
 
 

 
 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO 

DEPARTAMENTO DE AGRONOMIA 

ÁREA DE FITOSSANIDADE – LABORATÓRIO DE FITOVIROLOGIA 

 

 

 

RELATÓRIO DE ESTÁGIO SUPERVISIONADO OBRIGATÓRIO 

 

 

 

IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE UM NOVO PUTATIVO VÍRUS 

DA FAMÍLIA RHABDOVIRIDAE A PARTIR DE DADOS DE 

SEQUENCIAMENTO DE ALTO DESEMPENHO DE MANDIOCA (Manihot 

esculenta Crantz) 

 

 

 

 

LUCAS NASCIMENTO DOS SANTOS 

 

 

 

 

 

 

 

RECIFE – PE 

2022  



 
 

 
 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO 

DEPARTAMENTO DE AGRONOMIA 

ÁREA DE FITOSSANIDADE – LABORATÓRIO DE FITOVIROLOGIA 

 

 

 

RELATÓRIO DE ESTÁGIO SUPERVISIONADO OBRIGATÓRIO – ESO 

 

 

 

IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE UM NOVO PUTATIVO VÍRUS 

DA FAMÍLIA RHABDOVIRIDAE A PARTIR DE DADOS DE 

SEQUENCIAMENTO DE ALTO DESEMPENHO DE MANDIOCA (Manihot 

esculenta Crantz) 

 

 

 

 

Trabalho de Conclusão de Curso apresentado ao 

Departamento de Agronomia da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco, Unidade Sede, 

como parte dos requisitos exigidos para obtenção 

do título de Engenheiro Agrônomo. 

 

 

Orientadora 

Profª Drª. Rosana Blawid 

 

 

RECIFE – PE 

2022  



 
 

 
 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO 

DEPARTAMENTO DE AGRONOMIA 

ÁREA DE FITOSSANIDADE – LABORATÓRIO DE FITOVIROLOGIA 

 

 

IDENTIFICAÇÃO 

 

 

Discente: Lucas Nascimento dos Santos 

 

Curso: Agronomia 

 

Orientadora: Prof.ª Dr.ª Rosana Blawid 

 

Local: Laboratório de Fitovirologia, Departamento de Agronomia - Fitossanidade, 

Universidade Federal Rural de Pernambuco. Rua Dom Manoel de Medeiros, Dois Irmãos, 

Recife- PE, 52171-900. 

 

Período: 03/03/2022 a 18/05/2022 

 

Carga horária: 210 horas 

 

  



 
 

 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço a Deus, que está presente em todos os momentos de minha vida, que me 

fez acreditar nos meus sonhos e me abriu portas que eu jamais imaginei, que me concedeu 

graça e sabedoria para atravessar momentos difíceis em mais uma etapa da vida 

profissional. 

Aos meus pais, Silene Faustina e Antonio Adilson que sempre se sacrificaram e 

deram o melhor de si para que eu realizasse os meus sonhos e objetivos. Também 

agradeço ao meu irmão Matheus Nascimento, por toda a ajuda desprendida a mim durante 

todos estes anos. A todos os familiares, que mesmo um pouco distantes, também foram 

fundamentais durante a minha trajetória, compreendendo minhas ausências e fornecendo 

apoio, incentivo e orações. 

À Universidade Federal Rural de Pernambuco, pela forma cuidadosa com a qual 

recebe os seus alunos, aos excelentes professores e demais servidores desta casa. 

À professora Rosana Blawid, que de maneira muito gentil aceitou orientar este 

trabalho, por ser um exemplo de profissionalismo e dedicação ao ensino, pelas 

oportunidades, confiança e por todo o conhecimento compartilhado. 

Ao professor Marco Gama, que é responsável por grande parte do meu 

crescimento científico durante os quase quatro anos de orientação na Iniciação Científica 

no LAFIBAC, pela confiança e pelas oportunidades. 

Aos muitos amigos e colegas, com os quais tive o prazer de compartilhar bons 

momentos durante a graduação, na sala de aula ou em diferentes laboratórios de pesquisa, 

por todo o companheirismo e auxílio. 

Aos colegas do Laboratório de Fitovirologia da UFRPE: Géssyka Albuquerque, 

que acompanhou de perto o desenvolvimento deste trabalho, Marcelo Henrique, 

Alejandro Risco, Elayni Araújo, Carlos Henrique, Ana Paula e Ailton Cruz. 

Aos amigos e colegas que fiz no Laboratório de Fitobacteriologia da UFRPE, que 

são muitos, mas em especial, agradeço ao Marcelo, Marcelle e Victória pela amizade. 

Também agradeço ao Me. Pedro Henrique, Me. Bárbara Ribeiro, Dra. Claudeana Souza, 

Dra. Beatriz Cruz e Dra. Greecy Mirian, pelo conhecimento compartilhado, pelas 

oportunidades e exemplo de dedicação e persistência na pesquisa, são pesquisadores que 

em algum momento foram fundamentais para o meu desenvolvimento pessoal e 

profissional. 

  



 
 

 
 

LISTA DE ABREVIAÇÕES E SIGLAS 

 

aa   Aminoácidos 

CMD  cassava mosaic disease 

CMGs  cassava mosaic geminiviruses 

CBSD  cassava brown streak disease 

CBSVs cassava brown streak viruses 

DNA  Deoxyribonucleic acid 

Ha  Hectare 

HCN  Ácido cianídrico ou cianeto de hidrogênio 

IGJ  Intergenic Junction 

Kb  103 nucleotídeos 

ORF  Open Read Frame 

RdRp  RNA-dependent RNA polymerase 

RNA  Ribonucleic acid 

ssDNA single-stranded DNA 

SDT  Sequence Demarcation Tool  

SRA  Sequence Read Archive  

t  Tonelada 

  



 
 

 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Representação da transcrição e replicação dos rhabdovírus .......................... 17 

Figura 2. Estrutura do genoma montado, mapeado e caracterizado no presente estudo 24 

Figura 3. Distribuição dos possíveis sítios de N-glicosilação ao longo da sequência de 

aminoácidos da glicoproteína (G) identificados através do NetNGlyc 1.0 ................... 25 

