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RESUMO

Os mosquitos (Diptera: Culicidae) sdo vetores de varias arboviroses de importancia
em saude publica e possuem uma ampla diversidade de Virus Especificos de
Insetos (ISVs). Porém, ha necessidade de mais estudos para compreender e
identificar a diversidade viral presente nestes insetos. Logo, a exploragéo do viroma
por meio de metagendmica €& fundamental para entender as interacbes entre
vetores/hospedeiros e virus. Nesse contexto, o presente projeto visa detectar virus a
partir de metagenémica de mosquitos silvestres coletados na regido noroeste do Rio
Grande do Sul, Brasil. Para isso, 489 mosquitos de diferentes espécies foram
coletados em Derrubadas e Santo Anténio das Missdes com o apoio do Centro
Estadual de Vigilancia em Saude (CEVS). Para este estudo, foi utilizado um n
amostral de 90 individuos divididos entre as espécies de Psorophora ferox e Culex
spp.. Os mosquitos foram identificados, agrupados em pools por espécie com até 30
individuos, seguidos de clarificagao, filtragem e ultracentrifugagcdo. Os acidos
nucleicos foram extraidos e, posteriormente, as amostras passaram por varios
processos de amplificacdo e enriquecimento em reagdes com as polimerase Taq e
Klenow utilizando primers K-random-s e K-s. O sequenciamento de alto
desempenho foi realizado com lllumina Miseq no CDCT e gerou, em média, 342.782
reads, resultando na montagem de 787 contigs. Os pools apresentaram uma média
de 82% de reads nao classificados, 14% de reads bacterianas, 4% de reads de
eucariotos e 1,5% de reads virais. No que tange as reads virais, aproximadamente
80% consistiam em sequéncias virais nao caracterizadas, designadas como "matéria
viral escura". Em todos os pools, foram identificadas familias associadas a
contaminacao, sendo  elas: Retroviridae, Togaviridae, Coronaviridae,
Orthoherpesviridae e Poxviridae. Além disso, observou-se uma notavel abundancia
de Dbacteriéfagos, frequentemente detectados em diversos estudos de
metagen6mica. A média de sequéncias virais identificadas entre os pools de
mosquitos foi de 1,5%, abrangendo as seguintes familias virais: Dicistroviridae,
Microviridae, Narnaviridae, Phenuiviridae, Hypoviridae, Mitoviridae, Nairoviridae,
Pospiviroidae e a Ordem Reovirales. Este estudo oferece informacdes valiosas
sobre a diversidade viral em mosquitos, destacando tanto as oportunidades quanto
as limitagdes da metagendmica nesse contexto. O esperado € que esta pesquisa
possa servir como um ponto de partida para estudos adicionais e contribuir para a
compreensao mais aprofundada das interagdes entre mosquitos e virus.

Palavras-chave: Mosquitos; Viroma; Sequenciamento de Alto Desempenho



ABSTRACT

Mosquitoes (Diptera: Culicidae) are vectors of various arboviruses of public health
importance and harbor a wide diversity of Insect-Specific Viruses (ISVs). However,
there is a need for more studies to comprehend and identify the viral diversity present
in these insects. Therefore, the exploration of the virome through metagenomics is
crucial for understanding the interactions between vectors/hosts and viruses. In this
context, the present project aims to detect viruses through metagenomics of wild
mosquitoes collected in the northwest region of Rio Grande do Sul, Brazil. For this
purpose, 489 mosquitoes of different species were collected in Derrubadas and
Santo Anténio das Missdes with the support of the Centro Estadual de Vigilancia em
Saude (CEVS). For this study, a sample size of 90 individuals was used, divided
among the species Psorophora ferox and Culex spp. The mosquitoes were identified,
grouped into species-specific pools of up to 30 individuals each, followed by
clarification, filtration, and ultracentrifugation. Nucleic acids were extracted, and,
subsequently, the samples underwent various processes of amplification and
enrichment with both Tag and Klenow polymerases using K-random-s and K-s
primers. High-throughput sequencing was performed with lllumina MiSeq at the
CDCT, generating an average of 342,782 reads, resulting in the assembly of 787
contigs. The pools exhibited an average of 82% of unclassified reads, 14% bacterial
reads, 4% eukaryotic reads, and 1.5% viral reads. Regarding viral reads,
approximately 80% consisted of uncategorized viral sequences, referred to as "dark
viral matter." In all pools, families associated with contamination were identified,
namely: Retroviridae, Togaviridae, Coronaviridae, Orthoherpesviridae, and
Poxviridae. A notable abundance of bacteriophages, commonly detected in various
metagenomic studies, was observed. The average of viral sequences related to
mosquitoes identified among the pools was 1.5%, encompassing the following viral
families: Dicistroviridae, Microviridae, Narnaviridae, Phenuiviridae, Hypoviridae,
Mitoviridae, Nairoviridae, Pospiviroidae, and the Order Reovirales. This study
provides valuable information about viral diversity in mosquitoes, enhancing
knowledge about viral diversity in mosquitoes. It also highlights both the opportunities
and limitations of metagenomics in this context. It is anticipated that this research can
serve as a starting point for additional studies and contribute to a more in-depth
understanding of the interactions between mosquitoes and viruses.

Keywords: Mosquitoes; Virome, High-throughput sequencing.
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1 INTRODUGAO

Os mosquitos séo insetos dipteros pertencentes a Familia Culicidae (Harbach
et al., 2015). Os adultos sao alados, possuem pernas e antenas longas e, na grande
maioria das espécies, as fémeas sdo hematédfagas, enquanto as fases imaturas séo
aquaticas (Consoli; Oliveira, 1994). Seu ciclo biolégico compreende as seguintes
fases: ovo, quatro estagios larvais, pupa e adulto (Hawkes et al., 2022).

Os mosquitos sao encontrados em diversos ambientes, o que contribui para
uma ampla distribuigdo geografica e proliferacdo em diferentes regides do mundo
(Andrew Stevenson Joel Chandranesan, 2023). Os mosquitos silvestres sdo aqueles
que geralmente se desenvolvem e vivem em ambientes naturais, longe das areas
urbanizadas, e sdo encontrados principalmente em areas florestais, pantanos e
zonas rurais. Ja os mosquitos urbanos sdo adaptados as areas altamente
antropizadas e se beneficiam das atividades humanas. Seus habitats incluem areas
residenciais, industriais, areas com lixos acumulados e com aguas paradas (CDC,
2023).

Durante muitos anos, pensava-se que a unica inconveniéncia desses insetos
era o incdmodo causado por sua picada. Porém, no final do século XIX, se descobriu
que a filariose bancroftiana e a malaria, doencas causadas por parasitas, eram
transmitidas pelos mosquitos (Consoli; Oliveira, 1994). Com a evidéncia de que os
mosquitos também desempenham um papel na transmissao de virus, como o virus
da febre amarela (YFV) (Hubalek; Rudolf; Nowotny, 2014) e o virus da dengue
(DENV) (Abduljalil; Abd Al Galil, 2022), os mosquitos receberam ainda mais atengao
dos pesquisadores de varias partes do mundo.

Ao realizar pesquisas abrangentes sobre os mosquitos e seus virus
associados, € possivel ndo apenas monitorar a presenca e a distribuicdo das
espécies de vetores, mas também identificar novos patégenos com potencial para
transmissdo a seres humanos e outros animais (Andrew Stevenson Joel
Chandranesan, 2023). Tais descobertas sao de vital importancia para entender a rica
diversidade viral presente nos mosquitos e a complexa dindmica de transmissao
desses patdégenos (Atoni et al., 2018). Além disso, a exploragao do viroma por meio
da metagendmica e do uso do sequenciamento de alto desempenho tém se
destacado como ferramentas fundamentais para desvendar as interagcdes entre os

vetores, os virus e seus hospedeiros (Nooij et al., 2018). Consequentemente, o


https://www.zotero.org/google-docs/?tUEW9o
https://www.zotero.org/google-docs/?GG5XlB
https://www.zotero.org/google-docs/?oWmyZO
https://www.zotero.org/google-docs/?iL0v7E
https://www.zotero.org/google-docs/?iL0v7E
https://www.zotero.org/google-docs/?yuoKFe
https://www.zotero.org/google-docs/?tGgA3N
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presente projeto visa detectar novos virus utilizando ferramentas de metagendémica
de mosquitos (Diptera: Culicidae) silvestres coletados na regido noroeste do Rio

Grande do Sul, Brasil.
1.1 OBUETIVO

O objetivo deste projeto € investigar o viroma de mosquitos silvestres coletados

na regiao Noroeste do estado do Rio Grande do Sul.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar e caracterizar a diversidade viral presente no viroma dos
mosquitos;
e I|dentificar as principais familias virais presentes no viroma dos mosquitos

silvestres.
1.3 JUSTIFICATIVA

O presente projeto visa contribuir para a identificacdo de familias virais por meio
de ferramentas de metagenbmica e sequenciamento de alto desempenho em
mosquitos (Diptera: Culicidae) silvestres. Esses dados ndo sé ampliardo nosso
conhecimento sobre a rica diversidade viral presente nos mosquitos, como sao
fundamentais para desvendar as interagdes complexas entre os mosquitos vetores,

0s virus que carregam e os hospedeiros envolvidos nesse ciclo biolégico.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Taxonomia DE MosauiTos (CULICIDAE)

Os mosquitos pertencem a familia Culicidae, ordem Diptera, classe Insecta e filo
Arthropoda (Rueda; Ddebboun, 2020). A familia Culicidae, cuja etimologia deriva de
Culex, o nome latino para "mosquito", representa um dos principais grupos e
difere-se por sua longa probdscide, sendo considerado o mais especializado entre
os aparelhos bucais perfuradores, indicando uma associagao longa e proxima dos
mosquitos com animais vertebrados (Foster; Walker, 2019).

A familia Culicidae revela-se abundante e diversificada, distribuindo-se em
regides temperadas e tropicais em escala global, estendendo-se consideravelmente
além do Circulo Artico. A familia engloba 3.719 espécies, classificadas em duas
subfamilias, e cerca de 110 géneros (Mosquito Taxonomy Inventory, 2023). A familia
Culicidae ¢é considerada monofilética, embora as relacbes mais profundas
permanecam, em grande medida, n&o resolvidas (HARBACH, 2007). A subfamilia
Anophelinae representa uma linhagem monofilética basal em relagdo a todas as
outras Culicidae e consiste em trés géneros distintos, sendo eles: Anopheles,
Bironella e Chagasia (Foster; Walker, 2019). A subfamilia Culicinae abrange 37
géneros, organizados em 11 tribos especificas, nomeadamente: Aedeomyiini, Aedini,
Culicini, Culisetini, Ficalbiini, Hodgesiini, Mansoniini, Orthopodomyiini, Sabethini,

Toxorhynchitini e Uranotaeniini (Mosquito Taxonomy Inventory, 2008).
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Figura 1 — Taxonomia dos mosquitos de forma esquematizada.

Filo Arthropoda

Classe Insecta

Ordem Diptera

Familia Culicidae

Subfamilia Anophelinae Subfamilia Culicinae

Tribos
Aedeomyiini
Aedini
Culicini
Culisetini
Ficalbiini
Hodgesiini
Mansoniini
Orthopodomyiini
Sabethini
Toxorhynchitini
Uranotaeniini

Fonte: O préprio autor.

A tribo Aedini € notavel por sua amplitude, abrangendo 1.296 espécies
classificadas em 11 géneros distintos, a saber: Aedes, Armigeres, Eretmapodites,
Haemagogus, Heizmannia, Opifex, Psorophora, Udaya, Verrallina e Zeugnomyia
(Mosquito Taxonomy linventory, 2015). Outra tribo amplamente reconhecida € a
Culicini, que inclui 789 espécies distribuidas em 4 géneros distintos: Culex,

Deinocerites, Galindomya e Lutzia (Rueda; Debboun, 2020).
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2.2 BioLocla bos Mosaquitos

Os mosquitos sao insetos holometabolos, o que significa que passam por uma
metamorfose completa, desde a eclosdao dos ovos até as fases de larva e,
subsequentemente, para uma fase pupal, da qual finalmente emergem como
mosquitos adultos (Hawkes; Hopkins, 2021). Dado que as fases juvenis dos
mosquitos s&o aquaticas, € imperativo que os ovos sejam depositados na agua ou
em proximidade a ela, podendo desenvolver-se em uma ampla variedade de
habitats aquaticos. Entre estes habitats incluem-se aguas superficiais temporarias
(por exemplo, pogas de maré em areas de pantano salgado, pogas de chuva e agua
de inundacdo), aguas superficiais permanentes (por exemplo, pogas, riachos,
pantanos e lagos), além de diversos recipientes naturais e artificiais que retém agua
(como buracos de arvores, bromélias, cascas de frutas, conchas de moluscos, potes
de agua e pneus descartados) (Foster; Walker, 2019). A selegéo do local pela fémea
para a postura dos ovos € um fator critico na determinagcdo da sobrevivéncia da

prole durante as fases imaturas (ovos, larvas e pupas) (Hawkes; Hopkins, 2021).

