU, 

quando injetados em coelho, produzem antisoro específico para dsRNA e têm 

sido utilizados para a detecção de micovírus (LISTER, 1979) e, através de ELISA 
indireto, para detectar dsRNA (ARAMBURU e MORENO, 1994 ). 

Anticorpos monoclonais contra dsRNA foram descritos como ferramenta 
universal de diagnóstico de micovírus mediante ELISA, "immuno-blot" e 

"immuno-blot" em combinação com eletroforese em gel com gradiente de 

temperatura (GABRIEL, 1986; LUKACS, 1994). 

1.1.6. Propriedades dos dsRNA genômicos de micovírus 

1.1.6.1. Múltiplos componentes dsRNA geneticamente únicos 

Mediante estudos de heteroduplex e' técnicas de hibridização de ácidos 

nucléicos foi demonstrado, em vários micovírus, que os diferentes componentes 

f.. dsRNA conié\n seqüências únicas, e que não apresentam hibridização cruzada 

detectável 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 micovírus em S. cerevisiae (Se V), 

K1 e K2. Os componentes dsRNAs L de K1 e K2 são denominados L1 e L2, 

respectivamente. Ambas variedades possuem um segundo dsRNA L, denominado 

La, que não apresenta homologia detectável com L 1. Além disso, L 1 apresenta 
pouca homologia com o componente Ml (BOBEK et al., 1982). 

Em um dos isolados hipovirulentos de C parasitica, oito dos onze 
componentes dsRNA demonstraram ser geneticamente únicos através de 

hibridização com clones de cDNA (ENEBAK et al., 1994 ). 

Em outros micovírus de genoma segmentado, foi detectada homologia 

entre os componentes dsRNA de um mesmo isolado, entre todos eles 

(WEISSOV A et al., 1991) ou apenas entre alguns dos componentes (SOMMER e 
WICKNER, 1982b; SEROUSSI et al., 1989). Em um micovírus presente em U. 

maydis, o componente L é derivado da extremidade 3' da fita positiva do 

componente Me não apresenta grandes seqüências abertas de leitura (ORFs) nem 

produtos de tradução, sugerindo que L é derivado por um processo de replicação 

e empacotamento de um fragmento 3' de um mRNA processado (CHANG et al., 

1989). O componete dsRNA Ml de uma linhagem "killer" de S. cerevisiae 

contém uma região interna de 200 bp rica em adenina e uracila, presente no 

transcrito sintetizado in vitro. HANNING et al. (1986) demonstram que há 

variabilidade no tamanho da seqüência poliadenilada do transcrito e relacionam 
essa variabilidade com as diferenças de tamanho encontradas nos dsRNA Ml. 

1.1.6.2. Formas defectivas 

Em dsRNAs presentes em C parasitica, HIREMA TH et al. (1986) e 

SHAPIRA et al. (199la) encontraram que apenas o dsRNA L, o maior 

componente dsRNA, se mantém estável em tamanho e concentração ao longo do 

tempo de cultura, no entanto o número e as concentrações dos componentes M e 

S variam. TARTAGLIA et al. (1986) no isolado GH2, e SHAPIRA et al. (199lb) 

no isolado EP713 de C parasitica observaram que os componentes M e S eram 

derivados do componente L como resultado de eventos de deleção interna. 

Mapeamentos com transcriptase reversa, associados a amplificação por PCR, 

revelaram que o componente M consistia de uma família de formas deletadas 

internamente do componente L que mantinham as porções terminais. Os pontos 

de deleção foram localizados dentro de regiões internas da seqüência de L. Os 

autores sugerem que a geração de componentes de dsRNA defectivos por 
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delecções internas é uma característica da replicação dos dsRNAs associados a 

hipovirulência. Estas formas defectivas contribuem significativamente para os 
perfis de bandeamento complexos observados por eletroforese. Dado o pequeno 

tamanho dos componentes dsRNA S (600-800 bp) e sua capacidade de replicar 
eficientemente em presença do componente L, foram estudadas as seqüências em 

busca de elementos cis-regulatórios envolvidos na replicação. Em dois destes 

Y componentes, s~ encontrou seqüências adicionais que parecem não estar 

relacionadas às seqüências do componente L 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 seqüências, não estar relacionado ao L 

(TARTAGLIA et al., 1986) 

Em dsRNAs associados a "doença La France" de cogumelos cultivados, 

também foi detectado um componente dsRNA S, ocasionalmente presente em 

grandes quantidades nos fungos afetados, sendo originado por deleção interna de 

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

Estes componentes dsRNAs derivados por deleção podem ser úteis para a 

identificação de seqüências cis-regulatórias envolvidas na replicação e expressão 

dos dsRNA, para um melhor entendimento dos mecanismos de transcrição e 

replicação, incluindo a identificação dos polipeptídeos necessários para estes 

processos, e para o desenvolvimento de sistemas de expressão baseados em 

dsRNA (NUSS e KOLTIN, 1990). 

Em leveduras foram descritos mutantes deletados dos componentes M 1 e 

L-A (SOMERS, 1973; FRIED e FINK, 1978; ESTEBAN e WICKNER, 1988) 
que dependem de L-A para sua propagação. Estes mutantes, derivados por 

delecção interna, reprimem o número de cópias de L-A (como faz M1) e podem 

substituir as partículas M1 devido a sua maior velocidade de replicação e 

portanto podem converter a linhagem hospedeira para um fenótipo não "killer" 
(HUAN et al., 1991), que não produz toxina nem imunidade. Estes mutantes 

porém desempenham uma função importante na patogênese viral (BRUENN, 
1980). Diplóides formados pelo pareamento de uma linhagem "killer" com uma 

supressora, mostraram uma replicação preferencial do genoma supressor após 41 

gerações (RIDLEY e WICKNER, 1983). Algumas das seqüências conservadas 

nestes mutantes são necessárias para a manutenção e a replicação do componente 
dsRNA supressor (THIELE et al., 1984). Três mutantes foram clonados e 
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seqüênciadas, e foi detectada a regtao responsável da interferência com a 

propagação de M1, que inclui o sinal de empacotamento. Existem indicações de 

que outras regiões poderiam também estar envolvidas (HUAN et al., 1991 ). O 

y: componente dsRNA S14 de S. cerevisiae; originado por del~ão interna simples 

de M1, inclui 5 repetições de uma seqüência consenso simétrica de 11 bp que não 
está presente no dsRNA parenta! mas sim em um dsRNA de outro tipo "killer" de 

leveduras, o dsRNA M2 (LEE et al., 1986). Após a passagem de muitas gerações 
de algumas linhagens supressoras, foram observadas divergências das seqüências 

originais no componente M, ocorrendo inserção de novos nucleotídeos 

(BRUENN, 1980). A geração de novas seqüências e a estrutura dos componentes 

dsRNAs S são semelhantes à evolução de algumas formas denominadas 

"defective interfering" de vírus animais (BRUENN, 1980). 

1.1.6.3. Isolados com seqüências genômicas relacionadas 

Foi descrita a existência de homologia de seqüências entre micovírus 
presentes em diferentes gêneros de hospedeiros (KIM e BOZAR TH, 1985), entre 

os dsRNA isolados em diferentes grupos de compatibilidade vegetativa do 

hospedeiro (BUCK, 1984) e entre diferentes micovírus presentes no mesmo 

hospedeiro (BUCK et al., 1981 a). 

Em subtipos de micovírus de diferente específicidade "killer" de V. 
maydis, os componentes H e L de tamanho semelhantes estão geralmente 
relacionados a nível de seqüências (FIELD et al., 1983). Em leveduras, os 
componentes dsRNA L de dois subtipos são semelhantes nos sítios de início da 
transcrição, porém são diferentes no restante da seqüência (BOBEK et al., 1982). 
A homologia entre dsRNAs de isolados provenientes de localidades 
geograficamente distantes não é esperada devido ao fato de que os micovírus 
estão sujeitos a uma forte deriva genética na ausência de mecanismos de edição 
na sua replicação (HOLLAND et al., 1982). No fungo Chalara elegans, 36 
isolados que continham dsRNA, foram ~lassificados em 9 grupos segundo a 
similaridade do perfil de bandeamento em eletroforese, porém, experimentos de 
hibridização revelaram alguma homologia em um componente dsRNA entre 8 
dos isolados (BOTTACIN et a!., 1994). Por outro lado, ZELIKOVITCH et a!. 

( 1990) detectaram alta homologia entre dsRNAs provenientes de diferentes 
isolados geográficos de Septoria tritici. 
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Para determinar a variabilidade genética dos dsRNAs presentes em uma 

população de C. parasitica foram empregados "primers" obtidos para uma região 

conservada da linhagem norte-americana NB58. Foi obtida uma banda de 

amplificação 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 seqüência de nucleotídeoss 

do fragmafuo de DNA amplificado e foram construídas árvores filiogenéticas que 

indicaram que todos os isolados NB58 estavam estreitamente relacionados e 

facilmente distinguíveis de EP713. Na região seqüenciada de dsRNAs, procedentes 
de fungos isolados de diferentes castanheiras, nenhum foi idêntico, contudo o 

dsRNA NB58, isolado em 1992, foi idêntico ao original isolado em 1988 da 

mesma árvore. Isto sugere que há uma deriva genética significativa entre as 
seqüências de dsRNA ainda dentro de uma pequena população de C parasitica, 

mas que existe conservação dentro das hifas do fungo (CHUNG et al., 1994). 

1.1.6.4. Organização genética dos Hipovírus 

A primeira evidência na organização estrutural geral dos dsRNA 
associados a hipovirulência, foi provida por HIREMA TH et al., ( 1986) como 
resultado da análise direta das regiões 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 seqüência consenso de 28 nt. T ARTAGLIA et a!. 
( 1986) relatam uma organização similar para as regiões terminais do isolado 
hipovirulento norte-americano GH2, provendo a primeira indicação de 
propriedades estruturais comuns para diferentes dsRNAs associados a 
hipovirulência. No dsRNA da linhagem GH2 foram identificadas seqüências 
motivo claramente semelhantes àquelas encontradas na linhagem EP713 
(DURBAHN et al. , 1996). Hibridizações com o isolado norte-americano NB58 
de C. parasitica indicaram similaridade de seqüências e uma organização similar 
ao isolado EP713, contudo não foi detectaqa hibridização com nenhum outro 
isolado norte-americano, sugerindo uma origem européia para o isolado NB58 
(HILLMAN et al., 1992). Porém, usando "primers" para uma região conservada 
da linhagem NB58 o dsRNA de EP713 não foi obtido fragmento de amplificação 
(CHUNG et al., 1994). O dsRNA do isolado NB58 e o componente dsRNA 
maior do vírus do isolado EP713 apresentam identidade de seqüência de 60%. 
Seqüências motivo associadas com helicases e RNA polimerases são altamente 
conservadas entre as duas linhagens e se localizam em posições genômicas 
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similares (HILLMAN et al., 1994). Vários dsRNA de isolados hipovirulentos 
apresentam tamanho entre 2,5 e 7 kb, sugerindo uma organização 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 não hibridizaram com 
nenhum outro dsRNA associado a hipovirulência (ENEBAK et al., 1994). Isto 
sugere que nem todos os dsRNAs associados com a hipovirulência têm a mesma 
organização genética do componente dsRNA L de EP713 (NUSS, 1992). 

1.2. O fungo entomopatogênico Metarltizium anisopliae 

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

V J;e, estima ~que M anisopliae infecte mais de 300 espec1es de insetos 
(FERRON, 1978). Isolados de M anisopliae têm sido utilizados para o controle 
biológico de cigarrinhas de cana-de-açúcar (Mahanarva posticata), cigarrinha de 
pastagens (Deois jlavopicta e Zulia entreriana), broca da cana (Diatraea 

saccharalis ), percevejos da soja (gêneros 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 família Reduviidae, vetores da doença de Chagas 

(ALVES, 1986). 

O processo de infecção no hospedeiro ocorre em fases sucessivas de 
germinação, diferenciação, penetração, colonização, reprodução e disseminação. 
(Figura 1, ALVES, 1986; SCHRANK et al., 1993). O processo é iniciado pela 
germinação dos esporos sobre a cutícula do inseto. Na superfície do esporo, ainda 
não germinado, foi detectada a presença de enzimas tais como lipases, quitinases 
e proteases. Tais enzimas têm efeito na aquisição preliminar de nutrientes e 
também causam modificações superficiais das camadas mais externas da cutícula 
do inseto (ST. LEGER, et al., 1991 b ). O esporo germina e a formação do tubo 
germinativo é interrompida para a formação do apressório, que é uma estrutura 
especializada de penetração, estimulada pelo contato físico com a cutícula do 
inseto (ST. LEGER et al., 1990). Esse estímulo também é sensível a alterações da 
superfície, indicando um possível mecanismo pelo qual o patógeno reconhece seu 
hospedeiro (ST. LEGER et al., 1991b). 
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Figura 1. Representação esquemática do ciclo das relações patógeno-hospedeiro 

do fungo Metarhizium anisopliae no inseto (SCHRANK et al., 1993). 
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Após a formação do apressório ocorre o desenvolvimento das estruturas 

conhecidas como grampos de penetração (ST LEGER et a!. , 1991 b ). Evidências 

de ultra-estrutura e histoquímicas sugerem que a etapa de penetração ocorre por 

uma combinação de degradação enzimática e pressão mecânica (ST. LEGER et 

al., 1988a). Neste processo são produzidas algumas enzimas como lipases, 

quitinases e proteases (KUCERA, 1980; ALVES, 1986; ST. LEGER et al. , 

1986a, b, 1988b, 1991a). As proteases são detectadas antes das enzimas 

quitinolíticas, em um período inferior a 24 horas após o início da formação do 
tubo germinativo. O aparecimento tardio das quitinases é, presumivelmente, 

resultado da indução pela quitina existente na cutícula dos insetos, que só é 

exposta ao fungo após a digestão das proteínas a ela complexadas (ST. LEGER et 

al. , 1986a). Algumas das enzimas envolvidas na degradação da carapaça do 

inseto foram isoladas e analisadas em relação à afinidade pela cutícula como 

substrato (ST. LEGER et 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 carência de nutrientes. Três tipos distintos 

de proteinases, produzidas por M anisopliae durante o crescimento na cutícula 

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). 

Após o processo de penetração o fungo inicia o processo de colonização 

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 função das toxinas sintetizadas 

nesta etapa, como as dextruxinas e citocalasinas, não é completamente entendida, 

provavelmente seus efeitos são imobilizar ou matar o inseto auxiliando o fungo a 

colonizar completamente o hospedeiro após a penetração (ROBER TS, 1981 ). 

Após a morte do inseto, as hifas crescem invadindo os diversos órgãos internos. 

O micélio, então emerge do corpo do inseto produzindo esporos que poderão ser 

disseminados para infectar outros indivíduos. 

A grande variabilidade genética que· apresenta esta espécie, resulta no 

aparecimento de muitas raças com diferentes graus de virulência, especificidade, 

produção de conídios e resistência à 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 cutícula e a 

habilidade do inseto em evitar o crescimento do fungo. Linhagens patogênicas de 

Metarhizium para uma espécie particular de hospedeiro, podem não mostrar as 
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mesmas características de patogenicidade em outras espécies de insetos 

(HUXHAM et al., 1989). 

A diferenciação de estruturas de infecção sobre M anisopliae ocorre 

somente em resposta a estímulos específicos relacionados ao hospedeiro, e como 
tal, este fungo pode servir como um sistema modelo para o entendimento dos 

sinais de indução, controle de crescimento e diferenciação celular em fungos (ST. 

LEGER et al. , 1990). 

A utilização de fungos entomopato gênicos para o controle de insetos praga 

oferece uma estratégia ecologicamente aceitável. Os maiores obstáculos para a 

sua aplicação incluem a eficácia variável devido a parâmetros ambientais, 

temperatura e umidade, e desenvolvimento de técnicas de formulação viáveis. 

Além dos estudos de patogenicidade, estudos a nível de obtenção de 

mutantes, fusão de protoplastos e desenvolvimento de sistemas de transformação 

(AL AIDROOS, 1980; MESSIAS e AZEVEDO, 1980; ST. LEGER et al., 1995; 

BOGO et al., 1996b) têm sido realizados. Estes estudos têm contribuído para uma 

melhor compreensão da biologia do fungo e para a obtenção de linhagens 

potencialmente mais eficazes no controle biológico (AZEVEDO et al., 1987; ST. 

LEGER et ai., 1996). Diferentes genes de M anisopliae foram isolados e 

caracterizados. Entre eles, genes envolvidos na síntese de triptofano (gene TrpC, 

SILVA e SCHRANK, 1994 ), na síntese de tubulina (gene Ptub, BOGO et al. , 

1993b), na síntese de superóxido dismutases (gene sod1, SCHRANK et al. , 1993) 
e relacionados ao metabolismo de radicais de oxigênio (gene srg, PINTO JR., 

1994), genes envolvidos na síntese de quitinase (gene chitl , BARRETO et al. , 

1994b ), no estresse (gene ssgA, ST. LEGER et al., 1992b ), e na degradação da 

cutícula de insetos (ST. LEGER et al. , 1992a). 

1.3. Micovírus em Metarhizium anisopliae 

As linhagens de Metarhizium anisc:pliae mats utilizadas em controle 
biológico no Brasil pertencem à coleção do Prof. João Lúcio 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 partículas vtrats 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 vírus purificado está presente uma 

proteína de 45 kDa que provavelmente é a proteína do capsídeo. Em várias 

linhagens de M anisopliae não foi possível detectar dsRNAs por eletroforese e se 
acredita que estão livres de infecção viral (BOGO et al., 1996a). LEAL et al. 

(1994) relataram a presença 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 partículas de 33 nm de diâmetro. 

Em M anisopliae tem sido observada a perda da infectividade em algumas 

linhagens altamente patogênicas (J. L. de AZEVEDO, comunicação pessoal). 

Este fenômeno está provavelmente relacionado a alterações genéticas ocorridas 

nestas linhagens, mas os mecanismos envolvidos não foram ainda elucidados. 

Como as linhagens do fungo, infectadas ou não com micovírus, são isolados 

independentes e apresentam níveis diferentes de entomopatogenicidade, a simples 

comparação entre elas não permite nenhuma conclusão em termos da associação 

entre a infecção viral e a perda da entomopatogenicidade. Estas comparações 

dependem da possibilidade de se infectar linhagens livres de micovírus ou de 
curar o dsRNA de linhagens infectadas. Entretanto, todos os micovírus até o 

presente estudados, são incapazes de penetrar ativamente células de fungos. A 

transmissão das partículas virais, ou dos dsRNAs, ocorre por via citoplasmática 

ou através de anastomose entre hifas infectadas e não infectadas. Experimentos 

preliminares demonstraram que a simples anastomose entre hifas de M 

anisopliae não possibilitam a transmissão viral (BOGO et al., 1996a). Estudos de 
transformação em M anisopliae sugerem que a técnica de bombardeamento com 

partículas é mais eficiente que os métodos tradicionais (BOGO et al., 1996b ), e 

portanto esta é uma metodologia que tem grande potencial para infecção de 

células de M anisopliae com preparações virais. 

O presente trabalho é parte de um projeto mais amplo que visa estudar o 

processo de infecção do fungo entomopatogênico M anisopliae. Neste sentido, é 

importante compreender os determinantes da variabilidade gênica e da 

entomopatogenicidade, e avaliar a relação entre a presença de micovírus e as 
alterações fenotípicas decorrentes. Este trabalho amplia os conhecimentos dos 

micovírus presentes em M anisopliae e procura metodologias para sua 
transmissão artificial e partiu dos seguintes objetivos: 
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1.4. Objetivos Gerais 

• Caracterizar os micovírus presentes em algumas linhagens de Metarhizium 

anisopliae. 
• Testar o método de biobalística na transmissão artificial de micovírus. 

1.5. Objetivos Específicos 

• Caracterizar os micovírus presentes em diferentes linhagens de M anisopliae, 

analisar suas proteínas e os perfis eletroforéticos dos dsRNAs. 
• Determinar a homologia entre os componentes dsRNA de diferentes linhagens 

de M anisopliae e entre os componentes dsRNA em cada linhagem. 

• Verificar as relações sorológicas destes micovírus. 
• Transmitir os micovírus para linhagens livres de vírus através de biolística. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Organismos e plasmídeos 

2.1.1. Linhagens de fungos 

Foram utilizadas as linhagens selvagens E6, E9 , MS , MT , AI 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 Espírito Santo) e RJ (estado de origem Rio de Janeiro) foram 

originalmente isoladas de Deois jlavopicta (Homoptera, Cercopidea) e se 

encontram descritas em BAGAGLI (1987). As linhagens MT, MS e AI foram 

originalmente isoladas nos estados do Mato Grosso do Sul, Pernambuco e 

Alagoas, respectivamente. Durante a execução deste trabalho foi obtida, 

espontaneamente, uma variante derivada da linhagem RJ. Esta variante, que 

apresenta uma alteração nos componentes dsRNA e na morfologia da colônia 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 laboratório da ESALQ (J .L. 

AZEVEDO, comunicação pessoal). 

A linhagem de Aspergillus niger 1.003, gentilmente cedida pelo Dr. L. 

FERENCZY (Department of Microbiology, Atila József University, Hungary), 

portadora de micovírus (BUCK et al., 1973), foi utilizada como controle e 

marcador de peso molecular dsRNA (V ÁGVOLGY et al., 1993). 