Figura 4. Distribuição da qualidade (Notas de Phred) de acordo com cada posição no 

read. (SRR10480882) .................................................................................................... 37 

Figura 5. Distribuição dos reads de acordo com os tamanhos ...................................... 37 

Figura 6. Proporção de cada base nitrogenada em função da posição nos reads .......... 38 

Figura 7. Distribuição do conteúdo GC (%) quando todos os reads são considerados . 38 

Figura 8. Número de N em função da posição no reads ............................................... 39 

Figura 9. Distribuição do tamanho dos reads ................................................................ 39 

Figura 10. Representação da presença ou ausência de adaptadores .............................. 40 

Figura 11. Matriz de identidade gerada através do SDT com sequências do gene L (nt) 

de todos os representantes da subfamília Betarhabdovirinae ....................................... 40 

Figura 12. Determinação de blocos conservados dentro da região L (aa) de 

SRR10480882 e sequências de Alphanucleorhabdovirus e Dichorharvirus ................ 41 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Identificação botânica e caracterização dos arquivos SRA estudados através de 

buscas na plataforma Serratus ........................................................................................ 22 

Tabela 2. Arquivos SRA utilizados na montagem de genomas virais ........................... 23 

Tabela 3. Possíveis sítios de N-glicosilação identificados no NetNGlyc 1.0 .................. 24 

Tabela 4. CMGs causadores de CMD na África ........................................................... 36 

Tabela 5. CBSVs causadores de CBSD na África ......................................................... 36 

Tabela 6. Notas de Phred com respectivas probabilidades de erro (Pe) e segurança .... 36  



 
 

 
 

RESUMO 

 A mandioca (Manihot esculenta Crantz.) é uma das culturas agrícolas mais 

importantes no mundo. Apresenta rusticidade, adaptabilidade e múltiplas aptidões na 

alimentação humana e animal, in natura ou após processamento industrial. Dentre os 

fatores limitantes à cultura da mandioca estão as doenças, sendo possível encontrar uma 

série de patologias causadas por diferentes organismos, dentre os quais, os vírus estão 

entre os principais. Para que técnicas de manejo de doenças possam ser estudadas e 

implementadas no campo, é necessário que o agente causal da doença seja devidamente 

identificado, e, neste sentido, muitas ferramentas de bioinformática têm auxiliado os 

estudos taxonômicos e têm ajudado a compreender a diversidade biológica que há dentro 

de diferentes organismos. Deste modo, este trabalho objetivou realizar a identificação e 

caracterização in silico de sequências virais em dados de sequenciamento de alto 

desempenho (High-throughput sequencing, HTS) de mandioca disponíveis no NCBI. Os 

arquivos brutos de sequenciamento de mandioca foram obtidos do repositório SRA do 

NCBI. Os reads foram trimados no Trimmomatic v.0.36 e analisados quanto a qualidade 

com a ferramenta FastQC v.0.11.9. A montagem do genoma foi realizada através do 

SPAdes v.3.15 (k21, 33,55, 77, 99; --careful), e os contigs foram identificados através da 

ferramenta tBlastX. Os contigs foram estendidos através de mapeamentos consecutivos 

utilizando a ferramenta BBmap implementada dentro do software Geneious v.R11. O 

genoma completo foi caracterizado com base em motivos descritos na literatura 

(espaçadores intergênicos, motivos para início da transcrição e sinais de poliadenilação), 

além de regiões repetitivas. As ORFs foram identificadas através de análises realizadas 

com os bancos de dados do UniProt e Pfam. Além disso, foram identificados motivos 

conservados na proteína L (RdRp) através do alinhamento com sequências de outros 

gêneros dentro da subfamília Betarhabdovirinae. Também foram determinados possíveis 

sítios de glicosilação dentro da glicoproteína (G) utilizando a ferramenta NetNGlyc 1.0. 

O software SDTv1.2 foi utilizado para o alinhamento global de sequências do gene L (nt) 

de todos os representantes da subfamília Betarhabdovirinae. A pipeline utilizada neste 

trabalho foi eficiente para a montagem e caracterização da nova sequência viral 

encontrada nos dados de HTS de mandioca. O genoma viral montado apresenta um 

genoma estruturalmente característico à família Rhabdoviridae, porém, com a presença 

de uma ORF extra anterior ao gene L. Com base nos resultados obtidos, provavelmente, 

trata-se de uma nova espécie de um novo gênero dentro da família Rhabdoviridae. 



 
 

 
 

Estudos futuros deverão ser realizados para a confirmação da descoberta desta provável 

nova espécie viral.  



 
 

 
 

ABSTRACT 

Cassava (Manihot esculenta Crantz.) is one of the most important agricultural 

crops in the world. It presents rusticity, adaptability and many different uses for human 

and animal food, in natura or after industrial processing. Among the limiting factors for 

cassava cultivation are diseases, and it is possible to find a series of pathologies caused 

by different organisms, among which viruses are the main ones. To disease management 

techniques be studied and implemented in the field, it is necessary to properly identify 

the causal agent of diseases. Therefore, many bioinformatics tools have been developed 

to help taxonomic studies to understand the biological diversity that exists within the 

different organisms. Thus, this work aimed to identify and characterize viral sequences 

from High-throughput sequencing (HTS) data of cassava available at the NCBI. First, the 

cassava sequencing raw files were obtained from the NCBI's SRA repository. The 

available reads were trimmed with Trimmomatic v.0.36 and analyzed for quality with the 

FastQC v.0.11.9 tool. Genome assembly was performed using SPAdes v.3.15 (k21, 33,55, 

77, 99; --careful), and contigs matches were identified using the tBlastX tool. The chosen 

contigs were extended by consecutively mapping reads with the BBmap tool 

implemented in the Geneious v.R11 software. The entire genome was characterized based 

on motifs already described in the literature (intergenic spacers, transcription initiation 

motifs and polyadenylation signals), in addition to repetitive regions. The ORFs were 

identified using the UniProt and Pfam databases. Conservative motifs in the L protein 

