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RESUMO 

 

 

BARBOZA, Antonio Augusto Lazarini. PROPRIEDADES BIOLÓGICAS E 
ANÁLISE PARCIAL DO RNA1 CODIFICADOR DA REPLICASE DE  
ISOLADOS DO Bean rugose mosaic virus . Universidade Estadual de 
Maringá, Fevereiro de 2010. Professor Orientador: Eliezer Rodrigues de Souto.  

O Bean rugose mosaic virus (BRMV) pertence ao gênero Comovirus, possui 

genoma constituído de duas moléculas de RNA fitas simples, senso positivo, 

denominadas de RNA1 e RNA2 e apresenta gama de hospedeiras restrita, nas 

quais induz sintomas sistêmicos de mosaico, bolhosidade e deformação foliar 

no feijoeiro. Plantas de soja e de feijão apresentando sintomas característicos 

de infecção por BRMV foram coletadas no Paraná. Os isolados foram mantidos 

em casa de vegetação em plantas de feijoeiro cv. Rio Tibagi. Os isolados foram 

purificados, permitindo a constatação da presença de três picos de leitura de 

absorbância que puderam ser correlacionados aos componentes virais de 

Comovirus. Ensaios de Elisa indireto apontaram para diferenças na 

concentração relativa individual de cada isolado, a qual se manteve inalterada 

mesmo nas infecções mistas. O RNA dos isolados foi extraído e um protocolo 

de semi-nested RT-PCR foi utilizado na amplificação de um fragmento de 

700pb do RNA1, o qual foi clonado e sequenciado. Comparações com outras 

sequências do Genbank indicaram uma identidade de 79% dessa sequência 

com o RNA1 do Bean pod mottle virus. Através da identificação da tríade de 

aminoácidos GDD, que é conservada nas replicases dos vírus de RNA senso 

positivo, foi identificada a região conservada da RNA polimerase, codificada 

pelo RNA1 do BRMV. A análise filogenética permitiu a classificação do BRMV 

como membro da família Secoviridae, agrupando-o próximo ao BPMV, bem 

como de outros comovírus de leguminosas. A sequência da região 3’ do RNA1 

do BRMV encontra-se depositada no GenBank sob o código de acesso 

GU205154 ou gi|284807373|. 

Palavras-chave: Secoviridae, Comovirus, filogenia, RNA polimerase, feijoeiro, 

BRMV. 



 

ABSTRACT 

 

 

BARBOZA, Antonio Augusto Lazarini. BIOLOGICAL PROPERTIES AND 
PARTIAL ANALYSIS OF ENCODER RNA1 replicase OF ISOLA TED Bean 
rugose mosaic virus. Universidade Estadual de Maringá, 2010 February. 
Advisor Professor: Eliezer Rodrigues de Souto. 

 

Bean rugose mosaic (BRMV) is a member of the Comovirus genus. The virus 

genome consists of two molecules of single strand RNA, positive sense, called 

RNA1 and RNA2. BRMV has a restricted host range, causing systemic 

symptoms such as blistering and leaf deformation on beans. Soybean and bean 

plants showing characteristic symptoms of BRMV infection were collected in 

Paraná state. The isolates were maintained in ‘Rio Tibagi’ bean plants in 

greenhouse conditions. The virus purified preparation gave three peaks of 

absorbance readings that could be correlated to the comoviruses particle 

components. Indirect ELISA tests pointed to replication differential rates for 

each virus isolate that remained constant even after virus mixed infections. The 

RNA of both isolates was extracted and a protocol for semi-nested RT-PCR 

was used to amplify a RNA1 fragment of 700bp, that was cloned and 

sequenced. Comparisons of the nucleotide sequence with others from the 

Genbank showed 79% identity with RNA1 of Bean pod mottle virus. The 

identification of the RNA polymerase coded by BRMV RNA1 was confirmed 

through the GDD amino acid triad that is conserved in the RNA replicase of all 

positive sense viruses. The phylogenetic analysis allowed the classification of 

BRMV as a member of the Secoviridae family. BRMV could be situated next to 

BPMV, among other comoviruses infecting leguminosae plants. The sequence 

of the 3` RNA1 region of BRMV is deposited in the GenBank under the 

accession number GU205154 or gi|284807373|. 

 

Keywords: Secoviridae, Comovirus, phylogenetic, RNA polymerasem, bean, 

BRMV 
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1  INTRODUÇÃO 

 

 

Diversas doenças causadas por vírus foram identificadas em lavouras 

de feijão no país. Dentre estes vírus, os isométricos constituem um grupo 

heterogêneo, que engloba representantes dos chamados Comovirus, 

Cucumovirus, Sobemovirus entre outros (COSTA, 1987). Algumas destas 

viroses encontram-se amplamente disseminadas no país e são de ocorrência 

generalizada, enquanto outras aparentemente são restritas a determinadas 

áreas (CAMARGO et al., 1969 e 1976; KITAJIMA et al., 1980). 

O vírus do mosaico dourado do feijoeiro (Bean golden mosaic virus - 

BGMV) é responsável pelas maiores perdas na cultura do feijão. A ocorrência 

de infecções mistas entre diferentes Geminivirus, e destes com vírus de outros 

gêneros, como o Comovirus, é muito comum, agravando os sintomas da 

doença.  

Nas regiões produtoras de feijão no Estado do Paraná há ocorrências 

do vírus do “mosaico-em-desenho” do feijoeiro (Bean rugose mosaic virus - 

BRMV), principalmente em infecções mistas com o BGMV, o que proporciona 

maior severidade de sintomas causando perdas na produção (BIANCHINI et 

al., 1985; MARTINS et al., 1994).  

O BRMV é um Comovirus, da família Secoviridae (SANFAÇON et al., 

2009), descrito pela primeira vez infectando feijão na Costa Rica (GÁMEZ, 

1972 e 1982). Posteriormente, observou-se a doença na Guatemala (CARTÍN, 

1973), El Salvador (GÁLVEZ et al., 1977), Brasil (LIN et al., 1981), Colômbia 

(ACOSTA et al., 1986), Honduras e Nicarágua (GÁMEZ, 1977). No Brasil o 

primeiro relato ocorreu em São Paulo (CAMARGO et al., 1969), seguido pelo 

Distrito Federal (KITAJIMA et al., 1980), Paraná (BIANCHINI et al., 1985), 

Minas Gerais e Goiás (ANJOS et al., 1986; LIN et al., 1981). 

Este vírus caracteriza-se por apresentar genoma composto por duas 

moléculas de RNA de fita simples, sentido positivo, encapsuladas 

separadamente em partículas icosaédricas com diâmetro de 28 a 30 nm. Os 

dois RNAs possuem uma proteína viral (VPg) ligada covalentemente à suas 
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extremidades 5’, e uma cauda poli-A nas extremidades 3’, sendo que o RNA1 

codifica proteínas envolvidas na replicação, o RNA2 codifica proteínas 

estruturais e proteínas necessárias para o movimento célula-a-célula, ambos 

RNAs necessários para a infecção sistêmica da planta hospedeira (CHEN e 

BRUENING, 1992b; POUWELS et al., 2002). 

Vírus de RNA senso positivo são muito estudados por apresentarem 

características genéticas comuns entre si. Além de possuírem a proteína VPg, 

que está envolvida na replicação, encontram-se também a helicase, protease e 

a RdRp (RNA dependente de RNA polimerase), sendo a última de extrema 

importância durante a replicação viral e nas análises filogenéticas de vírus que 

codificam a RdRp, pois apresenta regiões conservadas (RUECKERT e 

WIMMER, 1984; KOONIN e DOLJA, 1993; BUCK, 1996). 

O desenvolvimento de estratégias eficazes para o controle de vírus que 

infectam plantas depende da disponibilidade de métodos seguros para a 

detecção e identificação viral. No caso do complexo viral que infecta o feijoeiro, 

é imprescindível a identificação e caracterização destes vírus, possibilitando 

assim, maiores esclarecimentos sobre os vírus relacionados aos sintomas de 

mosaico.  

Este trabalho teve como objetivos padronizar metodologias para estudo 

das propriedades biológicas e moleculares dos isolados de Bean rugose 

mosaic virus obtidos de cultivo de feijão e soja do estado do Paraná, utilizar as 

informações obtidas desta padronização para complementar as informações já 

existentes e, disponibilizar sequências de regiões genômicas para estudos 

taxonômicos destes vírus. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1  A Cultura do Feijoeiro 

 

 

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é, sem dúvida, o alimento mais 

popular no Brasil. Esta leguminosa faz parte da dieta alimentar e nutricional dos 

brasileiros, por ser um grão rico em proteínas, ferro e carboidratos. Além do 

feijão-comum, existem ainda outras espécies cultivadas no país, como por 

exemplo, o feijão-azuki (Vigna angularis (Willd.) Ohwi e Ohashi), feijão-de-

porco (Canavalia ensiformis (L.) DC.); feijão-fava (Phaseolus lunatus L.) e o 

feijão caupi ou feijão-de-corda (Viana unguiculata (L.) Walp.), que no nordeste 

do país constitui a alimentação básica da população (VIEIRA et al., 2006; 

PAULA JUNIOR e VENZON, 2007). 

O Brasil é o maior produtor de feijão do mundo, assim como também o 

maior consumidor, apresentando um consumo estimado de aproximadamente 

16 kg/ano por pessoa. Mesmo assim, este consumo ainda é menor que a 

média estimada na década de 1970, quando o consumo era de 

aproximadamente 25 kg/ano (VIEIRA et al., 2006; PAULA JUNIOR e VENZON, 

2007). 

A cultura do feijão ocupa lugar de destaque na agricultura brasileira, 

tanto em área plantada como em volume de produção, além de ser importante 

na ocupação de mão-de-obra (LOLLATO et al., 2001). A época de plantio, o 

ataque de pragas e doenças, e o preço não atrativo, diminuíram o interesse de 

grandes agricultores por esta cultura, sendo hoje muito cultivado por pequenos 

produtores. As pesquisas voltadas ao feijoeiro no país datam da década de 

1950, período em que ocorreu um aumento significativo da população 

brasileira, o que não aconteceu com a produção de feijão, gerando assim uma 

escassez temporária dessa leguminosa no mercado. Fato que chamou a 

atenção de pesquisadores para essa cultura, levando-os a estudos que 
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procuraram desenvolver variedades de feijoeiro mais produtivas (VIEIRA et al., 

2006; PAULA JUNIOR e VENZON, 2007). 

Reconhecido como cultura de subsistência em pequenas propriedades, 

o feijoeiro é cultivado em todo o país. O sistema de comercialização é o mais 

variado possível, predominando um pequeno grupo de atacadistas que 

concentra a distribuição da produção, gerando especulações, principalmente 

quando ocorrem problemas na produção. Dependendo da região, o plantio de 

feijão é realizado ao longo do ano em três épocas, deste modo em qualquer 

época do ano, sempre existe a produção de feijão em algum ponto do país 

(ROSSI e MANOLESCU, 2004).  

Os estados do Paraná, Minas Gerais, Rondônia, Ceará, Pernambuco, 

São Paulo e Goiás são destaques na produção de feijão no país. O feijão 

cultivado de primeira safra é plantado entre os meses de agosto e outubro no 

Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Paraná, São Paulo e na Região de Irecê na 

Bahia. O de segunda safra é cultivado de abril a junho pelos produtores do Sul-

Sudeste; porém nesse mesmo período se dá a primeira e única safra para os 

produtores do Norte, Centro-Oeste e Nordeste. A terceira e última safra é 

conhecida como safra de inverno, realizada entre os meses de junho/julho nos 

estados de São Paulo, Minas Gerais, Goiás e Bahia na região de Barreiras, 

sempre sob sistema irrigado por pivô-central, atingindo alta produtividade, e 

abastecendo o mercado entre o final da comercialização da segunda safra e o 

início da primeira (ROSSI e MANOLESCU, 2004). 

 

 

2.2  Principais Viroses do Feijoeiro e Soja 

 

 

No Brasil, foram assinaladas diversas doenças causadas por vírus. 

Entre estas, algumas se encontram amplamente disseminadas no país, 

apresentando ocorrência generalizada. Entretanto, existem aquelas que 

aparentemente são restritas a determinadas áreas (CAMARGO et al., 1969; 

1976; KITAJIMA et al., 1980; COSTA, 1987).  



5 
 

Uma virose bastante comum nessa cultura é causada pelo vírus do 

mosaico comum do feijoeiro (Bean common mosaic virus - BCMV) membro do 

gênero Potyvirus, esta virose causa perdas de 35 a 98% na produção, 

dependendo do estágio da planta e a época de infecção (FARIA et al., 1996; 

GASPARIN et al., 2005). Através da utilização de cultivares resistentes, o 

impacto econômico causado pelo BCMV teve um decréscimo nas últimas 

décadas (COSTA, 1987). 