2.1.2. Linhagens de bactérias e plasmídeos 

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

O plasmídeo com marca de seleção Ampr utilizado foi pUC18 (VIEIRA e 

MESSING, 1982). O plasmídeo pBT6 (ORBACH et al., 1986) contém o gene 
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que codifica à uma ~-tubulina de Neurospora crassa resistente ao benomil. O 

fago f..c1857 foi obtido do Cenbiot (Centro de Biotecnologia, UFRGS). 

2.2. Soluções e tampões 

As soluções e os tampões foram preparados segundo SAMBROOK et al. , 
1989, com água tridestilada ou Milli-Q, autoclavada, fervida ou tratada com DEPC. 

2.2.1. Salinaffween 80 

NaCl 0,85% 
Tween 80 0,5% 

A solução foi esterilizada por filtração em filtro de nitrato de 

celulose 0,45 ~m (Sartorius AG). 

2.2.2. Tampão de amostra SX para proteínas 

Tris-HCI 0,625 M (pH 6,8) 

Azul de bromofenol 0,2% 

SDS 2,3% 
Glicerol 10% 
~-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. Solução de fixação 

Ácido acético 5% 
Metanol10% 

2.2.5. Solução de azul de coomassie R250 

Azul de coomassie R-250 1% 
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Ácido acético 10% 
Metano! 50% 

2.2.6. Solução A de azul de coomassie coloidal 

Azul de coomassie G-250 O, 1% 
Ácido fosfórico 2% 
Sulfato de amônio 10% 

2.2.7. Solução oxidante 

Dicromato de potásio 0,0034 M 
Ácido nítrico 0,0032 N 

2.2.8. Solução redutora 

Carbonato de sódio 0,28 M 
Formaldeído 37% (Adicionar 1 ).11/ml de solução 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. Tampão de transferência 

Tris 15,6 mM 
Glicina 120 mM 
Metanol20% 
pH 8,1 ou pH 8,4 

2.2.11. Ponceau S 

Ponceau S 2% 

Ácido tricloroacético 30% 

Ácido sulfossalicílico 30% 
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2.2.12. Amido "black" 

2.2.13. TBS 

Amido "black" 1 OB 0,5% 

Ácido acético 1 0% 

Metanol45% 

Tris-HCl 20 mM (pH 7,4) 

NaCl150 mM 

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

Leite em pó desnatado diluído em TBS ou PBS para concentração 

de 5%. 

2.2.15. Tampão de revelação 

Tris-HC150 mM (pH 9,8) 

MgCl24 mM 

2.2.16. Tampão de extração 

Tris-HCl 200mM (pH 8,0) 

NaCl250 mM 
EDTA 25 mM (pH 8,2) 

SDS 1% 

2.2.17. Fenol-clorofórmio 

Fenol saturado com Tris-HCl 50mM (pH 8,0), adicionado de 1 

volume de clorofórmio. 
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2.2.18. TE 

Tris-HCl 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. Tampão de reação DNasel 

Tris-HCl 0,5 M (pH 7 ,6) 

MgCl2 0,1 M 

2.2.20. Solução de armazenamento DNasel 

NaCl 0,15 M 

Glicerol 50% 

2.2.21. Tampão de reação Nuclease S1 10X 

NaCl 2M 
Acetato de sódio 0,5 M (pH 4,5) 

ZnS04 10 mM 
Glicerol 5% 

2.2.22. Tampão STE 

2.2.23. TAE 

NaCl 0,1 M 

Tris-HCl 0,05 M 

EDTA 0,001 M 

pH6,8 

Tris-acetato 40 mM 
EDTA 1 mM 
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2.2.24. TEB 

Tris 89 mM 

EDTA2,5 mM 

H3B04 89 mM 
pH 8,2 

2.2.25. Tampão de amostra para AN 6X 

Azul de bromofenol 0,25% 

Xileno cianol FF 0,25% 

Ficoll (tipo 400, Pharmacia) 15% 

2.2.26. Solução estoque de acrilamida 

Acrilamida 30% 

Bisacrilamida 0,8% 

2.2.27. Água/ DEPC 

Água tridestilada ou Mili-Q tratada com DEPC O, 1% a 37°C 18 h, 

posteriormente autoclavada. 

2.2.28. Solução de desnaturação 

NaOH500mM 

NaC11,5 M 

2.2.29. Solução de neutralização 

Tris-HCl 1 M (pH 7,0) 

NaC11,5 M 

2.2.30. SSC 20X 

NaC13 M 
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Citrato de sódio 0,3 M 

2.2.31. Solução de pré-hibridização 

SSPE 5X pH7 ,4 20% 
Denhardt 5X 20% 
SDS 0,5% 

2.2.33. Denhardt 50X 

2.3. Enzimas 

Fico li 400 1% 
Polivinilpirrolidona 1% 
BSA 1% 

As enzimas transcriptase reversa, RNase A, DNase I, Nuclease SI> e as 
enzimas de restrição Alui e Hindiii, 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 soluções de RNase A, DNase I e Nuclease S1 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 à temperatura ambiente. 

2.5. Meios de cultura 

2.5.1. Meios de cultura para Escherichia co/i 

F oram utilizados para o crescimento e manutenção das bactérias os meios 
TSB (Oxoid), LB e YT líquido ou sólido (1,5% ágar), e meio SOC líquido, 
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 (MCC), 
composto de: 

NaN03 0,60% 
Glicose 1,00% 
Peptona 0,20% 
Casaminoácidos 0,15% 
Extrato de levedura 0,05% 

Após esterilização por autoclavação foram adiconados, assepticamente, 20 
ml/1 de solução de sais de 400 ml/1 de solução de elementos traços. 

Solução de sais 

KCl 26 g/l 

26 g/1 

76 g/1 

Solução de elementos traços 

Na2B407.IOH20 40 mg/1 

CuS04.5H20 400 mg/ 

FeS04 1 O mg/1 

MnS04.2H20 800 mg/1 

NaMo4.2H20 800 mg/1 

ZnS04.1H20 800 mg/1 

2.6. Crescimento e manutenção dos organismos 

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

Esporos dos fungos foram semeados em placas de Petri contendo meio 
MCC sólido (2.5.2) e incubados a 28-30°C até a esporulação. Com o auxílio da 

alça de Drigalsky, os esporos foram ressuspendidos em 8 ml de solução 
Salina/ Tween 80 (2.2.1 ). A suspensão foi homogeneizada em vortex, filtrada em 

lã de vidro estéril e centrifugada a 5.000 rpm por 5 m. Os esporos foram 

ressuspendidos em 5 ml de solução Salina/ Tween 80. A suspensão foi 
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quantificada em Câmara de Neubauer, diluída para 1 o8 a 1 o9 esporos/ml, e 

armazenada a 4°C por até duas semanas. 

Os fungos foram estocados como esporos a temperatura ambiente ou 

crescidos até esporulação em MCC (2.5.2) e mantidos a 4°C por 2-5 meses. 

Para a obtenção 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 

agitação rotativa (130 rpm) durante 48 h. O micélio foi coletado por filtração e 
lavado com 2 volumes de água bidestilada esterilizada em autoclave. O 

rendimento variou entre 2-6 g de micélio dependendo da linhagem. 

2.7. Isolamento de partículas virais de Metarhizium anisopliae 

Cada experimento de purificação foi realizado com pelo menos quatro 
linhagens de Metarhizium anisopliae, as três infectadas com micovírus (RJ, AI e 

MS) e pelo menos uma sem micovírus (E6, E9 e/ou MT). As purificações dos 
micovírus foram realizadas a partir de micélio crescido, filtrado e lavado como 

descrito no item 2.6. 

2.7.1. Purificação parcial 

O micélio foi pesado e macerado em gral em presença de tampão fosfato 

de potássio O, 1 M pH 7 ,O ( 40 ml/ 4 g de micélio filtrado). As células foram 

rompidas por agitação vigorosa com 1 volume de pérolas de vidro estéreis, 

agitando-se durante 1 min com intervalos de 1 min em banho de gelo, por 1 O 
vezes. O homogenato foi clarificado por centrifugação (lO.OOOg 30 min; lO.OOOg 

1 O min). A suspensão foi ultacentrifugada em Rotor Sorvall A641 , 32.000 rpm, 

4 °C, durante 2 h. O sedimento foi ressuspendido em 1,5 ml de tampão fosfato de 

potássio 0,05 M pH 7,0 (2 h a 4°C) e a suspensão foi clarificada 2 ou 3 vezes por 

centrifugação a 10.000 rpm por 5 minem microcentrífuga (Spin II, Incibrás). 

2.7.2. Purificação 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 suspensão foi precipitada com PEG (6.000 ou 8.000) 6%/ 

cloreto de sódio O, 15 M com agitação suave durante 2 h a 40C seguido de 
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centrifugação a 17.000 rpm (rotor Sorvall SS34) por 20 min. O sedimento foi 

ressuspendido em 2 ml de tampão fosfato de potássio 0,05 M pH 7 ,0, clarificado 

a lO.OOOg 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 4oc. Coletaram-se as bandas 

visíveis mediante luz incidente sobre o tubo de gradiente e as frações de E6, E9 

e/o MT que correspondiam aproximadamente às mesmas densidades das bandas 

dos tratamentos com micovírus. Alíquotas de 10 a 100 J-ll de cada banda foram 

usadas em análises posteriores. 

2. 7 .3. Purificação mediante gradientes isopícnicos 

Ao micovírus parcialmente purificado por ultracentrifugação, ou às bandas 

coletadas do gradiente pré-formado (aproximadamente 0,5 ml) foram adicionados 

1 rnM PMSF e uma solução de CsCl 69% w/v em tampão fosfato de potássio 

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 equilíbrio foi fracionado com 

bomba peristáltica em frações de 200 J-ll. Foram separadas alíquotas de 20 J-ll para 

se obter o índice de refração para o cálculo da densidade, e 20 J-ll para sua 

observação ao microscópio eletrônico, para análise de proteínas e dsRNA. O 

Yolume restante foi diluído até 1.000 11l para leitura em espectrofotômetro e para 

análise do conteúdo de dsRNA de cada fração. 

2.8. Análise das partículas virais 

2.8.1. Espectrofotometría e cálculo da densidade das frações dos gradientes 

de CsCI 

As frações do gradiente ou os micovírus precipitados e ressuspendidos em 

tampão fosfato 0,05 M pH 7, foram analisadas em espectrofotômetro entre 300 e 

230 nm. Desta varredura, foram obtidas as absorbâncias máximas, mínimas, 

A280, A260 e A240 e as relações A260/280 e A260/240 . 

O índice de refração foi obtido em refratômetro (ABBE 3 L, Bausch & 

Lomb) com 20 J-ll das preparações, e corrigido de acordo com DOBROT A e 

HINTON (1992), mediante a fórmula: 
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11 corrigido= 11 observado - (11 tampão- 11 água) 

sendo 11 o índice de refração. Utilizando-se a fórmula 

p =(a 11) - b 

(DOBROTA e HINTON, 1992) obteve-se a densidade da preparação ou fração, 

onde p é a densidade em g/ml, e os coeficientes a e b para CsCI variam de acordo 

com a temperatura, segundo a tabela 1: 

Tabela 1. Coeficientes a e b para CsCI utilizados na obtenção de densidade de 
uma preparação. 

temperatura coeficientes densidade 

11 p a b (g/ml) 

20 20 10.9276 13.593 1.2-1.9 

25 25 10.8601 13.497 1.3 - 1.9 

2.8.2. Microscopia eletrônica 

As preparações de micovírus foram observadas em microscópio eletrônico 

(ME) para verificar a presença de VLPs e sua pureza. Para proceder a coloração 

negativa, 5 J..Ll das amostras foram incubadas por 1 min em telas cobertas com 

Formvar e carbonizadas, lavadas com água destilada, e contrastadas 

negativamente com acetato de uranila 2%. Todas as preparações foram realizadas 

em duplicata e examinadas em um microscópio eletrônico de transmissão JEOL 

JEM lOOC (Centro de ME da UnB) em magnificação de 26.000 e 50.000X. 

Nas preparações de MaV-RJd foram medidas ao menos 100 partículas de 

cada fração; no caso de Ma V -M5 e Ma V -AI,, onde a concentração era menor, 

foram medidas 25 e 15 partículas, respectivamente. 
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2.9. Análise de proteínas 

2.9.1. Preparo de extratos protéicos totais 

A cada 0,5 g de micélio das diferentes linhagens de Metarhizium 

anisopliae, crescidas e coletadas como descrito no item 2.6, foram adicionados 

2 ml de água destilada e 1 volume de pérolas de vidro esterilizadas. Após 
agitação vigorosa por 1 min e a suspensão ficou em repouso em banho de gelo 

durante 1 min. O processo se repetiu por 1 O vezes e os debris foram separados em 

microcentrífuga durante 1 min. O sobrenadante foi sonicado em gelo durante 

1 O s, intercalado por período de repouso por I O s. O processo se repetiu 6 vezes e 

a suspensão foi clarificada por centrifugação. 

2.9.2. Eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida-SDS 

Extratos totais de micélio, micovírus parcialmente purificado ou diferentes 

frações de micovírus purificado, foram analisados quanto a presença de proteínas. 

Foi utilizado o sistema de eletroforese descontínua em condições 

desnaturantes em gel de poliacrilamida-SDS (LAEMMLI, 1970). Foram 

utilizadas concentrações de acrilamida de 10% para o gel de corrida e 5% para o 

gel de empilhamento. As dimensões dos géis eram de 8 em x 9,5 em, 12 em x 16 
em ou 17 x 20 em, todos com espessura de 0,8 mm. 

Às amostras a serem analisadas eram adicionados 0,2 volumes de tampão 

de amostra 5X para proteína (2.2.2) com ~-mercaptoetanol, para eletroforese em 

condições redutoras. As amostras eram aquecidas a 1 00°C, por 3 min, antes da 
aplicação no gel. A eletroforese era realizada em tampão Tris-glicina!SDS (a) 

(2.2.3) pH 8,3 a 100 V para o gel de empilhamento e a 200 V para o gel de 

separação. 

As estimativas do peso molecula~ das proteínas foram feitas por 
comparação com padrões de peso molecular aplicados nos géis, sempre em 

condições redutoras. Os padrões de peso molecular eram: lisozima (14,3 kDa); ~­

lactoalbumina (18,4 kDa); tripsinogênio (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 
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carbônica (30 kDa), inibidor de tripsina (21,1 kDa) e lactoalbúmina 14,4 kDa 

(LMW Pharmacia). 

2.9.3. Colorações de proteínas 

Para visualização das proteínas, após a eletroforese, os géis foram corados 
com azul de comassie ou nitrato de prata. 

2.9.3.1. Coloração com azul de comassie R 250 

O gel era fixado em solução de fixação (2.2.4) a 65°C, por 15 min. Após a 

fixação eram adicionados O, 1 volumes de solução de azul de comassie R250 

(2.2.5) e procedia-se à incubação por 15 min, a 65°C. O gel era descorado com 
uma solução de ácido acético a 7%. 

2.9.3.2. Coloração com azul de comassie coloidal 

O gel foi imerso em 80% de solução A (2.2.6)/ 20% metano!, a 

temperatura ambiente por 4-18 h, e posteriormente foi descorado com 20% 

metano L 

2.9.3.3. Coloração com nitrato de prata 

Para a coloração com nitrato de prata, o gel era fixado em ácido 

tricloroacético 10% durante 30 min a 4°C, lavado 3 vezes por 5 min em etano! 

10% /ácido acético 5% e mergulhado em solução oxidante (2.2.7) durante 5 min. 

Após lavagem com água destilada 2 vezes por 5 min o gel era imerso em solução 

de AgN03 O,OllM por 20 min, no escuro. Procedia-se a uma nova lavagem com 

água e incubação em solução redutora (2.2:8) durante 30 s, até o aparecimento 

das bandas. A reação era parada com ácido acético 5%. 
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2.10. Sorologia 

2.10.1. Obtenção de antisoros 

2.10.1.1. Preparação de antígenos 

Os vírus parcialmente purificados (2.7.1), foram ressuspendidos em 1 ml 
de tampão fosfato de potássio 0,05 M pH 7 e clarificados a 12.000 rpm, por 5 min 
(microcentrífuga Spin II, lncibrás). 

As preparações virais obtidas das frações de gradientes de densidade em 
CsCl foram centrifugadas em rotor Sorvall T875 a 37.000 rpm (lOO.OOOg) 
durante 1 h, e o precipitado ressuspenso em 1 ml do mesmo tampão. 

Antes de ser emulsionado com o coadjuvante oleoso, a concentração de 
antígeno de . cada preparação foi estimada por absorbância relativa a 260 nm, e 
seu conteúdo de proteínas e de dsRNA analisados em géis por eletroforese. 

2.10.1.2. Imunizações 

Coelhos brancos (Nova Zelândia), de 4-5 meses foram imunizados com as 

preparações de antígenos (2.1 0.1.1 ), de acordo com o protocolo da Figura 2. 
Antes das imunizações, foram coletados 3-5 ml de sangue de cada um dos três 
animais, por sangria da orelha para a obtenção de soro normal (soro pré-imune). 

Os antisoros foram produzidos mediante 3 imunizações com intervalos de 
13 dias. Na administração das doses, a solução de antígeno foi emulsionada com 

adjuvante incompleto de Freund (Sigma) na proporção 111 e administrado em seis 
injeções subcutâneas distribuídas nas costas do animal. A primeira imunização 

foi realizada com micovírus parcialmente purificado, sendo que as seguintes 
foram realizadas com micovírus purificados em gradientes de CsCl. No sétimo 
dia após a administração da terceira dose, foram coletados 1 O ml de sangue de 
cada um dos animais, por sangria da orelha. 

Uma injeção "booster" de iguais carac~erísticas das anteriores, 29 dias 
depois da última imunização, foi seguida de sangria de prova aos 7 dias. Se o 
soro possuía anticorpos em concentração adequada, a sangria total era realizada 
dois dias depois (coelho imunizado com micovírus Ma V -RJ). Os coelhos cujos 
soros não apresentavam título apreciável de anticorpos (coelhos inoculados com 
os micovírus MaV-Al e MaV-M5), foram tratados com outras duas injeções 
endovenosas, sem coadjuvante, e a sangria total era realizada dois dias após a 
última imunização. 

41 



dia imunização I sangria 

O extração do soro pré-imune (soro normal) 
O 1 o injeção subcutânea com coadjuvante incompleto de Freund 
13 2° injeção subcutânea com coadjuvante incompleto de Freund 
26 3° injeção subcutânea com coadjuvante incompleto de Freund 
3 3 1 o sangria de prova 
62 4° injeção subcutânea com coadjuvante incompleto de Freund 
69 2° sangria de prova 
71 sangria total 
71 1 o injeção endovenosa 
75 2° injeção endovenosa 
77 sangria total 

Figura 2: Esquema da imunização para obtenção de antisoros contra partículas 
virais isoladas das três linhagens infetadas de Metarhizium anisopliae. 

Após a coleta, cada amostra de sangue era incubada a 30°C, por 3-4 h ou a 

4°C por 18 h. Após a remoção do coágulo. 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 alíquotas de I ,5 ml 
adicionadas de azida sódica 115.000 e mantidas congeladas a -20°C. 

Todos os testes foram realizados no mínimo em duplicata. Os testes de 

dupla difusão em ágar (DD) (OUCHTERLONY, 1958) e de imunoprecipitação 

em campo escuro (aglutinação em lâmina) (OLIVEIRA LIMA et a/., 1970) foram 

realizados antes de se dar seguimento ao esquema de imunização nas sangrias de 

prova, enquanto que para a titulação dos soros foram feitos os testes de 

microprecipitação (VAN SLOGTEREN, 1955) e dupla difusão em ágar. 

Os testes de imunoprecipitação em campo escuro foram realizados 

colocando-se uma gota de antisoro e uma gota de antígeno entre a lâmina e a 

lamínula. Em seguida, observou-se ao micros~ópio em campo escuro. Os testes 
de dupla difusão foram realizados utilizando-se íon-ágar no 2 (DIFCO) 0,7%, 

NaCl 0,8%, NaN3 0,05% em tampão fosfato de potássio 0,01 M pH 7. Antígenos 

e anticorpos foram colocados em oríficios de 0,4 mm feitos no ágar, distanciados 

entre si 0,4 J..tl , segundo o desenho da Figura 40 A e B. A reação se manteve a 

temperatura ambiente em câmara úmida e a leitura foi feita às 24 h e 48 h, com a 

ajuda de luz incidente. A prova de microprecipitação foi realizada colocando-se 
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1 O J..i.l de cada antígeno no fundo de uma caixa de petri e sobre as gotas assim 

formadas, foram colocados 1 O J..i.l de anti soros (Figura 40C). As gotas foram 

cobertas com óleo mineral. A reação foi mantida a temperatura ambiente e as 

leituras foram realizadas às 2 e 24 h. 

O antígeno empregado foi mico vírus parcialmente purificado (1 O IJ.l) 
originado de 40 IJ.g de micélio (peso úmido). Nos testes de DD se realizaram 

ainda reações com homogenatos de micélio. Os controles foram as linhagens E6 e 

MT de M anisopliae processados da mesma forma que as linhagens com 

micovírus. O antisoro foi diluído em NaCl 0,85% para testar seu título. Como 

controles dos soros, se utilizou soro normal (pré-imune) sem diluir e solução 

fisiológica (NaCl 0,85%) usada para a diluição dos soros. 

