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RESUMO

O estudo dos virus tem se tornado cada vez mais emergen-
te no campo das pesquisas biolégicas, em especial suas
relacées com outros organismos, tais como, plantas, ani-
mais e até mesmo em fungos. Por esse motivo essa revisio
atualizada sobre os virus e em especial sua relacio com os
fungos pode servir como atualizacio sobre as pesquisas
realizadas atualmente com virus e fungos. Além dos as-
pectos basicos do virus como estrutura e reproducio, as
técnicas de identificacido (eletroforese e microscopia de
varredura) sdo bastante relevantes atualmente.

PALAVRAS-CHAVE: Virus, micovirus, -eletroforese,

microscopia de varredura.

ABSTRACT

The study of viruses has become more time in the emerging
field of biological research, in particular its relationship with
other organisms, such as plants, animals and even fungi.
Therefore, this updated review about the virus and, in particu-
lar, its relationship with fungi can serve as an update on the
research currently conducted with viruses and fungi. Besides
the basic aspects of virus like structure and reproduction, the
identification techniques (electrophoresis and microscopy) are
quite relevant today. Viruses:

KEYWORDS: Mycovirus, electrophoresis, microscopy.

1. INTRODUCAO

Segundo Van Regenmortel et a/ (2000)! a taxonomia
universal dos virus inequivoca (nomenclatura e classifi-
cacdo) ¢ vital para distinguir os milhares de virus que
foram isoladas de humanos, animais, plantas, fungos,
bactérias e arquebactéria. Antes de uma identificago
oficial e sistema de classificagdo foi criado, houve muita
confusdo e duplicacdo dos virus isolados em diferentes
laboratdrios ao redor do mundo.
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As primeiras tentativas organizadas internacional-
mente para introduzir alguma ordem na desconcertante
variedade de virus, ocorreu no Congresso Internacional
de Microbiologia realizada em Moscou em 1966. Uma
comissdo, mais tarde chamado o Comité Internacional
de Taxonomia de Virus (ICTV), foi dada a tarefa de
desenvolver um esquema taxondémico Unico, universal
para todos os virus. No sétimo relatorio produzido pelo
ICTV estdo os dados taxondmicos acumulados de seus
antecessores ¢ os registros dos trabalhos da comissio
desde 1995, incluindo decisdes tomadas no X Congres-
so Internacional de Virologia realizado em Jerusalém
em 1996, e em reunides de médio prazo em 1997 e
1998,

A informagdo € essencial para qualquer pessoa que
trabalhe no campo da virologia. Clinicos em laborato-
rios de diagnostico, os pesquisadores citaram virus em
artigos publicados, e virologistas do setor empresarial
todos devem ter a taxonomia de virus mais atualizado
para fazer as devidas referéncias'.

O nimero de virus reconhecidos continua a crescer
com o desenvolvimento de melhores técnicas de detec-
¢do, e a rapida evolugdo das variantes do virus. Princi-
pais Caracteristicas. A referéncia oficial para a taxono-
mia e nomenclatura virus. Contém 30 % nova taxa, in-
cluindo duas novas importantes contribuicdes sobre as
relagdes filogenéticas entre os virus, e aplicagdo do
conceito de espécies de virus em todo o mundo virus,
compila informagdes 300-400 especialistas. Abrange
mais de 4000 virus reconhecidos, organizado pela fami-
lia, com diagramas de organizagdo do genoma e do ciclo
de replicagdo do virus onde se Inclui mais de 300 figu-
ras e ilustragdes'.

2. MATERIAIS E METODOS

O presente artigo constitui uma revisdo atualizada
sobre virus e m fungos, realizada a partir da pesquisa
bibliografica em teses, dissertagdes, monografias,
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artigos cientificos, periddicos, livros, dentre outros
meios de informacao relevante para a pesquisa.

3. DESENVOLVIMENTO

Entendendo os virus

Virus sdo pequenos seres parasitas formados por
uma capsula proteica que podem infectar organismos
vivos (seres humanos ou animais). O termo vem do La-
tim virus que significa veneno ou toxina.