Figura 2 —Ciclo de vida dos mosquitos. Os mosquitos passam por uma metamorfose completa,
atravessando fases imaturas aquaticas, que incluem ovo, larva e pupa, até emergirem como
mosquitos adultos.

Adulto

Fonte: O préprio autor.

Os mosquitos adultos, assim como outros artropodes, sao bilateralmente

simétricos. Sao revestidos por um exoesqueleto e apresentam trés regides distintas
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no corpo: cabega, térax e abdédmen (Consoli; Oliveira, 1994). A cabega tem forma
oval, com dois grandes olhos compostos e cinco apéndices: duas antenas, dois
palpos maxilares e a probdscide. O térax possui trés segmentos: o prétérax, o
mesotorax e o metatorax. Cada segmento possui um par de pernas articuladas; o
mesotorax apresenta ainda um par de asas funcionais e o metatérax, um par de
estruturas nodosas chamadas de halteres. O abdébmen é composto por 10
segmentos, dos quais os trés terminais sao especializados para reprodugao e
excregao (Rueda; Debboun, 2020).

A decomposi¢cdo de matéria orgénica, na forma de detritos de plantas e
invertebrados em decomposicao, representa o principal componente da dieta das
larvas de mosquito. A quantidade e a qualidade dos nutrientes disponiveis para as
larvas estdo diretamente ligadas ao desenvolvimento 6timo dos mosquitos adultos,
tornando-os mais robustos e aumentando sua suscetibilidade a infeccao e
transmissao de virus. Adicionalmente, € importante salientar que a alimentacao
larval pode estar diretamente associada a aquisicdo de virus, uma vez que tais
patdbgenos podem estar presentes nos detritos de plantas, invertebrados e até
mesmo na propria agua, que pode ser portadora de contaminagao (Kain et al.,
2022).

A alimentacdo dos mosquitos adultos consiste basicamente em fontes de
agucares de origem vegetal, como aqueles encontrados no néctar e sucos de
frutas,tais habitos tornam os mosquitos importantes polinizadores. O acgucar natural
€ consumido repetidamente ao longo da vida adulta por ambos os sexos e € de
extrema importancia para gerar energia suficiente para a maturagao sexual, para o
VOO necessario ao acasalamento, a dispersao e, no caso das fémeas, a busca por
sangue de vertebrados (Hawkes; Hopkins, 2021).

Na maioria dos mosquitos, a ingestdo e a digestdo de uma refeigdo de sangue
iniciam o desenvolvimento dos ovos ao estimular uma cascata de hormdnios
provenientes do cérebro e ovarios. A grande quantidade de proteina contida na
hemoglobina e no soro sanguineo fornece os aminoacidos para a sintese de
vitelogenina, o precursor proteico da gema do ovo. A proteina também serve como
substrato para a construgao de lipidios e glicogénio, que contribuem tanto para a
gema do ovo quanto para as reservas de energia maternas usadas para

sobrevivéncia e voo (Foster; Walker, 2019).


https://www.zotero.org/google-docs/?zXUxHJ
https://www.zotero.org/google-docs/?zXUxHJ
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Os mosquitos que se alimentam preferencialmente de humanos sdo chamados
de antropofilicos, porém o habito alimentar pode variar entre os mosquitos, com
espécies que se alimentam preferencialmente de outros grupos de mamiferos, aves,
répteis, anfibios ou peixes. Durante a alimentagdo de sangue, ha o potencial para a
transmissdo de patdgenos, incluindo virus, fildrias e protozoarios (Mosquito
Taxonomy Inventory, 2008).

De modo geral, ao alimentar-se de um hospedeiro infectado, o mosquito pode se
contaminar com patégenos que circulam no sangue do hospedeiro. Posteriormente,
os patégenos estabelecem uma infeccdo nas células epiteliais do intestino,
superando as barreiras fisicas e imunoldgicas do epitélio, e, em seguida, se
espalham na hemocele do mosquito. Depois, os patégenos infectam outros tecidos,
como glandulas salivares, ovarios e sistema neural. Dessa forma, o mosquito
infectado torna-se um vetor competente para transmissao para novos hospedeiros
através da alimentagdo sanguinea (Wu et al., 2019), ou seja, tornam-se organismos
capazes de transmitir patdégenos infecciosos entre humanos ou de outros animais

para humanos (World Health Organization, 2020).

Figura 3 - Etapas que envolvem a transmissdo de patégenos por mosquitos. 1) O virus &
ingerido juntamente com a refeigdo sanguinea de um hospedeiro infectado. 2) A refeigdo sanguinea
infecciosa é depositada no intestino médio. 3) O virus infecta e se replica nas células epiteliais do
intestino. 4) O virus se dissemina a partir das células epiteliais via hemolinfa e infecta outros tecidos.
5) O virus, em seguida, infecta as células das glandulas salivares. 6) O virus é entdo liberado na

saliva quando o mosquito perfura outro hospedeiro vertebrado.
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fonte: (Kain et al., 2022)

2.3 ARBOVIROSES

As doencas virais transmitidas por mosquitos sdo denominadas "arboviroses".
A palavra "arbovirus"(do inglés arthropod-borne-viruses) é utilizada para descrever
um grupo de virus que sdo mantidos na natureza através de transmissao bioldgica
entre hospedeiros vertebrados suscetiveis por artropodes hematéfagos (Wu et al.,
2019). As arboviroses podem ser encontrados em todo o mundo, sendo mais
comuns em climas tropicais do que em climas temperados e estdo relacionadas
diretamente a fatores como dispersao rapida e geograficamente mais extensiva dos
virus e dos vetores em razdo do crescimento intensivo dos sistemas de transporte
globais, adaptagao dos vetores a urbanizagao crescente, incapacidade de conter as
populacdes de mosquitos e alteragdes em fatores ambientais (Van Leur et al., 2021;
World Health Organization, 2020).

Existem aproximadamente 500 arbovirus conhecidos, dos quais cerca de 100
sdo capazes de causar doencas em seres humanos e 40 em animais domésticos
(Artsob; Lindsay; Drebot, 2017). Os mosquitos e carrapatos séo os vetores mais
importantes dos arbovirus, mas também podem ser transmitidos por flebotomineos
(Diptera:  Psychodidae:  Phlebotominae) e  mosquitos-pdlvora  (Diptera:

Ceratopogonidae) (Hubalek; Rudolf; Nowotny, 2014).


https://www.zotero.org/google-docs/?ft2pfR
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A maioria dos virus transmitidos por mosquitos que infectam humanos
pertencem as familias Flaviviridae, Togaviridae, Peribunyaviridae, Reoviridae e
Rhabdoviridae (Hubalek; Rudolf; Nowotny, 2014). Os virus dessas familias sao
causadores de uma ampla gama de doengas, desde febres hemorragicas até
infeccbes neuroldgicas (Artsob; Lindsay; Drebot, 2017). Além disso, infectam
populacdes humanas e animais em padrdoes que variam de infecgdes esporadicas a
grandes pandemias, podendo levar inclusive a perdas econdmicas significativas
para a sociedade, assim como alta morbidades e mortalidades entre os seres
humanos e outros grupos de animais (Hubalek; Rudolf; Nowotny, 2014; Mosquito
Taxonomy Inventory, 2008). A compreensao da diversidade desses virus dentro
dessas familias & essencial para o desenvolvimento de estratégias de prevencéo,
controle e tratamento eficazes, visando mitigar os impactos dessas doengas na

saude publica.

Figura 4 — Demonstragao do ciclo de transmissdo de arboviroses. A) O ciclo selvagem dos
arbovirus ocorre em ambientes naturais, envolvendo animais selvagens como reservatérios principais
e mosquitos, assim como, ocasionalmente, seres humanos como vetores. Os mosquitos picam
animais selvagens infectados, adquirindo o virus, e podem transmiti-lo ao picar outros animais
selvagens ou seres humanos. B) O ciclo urbano das arboviroses ocorre principalmente em ambientes
urbanos. Humanos s&do o0s principais reservatérios dos virus e a transmissdo ocorre quando
mosquitos infectados picam pessoas, € o virus se replica no corpo humano, causando doencgas.
Pessoas infectadas podem servir como fontes continuas de infecgao para mosquitos, perpetuando o
ciclo. C) Uma epizootia de arbovirose refere-se a um aumento significativo e incomum de casos de
doencgas transmitidas por arbovirus entre os animais, resultando em alta morbidade e mortalidade
entre os animais, bem como na disseminagdo da doenga em uma determinada area geografica. D) O
ciclo zoonético das arboviroses envolve a transmissao de arbovirus entre animais e seres humanos
através da picada de mosquitos. Os animais ndo humanos atuam como reservatorios dos virus, e os

mosquitos transmitem o virus quando picam esses animais e, subsequentemente, seres humanos.


https://www.zotero.org/google-docs/?aNQ1ZE
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Fonte: Ong; Lum; Ng, 2014

2.3.1 FLAVIVIRIDAE

A familia Flaviviridae é composta por 4 géneros, incluindo o género
Orthoflavivirus, que abrange 70 virus com distribuicdo mundial, sendo 53 deles
transmitidos por mosquitos (Artsob; Lindsay; Drebot, 2017). Os virions dessa familia
tém formato esféricos com cerca de 50 nandmetros (nm) de didmetro. O genoma
viral € composto por um RNA de fita simples de polaridade positiva e possui um
tamanho de 9,2 a 11,0 kilobases (kb). O RNA genbmico € convertido em RNA
mensageiro viral em células infectadas, dando origem as proteinas estruturais
(Capsideo, Envelope e Proteina de Membrana) e nao estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) necessarias para a montagem das particulas virais
(Simmonds, et al., 2017).

Figura 5 - Virus da dengue, membro modelo da familia Flaviviridae. A) A esquerda, imagem de
crio-microscopia eletrénica de transmissdo de particulas do virus da dengue, um flavivirus de 50 nm
de tamanho; a direita, desenho esquematica das partes de uma particula do virus da dengue B)
Estrutura e organizagcao do genoma. O RNA de fita simples polaridade positiva apresenta um cap na

extremidade 5' e uma estrutura na forma de grampo na extremidade 3. O genoma de RNA viral
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contém regides nao codificantes 5' e 3' e codifica uma poliproteina que da origem a proteinas

estruturais virais (C, M, E) e proteinas nao-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5).

Membrane protein (M)

Envelope (E) dimer

RNA

Capsid (C)

B Viral (+) strand genome

5

UTR UTR

l Translation/processing
' Host signal peptidase

ye v 2 A / vy vviralserineprotease{NSB)

C_prM E NS1 2A 2B NNNNNSIRN 4A 4B NS5

Fonte: (Racaniello et al., 2015)

Patégenos humanos importantes desta familia incluem YFV, DENV, virus Zika
(ZIKV), virus da Encefalite Japonesa (JEV), virus da Encefalite do Nilo Ocidental
(WNV), entre outros. Vale ressaltar que os membros da familia também causam
doengas economicamente importantes em animais domésticos e selvagens. Entre
os principais hospedeiros silvestres destacam-se as aves e PNHs. Estes virus
podem produzir uma ampla variedade de sintomas, podendo ser categorizados em
dois fendtipos distintos: doengas sistémicas que envolvem hemorragias, como
observado em DENV e YFV, e complicagdes neurologicas associadas a WNV e
ZIKV (Van Leur et al., 2021). Além disso, dentro da familia também est&o incluidos
alguns Virus Especificos de Insetos (ISV), que se multiplicam exclusivamente em

células de insetos e ndo em células de vertebrados (Foster; Walker, 2019).
2.3.2 Togaviridae

A familia Togaviridae abrange o unico género Alphavirus, consistindo em 31
espécies distribuidas em todo o mundo (Artsob; Lindsay; Drebot, 2017). Sao virions
esféricos envelopados, com tamanho de 65-70 nm. Possuem genoma de RNA de
fita simples de polaridade positiva, com um tamanho variando de 9,7 a 11,8 kb. O

genoma é composto por um cap na extremidade 5’ (7-metilguanosina) e uma cauda
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de poliA na extremidade 3’, além dos genes que codificam as proteinas estruturais
(Capsideo, Glicoproteina E1 e Glicoproteina E2,) e nao estruturais (nsP1, nsP2,
nsP3 e nsP4) (Chen, et al., 2018).

