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2. TÍTULO DO PROJETO: 

ESTUDO DA DIVERSIDADE BEGOMOVIRAL EM LEGUMINOSAS ORIUNDAS DA 

REGIÃO NORTE E NORDESTE DO BRASIL 

 
3. RESUMO DO RELATÓRIO 

O feijão (Phaseolus sp.) é uma cultura de grande importância socioeconômica em todo o Brasil e 

é cultivada tanto por grandes como pequenos agricultores. A cultura tem sido amplamente estudada 

no intuito de obter variedades geneticamente melhoradas para caracteres de produtividade e 

resistência ou tolerância a doenças. Dentre as principais doenças que acometem a cultura do feijão 

no Brasil estão as causadas por vírus. Os vírus relatados infectando a cultura do feijão no Brasil 

correspondem aos gêneros Begomovirus, Potyvirus, Comovirus, Carlavirus e Sobemovirus. Dentre 

os vírus pertencentes aos gêneros estudados, os begomovírus são considerados os mais importantes 

pois podem causar perdas de até 100% da produção na cultura do feijão. Além disso, os 

begomovírus infectam uma ampla gama de hospedeiros, incluindo as plantas forrageiras e 

daninhas, que podem servir como fonte de inóculo viral. Este projeto teve como objetivo o estudo 

da diversidade de begomovírus em leguminosas de importância socioeconômica, especialmente 

nas culturas de feijão comum (Phaseolus vulgaris), caupi (Vigna unguiculata) e feijão-fava 

(Phaseolus lunatus), encontradas nas regiões Norte e Nordeste                                                           



   

 

   

 

brasileiro. Portanto, este projeto visou contribuir com a agricultura Brasileira da região Nordeste e 

Norte através da diagnose, estudos moleculares e epidemiológicos de begomoviroses na cultura do 

feijão. Para tanto, duas instituições nacionais (UFRPE, UFPE) e uma instituição internacional 

(DSMZ, Coleção Alemã de Microorganismos e Culturas de Células, Alemanha) trabalharam em 

conjunto no estudo da diversidade begomoviral em leguminosas de importância socioeconômica 

visando no futuro estabelecer medidas eficazes de manejo e controle de doenças virais.



   

 

   

 

4. INTRODUÇÃO GERAL: 

4.1 Aspectos Gerais da Cultura do feijão: 

Pertencente à família das Fabáceas, o feijoeiro(2n) é uma planta anual herbácea conhecida por suas 

vagens verdes e grãos secos. De provável origem Mesoamericana, acredita-se que há cerca de mais de 

100.000 anos um ancestral comum divergiu geneticamente em duas variações distintas, a 

mesoamericana e a andina, que foram domesticadas separadamente (BITOCCHI et al., 2013). Achados 

arqueológicos indicam que o feijão foi domesticado na América do Sul e enviado para a América do 

Norte (FREITAS, 2006), e que sua chegada na Europa ocorreu nos séculos XVI e XVII, desde o início 

das expedições de Colombo (GEPTS e BLISS, 1988). É considerada a leguminosa mais importante no 

mundo para o consumo humano direto (MAPA, 2020). A cultura tem como os maiores produtores do 

mundo a Índia, Mianmar, Brasil e China, responsáveis por 60% da produção mundial do grão (FAO, 

2020). Ao mesmo tempo, os maiores importadores de feijão são Índia, Quênia e Brasil (FAO, 2020). 

Dentre as espécies de feijoeiro, a mais cultivada é a do gênero Phaseolus sendo o feijão comum 

(Phaseolus vulgaris L.) correspondente a cerca de 80% do feijão consumido no mundo. O feijão 

comum é reconhecidamente uma fonte importante de proteínas (20 a 33%) e carboidratos (cerca de 

340 cal/100g) de baixo custo, além de servir como fonte importante de ferro, fibras e vitaminas 

(CÂMARA et al., 2013; PETRY et al., 2015), sendo um constituinte primordial na dieta alimentar de 

diversos países do continente Africano e América Latina (PETRY et al., 2015). Portanto, a cultura do 

feijão é um alimento básico e essencial na alimentação brasileira, sendo a principal fonte de proteína 

vegetal para inúmeras famílias (FAO, 2007). O Brasil destaca-se como o maior produtor e consumidor 

de P. vulgaris L. do mundo (VIEIRA et al., 2006), com uma produção total de 3,1 milhões de toneladas 

na safra de 2021, dentre os quais 1,9 milhões de toneladas de feijão comum, 500 mil toneladas de 

feijão preto e 686 mil toneladas de Caupi (Vigna unguiculata L.) (CONAB, 2020). O estado de Minas 

Gerais foi o maior produtor de feijão comum cores (feijão-carioca), com



   

 

   

 

produção de 536 mil toneladas de acordo com dados da safra de 2019/2020 (CONAB, 2020). Segundo 

dados da safra de 2019/20, estimada em agosto de 2020, dentre os estados nordestinos produtores de 

feijão comum cores, ocupam a primeira posição a Bahia com 231,9 mil toneladas, seguidos por 

Pernambuco, com 62,4 mil toneladas, e Paraíba com 10,8 mil toneladas (CONAB, 2020). A região 

Nordeste embora seja a que possui a segunda maior área cultivada de feijão comum cores, ficando 

apenas atrás da região Sudeste, é ao mesmo tempo a de menor produtividade (CONAB, 2020). 