Os virus necessitam de células hospedeiras para se
reproduzirem. Dentro das células conseguem obter
aminoacidos, ribossomos e outras substancias que pos-
sibilitam a multiplicagdo em milhares de novos virus.
Esse processo de replicagdo viral pode demorar apenas
algumas horas ou varios dias, dependendo do virus.
Uma vez dentro das células, os virus comecam a inter-
ferir no normal funcionamento das mesmas e a provocar
doengas diversas como: AIDS (através do HIV — Virus
da Imunodeficiéncia Humana), HPV — Virus do Papi-
loma Humano, Gripe (por exemplo através do virus
Influenza A subtipo HIN1), dentre outras. Para preven-
¢do e combate de algumas doengas, existem as vacinas
virais e outros medicamentos?.

Os virus t€m sido agrupados ou classificados de va-
rias maneiras. Um dos primeiros sistemas, que ainda
tem uso limitado, estabelecia subgrupos de acordo com
a espécie do hospedeiro normalmente infectado pelo
virus (animais, vegetais ou microrganismos). Outro mé-
todo de classificagdo dos virus se baseava-se na afini-
dade tissular dessas particulas infectantes, por exemplo,
os virus que se fixam as células nervosas eram denomi-
nados virus neurotropicos. A medida que se foi desen-
volvendo a analise das caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas dos virus, acumulou-se uma informagdo so-
bre a qual era possivel construir uma classificacao de
acordo com esses conhecimentos?.

Existem basicamente dois tipos de ciclos reproduti-
vos: o ciclo litico e o ciclo lisogénico. Esses dois ciclos
iniciam com o fago T aderindo a superficie da célula
bacteriana através das fibras protéicas da cauda. Esta
contrai-se, impelindo a parte central, tubular, para den-
tro da célula, a semelhanga, de uma microsseringa. O
DNA do virus ¢, entdo, injetado fora da célula a capsula
protéica vazia. A partir desse momento, comega a dife-
renciacdo entre ciclo litico e ciclo lisogénico.

No ciclo litico, o virus invade a bactéria, onde as
func¢des normais desta sdo interrompidas na presenca de
acido nucléico do virus (DNA ou RNA). Esse, a0 mes-
mo tempo em que € replicado, comanda a sintese das
proteinas que comporao o capsideo. Os capsideos orga-
nizam-se e envolvem as moléculas de acido nucléico.
Sao produzidos, entdo novos virus. Ocorre a lise, ou seja,
a célula infectada rompe-se e os novos bacteriofagos sao
liberados. Sintomas causados por um virus que se re-
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produz através desta maneira, em um organismo multi-
celular aparecem imediatamente. Nesse ciclo, os virus
utilizam o equipamento bioquimico(Ribossomo)da cé-
lula para fabricar sua proteina (Capsideo).

No ciclo lisogénico, o virus invade a bactéria ou a
célula hospedeira, onde o DNA viral incorpora-se ao
DNA da célula infectada. Isto é, o DNA viral torna-se
parte do DNA da célula infectada. Uma vez infectada, a
célula continua suas operagdes normais, como reprodu-
¢do e ciclo celular. Durante o processo de divisdo celular,
o material genético da célula, juntamente com o materi-
al genético do virus que foi incorporado, sofrem dupli-
cagdo e em seguida sdo divididos equitativamente entre
as células-filhas. Assim, uma vez infectada, uma célula
comegara a transmitir o virus sempre que passar por
mitose e todas as células estardo infectadas também.
Sintomas causados por um virus que se reproduz através
desta maneira, em um organismo multicelular podem
demorar a aparecer.

Ainda segundo Bossolon (2005)?, antes que qualquer
virus possa infectar uma célula animal, ele primeiro
deve ligar-se a um receptor especifico na membrana
celular, provavelmente uma glicoproteina. Como ja foi
dito, muitos virus podem ter um envelope rico em lipi-
deo envolvendo o capsidio. Do envelope de muitos vi-
rus projetam-se "pontas" que podem conter glicoprotei-
nas e lipideos. As propriedades das moléculas que cons-
tituem o envelope estdo relacionadas com a adesdo do
virus a varios substratos. Se o envelope ndo esta pre-
sente, as propriedades do capsidio determinam as ca-
racteristicas adesivas do virus.