Outra virose que merece destaque, quando se fala da cultura do 

feijoeiro, é o mosaico dourado (BGMV), gênero Begomovirus. Esta doença 

induz a danos severos e proporciona perdas consideráveis. Danos acima de 

50% em condições propícias à doença e perda de até 100%, em conseqüência 

da redução do peso e da qualidade dos grãos (BIANCHINI et al., 1989). O 

“mosaico dourado”, muitas vezes, é causado por um complexo virótico 

estabelecido pela infecção mista do BGMV com outros Geminivirus e até 

mesmo com vírus de outros gêneros. Entre estes, os vírus isométricos, que 

associados a viroses do feijoeiro no Brasil constituem grupo bastante 

heterogêneo, englobando representantes dos gêneros Comovirus, 

Cucumovirus e Sobemovirus (COSTA, 1987). 

São observadas as infecções entre o BGMV e o vírus da clorose 

infecciosa das malváceas (Abutilon mosaic virus – AbMV), gênero 

Begomovirus, chamado de vírus do mosaico anão. Já foi relatada a ocorrência 

entre BGMV com o vírus do mosaico da Euphorbia (Euphorbia mosaic virus – 

EuMV), gênero Begomovirus (COSTA, 1987). Outra infecção mista muito 

comum ocorre entre o BGMV e o vírus do mosaico rugoso (BRMV), gênero 

Comovirus, também denominado vírus do “mosaico-em-desenho” do feijoeiro 

(COSTA, 1987; BIANCHINI et al., 1989). Também já foi constatada a 

ocorrência do BGMV com o BCMV; com o vírus do mosaico severo do caupi – 

estirpe feijão (Cowpea severe mosaic virus - CPSMV), gênero Comovirus, bem 

como com o vírus do mosaico do feijoeiro do sul (Southern bean mosaic virus – 

SBMV), gênero Sobemovirus (COSTA, 1987). 

A ocorrência da infecção mista entre o BGMV e outros vírus causa 

danos mais elevados do que na infecção individual. As deformações são 
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severas e as plantas apresentam superbrotamento, resultando em baixa 

produtividade ou até mesmo liquidando totalmente a lavoura (COSTA, 1987; 

BIANCHINI et al., 1989). 

Entre os vírus isométricos que compõem o complexo viral, destaca-se 

o BRMV, que em condições experimentais, têm sido responsáveis por perdas 

na produção de 11,2 a 72%, dependendo da cultivar (BIANCHINI et al., 1997). 

Sua ocorrência é constatada em todo Estado do Paraná, onde já foram 

verificadas lavouras com mais de 50% das plantas com sintomas. Neste 

Estado, o vírus é observado com maior frequência na safra da seca, 

provavelmente devido à presença de insetos crisomelídeos que transmitem 

este vírus. Nessa época, o BRMV torna-se um problema sério em razão de sua 

ocorrência em infecções mistas com o BGMV, ocasionando perda total da 

capacidade produtiva do feijoeiro (BIANCHINI et al., 2000). 

Como já citado por Costa et al. (1981), o vírus do mosaico do feijoeiro 

do sul (SBMV) pode estar ocorrendo em infecções mistas com o BGMV. 

Embora as perdas referentes ao SBMV possam atingir 50% da produção das 

plantas infectadas, a sua ocorrência geralmente não é alta (MORALES e 

GÁMEZ, 1989). Este vírus pertencente ao gênero Sobemovirus é encontrado 

infectando feijoeiro na região do Distrito Federal (CUPERTINO et al., 1982) e 

no Estado de São Paulo (COSTA, 1987). 

O número das doenças causadas por vírus em feijoeiro na América 

Latina ainda é desconhecido, devido principalmente à incompleta 

caracterização desses patógenos e suas estirpes e às variações na 

sintomatologia induzida por um mesmo agente em diferentes regiões, o que 

ocasiona confusões (MUÑOZ e KITAJIMA, 1990). Portanto, é de fundamental 

importância para o desenvolvimento de cultivares resistentes, a identificação e 

o conhecimento dos isolados prevalentes numa determinada região, pois 

diferentes genes de resistência podem controlar a virulência de diferentes 

estirpes (BOARI e FIGUEIRA, 1996). 

Assim como o feijoeiro, a soja está sujeita ao ataque de diversos 

patógenos, e com o passar do tempo estas doenças foram consideradas os 

principais fatores que limitaram a máxima produtividade da soja no Brasil, 
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ocasionando perdas indiretas através da ação dos patógenos e os gastos 

decorrentes para o controle dos mesmos. Com a expansão do cultivo de soja 

no Brasil, começaram a aparecer sintomas de doenças que, na sua maioria, já 

eram conhecidas e descritas nos países tradicionalmente produtores de soja 

(ALMEIDA, 2008). 

O vírus do “mosqueado do feijoeiro” teve sua ocorrência descrita em 

campos experimentais da Embrapa-Cerrados, Planaltina e Distrito Federal, 

ocorrendo em soja Itiquira, nos anos de 1992 e 1993 (ANJOS et al., 2000). 

Infecções por Bean pod mottle virus (BPMV) também foram relatadas em 

regiões de soja do sul e leste dos Estados Unidos e, em áreas endêmicas com 

alta população de insetos vetores, ocasionou a redução de até 40% do 

rendimento (GHABRIAL et al., 1990). 

O BPMV pertence ao gênero Comovirus, família Secoviridae, sendo 

assim transmitido por besouros da família Chrysomelidae. As plantas de soja 

quando infectadas apresentam sintomas de mosqueado verde-amarelo nas 

folhas e, em algumas cultivares, exibe aspecto de embolhamento e redução do 

porte. Este vírus tem como hospedeiras plantas da família Leguminosae e a 

espécie Chenopodium quinoa (ANJOS et al., 2000). 

Esta virose reduz drasticamente o rendimento de soja das cultivares de 

soja Garça Branca, Garimpo, Doko, Itiquira e Pioneira em condições 

experimentais; nas regiões produtoras do Brasil, devido à ampla ocorrência de 

Cerotoma arcuata e de sua eficiência como vetor do BPMV, este vírus pode 

disseminar-se e atingir níveis de dano econômico, ocasionando a necessidade 

de inspeção dos plantios comerciais e o mapeamento das regiões de 

ocorrência do BPMV em soja no Brasil (ANJOS et al., 2000). 

Segundo Vance et al. (1995) a co-infecção por mais de um vírus é 

comum nas plantas superiores, inclusive na soja, sendo estes relacionados ou 

não, são capazes de se replicar em uma mesma célula, interagindo de forma 

antagônica ou sinérgica. Essa interação sinérgica produz doença com sintomas 

mais severos do que os produzidos pela infecção de um único vírus ou pode 

provocar alterações na concentração de um ou ambos os vírus (POOLPOL e 

INOUYE, 1986). 
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Ensaios realizados por Calvert e Ghabrial (1983) e por Anjos et al. 

(1992) demonstraram que a interação sinergética entre BPMV com Soybean 

mosaic potyvirus (SMV) e BPMV com Cowpea mosaic virus (CPMV) acarretam 

um aumento de seis vezes na concentração de BPMV e de oito vezes na 

concentração de CPMV, respectivamente.  

As perdas com a cultura da soja estão ligadas ao efeito direto do 

patógeno nas plantas, levando à queda do rendimento, assim como tendo ação 

direta sobre a qualidade das sementes colhidas, ocasionando o descarte de 

lotes de sementes. Atualmente, a maior parte das viroses descritas infectando 

a soja encontra-se na Ásia, Estados Unidos e América do Sul (ALMEIDA, 

2008). 

Desde 2001 a doença conhecida como a necrose da haste, de etiologia 

viral e transmitida pela mosca branca, Bemisia tabaci, tem sido observada 

infectando plantas de soja no sudoeste de Goiás, resultando em perdas 

severas entre as cultivares suscetíveis. Com o passar do tempo, o vírus foi 

disseminado para outras regiões, atingindo as lavouras do Maranhão, Mato 

Grosso, Bahia e do Paraná (ALMEIDA et al., 2003). 

A necrose da haste é uma doença causada pelo Cowpea mild mottle 

virus (CpMMV), pertence ao gênero Carlavirus, assim denominados por 

Harrison et al. (1971), indicando como membro tipo o Carnation latent virus 

(CLV). Os vírus pertencentes ao gênero Carlavirus caracterizam-se por 

possuírem partículas com RNA monopartido, de fita única e com peso 

molecular variando de 2,3 a 3,0 x 106 (6,4 - 8,6Kb), com o conteúdo de RNA 

variando de 5% a 8,5%, entre espécies desse gênero (VAN REGENMORTEL, 

2000). A massa molecular da proteína capsidial, estimada por eletroforese em 

gel desnaturante de SDS-poliacrilamida, varia de 31 kDa a 39 kDa (BRUNT e 

KENTEN, 1973; GASPAR e COSTA, 1993; VAN REGENMORTEL, 2000; 

COHEN et al., 2003). 

Quando a soja é infectada pelo vírus da necrose da haste na fase 

inicial da lavoura, podem ser observados sintomas de curvatura e queima do 

broto, podendo a planta morrer ou originar plantas anãs, com folhas 

deformadas. Se a infecção é mais tardia, nem todas as plantas morrem, porém 
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ocorre uma redução do número de vagens, que podem apresentar pequenas 

lesões superficiais circulares e escuras ou lesões que cobrem toda a vagem. 

As plantas desenvolvem a necrose da haste, principalmente, após a floração. 

As folhas apresentam aspecto de mosaico, com diferentes tonalidades de 

verde, variando desde o esmaecido ao verde normal das folhas, e facilitam o 

diagnóstico no campo. Cultivares suscetíveis podem apresentar perda total da 

produção. A incidência de plantas mortas depende da população de mosca 

branca e da presença de plantas hospedeiras. Em testes com cultivares 

suscetíveis, concluiu-se que esse vírus não se transmite pelas sementes. 

(TECNOLOGIAS..., 2008).  

Além da necrose da haste, a cultura da soja está sujeita ao ataque de 

diversas viroses como no caso da virose conhecida como Mosaico comum da 

soja, doença causada pelo Soybean mosaic virus (SMV), pertencente ao 

gênero Potyvirus. Esta virose foi identificada no Brasil em 1955, no estado de 

São Paulo, porém tem sua ocorrência relatada em todo o mundo, 

principalmente, porque é facilmente transmitida por sementes, além de 

diversas espécies de pulgões, como Myzuz persicae, Acyrthosiphon dirhodum, 

Hysteroneura setariae, Schizaphis graminum, Rhopalosiphum maydis. É 

importante observar que no Brasil não há pulgões infestando soja. A 

transmissão ocorre através de picadas de prova, de pulgões alados, com 

pousos casuais sobre plantas infectadas, o que termina por disseminar o vírus 

de plantas infectadas para plantas sadias (ALMEIDA, 2000). 

As plantas infectadas pelo mosaico comum da soja podem apresentar 

redução do rendimento de até 70% dependendo da cultivar. No Brasil, a 

importância desta virose tem diminuído com o passar do tempo, a partir do 

surgimento de cultivares resistentes. Foi constatado que nos estados do Sul o 

controle biológico dos afídeos vetores desta virose tem reduzido à 

disseminação deste vírus (ALMEIDA et al., 1997).  

As plantas infectadas apresentam encarquilhamento e deformação dos 

trifólios, com algumas bolhas e apresentando áreas verde-claras e verde-

escuras distribuídas irregularmente sobre o limbo foliar. Dependendo do 

isolado viral e do cultivar infectado, podem ser observadas lesões escuras nas 
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vagens. Em plantas infectadas até os 40 dias, as plantas podem apresentar 

redução do tamanho, tendo menor produtividade, consequentemente. Além 

disso, a maturação é atrasada e é comum encontrar plantas verdes entre 

plantas já amadurecidas (ALMEIDA et al., 1997).  

Descrita pela primeira vez nos Estados Unidos (1946) a queima do 

broto da soja é causada pela infecção do vírus da mancha anelar do fumo, 

Tobacco ringspot virus (TRSV). No Brasil, sintomas similares foram observados 

em plantas de soja sendo decorrentes da infecção pelo vírus da necrose 

branca do fumo, Tobacco streak virus (TSV), atualmente, existe há descrição 

de outros vírus causadores de sintomas semelhantes. Este vírus pertence ao 

gênero Ilarvirus, família Bromoviridae (ALMEIDA et al.,1997). 

Os danos causados à soja são variáveis e dependentes das condições 

climáticas (especialmente chuvas), bem como do local onde se instala a cultura 

da soja. Em algumas localidades do estado do Paraná, a soja ficou 

inviabilizada, pois os prejuízos eram totais. Em outras áreas foram observados 

que em anos secos ou quando as chuvas ocorrem em períodos bastante 

espaçados, existe o aparecimento de doenças (ALMEIDA, 2000).  