2.10.2. Caracterização sorológica dos micovírus 

Os testes empregados para se obter as relações sorológicas entre os 

micovírus presentes nas diferentes linhagens de M anisopliae e com outros vírus 

com genoma ds RNA, foram a dupla difusão em ágar e Western. 

2.10.2.1. Dupla difusão em gel de ágar 

Os antisoros obtidos foram confrontados com micélio homogeneizado e 

clarificado das linhagens com e sem micovírus de M anisopliae, com extratos de 

seu dsRNA (2.11.1.1) e com dsRNA extraído de Aspergillus niger linhagem 1003 

(2.1.1). Realizaram-se ainda reações com micovírus purificado em gradientes de 

césio, originado de aproximadamente 20 IJ.g de micélio (peso úmido). A 

quantidade de dsRNA correspondia a 113 da quantidade aplicada no gel da Figura 

1, extraídos de 0,16 g de micélio fresco de A. niger; 0,16 g da linhagem Al; 0,11g 

da linhagem MS; 0,04 g da linhagem RJd e 0,03 g da linhagem RJc de M 

anisopliae. 

Os micovírus parcialmente purificados foram também testados contra os 

antisoros homólogos e heterólogos obtidos, soro pré-imune e soro anti "Maize 

Rough Dwarf Vírus" (dsRNA vírus) (GIMÉNEZ, M. P., IFFIVE, INTA, 

Argentina). 
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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 separação, 4% no gel de empilhamento 

e tampão de eletroforese Tris-glicina/SDS (2.2.9.b), as proteínas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose (Schleicher & Schüll BA-85) em 

tampão de transferência (2.2.10), a uma voltagem constante de 100 V, por 1 h, ou 

de 30 V, por 14-16 h. A eficiência da transferência era verificada por coloração 

da membrana com Ponceau S (2.2.11 ). Os marcadores de peso molecular (2.9 .2) 

e parte da membrana com antígeno foram separados e corados com "amido 

black" (2.2.12). O excesso de "amido black" era removido por lavagem da 

membrana em água ou em ácido acético 7%. Após a transferência, o gel era 

corado como descrito em 2.9.3. 

Para a realização do W estern, após a transferência, 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 incubação, 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 incubação com o 

imunoconjugado, por 1 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 lgG (molécula inteira) de coelho 

marcado com peroxidase (Gibco BRL 9814SA), todos em diluições de 112.000. 

Quando um imunoconjugado marcado com peroxidase era utilizado, após 

5 lavagens, de 5 min cada, em TBS, as reações antígeno-anticorpo eram 

visualizadas por incubação com uma solução substrato contendo 5 mg de DAB 
(Sigma) e 150 J.!l de H202 em 30 ml de TBS. No caso de utilização de um 

segundo anticorpo marcado com fosfatase alcalina (Sigma A-2779), após a 

incubação com o mesmo, eram feitas 4 lavagens, de 5 min cada, em TBS e uma 

lavagem em tampão de revelação (2.2.15), por 1 O min, e as reações antígeno­

anticorpo eram visualizadas por incubação em uma solução contendo NBT 

(Sigma) e BCIP (Sigma) para concentraÇões finais de O, 1 mg/ml e de 0,05 

mg/ml, respectivamente, em tampão de revelação. Nos dois casos, as reações de 

revelação eram interrompidas por extensiva lavagem em água bidestilada. 
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2.11. Análise de dsRNA 

2.11.1. Purificação de dsRNA 

Para análise dos dsRNA presentes em Metarhizium anisopliae foram 

estudados seus padrões eletroforéticos, a partir de micélio das diferentes 

linhagens do fungo e de preparações de micovírus. 

2.11.1.1. Extração de ácidos nucléicos totais 

Micélio crescido, filtrado e lavado como descrito no item 2.6, foi 

liofilizado e pulverizado em gral com nitrogênio líquido. Foram adicionados 4 ml 

de tampão de extração (2.2.16) por g de micé1io. A suspensão foi aquecida a 70°C 

durante 15 min, e tratada com 1 volume de fenollclorofórmio 111 (2.2.17). Após 

centrifugação (10.000g por 10 min) a fase aquosa foi tratada com 1 volume de 

clorofórmio, centrifugada e a fase aquosa foi precipitada com O, 1 volumes de 

AcNa 3 M pH 5,2; 100 mM NaCl ou 0,5 volumes AcNH4 7,5 M, e 1 volume de 

isopropanol ou 2,5 volumes etano! absoluto, incubando a -20°C por no mínimo 1 

h. Desta forma, os ácidos nucléicos foram armazenados. Os ácidos nucléicos 

foram centrifugados (13.000g 20m), lavados com etano! 70%, secos a 37°C ou a 

temperatura ambiente e ressuspendidos em TE (2.2.18) ou água Milli-Q fervida. 

Uma alíquota foi analisada por eletroforese em gel de agarose corado com 

brometo de etídio e observado em luz UV, segundo item 2.11.2. 

Para a análise da presença 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 micélios foram diretamente macerados com gral em presença 

de nitrogênio líquido até pó fino e tratados com 400 J..ll de tampão de extração 

(2.2.16). 

Para a extração de dsRNA de micovírus parcialmente purificado, 100 J..ll de 

cada preparação foram tratados com 100 ~I de TE (2.2.18) e 200 J..ll de tampão de 

extração. 

Para a extração de dsRNA de frações de gradientes pré-formados, a 80 J..ll 

coletados de cada banda, foram adicionados 120 J..ll de TE e 200 J..ll de tampão de 

extração. Para a extração de dsRNA de frações isopícnicas, foram utilizados 5 J..ll 
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de cada banda coletada, 45 !J.l de TE e 50 !J.l de tampão de extração. Em todos os 

casos, foi seguido protocolo descrito anteriormente. 

2.11.1.2. Tratamento com enzimas 

2.11.1.2.1. Tratamento com DNasei 

Os extratos de ácidos nucléicos totais foram tratados com DNasel para a 
eliminação do DNA do fungo, evitando assim uma possível distorção da 

migração do dsRNA. As amostras, em etano!, foram precipitadas como descrito 

em 2.11.1.1. Foram ressuspendidas no tampão de reação da DNasel (2.2.19), 

tratadas com 1 O !J.g/ml de DNasel (previamente diluída em tampão 2.2.20), 
incubadas a 15°C durante 15 min. A preparação foi extraída com 

fenol/clorofórmio e precipitada com etano! (2.11.1.1 ). Uma alíquota da reação foi 
observada em gel de agarose (2.11.2). 

2.11.1.2.2. Tratamento com Nuclease 8 1 

Para melhor visualização do dsRNAs, 1 ml de extrato original em etano! 

(2.11.1.1) foi precipitado, ressuspendido em 20 !J.l de água Milli-Q fervida, e a 
preparação tratada com 5-1 O U de nuclease S 1 (BRL ). F oi adicionado 10% de 

tampão de reação (2.2.21), e incubado a 37°C por 30 min. A reação foi incubada 

em banho de gelo ou tratada com fenollclorofórmio e os ácidos nucléicos 

precipitados em etano!. 

2.11.1.2.3. Sensibilidade do dsRNA a enzimas 

A sensibilidade do ácido nucléico a Nuclease S 1 foi determinada após 

desnaturação a l00°C por 5 min sendo a reação processada como em 2.11.1.2.2. 

A sensibilidade das preparações a Ribm:mclease pancreática (RNase A) foi 

testada na concentração de 0,2 mg/ml a 37°C por 30 min. As reações foram 

paradas com adição de fenollclorofórmio e os ácidos nucléicos foram 
precipitados (2.11.1.1) antes da eletroforese. 
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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 ( I979), utilizando-se uma 

versão simplificada descrita por V AL VERDE (1990). Foram fracionados 3,5 g de 

micélio de cada linhagem de fungo macerado em gral com nitrogênio líquido. 

Foram adicionados 8 ml de tampão IX STE (2.2.22), I ml de IO% SDS e 9,5 ml 

de feno! saturado com IX STE, agitando-se vigorosamente por 30 min. As 
amostras foram centrifugadas a 8.000g por 15 min e à fase aquosa ( 1 O ml) foram 

adicionados 2,1 ml de etano! 95%. As colunas (duas por amostra) foram 

preparadas em seringas plásticas de 20 ml, tampadas na extremidade inferior com 

lã 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 1 X STE contendo 16% v/v de 

etano!. As amostras foram aplicadas nas colunas, sendo o tampão drenado 

completamente. A seguir, cada coluna foi lavada com 40 ml de 1X STE, com 

16% v/v de etano!, e posteriormente com 2,5 ml de I X STE, o eluato foi 

desprezado. Foram adicionados 10 ml de 1X STE, coletado em tubos contendo 

2,1 ml de etano! 95% e aplicado na segunda coluna permitindo drenar 

completamente. F oram adicionados 2,5 ml de 1 X STE deixando drenar, e 

posteriormente 6 ml de I X STE. As amostras foram coletadas, foram adicionados 

0,5 ml de acetato de sódio 3 M (pH 5,5) e 20 ml de 95% etano!. Após 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 J..Ll de tampão 
TAE (2.2.23). Foram aplicados 30-50 J..LI de cada amostra em gel para 

eletroforese. 

2.11.2. Eletroforese em gel de agarose 

F oi utilizado o sistema de eletroforese horizontal em gel submerso, sendo 

o preparo dos géis descrito em SAMBROOK et a!. , 1989. A agarose, em 

concentração de 0,8-1,5% foi dissolvida em TEB (2.2.24), adicionando-se 

brometo de etídio para concentração final de 0,25-0,40 J..Lg/ml. As amostras foram 

homogeneizadas com tampão de amostra (2.2.25) e a eletroforese realizada a 

I 00 V em TEB. Após a eletroforese, os géis foram visualizados em 

transluminador de U.V. de comprimento de onda curto (Fotodyne). Para o cálculo 

do peso molecular dos componentes dsRNA, a eletroforese foi realizada sem 

brometo de etídio, sendo o gel corado posteriormente. O peso molecular dos 

47 



dsRNA ou DNA foram estimados usando como base a fórmula descrita por 

SCHAFFER e SEDEROFF ( 1981 ). Os padrões usados foram os fragmentos 

gerados pela clivagem do DNA do fago À (item 2.1.2) com Hindlll (item 2.3), 

pUC (item 2.1.2) com Alui (item 2.3), "1kb 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), extraídos como descrito no item 

2.11.1. 

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 espaçadores de 0.8 mm. Os géis, com 

concentração de 5% foram preparados a partir de uma solução estoque de 

acrilamida (2.2.26) em tampão T AE (2.2.23). A acrilamida foi polimerizada pela 

adição de TEMED, 5 1-11 para cada 1 O ml de gel, e de APS, 50 1-11 de uma solução 

a 1 0% para cada 1 O ml de gel. A eletroforese foi realizada no mesmo tampão com 

voltagem de 6 V/cm, até que os corantes do tampão de amostra (2.2.25) saíssem 

totalmente do gel. Após a eletroforese, o dsRNA foi corado por imersão dos géis 

em uma solução de brometo de etídio como descrito em 2.11.2. Os padrões 

utilizados para a estimativa do peso molecular das bandas de ácido nucléico 

foram os mesmos utilizados para eletroforese em géis de agarose. 

2.11.4. Análise da homologia dos dsRNA 

Todo o processo foi realizado com material fornada ( 180°C) e as soluções 

preparadas em água/ DEPC (2.2.27) para se evitar a contaminação. 

2.11.4.1. Transferência de dsRNA para membranas de náilon 

Extratos de dsRNA preparados a partir de micélio total das diferentes 

linhagens utilizadas (2.1.1), tratados com DNasel e Nuclease S1 (2.11.1.2), foram 

separados em gel de agarose 0,8% em TEB e transferidos para membranas de 

náilon Hybond-N+ 0,451-lm (Amersham). O procedimento adotado nas 

transferências foi, basicamente o descrito por SOUTHERN (1975). O gel foi 

mergulhado em solução de desnaturação (2.2.28) por 5-1 O min, e em solução de 

neutralização (2.2.29) durante 30 min. Foi utilizado tampão de transferência 20X 
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SSC (2.2.30). A membrana foi fixada a 80°C durante 2 h e armazenada, até sua 
utilização, a temperatura ambiente. 

2.11.4.2. Purificação dos componentes dsRNA de géis de agarose 

Após a eletroforese dos extratos de dsRNA (2.11 .2), o gel de agarose 0,8-
1,2% foi corado em uma solução de brometo de etídio (2.11.2). Cada 

componente dsRNA foi cortado com bisturi e a purificação procedida pelo 

método de "freeze-squeeze" descrito por TAUTZ e RENZ (1983). Os 

componentes dsRNA foram colocados em tubos pequenos de microcentrífuga 

furados na tampa e no fundo, com lã de vidro no fundo. Os tubos contendo os 

fragmentos de interesse cortados do gel de agarose foram submersos em N2 

líquido durante aproximadamente 1 O s, rapidamente transferidos para tubos 

grandes de microcentrífuga e centrifugados a 13.000 rpm 1 O min. O sobrenadante 

foi transferido para tubos grandes de microcentrífuga e os ácidos nucléicos foram 

precipitados com 2,5 M de acetato de amônio e 2,5 volumes de etanol absoluto. O 

material foi incubado a -20°C. Um décimo de cada preparação foi centrifugada e 

ressuspendida em 20 ~1 de água, para análise em gel de agarose. 

F oi estimada a quantidade de dsRNA presente em cada componente 

dsRNA isolado de acordo a intensidade observada no gel. A quantidade de ácido 
nucléico recuperada correspondia a 60-70% da quantidade inicial. 

2.11.4.3. Purificação de componentes dsRNA de géis de poliacrilamida 

Os componentes dsRNA foram purificados de géis de poliacrilamida em 

tampão T AE (2.11.3) com igual tampão de corrida. Após a eletroforese o gel foi 

mergulhado por 15 minem solução de brometo de etídio. Observando em UV, as 

bandas foram cortadas com bisturi e colocadas em tubos, onde foram maceradas 

com bastão de vidro recoberto por Parafilm. F oram adicionados 3 volumes de 

água! DEPC, incubados a 42°C por 18 h e precipitados por 5 min a 13.000 rpm 

em microcentrífuga. O sobrenadante foi .coletado e o procedimento repetido, 

ressuspendendo-se o precipitado em 0,5 volumes de água, centrifugando-se 

novamente e 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 alíquota da preparação, e foi quantificado de acordo com a intensidade da 
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banda. O rendimento correspondia a 50-60% da quantidade de ácido nucléico 

inicial. 

2.11.4.4. Síntese de sondas moleculares 

A partir dos componentes dsRNA purificados de géis de agarose ou 

poliacrilamida foram construídas sondas de cDNA (GUBLER e HOFFMAN, 

1983) em presença de a32P-dATP, utilizando-se transcriptase reversa, condições 

padrões e "primers" aleatórios (SAMBROOK et al., 1989). 

Foram ressuspendidos em 7,5 !J.l de água Milli-Q/ DEPC 100-200 ng de 

dsRNA. Para o anelamento foram adicionados 10-500 !J.g de pd(N)6 Pharmacia, a 

solução foi seca em vácuo, ressuspendida em 5 !J.l de uma solução de 90% 

DMSO, 1 mM Tris-HCI pH 8,3 e 0,1 mM EDTA e posteriormente incubados por 

30 min a 60°C. Para a síntese da primeira fita de cDNA, foi adicionada uma 

solução contendo 4 1-11 de 5X tampão de reação da transcriptase reversa (tampão 

RT, BRL), 2 !J.l 0,1 M DTT, 1 !J.l 10 mM dC,G,TTPs, 1 !J.l 50 mM dATP e 5 !J.l 

água MiliQ/ DEPC, depois 1 !J.l transcriptase reversa (SSRT, 200U, BRL) e 12 1-1 

Ci de a32P-dATP 3.000 !J.Ci. A reação foi misturada suavemente, incubada a 

37°C por 1 h e a 90°C por 5 mine armazenada a -20°C. Para se estimar o peso 

molecular das fitas sintetizadas mediante eletroforese de agarose 1 ,2%, 25% da 

preparação foi utilizado. O gel foi secado e uma autoradiografia foi obtida. 

Para a digestão do RNA molde, foi adicionado à reação de síntese da 

primeira fita 1 volume de O, 1 N NaCl e incubada por 15 min a temperatura 

ambiente. Após neutralização com 1 volume de Tris-HCI 1 M pH 6,8, os ácidos 

nucléicos foram precipitados mediante a adição de 1 O !J.g de tRNA carreador, 0,5 

volumes AcNH4 7,5 M e 2,5 volumes etanol absoluto, incubados a -20°C por 

mínimo 2 h, centrifugados e ressuspendidos (2.11.1.1) em 20 !J.l de água/ DEPC. 

O controle da reação foi feito com 5% da preparação igual ao controle anterior. 

2.11.4.5. Hibridização de componentes dsRNA 

As membranas de náilon com os dsRNA isolados de diferentes linhagens 

de Metarhizium anisopliae (2.11.4 .1) foram tratadas para o bloqueio dos sítios 

não específicos, em solução de pré-hibridização (2.2.31-32) (200 !J.l/cm2 de 

membrana) a 60°C por 2 h. Posteriormente a membrana foi hibridizada nesta 
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solução (50 J..lllcm2 de membrana) adicionada da sonda marcada. A membrana foi 

incubada por 14-16 h a 60°C com agitação suave e lavada com 2X SSC (2.2.30) 

(por 15 min a temperatura ambiente) e com IX SSC (60°C por 15 min). O 

resultado foi detectado com filme de Raio X com exposição por 16 h. 

2.12. Transmissão dos micovírus mediante biobalística 

Com o objetivo da transferência de micovírus para linhagens não 

infectadas, foi empregada a metodologia de bombardeamento com partículas de 

tungstênio para introduzir micovírus purificado ou dsRNA nas diferentes 

linhagens de M anisopliae (2.1.1 ). 

2.12.1. Preparação em grande escala de DNA plasmidial 

Como marca de seleção nos experimentos de bombardeamento com 

cotransformação, foi usado o gene tub benR de N. crassa contido no plasmídeo 

pBT6 (2.1.2). O plasmídeo 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 plasmídeo com rendimento final de 1-2 mg de DNA plasmidial. 

O DNA foi purificado em gradiente contínuo de cloreto de césio, conforme 

SAMBROOK et al., 1989. 

2.12.2. Preparo das amostras receptoras 

Foram utilizadas suspensões de esporos (2.6) de três linhagens de M 

anisopliae livres de micovírus: E6, MT e E9 (2.1.1), e da linhagem MS com 

micovírus. 

As suspensões de esporos foram acondicionadas de três formas: 

A: plaqueadas em meio sólido (2.5.2) (contendo ou não benomil) e 

bombardeadas na própria placa. 
B: colocadas em placas de Petri pequenas, bombardeadas e 

recuperadas das placas com água destilada estéril. 
C: colocadas em placa de vidro côncava, bombardeadas e 

recuperadas com meio líquido de Cove. 
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2.12.3. Preparo das partículas 

Os micovírus foram isolados de três linhagens de M anisopliae: RJd, AI e 

M5. Dois tipos de preparação de micovírus foram utilizadas, micovírus 

parcialmente purificado (2.7 .1) e micovírus purificados em gradientes de cloreto 

de césio (2.2.2). Foi também utilizado dsRNA extraído (2.11.1.1) da linhagem 

RJd. 

Nos experimentos de cotransformação com marca de seleção 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, e os protocolos 3 e 4 para bombardear micovírus em 

cotransformação com plasmídeo. 

Protocolo 1: a 50 J.tl (3mg) de suspensão de partículas de tungstênio 

(Sylvania M5 0,5 J.tm de diâmetro) em glicerol 50%, foram adicionados 3 J.lg de 

vetor pBT6, 3 J.tg de dsRNA viral, 50 J.tl de CaCl2 2,5 M e 20 J.tl de espermidina 

O, I M. A suspensão foi incubada a temperatura ambiente com agitação leve por 

1 O min e centrifugada por 1 O s. O sedimento foi lavado com etanol 70% e 

ressuspendido em 14 J.tl etanol absoluto. Cada uma destas preparações foi 

utilizada para seis bombardeios. Uma alíquota de 3 J.tl, previamente sonicada por 

2 s, foi depositada sobre a membrana de bombardeamento, espalhada e deixada 

evaporar por 1 O min. 

Protocolo 2: três mg de partículas de tungstênio em glicerol foram 

adicionados de 50 J.tl de CaCl2 2,5 M e de 20 J.tl de espermidina 0,1 M. Esta 

suspensão foi incubada durante 1 O min a temperatura ambiente e centrifugada. O 

sedimento foi ressuspendido com a suspensão viral, e alíquotas foram distribuídas 

em seis membranas para bombardeamento. As membranas foram secas em capela 

de fluxo laminar. 

Protocolo 3: três miligramas d.e partículas de tungstênio foram 

centrifugados e ressuspendidos com a suspensão viral (contendo 0,5% de Triton 

X-100 em alguns experimentos) e adicionados do DNA do vetor pBT6. Seis 

alíquotas desta suspensão foram colocadas em membranas de bombardeamento e 

secas como descrito anteriormente. 

Protocolo 4: À suspensão de partículas de tungstênio foi adicionada 

a suspensão viral e o vetor conforme descrito em protocolo 3. A suspensão foi 

52 



concentrada em "speed vac" por 2 h. Alíquotas foram colocadas em seis 

membranas de bombardeamento e secas como descrito anteriormente. 