A multiplica¢do dos virus se faz por replicagdo, no
qual as porgdes protéica e nucleica aumentam no interi-
or das células hospedeiras sensiveis. Este processo pode
ser dividido em etapas, que sdo comuns a todas as in-
fecgdes virais:

1. Adsorgdo: envolve a participagdo de receptores
especificos na superficie da célula hospedeira e das ma-
cromoléculas do virion.

2. Penetragdo e desnudamento: os virus com enve-
lope unem-se as células hospedeiras, levando a fusdo do
envoltério lipoproteico dos virus com a membrana cito-
plasmatica da célula, que resulta na liberagdo do materi-
al nucleo capsidico no citoplasma celular. Os virus nus
(sem envelope) parecem penetrar pelo mecanismo de
fagocitose.

3. Replicagdo bioquimica: a replicagdo ativa do aci-
do nucleico e a sintese de proteinas virais comecam
apos a dissociagdo do capsidio e do genoma. Além do
ATP celular, os virus requerem o uso dos ribossomas da
célula, do RNA de transferéncia, de enzimas e de certos
processos biossintéticos para sua replicagao.

4. Acoplamento ou maturagdo: os virus sdo capazes
de dirigir a sintese dos componentes essenciais para sua
progénie e de acoplar estes materiais sob a forma de
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virions maduros, no nicleo e/ou no citoplasma da célula
infectada.

5. Liberag@o: este processo varia com o agente viral.
Em alguns casos, a lise celular resulta na liberagdo con-
comitante das particulas virais. Em outros, a maturagéo
e a liberacdo sdo relativamente lentas e os virions sdo
liberados sem a destruigao da célula hospedeira.

Virus em fungos

Os virus foram descobertos em varias espécies de
fungos, mas, ao contrario dos animais mais conhecidos
ou virus de plantas, eles sdo raramente associados com
efeitos deletérios sobre os seus anfitrides. O conheci-
mento sobre o virus entre fungos entomopatogénicos ¢é
muito limitada, embora sua existéncia é suspeita, devido
a presenga de virus, como o RNA de cadeia dupla
(dsRNA) em isolados de vérias espécies>.

Segundo Moura & Powell (2007)* associacdes entre
virus e fungos patogénicos tém sido estudadas e obser-
vadas em condi¢des controladas e de campo. Os resul-
tados demonstram a existéncia de interagdes que ocor-
rem basicamente de dois modos: o fungo atua como
vetor do virus ou plantas infectadas por virus apresen-
tam resisténcia maior a severidades de outras doengas.

Utilizando como exemplo a Beauveria bassiana, que
¢ uma das espécies mais estudadas de fungos entomo-
patogénicos, que tem uma distribui¢do e ¢ cosmopolita
utilizado como agente de controle bioldgico de inverte-
brados em agricultura. Herreiro et al. (2012)° analisaram
uma cole¢do de 73 isolados obtidos em diferentes locais
e de diferentes habitats em Portugal e Espanha, em bus-
ca de elementos indicativos de dsRNA de infecgoes vi-
rais. Os resultados mostraram que a prevaléncia de in-
feccoes virais ¢ alta, 54,8% das amostras continham
elementos de dsSRNA com caracteristicas virais. Os ele-
troferdtipos dsRNA de isolados infectados indicaram
que a diversidade de virus foi alta na colec¢@o analisada e
que as infecgdes por virus mistos ocorreram em isolados
fangicos. No entanto, numa experiéncia de hibridagdo
indicou que as bandas que dsRNA sdo semelhantes em
tamanho nem sempre tém seqiiéncias similares. Espé-
cies de virus especificos ou perfis de dsSRNA ndo foram
associados com locais ou tipos de habitats, provavel-
mente por causa da ubiqliidade e dispersdo eficiente
deste fungo como uma espécie ar. A sequéncia de um
dos elementos de dsSRNA mais comuns correspondia a
do genoma de 5,2 Kpb de um membro anteriormente
descrito designado por B. bassiana um virus de ARN
(BbRV1).