Figura 6 — Prototipo do género Alphavirus. A) Micrografia eletronica e a estrutura do virion. B) Os
primeiros dois tercos do RNA gendmico do alfavirus, que é de polaridade negativa e tem um cap na
extremidade 5', sdo traduzidos para produzir poliproteinas chamadas P123 e P1234, sendo esta
ultima a precursora da RNA polimerase. As proteinas codificadas no terco final do genoma séo
produzidas a partir de um mRNA subgendmico que é uma coépia de um intermediario de RNA de fita

positiva completa. Esse mRNA subgendmico codifica as proteinas estruturais.
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Fonte: (Racaniello et al., 2015)

O género Alphavirus consiste principalmente em virus transmitidos por

mosquitos, embora outros insetos hematoéfagos, incluindo carrapatos, piolhos e
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percevejos, tenham sido implicados na transmissao de algumas espécies (Zaid et
al., 2021). Os hospedeiros vertebrados incluem humanos, PNHs, equinos, aves,
anfibios, répteis, roedores e suinos, porém algumas espécies também infectam
mamiferos marinhos e peixes. Além disso, ha espécies consideradas ISVs, que
infectam apenas células de insetos e sao incapazes de replicar em células de
vertebrados (Chen, et al., 2018).

As doengas mais importantes causadas por Alphavirus sdo as Encefalites
Equinas, Chikungunya e Mayaro. As manifesta¢des clinicas geralmente incluem
encefalites, doencgas febris e, frequentemente, dores nas articulagdes (Zaid et al.,
2021).

2.3.3 PERIBUNYAVIRIDAE

A familia Peribunyaviridae constitui a maior familia de virus com mais de 300
espécies virais em sete géneros (Hughes et al., 2020). Os virions dessa familia sdo
esféricos com um didmetro de 80 a 120 nm. O genoma é segmentado,
compreendendo trés moléculas de RNA fita simples de polaridade negativa,
denominadas de S (small), M (medium) e L (large), com tamanhos aproximados de 1
kb, 4 kb e 6,8 kb, respectivamente. Esses segmentos codificam a proteina do
nucleocapsideo, as glicoproteinas de envelope e a proteina L, que desempenha a
funcdo de uma RNA polimerase viral (Hughes et al., 2020).

O género Orthobunyavirus abriga um conjunto complexo e diversificado de mais
de 50 espécies de virus amplamente disseminadas em escala global. Mosquitos
servem como vetores, enquanto pequenos mamiferos, ungulados ou aves
desempenham o papel de hospedeiros vertebrados. Esses virus causam uma ampla
variedade de sindromes clinicas em seres humanos e animais infectados, incluindo
doencgas febris inespecificas, encefalites e febres hemorragicas, e muitas espécies
sdo teratogénicas em animais de criagado prenhes infectados. Logo, muitos desses
virus tém um impacto significativo na saude devido a doengas em humanos e/ou
animais.

Por sua vez, o género Phlebovirus engloba 37 virus, a maioria dos quais é
transmitida por flebotomineos. Este género também inclui o relevante virus da Febre
do Vale do Rift (RVFV), transmitido por mosquitos na Africa, que geralmente se

desenvolve em hospedeiros ruminantes, mas também pode afetar roedores, PNHs e
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humanos (Foster; Walker, 2019). Outro notavel exemplo de bunyavirus de relevancia
médica nas Américas compreende o virus da Febre do Oropouche (OROV), que

pode afetar PNHs e humanos (Horne; Vanlandingham, 2014).

Figura 7 — Protétipo da familia Peribunyaviridae. A esquerda: Representagdo diagramatica de um
virion de peribunyavirus em corte transversal. As projecbes superficiais consistem em duas
glicoproteinas denominadas Gn e Gc. Os trés nucleocapsideos helicoidais s&o circulares e consistem
em um de cada um dos segmentos Unicos de RNA de fita simples (L, grande; M, médio; S, pequeno)

encapsulados pela proteina N e associados a proteina L. A direita: Organizagdo do genoma,

transcritos e proteinas do virus Bunyamwera.
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Fonte: (Racaniello et al., 2015)

2.3.4 Reoviridae

A familia Reoviridae € extensa e diversificada, compreendendo duas
subfamilias e varios géneros. Os membros da familia Reoviridae possuem genomas
segmentados de RNA dupla fita, com segmentos genémicos variando de 9 a 12 kb.
A replicagao dos reovirus € citoplasmatica, e uma caracteristica unica desses virus é
que a transcrigao ocorre de dentro dos capsideos. Os virions sdo nao envelopados,
apresentando duas ou trés camadas de capsideo (Andrew Stevenson Joel
Chandranesan, 2023). Como grupo, os reovirus sao muito bem-sucedidos, com uma
ampla gama de hospedeiros que inclui fungos, plantas, invertebrados e vertebrados
(ICTV, 2011).
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Figura 8 — Prototipo da familia Reoviridae. (A) Micrografia eletrénica de particulas do reovirus
coradas e esquemas da estrutura do virion. As localizagées de seis proteinas do virion sdo indicadas
na ilustragdo. B) O genoma de fita dupla compreende 10 segmentos, nomeados de acordo com o

tamanho: grande (L1 a L3), médio (M1 a M3) e pequeno (S1 a S4).
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O género Coltivirus possui um genoma de 12 segmentos e um tamanho
variando entre 60 e 80 nm. Os coltivirus foram isolados de varias espécies de
mamiferos (incluindo humanos), assim como de carrapatos e mosquitos que atuam
como vetores artropodes. Em humanos, a infecgdo € caracterizada por um inicio
abrupto de febre, calafrios, dor de cabeca, dores retro-orbitais, fotofobia, mialgia e
mal-estar generalizado. (ICTV,2011; Payne, 2017).

Um dos géneros mais importantes da familia Reoviridae € o Orbivirus. As
particulas dos membros desse género possuem aproximadamente 90 nm de

diametro, simetria icosaédrica, e os genomas virais s&o compostos por 12
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segmentos (ICTV, 2011). Orbivirus infectam uma ampla variedade de hospedeiros
vertebrados, incluindo ruminantes, equideos, roedores, morcegos, marsupiais, aves,
bichos-preguica e PNHs, assim como humanos. Um dos virus de importancia
veterinaria mais relevantes é o Virus da Lingua Azul (BTV), distribuido globalmente,
cujas infecgbes podem variar de assintomaticas a graves, gerando edema nos
labios, lingua e cabeca, febre, depressao, secre¢do nasal, salivagdo excessiva, dor

e morte, afetando principalmente ruminantes (Payne, 2017)
2.3.5 Rhabdoviridae

A familia Rhabdoviridae compreende trés subfamilias, 45 géneros e 275
espécies de virus. Os virions sao tipicamente envelopados e tém morfologia
baciliforme. Os genomas virais sdo moléculas unicas de RNA de sentido negativo,
de cadeia simples, com aproximadamente 10 a 16 kb e, geralmente, codificam 5
genes de proteinas estruturais (N, P, M, G e L) (Shahhosseini et al., 2017). A familia
€ ecologicamente diversa, com membros infectando plantas ou animais, incluindo
mamiferos, aves, répteis, anfibios ou peixes. A familia também é detectada em
invertebrados, incluindo artropodes, alguns dos quais podem atuar como
hospedeiros unicos ou agir como vetores biolégicos para a transmissao a outros

animais ou plantas (Ryu, 2017).

Figura 9 — Protétipo da familia Rhabdoviridae. A) Virion da estomatite vesicular em micrografia
eletrbnica a esquerda e esquema da estrutura da particula viral a direita. B) O RNA de fita negativa
serve como modelo para a sintese do RNA lider e de cinco mRNAs monocistrénicos (com cap na

extremidade 5' e cauda de poli A na extremidade 3’).
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Na subfamilia Alpharhabdovirinae ha alguns géneros isolados e detectados
apenas em mosquitos, sem nenhuma evidéncia de adaptagcdo em vertebrados,
sendo eles: Almendravirus, Ohlsrhavirus, Mousrhavirus e Merhavirus. Outros
géneros também foram isolados e detectados em mosquitos, porém possuem
evidéncias de infeccdo em outras espécies de vertebrados, como humanos,
roedores, aves, ruminantes, marsupiais e mamiferos, sendo eles: Arurhavirus,
Barhavirus, Curiovirus, Ephemerovirus e Hapavirus (Walker et al. 2022). Na
subfamilia Betarhabdovirinae ha seis géneros de virus que infectam plantas e séo
transmitidos por vetores artropodes, sendo eles: Alphanucleorhabdovirus,
Betanucleorhabdovirus, Cytorhabdovirus, Dichorhavirus, Gammanucleorhabdovirus

e Varicosavirus (Walker et al. 2022).
2.4 Virus EsPeciFicos DE INSETOS

Mosquitos, além de possuirem uma ampla diversidade de arbovirus, também
possuem em abundancia os ISVs ndo patogénicos (Ohlund; Lundén; Blomstrom,

2019). Os ISVs tém sido descobertos através de trabalhos de vigilancia de
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mosquitos para virus patogénicos e emergentes, mostrando a importancia da
vigilancia ambiental para o estudo e identificagdo de novos virus.

Os ISVs sao um grupo diversificado, incluindo virus que infectam naturalmente
mosquitos e flebétomos e se replicam nesses insetos tanto in vivo quanto in vitro,
mas a caracteristica marcante é a incapacidade de se replicar em vertebrados
(Ohlund; Lundén; Blomstrom, 2019). Essa restricdo de hospedeiros dos ISVs pode
ocorrer em diferentes niveis do ciclo de replicacao, devido a interagao entre fatores
do hospedeiro, do virus e do ambiente (Elrefaey et al., 2020). Por exemplo, a
presencga de genes estruturais incompletos poderia causar a restricdo do hospedeiro
para alguns ISVs. O alinhamento de sequéncia da proteina de envelope de varios
ISVs e flavivirus que infectam outros hospedeiros mostrou a falta de uma sequéncia
de 8 residuos no Dominio Ill dos ISVs, enquanto ela é conservada nos flavivirus que
infectam outros hospedeiros. Isso pode implicar no impedimento da internalizacao
da particula do virus, uma vez que essa € a funcdo do dominio Il da proteina de
envelope (Elrefaey et al., 2020; Carvalho; Long, 2021).

A prevaléncia de ISVs em mosquitos pode estar associada a diferentes tipos de
modos de transmissao, mantendo esses virus em populag¢des de vetores. O principal
mecanismo de transmissdo usado pelos ISVs é a transmissao vertical, que é a
transmissao das fémeas para sua prole, uma vez que os ISVs foram detectados em
todas as quatro fases do ciclo de vida do mosquito. ISVs e arbovirus usam a
transmissao vertical para sua manutencado na natureza, incluindo dois mecanismos:
a transmissao transovariana, por meio da qual os virus infectam os tecidos
germinativos das fémeas de mosquito, e a transmissédo transovular, pelo qual os
ovos sao infectados pelo virus durante sua passagem pelo oviduto (Carvalho; Long,
2021; Patterson et al., 2020).

Com os avancos nas ferramentas moleculares para detecg¢ao viral e também o
crescente interesse no microbioma dos mosquitos, houve uma exploséo recente na
deteccdo e descricdo de novos ISVs. A maioria foi provisoriamente colocada dentro
da familia Flaviviridae com base em analises filogenéticas, mas também ja foram
documentados virus especificos de insetos preliminarmente classificado nas familias
Togaviridae, Peribunyaviridae, Phenuiviridae, Rhabdoviridae, Mesoniviridae,
Tymoviridae, Birnaviridae, Nodaviridae, Reoviridae, Parvoviridae, Iridoviridae,
Permutotetraviridae, Iflaviridae, Orthomyxoviridae, Totiviridae e no taxon Negevirus
(Bolling et al., 2015).
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Analises filogenéticas tém mostrado que alguns ISVs, principalmente aqueles
incluidos nas familias Flaviviridae e Togaviridae, sao intimamente relacionados a
arbovirus patogénicos para humanos (Carvalho; Long, 2021). Ha teorias de que os
arbovirus que infectam mamiferos tenham evoluido a partir de ISVs para virus que
infectam mais de um hospedeiro, sugerindo que novos arbovirus podem surgir a
partir de ISVs (Ohlund; Lundén; Blomstrom, 2019). No que diz respeito aos ISVs e
hospedeiros vegetais, virus vegetais podem ter evoluido a partir de ISVs que
adquiriram a capacidade de infectar plantas, perdendo a necessidade de um
hospedeiro inseto; ou ainda, virus vegetais podem ter evoluido, ganhando a
capacidade de infectar insetos, originando novos ISVs (Bolling et al., 2015). Os ISVs
da familia Tymoviridae e do taxon Negevirus sao filogeneticamente proximos a virus
vegetais, indicando que esses virus vegetais podem desempenhar um papel nos
ciclos de manutengao desses ISVs e, além disso, agrupam-se como um clado basal
na arvore filogenética da Tymoviridae, sugerindo que ISVs podem ser ancestrais
desses virus vegetais (Carvalho; Long, 2021).