2.12.4. Bombardeamento com partículas 

Estes experimentos foram realizados no CENARGEN e no Laboratório de 
Microbiologia da UNB, com um acelerador de partículas baseado no modelo 

desenvolvido por SANFORD et a!. ( 1987) construído pelo Dr. Elibio Rech 

(CENARGEN). 

Os bombardeamentos foram realizados utilizando 27,5 polegadas de Hg de 

vácuo e 1.200 psi de pressão de gás hélio (90 kg/cm2). A distância 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 micovírus (sem plasmídeo) 

foram semeadas em placas com meio de Cove Completo (2.5.2) e incubadas a 

28°C. 

Nos experimentos de cotransformação as amostras foram incubadas 

durante 18 h em meio de Cove Completo líquido sem seleção a 280C. 

Posteriormente as amostras foram semeadas em placas com meio de Cove 

Completo contendo benomil na concentração de 5 ou 1 O 1-Lg/ml e foram 

incubadas novamente até o aparecimento dos transformantes. As colônias eram 

então transferidas para meio sólido contendo benomil até o desenvolvimento das 

colônias. 

2.12.6. Seleção dos transformantes 

Para análise dos bombardeamentos, os esporos ou o micélio crescido a 

partir destes em 20 ml de MCC líquido (2.5.2), foram processados para a 

extração de seus ácidos nucléicos (2.11.1) e detecção de dsRNA por eletroforese 

(2.11.2). 

As amostras bombardeadas somente com vírus (sem plasmídeo) foram 

analisadas como um "pool" ou como colônias isoladas. 
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3. RESULTADOS 

Com o objetivo de caracterizar os micovírus, que infectam algumas 

linhagens de Metarhizium anisopliae, procedemos a caracterização de seu ácido 

nucléico, do perfil de proteínas, das relações sorológicas e da homologia de seus 

genomas. Usaremos a nomenclatura Ma V seguida da linhagem de M anisopliae 

para denominar os micovírus presentes. O termo componente dsRNA será 

utilizado neste trabalho para cada uma das bandas de dsRNA do perfil 

eletroforético dos MaVs. 

3.1. Presença de dsRNA em preparações de ácidos nucléicos totais de M. 

anisopliae linhagens AI, M5, RJc e RJd. 

A análise de preparações de ácidos nucléicos totais de algumas linhagens 

de M anisopliae, por eletroforese em géis de agarose ou acrilamida, corados com 

brometo de etídio, revela a presença de bandas extras que migram mais 

rapidamente que o DNA cromossomal do fungo (linhagens AI, MS e RS; Figura 

3 ). As bandas extras não apresentam a mesma intensidade de fluorescência com 

brometo de etídio, significando que estão em concentrações diferentes. Controles 

rigorosos foram realizados e as linhagens consideradas neste trabalho "livres de 

micovírus" (linhagens E6, E9 e MT), nunca apresentaram bandas extras em 

extratos de ácidos 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 MS aparece 

predominantemente uma banda de aproximadamente 4,1 kb. A linhagem RJc 

apresenta pelo menos treze bandas extras com pesos variando de 3,1 a O,S kb. As 

bandas extras da linhagem RJc foram classificadas, de acordo com seu peso 

molecular, em L ("large"), M ("medium") e S ("small') e sub-classificadas como 

apresentado na Tabela 2. 
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A kb Mr 2 3 4 5 

4,1 -
3,4 = -
3,3 = 
2,7 
2,5 
2,0 

B kb Md 1 2 3 4 Md dsRNAs 

Figura 3. Eletroforese em gel de preparações de ácidos nucléicos totais de diferentes 
linhagens de M anisopliae. 
A. Gel de poliacrilamida ( 5 %) 

Ácidos nucléicos totais das linhagens: 1) Al; 2) M5; 3) Rld; 4) Rlc; e 5) E6; Mr) 
marcador de peso molecular dsRNA de A. niger. Os números da esquerda representam os 
pesos moleculares em kb. 

B. Gel de agarose (0,8 %). 
Ácidos nucléicos totais das linhagens: 1) Al; 2) M5; 3) Rld; 4) Rlc. As letras da direita 
representam a classificação das bandas ·extras da linhagem Rlc: L ("large"), M 
("medium") e S ("small"). Md) marcador de peso molecular DNA f.../Hindill. Os números 
da esquerda representam os pesos moleculares em kb. 

Os géis foram corados com brometo de etídio e fotografados sob luz U.V. 
As amostras foram tratadas com nuclease S1 para facilitar a visualização das bandas extras. 
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Tabela 2: Perfil eletroforético de bandas extras de dsRNA presentes na linhagem RJc e 
a denominação dada aos componentes que apresentam maior intensidade nos géis 
corados com brometo de etídio. 

kba componente 
dsRNA 

3,10 LI 
2,79 L2 
2,65 L3 
2,55 L4 

1,98 
1,90 M1 
1,82 
1,71 M2 
1,56 
1,49 M3 
1,42 M4 

0,90 SI 

0,50 S2 

(a) Os pesos moleculares dos componentes dsRNA dos MaVs, entre 4 e 2 kb, foram estimados 
utilizando como padrão os pesos moleculares dos dsRNAs da linhagem I 003 de Aspergillus 
niger. Os pesos moleculares dos componentes menores foram estimados a partir de padrões de 
DNA de fago À, clivado com a enzima de restrição Hindiii, ou "DNA kb ladder". 

A partir da linhagem RJ c foi obtida espontaneamente, após subculturas 

sucessivas, uma variante denominada RJd, na qual as bandas extras de maior 

peso molecular estão ausentes (Figura 3). O padrão de bandas na região S2 das 

linhagens RJc e RJd é complexo, apresentando três componentes em RJd e dois 

em RJc. Os dois componentes S2 de RJc não podem ser claramente visualizados 

na Figura 3, entretanto eles foram observados em alguns géis de agarose e foram 

confirmados em experimentos de hibridização (item 3.7). 

Estas bandas de ácido nucléico foram caracterizadas com as enztmas 
DNase I, RNase A (Figura 4) e nuclease S1 (Figura 5). Esta análise evidencia 
que o ácido nucléico componente é resistente a DNase e a nuclease S1 e é 
sensível a altas concentrações de RNase A e que portanto corresponde a RNA de 
dupla fita (dsRNA). Está descrita uma metodologia para isolar dsRNA de 
preparações de ácidos nucléicos totais utilizando colunas de Celulose CF 11 e 
baixas concentrações de etano} (16 %, V AL VERDE, 1990). Os perfis 
eletroforéticos completos das bandas extras de cada linhagem foram isolados das 
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preparações totais mediante esta metodologia, fornecendo assim uma outra 
evidência da natureza dsRNA das bandas extras (Figura 6). 

kb Mr 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

4,1 
3,4; 
3,3 

Figura 4. Tratamento das preparações de ácidos nucléicos totais com DNase I e 
RNase A. 

kb 

4,1-
3,4 
3,3= 
2,7-
2,5-

Ácidos nucléicos totais da I inhagem AI (I, 2, 3 ), linhagem MS ( 4, S, 6), linhagem 
RJd (7, 8, 9) e linhagem RJc (10, 11, 12). Sem tratamento (1,4,7,IO), tratados com 
RNase A (2, S, 8, 11) e tratados com DNase I (3, 6, 9, 12).Marcador de peso 
molecular dsRNA de A. niger (Mr). Os números representam os pesos moleculares 
em kb. O gel de agarose 0,8% foi corado com brometo de etídio e fotografado sob 
luzU.V. 

A 

Mr 1 2 3 4 5 6 

4 ,1 
3,4 
3,3 
2,7 
2,5 

B 

Mr 1 2 3 4 5 6 

Fig9ra 5. Tratamento das preparações de ácidos nucléicos totais com nuclease S 1• 

A. Acidos nl,lcléicos totais das linhagens RJd e R.lc. 
Acidos nucléicos totais da variante RJd (I, 2, 3) e da linhagem RJc ( 4, S, 6). Sem 
tratamento (I , 4), tratados com nuclease S 1 (3, 6),desnaturados a lOOoC por S min 
e posterior tratamento com nuclease S1 (2, S). Marcador de peso molecular dsRNA 

, de A. niger (Mr). Os números representam os pesos moleculares em kb. -e. Acidos nucléicos totais das linhagens AI e MS 
Acidos nucléicos totais da linhagem A f (I, 2, 3) e da linhagem MS ( 4, S, 6). Sem tratamento (1, 
4), tratados com nuclease S1 (2, S), desnaturados a 1 ooac por S min e posterior tratamento com 
nuclease S1 (3,6). Marcador de peso molecular dsRNA de A. niger (Mr). Os números 
representam os pesos moleculares em kb. Os géis foram corados com brometo de etídio e 
fotografados sob luz U.V. 
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kb Md 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 O 11 12 kb 

4,4 
2,3-
2,0 = 
0,5 

4,0 
3,4 

- 3,3 
= 2,7 

2,5 
2,0 

Figura 6. dsRNAs isolados de linhagens de M. anisopliae após purificação em colunas 
de celulose CFll. 

Ácidos nucléicos totais das linhagens RJc (1,2), RJd (3,4), AI (5,6), MS (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 números da direita 
representam os pesos moleculares em kb de dsRNA A. niger. Marcador de peso 
molecular DNA Ã./Hindiii (Md). Os números da esquerda representam os pesos 
moleculares em kb. O gel foi corado com brometo de etídio e fotografado sob luz 
u.v. 

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

infectadas. 

Embora as variações de morfologia das colônias 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 7 A mostra colônias das linhagens E6, E9 e MT (que não 

contém dsRNA) e as linhagens Al, MS RJc e RJd (que contém dsRNA). As 

diferenças mais marcantes são observadas entre as duas linhagens RJ. A Figura 

7B mostra em maior detalhe o aspecto das colônias das linhagens RJc e RJd. 
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A 

E9 

E6 MT 

RJd M5 

RJc 

B 

Figura 7. Aspecto da morfologia de colônias de M. anisopliae. 
A. Linhagens E6, E9, MT, Al, MS, RJd e RJc. 
B. Aspecto das colônias das linhagens RJc e RJd. 
Os esporos foram crescidos em meio de Cove Completo por 5 dias a 28°C. 

59 



3.3. Caracterização do micovírus presente na linhagem AI. 

3.3.1. Purificação do micovírus. 

Com o objetivo de purificar o micovírus presente na linhagem AI, extratos 
totais, clarificados por centrifugação diferencial, foram submetidos a 
ultracentrifugação em gradientes descontínuos de CsCl (item 2.7.2). A Figura 8A 

mostra um destes gradientes onde são observadas duas bandas muito difusas que 
indicam prováveis zonas de maior concentração viral. Estas bandas apresentam 
densidades de 1,25 e 1,32 g/ml. Para se obter uma separação melhor das bandas 

foram realizadas ultracentrifugações em gradientes isopínicos de CsCl (item 
2.7.3). Apenas após a adição de inibidores de proteases foram obtidas bandas 

nestes gradientes, conforme mostra a Figura 8B. A banda superior possui 

densidade de flotação de 1,35 g/ml e as inferiores de 1,43 e 1,45 g/ml. 

Nos gradientes de CsCl realizados, sempre foram incluídos controles com 
as linhagens "livres de micovírus", nunca sendo observadas bandas nos 
gradientes destas linhagens. Nestes gradientes controle, nas regiões relativas às 

densidades onde se detecta a presença de micovírus nas linhagens infectadas, 
nunca foram detectadas proteínas, dsRNA ou partículas virais. 

3.3.2. Características espectrofotométricas das preparações virais. 

A densidade ótica das duas bandas obtidas em gradiente pré-formado foi 

medida em espectrofotômetro entre 300 e 230 nm (Figura 9). A banda na 
densidade de 1,32 g/ml apresentou a maior absorbância a 260 nm e uma curva de 
absorbância característica de nucleoproteínas, com as seguintes leituras Amax em 

260 nm, Amin em 240 nm, A260/280 de 1 ,57 e A260/240 de 1,23. 

3.3.3. Presença de dsRNA em preparações virais 

Com o objetivo de observar se as bandas extras de dsRNA se originam de 
um só tipo viral, as diferentes etapas de purificação do micovírus foram 

acompanhadas por análise do perfil de dsRNA em gel de agarose corado com 
brometo de etídio (item 2.11.1). Foram analisadas as etapas de centrifugação 

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 não foram 

detectados nestas preparações. 
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A 

B 

Figura 8. Gradientes de CsCl de extratos da linhagem Al. 
A. Gradiente pré-formado 

Os números representam a densidade (g/ml) das bandas de maior intensidade 
que foram coletadas. 

B. Gradiente isopícnico 
Os números representam a densidade de flotação (g/ml) das bandas indicadas . 
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2 

1,5 

1 

0,5 

o 
230 

Absorbância 

240 250 260 270 280 

Comprimento de onda (nm) 

- E6 1 ,25' g/ml 
Al1,32 g/ml 

•AJ1 ,25 g.tml 

290 300 

Figura 9. Espectro de absorção das bandas de gradientes pré-formados de CsCl da 
linhagem AI (MaV-Al). 

As linhas representam as bandas de densidade 1,25 e 1,32 g/ml do gradiente pré­
formado da linhagem AI e a fração controle de E6 de densidade 1,25 g/ml. 

Nas preparações parcialmente purificadas (0,1 volumes) (Figura 10, 

canaleta 3) e nas frações do gradiente isopícnico (frações 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 fluorescência. 

1 2 3 4 Md kb 

Figura 10. Eletroforese em gel dos ácidos nucléicos totais de preparações de micovírus 
parcialmente purificados de diferentes linhagens de M anisopliae. 

Preparações parcialmente purificadas das linhagens E6 (controle) (1), M5 (2), AI 
(3), e RJd (4). (Md) Marcador de peso molecular de DNA (BRL 1 kb ladder). Os 
números representam os pesos moleculares em kb. A banda de migração lenta 
corresponde ao DNA do hospedeiro. O gel de agarose 0,8% foi corado com brometo 
de etídio e fotografado sob luz U.V. 
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kb 

4,1 
3,4 

= 3,3 -
2,7 -
2,5 -
2,0 

Mr 2 3 4 5 6 

Figura 11. Eletroforese em gel de ácidos nucléicos totais de frações do gradiente 
isopícnico de CsCl da linhagem Al. 

Ácidos nucléicos totais de frações de densidade média de I ,47 g/ml (I), I ,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 dsRNA de A. niger. Os números da esquerda representam os pesos 
moleculares em kb. O gel de agarose 0,8% foi corado com brometo de etídio e. 
fotografado sob luz U.V. 

3.3.4. Proteínas em preparações virais 

A eletroforese (SDS-PAGE) de preparações parcialmente purificadas por 

centrifugação diferencial, indica a presença de uma proteína principal de 

aproximadamente 80 kDa, na linhagem Al. Em algumas preparações outras 

bandas de menor intensidade puderam ser visualizadas com 76, 66, 59, 34, 27 e 

24 kDa (Figura 12A). 

Na fração de densidade I ,32 g/ml, de purificações por gradiente pré­

formado de CsCl, as proteínas aparecem em quantidade muito pequena, sendo 
detectada principalmente uma banda de proteína de aproximadamente 80 kDa. 

Outras bandas mais difusas de proteínas, de migração mais rápida, aparecem nas 

regiões correspondentes a 76, 66, 59, 50, 34, 27 e 24 kDa, dependendo da 
preparação (Figura 12B). Esta fração, quando analisada por Westem com 

anticorpo homólogo (item Figura 12) apresenta a banda de 80 kDa, além de outras 

mais difusas de menor massa molecular nas regiões de 66, 59, 50, 34, 27 e 24 kDa. 

Em gradientes isopícnicos de CsCl somente a banda da proteína de 80 kDa 
é encontrada nas regiões de 1,30 até 1,43 g/ml. Outras bandas protéicas mais 

difusas, de menor massa molecular, foram observadas nestes gradientes (Figura 

12C). Em Westem, o polipeptfdeo de 80 kDa é revelado na banda de 1,43 g/ml 

do gradiente em equilíbrio (Figura 12D). É importante salientar que a migração 
das proteínas nos géis varia muito dependendo da concentração do gel e da 

quantidade de proteína adicionada, portanto os valores de Mr utilizados são 
valores médios. 
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Figura 12. Proteínas das diferentes etapas de purificação do micovírus presente na 
linhagem Al (Ma V -Al). 
A. SDS-PAGE de proteínas da purificação parcial. 

Proteínas totais da purificação parcial do micovírus (1 ). (M): marcador de massa 
molecular. Os números da esquerda representam as massas moleculares em kDa. 

B. SDS-PAGE de proteínas do gradiente pré-formado de CsCl. 
Proteínas totais das bandas de densidade 1,25 (1) e 1.32 g/ml (2). (M): marcador 
de massa molecular. Os números da e~querda representam as massas moleculares 
em kDa. 

C. SDS-PAGE de proteínas de frações de gradiente isopícnico de CsCl 
Proteínas totais de frações de densidade de flotação 1,42 g/ml (1), 1,46 g/ml (2), 
1,45 g/ml (3), 1,43 g/ml (4), 1,39 g/ml (5), e 1,35 g/ml (6). (M): marcador de 
massa molecular. Os números da esquerda representam as massas moleculares em 
kDa. 

D. Westem das diferentes etapas de purificação do micovírus, revelado com antisoro 
homólogo. 

Homogenato da linhagem E6 (controle) (1 ), homogenato da linhagem AI (2), 
purificação f.arcial do micovírus (3), banda de gradiente r.ré-formado em CsCl da 
densidade ,32 g/ml (4), banda do gradiente em equ1líbrio da densidade de 
flotação 1,35 g/ml (5). Os números representam as massas moleculares em kDa. 
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3.3.5. Detecção de partículas 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 partículas estão presentes. 

Estas são isométricas e apresentam diâmetro médio de 38 ± 2 nm. Uma análise 

mais detalhada evidenciou dois tamanhos de partículas isométricas cujos 

diâmetros aproximados mais freqüentes foram de 38 e 43 nm. Aproximadamente 

80% das partículas observadas apresentam tamanho de 3 8 nm. 

A B 

Figura 13. Microscopia eletrônica do micovírus da linhagem Al. 
A. Purificação parcial 
B. Gradiente pré-formado 

Banda de densidade I ,32 g/ml. As setas indicam VLPs observadas. 
As preparações foram contrastadas negativamente com acetato de uranila 2%. A barra 
representa .1 00 nm. 
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3.4. Caracterização do micovírus presente na linhagem MS 
3.4.1. Purificação do micovírus 

Para caracterizar o micovírus presente na linhagem MS inicialmente se 

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

-1 detectadas duas bandas difusas (Figura 14A) que foram analisadas quanto a5suas 

características espectrofotométricas, seu conteúdo de dsRNA, proteínas e 

morfologia das partículas presentes. Em gradientes isopícnicos duas bandas 
foram observadas nas densidades de flotação de 1,40 e 1,43 g/ml como mostrado 
na Figura 14B. A detecção destas bandas somente ocorreu quando os extratos 

foram tratados com inibidores de proteases indicando um processo marcante de 

proteólise dos capsídeos nos extratos. 

A 

Figura 14. Gradientes de CsCl de extratos da linhagem M5. 
A. Gradiente pré-formado 

B 

Os números representam a densidade em g/ml das bandas indicadas. 
B . Gradiente isopícnico 

Os números representam a densidade de flotação em g/ml das bandas indicadas. 
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3.4.2. Características espectrofotométricas das preparações virais 

Foram procedidas leituras de absorbância entre 300 e 230 nm de duas das 

bandas do gradiente pré-formado de CsCl. Estas bandas apresentam um espectro 

de absorção característico de nucleoproteínas (Figura 15). As relações numéricas 

entre estas leituras estão apresentadas na Tabela 3. 

Absorbância 

1 

0,8 

0,6 

0,4 

0,2 

o 
230 240 250 260 270 280 290 300 

Comprimento de onda (nm) 

Figura 15. Espectro de absorção das bandas de gradiente pré-formado de CsCl de 
extrato da linhagem M5. 

As linhas representam as bandas de densidade 1,18 e 1,24 g/ml do gradiente pré­
formado da linhagem M5 e ao controle da linhagem E6 correspondente à densidade 
de 1,24 g/rnl. 

Tabela 3: Caraterísticas espectrofotométricas das bandas obtidas no gradiente pré-
formado de CsCl de extratos da linhagem M5. 

Banda Densidade A max A. 
mm Az6o/2so Az60/240 

supenor 1,18g/ml 254 245 1,44 1,03 

inferior 1,24 m1 260 245 1,32 1,01 
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3.4.3. Presença de dsRNA em preparações virais 

Após a centrifugação diferencial dos extratos da linhagem MS (0, 1 volumes 

da preparação) foram detectadas bandas de dsRNA após eletroforese em gel de 

agarose (Figura 9, canaleta 2). Nas bandas dos gradientes pré-formados não 

foram detectados dsRNAs, mas nos gradientes isopícnicos eles foram detectados 

em frações reunidas. O perfil de bandas de dsRNA encontrado é o mesmo que 

aquele presente em preparações de ácidos nucléicos totais extraídos diretamente a 

partir de micélio da linhagem MS. O componente mais proeminente é o de 4.1 kb 

(Figura 16). Observamos um aumento da concentração dos componentes de 

maior peso molecular após algum tempo de manipulação desta linhagem no 

laboratório (comparar a intensidade dos componentes de maior peso molecular de 

Ma V-MS nas Figuras 16 e 3, canaleta 2). 

