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3. RESUMO DO RELATORIO
O feijao (Phaseolus sp.) ¢ uma cultura de grande importancia socioecondémica em todo o Brasil e
¢ 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
resisténcia ou tolerancia a doengas. Dentre as principais doengas que acometem a cultura do feijao
no Brasil estdo as causadas por virus. Os virus relatados infectando a cultura do feijao no Brasil
correspondem aos géneros Begomovirus, Potyvirus, Comovirus, Carlavirus e Sobemovirus. Dentre
os virus pertencentes aos géneros estudados, os begomovirus sao considerados os mais importantes
pois podem causar perdas de até 100% da produgdo na cultura do feijdo. Além disso, os
begomovirus infectam uma ampla gama de hospedeiros, incluindo as plantas forrageiras e
daninhas, que podem servir como fonte de indculo viral. Este projeto teve como objetivo o estudo
da diversidade de begomovirus em leguminosas de importancia socioecondmica, especialmente
nas culturas de feijao comum (Phaseolus vulgaris), caupi (Vigna unguiculata) e feijao-fava

(Phaseolus lunatus), encontradas nas regioes Norte e Nordeste



brasileiro. Portanto, este projeto visou contribuir com a agricultura Brasileira da regido Nordeste e
Norte através da diagnose, estudos moleculares e epidemiologicos de begomoviroses na cultura do
feijao. Para tanto, duas institui¢des nacionais (UFRPE, UFPE) e uma instituicdo internacional
(DSMZ, Colecao Alema de Microorganismos e Culturas de Células, Alemanha) trabalharam em
conjunto no estudo da diversidade begomoviral em leguminosas de importancia socioecondmica

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



4. INTRODUCAO GERAL:
4.1 Aspectos Gerais da Cultura do feijao:
Pertencente a familia das Fabaceas, o feijoeiro(2n) ¢ uma planta anual herbacea conhecida por suas
vagens verdes e graos secos. De provavel origem Mesoamericana, acredita-se que ha cerca de mais de
100.000 anos um ancestral comum divergiu geneticamente em duas variagdes distintas, a
mesoamericana e a andina, que foram domesticadas separadamente (BITOCCHI et al., 2013). Achados
arqueologicos indicam que o feijdo 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 inicio
das expedicdes de Colombo (GEPTS e BLISS, 1988). E considerada a leguminosa mais importante no
mundo para o consumo humano direto (MAPA, 2020). A cultura tem como os maiores produtores do
mundo a India, Mianmar, Brasil e China, responsaveis por 60% da produgdo mundial do grio (FAO,
2020). Ao mesmo tempo, os maiores importadores de feijao sdo India, Quénia e Brasil (FAO, 2020).
Dentre as espécies de feijoeiro, a mais cultivada é a do género Phaseolus sendo o feijdo comum
(Phaseolus vulgaris L.) correspondente a cerca de 80% do feijdo consumido no mundo. O feijdo
comum ¢ reconhecidamente uma fonte importante de proteinas (20 a 33%) e carboidratos (cerca de
340 cal/100g) de baixo custo, além de servir como fonte importante de ferro, fibras e vitaminas
(CAMARA etal.,2013; PETRY et al., 2015), sendo um constituinte primordial na dieta alimentar de
diversos paises do continente Africano e América Latina (PETRY et al., 2015). Portanto, a cultura do
feijao ¢ um alimento basico e essencial na alimentacao brasileira, sendo a principal fonte de proteina
vegetal para inimeras familias (FAO, 2007). O Brasil destaca-se como o maior produtor e consumidor
de P. vulgaris L. do mundo (VIEIRA et al., 2006), com uma producao total de 3,1 milhdes de toneladas
na safra de 2021, dentre os quais 1,9 milhdes de toneladas de feijao comum, 500 mil toneladas de
feijao preto e 686 mil toneladas de Caupi (Vigna unguiculata L.) (CONAB, 2020). O estado de Minas

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



producao 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
feijdo comum cores, ocupam a primeira posi¢do a Bahia com 231,9 mil toneladas, seguidos por
Pernambuco, com 62,4 mil toneladas, e Paraiba com 10,8 mil toneladas (CONAB, 2020). A regido
Nordeste embora seja a que possui a segunda maior area cultivada de feijdo comum cores, ficando
apenas atras da regido Sudeste, ¢ a0 mesmo tempo a de menor produtividade (CONAB, 2020).

A produgao de P. vulgaris L. no Nordeste ¢ em sua maioria via a agricultura familiar onde o produtor
¢ geralmente descapitalizado e carente de assisténcia técnica especializada para o manejo da cultura e
controle de pragas e doengas de maneira eficiente (VIEIRA et al., 2006). No estado de Pernambuco ¢
amplamente usado as cultivares BR IPA 10 para o grupo comercial preto, BRS Marfim para o grupo
comercial mulatinho, IPA 11- Brigida e Princesa para o grupo comercial carioca (RIBEIRO e DEL
PELOSO, 2009). O Estado concentra o polo produtivo do feijao na regido Agreste, em especial nos
municipios de Angelim, Calgado, Canhotinho, Jucati, Jupi, Jurema, Garanhuns, Lajedo, Sao Jodo,
Ibirajuba e Sao Bento do Una (MELO e SOUSA, 2018). A producdo do feijoeiro constitui fonte de
renda para a populacdo de varios municipios do estado de Pernambuco, reafirmando sua importancia
socioecondmica. Portanto, este projeto visa identificar os principais agentes fitopatoldgicos de origem
viral em leguminosas de importancia socioecondmica visando contribuir para o desenvolvimento de

técnicas de diagnose e manejo e controle de doencas virais.

4.3 Principais Virus que infectam a cultura do feijao

As principais espécies virais relatadas em Phaseolus sp. no Brasil sdo: o Bean common mosaic virus
(BCMV, familia Potyviridae, género Potyvirus), Bean golden mosaic virus (BGMV, familia
Geminiviridae, género Begomovirus), Bean rugose mosaic virus (BRMV, familia Secoviridae, género
Comovirus), Cowpea mild mottle virus (CpMMYV, familia Betaflexiviridae, género Carlavirus) e
Southern bean mosaic virus (SBMV, Familia Solemoviridae, género Sobemovirus) (ALVES-
FREITAS et al., 2019; GARCES FIALLOS, 2010; SOBRINHO et al., 2014). Outras
espécies de begomovirus reportados que infectam tanto o feijdo comum quanto leguminosas nao
cultivadas em forma natural sdo 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 familia Endornaviridae, género Alphaendornavirus (ALVES-FREITAS et al., 2019).
Dentre as espécies citadas, o BGMV ¢ considerado como o mais importante fitopatdgeno que
infecta o feijao (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 begomovirus foram detectados em P. lunatus e P. vulgaris
por pirosequenciamento, onde, o virus do mosaico dourado do feijao (BGMV) foi o mais prevalente
(90% de incidéncia) (WYANT et al., 2012). O BGMV pode variar geneticamente dependente de varios
eventos de recombinagdo, do tipo de hospedeiro e da sua distribuigdo geografica. (SOBRINHO et al.,
2014). Em 2005, o BGMYV foi o virus predominante em P. lunatus no Nordeste do Brasil, entretanto,
em 2011, o begomovirus MaY SV também foi notificado pelo aumento de sua importancia, encontrado