Existem experimentos que demonstram o papel dos ISVs na influéncia da
transmissdo de patdogenos em mosquitos (Patterson et al., 2020; Roundy et al.,
2017). Esses ISVs podem agir por meio de mecanismos nos quais eles mantém um
tropismo celular, bloqueando diretamente os arbovirus em seu local de ligagdo ou
replicagdo, porém, essa relagdo é pouco compreendida, e a filogenia ndo parece
explicar o fendtipo, ja que ISVs diversos exercem esses efeitos. Além de influenciar
diretamente patégenos, os ISVs podem, indiretamente, regular o sistema
imunoldgico como virions ou pela integracao no genoma do hospedeiro (Patterson et
al., 2020).

Portanto, a pesquisa de diversos virus presentes em mosquitos detém um valor
inestimavel para a elucidacdo dos processos de replicagao viral dentro desses
vetores. Ademais, tais estudos podem proporcionar uma compreensao aprofundada
sobre os ISVs e suas interacbes com os hospedeiros artropodes, assim como os
virus patogénicos que infectam e s&o transmitidos por esses hospedeiros (Ohlund;
Lundén; Blomstrom, 2019).
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2.5 VIrROmMA

A metagendmica representa a analise genbémica de uma comunidade de
microrganismos, e, na area da virologia, essa abordagem tem desempenhado um
papel crucial na ampliagdo da compreenséo dos viromas, isto €, o conjunto de virus
que se encontram em um ambiente especifico, érgédo ou hospedeiro (Chitcharoen;
Sivapornnukul; Payungporn, 2022). Essa abordagem representa uma alternativa aos
meétodos classicos, que envolvem o isolamento de virus em animais de
experimentagdo ou cultivos celulares, pois permite identificar virus n&o cultivaveis,
bem como sequenciar material genético sem conhecimento prévio do genoma dos
agentes investigados (Tas et al., 2021).

As pesquisas sobre o viroma de mosquitos, e de invertebrados em geral, tém
proporcionado informacgdes valiosas sobre a ampla diversidade de virus no planeta
(Moonen et al.,, 2023). Esses estudos ampliaram significativamente a gama de
hospedeiros das familias virais, para incluir também os artrépodes, evidenciado nas
familias Totiviridae e Patrtitiviridae (Isawa et al., 2011; Zhai et al., 2010). Além disso,
foram introduzidos novos clados dentro de familias ou ordens virais ja existentes,
exemplificado pelo Artivirus na familia Totiviridae (Zhai et al., 2010) e pelos virus
Goukovirus, Herbevirus, Jonvirus e Feravirus na familia Peribunyaviridae (Marklewitz
et al., 2011, 2013). Esses avangos também demandaram a criagao de novas familias
e géneros virais, como é o caso das Mesoniviridae e Negevirus (Lauber et al., 2012;
Vasilakis et al., 2013).

Além disso, as investigagcdes relacionadas ao viroma de mosquitos
desempenham uma fungéo crucial no monitoramento dos virus em circulagdo em
diversas regides globais. A composi¢ao do viroma de mosquitos é presumivelmente
moldada por elementos ambientais, modos de transmissao viral e fatores restritivos
especificos a determinadas espécies ou géneros de mosquitos. Adicionalmente,
alteragdes nos fatores bidticos e abidticos, associadas ao aquecimento global e a
crescente globalizagdo, podem impactar ainda mais o viroma de mosquitos. Essa
abordagem tem contribuido significativamente para a ampliagdo do nosso
conhecimento acerca dos mecanismos de transmissao, bem como para aprimorar a
vigilancia de potenciais patdgenos.(Atoni et al., 2018; Moonen et al., 2023).

Estudos ao longo da ultima década estabeleceram que os mosquitos abrigam

um viroma rico e diverso: cerca de 102 familias virais ja foram relatadas em varias
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espécies de mosquitos (Atoni et al., 2018; Bolling et al., 2015; De Almeida et al.,
2021; Moonen et al., 2023). As familias de virus RNA conhecidas por conter ISVs
e/ou arbovirus foram as mais frequentes nestes estudos, incluindo Flaviviridae,
Rhabdoviridae, Iflaviridae, Nodaviridae, Mesoniviridae, Orthomyxoviridae e
Totiviridae. Enquanto as familias de virus de DNA mais observadas foram
principalmente Parvoviridae e Geminiviridae (Moonen et al., 2023).

Em geral, os ISVs parecem ser mais abundantes e diversos do que os
arbovirus quando se compara diretamente a representacdo de familias virais. Essa
diversidade é baseada em estudos metagendmicos, que tendem a favorecer a
identificacdo de virus mais abundantes e prevalentes em populagdes de mosquitos.
Os arbovirus parecem estar presentes apenas em 1 a 2% dos individuos (De
Almeida et al., 2021).

No Brasil, inumeras investigagdes tém se concentrado na analise dos virus
pertencentes a familia Flaviviridae, com especial énfase na pesquisa dos géneros
Aedes, Culex, Sabethes, Wyeomyia, Psorophora e Mansonia, como é o caso dos
estudos de Cunha et al., (2020) que detectaram, caracterizam e realizaram analises
filogenéticas de dois virus, llhéus virus (ILHV) e Iguape virus (IGUV). Além disso,
Cunha, et al., (2020) identificaram um novo membro da familia Peribunyaviridae
nomeado como Phasi Charoen-like virus (PCLV). De forma semelhante, De Oliveira
Ribeiro et al., (2021) descobriram um novo virus chamado Guapiagu virus (GUAPV),
identificado em mosquitos e em amostras humanas na regido amazonica. Em outro
estudo, Kenney et al., (2014) caracterizaram o Nhumirim virus (NHUV), isolado no
Pantanal brasileiro. Ja Gravina et al., (2019) lideraram uma pesquisa que identificou
sequéncias do Culex flavivirus (CxFV) e também encontrou um novo virus,
temporariamente chamado Sabethes flavivirus (SbFV). Adicionalmente, em um
trabalho voltado a vigilancia de arbovirus, Da Silva Ribeiro et al., (2022),
caracterizaram 14 novas cepas pertencentes ao taxon Negevirus, representando
uma significativa contribuicdo, uma vez que essas cepas foram relatadas pela
primeira vez no Brasil.

O estudo de Duarte et al., (2022) identificaram trés possiveis cepas virais que
foram nomeados Phasi Charoen-like phasivirus isolate To-1 (PCLV To-1), Aedes
aegypti To virus 1 (AAToV1) e Aedes aegypti To virus 2 (AAToV2). Esses virus foram
agrupados com membros das familias Phenuiviridae e Metaviridae. A analise

filogenética indicou que o PCLV To-1 foi categorizado na mesma familia
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(Phenuiviridae) que inclui o género Phlebovirus, que abrange patégenos humanos
importantes, como o RVFV.

Por fim, merece mencao a importancia dos estudos de Da Silva Neves et al.,
(2021) e Da Silva Ferreira et al., (2020), que evidenciaram a riqueza viral que
permeia as diversas espécies de mosquitos. A identificagdo de virus abrangeu uma
diversidade de familias virais, incluindo Circoviridae, Chuviridae, Flaviviridae,
Iflaviridae, Mesoniviridae, Nodaviridae, Luteoviridae, Orthomyxoviridae, Parvoviridae,
Patrtitiviridae, Phasmaviridae, Phenuiviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae e Totiviridae.

Em suma, a metagenémica se configura como uma ferramenta essencial na
pesquisa do espectro dos viromas, revelando um notavel niumero de novos virus,
novos clados e familias virais, muitos dos quais sao ISVs correlacionados a
arbovirus patogénicos para os seres humanos. Essas investigagbes desempenham
uma fungédo crucial no monitoramento global dos virus em circulagdo. Além disso, o
viroma de mosquitos € suscetivel a influéncia de elementos ambientais, modos de
transmissao viral e fatores especificos de espécies, tornando-se um indicador
valioso das dinamicas virais em distintas regides. Estes progressos nao apenas
aprimoram o nosso entendimento cientifico, mas também proporcionam
discernimentos essenciais para a prevencao e controle de doencas transmitidas por

vetores.

3 METODOLOGIA
3.1 CoLETA E IDENTIFICACAO DE MoOsQuITOS

As coletas ocorreram em 2021, na estacdo da primavera, em Derrubadas e
Santo Antbnio das Missbes, ambas cidades localizadas na Regido Noroeste do
estado do Rio Grande do Sul. A localidade de Santo Anténio das Missbes ja foi
objeto de estudos de monitoramento da febre amarela em PNHs conduzidos pela
equipe do CEVS. Além disso, essa regido apresenta um histérico prévio de
ocorréncia do YFV, além de serem registrados PNHs com anticorpos para o virus da
encefalite de Saint Louis, virus Oropouche e virus llhéus (Almeida et al., 2016,
2019).
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A regido de Derrubadas abriga um corredor de areas protegidas que engloba
territérios do Brasil, Argentina e Paraguai. Esse corredor conecta o Parque Estadual
do Turvo, no estado do Rio Grande do Sul, ao Parque Nacional do Iguacu, localizado
no oeste do Parana, e se estende até areas florestais na Argentina (MIKHAILOVA et
al., 2008). Como resultado, esta area apresenta caracteristicas distintas de fauna em
relacdo ao restante do estado, o que a torna de particular interesse, dadas as
possibilidades que oferece para a disseminacao de patdgenos.

Para este trabalho, 489 mosquitos foram coletados com apoio da Divisdo de
Vigildncia Ambiental em Saude (DVAS) do Centro Estadual de Vigilancia em Saude
do Rio Grande do Sul (CEVS). Foram utilizados pugas entomoldgicas, aspiradores
manuais e armadilhas BG-Pro (Bioagents AG). A identificagcdo dos mosquitos foi
realizada em uma mesa fria a -20°C, sob estereomicroscoépio, utilizando as chaves
de Consoli; Oliveira, 1994 e Forattini, 2002. As espécies de interesse incluiram
Aedes scapularis, Culex spp., Haemagogus leucocelaenus, Psorophora ferox e

Sabethes albiprivus.

Figura 10. Mapa do Rio Grande do Sul. As estrelas em vermelho destacam os pontos de
coleta em Derrubadas e Santo Antdnio das Missoes.
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Fonte: O préprio autor.

3.2 PREePARO DOS PooLs PARA ULTRACENTRIFUGAGCAO

Os mosquitos capturados (no maximo 10 individuos) foram homogeneizados
por espécie, local e data de coleta em 500 pL de meio de cultura L-15, usando o
homogeneizador de tecido Precellys 24 com esferas de vidro. Em seguida, o
homogeneizado foi clarificado em uma centrifuga refrigerada a 4°C, a 8.050 rpm, por
5 minutos. A partir desses clarificados, foram coletados 100 uL para a constituicao
de novos agrupamentos (pools de individuos) com no maximo 30 individuos de uma
mesma espécie. Neste trabalho, trés pools foram submetidos ao processamento,
sendo eles dois de Psorophora ferox e um de Culex spp., totalizando 90 individuos
para analise. O restante dos pools sera processado posteriormente. Os pools foram

diluidos em um volume de 5 mL de tampéo fosfato (PBS) para filtragdo utilizando um



35

fitro de 0,45 pym acoplado a uma seringa. Apds, as amostras foram
ultracentrifugadas na presenca de um colchdo de sacarose 25%. Os parédmetros
utilizados foram rigorosamente definidos: velocidade de 100.000 x g por minuto, por
um periodo de 3 horas, mantendo a temperatura constante a 4°C. Ao término do

procedimento, foi obtido um precipitado, que foi diluido em agua ultrapura.
3.3 TRATAMENTO COM NUCLEASES E EXTRAGAO DE ACIDOS NUCLEICOS VIRAIS

Essa solugcdo foi submetida a um tratamento com nucleases, visando
degradar os acidos nucléicos celulares potencialmente presentes na mesma. Esse
procedimento foi conduzido utilizando protocolo da Turbo DNase (2U/uL) (Invitrogen)
e RNase A (Invitrogen), conforme as orientagcdes do fabricante. A extragao de acidos
nucleicos foi realizada utilizando o kit Quick-DNA/RNA Viral MagBead (Zymo),
seguindo rigorosamente o protocolo fornecido pelo fabricante. Uma parte desse
material foi utilizado para a sintese de cDNA, e outra parte foi separada para a

realizacéo da reagao em cadeia da polimerase (PCR)
3.4 TRANSCRIGAO REVERSA PARA OBTENGAO DE DNA comPLEMENTAR (CDNA)

O cDNA foi sintetizado utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription da Applied Biosystems, seguindo as instru¢des do fabricante.
Entretanto, para o estudo do viroma, foi adotado o uso do primer K-random-S
(GACCATCTAGCGACCTCCACMNNMNM) descrito por Stang et al., 2005.