2 3 Mr kb 

- 4,1 
= 3,4 

3,3 
2,7 
2, 5 
2,0 

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose dos ácidos nucléicos totais de frações do 
gradiente isopícnico de CsCl da linhagem MS. 

Ácidos nucléicos totais de extrato da linhagem MS (I) e das frações de gradiente 
de densidade média I ,43 g/ml (2) e · I ,40 g/ml (3). (Mr) marcador de peso 
molecular dsRNA de A. niger. Os números da direita representam os pesos 
moleculares em kb. O gel de agarose 0,8% foi corado com brometo de etídio e 
fotografado sob luz U.V. 
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3.4.4. Proteínas em preparações virais 

SDS-PAGE de preparações de micovírus parcialmente purificadas, por 

centrifugação diferencial, de extratos da linhagem MS, apresentam duas bandas 
principais de aproximadamente 80 e 76 kDa. Outras bandas de menor intensidade 

apresentam migração na faixa entre 34 e 24 kDa (Figura 17 A). Em purificações 

por gradiente pré-formado de CsCl, a banda de densidade 1,24 g/ml apresenta as 

proteínas de 80 e 76 kDa (Fig 17B). Em gradientes isopícnicos de CsCl nas 

regiões de densidades 1,40 e 1,43 g/ml, se observa a banda de proteína de 80 kDa 

(Fig 17C). Westem com soro homólogo de MaV-MS (item 2.10.1) mostra que a 

principal banda reconhecida pelo soro é a da região de migração de 80 kDa, em 

ambos tipos de gradiente de CsCl (Figura 17D). 

3.4.5. Detecção de partículas viniis 

Após a coloração negativa com acetato de uranila (item 2.8.2), foram 

detectadas partículas isométricas por microscopia eletrônica nas bandas de 

gradientes de CsCl de densidade 1,18 e 1,24 g/ml de preparações da linhagem 

MS. Como pode ser observado na Figura 18 poucas partículas estão presentes. Na 

densidade 1,18 g/ml, a maioría das partículas estão penetradas pelo contrastante, 

e na banda de densidade 1 ,24 g/ml as partículas estão pouco ou não penetradas e 

apresentam diâmetro médio de 3S ±1,3 nm. Após uma análise mais detalhada 

foram observados dois tamanhos de partículas na banda de densidade 1,24 g/ml. 

As menores, com um diâmetro mais freqüente de 3S nm, correspondem a 70% 

das partículas presentes. As partículas maiores apresentam aproximadamente 43 

nm de diâmetro (não mostradas). 
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Figura 17. Proteínas das diferentes etapas de purificação do micovírus presente na 
linhagem M5 (MaV-M5). 
A. SDS-P AGE de proteínas da purificação parcial. 

Proteínas totais da purificação parcial do micovírus (1). (M): marcador de massa 
molecular. Os números da esquerda representam as massas moleculares em kDa. 

B. SDS-PAGE de proteínas do gradiente pré-formado de CsCI. 
Proteínas totais da banda de densidade 1.24 g/ml da linhagem MS (1 ), proteínas 
totais da banda de gradiente pré-formado da linhagem AI. (Ml , M2) marcadores 
de massa molecular. Os números representam as massas moleculares em kDa. 

C. SDS-P AGE de proteínas de frações de gradiente isopícnico de CsCl 
Proteínas totais de frações de densidade de flotação 1 ,4S g/ml (1 ), 1,43 g/ml (2), 
1,40 g/ml (3). (M): marcador de massa molecular. Os números da esquerda 
representam as massas moleculares em kDa. 

D. Westem das diferentes etapas de purificação do mico vírus, revelado com antisoro 
homólogo. 

Homogenato da linhagem E6 (controle) ( 1 ), homogenato da linhagem MS (2), 
purificação parcial do micovirus (3), banda vira! de gradiente pré-formado em 
CsCI da densidade 1,24 g/ml (4), banda vira) do gradiente isopícmco da densidade 
de flotação 1,43 g/ml (S). (M): marcador de massa molecular. Os números 
representam as massas moleculares em kDa. 

70 



A B 

Figura 18. Microscopia eletrônica do micovírus da linhagem MS. 
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 I 00 nm. 

3.5. Caracterização dos micovírus na linhagem RJc e na variante RJd 

Neste trabalho foram analisadas uma linhagem de M anisopliae RJc, 

originalmente isolada de insetos pelo Pro f. J .L. Azevedo (ESALQ), e a variante 

RJd (item 2.1.1.). Apresentaremos a caracterização do micovírus presente em 

cada uma das linhagens, iniciando pela variante RJd que foi inicialmente 

caracterizada. Algumas características do mic_ovírus presente na linhagem RJc já 

haviam sido descritas (BOGO et al., 1991 ; BOGO et al., 1996). A linhagem RJc 

e a variante RJd apresentam um perfil mais complexo e constante, de 

componentes dsRNA do que aquele observado nas outras linhagens (Figura 3). 
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3.5.1. Caracterização do micovírus presente na variante RJd 

3.5.1.1. Purificação do micovírus 

O micovírus presente na variante RJd (MaV-RJd) foi purificado a partir de 

ciclos de centrifugação diferencial seguidos de centrifugação em gradientes pré­

formados ou isopícnicos de CsCl. As características espectrofotométricas foram 

determinadas para as diferentes bandas nos gradientes pré-formados (Figura 19A) 

e isopícnicos (Figura 19B) de CsCl. A banda com maior A260 (1 ,58), obtida em 

gradientes pré-formados na densidade de 1 ,26 g/ml, apresentou relações 

A26o/A280 igual a 1,44 e A26o/A240 igual a 1,13 sendo Amax em 260 nm e Amin 

em 240 nm (Figura 20). Nos gradientes isopícnicos foram observadas várias 

bandas (Figura 19B) sendo obtido apenas um pico de A260 (Figura 21). 

A 

Figura 19. Gradientes de CsCl de extratos da variante RJd. 
A. Gradiente pré-formado 

B 

Os números representam a densidade em g/ml das bandas indicadas. 
B. Gradiente isopícnico 

Os números representam a densidade de flotação em g/ml das bandas indicadas. 
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Frações 
Densidade de flotação g/ml 

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

•Abs260nm 
45 Densidade g/ml 
40 
35 
30 
25 
20 
15 
10 
5 

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

Absorbância 260 nm 

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

2,5 

2 

1,5 

1 

0,5 

o 

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

Absorbância 

230 240 250 260 270 280 

Comprimento de onda (nm) 

E61.26 g/ml 

RJ 1,26 g/mt 

290 300 

Figura 21. Absorbância a 260 nm das frações coletadas do gradiente isopícnico da 
variante RJd. 
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As bandas visíveis no gradiente isopícnico, presentes no pico de A26Q, 
apresentaram curvas espectrofotométricas típicas de nucleoproteínas como se 
observa na Figura 22. A banda com densidade de 1,39 glml, apresenta a maior 

A260 com Amax em 258 nm e Arnin a 243 nm e relação A26o/A2so igual a 1,43 e 

A26o/A240 igual a 1,17. 

Absorbância 

1,5 

1 

0,5 

o 
230 240 250 260 270 280 

Comprimento de onda (nm) 

RJ 1,39g/ml 
•RJ 1,37g/ml 
•RJ 1,36g/ml 
•RJ,:1,32g/mt 

E61,39glml 

290 300 

Figura 22. Espectro de absorção de frações coletadas a partir de gradiente isopícnico de 
CsCI de extrato da variante RJd, 

As linhas representam as bandas coletadas de gradiente isopícnico da variante RJd, 
de densidades indicadas, e a fração da linhagem controle E6 de densidade 1,39 g/rnl, 
correspondente à banda de RJd de maior absorbância. 

3.5.1.2. Presença de dsRNA em preparações virais 

F oram extraídos os ácidos nucléicos totais das diversas bandas de 
gradientes pré-formados e isopícnicos de C~Cl 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 concentrações de dsRNA foram 
encontradas na densidade de 1,26 glml em gradientes pré-formados (Figura 23A) 
e nas frações de maior A260 nos gradientes isopícnicos, nas densidades 1,39 e 
1,37 glml (Figura 23B, canaletas 4 e 6, respectivamente). 
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Figura 23. Eletroforese em gel de agarose dos ácidos nucléicos totais de frações de 

gradientes de CsCl da variante RJd. 
A. Gradiente pré-formado 

Ácidos nucléicos totais de extrato da linhagem RJd (1) e das frações de gradiente 
de densidade 1,26 g/ml (2) e 1,20 g/ml (3). (Md) marcador de peso molecular 
DNA de fago /.. clivado com Hindlll : Os números da esquerda representam os 
pesos moleculares em kb. A banda de migração lenta corresponde ao DNA do 

hospedeiro. 

B. Gradiente isopícnico 
Ácidos nucléicos totais das frações f6 (I); f7 (2); f8 (3); f9 (4); fiO (5); fl2 (6); 
fl3 (7); fl4 (8); fl6 (9); fl8 (10); f21 (11); f24 (12) e f27 (13), em ordem 
decrescente de densidade. (Md) marcador de peso molecular DNA de fago À. 

clivado com Hindiii. Os números da esquerda representam os pesos moleculares 

emkb. 
Os géis de agarose 0,8% foram corados com brometo de etídio e fotografados sob luz U.V. 
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3.5.1.3. Proteínas em preparações virais 

Foram analisadas duas bandas do gradiente pré-formado de CsCl, a de 

maior intensidade e concentração de dsRNAs, de densidade 1,26 g/ml, e outra 

muito difusa, de densidade 1,20 g/ml. As duas bandas apresentaram as mesmas 

proteínas, uma predominante de aproximadamente 46 kDa, e duas outras em 

menor concentração, de 42 e 55 kDa (Figura 24A). O perfil das proteínas em 

SDS-PAGE mostra uma distribuição, ao longo do gradiente isopícnico, 

semelhante aquela encontrada para os dsRNAs, ou seja, a maior concentração de 

proteínas está na região de maior A260· As proteínas majoritárias nestas regiões 

correspondem em Mr aquelas majoritárias encontradas nas bandas de gradientes 

pré-formados (Figura 24A). Assim, nas frações de densidades de 1,41 a 1,26 g/ml 

do gradiente isopícnico está presente uma proteína de 46 kDa. Nas frações de 

densidades de 1,36 a 1,29 g/ml aparece uma segunda proteína de 42 kDa. Nas 

frações com maior concentração de proteínas aparecem, além das duas 

majoritárias, outras duas proteínas de 55 kDa e 30 kDa (Figura 24B). 

Em Westem com antisoro homólogo são detectadas principalmente as 

proteínas 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 micovírus está muito aumentada. 

3.5.1.4. Detecção de partículas virais 

Foram observadas em ME, depois da coloração negativa com acetato de 
uranila (item 2.8.2), algumas amostras de bandas do gradiente isopícnico, sendo 
detectado em todas elas apenas um tipo de partícula viral, isométrica. O diâmetro 
mais freqüente das partículas nas quais o contrastante não penetrou foi de 3 5 nm 
e sua média de 35±2 nm, independentemente da banda do gradiente analisada, e 
nas partículas penetradas o diâmetro foi diminuindo progressivamente com a 
densidade das bandas do gradiente isopícnico. Observa-se que a porcentagem de 
partículas não penetradas reduz conforme diminui a densidade das bandas do 
gradiente. Por exemplo, na fração do gradiente com densidade 1,390 g/ml, foram 
observadas partículas pouco ou não penetradas pelo contrastante (Figura 25A); a 
fração de densidade 1,362 g/ml, apresentou aproximadamente 20 % de partículas 
penetradas pelo contrastante, com 31 ±2 nm de diâmetro aproximadamente 
(Figura 25B); a fração com 1,321 g/ml de densidade, continha 87% de partículas 
penetradas, com aproximadamente 27±2 nm de diâmetro (Figura 25C). Na Figura 
25D se observam as partículas presentes na fração de densidade 1 ,3 7 6 g/ml. 
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Figura 24. Proteínas das diferentes etapas de purificação do micovírus presente na 
variante RJd (Ma V -RJd). 
A. SDS-PAGE de proteínas de gradiente pré-formado de CsCl . 

Proteínas totais das bandas de densidade 1,26 g/ml (1) e 1,20 g/ml (2). (M1 e M2): 
marcadores de massa molecular. Os números representam as massas moleculares 
em kDa. 

B. SDS-PAGE de proteínas de frações de gradiente em equilíbrio de CsCl. 
Proteínas totais das frações fl (1); f6 (2); fl2 (3); f16 (4); f21 (5); f27 (6); DI (7) 
e f36 (8), em ordem decrescente de densidade de flotação. (M): marcador de massa 
molecular. Os números da esquerda representam as massas moleculares em kDa. 

C. SDS-P AGE de proteínas das diferentes etapas de purificação 
Homogenato da linhagem E6 (controle) (1), homogenato da variante RJd (2), 
purificação parcial do micovírus (3), banda de gradiente pré-formado em CsCI da 
densidade 1,26 g/ml (4), banda do gradiente isopícnico da densidade de flotação 
1,32 g/ml (5). Os números representam as massas moleculares em kDa. 

D. W estem das diferentes etapas de purificação do mico vírus, revelado com anti soro 
homólogo. 

A seqüência das amostras é a mesma que em C. 
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3.5.1.5 Análise das bandas de sedimentação em gradientes pré-formados de 
CsCI de MaV-RJd 

Com o propósito de examinar o conteúdo de cada uma das bandas de 

sedimentação obtidas rotineiramente em gradientes pré-formados foi procedida 

sua análise utilizando gradientes isopícnicos. Cada uma das bandas, que 

apresenta o mesmo conteúdo de dsRNA e proteínas (ver Figuras 23A e 24A), foi 

coletada de um gradiente pré-formado e submetida a um gradiente isopícnico. 

Estes gradientes, que mostraram algumas bandas pouco visíveis, foram 

fracionados e cada uma das frações foi analisada quando ao seu conteúdo de 

dsRNA e proteínas. O resultado destas análises está mostrado nas Figuras 26 e 

27. Não foram observadas diferenças nos conteúdos de dsRNA e proteínas nestes 

gradientes o que sugere que apenas um tipo de micovírus está presente nos 

extratos de M anisopliae variante RJd. Se existir mais de um tipo de micovírus 

presente nesta linhagem é possível que não possam ser separados empregando 

esta técnica. 

3.5.2. Caracterização do micovírus 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. Purificação do micovírus 

Para a purificação foram utilizados os passos de centrifugação diferencial, 

gradientes pré-formados e gradientes isopicnicos de CsCl, como descrito para os 

micovírus presentes nas outras linhagens de M anisopliae. F oi observado nos 

gradientes de CsCl da linhagem RJc um perfil de bandas semelhante aquele 

encontrado para a variante RJd em purificações simultâneas como mostra a 

Figura 28. Assim, apesar da diferença no perfil de componentes de dsRNA entre 

as linhagens RJd e RJc, não ocorre alteração no bandeamento das partículas nos 

gradientes de CsCl. 
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Figura 25. Micrografia das partículas observadas em ME. 
Foram analisadas as frações 11 de densidade I ,39 g/ml (A), I3 de densidade I ,36 
g/ml (B), 22 de densidade 1,32 g/ml (C) e 15 de densidade 1,37 g/ml (D) do 
gradiente isopícnico de extrato da linhagem RJd. As preparações foram 
contrastadas com acetato de uranila 2%. A barra representa 100 nm. 
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Figura 26. Ácidos nucléicos presentes em diferentes frações dos gradientes isopícnicos 
de CsCl, a partir .das bandas coletadas de gradientes pré-formados de extratos da 
variante RJd. 
A. Gradiente isopícnico de CsCl da banda de densidade 1 ,20 g/ml de gradiente pré­
formado 

Ácidos nucléicos totais de extrato de micélio da variante RJd (1) e de frações, em 
orden decrescente de densidade, de 1,35 g/ml até 1,27 g/ml (2 a 9). (Md) 
marcador de peso molecular DNA !Hindiii. Os números 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 

Ácidos nucléicos totais de extrato de micélio da v~riante RJd (1) e de frações, em 
orden decrescente de densidade, de 1,35 g/ml até 1,27 g/ml (2 a 9). (Md) 
marcador de peso molecular DNA !Hindlll. Os números 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 etídio e fotografados sob luz U.V. 
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Figura 27. Proteínas presentes em diferentes frações dos gradientes isopícnicos de 
CsCl, a partir de bandas coletadas de gradientes pré-formados de extratos da variante 
RJd. 
A. Gradiente isopícnico de CsCl da banda de densidade 1 ,20 g/ml de gradiente pré­
formado. 

Proteínas totais de micovírus parcialmente purificado (1 ), extrato de micélio da 
variante RJd (2), extrato de micélio da linhagem MT (controle) (3) e de frações do 
gradiente isopícnio, em orden decrescente de densidade: 1 ,3 5 gim I ( 4 ); I ,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 isopícnico de CsCl da banda de densidade 1 ,26 g/ml de gradiente pré­
formado. 

Proteínas totais de extrato de micélio da linhagem MT (controle) (1), extrato de 
micélio da variante RJd (2), micovírus parcialmente purificado (3) e de frações do 
gradiente isopícnico, 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 alíquotas cada. 
SDS-PAGE 10%. 
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Figura 28. Gradientes isopícnicos de extratos da linhagem RJc e sua variante RJd. 
A. Gradiente isopícnico de CsCl de extrato da linhagem RJc. 
B. Gradiente isopícilico de CsCl de extrato da variante RJd 

Os números representam a densidade de flotacão 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. Presença de dsRNA em preparaçõ.es virais 

F oram extraídos os ácidos nucléicos totais das linhagens RJ d e RJ c, a 

partir das bandas de gradientes isopícnicos de CsCX'e dsRNA foi preparado. Os 

perfis foram comparados entre si e com os perfis obtidos de preparações de 

dsRNA diretamente a partir do micélio. Os componentes de dsRNA detectados 

após a purificação do micovírus são idênticos aos encontrados nas preparações 

direto do micélio (Figura 29). 
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Figura 29. Ácidos nucléicos presentes em diferentes frações dos gradientes isopícnicos 
de CsCl de extratos da linhagem RJc e da variante RJd. 
A. Gradiente de CsCl de extrato da linhagem RJc. 

Ácidos nucléicos totais das frações fi (I); f5 (2); fiO (3); fl5 (4); f20 (5); f25 (6); 
DO (7); tJ5 (8); f39 (9); em ordem decrescente de densidade. (Mr) marcador de 
peso molecular dsRNA de A. niger. Os números da esquerda representam os pesos 
moleculares em kb. A banda de migração lenta corresponde ao DNA do 
hospedeiro 

B. Gradiente de CsCl de extrato da variante RJd. 
Idem A. 
Os gradientes foram fracionados em 39 aliquotas cada. Os géis de agarose (0,8%) 
foram corados com brometo de etídio e fotografados sob luz U.V. 
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3.5.2.3. Proteínas em preparações 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). Três proteínas (42, 46 e 55 kDa) estão presentes, também em 

gradientes semelhantes, na banda de sedimentação de densidade 1,26 g/ml da 

variante RJd (Figura 30A). 

As proteínas predominantes em frações coletadas ao longo de gradientes 

isopicnicos de extratos da linhagem RJc (Figura 30B) são essencialmente as 

mesmas dos gradientes pré-formados desta linhagem e aquelas presentes na 

variante RJd (Figura 30C). Nos gradientes da linhagem RJc não aparecem as 

proteínas com 30 kDa que estão presentes na variante RJd. Estão presentes 

proteínas na região de 70-80 kDa que estão ausentes na variante RJd. 

3.6. Homologia entre os componentes dsRNA dos MaVs. 

Com o objetivo de verificar a possível homologia entre os componentes 

dsRNA de uma mesma linhagem e as relações entre os diferentes componentes 

dsRNA entre linhagens diferentes, foram contruídas 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 micovírus. A Tabela 4 mostra um 

resumo de todas as sondas utilizadas e os resultados obtidos. A análise das 

relações entre os componentes dsRNAs foi procedida em duas etapas: (i) foram 

determinadas as relações entre os componentes de cada Ma V, que serão descritas 

no item 3.6.1 e (ii) foram determinadas as relações dos componentes dsRNA dos 

MaVs entre si, descritas no item 3.6.2. 
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Figura 30. Proteínas das diferentes etapas de purificação do micovírus presentes na 
linhagem RJc e na variante RJd. 

A. SDS-PAGE de proteínas de gradientes de CsCl pré-formados. 
Proteínas totais da banda de densidade 1.26 g/ml da linhagem RJc ( 1 ), da banda de 
densidade I ,26 gim! da variante RJd (2), e da fração de igual densidade da 
linhagem controle E9 (3), (M): marcador de massa molecular. Os números da 
esquerda representam as massas moleculares em kDa. 

B. SDS-PAGE de proteínas de frações de gradiente isopícnico de CsCl da linhagem RJc 
Proteínas totais das frações fl (1); f5 (2); fiO (3); f15 (4); t20 (5); f25 (6); f30 (7); 
f35 (8); f39 (9); em ordem decrescente de densidade de flotação. (M): marcador de 
massa molecular. Os números da esquerda representam as massas moleculares em 
kDa. 