Esta virose é transmitida por tripes do gênero Frankliniella, já nos 

Estados Unidos as espécies F. schultzei e Trips tabaci foram citadas como 

vetores. No estado do Paraná, as espécies Frankliniella sp. são facilmente 

encontradas a campo. O vírus causador da queima do broto da soja também é 

transmitido pelo pólen aderido ao aparelho bucal dos tripes, adultos ou larvas, 

em plantas de Chenopodium amaranticolor. No Paraná, em áreas onde a 

doença é endêmica, foi observada a ocorrência de uma hospedeira do vírus, 

conhecida por cravorana (Ambrosia polystachya), outras espécies vegetais 

naturalmente infectadas são o algodão, tomate, girassol, picão, amendoim, 

Crotalaria sp. e fumo. (ALMEIDA, 2000). 

A doença conhecida como mosaico cálico da soja ocorre pela infecção 

da planta pelo Alfafa mosaic virus (AMV). Embora detectado inicialmente nos 

Estados Unidos ocorrendo em alfafa, sua ocorrência natural em soja sucedeu-

se tempo depois no Brasil, mais exatamente no estado do Paraná, aparecendo 

a campo em baixa intensidade (ALMEIDA et al.,1997). 
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Este vírus é transmitido por sementes de soja infectadas. As plântulas 

infectadas apresentam folhas primárias com áreas amarelas, nas folhas 

trifolioladas os sintomas variam de estrias amarelas até intensa clorose 

internerval ou clorose das bordas do trifólio, podendo sugerir fitotoxicidade ou 

até deficiência nutricional. A transmissão ocorre por várias espécies de afídeos 

de maneira não persistente. A transmissibilidade por sementes é uma 

característica importante na disseminação desta doença. Além da alfafa e soja, 

o vírus causador do mosaico cálico da soja pode infectar outras espécies como 

feijão, batata, tomate, ervilha e fumo, além de Chenopodium amaranticolor, C. 

quinoa (ALMEIDA, 2000). 

Vale ressaltar que a transmissão por sementes produzidas em plantas 

infectadas é uma importante fonte de disseminação do vírus. Normalmente o 

vírus do mosaico cálico da soja causa pouca redução no desenvolvimento da 

planta. Em determinados casos, onde ocorrem plantas infectadas de forma 

experimental, as plantas exibem sintomas severos, seguida de uma 

recuperação e voltando mais tarde a exibir os sintomas de intenso mosaico 

amarelo (ALMEIDA, 2000). 

Assim como o feijoeiro, a soja pode ser infectada pelo BRMV, nesse 

caso a doença é conhecida como mosaico rugoso ou mosaico em desenho. As 

plantas infectadas apresentam sintomas de mosaico severo, com leve 

encarquilhamento das folhas, às vezes apresentam formação de bolhas verde-

escuras circundadas por áreas verde-claras, levemente translúcidas (ALMEIDA 

et al., 1997).  

Um interessante fato observado em plantas de soja infectadas com 

este vírus foi o aparecimento de sementes manchadas, semelhantes às 

induzidas pela infecção da planta pelo mosaico comum da soja. Também tem 

sido descrito na América Central e nos EUA, recebendo a denominação de 

vírus do mosaico rugoso do feijoeiro, pertencente ao grupo dos comovirus 

(ALMEIDA, 2000).  

No Brasil o BRMV é transmitido por Cerotoma arcuata e Diabrotica 

speciosa. Há ainda a transmissão por C. ruficornis, Diabrotica balteata e D. 

adelpha. Entretanto, não se constatou a sua transmissão por sementes de 
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feijão. A ocorrência desta virose em soja pode gerar grandes perdas, 

dependendo do cultivar. Quando sucede em infecções mistas com outros vírus, 

como por exemplo, o mosaico comum da soja, pode ocorrer sinergismo, em 

alguns cultivares, o que pode acarretar em perdas de até 26% na produtividade 

(ALMEIDA et al., 1997; ALMEIDA, 2000). 

 

 

2.3   Família Secoviridae e Gênero Comovirus   

 

 

A criação da ordem Picornavirales reformulou a taxonomia de um 

grande grupo de vírus, anteriormente descritos como ‘picorna-like viruses’.  

Este grupo apresenta vírus com genoma monopartido ou bipartido e com 

organização genomica muito conservada (LE GALL et al., 2008). 

O gênero Comovirus está incluído na subfamília Comovirinae da nova 

família Secoviridae (SANFAÇON et al., 2009). Os vírus da subfamília 

Comovirinae possuem propriedades similares com os Picornavirales, que 

infectam insetos e animais vertebrados, constituindo um grupo diversificado, 

que inclui uma grande variedade de vírus. A maquinaria genética de todos 

estes vírus codifica essencialmente um mesmo bloco de replicação de genes, 

utilizando mecanismos semelhantes, ligados à expressão gênica. Com base na 

análise filogenética envolvida na replicação viral, foram encontradas 

semelhanças que correlacionam estes vírus evolutivamente (ARGOS et al., 

1984; GOLDBACH, 1987; KOONIN e DOLJA, 1993; LE GALL et al., 2005). 

Estes vírus apresentam características em comuns, como uma proteína 

viral (VPg) covalentemente ligada à região 5’ - terminal do RNA. Vírus da 

família Sequiviridae podem apresentar genoma monopartido ou bipartido; os 

membros do gênero Comovirus possuem genoma dividido em dois 

componentes de RNA (KARASEV et al.,  2001). 

Dentre os vírus, os que apresentam RNA senso positivo, são os mais 

estudados devido ao fato de apresentarem características genéticas comuns 

entre si. Além da presença da proteína VPg, que está envolvida na replicação 
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do genoma viral, principalmente nas fases iniciais, são ainda codificados três 

importantes blocos de genes estruturais, como o bloco P1 codificador de dois 

blocos estruturais, VP1-VP4, que codificam proteínas do capsídeo e dois 

blocos de genes não estruturais, P2 e P3, associados na codificação de 

proteínas envolvidas no processo de replicação, como a helicase, VPg, 

protease e a RdRp (RNA polimerase dependente de RNA) (KOONIN e DOLJA, 

1993).  

A RdRp é uma proteína essencial na replicação viral e tem sido 

observado que a região genômica codificadora desta enzima é altamente 

conservada entre todos os vírus de RNA senso positivo, portanto análises 

filogenéticas dessa região genômica são utilizadas em estudos de taxonomia 

evolutiva dos vírus de RNA (KOONIN e DOLJA, 1993; BUCK, 1996; 

RUECKERT e WIMMER, 1984).  

Os Comovirus pertencem à subfamília Comovirinae da família 

Secoviridae (SANFAÇON et al., 2009) em que também estão presentes os 

gêneros Nepovirus e Fabavirus, ambos divididos de acordo com o tipo de 

inseto vetor e relação sorológica. Os comovírus têm seu genoma dividido em 

duas moléculas de RNA de fita simples, de senso positivo, designados de 

RNA1 e RNA2 que são encapsulados separadamente em partículas 

icosaédricas com 28 a 30nm de diâmetro. O RNA 1 apresenta 5.900 

nucleotídeos (n), enquanto que o RNA 2 apresenta aproximadamente 3.500 

nucleotídeos. Os RNAs apresentam ainda uma VPg ligada covalentemente à 

região 5' e uma cauda poli-A na sua região 3' (CHEN e BRUENING, 1992b). 

O RNA 2 produz duas poliproteínas com iguais extremidades 

carboxílicas, resultantes da tradução de sua própria ORF (Open Reading 

Frame - fase aberta de leitura) a partir de dois códons iniciadores na mesma 

fase. Uma delas é a proteína 24K que é a única com atividade de protease, 

sendo esta sintetizada pelo RNA 1, responsável pelo processamento de ambas 

as proteínas. Por sua vez, a proteína 87K possui atividade de RNA polimerase 

dependente de RNA, e a proteína 58K possui atividade de helicase e 

possivelmente apresenta a função de âncora, para manter o complexo 

replicativo associado à membrana plasmática da célula. A VPg funciona como 
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iniciador da replicação do RNA, a protease 24K é vista como essencial para a 

replicação porque catalisa a proteólise que libera a VPg da poliproteína de 84 

kDa, processo que aparentemente pode ocorrer durante a replicação do RNA 

(CHEN e BRUENING, 1992a e b; POUWELS et al., 2002).  

O RNA1 apresenta autonomia de replicação, porém os vírions 

completos são formados apenas na presença do RNA 2, que codifica as duas 

proteínas capsidiais (37K e 23K). O RNA 2 codifica as proteínas 58K e 48K, 

que com a mesma extremidade carboxílica estão envolvidas no movimento 

intracelular dos comovírus. Estudos ligados ao vírus do mosaico do caupi 

(CPMV), espécie tipo do gênero Comovirus, revelaram que todos os RNAs 

possuem uma ORF, sendo esta traduzida como uma única poliproteína. A ORF 

do RNA1 codifica proteínas que estão envolvidas na replicação, enquanto que 

o RNA2 codifica proteínas estruturais e proteínas requeridas para o movimento 

célula-a-célula. Tais proteínas formam túbulos que ligam as células infectadas 

de forma contígua, por onde passam os vírions. Sendo o RNA1 e o RNA 2 

necessários para a infecção sistêmica da planta hospedeira (CHEN e 

BRUENING, 1992a e b; POUWELS et al., 2002). 

O genoma de diversos comovírus já foi sequenciado, e as sequências 

completas de ambos os RNAs estão disponíveis, como é o caso dos isolados 

de BPMV (U70866 e M62738) (DI et al., 1999; MACFARLANE et al., 1991), 

CPSMV (M83830 e M83309) (CAMPBELL e TOCHIHARA, 1969; CHEN e 

BRUENING, 1992a, 1992b), Squash mosaic virus (SqMV) (AB054688 e 

AF059533) (HAUDENSHIELD e PALUKAITIS, 1998; HAN et al., 2002) (Figura 

01). 

 



15 
 

 

Figura 01 - Organização do genoma de um comovírus, representada através do 
genoma de um isolado japonês de Radish mosaic virus, segundo Komatsu et 
al. (2007). 

 

 

O processo de replicação dos vírus de RNA é muito dependente da 

eficiente produção da RNA polimerase (RdRp) pela célula hospedeira, deste 

modo, espera-se que esta região genômica não sofra grandes modificações na 

sua sequência, apresentando-se muito conservada no genoma das diferentes 

espécies de um mesmo gênero de vírus (KOONIN e DOLJA, 1993). 

Em 1991, Koonin, alinhando 46 sequências de 30 grupos de vírus, 

observou 380 posições consideradas semelhantes entre os vírus estudados, o 

que inclui oito “motifs” distintos de aminoácidos (Motif = resíduos conservados 

entre sequências alinhadas) nas sequências correspondentes à RdRp dos 

vírus de RNA senso positivo analisados. Os motifs IV a VII foram descritos 

anteriormente por Koonin et al. (1989). O motif VI que apresenta a tríade de 

aminoácidos GDD (glicina, aspartato, aspartato) é o mais conservado e 

presume-se que o mesmo esteja envolvido com a atividade catalítica da RNA 

polimerase (WANG et al., 2007), sendo portanto de extrema importância 

também para identificação de membros da família Secoviridae (KAMER e 

ARGOS, 1984; (SANFAÇON et al., 2009)). 
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Dentro dos comovírus a RdRp é a região mais conservada codificada 

pelo RNA1; devido a essa característica, a sequência é muito utilizada como 

critério de diferenciação entre os comovírus, com isso, árvores filogenéticas 

são construídas com base nas análises comparativas destas sequências, 

fornecendo informações capazes de agrupar vírus de acordo com suas 

semelhanças genéticas. Através de estudos comparativos das sequências de 

aminoácidos, e com base em árvores filogenéticas construída através da 

análise das sequências de aminoácido correspondente a RdRp, algumas 

semelhanças foram constatadas entre BPMV, CPMV e Red clover mottle virus 

(RCMV) reunindo-os no mesmo grupo, no qual o CPSMV e SqMV estavam 

intimamente relacionados, enquanto Radish mosaic virus (RaMV) e Andean 

potato mottle virus (APMoV) estavam distantemente relacionados (KOMATSU 

et al., 2007). 

Estudos comparativos das sequências de RdRp podem fornecer 

informações que correlacionam à proximidade genética com vírus de mesma 

hospedeira, assim como existe a diferenciação entre comovírus que infectam 

exclusivamente leguminosas (BPMV, CPMV, CPSMV e RCMV) e comovírus 

que infectam hospedeiras não leguminosas (RaMV, SqMV e APMoV) 

(KOMATSU et al., 2007). 

A análise da sequência codificadora da RdRp pode fornecer base para 

a revisão da classificação taxonômica e filogenética dos vírus RNA senso 

positivo e, por esse motivo, tem sido usada para reconstruir relações evolutivas 

entre os vírus (KOONIN, 1991; BUCK, 1996; HATAYA et al., 2000; KARASEV, 

2000).  

Uma longa e única ORF, semelhante a do CPSMV, está presente em 

todos os genomas de comovírus. A análise de alinhamentos de várias 

sequências correspondentes à codificação de poliproteínas revelou tais 

semelhanças, o que pode ser muito importante para estudos de caracterização 

taxonômica de novos comovírus (CHEN e BRUENING, 1992a, 1992b; DI e 

GHABRIAL, 1999). 