A produção de P. vulgaris L. no Nordeste é em sua maioria via a agricultura familiar onde o produtor 

é geralmente descapitalizado e carente de assistência técnica especializada para o manejo da cultura e 

controle de pragas e doenças de maneira eficiente (VIEIRA et al., 2006). No estado de Pernambuco é 

amplamente usado as cultivares BR IPA 10 para o grupo comercial preto, BRS Marfim para o grupo 

comercial mulatinho, IPA 11- Brígida e Princesa para o grupo comercial carioca (RIBEIRO e DEL 

PELOSO, 2009). O Estado concentra o polo produtivo do feijão na região Agreste, em especial nos 

municípios de Angelim, Calçado, Canhotinho, Jucati, Jupi, Jurema, Garanhuns, Lajedo, São João, 

Ibirajuba e São Bento do Una (MELO e SOUSA, 2018). A produção do feijoeiro constitui fonte de 

renda para a população de vários municípios do estado de Pernambuco, reafirmando sua importância 

socioeconômica. Portanto, este projeto visa identificar os principais agentes fitopatológicos de origem 

viral em leguminosas de importância socioeconômica visando contribuir para o desenvolvimento de 

técnicas de diagnose e manejo e controle de doenças virais. 

 
4.3 Principais Vírus que infectam a cultura do feijão 

As principais espécies virais relatadas em Phaseolus sp. no Brasil são: o Bean common mosaic virus 

(BCMV, família Potyviridae, gênero Potyvirus), Bean golden mosaic virus (BGMV, família 

Geminiviridae, gênero Begomovirus), Bean rugose mosaic virus (BRMV, família Secoviridae, gênero 

Comovirus), Cowpea mild mottle virus (CpMMV, família Betaflexiviridae, gênero Carlavirus) e 

Southern bean mosaic virus (SBMV, Família Solemoviridae, gênero Sobemovirus) (ALVES-

FREITAS et al., 2019; GARCÉS FIALLOS, 2010; SOBRINHO et al., 2014). Outras 

espécies de begomovírus reportados que infectam tanto o feijão comum quanto leguminosas não 

cultivadas em forma natural são Macroptilium yellow spot virus (MaYSV) e Sida micrantha mosaic 

virus (SimMV) (SOBRINHO et al., 2014). Além disso, segundo trabalhos recentes, foram detectadas



   

 

   

 

as espécies Phaseolus vulgaris alphaendornavirus 1, e Phaseolus vulgaris alphaendornavirus 2, 

ambos da família Endornaviridae, gênero Alphaendornavirus (ALVES-FREITAS et al., 2019). 

Dentre as espécies citadas, o BGMV é considerado como o mais importante fitopatógeno que 

infecta o feijão (Phaseolus sp.) (COSTA, 1976; FARIA; MAXWELL, 1999; GILBERTSON, 1991), 

podendo causar perdas de 40 a 100 % (MORALES, 2006). No Nordeste do Brasil, especificamente no 

estado de Alagoas, mais de seis espécies de begomovírus foram detectados em P. lunatus e P. vulgaris 

por pirosequenciamento, onde, o vírus do mosaico dourado do feijão (BGMV) foi o mais prevalente 

(90% de incidência) (WYANT et al., 2012). O BGMV pode variar geneticamente dependente de vários 

eventos de recombinação, do tipo de hospedeiro e da sua distribuição geográfica. (SOBRINHO et al., 

2014). Em 2005, o BGMV foi o vírus predominante em P. lunatus no Nordeste do Brasil, entretanto, 

em 2011, o begomovírus MaYSV também foi notificado pelo aumento de sua importância, encontrado 

infectando diversos tipos de leguminosas no estado do Alagoas (SOBRINHO et al., 2014). 

 
4.4 O gênero Begomovirus 

Os begomovírus pertencem à família Geminiviridae, uma das maiores famílias virais e que 

compreende mais de 520 espécies distribuídas em quatorze gêneros (Becurtovirus, Begomovirus, 

Capulavirus, Citlodavirus, Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Maldovirus Mastrevirus, 

Mulcrilevirus, Opunvirus, Topilevirus, Topocuvirus, Turncurtovirus) (ICTV, 2022). 

Os begomovírus são transmitidos pelo inseto vetor Bemisia tabaci (ADAMS; ANTONIW; 

BEAUDOIN, 2005; ISLAM et al., 2018; SURUTHI et al., 2018). A transmissão é em sua maioria, de 

modo circulativo não-propagativo, e inicia quando o inseto se alimenta de uma planta infectada. O 

vírus é transportado pelo intestino médio e a partir deste chega à hemolinfa, até infectar as glândulas 

salivares primárias, onde são secretados na saliva (COLVIN et al., 2006; CZOSNEK et al., 2017). A 

proteína do capsídeo (CP), no processo de transmissão é um fator fundamental e determinante na 

circulação do vírus no corpo do inseto (CZOSNEK et al., 2017). O capsídeo viral é geminado podendo 

o genoma ser monopartido (uma única molécula de DNA, DNA-A) ou bipartido (duas moléculas, 

DNA-A e DNA-B). O genoma de DNA viral é circular de fita simples (ssDNA) de aproximadamente 