(RdRp) were determined through sequence alignment of viruses from other genera within 

the Betarhabdovirinae subfamily. Possible glycosylation sites within the glycoprotein (G) 

were also determined by NetNGlyc 1.0. The SDTv1.2 software was used for global 

sequence alignments of the L gene of all representatives of the subfamily 

Betarhabdovirinae. The pipeline used in this work was efficient for the assembly and 

characterization of the putative novel virus found by analyzing cassava HTS data. The 

new assembled viral genome presents a genomic structure characteristic of viruses from 

the Rhabdoviridae family, however, presenting an extra ORF before the L gene. Based 

on our results, it is probably that the new assembled viral sequence represents a new 

species within a new genus in the Rhabdoviridae family. Future studies should be 

performed in order to confirm the discovery of this putative new viral sequence. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Aspectos gerais da cultura da mandioca 

 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz.) é uma planta arbustiva (ALVES, 2001) 

pertencente a classe das Eudicotiledôneas, ordem Malphighiales e família Euphorbiaceae, 

sendo uma das primeiras plantas a serem cultivadas no Brasil (CEBALLOS, 2002). 

Apresenta uma elevada diversidade genotípica e fenotípica (LEKHA et al., 2011; 

BOAKYE et al., 2013), o que provavelmente lhe concedeu vantagem adaptativa ao longo 

de sua evolução. 

A família Euphorbiaceae encontra-se entre as cinco famílias maiores do reino 

vegetal (LASTRA; RENAO, 2009) e abriga diferentes gêneros de importância econômica 

para o Brasil, que podem apresentar múltiplas aptidões, a exemplo da seringueira (Hevea 

spp.) e a mamona (Ricinus comunis). Os representantes desta família estão amplamente 

distribuídos no Brasil, presentes em diferentes tipos de vegetação e condições 

edafoclimáticas (SÁTIRO et al., 2008). Dentro da ordem Malphighiales, a família 

Euphorbiaceae é uma das mais complexas, com uma grande diversidade morfológica 

(FÉLIX-SILVA et al., 2018), e uma das mais antigas, com aproximadamente 60 milhões 

de anos (OPENSHAW, 2000). Uma característica principal das plantas desta família é a 

presença de um sistema laticífero, ou seja, há a exsudação de látex quando os ferimentos 

causados na casca das plantas atingem os dutos laticíferos, onde o látex é produzido 

(CEBALLOS, 2002). 

A planta de mandioca pode atingir quatro metros de altura, seus ramos são 

cilíndricos, lenhosos e intercalam-se entre nós e entrenós; as folhas são simples e lobadas 

(possuem de três a nove lóbulos, excepcionalmente onze), constituídas pelo pecíolo e a 

lâmina foliar (ROGERS; FLEMING, 1973; ALVES, 2001; TOMICH et al., 2008;). Como 

um produto, as folhas da mandioca possuem elevados teores de proteína bruta, vitaminas, 

carotenoides e minerais. A sua constituição mineral varia em função da cultivar e das 

condições climáticas (AWOYINKA et al., 1995). 

A mandioca é uma planta monóica, com flores masculinas e femininas em um 

mesmo indivíduo. Os ramos de onde saem as inflorescências estão localizados no ápice 

da planta, porém, também podem ser encontrados nas axilas das folhas (também na 

porção superior da planta). As flores femininas (posicionadas abaixo das flores 

masculinas) encontram-se em menor quantidade que as flores masculinas. Em uma 



 
 

 
 

mesma inflorescência, as flores femininas abrem entre uma e duas semanas antes das 

flores masculinas (protoginia), porém, considerando diferentes ramos, as flores 

masculinas e femininas da planta podem abrir ao mesmo tempo. (ALVES, 2002; 

JENNINGS; IGLESIAS, 2002). A polinização, quando ocorre, é realizada por insetos 

(ALVES, 2002). 

A propagação da mandioca pode ser realizada através do corte de seus ramos 

(propagação vegetativa) ou através das sementes botânicas (ALVES, 2002). Embora 

incomum, a utilização das sementes botânicas na propagação tem um papel fundamental 

para o melhoramento genético da cultura, pois a variabilidade genética necessária para a 

seleção nas progênies só pode ser obtida através dos cruzamentos entre diferentes 

indivíduos (RAJENDRAN et al., 2000). 

A raiz da mandioca é o principal órgão da planta em termos industriais e 

comerciais (LI et al. 2017). Em termos fisiológicos, as raízes são o principal órgão de 

reserva da planta e, ao contrário do que se pensa, não são raízes tuberosas (como o 

inhame), mas sim raízes verdadeiras, logo, não podem ser utilizadas para a propagação 

vegetativa. As raízes são compostas por três tecidos distintos: periderme, córtex (casca) 

e parênquima (porção comestível) (EKANAYAKE et al., 1997; ALVES 2002). De 

maneira geral, uma única planta produz de quatro a oito raízes e o número varia em função 

da variedade, com algumas variedades podendo produzir 20 raízes ou mais. O formato 

das raízes também pode variar em função do ambiente e do manejo, além da variação que 

há, naturalmente, entre os diferentes genótipos, existindo quatro formas principais 

(cilíndrica, cônica, fusiforme e cilíndrico-cônica) (EKANAYAKE et al., 1997). As raízes 

são excelentes fontes de carboidratos, que compõem cerca de 35% do seu peso fresco 

(MONTAGNAC et al., 2009). Fibras, lipídeos, proteínas, vitaminas e minerais também 

estão presentes em diferentes concentrações (DIALLO et al., 2013). 