A gama de hospedeiras dos comovírus é bastante restrita, 

aproximadamente 11 dos 15 membros do gênero infectam apenas espécies 
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vegetais da família Fabaceae. Quatro dos cinco comovírus para o qual a 

completa sequência nucleotídica de ambos os RNAs já foi determinada, 

apresentam estreita gama de hospedeiras, limitando-se apenas a leguminosas. 

Entretanto vários outros comovírus, incluindo o APMoV, RaMV e SqMV, 

infectam naturalmente plantas hospedeiras não-leguminosas. O RaMV e o 

Turnip ringspot virus (TuRSV), até o momento são os únicos comovírus 

conhecidos infectando crucíferas (KOMATSU et al., 2007; RAJAKARUNA et al., 

2007). 

 

 

2.4   Bean rugose mosaic virus 

 

 

O primeiro relato da ocorrência de BRMV infectando plantas de feijão 

foi realizado na Costa Rica (GÁMEZ, 1972; 1982) e em seguida, foi reportada 

sua ocorrência na Guatemala (CARTÍN, 1973), em El Salvador (GÁLVEZ et al., 

1977), no Brasil (LIN et al., 1981), na Colômbia (ACOSTA et al., 1986), 

Honduras e Nicarágua (GÁMEZ, 1977). 

No Brasil este vírus foi relatado ocorrendo primeiramente em lavouras 

de feijão no estado de São Paulo e descrita como mosaico-em-desenho do 

feijoeiro, apresentando sintomatologia similar à induzida pela infecção com 

BRMV em plantas de feijão (CAMARGO et al., 1969), posteriormente a 

ocorrência desta virose foi observada no Distrito Federal (KITAJIMA et al., 

1980), no estado do Paraná (BIANCHINI et al., 1985), em Minas Gerais e 

Goiás (ANJOS et al., 1986). O agente etiológico desta doença foi então 

denominado "vírus do mosaico-em-desenho do feijoeiro", e posteriormente, 

com base no agrupamento dos comovírus em cinco serogrupos (FULTON e 

SCOTT, 1977), propuseram a inclusão do "vírus do mosaico-em-desenho do 

feijoeiro" no serogrupo do BRMV, sendo então considerada uma estirpe desse 

vírus (LIN et al., 1981). 

A infecção por BRMV induz a sintomas de mosaico intenso, 

rugosidade, deformação das folhas e vagens, em casos mais graves provoca 
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bolhas nas folhas, nanismo da planta e faixas verdes escuras nas nervuras. 

Este vírus possui uma gama de hospedeiras restrita, infectando as espécies 

Phaseolus vulgaris, Vicia faba e Chenopodium amaranticolor (GAMEZ, 1972, 

1982). Em Chenopodium quinoa apresenta lesões cloróticas nas folhas 

inoculadas. Em C. amaranticolor as lesões encontradas são do tipo necróticas 

e sem infecção sistêmica (GÁMEZ, 1982).  

Em plantas de soja os sintomas encontrados variam de acordo com a 

cultivar infectada, geralmente são encontrados além dos sintomas de mosaico, 

algumas bolhosidades e encrespamento das folhas, tendo também uma 

redução no porte da planta infectada (CUPERTINO, 1987). O mosaico é o 

sintoma característico desta doença. Entretanto, sintomas como bolhosidade, 

deformação foliar, lesões locais cloróticas, necróticas e também necrose de 

nervuras, podem ser observados em diversas cultivares de feijão. Já a queima 

do topo pode ocorrer em feijoeiros das cultivares ‘Rico baio 1014’ e ‘Rico 23’ 

(ANJOS et al., 1994; COSTA, 1983). 

A transmissão natural do BRMV é realizada por besouros 

Chrysomelidae. Os insetos vetores mais comuns são os dos gêneros Cerotoma 

e Diabrotica, tendo as espécies C. arcuata e C. ruficornis a transmissão mais 

eficiente (COSTA et al., 1981; FULTON e SCOOTT, 1977; FULTON et al., 

1980; MARTINS et al., 1994). Este vírus não apresenta transmissão via 

semente, tanto em feijão como em soja, mas é facilmente transmitido 

mecanicamente via extrato vegetal tamponado (GALVEZ et al., 1977; GAMEZ, 

1972; MARTINS et al., 1994; SPERANDIO, 1982). 

Estudos de microscopia eletrônica de tecidos foliares de feijoeiros 

infectados com BRMV demonstraram alta concentração viral, além de 

inclusões citoplasmáticas cristalinas nas células (CAMARGO et al., 1969, 1976; 

MUÑOZ e KITAJIMA, 1990). Através da microscopia de luz, é possível 

observar cristais densos de perfil poligonal, formados por vírions no citoplasma 

de células epidérmicas dos parênquimas, de tricomas e em células-guarda dos 

estômatos (MUÑOZ e KITAJIMA, 1990). A presença desses cristais é muito 

importante para a identificação do BRMV e sua distinção dentre os diversos 

vírus que também causam sintomas de mosaico em feijoeiro (EDWARSON e 
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CHRISTIE, 1978; MUÑOZ e KITAJIMA, 1990). Já foi relatada a presença de 

partículas parecidas com vírus dentro de vesículas ou bem próximas das 

membranas externas, esta localização pode ter alguma relação com o ciclo de 

replicação viral (ACOSTA et al., 1986). 

No Brasil, esta doença ainda não apresenta grande impacto à 

produção de feijão, por esta razão, nenhuma medida de controle tem sido 

recomendada até o momento, além do controle químico dos insetos vetores 

desta doença, que aparentemente está mantendo a incidência do BRMV em 

níveis toleráveis. Entretanto a ocorrência de BRMV em feijoeiro, sob condições 

favoráveis a doença, pode acarretar perdas consideráveis; esta virose reduz o 

rendimento da produção em diversas variedades, como o caso das variedades 

Jalo e Carioca, que apresentam perdas no rendimento de 29 a 59% e 20 a 

56%, respectivamente (SPERANDIO, 1982), sendo que o número de vagens 

por planta também pode ser afetado (COSTA, 1983). 

Quando a infecção viral ocorre mais cedo e/ou com infecção mista com 

outras viroses, é maior a redução no rendimento em grãos da cultivar (ANJOS 

et al., 1994; BIANCHINI e BERGAMIN FILHO, 1994; COSTA, 1983; MARTINS 

et al., 1994). Cultivos sucessivos, principalmente na região dos cerrados, 

podem aumentar a incidência desta doença, em razão da transmissão eficiente 

do vírus pelos insetos vetores e a presença de hospedeiros alternativos, 

facilitando a permanência dessa virose de uma safra para outra (ANJOS et al., 

1994). 

O BRMV, assim como outros vírus, pode ser identificado através de 

métodos biológicos, sorológicos e moleculares. Os métodos biológicos 

apresentam alta sensibilidade, porém não diferenciam estirpes 

taxonomicamente próximas do mesmo vírus (HULL, 2002). A sorologia é o 

método mais comum e rápido para a identificação viral, porém necessita da 

disponibilidade de antissoros, o que limita a sua utilização em alguns locais. 

Alguns testes sorológicos são muito utilizados não só na virologia como 

também em outras áreas da Ciência, como é o caso do teste ELISA - Enzyme-

linked immunosorbent assay (HOUWERS et al., 1982) e Western blot 

(AGRIOS, 2005).  



20 
 

A utilização de métodos moleculares na identificação viral tem 

aumentado consideravelmente com o passar dos tempos. O teste de RT-PCR 

("reverse transcription – polymerase chain reaction") é muito utilizado no estudo 

de vírus que apresentam genoma composto por RNA. Esta técnica utiliza 

muitas vezes de oligonucleotídeos (primers) específicos ou então degenerados, 

dependendo do estudo a ser realizado. Como realizado por Souto et al. (2002) 

quando relatou a sequência parcial de nucleotídeos de um isolado de BRMV, 

utilizando um par de oligonucleotídeos correspondentes a uma sequência 

conservada de aminoácidos, obtiveram um fragmento de 600 nucleotídeos 

correspondente ao RNA2 do BRMV, que, quando comparada com as 

sequências já depositadas no GenBank, observou-se 39% de similaridade com 

a sequência de aminoácidos do RNA 2 de CPSMV e 44% com a sequência do 

BPMV. 
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3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Este trabalho foi parcialmente realizado no Laboratório de 

Biotecnologia Vegetal da Universidade Estadual de Maringá e nos laboratórios 

de Virologia e Biotecnologia Vegetal da Embrapa - Soja em Londrina. 

 

 

3.1  Purificação e Manutenção dos Isolados Virais 

 

 

Os isolados do BRMV utilizados neste estudo foram obtidos de plantas 

de feijão que apresentavam sintomas característicos de infecção viral. Tais 

isolados foram coletados de plantas com sintomas provenientes de lavouras de 

feijão e de soja no Estado do Paraná, que já vinham sendo mantidos em casa 

de vegetação em plantas de feijão. 

A manutenção destes isolados foi realizada em plantas de feijão da 

cultivar Rio Tibagi, através da inoculação mecânica das mesmas. As plantas 

foram mantidas em casa de vegetação, algumas folhas apresentando sintomas 

foram picadas e acondicionadas em solução tamponada de fosfato de sódio a 

0,01 M e pH 7,0, mais glicerol (1:1; v/v) e mantidas em freezer, com a 

finalidade de serem utilizadas como fonte de inóculo no decorrer deste e de 

futuros trabalhos. 

 Para a purificação viral, sucessivas inoculações mecânicas com 

isolados mantidos em feijoeiro em casa de vegetação do IAPAR foram 

realizadas em plantas de feijão das cultivares Rio Tibagi e Carioca, plantas de 

sojas da cultivar Santa Rosa e também em plantas de Crotalaria spectabilis. 

Uma vez obtido sucesso na separação dos isolados do BRMV de 

feijoeiro ‘Rio Tibagi’, as plantas foram transferidas para uma casa de vegetação 

da Embrapa – Soja, onde o isolado passou a ser mantido na mesma 

hospedeira através de inoculações periódicas.  
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Outro material utilizado neste estudo foi um isolado de BRMV de soja. 

Este material vinha sendo mantido em solução tamponada com glicerol no 

laboratório de virologia vegetal da Embrapa-soja e foi utilizado nas inoculações 

de plantas de feijoeiro ‘Rio Tibagi’. Os isolados de BRMV foram mantidos 

através de inoculações periódicas em novas plantas de feijão ‘Rio Tibagi’, em 

casa de vegetação. 

 

 

3.2  Inoculações Mecânicas  

 

 

A inoculação mecânica foi realizada através da fricção do extrato de 

folhas de feijoeiro cv. Rio Tibagi infectados com BRMV, na superfície das 

folhas primárias de plantas sadias de feijão, previamente polvilhadas com 

abrasivo (carvão vegetal finamente moído), através da fricção do dedo 

indicador, com o extrato de plantas infectadas com BRMV. O inóculo foi feito 

com folhas de feijão cv. Rio Tibagi apresentando sintomas de mosaico e 

bolhosidade, maceradas em almofariz com a solução tamponada de fosfato de 

sódio a 0,01 M e pH 7,0, previamente resfriado. Logo após a aplicação do 

inóculo, as folhas foram lavadas com água corrente para evitar queima das 

folhas com o excesso de extrato e abrasivo. A inoculação foi feita quando o 

primeiro trifólio apresentava 2/3 do seu tamanho normal. Os experimentos 

foram conduzidos na Embrapa – Soja, em casa de vegetação, sem controle de 

temperatura. 

 

 

3.3 Concentrações Relativas dos Isolados Virais pel o Teste ELISA Indireto 
 

 

Para esta avaliação foi realizado um experimento em casa de 

vegetação com 55 vasos com aproximadamente 3 kg de solo adubado e 

esterilizado, contendo quatro plantas de feijão cv. Rio Tibagi por vaso. Estes 

vasos foram separados em três blocos de 16 vasos e as plantas foram 
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inoculadas quando o primeiro trifólio apresentava 2/3 do seu tamanho normal. 

As plantas do primeiro bloco foram inoculadas com BRMV isolado de feijoeiro, 

o segundo bloco teve as plantas inoculadas com BRMV isolado de soja e no 

terceiro bloco as plantas foram inoculadas com uma mistura dos dois isolados. 

A cada três dias após a inoculação, três trifólios de plantas distintas foram 

coletados. Foram realizadas seis coletas, destacando-se que a sexta e última 

coleta foi realizada quando as plantas estavam com 18 dias após a inoculação. 