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

4.4 O género Begomovirus

Os begomovirus pertencem a familia Geminiviridae, uma das maiores familias virais e que
compreende mais de 520 espécies distribuidas em quatorze géneros (Becurtovirus, Begomovirus,
Capulavirus, Citlodavirus, Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Maldovirus Mastrevirus,
Mulcrilevirus, Opunvirus, Topilevirus, Topocuvirus, Turncurtovirus) (ICTV, 2022).

Os begomovirus sdo transmitidos pelo inseto vetor Bemisia tabaci (ADAMS; ANTONIW;
BEAUDOIN, 2005; ISLAM et al., 2018; SURUTHI et al., 2018). A transmissdo ¢ em sua maioria, de
modo circulativo ndo-propagativo, e inicia quando o inseto se alimenta de uma planta infectada. O
virus € transportado pelo intestino médio e a partir deste chega a hemolinfa, até infectar as glandulas
salivares primarias, onde sao secretados na saliva (COLVIN et al., 2006; CZOSNEK et al., 2017). A
proteina do capsideo (CP), no processo de transmissdo € um fator fundamental e determinante na
circulagdo do virus no corpo do inseto (CZOSNEK et al.,2017). O capsideo viral ¢ geminado podendo
o genoma ser monopartido (uma unica molécula de DNA, DNA-A) ou bipartido (duas moléculas,
DNA-A e DNA-B). O genoma de DNA viral ¢ circular de fita simples (ssDNA) de aproximadamente
2500-3000 nucleotideos (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 proteina do
capsideo (CP) viral (CANTU-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, proteina iniciadora da replicacao viral
que ndo possui similaridade com nenhuma outra polimerase conhecida, mas possui similaridade com
iniciadores de proteina de replicagdo de plasmideos bacteriais que tem sua replicagdo realizada via
circulo rolante (KOONIN; ILYINA, 1992; PEI et al., 2020). A ORF AC2/C2 codifica a proteina TrAP,
que ¢ ativadora da transcricdo de genes tardios que sdo necessarios para a encapsidacdo viral
(ROSHAN et al., 2018; WANG et al., 2003). Ja foi observado que a proteina TrAP possui a atividade
de suprimir gene de silenciamento transcricional (TGS) e/ou gene de silenciamento pos-
transcricional (PTGS) (DONG et al., 2003; BUCHMANN et al., 2009; HANLEY-BOWDOIN et al.,
2013) (KUMAR et al.,2015). A AC3/C3 codifica a proteina REn, que é uma proteina que potencializa
a expressao viral (CASTILLO et al., 2003; KAMAL et al., 2019). Essa proteina interage com a
proteina Rep além de homo-oligomerizar e interagir com ao menos duas proteinas do hospedeiro, a
“proliferating cell nuclear antigen” (PCNA) que ¢ um DNA-clamp (complexo de proteinas com fator
promotor na replicacdo de DNA e que tem a func¢do de se ligar a DNA polimerase e prevenir que a
mesma se desassocie da fita molde de DNA) e a “retinoblastoma-related protein” (pRBR), que tem a
importante fungcdo em plantas de regular o processo de progressao do ciclo celular e transcricdo pela
via de modificacdo de cromatinas e consequentemente no processo de diferenciagdo celular
(SETTLAGE et al., 1996; CASTILLO et al.,2003; VUOSKU et al., 2015).A AC4/C4 ¢ responsavel
pela severidade de sintomas em begomovirus monopartidos € no movimento viral (CARLUCCIO et
al., 2018; FONDONG, 2019; JUPIN et al., 1994), além de atuar na supressdo da maquinaria de
silenciamento génico do hospedeiro (ZHAI et al.,2022). Adicionado a essas caracteristicas, a AC4/C4
¢ também responsavel pela sinalizagao de brassinoesteroides (KIM, E.J, RUSSINOVA, E, 2020), que
¢ um esteroide vegetal envolvido na adaptagdo da planta ao estresse causado por condi¢des climaticas
adversas, alongamento das células e consequentemente crescimento da planta, além de resisténcia a
patogenos, e estd envolvida na regulacio do mecanismo CLAVATA “CLAVATA pathway”. A
proteina CLAVATA, expressa no meristema apical, traduz a percepgao de um sinal celular peptidico
ndo autonomo CLAVATA3 num destino alterado das células tronco. A CLAVATA participa da
otimizacdo do processo de diferenciacdo das células troncos por meio da inibicdo de
WUSCHEL(WUS) e FANTASTIC FOUR2(FAF2) que sdo responsaveis pela manutengdo da nao-
diferenciagdo das células tronco (ISMAYIL et al., 2018; LAl et al., 2009; LI et al., 2018; MEI et al.,
2018; CHOU et al., 2016). A presenca da AC4/C4 nao ¢ necessaria para que ocorra infeccao de
begomovirus bipartidos (MAR et al., 2017).



O DNA-B possui duas ORFs, uma no sentido viral, a BV1, que codifica a proteina NSP (Nuclear
ShuttleProtein) e atua no transporte do DNA viral do nlcleo para o citoplasma da célula
(BORNANCINI et al., 2020; NOUEIRY; LUCAS; GILBERTSON, 1994), e outra no sentido
complementar, a BC1, que codifica para a proteina de movimento (MP) (ETESSAMI et al., 1988;
SOHRAB; HAQ, 2020). Os componentes DNA-A ¢ DNA-B possuem uma regido comum (RC)
altamente conservada e ndo codante de aproximadamente 200 nt com alta identidade de sequéncia
nucleotidica (entre 80-100%) entre membros da mesma espécie (FIALLO-OLIVE; NAVAS-
CASTILLO, 2020; HARRISON, 1985), que separam as unidades de transcri¢do bidirecional nos
componentes A e B. Esta regido contém nove nucleotideos, TAATATT|AC, altamente conservados
que formam uma estrutura secundaria (stem loop-structured nonanucleotide), € que sao responsaveis
pelo reconhecimento da proteina Rep e do sitio de inicio da replicagdo via circulo rolante (RCR). A
RC também contém elementos cis (iterons, CA, TATA e G-box) envolvidos nos processos de
replicacao e transcrigao viral (BRIDDON et al., 2010; BROWN et al., 2015; EAGLE; HANLEY -
BOWDOIN, 1997; EAGLE; OROZCO; HANLEY-BOWDOIN, 1994; QADIR et al., 2019).