3.5 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A partir da amostra de DNA, foi realizado um procedimento inicial de PCR
com o primer K-random-s para uma primeira amplificacdo das amostras. O mix da
PCR foi composto por 16,2 uL de agua livre de nucleases, 2,5 yL de Buffer PCR
10X, 1 yL de dNTPs 10mM, 0,5 uL de MgCI2, 2 pL de primer K-random-S 10 pmol,
0,4 yL de Taq DNA Polymerase e 2,5 yL da amostra de DNA, totalizando uma
reacao de 25 uL. A ciclagem térmica seguiu o seguinte protocolo: uma desnaturagao
inicial a 94°C por 3 minutos, seguida por ciclos repetidos de desnaturagdo a 94°C
por 45 segundos, anelamento a 53°C por 30 segundos e extensao a 72°C por 2
minutos. Esses ciclos foram repetidos 35 vezes. Ao final, foi realizada uma extensao

final a 72°C por 30 segundos para assegurar a conclusdo adequada da reagéo.
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3.6 AwmPLIFICACAO com KLENOw

Apds a sintese do cDNA e a amplificacdo do DNA, o proximo passo foi a
amplificacdo usando Klenow. O mix inclui 2 uL de tampao NEBuffer 2 10X, 1 uL de
Klenow, 1 yL de primer K-random-S 10 pmol, 1 yL de dNTPs 10 mM e 20 uL do
produto PCR/cDNA, totalizando uma reacao de 25 yL com um ciclo de temperatura
a 25 °C por 20 minutos para atividade enzimatica e a 75 °C por 20 minutos para

inativacao.
3.7 AMPLIFICACAO FINAL COM O PRIMER K-s

Tanto o cDNA, quanto o produto da 12 PCR, apds o uso da enzima Klenow foram
submetidos a uma amplificacao utilizando o] primer K-s
(GACCATCTAGCGACCTCCAC) (Stang et al., 2005). Com a exceg¢ao dos primers
utilizados, a reagdo seguiu os mesmos parametros da PCR anteriormente descrita.
A ciclagem térmica seguiu o seguinte protocolo: uma desnaturagéo inicial a 94°C por
3 minutos, seguida por ciclos repetidos de desnaturagdo a 94°C por 45 segundos,
anelamento a 53°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 2 minutos. Esses ciclos
foram repetidos 35 vezes. Ao final, uma extensao final a 72°C por 30 segundos para

assegurar a conclusdo adequada da reagao.
3.8 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DOS DADOS

A purificagdo das amostras foi realizada com o kit AMPure XP conforme
protocolo do fabricante e a quantificagdo realizada através do fluorémetro Qubit.
Posteriormente, as amostras foram enviadas para montagem da biblioteca com
lllumina COVIDseq e o sequenciamento de alto rendimento através da plataforma
lllumina®, utilizando o equipamento MiSeq e kit MiSeq Reagent Kit v3, 600 ciclos, do
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico e Cientifico (CDCT) localizado no CEVS.

ApOs a fase de sequenciamento, uma avaliagao foi conduzida para verificar a
qualidade das sequéncias brutas, também denominadas reads, através da
ferramenta FastQC (Babraham, 2023). O programa Trimmomatic foi utilizado para
identificar e remover as sequéncias técnicas, incluindo adaptadores, primers e
fragmentos, de acordo com o escore de qualidade das bases (Bolger; Lohse;
Usadel, 2014). As reads que foram submetidas ao processo de trimagem foram

analisadas no software Kaiju, com o objetivo de obter uma visdo geral das
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sequéncias correspondentes a bactérias, virus, eucariotos e sequéncias de origem
desconhecida. A montagem de novo das reads foi executada no software SPAdes
Genome Assembler (ferramenta metaSPAdes), resultando em sequéncias
sobrepostas continuas denominadas contigs, que representam a regido consenso do
genoma (Bankevich et al., 2012; Nurk et al., 2017). Os contigs maiores do que
300pb foram submetidos a analise pela plataforma BlastN (NCBI, 2023), com o
propoésito de obter informagdes relacionadas a correspondéncia dos contigs com
virus especificos. Baseados nesses achados, os contigs foram entdo submetidos a

montagem por referéncia (“map to reference”), através do software Geneious v9.1.3.

Figura 11 Fluxograma esquematico com as principais etapas do processamento para

Sequenciamento de Nova Geracéo.
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Fonte: O préprio autor.

4 ResuLtADOS

Os pools de Culex spp. e Psorophora ferox (1 e 2) foram processados
com sucesso e geraram em média 342.782 reads apos trimagem pelo software
Trimmomatic. As sequéncias que passaram pelo processo de montagem de contigs,

realizado pelo software SPAdes, totalizaram 787 contigs. Esses resultados estao
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minuciosamente apresentados na Tabela 1. No software Kaiju, os pools obtiveram
uma média de 82% de reads nao classificados, 14% de reads bacterianas, 4% de

reads de eucariotos e 1,5% de reads virais.

Tabela 1 — Apresentacdo das reads pré e pds trimmagem, os contigs gerados e seus respectivos
tamanhos referente a cada pool.

Pool Processamento | Reads inicial Reads apés Contigs Tamanho dos
trimmagem gerados contigs
Culex spp. DNA 159.902 153.708 85 128-1.394
Culex spp. RNA 95.029 91.424 201 128-1.614
Psorophora ferox 1 DNA 128.096 125.403 195 128-1.215
Psorophora ferox 1 RNA 39.238 38.747 65 128-1.185
Psorophora ferox 2 DNA 64.764 63.671 59 128-1.111
Psorophora ferox 2 RNA 112.036 109.806 182 182-1.577

Grafico 1- Visdo geral dos reads analisados pelo Kaiju, revelando a seguinte distribuicao: reads nao

classificados (74%), reads bacterianos (17%), reads de eucariotos (6%) e reads virais (3%) para
Culex spp.
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Gréfico 2- Viséo geral dos reads analisados pelo Kaiju, revelando a seguinte distribuicdo: reads nao

classificados (84%), reads bacterianos (13%), reads de eucariotos (3%) e reads virais (0,8%) para o
pool 1 de Psorophora ferox .
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Grafico 3- Visdo geral dos reads analisados pelo Kaiju, revelando a seguinte distribuicdo: reads nao

classificados (86%), reads bacterianos (11%), reads de eucariotos (3%) e reads virais (0,7%) para o
pool 2 de Psorophora ferox.

0,7% Viruses
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Os contigs maiores do que 300 pb submetidos a analise pela plataforma
BlastN, com o propésito de obter informagdes relacionadas a correspondéncia dos
contigs especificos para os virus de maior interesse. Esses dados estao
apresentados na Tabela 2 e resumidos no Grafico 4. Os resultados integrais da

analise com BlastN estdo documentados na tabela presente no apéndice.
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Tabela 2 — Apresentagao dos principais resultados dos contigs de cada pool, juntamente com os resultados do BlastN correspondente a cada um.

Dados do contig BLAST
Pool Processamento ID contig Tamanho Identidade Cobertura E value Taxonomia Descrigao Acesso
do contig (%) (%) NCBI
Army ant
associated
Ps. ferox 1 DNA 73 449 86.54% 11% 3,00E-04 Microviridae | microvirus 2 | OP884053.1
Dicistroviridae
sp. isolate
Ps. ferox 1 DNA 75 309 100% 10% 2,00E-04 |Dicistroviridae| brb030dic1 | MN905953.1
Arizlama
Ps. ferox 1 RNA 1 1185 93,62% 3% 4,00E-07 Microviridae. microvirus | MW697700.1
Army ant
associated
Ps. ferox 1 RNA 13 609 72.33% 59% 3,00E-14 Microviridae | microvirus 2 | OP884053.1
Semliki forest
Ps. ferox 2 DNA 19 607 99.79% 77% 0.0 Togaviridae virus Z48163.2
Orthonairoviru
s
haemorrhagia
Ps. ferox 2 RNA 10 894 93.66% 15% 1,00E-50 Nairoviridae | e segmentL | OR047175.1
Citrus
exocortis
Ps. ferox 2 RNA 13 865 83.97% 32% 2,00E-67 Pospiviroidae viroid ORO024670.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN905953.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4HAZWR0013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2069590929
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2069590929
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW697700.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4536H1X01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/Z48163.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=KBBPPPEZ013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2563620532
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2563620532
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2563620532
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2563620532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR047175.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=H8VADERJ016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2532666583
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2532666583
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2532666583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR024670.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=H8VADERJ016
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Grafico 4- Sintese de cada familia viral identificada nos resultados da pesquisa BlastN para cada pool.
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Apoés a primeira verificagao no Blast, procedeu-se com uma montagem "map to
reference". E relevante observar que esta andlise foi executada exclusivamente nos
pools 1 e 2 de Psorophora ferox, uma vez que a auséncia de reads viaveis inviabilizou
a realizagao do procedimento no pool de Culex spp. O pool 1 de Psorophora ferox,
tanto com processamento de DNA quanto de RNA, apresentou alinhamento com as
sequéncias dos virus Army Ant microvirus 2, Apis mellifera associated microvirus 2 e
Trichosanthes kirilowii gokushovirus. Além disso, apenas o processamento de DNA
alinhou também com a sequéncia de Chaq virus-like 1 (Figuras 13 a 15). O pool 2 de
Psorophora ferox, apenas o processamento de RNA apresentou alinhamento com as
sequéncias dos virus Aphis citricidus bunyavirus segment S, Citrus exocortis viroid
isolate Najaf, High Island virus S3, Orthonairovirus haemorrhagiae segment M e

Sclerotinia sclerotiorum mitovirus (Figuras 16 a 20).

Figura 12 Alinhamento com a sequéncia Army Ant microvirus 2 (GenBank: OP884053.1). A
barra verde representa o contig formado com as reads de RNA e a barra amarela representa o contig

formado com as reads de DNA do pool 1 de Psorophora ferox.
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Figura 13 Alinhamento com a sequéncia Apis mellifera associated microvirus 2 (GenBank:
MH992161.1). A barra verde representa o contig formado com as reads de RNA e a barra amarela

representa o contig formado com as reads de DNA do pool 1 de Psorophora ferox.
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Figura 14 Alinhamento com a sequéncia Trichosanthes Kirilowii gokushovirus (GenBank:
MN862334.1). A barra verde representa o contig formado com as reads de RNA e a barra amarela

representa o contig formado com as reads de DNA do pool 1 de Psorophora ferox.
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Figura 15 - Alinhamento com a sequéncia Chagq virus-like 1 ORF1 (GenBank: KX148554.1). A

barra amarela representa o contig formado com as reads de DNA do pool 1 de Psorophora ferox.

0pb 200 pb 400 pb 600 pb 200 pb 1000 pb 1200 pb 1400 pb 1600 ph 1800 pb 2000 pb 2200 pb 2400 pb 2600 pb

2.491 pb
Legenda | ‘
[ ]ona

Figura 16 - Alinhamento com a sequéncia Aphis citricidus bunyavirus segment S (Familia
Phenuiviridae) (GenBank: NC_078985.1). A barra verde representa o contig formado com as reads de
RNA do pool 2 de Psorophora ferox.
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Figura 17 Alinhamento com a sequéncia Citrus exocortis viroid isolate Najaf (GenBank:
OR024670.1) (Familia Pospiviroidae). A barra verde representa o contig formado com as reads de RNA

do pool 2 de Psorophora ferox.
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Figura 18 Alinhamento com a sequéncia High Island virus S3 (GenBank: MF094130.1) (Ordem
Reovirales). A barra verde representa o contig formado com as reads de RNA do pool 2 de Psorophora

ferox.
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Figura 19 Alinhamento com a sequéncia Orthonairovirus haemorrhagiae segment M (GenBank:
OR047155.1) (Familia Nairoviridae). A barra verde representa o contig formado com as reads de RNA

do pool 2 de Psorophora ferox.
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Figura 20 Alinhamento com a sequéncia Sclerotinia  sclerotiorum  mitovirus
(GenBank:MW454895.1) (Familia Mitoviridae) A barra verde representa o contig formado com as reads

de RNA do pool 2 de Psorophora ferox.
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5 Discussio

Neste estudo, foram conduzidas analises de viromas em pools de Psorophora
ferox e Culex spp. coletados na regiao Noroeste do Rio Grande do Sul. Embora essas
espécies de mosquitos sejam comumente empregadas em estudos de viroma no
Brasil e em @mbito global (Atoni, et al., 2017; Da Silva Ferreira et al.,2020; Cunha et
al., 2020; Da Silva et al., 2023), nao existem registros publicados na literatura
referentes a viromas em mosquitos no Rio Grande do Sul. Desta forma, este estudo
representa a primeira investigacdo sobre viromas de mosquitos nessa regido,
preenchendo essa lacuna na pesquisa cientifica.