Para a realização do teste ELISA indireto, retirou-se um círculo de cada 

folha, com o auxílio de um furador, obtendo três círculos, de mesmo diâmetro 

por trifólio coletado. Cada material foi macerado em tampão de cobertura pH 

9,6 obtendo solução 1: 10 (g/mL) e armazenadas a -18 °C. As amostras 

maceradas foram diluídas para a concentração de 1:20 e 1:200, 100µl de cada 

amostra foi colocado nos orifícios da placa. A placa contendo as amostras foi 

incubada a 4 °C, por 16 horas e mantida dentro de u m recipiente fechado e 

umedecido. Após este período, a solução foi retirada da placa e esta lavada por 

três vezes com solução tampão PBS-Tween (phosphate-buffered saline-

Tween). Aplicou-se na placa a imunoglobulina G (IgG), produzida na Embrapa 

Soja, na concentração de 1:200, incubada a 37 °C du rante 2 horas. Após a 

incubação a placa foi novamente lavada três vezes com PBS-Tween, 

adicionando-se em cada orifício da placa 100µl de solução de antissoro anti-

IgG (AntipRabbit IgG (Whole Molecule-SIGMA ®)) na concentração de 1:8000, 

incubando-se a 37 °C por 2 horas. Em seguida adicio nou-se 100µl de substrato 

p-nitrofenilfostato (1g/mL). Após 30 minutos a leitura da placa foi efetuada em 

leitora automática de ELISA (Microplate Reader – Model 3550UV/BIO-RAD®) 

em absorbância de 405 nm, segundo protocolos de Almeida et al. (2001). 

 

 

3.4  Purificações dos Isolados de Bean rugose mosaic virus 

 

 

A purificação dos isolados em estudo foi realizada através do método 

de purificação de vírus segundo Sperandio (1982). Aproximadamente 100g de 
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folhas de feijoeiro cv. Rio Tibagi previamente infectadas foram trituradas em 

liquidificador com a solução tampão fosfato de sódio 0,1M, pH 7,2 (1g/2 mL) 

com 1% de sulfito de sódio e 0,01M de EDTA. O material foi então filtrado em 

gaze duplo, ao filtrado foi adicionado 25% do volume inicial de clorofórmio e 

25% do volume inicial de butanol, durante agitação por 10 minutos. Em seguida 

o material foi centrifugado por 10 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante foi 

recolhido e acrescido de 8% do volume de PEG 6000 e agitado por 1 hora em 

câmara fria (10 °C). Após agitação o material com P EG foi então centrifugado 

por 15 minutos a 11.000 rpm e o sobrenadante descartado. O precipitado foi 

ressuspendido em 20% do volume inicial de tampão fosfato de sódio 0,1M, pH 

7,2, permanecendo em agitação por uma noite em câmara fria (10 °C). O 

material foi então centrifugado a 43.000 rpm durante duas horas, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 200µl de 

tampão fosfato de sódio 0,01M e pH 7,2; após este processo o precipitado 

permaneceu em repouso durante uma noite a 4 °C. O m aterial teve o volume 

completado para 10 mL e realizado uma almofada de sacarose 40%, 

centrifugado a 48.000 rpm durante duas horas e trinta minutos. O precipitado 

foi ressuspendido em 500µl em água esterilizada e centrifugado a 1000 rpm 

por 15 minutos. O sobrenadante da etapa anterior foi coletado e utilizado em 

colchão de sacarose 20% congelado, posteriormente centrifugado a 38.000 

rpm durante 90 minutos, a leitura do RNA foi realizada através do fracionador 

ISCO, com luz ultravioleta (254 nm). 

 

 

3.5  Caracterização Molecular dos Isolados 

 

 

3.5.1  Extração do RNA Total 

 

 

A extração do RNA total foi realizada através de dois métodos. No 

primeiro método utilizou-se Trizol (Invitrogen), que consiste numa etapa de 

homogeneização elaborada a partir da maceração em nitrogênio líquido de 50 
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a 100 mg de tecido foliar de feijoeiro, infectados com os isolados virais 

provenientes de feijão e soja, em um microtubo, com adição de 1 mL de Trizol, 

seguido de agitação manual. 

Após a adição do reagente Trizol as amostras foram incubadas por 5 

minutos a temperatura de 15 a 30 ºC. Para a purificação da amostra foi 

adicionado 200 µL de clorofórmio (0,2 mL de clorofórmio por mL de Trizol). As 

amostras foram agitadas manualmente e incubadas à temperatura de 15 a 30 

ºC por 3 minutos. Ao término da incubação, as amostras foram centrifugadas a 

8000 rpm, à temperatura de 5 ºC, durante 15 minutos, o que possibilitou ao 

final desta etapa, observarmos 3 fases distintas. O sobrenadante foi então 

recuperado e transferido para um novo tubo, para precipitar o RNA foram 

adicionados 500L de álcool isopropílico, cada tubo foi incubado por 10 minutos 

a temperatura ambiente. Terminado o período de incubação, as amostras 

foram centrifugadas durante 10 minutos, a temperatura de 5 ºC, a 8000 rpm. 

O sobrenadante foi descartado e o RNA precipitado ao fundo do tubo 

foi lavado com 1000 µL de etanol a 75%, misturado rapidamente em um 

agitador do tipo vortex. Os tubos foram centrifugados a 8000 rpm, a 

temperatura de 5 ºC, durante 5 minutos. O sobrenadandte foi descartado 

obtendo-se o pellet de RNA que foi seco e dissolvido com 45 µl de H2O-DEPC. 

Depois de dissolvido, o RNA Total (RNA vegetal e viral) foi utilizado 

imediatamente nas reações de RT-PCR e o RNA total restante foi armazenado 

a -80 ºC. 

O segundo método utilizado para a extração de RNA Total foi a 

combinação do kit de extração RNeasy System (Qiagen) com o protocolo 

anterior (Trizol), quando 100 mg de folhas feijão, apresentando sintomas típicos 

da infecção por BRMV, foram trituradas em nitrogênio líquido. 

Aproximadamente 75 mg deste preparado foram depositados em um microtubo 

de 1,5 mL, sendo adicionado, posteriormente, 1 mL de Trizol, seguido de uma 

vigorosa homogeneização durante 2 minutos, em um agitador do tipo “Vortex”. 

O material resultante foi centrifugado a 12.000 rpm, durante 10 minutos, sendo 

a fase líquida superior transferida para um novo tubo, no qual foram 

adicionados 200 µL de clorofórmio e seguido novamente por centrifugação a 
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12.000 rpm, por 10 minutos. A fase aquosa superior formada nessa etapa foi 

recolhida para um novo tubo, adicionando-se 200 µl de Etanol a 100% e 

homogeneizando-a com o auxílio de uma pipeta; essa mistura final foi, então, 

depositada na coluna de cor ROSA do Kit RNeasy e centrifugada por 15-25 

seg, a 8.000 rpm. O filtrado resultante foi descartado.  

À mesma coluna (cor rosa), adicionou-se 700 µl de “Washing Buffer” 

RW1, que foi centrifugada por 15-25 segundos, a 10.000 rpm, descartando-se 

o filtrado desse processo. A essa coluna, novamente, adicionou-se 500 µl do 

“Wash Buffer” RPE, centrifugado por 2 minutos, a 10.000 rpm, repetindo-se 

essa etapa duas vezes. Após estes procedimentos, a coluna foi depositada 

sobre um novo microtubo e, ao centro da coluna, foi adicionado 45 µl de água 

DEPC, seguido de centrifugação por 1 minuto, a 10.000 rpm, para diluir o RNA. 

O RNA total foi utilizado nas reações de RT-PCR seguintes. 

 

 

3.5.2   Reações de Transcrição Reversa (RT–PCR) 

 

 

Para as reações de transcrição reversa do RNA viral em cDNA, foram 

testados alguns protocolos para se determinar qual destes melhor atenderia às 

nossas necessidades.  

O primeiro protocolo utilizado foi o descrito por Yang e Mirkov (1997), 

com modificações; os reagentes foram adicionados em um tubo de 

microcentrífuga de 200 µl, na seguinte ordem: 4 µL do RNA Total, 4 µL do 

oligonucleotídeos (Primers) iniciador hexâmeros randômico (pd(N)6 – 

INVITROGENTM), 2 µL dNTP mix (10 mM) e 3 µl de DEPC H2O. Os tubos 

contendo o mix descrito acima foram levados ao termociclador e incubados a 

65 ºC, por 5 minutos, e, em seguida, resfriados no gelo por 1 minuto e, então, 

adicionado a cada reação 4 µL do tampão de reação 5X RT Buffer (0,5 M Tris-

HCL; 0,7 M KCL; 0,1 M MgCl2 pH 8,0), 4 µL de MgCl2 (25 mM), 2 µL 

dithiothreitol (DTT 0,1 M) e 1 µL de RNase out. Estes reagentes foram 
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levemente homogeneizados, centrifugados brevemente e incubados a 25 ºC, 

por 2 minutos. Foi acrescido 1 µL da enzima transcriptase reversa (M-MLV-

INVITROGENTM) aos reagentes, que foram incubados a 25 ºC, por 10 minutos, 

seguido de incubação a 42 ºC, por 50 minutos. O cDNA produzido nesta 

reação foi armazenado a -80 ºC para a utilização nas reações em cadeia da 

polimerase (PCR). 

O segundo protocolo foi realizado testando dois Primers, um oligoDT e 

primers hexâmeros randômicos. Ambos obedecendo a seguinte ordem, 

primeiramente 3 µL do RNA Total, 2 µL do Primer iniciador e 3 µL de DEPC 

H2O foram depositados em tubos de microcentrífuga, levados ao termociclador 

e aquecidos a 80 °C durante 3 minutos e em seguida,  resfriados no gelo, sendo 

adicionado à reação 4 µL do tampão de reação 5X RT Buffer (0,5 M Tris-HCL; 

0,7 M KCL; 0,1 M MgCl2 pH 8,0), 4 µL de MgCl2 (25 mM), 2  µL de dithiothreitol 

(DTT 0,1 M), 2 µL dNTP mix (10 mM), 1 µL de RNase out e 1 µL da enzima 

transcriptase reversa (M-MLV-INVITROGENTM). Estes reagentes foram 

levemente homogeneizados, centrifugados e incubados 65 ºC, por 60 minutos, 

sendo o cDNA armazenado a -80 ºC. 

Foi testada uma reação de transcrição reversa, utilizando 10 µL do 

RNA Total, 2 µL do Primer iniciador (oligoDT) aquecido em termociclador a 80 

°C durante 3 minutos e, em seguida, resfriados no g elo. Foi acrescentado à 

reação um mix de reagentes elaborado com 6 µL do tampão de reação 5X RT 

Buffer (0,5 M Tris-HCL; 0,7 M KCL; 0,1 M MgCl2 pH 8,0), 1 µL dNTP mix (10 

mM), 2  µL dithiothreitol (DTT 0,1 M), 1 µL da enzima transcriptase reversa (M-

MLV-INVITROGENTM) e 6 µL de DEPC H2O, que foram incubados a 37 ºC, por 

1 hora, seguido de incubação a 65 ºC, por 10 minutos. O cDNA gerado nesta 

reação também foi armazenado a -80 ºC para a utilização nas reações de PCR. 
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3.5.3  Reações de Semi-Nested RT-PCR 

 

 

Para a realização desta etapa, foi utilizado como base o protocolo 

proposto por Maliogka et al. (2004) utilizado na identificação de diferentes 

espécies virais pertencentes à família Secoviridae. 

Tabela 01 – Sequências de Primers degenerados sugerida por Maliogka et al. 
(2004) usado na identificação de isolados virais dos gêneros Nepovirus, 
Comovirus e Fabavirus (Secoviridae). 

PRIMERS SEQUÊNCIAS 

ComF1 5'-ACIWSIGARGGITWYCC-3' 

ComR2 5'-AVRTTRTCRTCICCRTA-3' 

ComNeF3 5'-TACGWSGGARGGGTWYCC-3' 

ComNeR4 5'-ARRTTRTCRTCGCCRTAIAC-3' 

ComNeR5 5'-AVRTTRTCRTCGCCRTAIGT-3' 

W = A + T; S = G + C; R = A + G; Y = C + T; V = G + A + C; I = Ensina. 

 

 

Inicialmente foi realizada uma reação de PCR utilizando 5 µL do cDNA 

obtido na etapa anterior, 2 µL do tampão da reação 10X PCR-Buffer (0,5 M 

Tris-HCL; 0,7 M KCL; 0,1 M MgCl2 pH 8,0); 0,6 µL MgCl2 (25 mM); 1,6 µL 

dNTP mix (10 mM); 1 µL de DMSO 5% (dimetilsulfóxido); 3 µL dos Primers 

ComF1 e ComR2; 0,3 µL da enzima Taq DNA polimerase e 5,5 µL de DEPC 

H2O. As reações permaneceram no termociclador previamente programado 

para 1 ciclo de 94 ºC (2 minutos), 5 ciclos de 95 ºC (30 segundos), 40 ºC (10 

segundos), 37 ºC (5 segundos), 72 ºC (30 segundos), seguido de 35 ciclos de 

95 ºC (30 segundos), 42 ºC (30 segundos), 72 ºC (25 segundos), seguido de 

uma extensão de 72 ºC (2 minutos). 