A mandioca é uma planta cianogênica, ou seja, possui glicosídeos cianogênicos 

em sua composição (TOKARNIA et al., 2002). No Brasil, trata-se da principal planta 

cianogênica dentre as milhares de espécies presentes no país (RIET-CORREA et al., 

2009; RIET-CORREA et al., 2011; TOKARNIA et al., 2012). Dentro do gênero Manihot, 

podemos encontrar dois grandes grupos comerciais, sendo o teor de glicosídeos 

cianogênicos o limiar para a classificação das espécies dentro destes dois grupos. Ao 

longo dos anos diferentes autores propuseram diferentes valores relativos aos teores 

limite de glicosídeos cianogênicos para a classificação destas plantas em mansas ou 

bravas (LORENZI et al., 1993; SANCHEZ, 2004). O primeiro grupo, e que exige maior 



 
 

 
 

cautela quanto ao consumo alimentar, abriga espécies que apresentam maior teor de 

glicosídeos cianogênicos no tecido parenquimático das raízes (polpa) e 

consequentemente, maior toxicidade (mandiocas bravas) e o segundo que apresenta baixo 

teor de glicosídeos cianogênicos são chamadas de mandiocas mansas (ELIAS et al., 2004; 

EMPERAIRE; PERONI, 2007; MCKEY et al., 2010). Estes glicosídeos cianogênicos 

estão associados ao sistema de defesa da planta (SAUNDERS, 2012), porém, quando 

presentes no alimento, sofrem hidrólise ácida no trato digestivo, produzindo ácido 

cianídrico, que é tóxico para animais e humanos (TOKARNIA et al., 2002; CÂMARA; 

SOTO-BLANCO, 2013). O teor destes precursores de ácido clorídrico (HCN) pode variar 

em função da variedade, da idade da planta e do órgão vegetal amostrado. No entanto, de 

maneira geral, encontram-se em maior quantidade nas folhas (SILVA et al., 2004; 

SAUNDERS, 2012). As variedades bravas favorecem o manejo agrícola, apesar de uma 

toxicidade, em função da maior tolerância aos estresses abióticos, como acidez e baixa 

fertilidade do solo, além de apresentarem maior resistência a pragas e doenças 

(FRASSER, 2010), o que eleva o seu potencial produtivo e reduz os custos com insumos 

e mão de obra empregáveis da cultura (SOUZA et al., 2013). 

A mandioca é uma das culturas agrícolas mais importantes no mundo. Rusticidade 

e adaptabilidade, sobretudo, às condições de clima e solo, lhe conferem sucesso 

produtivo. É uma cultura que apresenta múltiplas aptidões: alimentação humana e animal, 

in natura ou após processamento industrial (SOUZA, 2017). Segundo dados da FAO, em 

2019, a produção mundial foi de 308.647.230 t e a cultura esteve estabelecida em uma 

área de 27.827.924 ha. Os principais países produtores foram Nigéria, República 

Democrática do Congo e Tailândia. O Brasil surge na quinta posição em área plantada 

(5,66%) e produção (4,27%) (FAO, 2021). Apesar dos elevados valores de produção e 

área plantada, os principais produtores mundiais ainda precisam evoluir em 

produtividade, a exemplo do Brasil (30ª posição), Nigéria (64ª posição) e República 

Democrática do Congo (66ª posição) (FAO, 2021). 

Dentre os fatores limitantes à cultura da mandioca estão as pragas e doenças, de 

modo que é possível encontrar uma série de doenças causadas por diferentes organismos, 

dentre os quais, fungos, bactérias, nematoides e vírus são os principais. Os sintomas das 

diferentes doenças podem se manifestar em todos os órgãos da planta e quando em 

condições favoráveis, podem alcançar níveis epidêmicos (KIMATI et al., 1997). Dentre 

as principais pragas, temos na Ordem Lepidoptera o Mandarová, com ampla distribuição 

geográfica e com um grande potencial de causar perdas em função de um alto consumo 



 
 

 
 

de área foliar. Além deste, temos representantes importantes em outras ordens, a exemplo 

da mosca branca, que pode transmitir viroses importantes. Formigas e cupins também são 

insetos importantes para a cultura, assim como alguns ácaros (GOMES; LEAL, 2003). 

 

1.2 Principais doenças da mandioca causadas por vírus 

 

Diversos vírus foram descritos causando doenças em mandioca ao longo dos anos, 

na América Latina, destacam-se vírus das famílias Alphaflexviridae, Caulimoviridae e 

Secoviridae. Na África, destacam-se várias espécies de begomovírus, que causam 

prejuízos enormes no continente, além dos ipomovírus. Por fim, na Ásia, encontramos 

principalmente begomovírus e outros vírus não relacionados a epidemias, a exemplo dos 

ourmiavírus, nepovírus e anulavírus (LEGG et al., 2015). 

No continente africano, as doenças de origem viral têm sido o principal problema 

na cultura da mandioca. Em Benin, Camarões e Nigéria, por exemplo, a Doença do 

Mosaico da Mandioca (Cassava Mosaic Disease, CMD) tem causado sérios problemas 

no campo, sendo considerada a principal doença destes países (AKINBADE, 2010; ENI 

et al., 2020; HOUNGUE et al., 2022). A doença é causada por espécies do gênero 

Begomovirus (Família Geminiviridae), que são vírus constituídos de uma molécula de 

ssDNA (DNA de fita simples) circular (ANDRADE; LARANJEIRA, 2019). Os sintomas 

típicos observados quando há infecção por CMD são mosaico e deformação foliar. A 

intensidade dos sintomas varia de acordo com a espécie viral (ou espécies, em caso de 

infecção mista) que estão causando a doença e a susceptibilidade do hospedeiro 

(NDUNGURU et al., 2005). Atualmente, 11 espécies de begomovírus (Tabela 4, material 

suplementar), também conhecidos como cassava mosaic geminiviruses (CMGs) já foram 

descritos causando CMD (ANDRADE; LARANJEIRA, 2019; LEGG et al., 2015). A 

mosca-branca (Bemisia tabaci) é a principal responsável pela transmissão, mas existem 

relatos de transmissão através de ferramentas contaminadas durante o corte dos ramos 

utilizados na propagação vegetativa (FAUQUET et al., 2005).  

Ainda na África, dois vírus do gênero Ipomovirus (Família Potyviridae) também 

tem causado sérios problemas na cultura da mandioca. São eles: Cassava brown streak 

virus (CBSV) (WINTER et al., 2010) e Ugandan cassava brown streak virus (UCBSV) 

(MBANZIBWA et al., 2009). Os sintomas desta doença podem surgir nas folhas, ramos 

e raízes. Nas raízes, pode ocorrer necrose e constrições radiais; nas folhas, os sintomas 

são expressos em clorose e mosaico; ocasionalmente, também podem ocorrer lesões ou 



 
 

 
 

estrias de coloração amarronzada (NICHOLS, 1950). Dentro do patossistema do CBSD, 

podem ocorrer infecções mistas com CBSV e UCBSV (KATHURIMA et al., 2016; 

MBANZIBWA et al., 2011; OGWOK et al., 2014), porém, pouco se sabe a respeito do 

efeito destas possíveis interações. 