Segundo analises filogenéticas, os begomovirus sao divididos em begomovirus do “Velho Mundo”
(Europa, Asia e Africa), que sdo em sua maioria monopartidos e sdo geralmente acompanhados de
DNA satélites (alphasatélites, betasatélites e deltasatélites) e os begomovirus do “Novo Mundo”
(Américas), que apresentam maior frequéncia de genomas bipartidos (BRIDDON et al., 2010). A
relativamente alta variabilidade genética dos begomovirus ¢ devido a alta taxa de recombinacao,
mutacdo e pseudorecombinagdo (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 begomovirus compostos pelos mais diversos tipos de recombinantes como, por
exemplo, os begomovirus monopartidos encontrados em batata doce, entre outros (ALBUQUERQUE
etal.,2012; BORNANCINI et al., 2020, BROWN et al., 2015; FARIA; MAXWELL, 1999; LIMA et
al., 2017, QUADROS et al., 2019).

A replicagdo do begomovirus inicia-se com o processo de desencapsidacdo no citoplasma do
hospedeiro, seguida da migracao da fita simples de DNA (ssDNA) em direcao ao nucleo ligado ao CP
(complexo CP-ssDNA), onde ocorre a replicagdo viral com o auxilio da polimerase do hospedeiro
(ALBUQUERQUE et al., 2012). A replicagdo ocorre por duas vias: replicagdo por circulo rolante
(Rolling Circle Replication — RCR), e a replicagdo dependente de recombinagdo (Recombination-

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



de DNA, no sitio de replicagio viral (TAATATTIAC), que se encontra em uma estrutura em
forma de grampo “hairpin” dentro da regido intergénica. A “forma replicativa” (RF) serve como
molde para sucessivas sinteses de ssDNA (YADAVA; SUYAL; MUKHERJEE, 2010). A RDR
ocorre através de uma interagio de uma molécula de ssDNA incompleta com um DNA circular

covalentemente fechado (covalently closed circular - cccDNA), dentro de um sitio de recombinagéo

homoélogo. O cccDNA atua como molde e base para a sintese de ssDNA completo. Esta fita servirad
como molde para a sintese da fita complementar.

Os sintomas causados por begomovirus variam de acordo com a espécie do virus, isolado, estado
fisioldgico da planta e condi¢des ambientais (MACEDO et al., 2015) podendo resultar em folhas com
mosaico amarelo forte, amarelecimento nerval ou interneval, encarquilhamento, redug¢do do tamanho
foliar, enrugamento, nanismo, e flores com abscisdo floral (CHAUHAN et al., 2018; INOUE-
NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016; MACEDO et al., 2020; MUBIN et al., 2020;

ZHAOQ et al., 2018). Os sintomas ocasionados por begomovirus monopartidos incluem deformacao
foliar, encrespamento e clorose internerval difusa (ALBUQUERQUE et al., 2012; FIALLO-OLIVE;
NAVAS-CASTILLO, 2020).

5. OBJETIVOS:
5.1 Geral:

O objetivo geral deste projeto consiste no estudo da diversidade de begomovirus em leguminosas,
especialmente as do género Phaseolus sp. oriundas de campos de plantagdes das regides Norte e
Nordeste do Brasil. Este trabalho consiste na caracterizagdo molecular de novos virus encontrados em
sequenciamento de alto desempenho (HTS) e/ou por Sanger em plantagdes de feijao e leguminosas.
Portanto, este projeto tem como alvo o estudo da biodiversidade viral e da caracterizagdo genética dos
virus que infectam o feijdo, e contribuird no futuro para estabelecer medidas de manejo e controle das

doencas virais que acometem a cultura do feijao.

5.2 Especificos:
e Determinar as sequéncias completas dos principais genomas virais associados a doengas no
feijao através do sequenciamento de ultima geracdo (NGS) e sequenciamento Sanger.
Este projeto faz parte da rede de cooperagdo entre 0 DSMZ (Colegdo Alema de Microorganimos e
Cultura de Tecidos, Alemanha) e a Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os resultados de

sequenciamento de ultima gerag¢do de apenas uma coleta (2020) de amostra ja estdo disponiveis.



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

A validag¢do do sequenciamento NGS foi realizada no Laboratdrio de Fitovirologia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) através da técnica de PCR. Portanto, a PCR foi realizada a
partir de DNA extraido de feijao com sintomas virais, utilizando primers degenerados e especificos
para detec¢do do begomovirus em estudo.

e Estudar a gama de hospedeiras com as espécies virais encontradas nas amostras
O objetivo desta etapa ¢ conhecer a gama de hospedeiras dos begomovirus de feijdo. Esta etapa esta
andamento. Moléculas de DNA foram amplificadas pela metodologia de amplificagdo por circulo
rolante e serdo inoculadas por biolistica em plantas de Phaseolus vulgaris (Cultivares Azeitona, Preto
153, Comum, Mulato BR14), Phaseolus lunatus (cultivares Fava Itamb¢, Olho de peixe, Fava IPA-2),
Vigna unguiculata (cultivares Caupi NC 0434 e Caupi TVU 2331) e Glycine max (cultivares Soja
BMX dorga e Soja FT 1045), todas pertencentes a familia Fabaceae.