Ao término da reação de PCR, foi então realizada uma reação de 

Semi-Nested RT-PCR com 5µL do PCR obtido na etapa anterior, 2 µL do 
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tampão da reação 10X PCR-Buffer (0,5 M Tris-HCL; 0,7 M KCL; 0,1 M MgCl2 

pH 8,0); 0,6 µL MgCl2 (25 mM); 1,6 µL dNTP mix (10 mM); 1 µL de DMSO 5% 

(dimetilsulfóxido); 3 µL dos Primers ComNeF3, ComNeR4 e ComNeR5; 0,3 µL 

da enzima Taq DNA polimerase e 2,5 µL de DEPC H2O. As reações foram 

levadas ao termociclador para um ciclo de 94 ºC (2 minutos), 3 ciclos de 95 ºC 

(30 segundos), 48 ºC (30 segundos), 72 ºC (20 segundos), seguido de 37 ciclos 

de 95 ºC (30 segundos), 50 ºC (30 segundos), 72 ºC (25 segundos), seguido de 

uma extensão de 72 ºC (2 minutos). 

Amplificações foram obtidas após a substituição do reagente DMSO 

5% como proposto no protocolo original, por 1 µL de BSA, nas reações de PCR 

e de Nested-PCR posteriores. 

Os resultados do Semi-Nested-RT-PCR foram observados em géis de 

agarose a 1%, preparados com tampão SB. A separação foi realizada por 

eletroforese horizontal com 120 volts por 1 hora, após este período os géis 

foram incubados em solução de brometo de etídio, as imagens foram 

capturadas com luz UV. O marcador utilizando foi o DNA Ladder 100 pb 

(INVITROGENTM).  

 

 

3.5.4  Purificação do material amplificado nas reaç ões de semi-nested RT-
PCR 

 

 

A purificação do material amplificado (bandas visualizadas no gel) foi 

realizada utilizando tubos de microcentrífuga de 1,5 mL pesados antes e depois 

que as bandas foram recortadas do gel. Foram então adicionados 3 µL do 

tampão GS1 por mg/gel, sendo o material aquecido a 50 ºC durante 5 minutos 

para fundir a partícula de gel onde a banda se encontrava. Uma vez que o 

material já estava dissolvido foi transferido para a coluna (kit-Purelink da 

Invitrogen), ficando em repouso por 1 minuto e centrifugado a 12.000 rpm por 1 

minuto. O filtrado foi então descartado e a coluna foi lavada com 700 µL da 

solução W9, o material permaneceu por 5 minutos a temperatura ambiente, 

seguido de uma centrifugação a 12.000 rpm por 1 minuto, novamente o filtrado 
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foi descartado. A coluna foi então submetida a uma nova centrifugação (12.000 

rpm por 1 minuto) para que pudesse secar, após este processo foi adicionado à 

coluna 20 µL de tampão TE, permanecendo em repouso por 1 minuto, para que 

o material contido na coluna pudesse ser eluído e em seguida coletado através 

de uma centrifugação a 12.000 rpm por 2 minutos. O material coletado após a 

última centrifugação foi armazenado a -20 ºC.  

Outro protocolo para a purificação das amostras amplificadas por Semi 

Nested-PCR foi realizado através da utilização do kit Ultrafree®-DA, DNA 

Extration From Agarose Gels, Range: 100-10,000pb DNA (MILLIPORE®), que 

consiste basicamente na coleta da banda a ser purificada, transferida para um 

tubo de ultracentrífuga com filtro, centrifugado a 8000 rpm durante 10 minutos. 

O material filtrado foi então armazenado a -20 ºC, para posterior utilização nos 

processos de clonagem. 

 

 

3.6  Clonagens e Sequênciamento  

 

 

3.6.1  Preparo de células eletrocompetentes de Escherichia coli   

 

 

Esta etapa teve início com a obtenção de colônias isoladas de E. coli a 

partir do estoque em glicerol. Um pré-inóculo foi estabelecido a partir de uma 

colônia bacteriana crescida durante aproximadamente 18 horas (uma noite) em 

10 ml de meio LB (Luria – Bertani) a 37 ºC, sob agitação (200 rpm). 

Com o pré-inóculo já estabelecido, 5 mL do mesmo foi adicionado a 

500 mL de meio LB e mantido a 37 ºC sob agitação (300 rpm), até atingir a 

OD600 0,5 a 0,7, lida em espectrofotômetro. As células foram mantidas no gelo 

por aproximadamente 20 minutos. Em condições assépticas as células 

bacterianas foram transferidas para tubos (250 mL) de centrífuga pré-resfriados 

no gelo. Esse material foi centrifugado a 7.500 rpm por 15 minutos a 4 ºC 

utilizando rotor Sorvall-SL250T. O sobrenadante foi então descartado e o 
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"pellet" foi ressuspendido em 500 mL de glicerol 10% gelado, sendo então 

centrifugado novamente a 7500 rpm por 15 minutos a 4 ºC, utilizando o mesmo 

rotor. O sobrenadante foi descartado e o "pellet" novamente ressuspendido em 

250 mL de glicerol 10% gelado e centrifugado nas mesmas condições da etapa 

anterior. Após a centrifugação o sobrenadante foi descartado e dessa vez o 

"pellet" foi ressuspendido em 20 mL de glicerol 10% gelado e transferido para 

tubos de 30 mL estéreis que foram centrifugados a 7200 rpm por 15 minutos, a 

4 ºC utilizando rotor Sorvall-SL50T; o sobrenadante da última centrifugação foi 

descartado e o "pellet" ressuspendido em 2 mL de glicerol 10% gelado, 

distribuídos em alíquotas em tubos de 2 mL e armazenados em ultra-freezer (-

80 ºC). 

 

 

3.6.2  Transformação e eletroporação  

 

 

Para a reação de transformação foi utilizado o kit TOPO® TA Cloning®, 

em que cada reação foi preparada com 0,5 µL de DEPC H2O; 1 µL de salt 

solution, 3,5  µL do DNA purificado e 1 µL do “TOPO”. 

Para a eletroporação, 40 µL de células eletrocompetentes foram 

homogeneizadas gentilmente em um microtubo de 1,5 mL com 2 µL do cDNA 

já ligado ao plasmídeo anteriormente e incubado em gelo por 1 minuto. As 

células e o DNA foram transferidos para uma cubeta pré-resfriada em gelo, 

previamente seca e colocado na câmara do eletroporador previamente 

calibrado para 2,5 kV, 25 µF, para pulso de 200 ou 400 ohms. A cubeta foi 

removida imediatamente do eletroporador, e adicionou-se 1 mL de meio SOC, 

em seguida esta mistura foi transferida para tubos contendo 15 mL de meio 

SOC, incubados a 37 ºC por 1 hora sob agitação (225 rpm). No período de 1 

hora em que o material ficou crescendo, placas contendo meio LB mais 

ampicilina (100 µg/placa) receberam 60 µL de IPTG/X-Gal (50 µL de IPTG 0,1M 

e 10 µL de X-Gal 50mg/mL) que foram imediatamente espalhados nas placas 

com auxílio de uma alça de vidro, as placas ficaram em repouso durante 30 
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minutos. Após o desenvolvimento bacteriano, 400 µL de cada material foram 

espalhados nas placas que já estavam previamente plaqueadas com IPTG/X-

Gal. As placas foram mantidas em estufa a 37 ºC durante uma noite, para que 

fosse possível coletarmos somente as colônias brancas, ou seja, as colônias 

que possivelmente receberam o inserto de interesse. 

 

 

3.6.3  Preparação de plasmídeos em microplacas (MIN IPREP) 

 

 

Com auxílio de um palito de dente estéril, colônias brancas foram 

inoculadas individualmente nos poços (1 mL de v/poço) da placa. A placa foi 

selada com adesivo, e o mesmo recebeu dois pequenos furos por poço, 

facilitando a aeração. A placa foi incubada a 37 ºC, 320 rpm por 22 horas. Após 

a incubação, o material foi centrifugado a 4000 rpm por 6 minutos, o adesivo foi 

então removido e o sobrenadante descartado através da inversão da placa. 

Foram adicionados 200 µL de GET (Glicose 20%; EDTA 0,5M pH 8,0; 1M Tris-

HCL pH 7,4) por poço; a placa foi novamente selada e agitada (vortex) por 2 

minutos para ressuspensão de todo o material celular contido no fundo dos 

poços, seguido de uma centrifugação de 4000 rpm por 9 minutos a 4 ºC; o 

adesivo foi retirado e o sobrenadante novamente descartado, deixando a placa 

invertida sobre o papel toalha por alguns instantes. 

Uma mistura de 6 mL de GET + 500 µL de RNAse A (10 mg/mL) foi 

preparada em um recipiente (quantidade suficiente para uma placa), então o 

material foi ressuspendido em 65 µL desta mistura (GET + RNAse), sendo 

transferido para os orifícios de uma microplaca de fundo em U. A cada poço foi 

adicionado 65 µL de NaOH 0,2N, e SDS1%. A placa foi novamente selada com 

adesivo e a homogeneização dos materiais foi realizada por inversão (10 

vezes), permanecendo em repouso durante 10 minutos à temperatura 

ambiente. Uma rápida centrifugação foi realizada para retirar toda a solução do 

adesivo. Adicionou-se a cada poço 60 µL de KOAc 3M (KOAc 5M; ácido 

acético glacial; H2O milliQ), selando a placa e invertendo-a por 10 vezes, 
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incubando o material no gelo durante 10 minutos, seguindo de uma 

centrifugação de 4000 rpm, durante 15 minutos a 4 ºC.  

Fixou-se com fita adesiva uma placa Millipore (MAGVN22) sobre uma 

microplaca de fundo em "V", verificando se os poços estavam bem alinhados. 

Foi transferido cuidadosamente 100 µL do sobrenadante, evitando-se transferir 

os resíduos celulares para a placa Millipore e após centrifugou-se por 5 

minutos, a 4000 rpm a  4 ºC, ou até todo o volume descer para a placa de 

fundo em "V". Ao final do processo a placa Millipore foi descartada e adicionou-

se 90 µL de isopropanol ao filtrado, selou-se a placa e inverteu-se a mesma por 

10 vezes, seguindo de uma centrifugação de 4000 rpm, por 45 minutos a 4 ºC. 

Após a centrifugação o sobrenadante foi descartado. A cada poço da 

microplaca foram adicionados 150 µL de etanol 70% gelado. Centrifugou-se o 

material a 4000 rpm durante 5 minutos a 4 ºC, descartando-se o sobrenadante, 

e invertendo-se a placa sobre papel absorvente por alguns minutos, a placa 

permaneceu em repouso, estando coberta com papel toalha, durante 60 

minutos à temperatura ambiente. Ao final desse processo, foram adicionados 

30 µL de H2O MilliQ autoclavada por poço; a placa foi selada e mantida “over 

night” a 4 ºC (geladeira), para que nesse período o material pudesse ser 

ressuspendido, e posteriormente armazenado a -20 ºC.  

 

 

3.6.4  PCR de sequenciamento 

 

 

As reações de sequenciamento foram realizadas em microplacas 

utilizando o kit “DNA Sequencing-Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 

ABI Prism” Versão 3.1, conforme orientação do fabricante.  
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3.6.5 Preparo das amostras e sequênciamento dos fra gmentos obtidos 
 

 

Os fragmentos foram sequenciados em um aparelho ABI3100 – 

Applied Biosystems, em sistema capilar. 

 

 

3.6.6  Análise das sequências  

 

 

Os eletroferogramas produzidos após o sequenciamentos foram 

submetidos ao pacote de programas "Phred/Phrap/Consed" (GORDON et al., 

1998) para se analisar a qualidade das sequências, visualizar o resultado 

graficamente e gerar os arquivos no formato fasta (seqüência de bases 

antecedida pelo sinal “>” e seu nome). Estes arquivos foram analisados pelo 

programa Contgen.pl e tiveram as sequências menores que 100 nucleotídeos 

com qualidade superior a 20 descartadas, para permitir maior confiabilidade 

nos resultados. Posteriormente as sequências no formato fasta foram 

submetidas ao programa BLAST - “Basic Local Alignment Search Tools” 

(ALTSCHUL et al., 1997), comparando-se as sequências obtidas com as 

sequências depositadas no banco de sequências do GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), verificando os valores de identidade, “score”, “e-

value” e alinhamento das sequências. 

As sequências de vírus da família Secoviridae depositadas no 

GenBank foram alinhadas com a sequência do BRMV obtida neste trabalho, 

através do programa ClustalX (THOMPSON et al., 1997). Para construção da 

árvore filogenética foi utilizado o algoritmo “neighbor-joining” do programa 

MEGA 4 (TAMURA et al., 2007). O alinhamento global das sequências para 

análise dos motifs foi realizado no programa CLUSTALW-2 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) utilizando a matriz PAN. 
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4  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Como resultado da purificação biológica dos vírus do feijoeiro em soja, 

Crotalaria, feijão 'Carioca', feijão 'Rio Tibagi' e também em plantas indicadoras, 

obteve-se um isolado de BRMV, o qual induz na cv. Rio Tibagi sintomas de 

mosaico intenso e rugosidade, semelhantes aos sintomas relatados por Anjos 

et al. (1994) e por Costa (1983) (Figura 02). Sintomas de bolhosidade foram 

observados em plantas de soja cv. Santa Rosa, como já relatado por Cupertino 

(1987). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 02 - Sintomas de mosaico intenso e rugosidade em folhas de feijão cv. 
Rio Tibagi induzidos pelos isolados de Bean rugose mosaic virus (BRMV) de 
feijoeiro (A) e de soja (B). 