2500-3000 nucleotídeos (nt) (BROWN et al., 2015; ROJAS 1993; SURUTHI et al., 2018). O DNA-A 

no sentido viral possui a ORF (Open Reading Frame) AV1/V1, que codifica para a proteína do 

capsídeo (CP) viral (CANTÚ-IRIS et al., 2019; GARDINER et al., 1988), e a AV2/V2, que é 

envolvida no movimento viral nos isolados de Velho Mundo. No sentido



   

 

   

 

complementar existem quatro ORFs. A AC1/C1 codifica a Rep, proteína iniciadora da replicação viral 

que não possui similaridade com nenhuma outra polimerase conhecida, mas possui similaridade com 

iniciadores de proteína de replicação de plasmídeos bacteriais que tem sua replicação realizada via 

círculo rolante (KOONIN; ILYINA, 1992; PEI et al., 2020). A ORF AC2/C2 codifica a proteína TrAP, 

que é ativadora da transcrição de genes tardios que são necessários para a encapsidação viral 

(ROSHAN et al., 2018; WANG et al., 2003). Já foi observado que a proteína TrAP possui a atividade 

de  suprimir  gene  de  silenciamento  transcricional  (TGS)  e/ou  gene  de  silenciamento pós-

transcricional (PTGS) (DONG et al., 2003; BUCHMANN et al., 2009; HANLEY-BOWDOIN et al., 

2013) (KUMAR et al., 2015). A AC3/C3 codifica a proteína REn, que é uma proteína que potencializa 

a expressão viral (CASTILLO et al., 2003; KAMAL et al., 2019). Essa proteína interage com a 

proteína Rep além de homo-oligomerizar e interagir com ao menos duas proteínas do hospedeiro, a 

“proliferating cell nuclear antigen” (PCNA) que é um DNA-clamp (complexo de proteínas com fator 

promotor na replicação de DNA e que tem a função de se ligar à DNA polimerase e prevenir que a 

mesma se desassocie da fita molde de DNA) e a “retinoblastoma-related protein” (pRBR), que tem a 

importante função em plantas de regular o processo de progressão do ciclo celular e transcrição pela 

via de modificação de cromatinas e consequentemente no processo de diferenciação celular 

(SETTLAGE et al., 1996; CASTILLO et al.,2003; VUOSKU et al., 2015).A AC4/C4 é responsável 

pela severidade de sintomas em begomovírus monopartidos e no movimento viral (CARLUCCIO et 

al., 2018; FONDONG, 2019; JUPIN et al., 1994), além de atuar na supressão da maquinaria de 

silenciamento gênico do hospedeiro (ZHAI et al.,2022). Adicionado à essas características, a AC4/C4 

é também responsável pela sinalização de brassinoesteroides (KIM, E.J, RUSSINOVA, E, 2020), que 

é um esteroide vegetal envolvido na adaptação da planta ao estresse causado por condições climáticas 

adversas, alongamento das células e consequentemente crescimento da planta, além de resistência à 

patógenos, e está envolvida na regulação do mecanismo CLAVATA “CLAVATA pathway”. A 

proteína CLAVATA, expressa no meristema apical, traduz a percepção de um sinal celular peptídico 

não autônomo CLAVATA3 num destino alterado das células tronco. A CLAVATA participa da 

otimização do processo de diferenciação das células troncos por meio da inibição de 

WUSCHEL(WUS) e FANTASTIC FOUR2(FAF2) que são responsáveis pela manutenção da não-

diferenciação das células tronco (ISMAYIL et al., 2018; LAI et al., 2009; LI et al., 2018; MEI et al., 

2018; CHOU et al., 2016). A presença da AC4/C4 não é necessária para que ocorra infecção de 

begomovírus bipartidos (MAR et al., 2017).



   

 

   

 

O DNA-B possui duas ORFs, uma no sentido viral, a BV1, que codifica a proteína NSP (Nuclear 

ShuttleProtein) e atua no transporte do DNA viral do núcleo para o citoplasma da célula 

(BORNANCINI et al., 2020; NOUEIRY; LUCAS; GILBERTSON, 1994), e outra no sentido 

complementar, a BC1, que codifica para a proteína de movimento (MP) (ETESSAMI et al., 1988; 

SOHRAB; HAQ, 2020). Os componentes DNA-A e DNA-B possuem uma região comum (RC) 

altamente conservada e não codante de aproximadamente 200 nt com alta identidade de sequência 

nucleotídica (entre 80-100%) entre membros da mesma espécie (FIALLO-OLIVÉ; NAVAS-

CASTILLO, 2020; HARRISON, 1985), que separam as unidades de transcrição bidirecional nos 

componentes A e B. Esta região contém nove nucleotídeos, TAATATT|AC, altamente conservados 

que formam uma estrutura secundária (stem loop-structured nonanucleotide), e que são responsáveis 

pelo reconhecimento da proteína Rep e do sítio de início da replicação via círculo rolante (RCR). A 

RC também contém elementos cis (iterons, CA, TATA e G-box) envolvidos nos processos de 

replicação e transcrição viral (BRIDDON et al., 2010; BROWN et al., 2015; EAGLE; HANLEY-

BOWDOIN, 1997; EAGLE; OROZCO; HANLEY-BOWDOIN, 1994; QADIR et al., 2019). 