Os pools geraram em média 342.782 reads e totalizaram 787 contigs de 128 a
1.614 pb. No estudo conduzido por Da Silva et al. (2023), por exemplo, foram obtidas
593,3 milhdes de reads distribuidos entre 10 pools (com 8 a 37 individuos), resultando
na montagem de cerca de 1.285.976 contigs. Ja no estudo de Atoni et al. (2017),
foram obtidos aproximadamente 36.277.174 milhdes de reads, e no estudo realizado
por Mayanja et al. (2023), foram obtidos 5.978.259 milhdes de reads por pool, com
contigs variando de 230 a 21.147 pb. Comparando com outros estudos, fica evidente
que a quantidade de reads, o numero de contigs e seus tamanhos ndo condizem com
as expectativas apresentadas na literatura, o que representa uma limitacao
significativa deste estudo.

Devido a alta sensibilidade do sequenciamento de nova geragao, € pratica
comum a deteccdo de sequéncias bacterianas e de eucariotos nas amostras (Moonen
et al., 2023). No presente estudo, uma filtragem com um tamanho de poro de 0,45 foi
aplicada para purificar as amostras, no entanto, € provavel que a maioria das

bactérias tenha atravessado o filtro e sido registrada nas sequéncias obtidas por meio
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do sequenciamento. Além disso, outro problema pode ser a contaminacdo dos
reagentes, filtros, ponteiras, agua e colunas dos kits de extragcdo com bactérias
(Brumme; Poon, 2017; Jurasz; Pawiowski; Perlejewski, 2021), totalizando 14% de
reads bacterianas no estudo. A presenca de reads de eucariotos, correspondendo a
4% do total das reads, pode ser atribuida a possibilidade de que o processamento das
amostras nao tenha sido completamente eficaz na separacéo exclusiva de particulas
virais, resultando na retencdo de pequenas quantidades de acidos nucleicos do
hospedeiro.

Os viromas sido predominantemente compostos por sequéncias inéditas,
frequentemente com até 90% das sequéncias apresentando pouca ou nenhuma
homologia com bancos de dados de referéncia (Sutton et al., 2019). As conclusdes
encontradas na literatura estdo em concordancia com os resultados deste estudo,
dado que a média das amostras indicou que mais de 80% das reads consistem em
sequéncias nao identificadas. Devido a predominadncia de sequéncias virais nao
caracterizadas, denominadas "matéria viral escura", e a falta de um gene marcador
universal, os estudos de viroma dependem de métodos de analise independentes de
banco de dados e confiam fortemente na montagem de novo para resolver genomas
virais a partir de leituras de sequenciamento metagenémico. Esses métodos podem
apresentar diversos desafios, como a distribuicdo desigual de sequenciamento entre
0S organismos na amostra, a presenca de regides conservadas entre espécies
distintas e a existéncia de regides repetidas nos genomas. Esses desafios tém o
potencial de resultar em fragmentacdo e erros de montagem de contigs, levando a
montagens incompletas ou imprecisas, bem como dificultando a atribuicdo adequada
de sequéncias e contribuindo com conclusdes imprecisas sobre a composi¢cao do
metagenoma (Sutton et al., 2019).

A principal limitagdo identificada neste estudo esta relacionada a substancial
taxa de contaminagdo presente nas amostras, a qual se aproximou a 100% no caso
da amostra de Culex spp. € inviabilizou a contribuicdo para a avaliagao da diversidade
viral. Em todos os pools, foram identificadas familias relacionadas a contaminagéo,
nomeadamente: Retroviridae, Togaviridae, Coronaviridae, Orthoherpesviridae e
Poxviridae. Entretanto, € importante destacar que sequéncias de virus dessas
mesmas familias ja foram previamente detectadas em estudos anteriores (Ali et al.,
2021; Hameed et al., 2021; Ribeiro et al., 2020). Embora ndo tenha sido descrita a

presenca de retrovirus de insetos na familia Retroviridae, ainda é viavel considerar
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que tais sequéncias possam ser oriundas de retrovirus de mosquito nao identificados
ou de retroelementos presentes no genoma do mosquito (Moonen et al., 2023).

Ja foram observadas contaminacdo entre execugdes em sequenciadores
MiSeq (lllumina), que pode manifestar-se por até sete execugdes sequenciais apds a
execugao original. No entanto, modificacbes no procedimento de lavagem
pos-execugdo, principalmente com a adicdo de uma lavagem com alvejante,
resolveriam amplamente esse problema (Brumme; Poon, 2017). Além da
contaminagao experimental durante a preparacao de bibliotecas e sequenciamento, a
contaminagdo pode ser devido a contaminantes biologicos, como, por exemplo,
sequéncias derivadas de refeigdes de sangue (Jurasz; Pawtowski; Perlejewski, 2021;
Moonen et al., 2023).

A presenga de contaminantes consomem recursos de sequenciamento e
resultam em cobertura insuficiente de virus de baixa abundéancia. Espécies menos
abundantes fornecem apenas informagdes parciais obtidas a partir de fragmentos de
DNA relacionados a essas espécies. Consequentemente, a obtencédo de genomas
completos ou a montagem de contigs de tamanho razoavel para essas espécies se
torna inviavel (Chen et al., 2020). Assim, a presenca de contigs de tamanho reduzido
e uma cobertura limitada das sequéncias desses virus podem propiciar a ocorréncia
de artefatos, representando sequéncias que possivelmente nao refletem informacoes
biolégicas reais e, consequentemente, distorcendo os resultados de um estudo
metagenémico (Chen et al., 2020). Assim, € de suma importancia levar em
consideracgao tais fatores a fim de promover uma interpretacdo adequada tanto dos
resultados deste estudo quanto da diversidade viral obtida.

A média de sequéncias virais identificadas entre os pools foi de 1,5% e
abrangeu a Ordem Reovirales e as seguintes familias virais: Dicistroviridae,
Microviridae, Narnaviridae, Phenuiviridae, Hypoviridae, Mitoviridae, Nairoviridae,
Pospiviroidae. E relevante notar que em outros estudos, uma variedade mais extensa
de familias virais foi detectada. Por exemplo, em um trabalho conduzido por Da Silva
et al. (2023), aproximadamente 20 familias virais foram identificadas, incluindo as
familias Dicistroviridae, Phenuiviridae e Narnaviridae encontradas no presente estudo,
assim como as familias Chuviridae,, Endonarviridae, Iflaviridae, Luteoviridae,
Nodaviridae, Aliusviridae, Calciviridae, Chrysoviridae, Flaviviridae, Orthomyxoviridae,
Patrtitiviridae, Phasmaviridae, Rhabdoviridae, Solemoviridae, Totiviridae, Virgaviridae e

Xinmoviridae em analise de 10 pools com um total de 194 mosquitos. Da mesma
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forma, o estudo realizado por Da Silva Ferreira et al. (2020) revelou uma diversidade
significativa de familias virais em 287 pools, com tamanhos variando de 1 a 100
individuos, totalizando 10.569 mosquitos. Essas familias virais incluiram Circoviridae,
Chuviridae, Flaviviridae, Iflaviridae, Mesoniviridae, Nodaviridae, Luteoviridae,
Orthomyxoviridae,  Parvoviridae, Partitiviridae, =~ Phasmaviridae, Phenuiviridae,
Reoviridae, Rhabdoviridae e Totiviridae. Ambos os estudos apresentaram um
tamanho amostral superior ao do presente estudo, porém, a diferenca na deteccéo de
um maior numero de familias virais provavelmente esta relacionada ao fato de que
esses estudos obtiveram um éxito maior no sequenciamento e, consequentemente,
um numero maior de reads, permitindo a leitura completa da diversidade viral
presente nos mosquitos. Apesar da menor diversidade na composicao dos pools
estudos aqui, as familias virais identificadas corroboram com os achados de estudos
anteriores (Moonen et al., 2023), sugerindo que os pools investigados possuem uma
diversidade congruente e significativa.

A composicao viral variou consideravelmente entre os diferentes pools, sendo
que no pool de Culex, nenhuma familia de interesse foi identificada devido as
contaminagdes. No pool 1 de Psorophora ferox, somente a familia Microviridae estava
presente, enquanto as demais familias foram encontradas, embora com baixa
representacao, apenas no pool 2 de Psorophora ferox.

Observou-se uma abundancia relevante de bacteriéfagos, atingindo 41,7% no
pool 2 de Psorophora ferox, por exemplo. As pesquisas metagenbémicas tém a
capacidade de identificar virus de todos os organismos presentes na amostra, e os
bacteriéfagos foram frequentemente detectados em varios estudos, especialmente
das familias de DNA de fita dupla com cauda, como Siphoviridae, Myoviridae e
Autographiviridae (Cunha et al., 2020; Hameed et al., 2021; Moonen et al., 2023).
Esses resultados ressaltam a capacidade do sequenciamento metagenémico de
identificar sequéncias virais de bactérias que colonizam os mosquitos. Embora seja
possivel que a fisiologia dos mosquitos seja afetada pela infeccdo dos bacteriéfagos
que afetam os simbiontes bacterianos, o presente estudo ndo aprofundou essa
questao (Moonen et al., 2023).

A familia Microviridae constituiu a descoberta mais abundante no ambito deste
estudo. Estes bacteriéfagos apresentam caracteristicas de fita simples de DNA, nao
sdo envelopados e exibem simetria icosaédrica. Importante ressaltar que a familia se

divide em duas categorias distintas com base em variagbes de morfologia,


https://www.zotero.org/google-docs/?3L7ktd
https://www.zotero.org/google-docs/?LdaI1b

51

organizagdao genbmica, homologias de sequéncia e preferéncias de hospedeiros.
Estas categorias compreendem o género Microvirus e os trés géneros pertencentes a
subfamilia Gokushovirinae (Roux et al., 2012) Os membros do género Microvirus
demonstram afinidade pela infeccdo de enterobactérias e compartilham
caracteristicas morfolégicas e organizacionais de genoma que sao exemplificadas
pelo fago Enterobacteria X174 (¢X174). E digno de nota que todos os membros
atuais do género Microvirus foram isolados de Enterobacteriaceae. Entretanto, é
relevante mencionar que investigagdes abrangentes em busca de membros da familia
Microviridae em outros hospedeiros ainda ndo foram conduzidas (ICTV, 2011).

Embora esta familia seja classificada como um tipo de bacteriéfago, neste
estudo, conseguimos identificar microvirus associados a outros artropodes e plantas,
como exemplificado pelas espécies Apis mellifera associated microvirus 2 (Kraberger,
et al., 2019), Army Ant microvirus 2 (Fritz et al., 2022) e Trichosanthes Kkirilowii
gokushovirus (Yang et al., 2020). E importante observar que, embora o alinhamento
das sequéncias nao tenha apresentado 100% de identidade, é possivel inferir que os
contigs virais obtidos est&do relacionadas a uma espécie de microvirus semelhante, e
talvez até mesmo a uma espécie associada a microbiota do mosquito. Também
merece destaque o fato de que, na maioria das pesquisas relacionadas ao viroma em
mosquitos, a familia Microviridae é consistentemente identificada, sugerindo que sua
presenca € uma descoberta relevante e que esta familia é abundantemente
encontrada nos mosquitos (Xia et al., 2018; Hameed et al., 2020; Omuoyo et al.,
2023)

Outra familia de relevancia que apareceu no pool 2 de Psorophora ferox foi a
Nairoviridae, principalmente em associagcao ao virus Orthonairovirus haemorrhagiae
segmento M. Os membros da familia Nairoviridae produzem virions envelopados
contendo genomas compostos por trés segmentos de RNA de sentido negativo de fita
simples semelhante ao que ja foi descrito anteriormente para a familia
Orthobunyavirus, ja que pertencem a mesma ordem Bunyavirales. Uma observacao
de relevancia consiste na manutencéo dos nairovirus em artropodes, o que sublinha a
importancia desta descoberta (Hughes et al., 2020). Embora o alinhamento para o
virus Orthonairovirus haemorrhagiae nao tenha resultado em uma conclusao definitiva
de similaridade, podemos inferir que essas sequéncias estao relacionadas a familia,
uma vez que ja foram identificadas em outros estudos de viroma em mosquitos
(Kapuscinski et al., 2021; Ortiz-Baez et al., 2022; Mayanja et al., 2023).
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Na ordem Reovirales, algumas sequéncias do pool 2 de Psorophora ferox
foram associadas exclusivamente ao segmento 3 da sequéncia do virus High Island.
Cabe ressaltar que, até o momento, esse virus ainda nao foi classificado em nenhuma
familia especifica dentro da Ordem Reovirales. Foi descrito pela primeira vez em
Psorophora ciliata coletados em High Island, no condado de Galveston, Texas, onde a
partir de um isolado de um novo reovirus foram montados seis segmentos (s1, s2, s3,
s4, s6, s8) do virus (Sadeghi et al., 2017). O virus High Island também foi encontrado
em um estudo de metagénomica de Aedes albopictus (Rau et al., 2022), assim como
um reovirus com alta similaridade ao High Island foi encontrado em outro diptero
conhecido como “mosca de morcego” (Diptera: Hippoboscoidea) (Temmam et al.,
2019).