 

1.3 A família Rhabdoviridae 

 

A família Rhaboviridae é composta por vírus de RNA fita simples senso negativo, 

com tamanho que varia entre 10-16 kb. Os vírions podem ser baciliformes ou em formato 

de bala, envoltos por envelope ou não envelopados. A maior parte destes vírus possui 

genoma não segmentado, as exceções encontram-se nos gêneros Dichorhavirus e 

Varicosavirus, que abrigam vírus de genoma bipartido (WALKER et al., 2021). De 

maneira geral, os genomas dos rhabdovírus possuem cinco ORFs que codificam, 

sucessivamente, a partir da extremidade 3’ terminal, as proteínas estruturais: 

nucleoproteína (N), fosfoproteína (P), proteína matriz (M), glicoproteína G e a 

subunidade maior da RdRp (L) (IVANOV et al., 2011). No entanto, muitas espécies 

possuem ORFs adicionais entre ou dentro das cinco ORFs canônicas, a exemplo da ORF 

que codifica a proteína de movimento (MP) em muitos betarhabdovírus, que infectam 

plantas (WALKER et al., 2021).  

O ambiente onde a replicação viral ocorre pode variar nos diferentes rhabdovírus 

que infectam plantas. Os nucleorhabdovírus são aqueles que replicam no núcleo da célula, 

a exemplo dos alphanucleorhabdovírus, dichorhavírus e gammanucleorhabdovírus (VAN 

BEEK et al., 1985; REDINBAUGH et al., 2002; JACKSON et al., 2005; KONDO et al. 

Al., 2001). Os cytorhabdovírus replicam no citoplasma da célula. Na replicação, há a 

síntese de uma molécula de RNA de sentido positivo (antigenoma), que é um 

intermediário para a síntese de uma nova fita do RNA genômico (sentido negativo) 

(Figura 1) (EMERSON; WAGNER, 1972; MOYER et al., 1991) 

Os genes dos rhabdovírus são flanqueados com sinais de iniciação e 

poliadenilação em seu genoma, com um tamanho em torno de 10 nt, o que permite a 

transcrição de RNAs sub-genômicos (Figura 1) (WALKER et al., 2021). Os estudos 

relativos à compreensão da transcrição e replicação em rhabdovírus ocorreram 

principalmente a partir dos vesiculavírus e lyssavírus (Subfamília Alpharhabdovirinae) 

(BENERJEE, 1987; FINKE; CONZELMANN, 2005; BENERJEE; BARIK, 1992).  

 



 
 

 
 

Figura 1. Representação da transcrição e replicação dos rhabdovírus de acordo com 

Walker et al. (2021) 

 

 

Atualmente, encontram-se descritas três subfamílias, 45 gêneros e 275 espécies 

no ICTV (Comitê Internacional de Taxonomia dos Vírus). A subfamília 

Alpharhabdovirinae é a maior e mais diversa subfamília na família Rhabdoviridae. Os 

vírus deste grupo podem infectar uma elevada quantidade de animais, incluindo 

vertebrados, invertebrados ou vertebrados e seus artrópodes vetores. A segunda maior 

subfamília (Betarhabdovirinae) é composta por vírus que infectam plantas 

monocotiledôneas e eudicotiledôneas, além de seus vetores (quando conhecidos). 

Gammabetarhabdovirinae é a terceira subfamília, composta apenas pelo gênero 

Novirhabdovirus, cujas espécies encontram-se filogeneticamente distantes dos 

alpharhabdovírus, e infectam numerosas espécies de teleósteos (peixes ósseos). Há ainda, 

sete gêneros de vírus que, até então, não foram atribuídos a nenhuma subfamília e estão 



 
 

 
 

relacionados a animais de nichos ecológicos distintos, e, destacam-se neste grupo, os 

vírus que infectam insetos e ácaros (WALKER et al., 2021). 

Os rhabdovírus podem ser responsáveis pela expressão de um grande e variado 

número de sintomas, que podem se assemelhar aos sintomas causados por outros vírus, 

de modo que não há poder discriminatório nos sintomas observados. Em virtude deste 

fator, a microscopia eletrônica demonstrou ser, ao longo dos anos, uma alternativa 

eficiente para a observação das partículas virais nos tecidos vegetais infectados 

(WAGNER, 1987). 

 

1.4. Metagenômica e Bioinformática 

Durante muitos anos e ainda hoje, a genômica permitiu compreender o conteúdo 

genético de milhares de organismos em todos os diferentes domínios da vida 

individualmente. Contudo, nos últimos anos, a metagenômica tem permitido o estudo dos 

genomas de centenas de organismos de um determinado ambiente em um mesmo tempo, 

sobretudo, em amostras ambientais (HUGENHOLTZ; TYSON, 2008). É interessante 

citar, por exemplo, os recentes avanços relativos à compreensão da biodiversidade do 

solo, de sua complexidade e função através da metagenômica. O solo que é considerado 

por muitos um dos ambientes mais diversos do planeta (RIESENFELD et al., 2004; 

DANIEL, 2005). Esta abordagem permite, inclusive, o estudo de organismos de difícil 

cultivo in vitro e até mesmo os não cultiváveis, os quais, compreendem a maior 

biodiversidade do planeta, com grande potencial biotecnológico. Além disto, a 

metagenômica permite compreender a dinâmica da comunidade microbiana do solo em 

função das ações antrópicas (SUYAL et al., 2019). 

Em estudos fitopatológicos, a metagenômica tem auxiliado os estudos 

taxonômicos na identificação e caracterização dos patógenos, especialmente, os vírus de 

plantas. Através de dados HTS, Santos et al. (2022) puderam estudar a diversidade viral 

existente em diferentes plantas do gênero Allium distribuídas ao redor do mundo 

(SANTOS et al., 2022). Mendoza et al. (2022) também conseguiram montar genomas 

virais através de dados HTS de inhame, identificando e caracterizando o yam mosaic virus 

(YMV) em plantas de Dioscorea cayennesis-rotundata (MENDOZA et al., 2022). 