Em outra aplicagdo diferente, Lima et al. (2012)°
aponta que varios autores tém investigado a influéncia
de particulas virais de fungos. Genomas virais fungicas
sdo geralmente composto de ARNdc que sdo capazes de
modular simbioses plantas fungicos. As associagdes
entre fungos e virus seus anfitrides sdo semelhantes aos
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envolvidos na planta — endoéfito interagdes. Mudangas
nas caracteristicas morfologicas e aumento da produgao
de conidios tém sido relatados como relacionado com a
presenga de ARNdc em Beauveria bassiana, Metarhi-
zium anisopliae, e Nectria radicicola.

Lima et al. (2012)° isolaram a partir de fungos endo-
fiticos folhas de 4arvore medicinal chamada aroeira
(Schinus terebinthifolius). Estes foram identificados por
endofitos morfoldgica e métodos moleculares. Nos
também ensaiadas a presenca de particulas de dsRNA
em Colletotrichum spp isolados.

Ainda nesse trabalho as arvores de pimenta brasilei-
ros analisados foram colonizadas por trés diferentes
espécies de Colletotrichum e apresentou alta diversidade
genética, incluindo a espécie C. gloeosporioides sentido
lato, C. boninense ¢ C. simmondsii. os ecologicos papéis
de endofitos sdo diversas e variadas. Colletotrichum
complexo gloeosporioides ¢ um patégeno de plantas em
todo o mundo que infecta muitas espécies de plantas.
Estes isolados vai precisar de mais exame para assegu-
rar a identificacdo correta. Outro autor Zou et al
(2000)7 relatou endofiticos isolados de C. gloeosporioi-
des a partir da haste de Artemisia mongolica que produ-
ziu o acido colletotric, com atividade antimicrobiana
contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina
lutea, e Helminthosporium sativum.

Ao contrario dos virus de plantas ou animais, que
sdo comumente associados com a doenga, muitos dos
virus fungicas conhecidas ndo causar sintomas obvios.
Apenas alguns mycovirus sdo conhecidos por afetar
seus hospedeiros, causando hipoviruléncia, doenga ou
sendo benéfica. Na verdade, uma associacdo mutualista
entre mycoviruses endoéfitos, e seus hospedeiros vege-
tais, resultando em maior tolerancia térmica planta, tem
foi descrita recentemente por, Marquez et al. (2007)8.
Mycovirus nao recebeu tanta atencdo quanto virus de
origem animal ou vegetal, mas numerosos virus, fungos
foram descritos desde o primeiro relatorio de tal mico-
virus foi feita por Hollings em 1962. Muitos destes virus
tem RNA (dsRNA) genomas de fita dupla, mas espécies
com ssRNA e dsDNA genomas também existir.

Os Mycovirus sao comuns em todos os principais
grupos de fungos fitopatogénicos. Eles sdo transmitidos
durante a divisdo celular intracelularmente, esporogé-
nese, e a fusdo celular, mas aparentemente nao possuem
uma via extracelular por infec¢do. Suas escalas de aco-
lhimento naturais sdo limitados aos individuos dentro do
mesmo ou intimamente relacionado grupos de compati-
bilidade vegetativa. Os recentes avangos, no entanto,
permitiu o estabelecimento de faixas de acolhimento
experimentais para algumas mycovirus. Embora a mai-
oria dos mycovirus conhecidos t¢ém dsRNA genomas
que sao empacotados em particulas isométricas, tém
sido relatados um aumento do nimero de mycovirus
geralmente com genomas de cadeia positiva. Discute-se
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mycovirus selecionados que causam doengas debilitan-
tes e ou reduzir a viruléncia de seus hospedeiros de
fungos fitopatogénicos. Tais sistemas fngicos-virus sdo
importantes para o desenvolvimento de novas estraté-
gias de controle bioldgico e para a obtencdo de uma
visdo sobre a base molecular da viruléncia do fungo. A
disponibilidade de seqiiéncias gendmicas virais e do
hospedeiro e de transformagdo e transfeccao protocolos
para alguns fungos fitopatogénicos vai contribuir para o
progresso de fungos virologia’.