6. METODOLOGIA

6.1 Coleta de material

Nesta etapa, folhas secas preservadas a 4C° de Pueraria phaseoloides oriundas de coleta realizada no
ano de 2020 no municipio de Sena Madureira, estado do Acre, que apresentavam sintomas de mosaicos
severos tipicos de begomovirus, foram utilizadas para andlise de sequenciamento de ultima geragao
(HTS), por PCR e sequenciamento Sanger. O material foliar apresentando sintomas virais foi
imediatamente processado e armazenado em um recipiente com silica gel para evitar a degradacao do
material genético até chegar ao laboratdrio de Fitovirologia da UFRPE. As amostras coletadas no ano
de 2020 estao catalogadas no laboratorio de Fitovirologia da UFRPE, e preservadas em tubos do tipo
Falcon contendo cloreto de célcio e armazenadas em geladeira a 4°C. Estas amostras foram utilizadas

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

6.2 Extracao de acido nucléico total

O DNA total foi extraido de acordo com o método do CTAB 2X a partir de folhas secas de plantas de
Pueraria phaseoloides oriundas do Acre e catalogadas no Laboratério de Fitovirologia da UFRPE,
utilizando o seguinte protocolo: cerca de 100 mg de tecido vegetal foi transferido para um saco de
plastico estéril e macerado em 2 mL de tampao de extragdo (100mM Tris pH 8.0; 2% CTAB; 1,4 M
NaCl; 20 mM EDTA, 0,2% B-mercaptoethanol). 500 pL. do material macerado foi transferido para



um tubo de 2 mL, e em seguida foi adicionado 50 pL. de SDS (20%), e incubado a 65°C por 10 minutos.
Foi adicionado 500 pL de solugdo de fenol cloroférmio (1:1) e misturado por inversao. Posteriormente,
o material foi centrifugado em centrifuga refrigerada a 4°C e velocidade de 13.000 rpm por 10 minutos.
400uL do sobrenadante foram cuidadosamente retirados e transferidos para um tubo eppendorf estéril
de 1,5mL. Um total de 160 pL de acetato de potassio SM (KoAc) gelado foram adicionados a solucao,
misturado e incubado em gelo por 20 min. Logo em seguida a solugdo foi centrifugada por 10 min a
13.000 rpm. O sobrenadante (~300 uL) foi transferido para um novo tubo e foi adicionado 1 volume
de isopropanol (300uL), incubado a -20°C por 30 min, e posteriormente centrifugado por 10 minutos.
O sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 500 pL 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 pL. de H»>O livre de RNase e DNase. Para amplificagao
de moléculas de DNA de fita simples virais (ssDNA), a técnica de amplificacdo por circulo rolante
(RCA) foi realizada segundo o método descrito por Inoue-Nagata et al. (2004). O material amplificado

sera utilizado para a inoculag@o por biolistica em diferentes espécies de plantas.

6.3 Reaciao em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi realizada para detectar a presenca de begomovirus. Foram desenhados pares de primers
especificos com o software Geneious R11 baseados nos resultados do HTS, e, com intuito de detectar
as diferentes moléculas de DNA viral comparados as sequéncias da base de dados do NCBI

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

Os primers especificos foram desenhados a partir do software Geneious R11 usando também
sequéncias de genomas completos de Bean bushy stunt virus (BeBSV) depositados no GenBank

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

HindIII-F(CCAAGCTTTCATCTCATCGGGC) e BeBSV-A-HindllI-
R (TGAAAGCTTGGGTGGAGGATTA) para o DNA-A e  BeBSV-B-HindllI-F
(AAGAAGCTTGTAAGGATTCAGAG) e BeBSV-B-HindIII-R
(TACAAGCTTCTTGGACCTTCC)

para o DNA-B.

Esses primers foram utilizados na rea¢do de PCR tendo como molde o produto de RCA feito a partir
de DNA extraido da Pueraria. sp e seguindo o seguinte protocolo: para uma reacao de 25uL, foi usado
1 uL de produto de RCA purificado com kit Wizard® da Promega, 0,5 pL. de ANTP 10 mM, 0,1 pL de
Taq DNA polimerase (PlatinumTM, ThermoScientific), 17,15 uL. de H>O livre de DNase e
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RNase, 1,5 puL (10 mM) do primer BeBSV-A-HIndIII-F(CCAAGCTTTCATCTCATCGGGC) e 1,5
pL (10 mM) do primer BeBSV-A-HindIII-R (TGAAAGCTTGGGTGGAGGATTA) para
amplificar o DNA A e 1,5 pL (10 mM) do primer BeBSV-B-HindlIlI-
F (AAGAAGCTTGTAAGGATTCAGAG) e 1,5 pL (10 mM) do primer BeBSV-B-HIndIII-R
(TACAAGCTTCTTGGACCTTCC) para amplificar o DNA B.

Os parametros do termociclador foram como seguidos: denaturacdo de DNA, 3 min a 95°C, 35 ciclos
de 30 segundos a 94°C, anelamento dos primers, 1 min a 53°C, e extensdo, 3 min a 72°C com uma

extensao final a 72°C por 10 minutos

6.4 Purificacdo de produto de PCR e sequenciamento Sanger
Os amplicons gerados por PCR de DNA-A e DNA-B utilizando os primers especificos desenhados
para o BeBSV foram purificados utilizando o kit de purificacgio Ludwig®

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

agarose conforme recomendacdo do provedor, sendo a seguinte para o produto amplificado por PCR
do DNA-A ¢ DNA-B:

Para o DNA-A foram realizados trés reacdes de 25 pL cada, foi colocado em eletroforese em um gel
de agarose (0.8%w/v) de 25 mL corado com 1,5 pL. de SYBR® safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA).
Foi utilizado um total de 65 pL. do produto da PCR e 15 pL de loading dye (tampao de corrida)
colocado 40puL em cada poco 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 pL do solu¢cdo DD (3 volumes solucdo: 1 de gel) em um tubo
eppedorf e incubados em banho maria a 60° C por 10 minutos. O contetido foimisturado por inversao
a cada 3 minutos. Em seguida, a solugdo de agarose dissolvida foi tranferida para uma coluna EC, e
centrifugada por 1 min. a 13.000 rpm. Esta etapa foi repetida e o contetido foi centrifugado mais uma
vez por 1 min. a 13.000 rpm. O contetido foi descartado e adicionou-se 600 puL da solug¢do de lavagem
(DNA Wash Buffer, WB) na coluna, que foi centrifugada for 1 min. a 13.000 rpm. O contetdo foi
descartado e o processo repetido. A coluna foi centrifugada por 2 min a 13.000 rpm para retirada de
todo o residuo na coluna. Por tltimo, o0 DNA foi eluido com 35 pL de solugdo (EB) a 65°C. O DNA
foi visualizado em gel de eletroforese (0.8% w/v) corado com 1 plL. de SYBR® safe DNA Gel Stain
(Invitrogen, USA).
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Para o DNA-B foram realizadas trés reagcdes de amplificacdo (25uL cada). Os fragmentos foram
visualizados em gel de agarose (0.8% w/v) (resultado, Figura 5) utilizando-se um total de 65 pL do
produto da PCR e 15 pL de tampao de corrida. Cerca de 40 puL foram transferidos para cada poco 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 purificagdo foi realizada como descrito acima para o DNA A.