Embora sejam análises que se complementam, o uso de HTS tem demonstrado, por vezes, 

uma maior eficiência na detecção viral em amostras vegetais quando comparado com 



 
 

 
 

demais bioensaios, sobretudo, quando se leva em consideração a velocidade e a 

sensibilidade da análise, que permite, inclusive, a descoberta de vírus ainda não 

caracterizados (AL RWAHNIH et al., 2015; ROTT et al., 2017; VILLAMOR et al., 

2019). 

 

1.5. Critérios para delimitação taxonômica em espécies da família 

Rhabdoviridae 

Os critérios para delimitação taxonômica a nível de subfamília são a formação de 

um clado monofilético a partir de uma árvore filogenética de Maximum likelihood (ML) 

ou árvore filogenética de Maximum Clade Credibility (MCC) a partir das sequências 

completas da proteína L. O uso da proteína L em análises taxonômicas nesta família é 

justificada pela presença de domínios conservados ao longo da sequência, além da 

ocorrência incomum de eventos de recombinação. Adicionalmente, são consideradas 

diferenças significativas na sequência genômica viral e por fim, os aspectos ecológicos, 

como a gama de hospedeiros (WALKER et al., 2021). 

Para delimitação taxonômica a nível de gênero, além dos aspectos considerados 

na delimitação a nível de subfamília, agora considera-se a arquitetura do genoma, 

antigenicidade e outras características ecológicas, tais como questões ligadas as 

patologias e padrões de transmissão (WALKER et al., 2021). 

 

 

 

  



 
 

 
 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 2.1. Mineração e download de Sequence Read Archive (SRA) e download de 

HTS. Inicialmente, a mineração dos arquivos brutos de sequenciamento foi realizada 

manualmente, observando todos os arquivos HTS disponíveis no SRA repositor e 

realizando seleções com base nas análises taxonômicas preliminares do repositório SRA 

e da classificação taxonômica obtida com a ferramenta Kaiju (MENZEL et al., 2016). 

Posteriormente, a mineração destes arquivos brutos de sequenciamento foi realizada com 

a ferramenta Serratus (https://serratus.io/explorer/rdrp) utilizando a função SRA Run, 

através da inserção de um arquivo SRA previamente conhecido contendo reads de vírus 

da família Rhabdoviridae, seguindo os parâmetros padrões de identidade de alinhamento 

e Score. Uma planilha de Excel foi gerada e analisada, onde apenas os arquivos SRA de 

plantas foram escolhidos através da função de formatação condicional (valores 

duplicados), contrastando todos os números de acesso de arquivos SRA de plantas obtidos 

no NCBI. Os arquivos promissores foram selecionados manualmente através dos valores 

de identidade e cobertura observados na planilha. 

 2.2. Análise de qualidade das sequências e trimagem. A análise de qualidade 

dos dados de HTS foi realizada consecutivamente com o FastQC v.0.11.9 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), que fornece diferentes 

gráficos relativos à qualidade dos reads de acordo com as notas de Phred (Q) (Tabela 6, 

material suplementar) (PROSDOCIMI et al., 2003), além de indicar a presença de 

adaptadores. Os cortes das regiões de baixa qualidade e dos adaptadores (trimagem) 

foram realizados através do Trimmomatic v.0.36 (BOLGER et al., 2014) de acordo com 

a qualidade observada previamente no FastQC. Os parâmetros de trimagem foram os 

seguintes: ILLUMINACLIP: TruSeq3-SE (2:30:10); LEADING: 20; TRAILING: 20; 

SLIDINGWINDOW: 4:20; MINLEN: 36 As etapas, por vezes, foram sucessivamente 

repetidas até que se obtivesse um arquivo de qualidade satisfatória (Q >20). As trimagens 

foram realizadas através do servidor Galaxyuse, bem como através de linhas de comando 

na plataforma Linux. 

 2.3 Montagem dos genomas e mapeamento. Os reads foram montados através 

da estratégia de novo com a ajuda do software SPAdes v.3.15 (BANKEVICH et al., 2012) 

com diferentes valores de k (21, 33, 55, 77 e 99) e utilizando a função -careful, que busca 

realizar uma montagem mais cuidadosa, com um menor número de mismatches, ou seja, 



 
 

 
 

um menor número de sítios polimórficos. Os contigs foram analisados através da 

ferramenta tBlastX. Em seguida, os contigs com maior similaridade (identidades acima 

de 70%, e com alta cobertura) a algum representante da família Rhabdoviridae foram 

mapeados consecutivamente com a ferramenta BBmap (BUSHNELL, 2014) 

implementada no software Geneious v.R11 até a obtenção do genoma viral completo. 

 2.4 Caracterização do genoma viral. Inicialmente, a caracterização do genoma 

foi realizada com a ajuda da função find ORFs no Geneious que identifica todas as ORFs 

em todos os quadros de leitura possíveis. As ORFs foram também identificadas através 

dos bancos de dados do UniProt (The UniProt Consortium, 2017) e Pfam (MISTRY et 

al., 2021). As regiões intergênicas foram identificadas de acordo com o que já foi descrito 

na literatura: IGJs (Intergenic Junction), que são caracterizadas por um sinal de 

poliadenilação, espaçador intergênico e sítio de início da transcrição (RAMALHO et al., 

2014) 

 2. 5 Caracterização in sílico das proteínas virais. A proteína L foi alinhada com 

outras sequências L de Alphanucleorhabdovirus e Dichorhavirus para a determinação dos 

motivos conservados dentro desta proteína. A glicoproteína (G) foi caracterizada 

comparativamente de acordo com as informações disponíveis na literatura (COLL, 1995). 

Foram determinados o tamanho da proteína, o número de resíduos de cisteína e o número 

de potenciais sítios de N-glicosilação através da ferramenta NetNGlyc 1.0.  

 2.6 Análise de identidade. O software Sequence Demarcation Tool versão 1.2 

(SDTv1.2) foi utilizado para o alinhamento global das sequências de genes e proteínas 

das regiões N, P, M, G e L de todos os representantes da subfamília Betarhabdovirinae, 

com exceção do gênero Varicosavirus, que esteve incluso apenas na comparação do gene 

L. 