Segundo análises filogenéticas, os begomovírus são divididos em begomovírus do “Velho Mundo” 

(Europa, Ásia e África), que são em sua maioria monopartidos e são geralmente acompanhados de 

DNA satélites (alphasatélites, betasatélites e deltasatélites) e os begomovírus do “Novo Mundo” 

(Américas), que apresentam maior frequência de genomas bipartidos (BRIDDON et al., 2010). A 

relativamente alta variabilidade genética dos begomovírus é devido à alta taxa de recombinação, 

mutação e pseudorecombinação (troca de segmentos virais inteiros) (DUFFY; HOLMES, 2009; 

SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2020; SOBRINHO et al., 2014). No Brasil 

existem relatos de begomovírus compostos pelos mais diversos tipos de recombinantes como, por 

exemplo, os begomovírus monopartidos encontrados em batata doce, entre outros (ALBUQUERQUE 

et al., 2012; BORNANCINI et al., 2020; BROWN et al., 2015; FARIA; MAXWELL, 1999; LIMA et 

al., 2017; QUADROS et al., 2019). 

A replicação do begomovírus inicia-se com o processo de desencapsidação no citoplasma do 

hospedeiro, seguida da migração da fita simples de DNA (ssDNA) em direção ao núcleo ligado ao CP 

(complexo CP-ssDNA), onde ocorre a replicação viral com o auxílio da polimerase do hospedeiro 

(ALBUQUERQUE et al., 2012). A replicação ocorre por duas vias: replicação por círculo rolante 

(Rolling Circle Replication – RCR), e a replicação dependente de recombinação (Recombination-

Dependent Replication - RDR). Na RCR, a proteína Rep se liga e cliva uma das fitas



   

 

   

 

de DNA, no sítio de replicação viral (TAATATT↓AC), que se encontra em uma estrutura em 

forma de grampo “hairpin” dentro da região intergênica. A “forma replicativa” (RF) serve como 

molde para sucessivas sínteses de ssDNA (YADAVA; SUYAL; MUKHERJEE, 2010). A RDR 

ocorre através de uma interação de uma molécula de ssDNA incompleta com um DNA circular 

covalentemente fechado (covalently closed circular - cccDNA), dentro de um sítio de recombinação 

homólogo. O cccDNA atua como molde e base para a síntese de ssDNA completo. Esta fita servirá 

como molde para a síntese da fita complementar. 

Os sintomas causados por begomovírus variam de acordo com a espécie do vírus, isolado, estado 

fisiológico da planta e condições ambientais (MACEDO et al., 2015) podendo resultar em folhas com 

mosaico amarelo forte, amarelecimento nerval ou interneval, encarquilhamento, redução do tamanho 

foliar, enrugamento, nanismo, e flores com abscisão floral (CHAUHAN et al., 2018; INOUE-

NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016; MACEDO et al., 2020; MUBIN et al., 2020; 

ZHAO et al., 2018). Os sintomas ocasionados por begomovírus monopartidos incluem deformação 

foliar, encrespamento e clorose internerval difusa (ALBUQUERQUE et al., 2012; FIALLO-OLIVÉ; 

NAVAS-CASTILLO, 2020). 

 
5. OBJETIVOS: 

5.1 Geral: 

O objetivo geral deste projeto consiste no estudo da diversidade de begomovírus em leguminosas, 

especialmente as do gênero Phaseolus sp. oriundas de campos de plantações das regiões Norte e 

Nordeste do Brasil. Este trabalho consiste na caracterização molecular de novos vírus encontrados em 

sequenciamento de alto desempenho (HTS) e/ou por Sanger em plantações de feijão e leguminosas. 

Portanto, este projeto tem como alvo o estudo da biodiversidade viral e da caracterização genética dos 

vírus que infectam o feijão, e contribuirá no futuro para estabelecer medidas de manejo e controle das 

doenças virais que acometem a cultura do feijão. 

 
5.2 Específicos: 

● Determinar as sequências completas dos principais genomas virais associados a doenças no 

feijão através do sequenciamento de última geração (NGS) e sequenciamento Sanger. 

Este projeto faz parte da rede de cooperação entre o DSMZ (Coleção Alemã de Microorganimos e 

Cultura de Tecidos, Alemanha) e a Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os resultados de 

sequenciamento de última geração de apenas uma coleta (2020) de amostra já estão disponíveis.



   

 

   

 

● Validar os resultados obtidos do NGS por sequenciamento direto de amplicons gerados 

por PCR 

A validação do sequenciamento NGS foi realizada no Laboratório de Fitovirologia da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) através da técnica de PCR. Portanto, a PCR foi realizada a 

partir de DNA extraído de feijão com sintomas virais, utilizando primers degenerados e específicos 

para detecção do begomovírus em estudo. 

● Estudar a gama de hospedeiras com as espécies virais encontradas nas amostras 

O objetivo desta etapa é conhecer a gama de hospedeiras dos begomovírus de feijão. Esta etapa está 

andamento. Moléculas de DNA foram amplificadas pela metodologia de amplificação por círculo 

rolante e serão inoculadas por biolística em plantas de Phaseolus vulgaris (Cultivares Azeitona, Preto 

153, Comum, Mulato BR14), Phaseolus lunatus (cultivares Fava Itambé, Olho de peixe, Fava IPA-2), 

Vigna unguiculata (cultivares Caupí NC 0434 e Caupí TVU 2331) e Glycine max (cultivares Soja 

BMX dorça e Soja FT 1045), todas pertencentes à família Fabaceae. 