O DNA foi sequenciado de acordo as exigéncias do laboratorio de Bioinformatica e Genética Evolutiva
do Departamento de Genética da UFPE. Foram fornecidos 10 uL do produto de PCR purificado e
aliquotados em tubo de 0,2 mL com concentragdes entre 5 e 20 ng/uL. Além disso, 10 pL de cada

primer foram fornecidos para o sequenciamento na concentracao de 5 pmol/pL.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO:

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

4°C para futuro processamento (Figura 1).
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Fig.1: Folhas secas em silica gel e devidamente armazenadas em tubo Falcon contendo cloreto de célcio e armazenadas a
temperatura de 4°C.



7.2 Resultados da extracdo de acido nucléico total:

A extracao de acido nucléico total seguiu o protocolo CTAB 2X descrito nos materiais € métodos do
presente relatorio. A integridade do material genético foi verificada por eletroforese em gel de agarose
na concentracao de 0,8% e corado com 1 pL de SYBR® safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) para
20 mL de gel de agarose (Figura 2).
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Fig.2: Resultado da extragdo total de acido nucleico vista por eletroforese em gel de agarose (0,8%), onde podemos verificar
a integridade do material extraido pela presenca de bandas de DNA bem marcadas. No primeiro pogo temos o marcador
(Lambda DNA digesto com PstI, M),e no segundo poco (1) foram adicionados SpL. do DNA extraido e SpuL de loading dye
(tampao de corrida).

7.3 Resultados da Reacao 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 preseng¢a das moléculas de DNA-A e DNA-B de begomovirus em amostras de

Pueraria.phaseoloide (Figura 3).
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Fig 3: Eletroforese em gel de agarose (0.8%w/v) corado com 1 pL 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); ¢ DNA-B:
fragmento amplificado com os primers BeBSV-B-HindIII-F/R (~2500pb) . M: Marcador Lambda DNA digerido com
enzima de restri¢do HindIIl.

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

O resultado das purificagdes dos trés 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) estd demonstrado na
Figura 4 e Figura 5.

GS20-BeBSV-HindIIT
DNA-A

Fig.4: Eletroforese em gel de agarose (0.8% w/v) corado com 1 pL. 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 (1) e a segunda (29) eluigdo.
O fragmento purificado da primeira eluigdo foi utilizado para o sequenciamento Sanger.
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Fig5: Eletroforese em gel de agarose (0.8%w/v) corado com 1 plL 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 (1) e a segunda (2%) eluig3o.
O fragmento purificado da primeira eluigdo 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 basico em nivel de nucleotideos, NCBI) foi utilizada contra

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

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

Fig.6: Representagdo grafica de cromatograma obtido com o sequenciamento Sanger (GS20 RCA-HindIII-Purif : primer,
BeBSV-A-HIndIII-F) utilizando o primers no sentido senso (Forward).
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Query 2 e T TG O TTE TORACATOTGC TC TRATCTTATOCAGS  E1
) FLLCCLELEEEE LR R FEEE D T T T
Shijct 1898  AGCCACOGT TCOGGEAGCANCAGC NN TTCTORMCATETGT TCTTATT TTATODAES 1957
Query &2 TE A T T TGGGCTGT TCT TCTCT TAATATAT WERAGGEOCOTOOCT TOACAS 121
) PEECECEECEEETE T EEEEEEEEE e L L
Shjct  195F OO AN TCTCT TORCTGET TCT TOTCT TAaTATAT TGAGEGICGTEECTECACAY 2817
Query 127 TCTOOAT TGAGNSOCT TGGoOATATOTATTOT TGGAGAT TEOOASCCTOCTCKAGCTGAT 151
) PLLLLEEEEE LV LR R ]
shjck 2818 TOTGOETTGEAGN T TOGCATATOTATORT TGOCAGAT TEGCACITOCTORMGC TGN, 2577
Query 182  COTOCATOGN TOGA S TOCATANTCATGAMATCTOCGTC T T TCTOCATATATGTE 241
) FLCEEEEEEEEE LT
shjct 2878 OOTOCATOEOCTOGAA TOCATANTCA TGNATC TOOETC T T TCTCCATATAGETC 2137
Query 242  TTGACATCTGAGGAOGATT TG TOO TR TAT TCOGATOGAMATOTOC TGACCT TEAT 381
) PEECECEEEECEEEEEE PR LR R e
Shjct 2138 TTGMCATCTGAGGACGATTTAGCTOCC TG TAT TONGATEGN W TOTETRACCTTGAT 2197
Query 382 O00GNS O OTOGNSNGANTCT TTGRTTCTOGCATCTATAT T T TOCT TOGSSCTEGATG 351
) CLCLCLELEE LD LR T
shjct 2198  GOOGSNOCANETOGSGN TCT T TG T TCTOGCATCTGTAT TTTOCT TOGSACTOGRATG 2257
Query 362 AOCATOTOTANATGAGOT TOCOCATCT TORTOTAMT TCTCT TAT TACATRANTOARACTTE 421
) FLCLCLELEEE LR LT
shjct 2258 AOCNOETATANTGNYEET TOCOCATCT TORTATAST TCTCT TAT TACACGNATGAATTC 2517
Query 422 TTGTTARTOGGOGTTTT Tt GO TOCAAT TOAG S AGAGCT TOCTC T TTOOT TAaTGYy 451
) PEEE LR LR e TR LT
Sbhjct 2218 TTATTAGTCGGOGT TTT TaaCeCT TECAY TGRAGANGAGCTTOCTCTTTORT TAATEYY 2377
Query 482 CHATGANGOOTATATGAGA G YYAT TCT TOG0AT TAMCTONGAOO0CTTOGaTOATO0C 541
) CLCLELEEE LR T
shjct 2378 O TGaG0aTATATGAR G TTTCT TOE0aT T 2437
Query 542 ATATTTOTASTATGAGAETGATICCO AT TOOCTOC W T T TTOOTOARAATORMATT a1
) FLCCLEEEEEEEE RCECEEEECE R LR
shjct  243F ATATTTOTASTATGNGN TERATOOOCAAT TEOCTOOOCT TEAAACT TOATEAAATENATT 2497
Query B82  GOGGAMATOGGGAT AT T TATAGTATAGTOCAT TATANTTT TATGEGACACOTOTOOOOC 661
) CELCCLECECE L EEEE EEEEEE LRy Fl
sbjct  2ao8 TCANTTTATAGT! CCATTATANTTT TATOERNYCNOOTORO0EIC 2557
T iy
shjct 2558 ATCOOCTATASTATT