 



 
 

 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 3.1 Mineração profunda de Sequence Read Archive (SRA) e download de 

HTS. Inicialmente, cerca de 500 arquivos foram analisados manualmente. No entanto, a 

partir da busca do Serratus foi possível identificar 5.076 arquivos brutos de 

sequenciamento de diferentes organismos, que após a filtragem dos arquivos, tendo como 

referência os códigos de acesso dos arquivos de plantas, restaram 601 arquivos HTS de 

plantas. Na Tabela 1 encontram-se descritas todas as informações relativas aos arquivos 

com potencial para a montagem de genomas de rhabdovírus de acordo com os 601 

arquivos apresentados pelo Serratus (aqueles que apresentam valores elevados de 

cobertura e identidade). Os arquivos selecionados para montagem de genomas virais após 

a seleção na Tabela 1 estão descritos na Tabela 2. 

Tabela 1. Identificação botânica e caracterização dos arquivos SRA estudados através de 

buscas na plataforma Serratus. 

Família Espécie N* ID** (%) C*** 

Apocynaceae Asclepias syriaca (Algodão bravo) 1 75 961 

Asteraceae 

Lactuca sativa (Alface) 4 98 469 

Lactuca serriola (Alface espinhosa) 2 99 2313 

Brassicaceae 

Cardamine amara (Agrião Grande) 6 78 227 

Cardamine leucantha (Cardamine) 4 82 1586 

Ebenaceae Diospyros kaki (Caquizeiro) 76 99 603 

Euphorbiaceae Manihot esculenta (Mandioca) 27 65 720 

Plantaginaceae Bacopa monnieri (Brahmi) 3 83 53089 

Poaceae Triticum aestivum (Trigo) 8 99 36048 

Rosaceae Prunus persica (Pêssegueiro) 1 98 1865 

Solanaceae 

Lycium barbarum (Goji Berry) 4 60 695 

Lycium ruthenicum (Goji Berry) 4 50 388 

Solanum lycopersicum (Tomateiro) 4 84 272 

*número de arquivos; **identidade e ***cobertura (média) 

 



 
 

 
 

Tabela 2. Arquivos SRA utilizados na montagem de genomas virais. 

Nº de acesso Espécie  
Serratus 

GC%** 
score identidade cobertura 

DRR168869 D. kaki 93 100 1280 46.2 

DRR215738 C. leucantha 100  83 4246 45.0 

SRR10480882 M. esculenta 100 67 1799 44.8 

SRR10480883 M. esculenta 100 66 1692 44.7 

SRR10480885 M. esculenta 100 65 1505 45.1 

SRR10158658 Nimphaea prolifera 100 78 11.277 49.9 

SRR11473374 Tr. aestivum  100 100 4257 56.1 

SRR2939237 S. lycopersicum 100 84 4346 42.5 

SRR5855926 L. serriola 100 98 3828 44.4 

SRR6705072 Copstis teeta 100 79 6114 44.2 

*Nº de reads **Conteúdo GC (%). SRR10314243 e SRR6705072 foram obtidos através de 

buscas manuais no NCBI 

 

3.2 Análise de qualidade das sequências e trimagem. O FastQC foi eficiente 

para o detalhamento da qualidade dos reads de todos os arquivos trabalhados. A partir da 

trimagem com o Trimmomatic foi possível remover adaptadores e sequências de baixa 

qualidade com rapidez e eficiência, sobretudo, quando em linha de comando Linux. 

No arquivo utilizado (SRR10480882, tabela 2) para a montagem do putativo 

rhabdovírus não foi necessário realizar cortes no Trimmomatic em função de sua 

qualidade inicial em nível satisfatório e por não possuir adaptadores em suas sequências. 

Este arquivo possui 45.522.900 reads, com tamanho variando entre 92 e 150 nt (Figura 

9, material suplementar). O conteúdo GC foi de 44% em média, porém apresentou 

variação ao longo dos reads, de modo que a variação esteve próxima de uma distribuição 

teórica normal (Figura 6, material suplementar). Não houve valores significativos de N, 

ou seja, posições nas quais não foi possível realizar a identificação da base nitrogenada 

pelo algoritmo (Figura 8, material suplementar). A maior parte dos reads possui tamanho 

superior a 147, o que facilitou a sobreposição dos reads, resolvendo possíveis regiões 

repetitivas e diminuindo a possibilidade de erros na montagem. Não foram encontrados 

adaptadores dentro dos reads (Figura 10, material suplementar) e nem sequências super-

representadas, a exemplo de primers. 

 3.3 Montagem dos genomas e mapeamento. A montagem do genoma viral foi 

realizada dentro dos parâmetros descritos anteriormente. O genoma montado com o 

arquivo SRR1048082 tem um tamanho de 13.665 nt e possui as cinco ORFs canônicas 



 
 

 
 

dos rhabdovírus, além da MP. Todas as ORFs foram identificadas através dos bancos de 

dados do UniProt e Pfam. Na Figura 2 é possível observar a estrutura do genoma viral, 

que apresenta características típicas dos representantes da subfamília Betarhabdovirinae, 

no entanto, com uma ORF extra anterior ao gene L. Esta ORF não está presente em 

nenhuma espécie até então descrita. Através de mapeamentos com a ferramenta BBmap 

também foi possível detectar segmentos virais em outros arquivos HTS de mandioca da 

China (SRR10480883 e SRR10480885) (Tabela 2). 

Figura 2. Estrutura do genoma montado, mapeado e caracterizado no presente estudo. 

 

Em outras espécies vegetais esta nova putativa sequência viral não foi ainda detectada 

através de análises por mapeamentos. Deste modo, outros arquivos HTS de mandioca 

representativos de outras regiões geográficas no mundo devem ser futuramente analisadas 

para confirmar a hipótese da descoberta de um novo vírus e possível novo gênero dentro 

da família Rhabdoviridae. 