 

 

Entre as plantas indicadoras, observaram-se sintomas de lesões locais 

cloróticas, desencadeando posteriormente lesões locais necróticas em 

Chenopodium amaranticolor (Figura 03), ao contrário do observado por 

Castillo-Urquiza et al. (2006) que verificou estes sintomas Chenopodium quino, 

quando trabalhou com um isolado de BRMV. Entretanto, ambos os sintomas 

A  B  
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mencionados estão de acordo com os dados de literatura para o BRMV 

(GAMEZ, 1982).  

 

 

 

 

 

 

Figura 03 - Sintomas em plantas de Chenopodium amaranticolor, mostrando 
lesões locais cloróticas e necróticas, induzidas pela infecção do Bean rugose 
mosaic virus (BRMV).  
 

 

4.1  Concentração Relativa de Vírus Determinada por  ELISA Indireto 

 

 

Através do teste Elisa indireto foi observado que a concentração 

relativa do isolado de soja do BRMV, mostrou-se maior que a concentração do 

isolado de feijoeiro em plantas de ‘Rio Tibagi’ inoculadas. Esperava-se que a 

taxa de replicação dos isolados fosse semelhante, entretanto as folhas de ‘Rio 

Tibagi’ inoculadas com o isolado de soja, coletadas no 6º dia, apresentaram 

maior concentração de vírus do que os materiais coletados em datas 

posteriores. 

Quando foram avaliadas as plantas de ‘Rio Tibagi’ inoculadas com o 

isolado de feijoeiro, foi observado que no 9º dia após a inoculação as plantas 

apresentaram maior concentração viral. Nas plantas de feijoeiro inoculadas 

com a mistura dos 2 isolados de BRMV foram observadas maiores 

concentrações no intervalo do 6o ao 9o dia após a inoculação, indicando que na 
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infecção mista, provavelmente a taxa individual de replicação de cada isolado 

foi mantida (Figura 04). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 04 - Concentração relativa de vírus determinada por Elisa indireto em 
plantas de feijão cv. Rio Tibagi, inoculadas com os isolados de Bean rugose 
mosaic virus de soja, de feijoeiro e infecção mista (mistura de ambos os 
isolados). 
 

 

4.2  Purificações dos Isolados de Bean rugose mosaic virus 

 

 

Com a purificação dos isolados de BRMV de soja e do feijoeiro, e 

posterior análise de fracionamento do material em gradiente de sacarose a 

20%, congelado, permitiu-se observar três picos de leitura de absorbância que 

foram correlacionados com os componentes virais de Comovirus, T= 

componente superior (T = Top component); M = componente médio (M = 

middle component); B = componente inferior (B = bottom component), assim 

como os descritos por Gamez (1982). Em geral as partículas de comovírus e 

nepovírus apresentam os três componentes, T, M e B, no qual o componente B 

apresenta uma única molécula de RNA1 e o componente M apresenta uma 

Isolados  de Bean rugose mosaic virus 

A
B
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molécula de RNA2; entretanto, o componente T não apresenta ácido nucléico, 

sendo considerado com uma partícula vazia (MURPHY et al., 1995). 

Comparando-se os resultados obtidos nos gráficos de leitura dos 

fracionamentos das preparações purificadas de ambos os isolados do BRMV 

(Figura 05), observou-se que possivelmente existe uma diferença na taxa de 

replicação de cada isolado, assim como anteriormente observado nos testes 

Elisa indireto. Entretanto, para que os resultados possam ser considerados 

conclusivos, são necessárias purificações adicionais de cada isolado, que 

deverão ser realizadas a partir de materiais inoculados e coletados em 

intervalos de tempo previamente definidos, uma vez que foram obtidas 

variações nas concentrações relativas dos componentes virais, conforme a 

purificação, sendo estes resultados semelhantes aos descritos por Acosta et al. 

(1986). 
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Figura 05 - Resultados das leituras obtidas em fracionador ISCO, absorbância 
(254 nm), de preparações purificadas em gradiente de sacarose a 20%. Os 
picos de leitura em cada gráfico foram correlacionados aos componentes virais 
de Comovirus (T = componente superior, M = componente médio, B = 
componente inferior). 1 – Bean rugose mosaic virus (BRMV) isolado de soja, 2 - 
BRMV isolado de feijoeiro e 3 - Infecção mista. 
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4.3  Caracterização Molecular dos Isolados de BRMV 

 

 

O método de extração de RNA total utilizando o kit de extração RNeasy 

System (Quiagen®) combinado com o reagente Trizol®, mostrou-se eficiente 

na obtenção de RNAs totais de qualidade, sendo portanto o método utilizado 

(Figura 6). O RNA total foi armazenado em ultra freezer (-80 ºC), para 

diminuírem os riscos de degradação rápida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 06 - Resultados de extrações de RNA Total, separados por eletroforese 
em gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etídio, utilizando a 
combinação do kit RNeasy (Qiagen®) com o reagente Trizol®. 1 e 2 - materiais 
infectados com o isolado de Bean rugose mosaic virus (BRMV) de feijoeiro; 3 e 
4 - materiais infectados com o isolado de BRMV de soja.  

 

 

Para otimizar as reações de RT-PCR foram necessários ajustes na 

metodologia descrita por Maliogka et al. (2004), alterando-se as condições das 

reações de síntese de cDNA. 

  1            2            3          4 
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As amplificações de PCR passaram a ser obtidas após a substituição 

de 5% de DMSO (dimetilsulfóxido), como proposto por Maliogka et al. (2004), 

por BSA (albumina sérica bovina). A adição de BSA contribuiu para uma maior 

homogeneidade entre as amostras e principalmente na eliminação de reações 

falhas, assim como relatado por Carvalho e Vieira (2001). 

O tamanho dos fragmentos amplificados a partir dos materiais de 

BRMV foi semelhante ao obtido por Maliogka et al. (2004) na amplificação de 

produtos de semi-nested RT-PCR de aproximadamente 737–789 pb, de uma 

região conservada (RdRp) do RNA1 de Secoviridae (Figura 07). A aplicação 

por semi-nested RT-PCR é uma solução utilizada devido à baixa eficiência nas 

amplificações com primers degenerados durante as reações de PCR inicial, 

como observado por Dovas e Katis (2003a, 2003b).   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 07 - Resultado de eletroforese em gel de agarose a 1,2%, corado com 
brometo de etídio, dos produtos da amplificação por semi-nested RT-PCR, 
utilizando primers descritos por Maliogka et al. (2004). Amplificação da região 
conservada do RNA1 de vírus da família Secoviridae. (M) - marcador molecular 
100pb; 1 e 2 – Bean rugose mosaic virus (BRMV) isolado de feijoeiro; 3 e 4 - 
controle negativo (planta sadia); 5 e 6 - BRMV isolado de soja. 
 

  

Os materiais de BRMV amplificados foram purificados, sequenciados e 

clonados. Uma vez obtidas sequências de nucleotídeos de qualidade, estas 

M      1        2      3       4       5       6 

600 pb 

700 pb 
aproximados  
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foram comparadas com as sequências depositadas no banco público 

(GenBank). 

Sequências com alto grau de similaridade foram reunidas, formando 

um pequeno contig de aproximadamente 300 nucleotídeos, que quando 

comparado com sequências depositadas no GenBank, apresentando 78% de 

similaridade com a sequência da poliproteína 1 do BPMV, gênero Comovirus, 

descrita por Gu e Ghabrial (2005).  

Considerando que o BRMV até o momento não foi completamente 

sequenciado e que apenas uma sequência parcial do RNA2 do mesmo 

encontra-se depositada no GenBank (Souto et al., 2002), as semelhanças das 

sequências dos fragmentos de RNA1 dos isolados virais de feijoeiro e soja, 

com sequência de outros comovirus depositadas no GenBank, sugerem que 

estas sequências devem pertencer à espécie BRMV. A proximidade do BRMV 

com outros comovirus, tais como o CPSMV e BPMV foram anteriormente 

relatadas por Gámez (1972) e Bruening (1978). 

Vale ressaltar que os oligonucleotídeos utilizados neste trabalho foram 

desenhados com base em uma região conservada da sequência do RNA 1 de 

17 Secoviridae, dentre estes do próprio BPMV. Entretanto, quando foram 

realizadas reações de PCR com primers específicos para BPMV (GU et al., 

2002), nenhum dos materiais correspondentes aos isolados de soja e feijão foi 

amplificado. Este resultado, somado aos resultados dos testes Elisa, comprova 

que os isolados em estudo de fato pertencem ao gênero Comovirus; resultados 

idênticos foram encontrados após a realização de novas reações de semi-

nested RT-PCR, assim como nas etapas posteriores necessárias para o 

sequenciamento.  

Nas reações de PCR inicial foram utilizados os primers ComF1 + 

ComR2, o produto desta reação foi utilizado nas reações posteriores de semi-

nested RT-PCR com os primers ComNeF3 + ComNeR4 + ComNeR5, conforme 

sugerido por Maliogka et al. (2004). Levando-se em consideração que estes 

são primers degenerados, passaram, então, a serem combinados nas reações 

subsequentes de semi-nested RT-PCR, conforme segue: 

� 1º)  ComF1 + ComNeR4;  
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� 2º) ComF1 + ComNeR5;  

� 3º) ComNeF3 + ComR2 

Estas combinações foram utilizadas em reações separadas de semi-

nested RT-PCR, nas mesmas condições que vinham sendo realizadas 

anteriormente, resultando em amplificações diferentes daquelas encontradas 

inicialmente (Figura 08). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 08 - Resultados de eletroforese em gel de agarose dos produtos da 
amplificação por semi-nested RT-PCR utilizando primers descritos por 
Maliogka et al. (2004) em diferentes combinações. (M) - marcador molecular 
100pb; 1- isolado de feijoeiro com os primers ComF1 + ComNeR4; 2 - isolado 
de Bean rugose mosaic virus (BRMV) de feijoeiro com os primers ComF1 + 
ComNeR5; 3 - isolado de BRMV de feijoeiro com os primers ComNeF3 + 
ComR2; 4 - isolado de BRMV de soja com os primers ComF1 + ComNeR4; 5 - 
isolado de BRMV de soja com os primers ComF1 + ComNeR5; 6 - isolado de 
BRMV de soja com os primers ComNeF3 + ComR2.   

 

 

As amplificações encontradas foram de aproximadamente 740 pb 

chegando algumas a mais de 1000 pb. Após o sequenciamento, foi observado 

que os materiais apresentavam similaridade com o RNA1 dos Comovirus. O 

alinhamento e a combinação destas sequências revelaram grande semelhança 

entre elas, facilitando a construção de um contig de aproximadamente 756 

nucleotídeos.  

M        1        2       3         4         5        6       M 

600pb  
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A sequência de nucleotídeos obtida, quando comparada com 

sequências de vírus do GenBank, apresentou elevada similaridade com 

sequências do RNA1 de RaMV e BPMV, apresentando identidade de 71% e 

69%, respectivamente. Desta forma confirmou-se que os produtos de semi-

nested RT-PCR amplificados correspondem a uma região genômica do BRMV 

que, até o presente momento, não havia sido relatada (Figura 09 e Figura 10).  

O contig de 756n obtido neste trabalho corresponde à região de 

domínio conservado da RdRp do RNA1 do BRMV, pois os primers utilizados 

permitem amplificar esta região conservada do RNA1 dos vírus da família 

Secoviridae, segundo Maliogka et al. (2004). 

Esta sequência foi depositada no GenBank, sob o número de acesso 

GU205154 ou gi|284807373|. Através da respectiva tradução em aminoácidos 

foi possível confirmar a presença das regiões conservadas em comovírus, 

(S/W)EG(Y/F)P; GK e (T/Y)YGDDN(V/L), utilizados por Maliogka et al. (2004) 

como base para a construção dos primers (Figura 11). 
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Figura 09 - Alinhamento da sequência correspondente a RdRp de Bean rugose 
mosaic virus (BRMV), com a sequência do RNA1 do Radish mosaic virus. A 
análise comparativa revelou similaridade de 71% entre os vírus. Alinhamento 
realizado em 11 de janeiro de 2010. 
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Figura 10 - Alinhamento da sequência correspondente a RdRp de Bean rugose 
mosaic virus (BRMV), com a sequência do RNA1 do Bean pod mottle. A 
análise comparativa revelou similaridade de 69% entre os vírus. Alinhamento 
realizado em 11 de janeiro de 2010.  
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Figura 11 - Resultado do sequenciamento dos produtos de semi-nested RT-
PCR. Sequência de 756 nucleotídeos e a respectiva tradução em aminoácidos 
da região interna conservada codificadora RdRp do RNA1 do Bean rugose 
mosaic virus (BRMV). Em destaque as sequências de aminoácidos conservada 
entre os comovírus, (S/W)EG(Y/F)P; GK e (T/Y)YGDDN(V/L), utilizadas na 
construção dos primers descritos por Maliogka et al. (2004). 
 