Fig.7: Resultado da andlise de Blastn. Visualizagdo de alinhamento do segmento sequenciado por Sanger. A sequéncia
estudada demonstrou ser 97% idéntica a sequéncia do begomovirus bean bushy stunt virus segmento A, codigo de acesso
GenBank (NC_055594).
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Fig. 8. Representag:ao graﬁca de cromatograma obtido com o sequenc1amento Sanger (GS20—- RCA-N6 com o primer
BeBSV-A-HindIII-R) utilizando o primers no sentido antisenso (Reverse).
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Query 1 TGN TCTATT T T TATGAT TOGATCAD AT TAATAMATT T T TGS TT TTATT TCATGAT 63
) PELCTEECEEE LT EE L
shick  BTE  TOGGATCTATTTCTATGATTOGRNTCACCANTTANTAM-TTTTGANTTTTATTTCATGAT 936
Query &1 TR TR BT T - Ao TG =TT TATCTO T TOCA Tt O TCTRATANCAT - 116
) PELCEEEEEE D T DT T (LT
Shich 937 T OO Tt AT T TACATAMTTT T TaTCTAT TOLASNA TR an TOTANTAACAT 596
Query 119 TOT T TG TR O TGO G TCT A TR A TGO TRCT TR TCTAT - 178
) PELCEELECLE L0 DL CE L LT L]
shjck 987 TOTTAATAGHNAT: A CGATCTAAATACAACATOACCANMATATTTASATCTAT | 1856
Query 179 TTAATATOTOGYOOCAGASA TATOOTCATOTORTCCAGM T TOGA AT TGARATAMG 238
CEECTEEEEEE EEEEEEE LR LR T et T
shick 2857  TTAAATATETOOTOOCAGAAA TETCATCANTATOOTOCAGA T TOGAMTTGAGATAMG 1116

Query 233 OCTTOTGGAGAGOCASCOCT TTOCTCAGAT TATGAT TGANCGGATCTOGACGTOGAYGS 298

shick 1117 COTTOTGGMGNGOCA RO TTO TCAGET TTGAT TGANCEGATETORAGTORM, 1176

Query  2a

T T BT TAC TGaT O T TACTGATATATCE T TGN EERY
) PLELCEEEEEEEEEEE LT
shict 1177  TOCTCGTOCTGOTGTATAC TGO OO T TAOaTOaTAT AT TR AR

Query 359 CTATCTOOCAGATATATAOOOCAC TOTCT oo AT BB AGTRATO0OT TOO0o6aToE
) N N R R Ry A
shict 1237 CTATCTOOCAGATATATAODOCACTCTCT o0 T oA TOCOCAGTGATOOOT TOOIOGaTo.

Query 419

T TOCATOATCGCAGCAGT T caT CAGOCAC: aTCT
) PCECCECETEEEE R EE LT
shick 1297 GTARATCCATGGTCACTGCAGTTY CaT CAGOCAC: aTCT

Query 479 ATCCTTCTACGACOTGT TRCTCTOCT T TG TG T TaT GO TATOC T TTGAT AGAGEGS

) R A R R A
shick 1357  ATCCTTCTACGACGTATTGCTCTTCT T TG TGO TCTaT GO TaTGIT T TEATAGAGEEE
Query 533 OG0T R T T T T AT TAT RN a T T ACGATT TaAGAGATGOTTT T TC

) PLLCLCLLEE T
shick 1417  GOCETOGGEA G T TT TG TTAT G ATATOC AN T T TGRGAGATOOTT TTC
Query 524

T T T T T T T OO0 O T T AT TOCACAGCACRAT MR
N R R N
T T T O T T TATASC 00O T TO T OGN T TOCACAGCACBATAGS

shjck 1477 1536

Query  E53  TOOGATOCCTOCTT TAAT T IGASC TGO TTOOaTATTTE0AaT TTGATTEODAaTCTCT
) PELCLEEEEEEE L VLT
shick 1537  TOOGATOOCTOCTTTAAT TTGASCTROCT TTCOGTAT T TGOAGT TTEATTEOCAGTCTCT
Query 719 TTOOGOCOCAN TCAN T T TN OO TCAGC T TTAATAT TOONGATGACATORTC
N R R A

shick 1587  TTOEEOOOCA TCANCTOT T IO AT TOAGCT TTANATAT TROGGA TGACATOETC
Query 778 AATGACETTATACTOCATTOOAT TOGANT AR T TGAIT TAMNETORAGATRNICATT
) PLLLCLEECEEE LT L
shick  1E57  ANTGAOGT AT T OCACTRCAT TGAAATAGADCT TTGAGT T oG TORAEN TGACCATT
Query B3

AT TTATATGAR TAMGCAIOTO0O.  B72
) L A A
shict 1717 CARATAATTATOTOGOOCTAGNACACETEOEAC

Fig.9: Resultado de analise do Blastn. Visualizagdo de alinhamento do segmento sequenciado por Sanger. A sequéncia
estudada demonstrou ser 98% idéntica a sequéncia do begomovirus bean bushy stunt virus segmento A, codigo de acesso
GenBank (NC_055594).

Os resultados dos sequenciamentos junto com o do alinhamento local mostram que a sequéncia
estudada demonstrou ser 98% idéntica a sequéncia de DNA-A do begomovirus bean bushy stunt virus
(NC _055594). Na Figura 10 observa-se a representagdo grafica 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

regido 5’ em comparagdo a sequéncia depositada no NCBI (NC _055594).
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Fig.10: Representacdo grafica da molécula do DNA-A de BeBSV, que apresenta identidade de 98% (nt) com a sequéncia
do bean bushy stunt virus segment A depositada no GenBank da Argentina (NC_055594.1, REYNAS et al. 2022).

Em relagdo ao DNA-B, o resultado do sequenciamento foi visualizado através do Software Geneious
R11 (Figura 11, Figura 13). A ferramenta Blastn (alinhamento local basico a nivel de nucleotideos)

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

utilizando a sequéncias de BeBSV DNA-B podem ser visualizados nas Figuras 12 e 14.
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Fig.11: Representagdo grafica de cromatograma obtido com o sequenciamento Sanger BeBSV-B-F_A08 0l.abl

orientagdo sentido senso.