C. SDS-PAGE de proteínas de frações de gradiente em equilíbrio de CsCl da variante 
RJd 

Proteínas totais das frações fi (1); f5 (2); fiO (3); fl5 (4); f20 (5); f25 (6); f30 (7); 
f35 (8); f39 (9); em ordem decrescente de densidade de flotação. (M): marcador de 
massa molecular. Os números da esquerda representam as massas moleculares em 
kDa. 
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A Figura 31 mostra os diferentes componentes dsRNA que foram 

purificados e utilizados para a síntese das sondas de cDNA. Os componentes 
dsRNAs purificados foram desnaturados e foi sintetizada a fita complementar de 

cDNA utilizando transcriptase reversa, em presença de a-32p dATP, utilizando 

"primers" aleatórios (descrito em 2.11.4.4). A síntese de cDNA, o nível de 

incorporação de a _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, não desnaturantes, que foram tratados com 

NaOH e transferidos para membranas de nailon (descrito em 2.11.4.1). A 

específicidade das sondas e das condições de hibridização foram verificadas 

usando como controles dsRNA de Aspergillus niger (2.1.1.2) e DNA de fago À 

clivado com enzimas de restrição. Em alguns casos, ocorreu hibridização, com a 
região de migração de DNA cromossomal de M anisopliae (Figuras 33, 35, 38 e 

39) mas nunca com DNA de fago À (dados não mostrados) ou dsRNA de 

A. niger. 

3.6.1. Homologia entre os componentes dsRNA de um mesmo Ma V 

Para verificar a possibilidade de que componentes de menor peso 

molecular sejam derivados de componentes maiores, completos, foram utilizadas 

as seguintes sondas: componentes Ml , Sl 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 Ml hibridiza com M1, M3, S1 e 
S2 (Figura 32). O cDNA do componente S 1 hibridiza com S 1 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 Ml hibridiza com Ml 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 não parecem estar relacionados com os componentes de maior 

peso molecular do mesmo micovírus. 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 dsRNA da variante RJd. 
Ácidos nucléicos totais da variante RJd (1), componente dsRNA Ml (2), M3 (3), 
M4 ( 4 e 5), SI (6) e S2 (7 e 8). (Md) marcador de peso molecular DNA de fago À. 

clivado com Hindlii. Os números da esquerda representam os pesos moleculares 
em kb. A banda de migração lenta ~orresponde ao DNA do hospedeiro. O gel de 
agarose 0,8% foi corado com brometo de etídio e fotografado sob luz U.V. 

B. Componentes dsRNA da linhagem RJc. 
Ácidos nucléicos totais da linhagem RJc (1), componente dsRNA LI (2), L3 (3), 
Ml (4), M3 (5), M4 (6), SI (7) e S2 (8). (Md) marcador de peso molecular DNA 
de fago À. clivado com Hindiii. Os números da esquerda representam os pesos 
moleculares em kb. A banda de migração lenta corre~ponde ao DNA do 
hospedeiro. PAGE 7,5% corado com brometo de etídio e fotografado sob luz U.V. 
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Tabela 4: Resumo dos resultados de hibridização de componentes isolados dsRNA com 
os diferentes Ma V s. 

Hibridização dos componentes dsRNA 

SONDAS MaV-RJc MaV-RJd MaV-RJwt Ma V-MS MaV-Al 

S2-MaV-RJd S2 S2 S2 nd nd 

Sl-MaV-RJd Sl Sl nd 

S2 S2 

Ml-MaV-RJd nd M1 nd nd nd 

M3 

Sl 

S2 

S2-MaV-RJc S2 S2 nd 

Ml-MaV-RJc Ml Ml nd 

S2 S2 

Ll-MaV-RJc Ll nd 

S2 S2 

L-Ma V-MS Ml Ml nd L L 

M3 M3 

S2 S2 

L-Ma V-AI Ml Ml nd L L 

M3 M3 

S2 S2 

nd: não determinado; 
-: não hibridiza 
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Figura 32. Hibridização de dsRNA da variante RJd, com cDNA do componente Ml 
homólogo. 
A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etídio 

Ácidos nucléicos totais da linhagem RJd. A banda de migração lenta corresponde 
ao DNA do hospedeiro. 

B. Autoradiografia do gelem A. 
Hibridização com o cDNA do componente M I, marcado radioativamente com 

[a-32P]dATP. 
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Figura 33. Hibridização de dsRNA dos diferentes MaVs, com sondas de cDNA do 

componente S 1 da variante RJd. 
A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etídio 

Ácidos nucléicos totais das linhagens AI (1), MS (2), RJd (3) e RJc (4). Os 
números da esquerda representam os pesos moleculares em kb do marcador de 
peso molecular DNA de fago À. clivado com Hindlll. A banda de migração lenta 

corresponde ao DNA do hospedeiro. 

B. Autoradiografia do gelem A. 
Hibridização com o cDNA do componente SI , marcado radioativamente com 

[u-32p]dATP. 
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Figura 34. Hibridização de dsRNA da linhagem RJc 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 etídio 

Ácidos nucléicos totais das linhagem RJwt (1), RJc (2) e RJd (3). (Mr) marcador 
de peso molecular dsRNA de A. niger NRRL I 003. Os números da esquerda 
representam os pesos moleculares em kb. 

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

[a-32p]dATP. 
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Figura 35. Hibridização de dsRNA dos diferentes MaVs, com sondas de cDNA do 

componente L 1 da linhagem RJc. 
A. Eletroforese em.gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etídio 

Ácidos nucléicos totais das linhagens AI (!), RJc (2), RJd (3) e MS (4). (Mr) 
marcador de peso molecular dsRNA de A. niger NRRL 1003. Os números da 
esquerda representam os pesos moleculares em kb. A banda de migração lenta 

corresponde ao DNA dos hospedeiros. 

B. Autoradiografia do gelem A. 
Hibridização com o cDNA do componente L 1, marcado radioativamente com 

[a-32p]dATP. 
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Figura 36. Hibridização de dsRNA dos diferentes Ma V s, com sondas de cDNA do 
componente Ml da linhagem RJc. 
A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etídio 

Ácidos nucléicos totais das linhagens AI (1), RJc (2), RJd (3) e MS (4). (Mr) 
marcador de peso molecular dsRNA de A. niger NRRL 1003. Os números da 
esquerda representam os pesos moleculares em kb. A banda de migração lenta 
corresponde ao DNA dos hospedeiros. 

B. Autoradiografia do gelem A. 
Hibridização com o cDNA do componente Ml, marcado radioativamente com 

[a_32P]dATP. 
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Figura 37. Hibridização de dsRNA dos diferentes MaVs, com sondas de cDNA do 
componente S2 da li:rihagem RJc. 
A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etídio 

Ácidos nucléicos totais das linhagens AI (1), MS (2), RJd (3) e RJc (4). (Mr) 
marcador de peso molecular dsRNA de A. niger NRRL 1003. Os números da 
esquerda representam os pesos moleculares em kb. A banda de migração lenta 
corresponde ao DNA dos hospedeiros. 

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

[a-32p]dATP. 
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Figura 38. Hibridização de dsRNA dos diferentes MaVs, com sondas de cDNA do 
componente L 1 da linhagem MS . 
A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etídio 

Ácidos nucléicos totais das linhagens AI (1), RJc (2), RJd (3) e MS (4) . (Mr) 
marcador de peso molecular dsRNA de A. niger NRRL 1003. Os números da 
esquerda representam os pesos moleculares em kb. A banda de migração lenta 
corresponde ao DNA dos hospedeiros. 

B. Autoradiografia do gelem A. 
Hibridização com o cDNA do componente Ll, marcado radioativamente com 

[a-32p]dATP. 
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Figura 39. Hibridização de dsRNA dos diferentes MaVs, com sondas de cDNA do 
componente L 1 da linhagem Al. 
A. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etídio 

Ácidos nucléicos totais das linhagens AI (1), RJc (2), RJd (3) e MS (4). (Mr) 
marcador de peso molecular dsRNA de A. niger NRRL 1003. Os números da 
direita representam os pesos moleculares em kb. A banda de migração lenta 
corresponde ao DNA dos hospedeiros. 

B. Autoradiografia do gelem A. 
Hibridização com o cDNA do componente L 1, marcado radioativamente com 

[a-32p]dATP. 
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3.6.2. Homologia entre os componentes dsRNA dos diferentes MaVs 

A sonda sintetizada a partir do componente S2 purificado de MaV-RJd 

hibridiza com componente S2 (0,5 kb) de MaV-RJc (Figura 34). Como controle 

foi usada uma linhagem RJwt que é rotineiramente inoculada e reisolada de 
insetos (J.L.de Azevedo, comunicação pessoal, 2.1.1.). Os dsRNAs usados no gel 

foram extraídos de esporos das linhagens RJc, RJd e RJwt. A intensidade da 
hibridização foi relativa a intensidade da fluorescência dos componentes dsRNA 
corados com EtBr no gel, antes da transferência. 

A sonda sintetizada para o componente Sl de MaV-RJd hibridizou com os 

componentes S2 e SI de MaV-RJc e não hibridizou com nenhum dos 

componentes de MaV-Al e Ma V-MS (Figura 33). 

A sonda sintetizada para o componente S2 de MaV-RJc hibridizou com o 

componente S2 de MaV-RJd e não hibridizou com nenhum dos componentes de 

MaV-Al e Ma V-MS (Figura 37). 

A sonda sintetizada para o componente Ml de MaV-RJc hibridizou com 

os componentes S2 e Ml de MaV-RJd e não hibridizou com nenhum dos 

componentes de Ma V -AI e Ma V -MS (Figura 36). 

A sonda sintetizada para o componente LI de MaV-RJc hibridizou com o 
componente S2 de RJd e não hibridizou com nenhum dos componentes de MaV­

Al e Ma V-MS (Figura 35). 

A sonda sintetizada para o componente L de MaV-M5 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 Ma V-MS e com os componentes S2, M3 e Ml de MaV-RJc e 

MaV-RJd (Figura 39). 

Como esperado MaV-RJc e a variante MaV-RJd compartilham vários 

componentes dsRNA. Os dsRNAs da região L estão ausentes em MaV-RJd. 

Embora os componentes S2, aparentemente, sejam os mesmos em géis de 

agarose, em géis de poliacrilamida eles se diferenciam (Figura 3A). Nos 

experimentos de hibridização não foi possível determinar se algum dos 

componentes S2 de MaV-RJd são derivados de Ll. Da mesma forma, 

aparentemente os componentes L de MaV-Al e MaV-M5 são os mesmos, pois 
hibridizam cruzado, o que sugere que esses micovírus são muito relacionados. 
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Entre os MaV-RJs e MaV-Al e MaV-M5 existe homologia do componente 

S2 de MaV-RJs com os componentes L de MaV-RJc, MaV-Al e MaV-M5, e o 

componente L de MaV-Al hibridiza com os componentes M3 e Ml de MaV-RJs. 

Deste modo, embora as relações de homologia, a nível de dsRNA, entre os 

MaVs analisados seja complexa, é possível generalizar que MaV-Al está 

relacionado com Ma V -MS e que estes são relacionados com alguns componentes 

de dsRNA dos MaV-RJs. A analise é dificultada pois o componente Ml de MaV­

RJc não hibridiza com os componentes L 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. Caracterização soro lógica dos micovírus 

Com o objetivo de caracterizar sorologicamente os quatro MaVs foram 

produzidos antisoros, a partir de preparações parcialmente purificadas de 

micovírus, que foram utilizados para testes de difusão radial (DD) e Westem. 

3.7.1. Imunizações 

Foram utilizadas, na primeira imunização de coelhos, preparações 
parcialmente purificadas de MaV-RJd, MaV-Al e MaV-M5. As imunizações 

posteriores foram realizadas utilizando preparações de micovírus purificadas em 
gradientes pré-formados de CsCl. Estas preparações foram diluídas em tampão 

fosfato (2.1 0.1.2) e suas características espectrofotométricas estão apresentadas 

na Tabela 5. No calculo da concentração viral, o coeficiente de extinção molar a 
260 nm foi considerado como 5 por analogia com outros vírus isométricos com 

dsRNA (NATSUAKI et al., 1986; LUISONI et al., 1987) 

Desde a primeira sangria de prova, os testes sorológicos de precipitação 

em campo escuro e de DD evidenciaram a presença de anticorpos para MaV-RJd. 

Durante a imunização com MaV-Al e MaV-M5 não foram detectados anticorpos 

com estas duas técnicas. 
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Tabela 5: Características espectrofotométricas e concentração de micovírus utilizados 

como imunógenos 

Micovírus Imunização Diluição Densidade g/ml A260 A260/280 A260/240 mg/ml 
inoculados 

MaV-RJd JO 1!10 NO 0.48 1.35 1.14 0,96 
20 1/ 1 1.10 2.25 1.37 1.15 0,45 
30 1/1 1.26 0.52 1.53 1.23 0,54 
40 1/ 1 1.22 0.29 1.63 1.37 0,06 

MaV-Al JO 1/1 o NO 0.46 1.9 1.53 0,92 
20 111 1.10 0.58 1.5 1.26 0,12 
30 1/ 1 1.30 0.55 1.61 1.25 0, 11 
40 1/1 1.25 0.58 1.92 1.53 0,12 
reforço 1/ 1 1.10 0.81 1.88 1.47 0,08 

MaV-M5 I o l/lO NO 1.30 1.80 1.46 2,60 
20 I/I 1.1 0.85 1.56 1.21 0, 17 
30 I /1 1.18 0.33 1.41 1.15 0,07 
40 111 1.27 0.96 1.18 1.74 0, 19 
reforço 1/1 1.05 1.73 1.04 1.61 0,16 

NO: não determinado; 
a: leitura de absorbância medida a 260 nm 
O volume inoculado foi sempre I ml. As imunizações de reforço foram administradas em duas 
doses de 0,5 m I cada. 

3.7.2. Titulação dos antisoros 

Os soros obtidos anti MaV-RJd, MaV-Al e MaV-MS foram titulados por 

DD e microprecipitação (Tabela 6). O título do antisoro para MaV-RJd por DD, 

após 24 hs, foi de 1132 contra micovírus parcialmente purificado (Figura 40A) e 

de 1116 contra homogenato de micélio, sendo a imunoprecipitação mais difusa 

neste caso (Figura 40B). O título por microprecipitação após 2 h foi de 1164 com 

micovírus parcialmente purificado (Figura 1 OC). 
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Tabela 6: Titulação dos soros obtidos nas imunizações com micovírus parcialmente 
purificado de cada Ma V s ou extrato total de micélio de cada linhagem. 

Técnica Anti soro Antígeno Título 2-4 hs Título 24 hs 

RJd RJd-VPP nd 1/32 

DD RJd-Extrato nd 1/16 

AI Al-VPP nd -

M5 M5-VPP nd -

RJd RJd-VPP 1164 112024 

Microprecipitação E6-PP - 114 

Al Al-VPP 1/4 mesp. 

M5 M5-VPP - mesp. 

Como controle foram utilizadas preparações da linhagem E6 tratadas de igual forma às 
purificações virais (PP); DO: dupla difusão; VPP: virus parcialmente purificado; nd: não 
determinado; -: sem reação; inesp.: reações não específicas. 
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A ANTI- RJ 1:1 ANTI - RJ 1 :32 

ANTI - RJ 1:512 ANTI - RJ 1:64 

ANTI - RJ 1 :218 ANTI- RJ 1:128 
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SORO NORMAL ANTI-RJ 1:4 

ANTI - RJ 1:16 ANTI - RJ 1:1 
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SF 1/1 
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Figura 40. Determinação do título do soro anti MaV-RJd. 
A. Teste de dupla difusão, com Ma V -RJd parcialmente purificado ( orificio central), e 
diluições do anti soro ( orificios externos). 
B. Teste de dupla difusão, com homogenato da variante RJd (orificio interno), e 
diluições do antisoro e soro normal (pré-imune)(orificios externos). 
C. Teste de microprecipitação (2 h), nas diluições do antisoro indicadas na figura. 

Vírus parcialmente purificado (RJd) e homogenato da linhagem MT com o mesmo 
tratamento (MT) (controle). Outros controles foram soro normal sem diluição (SN 111) 
e NaCl 0,85% (SF). 
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O título do soro anti Ma V -AI, por microprecipitação, foi de 114 e não 

produziu reação visível com seu homólogo por DD. O soro anti Ma V -MS 

somente reagiu com seu homólogo em Westem (3.7.5) e não reagiu nas reações 

de microprecipitação e DD. 

As leituras do teste de microprecipitação realizadas após 24 hs mostraram 
reação com micovírus parcialmente purificado da linhagem RJd até a diluição de 

112.048 e até a diluição de 1/4 contra homogenato da linhagem E6, processado 
seguindo o protocolo da purificação parcial. Estes resultados indicam que o 

antisoro produzido é específico para MaV-RJd e está em alto título. 

Soros préimunes e soro anti MRDV (controle de "Maize Rough Dwarf 

Virus") não reagiram com os MaVs nem contra homogenatos de linhagens de M 

anisopliae consideradas "livres de micovírus". 

3. 7.3. Reação dos antisoros com dsRNAs 

Em alguns casos anticorpos produzidos contra vírus dsRNA em geral 

reconhecem o dsRNA e portanto não são específicos (IKEGAMI e FRANCK.l, 

1977). Para verificar esta possibilidade e portanto saber se os antisoros 

produzidos são específicos para as proteínas virais, os três antisoros contra os 

Ma V s foram utilizados em testes de DD contra dsRNAs extraídos das linhagens 

contendo micovírus e contra dsRNA de Aspergillus niger (2.1.1 ). Nestes testes 

não foram detectadas reações, indicando que os antisoros não reconhecem os 

dsRNAs e portanto reconhecem proteínas dos Ma V s. 

3.7.4. Testes recíprocos em dupla difusão 

Os testes sorológicos cruzados por DD foram realizados com várias 

repetições, tanto com micovírus parcialmente purificado quanto com micovírus 

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 homólogo e 

contra MaV-RJc (Figura 41A). Os soros anti MaV-Al e anti MaV-M5 reagem 

contra MaV-RJd (Figura 41B e C). O antígeno MaV-RJc não foi testado contra 

estes dois últimos soros. 
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Extrato E& MaV-RJ 

MaV-RJ Ma V-MS 
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(f-' Extrato E& MaV-RJ 

MaV-RJ Ma V-MS 
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Extrato E& MaV-RJ 

MaV-RJ Ma V-MS 

Figura 41. Relações sorológicas dos MaVs, por teste de dupla difusão em gel de ágar. 
A. Soro anti MaV-RJd. 
B. Soro anti MaV-Al. 
C. Soro anti MaV-MS. 
Os anti soros foram aplicados nos orificios internos. Os antígenos ( orificios externos), foram 
preparações parcialmente purificadas de MaV-RJd, MaV-AI e Ma V-MS. 
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Além do teste de DD o soro anti MaV-RJd reconheceu, em 

microprecipitação, preparações de de Ma V-RJ c parcialmente purificado, reagindo 

até as mesmas diluições em que reage com seu homólogo. ~ ) 
1 

Em conclusão, os soros anti MaV-Al e MaV-M5, embora com baixa 

intensidade, reagiram contra MaV-RJd. Apesar de não ter ocorrido reação entre I 
soro anti MaV-RJd contra MaV-Al e MaV-M5, o primeiro resultado indica que } 

existe alguma relação sorológica entre os três micovírus. 

Tabela 7: Relações sorológicas dos MaVs das linhagens Al, MS, RJc e RJd, obtidas em 
testes recíprocos de dupla difusão em ágar (DD), microprecipitação e Westem. 

As Ag 

Método RJd RJc Al MS 

RJd +++ +++ - -
DD Al + nd - -

MS + nd - -
Microprecipitaçãoa RJd 1/64 1/64 nd nd 

RJd 46 46 * * 
Westemb AI 46 46 80 80 

MS 46 46 80 80 

+ reação positiva, - sem reação, nd não determinado; a diluição do soro até onde a reação foi 

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

3.7.5. Testes recíprocos em Western 

Em um primeiro grupo de experimentos, cada um dos antisoros 

produzidos foi reagido com membranas contendo cada um dos antígenos Ma V­

RJd, MaV-RJc, MaV-Al e MaV-M5 (2.10.2.2). Foram utilizados controles com 

extratos da linhagem E6, " livre de micovírus" (Figura 42). Em um segundo grupo 

de experimentos, cada membrana contendo só um antígeno 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 serão descritos 

a segutr. 
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A B 
kDa M1 2 3 4 5 M2 kDa kDa 2 3 4 5 kDa 

94 -94 

67 -67 
66 66-

43 -43 
45 45-

30 -30 

24 24-

20 -20 

18 14 18- - 14 

c D 

kDa 2 3 4 5 kDa kDa 2 3 4 5 kDa 

-94 -94 

66- -67 66- -67 

45- -43 45- -43 

24- -30 24- - 30 

Figura 42. Relações sorológicas dos MaVs, por Westem blot, onde diferentes antígenos 
foram revelados com um antisoro. 
A. SDS-PAGE de proteínas. 
B. Proteínas transferidas a membrana, reveladas com soro anti MaV-RJd. 
C. Proteínas transferidas a membrana, reveladas com soro anti Ma V -AI. 
D. Proteínas transferidas a membrana, reveladas com soro anti MaV-M5. 
Banda de gradiente pré-formado da linhagem E9 (1,26 g/ml)(controle) (1 ), RJd (1 ,25 g/ml) (2), 
RJc (1,26 g/ml) (3), AI (1,18 g/ml) (4) e MS (1,26 g/ml) (5) . M): marcador de massa molecular. 
Os números representam as massas moleculares em kDa. 
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kDa 

66. 

45. 