Foi possivel confirmar que a sequência de nucleotídeos obtidade neste 

estudo corresponde a RdRp do RNA1 do BRMV, pois a análise comparativa do 

alinhamento desta sequência com o domínio conservado da RdRp presente no 

GenBank (Cdd/cd01699) indicou alta similaridade entre estas, confirmada com 

o E-value 2e-52. Durante o alinhamento foi possível observar a similaridade de 

alguns aminoácidos conservados e a presença do motifs VI GDD, relatado por 

Koonin (1991), confirmando que a sequência de nucleotídeos encontrada neste 

estudo corresponde a região interna e conservada do domínio da RNA 

polimerase do RNA1 do BRMV (Figura 12). 
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Figura 12 - Resultado do alinhamento da sequência traduzida do fragmento de 
756pb do gene codificador da RNA polimerase do Bean rugose mosaic virus 
(BRMV) com a sequência do domínio conservado da RdRp (Cdd/cd01699), 
indica a alta similaridade entre as sequências. Em destaque o motifs VI GDD, 
região conservada em todos os vírus de RNA senso positivo (KONNIN, 1991).  

 

 

O alinhamento da sequência parcial da RNA polimerase do BRMV, 

através do método neighbor-joining com as sequências completas do RNA1, 

disponíveis no GenBank, dos Secoviridae: APMoV (gi/586232/); SqMV 

(gi/81963673/); RaMV (gi/213972515/); TuRSV (gi|260876006|); CPSMV 

(gi/549316/); BPMV (gi/81951160/); CPMV (gi/138362/); (gi/549317/); Broad 

bean wilt virus 1 - BBWV-1 (gi/38044071/); Broad bean wilt virus - BBWV-ME 

(gi/81980609/); Broad bean wilt virus 2 - BBWV-2 (gi/81980609/); Patchouli mild 

mosaic virus  - PatMMV (gi/81997058/); Blackcurrant reversion-associated virus 

- BRAV (gi/50400782/); Peach rosette mosaic virus - PRMV (gi/81920792/); 

Grapevine fanleaf virus - GFLV (gi/130392/); TRSV (gi/50401020/); Cycas 

necrotic stunt virus - CNSV (gi/50400776/); Tomato black ring virus - TBRV 

(gi/51316452/); Grapevine chrome mosaic virus – GCMV (gi/130391/), permitiu 

após análise em “bootstrap” (1000/ensaios) gerar a seguinte árvore filogenética 

(Figura 13). 

Motif  VI 

GDD 

BRMV 

RdRp 
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Figura 13 - Resultado do alinhamento da região conservada da RNA 
polimerase do BRMV (GU205154) com as sequências completas do RNA1 dos 
Secoviridae: Andean potato mottle virus - APMoV (gi/586232/); Squash mosaic 
virus - SqMV (gi/81963673/);  Radish mosaic virus – RaMV  (gi/213972515/); 
Turnip ringspot virus – TuRSV (gi|260876006|); Cowpea severe mosaic virus - 
CPSMV (gi/549316/); Bean pod mottle virus - BPMV (gi/81951160/); Cowpea 
mosaic virus - CPMV (gi/138362/); Red clover mottle virus - RCMV (gi/549317/); 
Broad bean wilt virus 1 - BBWV-1 (gi/38044071/); Broad bean wilt virus - 
BBWV-ME (gi/81980609/); Broad bean wilt virus 2 - BBWV-2 (gi/81980609/); 
Patchouli mild mosaic virus - PatMMV (gi/81997058/); Blackcurrant reversion-
associated virus - BRAV (gi/50400782/); Peach rosette mosaic virus - PRMV 
(gi/81920792/); Grapevine fanleaf virus - GFLV (gi/130392/); Tobacco ringspot 
virus - TRSV (gi/50401020/); Cycas necrotic stunt virus - CNSV (gi/50400776/); 
Tomato black ring virus - TBRV (gi/51316452/); Grapevine chrome mosaic virus 
– GCMV (gi/130391/). 
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A árvore filogenética construída com o alinhamento da sequência 

parcial do RNA1 dos isolados de BRMV e as sequências completas dos RNA1 

de 21 membros da família Secoviridae, permitiu o agrupamento em três grupos 

distintos de acordo com os respectivos gêneros, dos quais 9 foram agrupados 

no gênero Comovirus, 4 no gênero Fabavirus e 8 no gênero Nepovirus.  

O fato do processo de replicação dos vírus de RNA ser dependente da 

eficiente produção da RNA polimerase (RdRp) pela célula hospedeira, faz com 

que esta região genômica não sofra modificações na sua sequência, sendo 

então muito conservada no genoma das diferentes espécies de um mesmo 

gênero de vírus, assim como é observado nos Comovirus (KOONIN e DOLJA, 

1993). 

A RdRp, codificada pelo RNA1, é a região mais conservada nos 

Comovirus, sendo por essa razão utilizada como critério de diferenciação entre 

os membros deste gênero. A análise filogenética baseada na sequência da 

RdRp codificada pelo RNA1 do BRMV permitiu agrupá-lo como um Comovirus 

muito próximo ao BPMV, como já relatado por Gámez (1972). 

O isolado de BRMV pode ser agrupado no gênero Comovirus, 

apresentando similaridade de 79% com o BPMV, permitindo o seu 

agrupamento entre os demais comovírus que infectam leguminosas (BPMV, 

CPMV, CPSMV e RCMV), como anteriormente observado por Komatsu et al. 

(2007), que no estudo dessa região genômica, separou os Comovirus que 

infectam exclusivamente hospedeiras leguminosas dos demais membros do 

gênero que infectam outras hospedeiras não-leguminosas. 

Com base no estudo dessa mesma região genômica, o RaMV e o 

TuRSV apresentaram alta similaridade entre si, podendo haver uma possível 

correlação entre eles pelo fato de infectarem crucíferas. Todavia, o CPSMV e o 

SqMV mostraram-se intimamente relacionados, embora o SqMV infecte 

cucurbitáceas. Já o APMoV apresenta-se distantemente relacionado dos 

demais Comovirus, também notado por KOMATSU et al. (2007). 

Os primers degenerados de Maliogka et al. (2004) são 

filogeneticamente informativos para a identificação e classificação de membros 

da família Secoviridae e possivelmente de outras espécies de vírus de plantas 
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de genoma bipartido semelhantes aos Picornavirales, permitindo a obtenção de 

informações genômicas da região terminal do RNA1, a qual poderá ser 

sequenciada, como foi realizado neste trabalho, servindo posteriormente como 

ponto de partida para o sequenciamento completo do vírus.  

Vale ressaltar que estes primers haviam sido utilizados na amplificação 

por semi-nested RT-PCR de Comovirus que infectam hospedeiras não-

leguminosas, e neste trabalho pode ser demonstrada também a sua eficiência 

para amplificação genômica do BRMV do feijoeiro e soja. 

O alinhamento global da sequência de aminoácidos correspondente ao 

domínio RdRp do RNA1 do BRMV e as sequências completas do RNA1 dos 

Secoviridae APMoV, SqMV, RaMV, TuRSV, CPSMV, BPMV, CPMV, RCMV, 

BBWV-1, BBWV-ME, BBWV-2, PatMMV, BRAV, PRMV, GFLV, TRSV, CNSV, 

TBRV e GCMV, mostrou a grande similaridade entre estes vírus, confirmando 

que a sequência codificadora da RdRp fornece base para estudos filogenéticos 

de vírus RNA senso positivo, como já relado por Koonin (1991) (Figura 14 A a 

F). 
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Figura 14 - Resultado de múltiplos alinhamentos de sequências de 
aminoácidos do domínio conservado da RNA polimerase (RdRp) de espécies 
dos gêneros Comovirus, Nepovirus e Fabavirus, utilizando o programa 
ClustalW2: (A a F) Bean rugose mosaic virus - BRMV (gi|284807373|); Andean 
potato mottle virus - APMoV (gi/586232/); Squash mosaic virus - SqMV 
(gi/81963673/); Radish mosaic virus – RaMV (gi/213972515/); Turnip ringspot 
virus – TuRSV (gi|260876006|); Cowpea severe mosaic virus - CPSMV 
(gi/549316/); Bean pod mottle virus - BPMV (gi/81951160/); Cowpea mosaic 
virus - CPMV (gi/138362/); Red clover mottle virus - RCMV (gi/549317/); Broad 
bean wilt virus 1 - BBWV-1 (gi/38044071/); Broad bean wilt virus - BBWV-ME 
(gi/81980609/); Broad bean wilt virus 2 - BBWV-2 (gi/81980609/); Patchouli mild 
mosaic virus - PatMMV (gi/81997058/); Blackcurrant reversion-associated virus 

E  R                               G                 TV     N         E  L 

F  F                   YGDDN            
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- BRAV (gi/50400782/); Peach rosette mosaic virus - PRMV (gi/81920792/); 
Grapevine fanleaf virus - GFLV (gi/130392/); Tobacco ringspot virus - TRSV 
(gi/50401020/); Cycas necrotic stunt virus - CNSV (gi/50400776/); Tomato black 
ring virus - TBRV (gi/51316452/); Grapevine chrome mosaic virus – GCMV 
(gi/130391/).  

 

 

Nos múltiplos alinhamentos realizados com a sequência do domínio 

conservado da RNA polimerase do RNA1 do BRMV com as sequências 

completas do RNA1 de 21 espécies da família Secoviridae, foi possível 

detectar 37 aminoácidos conservados entre as sequências. 

Na Figura 14, quadro A, são encontrados os motifs de aminoácidos G 

(Y/F)P; GK  conservados em todas as sequências alinhadas. Estes 

aminoácidos foram destacados por Maliogka et al. (2004) por serem 

conservados e, portanto, utilizados na construção dos primers para a 

amplificação da região de domínio da RdRp do RNA1 da família Secoviridae. 

A análise dos alinhamentos múltiplos permitiu identificar novos motifs 

de aminoácidos em todas as sequências. O motif I KDE, descrito por Koonin 

(1991), foi encontrado em todas as sequências (Figura 14, quadro B), inclusive 

no BRMV. Adicionalmente foi possível identificar as tríades CDY e 

FDG(F/L)(L/M)  em todas as sequências alinhadas (Figura 14, quadro D). 

Estudos adicionais poderão apontar a função desses aminoácidos e se estas 

regiões apresentam valor taxonômico para a classificação de membros da 

família Secorividae. 

Na sequência do BRMV foi observada a presença do motif VI (GDD) 

(Figura 14, quadro F), presente na RNA polimerase de todos os vírus de RNA 

já estudados (KOONIM, 1991). 

Segundo Koonin (1991), Buck (1996), Hataya et al. (2000) e Karasev 

(2000), o estudo das sequências codificadoras das RNAs polimerases de 

diferentes vírus podem servir de base para revisões taxonômicas e 

filogenéticas dos vírus RNA senso positivo, e com isso, podem ser utilizadas na 

reconstrução evolutiva de determinados gêneros de vírus. 

Os resultados do sequenciamento parcial do RNA1 do BRMV 
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apresentados neste trabalho comprovaram a presença de regiões conservadas 

da RNA polimerase dos Comovirus, confirmando a classificação do BRMV 

como tal. As informações obtidas auxiliarão futuros trabalhos de 

sequenciamento completo do vírus, uma vez que as informações obtidas com 

esta padronização puderam complementar as informações já disponíveis, 

favorecendo os estudos taxonômicos que utilizam sequências de regiões 

genômicas. 

Diante da diversidade de vírus que afetam o feijoeiro, é imprescindível 

a identificação e caracterização das principais viroses que afetam esta cultura. 

Os resultados obtidos durante este estudo reforçam a afirmativa de que 

informações precisas sobre os vírus associados aos sintomas de mosaico no 

feijoeiro e na soja, bem como informações precisas sobre as cultivares mais 

susceptíveis, poderão contribuir para a adoção de medidas que possam 

contribuir para a maior produtividade dessas culturas no Estado do Paraná. 
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5  CONCLUSÕES 

 

 

Os isolados virais de feijoeiro e soja são estirpes do Bean rugose 

mosaic virus (BRMV). 

O BRMV apresenta as regiões conservadas da RNA polimerase, 

codificada pelo RNA1 e de valor taxonômico para a classificação dos vírus da 

família Secoviridae. 

A sequência da região 3’ do RNA1 do BRMV encontra-se depositada 

no GenBank sob o código de acesso GU205154 ou gi|284807373|. 

O sequenciamento completo do BRMV poderá contribuir para elucidar 

a posição taxonômica do BRMV como uma espécie distinta de Comovirus. 
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