Bean bushy stunt virus segment B, complete sequence
Sequence ID: NC_080095.1 Length: 2622 Number of Matches: 2
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Query 1 GGTACTTGLTGTCTGTACTCTATGACGCAATGGTCTATTTTCATACAGCT ACGACTTAAC 6@

Sbjct 1886 GGTACTTGCTGTCTATACTCTATGACGCAATGGTCTATCTTCATACAGCTACGACTTAAT
Query 61 CTGGCGCTTAATTGAGACGCTGTGGAMGGARATTGCAARACARTTTCAGT CAGGTCGTGA 126

Shjct 1946 CTTGCGLTTAATTGAGACGLCGT CGARGGARRTTGLAARACARTTTCAGT CAGGTC 2665

Query 121 GACAACTGGTACTCATCTCTATGTGAYTCTATATAATTGARGGCACTTGGAGGAATGACT  18@

Sbjct 2086 GACAACTGGTACTCATCTCTATGTGACTCTATATAATTGAAGGCACTTGGAGGAATGACT 2865

Query 181  AATTTAGACTCCATGGCCGCGCCAGCGGLATCGACAACGAGABACGCCARCTGGATAAAT 244

Sbjct 2866  AATTTAGACTCCATGGLCGLGLCAGCGGCAT CGACAACGAGAGACGLCAMATGGAGAAAT 2125

Query 241 ATACAACYGACTCGCAGAMGACAGAN AGCACAACAGCAATAGARAAGAARCATAA  3a@

Shjct 2126 ATACAACCGAAAGGCAGAAGACAGRACAGCACAGCACARCAGT ARTACAAAAGARCAGAA 2185

Query 381 ACTCCAAGATGTGTTAACCACACTCTCTARACTCATATATGACGCTATAACGTCTTTGTA 36@

Sbjct 2186 ACACCAAGATGTGTTACGLACACTCTCTAAACTCATATATGACGLTATAACGTCTTTGTA 2245

e T

Shjct 2246 GTGGTTATTGTCTTTATATAAGCGCCARRAGGLGTCTTCATGTTTATTAACTTARRAGCG 23465

Query 421 TCATATARATCAATCATTTAKCAACTATTATTAACAACATATAATAATGTTGGLTTGGTT 48@

Sbjct 2386 TCATATARATCATT-TTTCATCTAATATAATTAAGAACAAATAATAATGTTGTTTTCGTT 2364

AT T

Sbjct 2365 AT AGAAGACAACGAGAATGGCAT ACTTGLAA TGATCCCCGATTGGGRAC 2424

Query 541  TGTCARACTTGGCGAAAACAATTGGGGAATGGGGATCAATTTATAGTATAGTCCATTATA 6@

Sbhjct 2425 GUTCAAACTTGGLGAAAACAATTGGGGAACGGGGATCAATTTATAGTAGAGTCC 2484
Query 681  ATTTTATGGGACACGTGTCGGCCATCOGCT ATAATATT 638

Sbjct 2485 ATTTTATGGGACACGTGGUGGUCATCCGCTATAATATT 2522

na

Fig.12: Resultado da analise de Blastn. Visualizagdo de alinhamento do segmento sequenciado por Sanger. A sequéncia
amplificada demonstrou ser 93% idéntica a sequéncia do DNA-B do begomovirus bean bushy stunt virus, codigo de acesso

no GenBank (NC_060095).




Fig.13: Representagao grafica de cromatograma obtido com o sequenciamento Sanger BeBSV-B R_G05 07.abl no
sentido antisenso.

Bean bushy stunt virus segment B, complete sequence
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Query 22 TTTGTGGCGAG - ATACT CAGT CATGTTAATTCTGACCATTACTCCTGCATTCARAGAGCG 86