Técnicas para detecgao

Duas técnicas sdo bastante utilizadas nas pesquisas
de “virus de fungos”: ELETROFORESE DE DNA
FUNGICO SE TRATAMENTO COM RNase ¢ MI-
CROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA.

Na primeira fragmentos de DNA ¢ RNA podem ser
separados de acordo com o seu tamanho através da ele-
troforese em gel de agarose. Os acidos nucleicos (DNA
e RNA) possuem carga elétrica que pode ser utilizada
para separar fragmentos de tamanhos diferentes quando
colocados em um gel horizontal na presenca de um
campo elétrico. A agarose possui poros por onde as mo-
léculas de DNA migram quando ¢ adicionada uma cor-
rente elétrica. A taxa de migracdo das moléculas ¢ afe-
tada pelo tamanho e forma das moléculas, densidade do
gel e forga da corrente elétrica. As moléculas maiores de
DNA migram mais vagarosamente do que as moléculas
menores. Quando o DNA ¢ clivado com enzimas de
restri¢do, fragmentos de diferentes tamanhos migram
em diferentes padrdes. O gel resultante apresenta um
aspecto de "degraus de escada", visualizados apos o gel
ser corado com brometo de etidio, um corante que tem a
propriedade de intercalar-se entre as fitas do DNA, emi-
tindo radiagdo que pode ser identificada quando o gel ¢
exposto a luz ultravioleta. Em um dos pogos do gel,
onde as amostras a serem avaliadas por eletroforese sao
colocadas, ¢ adicionado um marcador de peso molecular
contendo fragmentos de DNA de tamanho conhecido.
Este tem como objetivo estimar o tamanho dos frag-
mentos gerados apds a corrida. O tamanho de cada
fragmento é medido em pares de bases (pb)'°.

Na segunda, um microscopio eletronico de varredura
(MEV) utiliza um feixe de elétrons no lugar de fotons
utilizados em um microscopio Optico convencional, o
que permite solucionar o problema de resolucdo relaci-
onado com a fonte de luz branca. Como resultado
tem-se que os aparelhos modernos permitem aumentos
de 300.000 vezes ou mais, para a maior parte de materi-
ais solidos, conservando a profundidade de campo
compativel com a observacao de superficies rugosas.

O MEV ¢ um aparelho que pode fornecer rapida-
mente informacdes sobre a morfologia e identificag¢do
de elementos quimicos de uma amostra sélida. Sua uti-
lizagdo ¢ comum em biologia, odontologia, farmaécia,
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engenharia, quimica, metalurgia, fisica, medicina e ge-
ologia.

O MEV ¢ um dos mais versateis instrumentos dis-
poniveis para a observacdo e analise de caracteristicas
microestruturais de objetos sélidos. A principal razdo de
sua utilidade ¢ a alta resolugdo que pode ser obtida
quando as amostras sdo observadas; valores da ordem
de 2 a 5 nandmetros sdo geralmente apresentados por
instrumentos comerciais, enquanto instrumentos de
pesquisa avancada sdo capazes de alcangar uma resolu-
¢do melhor que 1 nm!!,

Outra caracteristica importante do MEV ¢ a aparén-
cia tridimensional da imagem das amostras, resultado
direto da grande profundidade de campo. Permite, tam-
bém, o exame em pequenos aumentos e com grande
profundidade de foco, o que é extremamente 1til, pois a
imagem eletronica complementa a informacao dada pela
imagem Optica.

4. CONCLUSAO

Assim € possivel observar que a area de estudos so-
bre “virus em fungos” ¢ bastante ampla e com uma ga-
ma de possibilidades de pesquisas e novas descobertas.
Tecnologias avangadas como eletroforese de dna fungi-
co se tratamento com RNase e microscopia eletronica de
varredura, podem contribuir para o avango das pesqui-
sas e novas descobertas.
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