 
6. METODOLOGIA 

6.1 Coleta de material 

Nesta etapa, folhas secas preservadas a 4Cº de Pueraria phaseoloides oriundas de coleta realizada no 

ano de 2020 no município de Sena Madureira, estado do Acre, que apresentavam sintomas de mosaicos 

severos típicos de begomovírus, foram utilizadas para análise de sequenciamento de última geração 

(HTS), por PCR e sequenciamento Sanger. O material foliar apresentando sintomas virais foi 

imediatamente processado e armazenado em um recipiente com sílica gel para evitar a degradação do 

material genético até chegar ao laboratório de Fitovirologia da UFRPE. As amostras coletadas no ano 

de 2020 estão catalogadas no laboratório de Fitovirologia da UFRPE, e preservadas em tubos do tipo 

Falcon contendo cloreto de cálcio e armazenadas em geladeira a 4ºC. Estas amostras foram utilizadas 

para extração de DNA total e sequenciadas pelo Instituto DSMZ, Alemanha. 

 
6.2 Extração de ácido nucléico total 

O DNA total foi extraído de acordo com o método do CTAB 2X a partir de folhas secas de plantas de 

Pueraria phaseoloides oriundas do Acre e catalogadas no Laboratório de Fitovirologia da UFRPE, 

utilizando o seguinte protocolo: cerca de 100 mg de tecido vegetal foi transferido para um saco de 

plástico estéril e macerado em 2 mL de tampão de extração (100mM Tris pH 8.0; 2% CTAB; 1,4 M 

NaCl; 20 mM EDTA, 0,2% β-mercaptoethanol). 500 μL do material macerado foi transferido para



   

 

   

 

um tubo de 2 mL, e em seguida foi adicionado 50 μL de SDS (20%), e incubado a 65oC por 10 minutos. 

Foi adicionado 500 μL de solução de fenol clorofórmio (1:1) e misturado por inversão. Posteriormente, 

o material foi centrifugado em centrífuga refrigerada a 4ºC e velocidade de 13.000 rpm por 10 minutos. 

400µL do sobrenadante foram cuidadosamente retirados e transferidos para um tubo eppendorf estéril 

de 1,5mL. Um total de 160 μL de acetato de potássio 5M (KoAc) gelado foram adicionados a solução, 

misturado e incubado em gelo por 20 min. Logo em seguida a solução foi centrifugada por 10 min a 

13.000 rpm. O sobrenadante (~300 μL) foi transferido para um novo tubo e foi adicionado 1 volume 

de isopropanol (300μL), incubado a -20ºC por 30 min, e posteriormente centrifugado por 10 minutos. 

O sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 500 μL de EtOH 75%, centrifugado a 

13.000 rpm por 10 minutos, descartado e secado por aproximadamente 15 min a temperatura ambiente. 

O material genético foi ressuspendido em 50 μL de H2O livre de RNase e DNase. Para amplificação 

de moléculas de DNA de fita simples virais (ssDNA), a técnica de amplificação por círculo rolante 

(RCA) foi realizada segundo o método descrito por Inoue-Nagata et al. (2004). O material amplificado 

será utilizado para a inoculação por biolística em diferentes espécies de plantas. 

 
6.3 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

A PCR foi realizada para detectar a presença de begomovírus. Foram desenhados pares de primers 

específicos com o software Geneious R11 baseados nos resultados do HTS, e, com intuito de detectar 

as diferentes moléculas de DNA viral comparados às sequências da base de dados do NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

Os primers específicos foram desenhados a partir do software Geneious R11 usando também 

sequências de genomas completos de Bean bushy stunt virus (BeBSV) depositados no GenBank 

(NCBI).  Os  primers  desenhados  para  a  amplificação  total  das  moléculas  foram: BeBSV-A-

HindIII-F(CCAAGCTTTCATCTCATCGGGC) e BeBSV-A-HindIII-

R (TGAAAGCTTGGGTGGAGGATTA) para o DNA-A e BeBSV-B-HindIII-F 

(AAGAAGCTTGTAAGGATTCAGAG) e BeBSV-B-HindIII-R 

(TACAAGCTTCTTGGACCTTCC) 

para o DNA-B. 

 
Esses primers foram utilizados na reação de PCR tendo como molde o produto de RCA feito a partir 

de DNA extraído da Pueraria. sp e seguindo o seguinte protocolo: para uma reação de 25μL, foi usado 

1 μL de produto de RCA purificado com kit Wizard® da Promega, 0,5 μL de dNTP 10 mM, 0,1 μL de 

Taq DNA polimerase (PlatinumTM, ThermoScientific), 17,15 μL de H2O livre de DNase e

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/


   

 

   

 

RNase, 1,5 μL (10 mM) do primer BeBSV-A-HIndIII-F(CCAAGCTTTCATCTCATCGGGC) e 1,5 

μL (10 mM) do primer BeBSV-A-HindIII-R (TGAAAGCTTGGGTGGAGGATTA) para 

amplificar o DNA A e 1,5 μL (10 mM) do primer BeBSV-B-HindIII-

F (AAGAAGCTTGTAAGGATTCAGAG)  e  1,5  μL  (10  mM)  do  primer  BeBSV-B-HIndIII-R 

(TACAAGCTTCTTGGACCTTCC) para amplificar o DNA B. 