Sbjct 815 TTTGGTGCGAGAAT ACACAGTCATGGTAA-TCTGGCCATTACTCCTGLATTCAAAGAACG 873

Query 81 ATATTTACCATTAGCCCATGTTTTTARRACCGKTKTC-TGTCTGTTGABABGGAGTCCTT 139

Sbjct 874 TTATT-A-CATAAG-GCATGTTTTT-AAA-CG-TGTCTTGTCTGTTGAGAAGGAGTCGCT 927

Query 148  AATGGTTGATTTTASAGGGAACGRGCGTTTCTTGTCT AATAGTCGTTATAATTGGTGGGC 199

Sbjct 928  AATGGTTGA-CTTAGAGGGGACG-GCG-TTCTTGTCTAATAGTCGTTATAATTGTTGGGE 934

Query 28@  CAATTTTABAGATCTCGAGAGAGAAT CATGCAACGGTGTTTATGCTAAT AT ABGCARGAA 259

Sbjct 985 CTCTTTTAAAGATCTCGAAAGAGAAT CATGCAACGGTGTATATGGT AATATAAGCAAGAA 1add

Query 26@  CGCCTTGTTAGTTTATTTATTGTTGGATGT CGGAGT CABAGTGT AAGGCATCCCACATTT 319

Sbjct 1845 CGCGTTGTTAGTTTA-TTATTGTTGGATGT CGGAGT CAAAGTGT AAGGCAT -CCACATTT  11e2

Query 328  GTATCGTATGATCTGGATTATATTGGAT AAAT AARACAAGTTATTTTGAABACATCAARC 379

Sbjct 1193 GTATCATATGATCTGGATTATATTGGAT ABAT ABAARCAAGTTATTTTG- - BACATCARAC 116

Query 38@  TCTTTCTCASAAAATARCAAACAACSACTTTGACTACACATTAACCCAACGTCTTGGGYT 439

Sbjct 1161 TCTTTCTCACARAAT AACAAACAACAACTTTGACTAAATCTTAACCCAACGTCTTGGECT 1224

Query 44@  TTTTAGTATTACAATTGCTACT AATACATTCATGGACCGT AGTCCTAACAAGCTCGTTTA 499

Sbjct 1221 TATGAGTATTACAATTGCTATTAAT ACATTCATGGACGGT AGTCCTARCAAGCTCGTT 1288

Query 58@  ATTGGGCCAKGGACATGGT AATGTTGGACTGTGTCCTTTGTAGCCCT ACTACGGAAGCAG 559

Sbjct 1281 ATTGGGCCATGGACATGGTGATGTTAGATTGTGTTCTTTGTAGCCCTACTACTGATGCAG 1348

Query 56@  ACTCACCAGGGTCCAGTACAGTGLTCCCTAACCGGTTAAGCTGTCTATATGGATCTRACG 619

Sbjct 1341 ACTCACCCGGGTCCAGTACTGTGCTCCCTAACCGGTTCAGCTCTCTATATGGATGTAACG  14e@

Query 628  CGTCACCCATTTCTGAGTCCGCATCGGATTGGGATATTCCTATAGTACTTCTTGTGGCCC 679

Sbjct 1481 CGTCACCCATTTCTGAGTCCGCATCGGATTGGGATATTCCTATAGTACTTCTACTAGCCC 1468

Query 688  ATGACTCACCGGGCTTAATTTCAATTGGGCCAGGAAGCCCARBACGTGATGATGLGGATC 739

Sbjct 1461 ATGACTCACCGGGLTTAATTTCAATTGGGLCAGGAAGLCCARRACGTGATGATGCGGATC 1524

Query 748  TCACCATTCTTCTCTCCCATTTACCATAWCCAACATGGTTARAGTCGATATCCTTATCCG 799

Sbjct 1521 TCACCATTCTTCTCTCCCATTTACCATATCCAACATGGTTAARAGTCGATATCCTTATCCG  158@

Query 80@  AGAACTGTTTTGAAAGGATTTTAACTGTTGGGGCCCTGAAAGGAAT ATCGACTGARATGTT 859

Sbjct 1581 AARATTGTTTAGABAGGATTTTAACTGTGGGGGLCCTGARAGGAAT ATCGACTGAATGTT  16d@

Query 86@  TAGCCGTGGAYAATTTCAGCTTACCTTTAAACTTCGCAAAATGGGTCATTTGATGTACAT 919

Sbjct 1641 TAGCCGTGGATAATTTCAGCTTACCTTTABACTTCGCAARATGGGT CATTTGATGTACAT  176@

Query 928  TCGAGTCACABACCCTATAATACAATTTGCCACGGAAT AGGATC-TTGAGGGAGAMGART 978

Sbjct 1791 TGGAGTCACAAARCCCTATAATATAATTT - CCACGGAAT AGGATCTTTGAGGGAGAAG 1759

Query 979  GATGATGABABATA 992

Sbjct 1768 GATGATGAABAARTA 1773



Fig.14: Resultado do Blastn. Visualizagido de alinhamento do segmento sequenciado por Sanger. A sequéncia amplificada
demonstrou ser 92% idéntica a sequéncia do DNA-B do begomovirus bean bushy stunt virus, codigo de acesso no GenBank
(NC _060095).

Abaixo (Figura 15) esta a representacao grafica da sequéncia montada do DNA-B de BeBSV. Um
total de duas OFRs foram anotadas, sendo uma a ORF que codifica para a proteina de movimento
(BC1) e a outra a proteina de transporte nuclear (BV1).

o BY1

BBSV-AC- DNA- B
2,525 bp

= —BeBSV-B-HindllI-R
, \B Hindlll (1,813)
eBSV-B-Hindlil-F

Fig.15: Representacdo grafica da molécula do DNA-B de BeBSV, que apresenta identidade de 92% (nt) com a sequéncia
de bean bushy stunt virus segment B depositada no GenBank, codigo NC 060095 (REYNAS et al. 2022).

Com esses resultados temos argumentos que sugerem que o begomovirus bean bushy stunt virus
(BeBSV), primeiramente identificado em plantas de feijdo comum no Nordeste da Argentina, esta
presente em plantas de Pueraria na regiao Norte do Brasil. Este virus pode futuramente no Brasil
passar a infectar leguminosas de importancia agrondmica no Brasil.

8. CRONOGRAMA DA EXECUCAO (correspondente ao de Plano de Trabalho submetido
no processo seletivo)
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*Justificar a ndo realizagdo de atividades apresentadas no plano de trabalho.

9. CONSIDERACOES FINAIS:

As fortes chuvas que acometeram Pernambuco nos meses de junho e julho, € que se estenderam
até meados de agosto prejudicaram o andamento deste trabalho. Esse foi um fator que nos

impossibilitou realizarmos coletas em areas de plantacao de feijoes, principalmente na Zona da



Mata de Pernambuco. No entanto, todas as etapas foram realizadas cronograma planejado pelo
plano de trabalho com exce¢do da ultima etapa que se encontra em andamento. Iremos fazer
novas coletas de amostras infectadas com virus de feijoes nas regides Norte e Nordeste para
sabermos a incidéncia viral, e comprovar por biolistica a capacidade deste virus infectar uma

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

Participacoes em Congressos:

e XI Simposio Sobre Atualidades em Fitopatologia & V Jornada Professor Chaves de
Iniciacao Cientifica
e XXXII Congresso Brasileiro de Virologia - Virologia em Casa. 2021
e XIII Congresso Argentino de Virologia, 2021
e 52° Congresso Brasileiro de Fitopatologia
e [ Webnario MEPS: Microbiologia e Enzimologia do Sistema Planta Solo
e 6th Brazilian Student Council Symposium: Omics and Data Science
e [V Coloquios em Fitopatologia Tropical
Seminarios:
e [ Ciclo de Palestras dos Grupos de Estudos em Fitopatologia da UFV: Novas Tecnologias
Aplicadas a Fitopatologia, 2021.
Cursos:
e Introducdo a Programacao: Python aplicado em Bioinformatica. (Carga horaria: 8h).
Universidade Federal de Vigosa, UFV, Brasil
e Desenho de primers para PCR convencional e qPCR. (Carga horaria: 3h). Sociedade
Brasileira de Fitopatologia, SBF, Brasil
e Diagnose de doengas bacterianas. (Carga horaria: 4h), Universidade Federal Rural de
Pernambuco, UFRPE, Brasil
e Minicurso PCR em tempo Real: uma abordagem pratica (Carga horaria: 3h), Universidade

Federal Rural de Pernambuco, UFRPE, Brasil


https://doi.org/10.1007/s00705-018-3802-1

Trabalhos apresentados e publicados em eventos cientificos:

e XIII Congresso Argentino de Virologia, 2021. “A New Putative Badnavirus Sequence In
Dioscorea bulbifera From Brazil”

e XI Simposio Sobre Atualidades em Fitopatologia & V Jornada Professor Chaves de
Iniciacdo Cientifica. “Transmissdo de um isolado de cowpea aphid-borne mosaic virus
obtido de Passiflora alata a maracujazeiro e feijoeiros, 2021”

e XI Simpoésio Sobre Atualidades em Fitopatologia & V Jornada Professor Chaves de
Iniciacao Cientifica. “Deteccdo de BGMV em plantagdes de Feijao-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

excegdo da ultima foram realizadas pelo bolsista.

13. PARECER DO ORIENTADOR:

O estudante Carlos Henrique Machado Dias de Brito mostrou-se extremamente interessado na
area da Virologia Vegetal e tem contribuido enormemente com as atividades de pesquisa dentro
do laboratorio de Fitovirologia da UFRPE. Nao somente cumpriu com o horario de 20 horas
semanais do PIBIC, mas tem dedicado todo o tempo livre para aprender o0 maximo possivel
dentro da é4rea da Fitopatologia. Neste contexto, o estudante também tem ajudado outros
estudantes do laboratdério no andamento de suas atividades. Neste periodo realizou cursos na
area da Fitopatologia, Bionformatica e Virologia e apresentou resumos em Congressos
Cientificos Nacionais e Internacionais como primeiro e co-autor. Além de considerar o aluno

extremamente dedicado, ¢ amigavel com seus colegas e de facil convivio.

Recife, 09 de setembro de 2022.
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