24. 

kDa 

66. 

45. 

24. 

18. 

A B 

2 . 3 4 5 kDa kDa 2 3 4 5 kDa 

. 94 

-94 66- . 67 

. 67 45. . 43 

. 43 

. 30 
24 . 

. 30 
. 21 

18. 

c D 
2 3 4 5 kDa kDa 2 3 4 5 

t 
. 94 -

~ .. . 67 

t 

. 43 

66. 

45-

-30 

.I I 
- 21 

Figura 43. Relações sorológicas dos MaVs, por Western blot, onde diferentes antisoros 
reagiram com um antígeno. · 
A. MaV-RJc. 

Proteínas detectadas na banda de 1,26 g/ml de gradiente pré-formado, reveladas 
com "amido black" 0,1% (1); com soro normal l/lO (2); com soro anti MaV-RJd 
11100 (3); com soro anti MaV-Ail/10 (4); e com soro anti MaV-M5 1110 (5). 

B. MaV-RJd. 
Proteínas detectadas na banda de I ,25 g/ml de gradiente pré-formado, reveladas 
idem A. 

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

D. MaV-M5. 
Proteínas detectadas na banda de 1,26 g/ml de gradiente pré-formado, reveladas 
idem A. 

107 

kDa 

. 94 

. 67 

. 43 

. 30 



O soro anti MaV-RJd reconhece uma banda principal na região 46 kDa, 

em extratos da variante RJ d e da linhagem RJ c. Este anti soro também reconhece 

várias outras bandas de proteína, com migração variando entre 60 e 24 kDa, 

quando reagido contra antígeno Ma V -Al, e não reage com a proteína majoritária 
de 80 kDa de MaV-Al e de MaV-M5 (Figura 42B e Figura 43, canaletas 3). 

O soro anti Ma V -Al reconhece principalmente a proteína majoritária de 
46 kDa de MaV-RJd e MaV-RJc, que é também reconhecida pelo soro anti MaV­

RJd, e a proteína de 80 kDa de MaV-M5 (Figura 42C e Figura 43, canaletas 4). 

Em alguns experimentos outras proteínas de MaV-RJd e MaV-RJc foram 

reconhecidas, em menor intensidade, pelo soro anti Ma V -Al (Figura 42C, 

canaleta 3 e Figura 43B, canaleta 4). 

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

Em resumo, as proteínas de MaV-RJd e MaV-RJc são reconhecidas de 

forma específica pelos três antisoros produzidos. A proteína majoritária de 

80 kDa de MaV-Al e MaV-M5 é reciprocamente reconhecida pelos soros anti 

MaV-Al e anti MaV-M5 (Tabela 7). 

3.8. Experimentos de bombardeamento 

Os micovírus não são capazes de penetrar ativamente em seus hospedeiros 

nem se conhecen vetores que os transmitam. Para estudar suas relações com os 

fungos hospedeiros, determinar os componentes necesários para sua replicação, 

verificar a presença de dsRNAs defectivos ou partículas interferentes e infecções 

mixtas, é necesário introduzir os micovírus em fungos "sadios" ou "livres de 

vírus". Com o objetivo de transferir micovírus purificados para as linhagens E6, 

E9 e MT, foram realizados experimentos de biobalística. 

Cada experimento foi realizado em duplicata e foi acompanhado, para 

cada modo de preparo das amostras para o bombardeamento, por um controle 

sem bombardear e por um controle bombardeado com uma preparação obtida a 

partir da linhagem E6 "livre de vírus" com o mesmo tratamento que o realizado 

para a purificação de micovírus ou dsRNA. Nos experimentos de 

cotransformação, foram agregados outros dois controles, o bombardeamento 

somente com DNA do plasmídeo, e o bombardeamento dos esporos da linhagem 
receptora com DNA de outro plasmídeo sem marca de seleção (pUC 18). 

F oram realizados oito experimentos em diferentes condições: 
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(1) Esporos das linhagens hospedeiras E6, E9, MT e MS foram bombardeados 

com preparações de MaV-RJd, MaV-Al e MaV-MS purificadas ou parcialmente 

purificadas. 

(2) Esporos das linhagem E6 foram bombardeados com preparações de dsRNA 

deMAV-RJd. 

(3) As colônias bombardeadas foram diretamente analisadas para a presença de 

dsRNA, ou foram inicialmente selecionadas para a resistência a benomil, em 

experimentos de cotransformação com o vetor pBT6. 

( 4) O bombardeamento foi efetuado diretamente sobre esporos espalhados em 

meio de cultura sólido ou em suspenções aquosas, e depois transferidos para os 

meios de cultivo. 

Em nenhum dos experimentos foi evidenciada a presença de dsRNA 

transferido. 

3.8.1. Sobrevivência de M anisopliae a benomil 

No primeiro experimento de cotransformação do fungo com micovírus e 

plasmídeo pBT6 foi observado o crescimento de muitas colônias em meio 

contendo 5 j...Lg/ml de benomil. Para solucionar este problema foi realizado um 

experimento com diferentes concentrações de benomil em meio MCC. Foram 

testadas concentrações de O, 5, 7, 9, 13 e 15 j...Lg/ml. As placas foram inoculadas 

com esporos da linhagem E6, e observadas após quatro e sete dias de incubação a 

280C. Após quatro dias não apareceram colônias nas concentrações analisadas. 

Entretanto após sete dias de incubação um número elevado de colônias abortivas 

foi encontrado em concentrações inferiores a 13 j...Lg/ml de benomil. Segundo estes 

resultados, nos experimentos seguintes (detalhados anteriormente) foram 

utilizados 1 O e 20 j.lg/ml de benomil segundo indicado em cada caso. 
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4. DISCUSSÃO 

Os micovírus foram descritos inicialmente na década de 60 mas somente a 

partir dos anos 80 atraíram a atenção de diversos grupos de pesquisa. Esta atração 

se deveu principalmente a dois aspectos: (i) a elucidação dos mecanismos 

envolvidos na replicação dos micovírus e (ii) a descoberta, em diferentes 

sistemas, da interferência do genoma viral com características fenotípicas do 

hospedeiro. Principalmente os trabalhos com o fungo fitopatogênico 
Cryphonectria parasitica demonstraram claramente o efeito de hipovirulência 

causado no fungo por ação direta de sequências de dsRNA. 

Metarhizium anisopliae é um fungo entomopatogênico, com aplicação 
comercial no controle de insetos praga em agricultura. Especialmente no Brasil 

este fungo é utilizado amplamente para o controle de insetos em plantações de 

cana-de-açúcar e pastagens, tendo ainda potencial de aplicação para insetos praga 

de outras culturas. 

A descoberta da presença de dsRNA e de partículas vtrais em M 

anisopliae imediatamente coloca em questão a possível interferência do genoma 

viral nos processos de entomopatogenicidade. Este trabalho IniCia a 

caracterização de alguns aspectos básicos fundamentais para que seja possível 

acessar suas possíveis interferências com o hospedeiro. 

Demonstramos que nas linhagens RJ, Ale MS de M anisopliae, as bandas 

de ácidos nucléicos extra DNA, presentes em extratos totais do fungo, eram 

compostas por dsRNA. Estas bandas são resistentes ao tratamento com DNAse I 

e sensíveis a altas concentrações de RNAse A. Estas bandas extras são ainda 
resistentes ao tratamento com nuclease ·s 1, se tomando sensíveis após 

desnaturação com calor (BOGO et al., 1996a). 

O perfil eletroforético dos dsRNA presentes nas linhagens de M 

anisopliae analisadas parece variar um pouco conforme as condições de cultivo 

do fungo. Na linhagem MS foi observado o aparecimento progressivo de 

componentes dsRNA adicionais, de menor peso molecular, em diferentes 

preparações ao longo do tempo (comparar Figura 3B, canaleta 2 e Figura 4, 



canaleta 4). Na linhagem Al os componentes dsRNA do perfil eletroforético 

foram aumentando em intensidade com culturas sucessivas, chegando a 

apresentar doze componentes dsRNA, entre 100 pb e 4, 1 kb (comparar Figura 
3B, canaleta 1 e Figura 4, canaleta 1 ). Na linhagem RJ também foi observada 

uma variação nos componentes de migração mais rápida (comparar Figura 36A, 

canaletas 2 e 3, e Figura 37A, canaletas 3 e 4). SHAPIRA et al. (1991a) 

observaram que a migração 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 preparações de dsRNA do 

fungo mantiveram os componentes de migração lenta ( dsRNA L) porém o 

número e a concentração dos componentes de migração rápida variou 

significativamente entre as preparações. Os autores demonstram que estas 
alterações são deleções que ocorrem nos componentes dsRNA L, gerando 

componentes dsRNA Me S de migração rápida, que mantém suas sequências de 

replicação e empacotamento. 

A linhagem RJ c, utilizada rotineiramente no laboratório, ongmou 

espontaneamente uma variante, RJd, que não apresenta pelo menos quatro 

componentes dsRNA de migração lenta ( dsRNAs L), presentes na linhagem 

original. Esta variante RJ d é estável pois mantém seu perfil eletroforético após 

passagens consecutivas. ANAGNOST AKIS e DA Y (1970) também observaram 

uma variação no número e na concentração de componentes dsRNA extraídos de 

algumas linhagens de C. parasitica, quando o genoma dsRNA era transferido, 

por anastomose, de linhagens hipovirulentas para linhagens virulentas (onde o 

dsRNA está ausente). Os autores sugerem que estas alterações ocorrem em novos 

hospedeiros de acordo com a carga genética de cada linhagem. EL SHERBEINI 

et al. (1984) também descreveram um fenômeno semelhante em uma linhagem 

"killer" de Saccharomyces cerevisiae. Esta variante foi mantida separada da 

linhagem original durante dez anos e apresentou uma deleção de um dos 

componentes de dsRNA sem entretanto perder o fenótipo "killer". 

Nas análises comparativas, através de eletroforese e hibridização, que 

realizamos com as linhagem RJc e sua variante RJd de M anisopliae verificamos 

que além da ausência de alguns componentes de dsRNA na variante RJd, alguns 

dos componentes que comigram nas duas linhagens não são idênticos (Figura 3). 

Isto sugere que as alterações ocorridas são mais complexas do que a simples 

deleção completa de alguns dos componentes. Aparentemente ocorreram 

deleções completas de alguns componentes e parciais de outros. A analise 

criteriosa destas alterações é complexa e deveria incluir a determinação das 
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sequências 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 são derivados por deleção de 

componentes maiores, além disso foi observada a inserção de RNA estranho em 

alguns componentes e foi especulado que estas inserções possam ser oriundas de 

RNA ribossomal do hospedeiro (TARTAGLIA et al., 1986; SHAPIRA et al., 

1991b). As alterações do perfil de dsRNA da variante RJd pode ser devida a 

alterações na carga genética do hospedeiro, por exemplo mutação de algum fator 

do hospedeiro envolvido na replicação do dsRNA viral. Além das alterações nos 

componentes dsRNA da linhagem RJ c e sua variante RJ d, se observam alterações 

fenotípicas como alteração na morfologia das colônias. Entretanto estas 

alterações fenotípicas não podem ser diretamente atribuídas as alterações 

ocorridas no perfil de dsRNA e portanto a presença de genes virais interferindo 

com o hospedeiro, pois a alteração da carga genética pode ser responsável pelas 

alterações fenotípicas entre elas a alteração no perfil de dsRNA. Outros autores já 

tentaram relacionar alterações fenotípicas do hospedeiro diretamente com o 

conteúdo de dsRNA viral. EL SHERBEINI et a!. ( 1984) relataram que uma 

linhagem de S. cerevisiae perdeu sua característica "killer" após perder 

espontaneamente um componente dsRNA (componente M). BOTTACIN et al. 

( 1994) observaram alterações na taxa de crescimento e na virulência de isolados 

do fungo fitopatogênico Chalara elegans contendo perfil de dsRNA alterado. 

Entretanto o exemplo mais claro de interferência de dsRNA viral com o fenótipo 

do hospedeiro foi demonstrado em C parasitica onde as alterações na virulência 

e características fenotípicas foi relacionada diretamente ao dsRNA L após 

clonagem do cDNA completo e transformação de um hospedeiro livre de dsRNA 

(CHOI e NUSS, 1992a). 

As alterações nos componentes dsRNA da linhagem RJc e sua variante 

RJd não provocam nenhuma alteração detectável nas proteínas virais pois o perfil 

eletroforético destas proteínas é idêntico nas duas linhagens. Também o perfil de 

reação destas proteínas com antisoro, detectado por Western é idêntico. 
/ 

A analise da morfologia das colônias de M anisopliae utilizadas neste 

trabalho mostra que em geral existe um crescimento diferencial entre linhagens 

que contém (Al, MS e RJc) ou não (E6, E9 e MT) dsRNA. As linhagens 

infectadas apresentam menor taxa de crescimento. Este tipo de observação já 

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 (BRILLOV A e SLADKA, 1989), Rhizoctonia solani (WU 

et al., 1989), Mycosphaerella pinodes (Y AMADA et al., 1991 ), Sclerotinia 

sclerotiorum (BOLAND, 1992) e Chalara elegans (BOTTACIN et al, 1994). 

Em isolados de C parasítica (ANAGNOST AKIS, 1982; ELLISTON, 1985), 

Leucostoma persoonii (HAMMAR et a!., 1989), Mycosphaerella pinodes 

(Y AMADA et al., 1991) e Sclerotinia sclerotiorum (BOLAND, 1992) infectados 

com dsRNAs, foram observadas alterações na morfologia das colônias. No caso 
de M anisopliae a morfologia das diversas linhagens é muito diferente e não é 
possível atribuir alterações na morfologia das colônias diretamente a presença de 

dsRNA. 

A análise por ME de preparações purificadas de micovírus mostrou 

partículas virais isométricas semelhantes nas três linhagens de M anisopliae aqui 
analisadas (RJ, AI e MS), embora apresentem diversidade no perfil de dsRNA. Os 

dsRNAs extraídos destas preparações mostraram um perfil de componentes 

idêntico aquele obtido de extração de micélios e esporos. Isto sugere que pelo 

menos alguns dos componentes dsRNA estão dentro dos capsídeos. A ausência 

de dsRNAs e partículas virais nas linhagens não infectadas (E6, E9 e MT) indica 

que estas estruturas estão associadas. 

Nas preparações de MaV-RJd, onde os componentes dsRNA de mator 

peso molecular de MaV-RJ não estão presentes, foi observado só um tipo de 
partículas, com diâmetros de aproximadamente 35 nm. Entretanto MaV-Al e 

MaV-M5 parecem apresentar partículas de dois diâmetros diferentes, de 38 e 
43 nm, e de 35 e 43 nm, respectivamente. BOGO et al. (1996a) determinaram 

que o diâmetro das partículas do vírus presente na linhagem RJ era de 

aproximadamente. 25 nm. LEAL et al. (1994) determinaram o diâmetro das 

partículas de micovírus isolados de duas linhagens de M anisopliae encontrando 

partículas icosaedricas de 33 nm de diâmetro. A diferença entre os diâmetros das 

partículas de MaV-Al com MaV-M5 e MaV-RJd pode ser devida ao pequeno 

número de partículas medidas. 

A principal diferença entre as partículas vtrats das linhagens de M 

anisopliae é que as MaVs de Al e M5, diferentemente de MaV-RJ, foram 

purificadas em muito menor concentração, a despeito de uma alta concentração 

de dsRNAs. Esta dificuldade em purificar maiores quantidades de partículas 

virais também foi descrita por GILLINGS et a!. ( 1993) para micovírus de Pytium 

irregulare. Duas explicações prováveis podem ser sugeridas, baixa estabilidade 

das partículas virais e características genéticas das linhagens hospedeiras, por 

exemplo produção de proteases. Estudos anteriores mostraram que, 
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principalmente em relação a enztmas extracelulares e proteases, existem 

diferenças marcantes entre as linhagens do fungo (ROSA TO et a!., 1981 ). 
".10 

Durante o processo de purificação de cada um dos micovírus não se 

observou, em geral, diferenças no perfil eletroforético dsRNA nem nas proteínas 

detectadas nas bandas de gradientes de césio pré-formados e isopícnicos. A 

análise do conteúdo de dsRNA e proteínas das diferentes bandas de cada um dos 

gradientes não variou muito, e as medidas de seu espectro de absorção indicaram 

maiores concentrações de nucleoproteínas nas bandas mais visíveis, ainda que 

suas relações A260/280 e as absorbâncias máximas e mínimas tenham se mantido 

praticamente constantes entre as bandas de cada gradiente e cada micovírus. A 

análise por ME revelou maiores concentrações de partículas virais nas bandas 

mais visíveis sem que se notassem diferenças evidentes no tamanho das 

partículas completas entre as bandas. 

Estas diferentes bandas nos gradientes poderiam ser devidas a 

sedimentação diferencial de partículas com ou sem conteúdo de dsRNA (vazias, 

cheias ou ainda com conteúdo parcial de dsRNA), com maior ou menor grau de 

dano durante o processo de purificação, a formação de agregados ou a uma 

combinação destes dois fatores. Nossas analises por ME dos diferentes MaVs 

mostraram a presença de partículas com e sem a penetração do agente de 

contraste. Em micovírus esta característica não define partículas que contêm 

(cheias) ou não (vazias) os ácidos nucléicos (BOTZARTH, 1979). Os diâmetros 

estimados das partículas foram diferentes entre as partículas onde o contrastante 

penetrou ou não. 

Uma outra razão da presença de distintas bandas nos gradientes pode ser 

excesso de material, impedindo assim a completa sedimentação das partículas. 

Entretanto as diversas bandas estiveram presentes mesmo em gradientes onde 

pequena concentração de micovírus estava presente. A hipótese mais imediata de 

presença de populações mistas de micovírus é pouco provável pois as diferentes 

bandas apresentam conteúdo semelhante de dsRNA e proteínas. 

Outros autores também descrevem sua dificuldade em diferenciar as 

bandas obtidas em gradientes durante a purificação de micovírus, mesmo depois 

de exaustiva purificação. BANKS et al. (1970) obtiveram bandas discretas do 

complexo viral presente em Aspergillus foetidus (AtV) mediante centrifugação 

isopicnica em gradientes de césio, mas estas não apresentavam diferenças em seu 

conteúdo. Posteriormente, RA Til e BUCK (1972), observaram que tanto o vírus 

F de A. foetidus (AtV-F) quanto o virus S presente no mesmo fungo (AtV-S) 
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forneceram bandas múltiplas em gradientes lineares de césio. A eficiência do 

fracionamento foi avaliada em centrifugação analítica em equilíbrio, porém 

somente para AfV -S se obteve a separação de seus dois tipos de partículas 

componentes. Os micovírus de U maydis apresentaram três bandas principais 
quando foram submetidos a rigorosa purificação com PEG, dois ciclos de 

purificação diferencial e gradiente de densidade de sacarose. Mesmo assim cada 

banda continha todos os componentes dsRNA (BOZARTH et al., 1981). Estes 

autores obtiveram a separação de diferentes tipos de partículas após centrifugação 

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, ultracentrifugação e gradientes lineares de sacarose 

obtendo três bandas para Ao V e quatro bandas para Ps V. As partículas presentes 
nestas bandas não puderam ser diferenciadas pelo espectro de absorção nem 

através de ME. A posterior centrifugação em gradientes isopicnicos de césio 

separam seis bandas, para cada complexo viral, que também não puderam ser 

diferenciadas por espectro de absoção ou ME. 

Estes trabalhos são clássicos em micovirologia. Resultados similares 

foram obtidos em alguns vírus crípticos (grupo de vírus vegetais semelhantes em 

muitas características aos micovírus, BUCK, 1986). Após gradientes isopicnicos 

de césio, foram obtidas diversas bandas nas preparações de um mesmo vírus, 

diferentes só na porcentagem de partículas penetradas e não penetradas pelo 

contrastante (LISA et al., 1981). Quando tentamos uma purificação mais 

exaustiva dos MaV-RJ, não foram observadas bandas discretas nos gradientes de 

sacarose e apenas quantidades muito pequenas de dsRNA foram detectadas em 

algumas frações do gradiente. Isto provavelmente se deve a baixa estabilidade ou 

concentração de micovírus nas amostras analisadas. Para MaV-Al e MaV-M5 

somente foi possível recuperar pequenas quantidades de vírus a partir de 

gradientes isopícnicos quando as preparações foram pré-tratadas com inibidores 

de proteases, mais uma vez sugerindo a produção de proteases específicas nas 

diferentes linhagens de M anisopliae utilizadas. 

Portanto nossas tentativas para determinar a presença de mais de um tipo 

de mico vírus na linhagem RJ, através de gradientes de sacarose seguidos de 

gradientes pré-formados e isopicnicos de césio, não foram bem sucedidas. Em 

outros fungos, metodologias diferentes foram aplicadas para a detecção de 

complexos virais. BUCK e KEMPSON-JONES (1970) separaram duas bandas de 

migração sorológicamente distintas de preparações virais de P. stoloniferum após 

eletroforese direta das preparações de micovírus. Estas partículas virais não 
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puderam ser separadas através de gradientes de centrifugação. Posteriormente 

( 1973) estes mesmos autores separaram os diferentes micovírus em colunas de 

DEAE-celulose eluidas com gradientes de NaCl. RATTI e BUCK (1972) 

utilizando diálise separaram duas classes de partículas virais de A. foetidus com 
mobilidade eletroforética diferente, mas com tamanhos muito próximos. 