 3.4. Caracterização in sílico das proteínas virais. Através do alinhamento (aa) 

da região L foi possível identificar quatro motivos conservados dentro da proteína L 

(Figura 12, material suplementar), sendo eles os motivos A, B, C e D, que também já 

foram identificados em estudos anteriores (RAMALHO et al., 2014; ROY et al., 2015) 

Através da ferramenta NetNGlyc 1.0 foi possível identificar seis possíveis sítios de N-

glicosilação na glicoproteína (G), dentre os quais, dois apresentaram valores de 

probabilidades elevados na posição 403 (0,7556) e 521 (0,6782) (Tabela 3, Figura 3). 

Este resultado está de acordo com o estabelecido em trabalhos anteriores, de acordo com 

Coll (1995), em que as glicoproteínas de rhabdovírus possuem entre dois e seis potenciais 

sítios de glicosilação. O tamanho da glicoproteína também está de acordo com o tamanho 

esperado e possui 16 resíduos de cisteína em sua estrutura. (COLL, 1995). 

Tabela 3. Possíveis sítios de N-glicosilação identificados no NetNGlyc 1.0. 

SeqName Position Potential Juryagreement N-Glycresult 

Sequence 1 75  NSSV 0.5610 (7/9) + 

Sequence 2 89  NSSH 0.3916 (6/9) - 

Sequence 3 191  NISD 0.5442 (6/9) + 



 
 

 
 

Sequence 4 403  NISV 0.7556 (9/9) +++ 

Sequence 5 521  NLTL 0.6782 (9/9) ++ 

Sequence 6 536  NLSG 0.5384 (7/9) + 

Sequence 7 545  NTTS 0.5191 (5/9) + 

Em vermelho: Sítios com maiores valores de probabilidade de serem glicosilados. 

 

Figura 3. Distribuição dos possíveis sítios de N-glicosilação ao longo da sequência de 

aminoácidos da glicoproteína (G) identificados através do NetNGlyc 1.0. 

 

3.5 Análise de identidade 

 A partir da análise do SDT foi possível observar valores de identidade entre 45,5% 

e 53,8% quando comparamos o gene L a nível de nucleotídeo com todos os representantes 

da subfamília Betarhabdovirinae. A menor identidade observada foi de 45,5% com a 

sequência L (nt) de orchid fleck virus (gênero Dichorhavirus) e as maiores identidades 

observadas foram de 53,8%, 53,4% e 53,1% com as sequências L de eggplant mottled 

dwarf virus, physostegia chlorotic mottle virus e potato yellow dwarf virus (gênero 

Alphanucleorhabdovirus), respectivamente. Apesar de observarmos maiores identidade a 

nível de nt com sequências de alguns alphanucleorhabdovírus será necessário análises 

adicionais e mais robustas incluindo análises de identidade de outros genes e proteínas 

virais, análises filogenéticas e caracterização biológica, que visem a confirmação da 

classificação a nível de gênero da sequência viral montada neste trabalho. 

  



 
 

 
 

4. CONCLUSÕES GERAIS 

O vírus montado no presente trabalho apresenta um elevado potencial de 

constituir, no futuro, um novo gênero dentro da família Rhabdoviridae. Análises futuras 

ainda precisam ser realizadas para confirmar ou não esta hipótese. 

Foi estabelecido um pipeline de montagem de genoma viral desde o tratamento 

dos dados até a montagem de genomas, podendo ser utilizados em estudos futuros 

envolvendo rhabdovírus. 

Um número de HTS de diferentes origens geográficas ainda devem ser analisados 

para avaliar se há a presença do vírus montado em diferentes regiões do mundo. 
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6. MATERIAL SUPLEMENTAR 

Tabela 4. CMGs causadores de CMD na África de acordo com Andrade e Laranjeira 

(2019) 

Espécie Referência 

African cassava mosaic virus (ACMV) BOCK & WOODS, 1983 

African cassava mosaic Burkina Faso virus (ACMBFV) TIENDRÉBÉOGO et al., 2012 

Cassava mosaic Madagascar virus (CMMGV) TIENDRÉBÉOGO et al., 2012 

East African cassava mosaic virus (EACMV) SWANSON & HARRISON, 

1994 

East African cassava mosaic Cameroon virus 

(EACMCV) 

FONDONG et al., 1998 

East African cassava mosaic Kenya virus (EACMKV) BULL et al., 2006 

East African cassava mosaic Malawi virus (EACMMV) ZHOU et al., 1998 

East African cassava mosaic Zanzibar virus (EACMZV) MARUTHI et al., 2004 

South African cassava mosaic virus (SACMV) BERRIE et al., 1998 

Indian cassava mosaic virus (ICMV) HONG et al., 1993 

Sri Lankan cassava mosaic virus (SLCMV) SAUNDERS et al., 2002 

 

Tabela 5. CBSVs causadores de CBSD na África (LEGG et al., 2015) 

Espécie Referência 

Cassava brown streak virus 

(CBSV) 

WINTER et al., 2010  

Ugandan cassava brown streak 

virus (UCBSV) 

MBANZIBWA et al., 2009 

 

Tabela 6. Notas de Phred com respectivas probabilidades de erro (Pe) e segurança. 

Notas de Phred Pe Segurança 

10 1 em 10 90% 

20 1 em 100 99% 

30 1 em 1.000 99,9% 

40 1 em 10.000 90,99% 

50 1 em 100.000 90,999% 

 

  



 
 

 
 

Figura 4. Distribuição da qualidade (Notas de Phred) de acordo com cada posição no 

read. (SRR10480882). 

 

Figura 5. Quantidade dos reads de acordo com qualidade 

  



 
 

 
 

Figura 6. Proporção de cada base nitrogenada em função da posição nos reads. 

 

Figura 7. Distribuição do conteúdo GC (%) quando todos os reads são considerados 

  



 
 

 
 

Figura 8. Número de N em função da posição no reads

 

Figura 9. Distribuição do tamanho dos reads 

  



 
 

 
 

Figura 10. Representação da presença ou ausência de adaptadores.

 

Figura 11. Matriz de identidade gerada através do SDT com sequências do gene L (nt) 

de todos os representantes da subfamília Betarhabdovirinae 

 

  



 
 

 
 

Figura 12. Determinação de blocos conservados dentro da região L (aa) de 

SRR10480882 e sequências de Alphanucleorhabdovirus e Dichorharvirus. 

 