 
Os parâmetros do termociclador foram como seguidos: denaturação de DNA, 3 min a 95ºC, 35 ciclos 

de 30 segundos a 94ºC, anelamento dos primers, 1 min a 53ºC, e extensão, 3 min a 72ºC com uma 

extensão final a 72ºC por 10 minutos 

6.4 Purificação de produto de PCR e sequenciamento Sanger 

Os amplicons gerados por PCR de DNA-A e DNA-B utilizando os primers específicos desenhados 

para o BeBSV foram purificados utilizando o kit de purificação Ludwig® 

(https://ludwigbiotec.com.br/loja/categoria/kits-purificacao-e-extracao/3/1) e extraídos do gel de 

agarose conforme recomendação do provedor, sendo a seguinte para o produto amplificado por PCR 

do DNA-A e DNA-B: 

Para o DNA-A foram realizados três reações de 25 μL cada, foi colocado em eletroforese em um gel 

de agarose (0.8%w/v) de 25 mL corado com 1,5 μL de SYBR® safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA). 

Foi utilizado um total de 65 μL do produto da PCR e 15 μL de loading dye (tampão de corrida) 

colocado 40μL em cada poço do gel. Seguindo o protocolo determinado pelo kit, foi cortado do gel de 

agarose as bandas que se desejava purificar. O material cortado com bisturi estéril foi transferido para 

um tubo estéril de 2 mL e posteriormente pesado (peso de 0,2g). Os seguintes passos foram realizados: 

primeiramente foram adicionados 600 μL do solução DD (3 volumes solução: 1 de gel) em um tubo 

eppedorf e incubados em banho maria a 60o C por 10 minutos. O conteúdo foimisturado por inversão 

a cada 3 minutos. Em seguida, a solução de agarose dissolvida foi tranferida para uma coluna EC, e 

centrifugada por 1 min. a 13.000 rpm. Esta etapa foi repetida e o conteúdo foi centrifugado mais uma 

vez por 1 min. a 13.000 rpm. O conteúdo foi descartado e adicionou-se 600 μL da solução de lavagem 

(DNA Wash Buffer, WB) na coluna, que foi centrifugada for 1 min. a 13.000 rpm. O conteúdo foi 

descartado e o processo repetido. A coluna foi centrifugada por 2 min a 13.000 rpm para retirada de 

todo o resíduo na coluna. Por último, o DNA foi eluído com 35 μL de solução (EB) a 65ºC. O DNA 

foi visualizado em gel de eletroforese (0.8% w/v) corado com 1 μL de SYBR® safe DNA Gel Stain 

(Invitrogen, USA).

https://ludwigbiotec.com.br/loja/categoria/kits-purificacao-e-extracao/3/1


   

 

   

 

Para o DNA-B foram realizadas três reações de amplificação (25μL cada). Os fragmentos foram 

visualizados em gel de agarose (0.8% w/v) (resultado, Figura 5) utilizando-se um total de 65 μL do 

produto da PCR e 15 μL de tampão de corrida. Cerca de 40 μL foram transferidos para cada poço do 

gel de agarose (resultado, Figura 5), e em seguida, o material contendo DNA viral foi cortado com 

bisturi estéril do gel de agarose e transferido para um tubo estéril de 2 mL e posteriormente pesado 

(peso de 0,13 g). A purificação foi realizada como descrito acima para o DNA A. 

O DNA foi sequenciado de acordo as exigências do laboratório de Bioinformática e Genética Evolutiva 

do Departamento de Genética da UFPE. Foram fornecidos 10 μL do produto de PCR purificado e 

aliquotados em tubo de 0,2 mL com concentrações entre 5 e 20 ng/μL. Além disso, 10 μL de cada 

primer foram fornecidos para o sequenciamento na concentração de 5 pmol/μL. 

 
7. RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

7.1 Resultado da coleta de material: No final do ano de 2020, folhas de plantas de Pueraria 

phaseoloides apresentando sintomas de mosaico severo foram coletadas no município de Sena 

Madureira, estado do Acre. As folhas foram secas em cloreto de cálcio, catalogadas e armazenadas a 

4ºC para futuro processamento (Figura 1).   

                                                                          

Fig.1: Folhas secas em sílica gel e devidamente armazenadas em tubo Falcon contendo cloreto de cálcio e armazenadas a 
temperatura de 4ºC.



   

 

   

 

 
7.2 Resultados da extração de ácido nucléico total: 

A extração de ácido nucléico total seguiu o protocolo CTAB 2X descrito nos materiais e métodos do 

presente relatório. A integridade do material genético foi verificada por eletroforese em gel de agarose 

na concentração de 0,8% e corado com 1 μL de SYBR® safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) para 

20 mL de gel de agarose (Figura 2). 

                                               
Fig.2: Resultado da extração total de ácido nucleico vista por eletroforese em gel de agarose (0,8%), onde podemos verificar 
a integridade do material extraído pela presença de bandas de DNA bem marcadas. No primeiro poço temos o marcador 
(Lambda DNA digesto com PstI, M),e no segundo poço (1) foram adicionados 5μL do DNA extraído e 5μL de loading dye 
(tampão de corrida). 

 

7.3 Resultados da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR): 

Os resultados da PCR utilizando os produtos de RCA foram verificados por eletroforese em gel de 

agarose (0,8%). Os fragmentos amplificados, com os tamanhos de ~2500pb para DNA-A e ~2500pb 

para DNA-B, indicam a presença das moléculas de DNA-A e DNA-B de begomovírus em amostras de 

Pueraria.phaseoloide (Figura 3).