Outro dado obtido foi relativo as proteínas presentes em preparações 
purificadas de micovírus de M anisopliae, que provavelmente representam as 
proteínas virais. Foram observadas variações nas estimativas de massa molecular 

em diferentes géis SDS-PAGE e também em membranas de Westem, portanto, a 

estimativa de massa molecular utilizada representa os valores médios obtidos em 

diferentes experimentos. Nas preparações purificadas de Ma V -RJ se detectam por 

SDS-PAGE três bandas principais de proteínas, com 46, 42 e 55 kDa (em ordem 

decrescente de concentração). As proteínas detectadas nas preparações de Ma V­

AI (80 kDa) e MaV-M5 (80 e 76 kDa) aparecem em baixa concentração e 

portanto foram considerados os resultados dos experimentos de Westem. 

São vários os exemplos na literatura onde, como neste trabalho, mais de 

uma banda de proteína vira! é encontrada em preparações purificadas, embora, 

em geral, seja atribuída apenas uma proteína como componente do capsídeo 

composto (MOR et al., 1984; LIU e LIANG, 1985; SHEPHERD, 1990). BUCK 

(1986) comenta que ainda que muitos micovírus de dsRNA pareçam possuir o 
capsídeo por uma espécie principal de proteína outras bandas presentes podem ter 

uma variedade de origens, como: (i) produtos de degradação da proteína, (ii) 

proteínas contaminantes do hospedeiro, (iii) RNA polimerase, (iv) agregados da 

proteína do capsídeo, (v) polipeptídeos estruturais adicionais ou (vi) mistura de 

mivovírus ou variantes. 

Exemplos de mais de uma banda de proteína presente em preparações de 

micovírus, devido provavelmente a mistura de vírus ou variantes, ou a produtos 

de degradação, são os complexos de micovírus de A. oschaereum (Ao V) e de P. 

stoloniferum (PsV). O micovírus AoV apresenta três polipeptídeos, sendo dois 

principais com 60 e 41 kDa e um minoritário de 51 kDa (KIM e BOZARTH, 

1985). O micovírus PsV-F apresenta um polipeptídeo principal de 47 kDa e um 

minoritário de 59 kDa (BUCK e KEMPSON-JONES, 1974). O peso molecular 

dos polipeptídeos do capsídeo do micovírus Ps V -S (principal 51 kDa e 
minoritário 42 kDa, KIM e BOZARTH, 1985) foi o mesmo encontrado por 

BUCK e KEMPSON-JONES (1974), porém a relação de concentração entre eles 
foi invertida. É possível que o polipeptídeo minoritário tenha sido derivado do 

maior por proteólise durante a purificação do micovírus (KIM e BOZARTH, 
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1985). Em AfV-S a proporção do polipeptídeo minoritário aumenta quando a 
preparação do micovírus é armazenada o que provavelmente representa proteólise 

(BUCK e RATTI, 1975). 

Segundo MATTHEWS (1991), ácido nucléico incluído em um capsídeo 

protéico geralmente é considerado um vírus, entretanto para comprovar sua 
natureza viral é necessário que possa ser transmitido para um hospedeiro sadio e 

que a enfermidade se produza. Entretanto, a maioria dos trabalhos em micovírus 

utiliza o termo vírus para designar partículas morfologicamente similares a vírus 

que foram purificados e tenha sido demonstrada a presença de ácidos nucléicos 

incluído no capsídeo protéico, mesmo em situações onde a infectividade não 

tenha sido demonstrada (BUCK, 1986). Este é o caso das estruturas descritas em 

M anisopliae neste trabalho, portanto empregamos neste trabalho indistintamente 

os termos vírus ou micovírus. 

As características de diámetro das partículas, número e pesos moleculares 

dos componentes dsRNA e pesos moleculares das proteínas dos micovírus de M 

anisopliae descritos neste trabalho, não correspondem as famílias nem aos grupos 

descritos em micovírus. V árias destas características são semelhantes a alguns 

micovírus isométricos ainda não classificados, tais como o vírus de Rhizoctonia 

solani ou ovírus de Allomyces arbusculata (BUCK, 1986). É possível que os 

micovírus de M anisopliae venham a ser classificados em uma família a ser 

criada. 

Para investigar se a aparente complexidade do perfil eletroforético dos 

dsRNAs dos Ma V s corresponde a uma complexidade genética foram construídas 

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 não ocorreu. Por exemplo, sondas do 

componente S2 foram específicas para este componente enquanto sondas do 

componente S 1 hibridizaram com seu homólogo e com o componente S2. Esta 

não reciprocidade pode ter, pelo menos, duas explicações: (i) os dsRNAs de 

maior peso molecular purificados podem estar contaminados com componentes 

de menor peso molecular devido a formação de estruturas secundárias que 

retardariam a migração 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 etídio, assim produtos de deleção dos componentes de maior 

peso molecular poderiam contaminar a região de migração de S2. Este tipo de 
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contaminação não estaria sendo detectado nos géis mas sena revelado pela 

hibridização que apresenta uma sensibilidade maior. 

Três dos nove componentes dsRNA presentes na variante RJd (Ml, Sl e 

S2) e três dos treze componentes da linhagem RJc (Ll, Ml e S2), foram 

sintetizados como cDNAs. Estas sondas hibridizaram fortemente com os dsRNAs 

correspondentes e fracamente com outros dsRNAs de menor peso molecular do 

mesmo perfil. Os controles nas membranas, DNA de bacteriófago À (não 

mostrado) e dsRNA de Aspergillus niger, não hibridizaram, em geral, com as 

sondas o que revela específicidade nas hibridizações. Isto sugere a existência de 

algum nível de homologia entre os componentes dsRNAs de MaV-RJd e entre os 

dsRNAs de MaV-RJc. A ocorrência de sequências terminais homólogas nos 

diferentes componentes dsRNA é um fenômeno comum em vírus de RNA dupla 

fita incluindo os dsRNAs de C parasitica (HIREMA TH et al., 1986). 

Em relação a hibridização dos dsRNAs de M anisopliae ocorreram duas 

exceções aos padões 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 (HIREMA TH, et al., 1986). Os autores explicam este fenômeno como 

sendo os dsRNAs menores compostos de componentes defectivos, originados por 

deleções internas dos componentes de maior peso molecular. Esta sugestão foi 

confirmada experimentalmente por SHAPIRA et al. ( 1991 b ). 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 AI e M5 : Portanto a luz dos resultados aqui apresentados não se pode 

descartar a possibilidade do componente S2 ser defectivo. 

A segunda exceção foi o componente L2 da linhagem RJc. Nas linhagens 

RJ de M anisopliae, todos os componentes mostraram hibridização cruzada 

(fraca) com algum outro componente dsRNA presente no perfil eletroforético, 

com exceção do componente L2, que não hibridiza com a sonda sintetizada para 

L 1. Deste componente não foi sintetizada sonda mas seria interessante observar 

seu perfil de hibridização com os outros componentes L, considerando a 

possibilidade de representar um componente único ou um satélite, pois os 

satélites não são parte do "genoma" do micovírus e não apresentam similaridades 

com ele (BUCK, 1986; MATTEWS, 1991). Um resultado semelhante foi 

observado em S. cerevisiae, onde os componentes L constituem duas famílias, 

uma de componentes L-A relacionados entre eles, distinguíveis apenas com base 
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em sua sequência de nucleotídeos, na sua função ou em ambos; e outra família de 

componentes L-BC que apresentam o mesmo tamanho dos anteriores mas não 

apresentam sequências relacionadas, a nível de hibridização (revisto por 

WICKENER, 1992). 

Ma V -AL também apresenta um perfil eletroforético com múltiplos 
componentes dsRNA e em MaV-M5, o perfil simples com dsRNA de alto peso 

molecular, paulatinamente apresentou dsRNAs menores, tornando o perfil mais 
complexo com o suceder das sub-culturas. Estes dsRNAs "novos" sempre estão 

em concentração menor que o componente de maior peso molecular, mesmo 

sendo levado em conta que este último incorpora mais brometo de etídio devido 

ao seu tamanho. Poderia se sugerir que estes componentes de menor peso 

molecular seriam simplesmente produtos de replicação parcial ou deleções dos 

componentes maiores, entretanto, eles não 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. 
É possível, embora não existam dados experimentais para suportar essa hipótese, 

que estes dsRNAs menores sejam componentes únicos que ao longo das sub­

culturas aumentam seu número de cópias. 

Em relação as homologias entre os diferentes Ma V s os experimentos de 

hibridização indicam que existe similaridade entre MaV-Al, MaV-M5 e os MaV­

RJs. Entretanto esta homologia depende do componente analisado. Sondas 

sintetizadas a partir do componente dsRNA de maior peso molecular de Ma V -Al, 

hibridizam com o componente dsRNA de maior peso molecular de MaV-M5, 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 não ocorre. Esta ausência de reciprocidade também foi 
observada em relação a sorologia, como será discutido mais adiante. A 

correspondência entre sorotipagem e similaridade de sequências já foi descrita 

anteriormente e foi utilizada para caracterização de sorotipos específicos de 

micovírus (DE MATTOS, et al., 1989; JACKWOOD, et al., 1990; KIBENGE, 
1992). Como conclusão geral dos resultados de hibridização podemos dizer que 

MaV-Al e MaV-M5 são muito relacionados, senão o mesmo micovírus, e que 

estes estão relacionados a alguns componentes dos MaV-RJs. 

No estabelecimento de interrelações entre micovírus o uso de sorologia é 

claramente indicado (LISTER, 1979). O poder de discriminação dos anticorpos 

pode ser observado em uma comparação de 19 isolados do fungo 

Gaeumannomyces graminis onde foram descritas partículas virais com vários 
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grupos de sorotipos e grau de relacionamento, indicando que mesmo partículas 

virais de tamanho semelhante e com densidade em gradientes de CsCl 

semelhantes e isoladas do mesmo organismo, na mesma localidade, podem 

apresentar diferenças significativas em seus sorotipos (FRICK e LISTER, 1978). 

Para obter mais dados para a caracterização dos Ma V s foram realizados 

testes sorológicos e para tanto antisoros foram preparados utilizando preparações 

de micovírus na imunização de coelhos. Uma ocorrência comum no preparo de 

antisoros com micovírus é a presença de proteínas contaminantes do fungo 

hospedeiro durante a imunização e portanto anticorpos que reagem com proteínas 

do hospedeiro podem mascarar a reação com o micovírus. Para evitar esta 

possível interferência os antisoros obtidos foram testados com extratos de duas 

linhagens de M anisopliae "livres de micovírus" (E6 e MT). Nestes testes os 
antisoros não reagiram, demonstrando que não reagem com proteínas do 

hospedeiro e portanto são específicos para os micovírus. Outra possível 

interferência é a presença de anticorpos que reagem contra o ácido nucléico 

(dsRNA). Os anticorpos contra dsRNA são capazes de reagir, com pouca 

especificidade, com um amplo espectro de diferentes dsRNA (IKEGAMI e 

FRANCKI, 1977). Os anti soros produzidos contra os Ma V s neste trabalho foram 

testados com dsRNAs, em reação de DD, fornecendo resultados negativos, 

confirmando assim que os anticorpos reagem com as proteínas dos micovírus e 

não com os dsRNAs. 

Os antisoros contra MaV-M5 e MaV-Al não reagiram com seus 

homólogos nas provas de DD, mas formaram bandas fracas de precipitação 

quando reagidos com MaV-RJ. O antisoro contra MaV-Al reage com seu 

homólogo em microprecipitação, e ambos soros contra MaV-Al e MaV-M5, 
reagem com suas proteínas homólogas em W estem, portanto ocorreu formação 

de anticorpos contra MaV-Al e MaV-M5 nos coelhos imunizados. Provavelmente 

a reação fraca ou ausente em DD, possa ser devida a pouca sensibilidade desta 

prova, comparada com outros testes tais como W estem, e a pequena quantidade 

de proteínas virais presentes nas preparações de MaV-Al e MaV-M5, podendo 

ser atribuída a uma quantidade menor de micovírus no fungo, uma vez que tanto 
na análise eletroforética como na ME as quantidades são menores que nas 

preparações de MaV-RJ, ou a presença de proteases nas preparações. De fato, 

somente obtivemos bandas visíveis nos gradientes de CsCl quando as 

preparações de MaV-Al e MaV-RJ foram tratadas com inibidores de proteases. 
·VV\ 

'{_ Outros autores descrev~ua dificuldade em obter reações nas provas de DD em 

alguns vírus crípticos já que o vírus não é detectado mediante este teste ou os vírus 
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difundem pobremente no ágar quando resuspendidos em tampão fosfato (LUISONI et 

al., 1987; KOENIG e LESEMANN, 1980). Com os MaV-RJs estes problemas 
não ocorreram e sempre foram obtidas quantidades significativas de micovírus e 

proteínas virais. O antisoro contra MaV-RJ reage com seus homólogos MaV-RJc 

e MaV-RJd mas não reage com MaV-Al e MaV-M5. 

Nos testes de relação em Westem, os soros contra Ma V-AI e contra Ma V­

MS reconhecen a proteína de 80 kDa em MaV-Al e em MaV-M5, 

indistintamente. O soro contra Ma V-AI reage com Ma V-RJ s, principalmente com 

a proteína de 46kDa, mas o inverso não ocorreu. As reações solorógicas 

recíprocas entre Ma V -MS e Ma V -RJs são basicamente iguais às obtidas entre 

MaV-Al e MaV-RJs. A partir destes dados podemos concluir que MaV-Al e 

MaV-M5 são estreitamente relacionados entre si e mantém alguma relação com 

MaV-RJ. Esta conclusão é idêntica aquela obtida a partir dos dados de homologia 

entre os componentes dsRNA. 

Os micovírus não são capazes de penetrar ativamente células do fungo 

hospedeiro, não existem evidências de rotas extracelulares de infecção e não são 

conhecidos vetores envolvidos na sua transmissão (GRENTE e SAURET, 

1969a,b; SHAPIRA et al., 1991a). Portanto, o entendimento da relação entre os 

micovírus e seus hospedeiros depende do desenvolvimento de sistemas que 

possibilitem sua transmissão a hospedeiros livres de micovírus e de experimentos 

de cura (NUSS e KOLTIN, 1990). 

Em M anisopliae a anastomose é comum entre as hifas, entre conídios e 

entre conídios e tubos germinativos (TINLINE, 1971 ). Portanto uma 

possibilidade de transmissão de micovírus seria a anastomose entre linhagens 

infectadas e não infectadas. Tentamos, sem sucesso, a transmissão dos MaVs 

através de anastomose, provavelmente devido ao baixo grau de 

complementariedade entre as linhagens de M anisopliae utilizadas (BOGO et ai., 

1996a). 

Como alternativa para a transmissão dbs Ma V s tentamos a introdução dos 

micovírus utilizando bombardeamento com partículas. Esta técnica tem sido 

utilizada com sucesso em M anisopliae para a introdução de DNA por 

transformação (ST. LEGER et al., 1995; BOGO et al., 1996b). As linhagens de 

M anisopliae utilizadas como receptoras foram inicialmente analisadas para a 

ausência de dsRNA e de partículas ao microscópio eletrônico. Estas linhagens 

também não apresentam bandas de proteínas relacionadas aos micovírus quando 

submetidas ao mesmo protocolo utilizado para purificação dos micovírus. 
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Preparações dos Ma V s foram aderidas a partículas de tungstênio e 

bombardeadas para as linhagens receptoras. Não foram obtidos transformantes 

contendo dsRNA. Algumas variações foram examinadas em relação ao modo de 

preparo da amostras para o bombardeamento, o grau de pureza das preparações 

de micovírus e sua concentração, as condições de bombardeamento e os métodos 

de seleção das colônias bombardeadas. Nenhuma destas variações se mostrou 

eficaz. A não transferência pode ser devida a várias causas sendo as mais 

importantes: (i) é possível que durante o processo de bombardeamento as 

partículas de micovírus tenham sido degradadas, perdendo sua capacidade de 

replicação, (ii) não sabemos se fatores do hospedeiro são importantes para a 

replicação vira! e se as linhagens livres de micovírus são permissivas a 

replicação, (iii) não dispomos de um método eficiente de análise dos 

transformantes. No primeiro caso deveríamos examinar as partículas adicionadas 

de micovírus por microscopia eletrônica para verificar se existem alterações 

importantes nas partículas. Para tentar contornar a possível interferência do 

hospedeiro na replicação do micovírus utilizamos a linhagem MS infectada com 

MaV-M5, que apresenta um perfil de dsRNA mais simples (normalmente apenas 

um componente dsRNA está presente) e diferente do perfil de MaV-RJd. 

Entretanto não foram obtidos transformantes com perfil de dsRNA de MaV-RJd. 

Certamente uma das maiores dificuldades nestes experimentos de transmissão 

dos MaVs é a falta de uma metodologia simples que permita identificar as 

colônias transformadas depois do bombardeamento. Tentamos um sistema de 

cotransformação onde o vetor pBT6, que codifica para resistência a benomil, foi 

misturado com as partículas virais de forma a permitir a seleção de colônias 

resistentes a benomil e entre estas procurar aquelas que estivessem replicando os 

micovírus. Esta alternativa também não foi bem sucedida. 

Os experimentos de transferência por bombardeamento realizados neste 

trabalho não abordaram todos os aspectos possíveis de serem analisados e 

portanto não são conclusivos sobre o insucesso da transferência. Os trabalhos na 

literatura referentes à transmissão de micov,Írus com preparações livres de células 

quando aplicadas a hifas de fungos, células ou esferoplastos são inconclusivas 

(NUSS e KOLTIN, 1990, NUSS, 1992). Não existe na literatura descrição da 

tentativa de transferência de micovírus utilizando bombardeamento com 

partículas. No caso de Cryphonectria parasitica a transferência do micovírus foi 

obtida através da síntese do cDNA completo (CHOI e NUSS, 1992a,b) e de 

transcritos sintéticos correspondentes à fita de RNA codante (CHEN et a/.,1994), 

a partir do dsRNA vira!, utilizando métodos convencionais de transformação em 
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fungos filamentosos. Esta alternativa para os Ma V s não está imediatamente 

disponível uma vez que o perfil de componentes dsRNA é mais complexo. Uma 

alternativa é a utilização do componente dsRNA de alto peso molecular de Ma V­

M5 para síntese do cDNA completo e sua transformação para linhagens de M 

anisopliae "livres de vírus". 

A dificuldade de detectar as colônias portadoras de micovírus, após o 

bombardeamento, provavelmente poderá ser contornada desenvolvendo técnicas 

para análise de um grande número de colônias utilizando por exemplo ELISA ou 

"dot blot". 

Este trabalho representa uma contribuição importante na caracterização 

dos micovírus associados a M anisopliae e abre a perspectiva de que a possível 

interferência dos dsRNAs com a entomopatogenicidade seja estudada. Futuros 

trabalhos com os MaVs poderão abordar os seguintes aspectos: (i) utilizar 

métodos mais potentes para verificar se a linhagem RJ está infectada por mais de 

um tipo de micovírus, empregando por exemplo diálise e eletroforese para 

separar diferentes partículas virais, (ii) observar se os perfis de dsRNA são 

alterados após a passagem do fungo em insetos, (iii) verificar a presença de 

micovírus, nos insetos infectados por M anisopliae, (iv) identificar o gene que 

codifica a RNAPol do micovírus que provavelmente está associada ao capsídeo, 

(v) transferir os micovírus para linhagens não infectadas utilizando 

bombardeamento ou eletroporação, acoplados ao desenvolvimento de sistemas 

mais eficientes de detecção das colônias infectadas, (vi) eliminar os dsRNAs 

através de cura para verificar as possíveis alterações fenotípicas associadas aos 

micovírus e (vii) verificar a localização dos micovírus nas células do fungo. 
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5. CONCLUSÕES 

1. As linhagens AI, MS e RJ de Metarhizium anisopliae apresentam micovírus. 

Propõe-se a denominação MaV-Al, MaV-M5 e MaV-RJ, respectivamente, 

para os vírus presentes em cada uma destas linhagens. 

2. As linhagens E6, E9 e MT deste fungo não apresentam micovírus. 

3. O diâmetro das partículas virais é de 35 nm para MaV-RJs e MaV-M5, e de 

38 nm para Ma V-AI. 

4. Os MaV-RJs apresentam uma proteína majoritária de 46 kDa e duas proteínas 

minoritárias de 42 e 55 kDa. MaV-Al e MaV-M5 apresentam uma proteína 
principal de 80 kDa. 

5. O ácido nucléico dos três micovírus é dsRNA. Os perfis eletroforéticos 

apresentam vários componentes dsRNAs. Estes componentes em MaV-RJ 

apresentam, em geral , muito baixa homologia entre si, com exceção do 

componente S2 que hibridiza fortemente com todas as sondas produzidas, e 

do componente L2 que não hibridiza com L 1 nem com nehuma sonda 
produzida. 

6. Existe alta homología de seqüências entre MaV-Al e MaV-M5, e estes 

apresentam homologia com alguns componentes dsRNAs dos MaV-RJs. 

7. Sorologicamente MaV-Al e MaV-M5 são estreitamente relacionados e 

mantêm um relacionamento mais distante com Ma V -RJs. 

8. 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 alterações na morfologia das 

colônias da linhagem derivada RJd, mas não existem dados experimentais 

para que sejam diretamente associadas as alterações dos componentes 
dsRNA. 

9. Não foi possível transferir por bombardeamento os micovírus ou os dsRNAs 

para linhagens "livres de vírus". 
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