Na familia Phenuiviridae, foi possivel identificar o segmento S do virus Aphis
citricidus bunyavirus no pool 2 de Psorophora ferox. Este virus foi inicialmente
identificado em insetos da espécie Aphis citricidus por meio de analise metagendmica,
e 0 segmento S apresenta uma sequéncia que codifica uma nucleoproteina tipica dos
géneros Tenuivirus e Phlebovirus (Zhang et al., 2019). Uma vez que o alinhamento
das reads para essa sequéncia ndo demonstrou total similaridade, € possivel deduzir
gue essa sequéncia pode estar relacionada a um virus diferente, dado que a familia
em questdo €& comumente identificada em outros estudos de metagenémica
envolvendo mosquitos (Xia et al., 2018; Ribeiro et al., 2019; Mayanja et al., 2023).

Da familia Pospiviroidae, as reads do pool 2 de Psorophora ferox foram
associadas com a sequéncia Citrus exocortis viroid. Os membros da familia
Pospiviroidae tém genomas compostos por RNAs circulares de fita simples que
variam em tamanho de cerca de 246 a 375 nucleotideos (Di Serio et al. 2021). Os
virus em questdo infectam naturalmente espécies de plantas angiospermas e sao
predominantemente disseminados por meio da propagac¢ao vegetativa de plantas ja
contaminadas (Di Serio et al., 2021). Adicionalmente, € importante destacar que
muitos destes virus podem ser transmitidos por sementes e polen. Dado que os
mosquitos também se alimentam de plantas e desempenham um papel relevante
como polinizadores, é provavel que esses tenham sido ingeridos pelos mosquitos
durante a alimentagdo. Se os mosquitos exercem um papel biolégico significativo na
manutencgao e/ou transmissao desses virus para plantas ainda é algo a ser estudado.
Além disso, foi documentada a transmissdo de alguns membros desta familia por

abelhas-bombus e moscas-brancas; da mesma forma, a importancia destas vias de
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transmissao na natureza ainda carece de uma compreensao completa (Verniere et al.,
2006).

Outro achado foi o virus Sclerotinia sclerotiorum mitovirus pertencente a familia
Mitoviridae. Esta familia € caracterizada por "virus de RNA nu" que replicam nas
mitocdndrias, com genomas que codificam apenas a RNA polimerase dependente de
RNA e sdo prevalentes em fungos, plantas e invertebrados (Ezawa et al., 2023).
Sclerotinia sclerotiorum é um fungo fitopatogénico ascomiceto com distribuigao global
e a capacidade de atacar mais de 400 espécies de plantas, incluindo diversas ervas
daninhas e culturas importantes, como o girassol, a soja, a colza (canola) e varias
hortalicas. (Mu et al., 2018). Pode-se inferir que o mosquito tenha se alimentado de
uma planta contaminada com o fungo, e, devido a analise abrangente do organismo
do mosquito, detectamos a presenca dessa familia de virus proveniente de sua
alimentagao.

Por fim, também foi possivel identificar no pool 1 de Psorophora ferox um virus
previamente no classificado, denominado Chagq virus-like 1. E importante citar que
este virus esta associado a invertebrados e foi encontrado pela primeira vez em um
estudo sobre o viroma da espécie de mosquito Anopheles gambiae na Libéria, Africa
Ocidental (Fauver et al., 2016). Este achado € de significativa importancia, pois
destaca a relevancia da descoberta de novos virus em sequéncias de reads ainda
nao classificadas.

Outras familias identificadas no Blast ndo exibiram alinhamentos satisfatorios
com sequéncias de virus de espécies especificas. E possivel que esses contigs
estejam associados a algumas familias, mas ainda nao tenham sido classificados de
maneira definitiva em uma espécie particular. Além disso, € plausivel que essas
sequéncias possam ser meros artefatos sem significado substancial.

E importante citar que o maior aumento do conhecimento sobre a diversidade
de virus como resultado da metagenémica ocorreu nos invertebrados (Webster et al.,
2015; Shi et al., 2016), e a prevaléncia de virus de RNA é consistentemente superior
em invertebrados quando comparada a vertebrados, sugerindo uma notavel
capacidade dos invertebrados em tolerar cargas significativas de virus. Essa
constatagao esta alinhada com as conclusdes do nosso estudo, no qual observamos
uma maior diversidade de virus de RNA nas amostras analisadas.

No entanto, esses estudos tém alcance limitado e ainda existem lacunas

substanciais em nosso conhecimento da biodiversidade de virus em ambos os
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aspectos filogenéticos e gendmicos para a maioria dos invertebrados, um fato que
pode ter importantes implicagdes para nossa compreensao da evolugao, ecologia e
emergéncia de virus. Com essa consideracdo em mente, o presente trabalho surgiu a
partir dessa premissa e teve como principal objetivo revelar a diversidade
anteriormente nao explorada dos virus que afetam invertebrados, principalmente nos
virus de RNA, dada a sua ampla prevaléncia. Apesar das adversidades presentes
neste estudo, torna-se evidente a relevancia e o potencial dessas amostras de
mosquitos para a obtenc&do de resultados significativos relacionados a diversidade

viral.
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CoNcLUSAO

Neste estudo, exploramos a importancia da metagenédmica na compreensao
das comunidades microbianas, com foco nos viromas. Observamos que a maioria
das sequéncias virais € pouco conhecida, e a analise depende de métodos
independentes de banco de dados e montagem de novo. Identificamos a presenga
significativa de bacteri6fagos em mosquitos, ressaltando a capacidade do
sequenciamento metagendmico. No entanto, enfrentamos desafios, como
contaminacgao e erros de sequenciamento, que impactaram nossos resultados.

Nossa pesquisa revelou diversas familias virais, incluindo Microviridae,
Nairoviridae, Phenuiviridae e Pospiviroidae, ampliando o conhecimento sobre a
diversidade viral em mosquitos. Essas descobertas contribuem para o entendimento
das complexas interagdes entre mosquitos e virus. Além disso, enfatizamos a
necessidade de abordar as limitagbes inerentes a analise virologica em
sequenciamentos metagendmicos, como a "matéria viral escura" e os desafios de
montagem e contaminagao. Esses aspectos ressaltam a complexidade da pesquisa
em virologia e sugerem que investigagdes futuras devem levar em consideragao
esses fatores.

No geral, este estudo oferece informagdes valiosas sobre a diversidade viral
em mosquitos, destacando tanto as oportunidades quanto as limitagdes da
metagendmica nesse contexto. O esperado é que esta pesquisa possa servir como
um ponto de partida para estudos adicionais e contribuir para a compreensio mais
aprofundada das interagbes entre mosquitos e virus. Logo, como perspectiva, € de
interesse continuar a investigacao, aprofundando a analise da diversidade viral em
mosquitos e, principalmente, melhorar as técnicas envolvendo o processamento das
amostras e do sequenciamento para reduzir a contaminagao e os erros, a fim de
obter resultados mais pertinentes e precisos acerca dos virus presentes nos

mosquitos.
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APENDICE A

Este Apéndice contém a tabela mencionada ao longo do trabalho, fornecendo
uma visao clara do que foi dito, complementando e reforgando os argumentos
discutidos no trabalho, oferecendo uma referéncia rapida e completa para os leitores

interessados em examinar os dados tabulados.



Tabela A.1 - Apresentagéo completa dos resultados dos contigs de cada pool, juntamente com os resultados do BlastN correspondente a cada um.

Dados do contig BLAST
Pool Processa ID Tamanho | Identidade | Cobertura E value Taxonomia Descrigao Acesso NCBI
mento contig do contig (%) (%)
Chikungunya virus
Culex DNA 5 1146 88.27% 17% 3e-57 Togaviridae. isolate OL343610.1
Culex DNA 12 938 100.00% 7% 4e-10 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Culex DNA 13 868 76.34% 29% 6e-28 Retroviridae HIV-1 isolate BC0OO1 0Q752844.1.1
Culex DNA 16 812 100.00% 7% 4e-10 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Culex DNA 18 807 100.00% 4% 1e-10 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Culex DNA 22 784 91.46% 10% 1e-20 Caudovirales Caudovirales phage LR796233.1
Culex DNA 28 689 100.00% 8% 3e-10 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Culex DNA 30 654 81.98% 34% 3e-40 Retroviridae HIV-1 isolate BC0OO1 0Q752844.1.1
Human
Culex DNA 31 649 75.99% 82% 1e-78 Orthoherpesviridae | gammaherpesvirus 4 MH590442.1
Culex DNA 32 612 100.00% 16% 8e-11 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Culex DNA 34 567 100.00% 9% 3e-10 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Culex DNA 35 561 100.00% 5% 4e-3 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Culex DNA 41 530 98.48% 12% 5e-22 Retroviridae HIV-1 isolate BCOO1 0Q752844.1.1
Culex DNA 42 521 100.00% 5% 3e-04 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Culex DNA 47 505 85.48% 24% 8e-25 Retroviridae HIV-1 isolate BCOO1 0Q752844.1.1
Culex DNA 48 488 88.41% 27% 2e-35 Retroviridae HIV-1 isolate BCOO1 0Q752844.1.1
Culex DNA 54 472 87.38% 43% 1e-57 Retroviridae HIV-1 isolate BCOO1 0Q752844.1.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR350167.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KBA8NBDJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR350167.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KBA8NBDJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR350167.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KBA8NBDJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR350167.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KBA8NBDJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR350167.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KBA8NBDJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR350167.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KBA8NBDJ013
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Culex DNA 56 467 90.70% 45% 3e-44 Retroviridae HIV-1 isolate 121pt MK383838.1
Culex DNA 58 459 100.00% 13% 2e-10 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Culex DNA 62 447 100.00% 10% 4e-10 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Culex DNA 73 431 100.00% 19% 5e-10 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Chikungunya virus
Culex RNA 13 715 89.26% 63% 2e-97 Togaviridae. isolate 0OL343610.1
Chikungunya virus
Culex RNA 18 659 87.75% 30% 1e-58 Togaviridae. isolate 0OL343610.1
Culex RNA 20 651 76.34% 34% 3e-40 Retroviridae HIV-1 isolate BC001 0Q752844.11
Human
Culex RNA 22 636 74.50% 82% 2e-51 Orthoherpesviridae | gammaherpesvirus 4 MH590442.1
Culex RNA 33 529 100.00% 5% 1e-10 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Culex RNA 41 497 98.46% 13% 2e-21 Retroviridae HIV-1 isolate 254p MK384503.1
Culex RNA 43 480 100.00% 15% 4e-08 Coronaviridae Bat Coronavirus 0Q175313.1
Chikungunya virus
Culex RNA 46 472 88.00% 42% 3e-58 Togaviridae. isolate 0OL343610.1
Culex RNA 48 467 90.70% 27% 3e-44 Retroviridae HIV-1 isolate 254p MK384503.1
Chikungunya virus
Culex RNA 57 431 89.50% 46% 3e-63 Togaviridae. isolate 0OL343610.1
Ps. ferox DNA 1 1215 93,62% 3% 4,00E-07 Microviridae. Arizlama microvirus MW697700.1
Microviridae sp. isolate
Ps. ferox 1 DNA 5 938 77.42% 15% 9,00E-12 Microviridae. ctfh688 MH617316.2
Microvirus sp. isolate
Ps. ferox 1 DNA 10 773 77.45% 39% 3,00E-40 Microviridae. LSWO_192 OR350167.1
Chikungunya virus
Ps. ferox 1 DNA 15 716 89.23% 41% 2,00E-97 Togaviridae. isolate 0OL343610.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR350167.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KBA8NBDJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW697700.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4536H1X01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR350167.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KBA8NBDJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
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Chikungunya virus