   

 

   

 

 

 
 

 
Fig 3: Eletroforese em gel de agarose (0.8%w/v) corado com 1 μL SYBR® safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) em 20 
mL de gel de agarose. DNA-A: fragmento amplificado com os primers BeBSV-A-HIndIII-F/R (~2500pb); e DNA-B: 
fragmento amplificado com os primers BeBSV-B-HindIII-F/R (~2500pb) . M: Marcador Lambda DNA digerido com 
enzima de restrição HindIII. 

 

7.4 Resultado da purificação do produto de PCR e sequenciamento Sanger: 
 
 

O resultado das purificações dos três produtos de PCR (fragmentos de DNA-A e DNA-B utilizando os 

primers BeBSV-A-HindIII-F/R e BeBSV-B-HindIII-F/R, repesctivamente) está demonstrado na 

Figura 4 e Figura 5. 

                                                                      

 
Fig.4: Eletroforese em gel de agarose (0.8% w/v) corado com 1 μL de SYBR® safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) para 
20 mL de gel. A figura mostra os fragmentos amplificados do DNA-A de BeBSV, primeira (1ra) e a segunda (2da) eluição. 
O fragmento purificado da primeira eluição foi utilizado para o sequenciamento Sanger.

 



   

 

   

 

 

 

Fig5: Eletroforese em gel de agarose (0.8%w/v) corado com 1 μL de SYBR® safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) para 
20 mL de gel A figura mostra os fragmentos amplificados do DNA-B de BeBSV, primeira (1ra) e a segunda (2da) eluição. 
O fragmento purificado da primeira eluição foi utilizado para o sequenciamento Sanger 

 

O resultado do sequenciamento foi visualizado através do Software Geneious R11 (Figura 6, Figura 

8). A ferramenta Blastn (alinhamento local básico em nível de nucleotídeos, NCBI) foi utilizada contra 

a base de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os resultados de Blastn utilizando 

sequências do DNA-A pode ser visualizada na Figura 7 e Figura 9. 

 

Fig.6: Representação gráfica de cromatograma obtido com o sequenciamento Sanger (GS20 RCA-HindIII-Purif : primer, 
BeBSV-A-HIndIII-F) utilizando o primers no sentido senso (Forward).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/


   

 

   

 

 

 
 
 
Fig.7: Resultado da análise de Blastn. Visualização de alinhamento do segmento sequenciado por Sanger. A sequência 
estudada demonstrou ser 97% idêntica a sequência do begomovírus bean bushy stunt virus segmento A, código de acesso 
GenBank (NC_055594). 

 
 

 

 

 

 



   

 

   

 

                                                    
Fig. 8: Representação gráfica de cromatograma obtido com o sequenciamento Sanger (GS20– RCA-N6 com o primer 
BeBSV-A-HindIII-R) utilizando o primers no sentido antisenso (Reverse).



   

 

   

 

 

 

                                                          
 
Fig.9: Resultado de análise do Blastn. Visualização de alinhamento do segmento sequenciado por Sanger. A sequência 
estudada demonstrou ser 98% idêntica a sequência do begomovírus bean bushy stunt virus segmento A, código de acesso 
GenBank (NC_055594). 

 

 

Os resultados dos sequenciamentos junto com o do alinhamento local mostram que a sequência 

estudada demonstrou ser 98% idêntica à sequência de DNA-A do begomovírus bean bushy stunt vírus 

(NC_055594). Na Figura 10 observa-se a representação gráfica realizada com o software Geneious. 

Foram observados seis ORFs, sendo quatro no sentido antiviral e dois no sentido viral. 

Interessantemente, a ORF que codifica a AV1 (CP) apresenta uma extremidade mais prolongada na 

região 5’ em comparação a sequência depositada no NCBI (NC_055594).



   

 

   

 

 

 

 
Fig.10: Representação gráfica da molécula do DNA-A de BeBSV, que apresenta identidade de 98% (nt) com a sequência 
do bean bushy stunt virus segment A depositada no GenBank da Argentina (NC_055594.1, REYNAS et al. 2022). 

 

 

Em relação ao DNA-B, o resultado do sequenciamento foi visualizado através do Software Geneious 

R11 (Figura 11, Figura 13). A ferramenta Blastn (alinhamento local básico a nível de nucleotídeos) 

foi utilizada contra a base de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os resultados do Blastn 

utilizando a sequências de BeBSV DNA-B podem ser visualizados nas Figuras 12 e 14. 

                      

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/


   

 

   

 

Fig.11: Representação gráfica de cromatograma obtido com o sequenciamento Sanger BeBSV-B-F_A08_01.ab1 na 
orientação sentido senso. 

 

                                                 
 

 
Fig.12: Resultado da análise de Blastn. Visualização de alinhamento do segmento sequenciado por Sanger. A sequência 
amplificada demonstrou ser 93% idêntica a sequência do DNA-B do begomovírus bean bushy stunt virus, código de acesso 
no GenBank (NC_060095). 

 

                                



   

 

   

 

Fig.13: Representação gráfica de cromatograma obtido com o sequenciamento Sanger BeBSV-B R_G05_07.ab1 no 
sentido antisenso. 

 

 

                                    



   

 

   

 

Fig.14: Resultado do Blastn. Visualização de alinhamento do segmento sequenciado por Sanger. A sequência amplificada 
demonstrou ser 92% idêntica a sequência do DNA-B do begomovírus bean bushy stunt virus, código de acesso no GenBank 
(NC_060095). 

Abaixo (Figura 15) está a representação gráfica da sequência montada do DNA-B de BeBSV. Um 
total de duas OFRs foram anotadas, sendo uma a ORF que codifica para a proteína de movimento 
(BC1) e a outra a proteína de transporte nuclear (BV1). 

 
 

                                                 

 
Fig.15: Representação gráfica da molécula do DNA-B de BeBSV, que apresenta identidade de 92% (nt) com a sequência 

de bean bushy stunt virus segment B depositada no GenBank, código NC_060095 (REYNAS et al. 2022). 
 

 

Com esses resultados temos argumentos que sugerem que o begomovírus bean bushy stunt virus 

(BeBSV), primeiramente identificado em plantas de feijão comum no Nordeste da Argentina, está 

presente em plantas de Pueraria na região Norte do Brasil. Este vírus pode futuramente no Brasil 

passar a infectar leguminosas de importância agronômica no Brasil. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
8. CRONOGRAMA DA EXECUÇÃO (correspondente ao de Plano de Trabalho submetido 

no processo seletivo)
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*Justificar a não realização de atividades apresentadas no plano de trabalho. 
 

 

 

 
9. CONSIDERAÇÕES FINAIS: 

As fortes chuvas que acometeram Pernambuco nos meses de junho e julho, e que se estenderam 

até meados de agosto prejudicaram o andamento deste trabalho. Esse foi um fator que nos 

impossibilitou realizarmos coletas em áreas de plantação de feijões, principalmente na Zona da 



   

 

   

 

Mata de Pernambuco. No entanto, todas as etapas foram realizadas cronograma planejado pelo 

plano de trabalho com exceção da última etapa que se encontra em andamento. Iremos fazer 

novas coletas de amostras infectadas com vírus de feijões nas regiões Norte e Nordeste para 

sabermos a incidência viral, e comprovar por biolística a capacidade deste vírus infectar uma 

ampla gama de hospedeiras de plantas leguminosas.
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11. ATIVIDADES RELEVANTES DESENVOLVIDAS PELO BOLSISTA 

Participações em Congressos: 

● XI Simpósio Sobre Atualidades em Fitopatologia & V Jornada Professor Chaves de 

Iniciação Científica 

● XXXII Congresso Brasileiro de Virologia - Virologia em Casa. 2021 

● XIII Congresso Argentino de Virologia, 2021 

● 52º Congresso Brasileiro de Fitopatologia 

● I Webnário MEPS: Microbiologia e Enzimologia do Sistema Planta Solo 

● 6th Brazilian Student Council Symposium: Omics and Data Science 

● IV Colóquios em Fitopatologia Tropical 

Seminários: 

● I Ciclo de Palestras dos Grupos de Estudos em Fitopatologia da UFV: Novas Tecnologias 

Aplicadas à Fitopatologia, 2021. 

Cursos: 

● Introdução à Programação: Python aplicado em Bioinformática. (Carga horária: 8h). 

Universidade Federal de Viçosa, UFV, Brasil 

● Desenho de primers para PCR convencional e qPCR. (Carga horária: 3h). Sociedade 

Brasileira de Fitopatologia, SBF, Brasil 

● Diagnose de doenças bacterianas. (Carga horária: 4h), Universidade Federal Rural de 

Pernambuco, UFRPE, Brasil 

● Minicurso PCR em tempo Real: uma abordagem prática (Carga horária: 3h), Universidade 

Federal Rural de Pernambuco, UFRPE, Brasil
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Trabalhos apresentados e publicados em eventos científicos: 

● XIII Congresso Argentino de Virologia, 2021. “A New Putative Badnavirus Sequence In 

Dioscorea bulbifera From Brazil” 

● XI Simpósio Sobre Atualidades em Fitopatologia & V Jornada Professor Chaves de 

Iniciação Científica. “Transmissão de um isolado de cowpea aphid-borne mosaic virus 

obtido de Passiflora alata a maracujazeiro e feijoeiros, 2021” 

● XI Simpósio Sobre Atualidades em Fitopatologia & V Jornada Professor Chaves de 

Iniciação Científica. “Detecção de BGMV em plantações de Feijão-Lima no estado de 

Alagoas” 

 
12. DIFICULDADES ENCONTRADAS: 

Em virtude das fortes chuvas que atingiram o estado de Pernambuco no ano de 2022, as visitas de 

campo para coleta de materiais foram extremamente prejudicadas. No entanto, todas as etapas com 

exceção da última foram realizadas pelo bolsista. 

 
13. PARECER DO ORIENTADOR: 

 
O estudante Carlos Henrique Machado Dias de Brito mostrou-se extremamente interessado na 

área da Virologia Vegetal e tem contribuído enormemente com as atividades de pesquisa dentro 

do laboratório de Fitovirologia da UFRPE. Não somente cumpriu com o horário de 20 horas 

semanais do PIBIC, mas tem dedicado todo o tempo livre para aprender o máximo possível 

dentro da área da Fitopatologia. Neste contexto, o estudante também tem ajudado outros 

estudantes do laboratório no andamento de suas atividades. Neste período realizou cursos na 

área da Fitopatologia, Bionformática e Virologia e apresentou resumos em Congressos 

Científicos Nacionais e Internacionais como primeiro e co-autor. Além de considerar o aluno 

extremamente dedicado, é amigável com seus colegas e de fácil convívio. 

 

Recife, _09_ de _setembro de 2022. 
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