Ps. ferox 1 DNA 34 545 88.55% 54% 4,00E-93 Togaviridae. isolate 0OL343610.1
Ps. ferox 1 DNA 39 540 81,82% 14% 3,00E-10 Herelleviridae Bacillus phage Maceta MH538296.1
Ps. ferox 1 DNA 40 532 100% 4% 1,60E-02 Myoviridae Escherichia phage P1, MH445381.1
Microvirus sp. isolate
Ps. ferox 1 DNA 41 517 75.61% 39% 2,00E-16 Microviridae. 6538 52 MT310039.1
Army ant associated
Ps. ferox 1 DNA 73 449 86.54% 1% 3,00E-04 Microviridae microvirus 2 OP884053.1
Dicistroviridae sp.
Ps. ferox 1 DNA 75 309 100% 10% 2,00E-04 Dicistroviridae isolate brb030dic1 MN905953.1
Ps. ferox 1 RNA 1 1185 93,62% 3% 4,00E-07 Microviridae. Arizlama microvirus MW697700.1
Chikungunya virus
Ps. ferox 1 RNA 6 793 88,27% 24% 2,00E-57 Togaviridae isolate 0L343610.1
Chikungunya virus
Ps. ferox 1 RNA 8 709 89.23% 41% 2,00E-97 Togaviridae isolate 0OL343610.1
Army ant associated
Ps. ferox 1 RNA 13 609 72.33% 59% 3,00E-14 Microviridae microvirus 2 OP884053.1
Microviridae sp. isolate
Ps. ferox 1 RNA 39 471 90.91% 14% 1,00E-13 Microviridae. CN7_L19 268 MT208615.1
Microvirus sp. isolate
Ps. ferox 1 RNA 41 467 77.43% 67% 1,00E-42 Microviridae; LSWO 55 OR350094.1
Chikungunya virus
Ps. ferox 2 DNA 2 1099 83.73% 18% 6,00E-44 Togaviridae isolate 0OL343610.1
Chikungunya virus
Ps. ferox 2 DNA 12 688 90.83% 17% 4,00E-34 Togaviridae isolate 0OL343610.1
Ps. ferox 2 DNA 19 607 99.79% 7% 0.0 Togaviridae Semliki forest virus Z48163.2
Chikungunya virus
Ps. ferox 2 DNA 22 562 87.02% 36% 6,00E-56 Togaviridae; isolate 0OL343610.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN905953.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4HAZWR0013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2069590929
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW697700.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4536H1X01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1436210819
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1436210819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH617304.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G90ER6NG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR350094.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KBB40BM1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/Z48163.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=KBBPPPEZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
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Ps. ferox 2 DNA 24 559 88.24% 45% 1,00E-78 Poxviridae Orf virus HM133903.1
HIV-1 isolate
074-AP-119-1-3_ w0 _1
Ps. ferox 2 DNA 27 530 81.82% 26% 2,00E-21 Retroviridae 10 MZ766785.1
HIV-1 isolate
074-AP-119-1-3 w0 1
Ps. ferox 2 DNA 29 521 84.42% 43% 3,00E-54 Retroviridae 10 MZ766785.1
HIV-1 isolate
074-AP-119-1-3 w0 1
Ps. ferox 2 DNA 36 495 84.06% 42% 4,00E-47 Retroviridae 10 MZ766785.1
HIV-1 isolate
074-AP-119-1-3_ w0 _1
Ps. ferox 2 DNA 42 464 79.51% 42% 3,00E-29 Retroviridae 10 MZ766785.1
Microviridae sp. isolate
Ps. ferox 2 DNA 53 494 90.16% 12% 2,00E-10 Microviridae. CN7_L17_46 MT207125.1
Chikungunya virus
Ps. ferox 2 DNA 55 477 90.48% 44% 2,00E-70 Togaviridae; isolate 0OL343610.1
Pseudomonas phage
Ps. ferox 2 DNA 60 444 87.95% 18% 5,00E-16 Inoviridae SaPL MH973725.1
Caudoviricetes sp.
Ps. ferox 2 RNA 1 1577 73.30% 65% 2,00E-89 Caudoviricetes isolate ctxsx2 BK037479.1
Bacteriophage sp.
Ps. ferox 2 RNA 2 1279 80.23% 98% 0.0 Bacteriofago isolate cttqH15 BK039054.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 5 1141 79.45% 94% 0,00 Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
Dickeya phage
RNA 8 910 81.50% 99% 0,00 Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1

Ps.

ferox 2



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF417856.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G92A8Z2B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM471658.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4HT0GE0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM471658.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4HT0GE0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM471658.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4HT0GE0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM471658.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4HT0GE0013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2302020186
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2302020186
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT207125.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G9328D1X013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1490512192
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1490512192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH973725.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G93XGEHC016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2057059577
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2057059577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/BK037479.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2059766425
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2059766425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/BK039054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G94TB795016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
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Orthonairovirus

haemorrhagiae

Ps. ferox 2 RNA 10 894 93.66% 15% 1,00E-50 Nairoviridae segment L OR047175.1
Ps. ferox 2 RNA 13 865 83.97% 32% 2,00E-67 Pospiviroidae Citrus exocortis viroid OR024670.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 14 860 81.80% 96% 0,00E+00 | Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
Ps. ferox 2 RNA 15 857 82.48% 87% 0.0 Caudoviricetes Paenibacillus phage MZ092003.1
Ps. ferox 2 RNA 16 841 77.61% 93% 1,00E-128 | Caudoviricetes Moraxella phage KR093640.1
Human endogenous
Ps. ferox 2 RNA 17 840 75.00% 29% 5,00E-19 Retroviridae retrovirus U86698.1
Ps. ferox 2 RNA 19 828 87.50% 64% 3,00E-95 Reovirales High Island virus S1 MF094128.1
Chikungunya virus
Ps. ferox 2 RNA 21 795 88.27% 24% 2,00E-57 Togaviridae. isolate OL343610.1
Caudoviricetes sp.
Ps. ferox 2 RNA 22 791 80.60% 70% 2,00E-112 Caudoviricetes isolate ctxsx2 BK037479.1
Paenibacillus phage
Ps. ferox 2 RNA 23 770 80.36% 98% 1,00E-154 | Caudoviricetes Pd_22F MZ092003.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 26 735 86.38% 97% 0,00E+00 | Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
Chikungunya virus
Ps. ferox 2 RNA 28 728 88.27% 35% 8,00E-81 Togaviridae isolate 0OL343610.1



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2563620532
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2563620532
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2563620532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR047175.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=H8VADERJ016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2532666583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR024670.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=H8VADERJ016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ092003.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR093640.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/U86698.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF094128.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H8VADERJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2057059577
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2057059577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/BK037479.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ092003.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
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Orthonairovirus

haemorrhagiae

Ps. ferox 2 RNA 29 727 93.33% 18% 7,00E-47 Nairoviridae segment M OR047155.1
Paenibacillus phage
Ps. ferox 2 RNA 30 723 81.11% 49% 6,00E-72 Caudoviricetes Pd_22F MZ092003.1
Chikungunya virus
Ps. ferox 2 RNA 31 714 88.89% 49% 8,00E-96 Togaviridae isolate 0OL343610.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 35 677 90.80% 75% 0,00E+00 | Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 37 660 81.62% 75% 9,00E-140 | Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 38 658 86.29% 75% 0.0 Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 39 656 90.90% 99% 0.0 Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
Myeloblastosis-associ
Ps. ferox 2 RNA 46 637 92.11% 92.11% 9,00E-135 Retroviridae ated virus type 2 L10924.1
Sclerotinia
Ps. ferox 2 RNA 47 632 89.92% 38% 5,00E-82 Mitoviridae sclerotiorum mitovirus MW454895.1
Dickeya phage
RNA 48 632 85.40% 50% 2,00E-86 | Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1

Ps.

ferox 2



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR047155.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H8WW19ZN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ092003.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/L10924.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=89&RID=H8XYHD3V01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW454895.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H8Y9XF0H013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
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Paenibacillus phage

Ps. ferox 2 RNA 50 625 80.00% 71% 5,00E-82 Caudoviricetes Pd_22F MZ092003.1
Chikungunya virus
Ps. ferox 2 RNA 52 622 86.36% 35% 3,00E-59 Togaviridae; isolate 0OL343610.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 53 616 76.81% 90% 1,00E-58 | Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
HIV-1 isolate
074-AP-119-1-3_wO0_1
Ps. ferox 2 RNA 59 597 91.95% 14% 1e-23 Retroviridae 10 MZ766785.1
HIV-1 isolate
Ps. ferox 2 RNA 63 588 96.00% 12% 1e-23 Retroviridae 254Pt1-2015-P10E8 MK384503.1
HIV-1 isolate
Ps. ferox 2 RNA 65 585 88.68% 37% 1e-63 Retroviridae MRC022_ OR245970.1
Ps. ferox 2 RNA 69 582 90.23% 22% 1,00E-38 Hypoviridae Trichoderma hypovirus JX291540.1
Paenibacillus phage
Ps. ferox 2 RNA 73 568 84.97% 97% 6,00E-156 | Caudoviricetes Pd_22F MZ092003.1
Saccharomyces
Ps. ferox 2 RNA 75 566 7717% 31% 2,00E-16 Caudoviricetes cerevisiae virus MW174758.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 88 540 86.88% 96% 4,00E-162 | Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
RNA 89 540 83.12% 43% 2,00E-51 Pospiviroidae Citrus exocortis viroid LC758578.1

Ps.

ferox 2



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ092003.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ766785.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8Y9XF0H013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK384503.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8YXAAK301N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR245970.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8YXAAK301N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX291540.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8YXAAK301N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ092003.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW174758.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8YXAAK301N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC758578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=H8ZFD4VV013
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Chikungunya virus

Ps. ferox 2 RNA 94 535 90.22% 35% 3,00E-59 Togaviridae isolate 0OL343610.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 101 519 81.65% 80% 4,00E-162 | Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
Ps. ferox 2 RNA 102 519 85.12% 23% 1,00E-22 Phenuiviridae Lihan tick virus ON812284.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 109 504 81.43% 90% 5,00E-96 | Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 113 498 85.74% 97% 5,00E-141 | Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
Caudoviricetes sp.
Ps. ferox 2 RNA 115 491 88.99% 21% 2,00E-26 Caudoviricetes isolate ctxsx2, BK037479.1
HIV-1 isolate
Ps. ferox 2 RNA 117 487 92.86% 1% 2e-11 Retroviridae 9255 GAG_AIM_HM MT190419.1
Chikungunya virus
Ps. ferox 2 RNA 118 486 98.22% 10% 3,00E-59 Togaviridae isolate 0OL343610.1
Human
gammaherpesvirus 4
Ps. ferox 2 RNA 125 479 95.13% 97% 0.0 Orthoherpesviridae isolate HKHD40 MH590409.1
HIV-1 isolate
RNA 127 478 88.32% 28% 7e-35 Retroviridae HK_JIDLNBL_S071 MT154980.1

Ps.

ferox 2



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON812284.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8ZXP5EN013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2057059577
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2057059577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/BK037479.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT190419.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8ZXP5EN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH590409.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H91YGP9J013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT154980.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H91YGP9J013
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TPA: Caudoviricetes

sp. isolate ctxsx2,

Ps. ferox 2 RNA 131 473 88.37% 18% 1,00E-17 Caudoviricetes partial genome BK037479.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 132 473 82.86% 32% 1,00E-32 | Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
Paenibacillus phage
Ps. ferox 2 RNA 135 465 84.97% 96% 3,00E-156 | Caudoviricetes Pd_22F MZ092003.1
HIV-1 isolate
074-C-311-1-5_w96_4
Ps. ferox 2 RNA 138 462 92.16% 1% 9e-09 Retroviridae 91 MK458255.1
HIV-1 isolate
Ps. ferox 2 RNA 139 461 88.08% 32% 7e-40 Retroviridae HK_JIDLNBL_S071 MT154980.1
Human
Ps. ferox 2 RNA 143 456 96.74% 93% 0.0 Orthoherpesviridae | gammaherpesvirus 4 MH590571.1
Paenibacillus phage
Ps. ferox 2 RNA 144 455 84.63% 84% 3,00E-156 | Caudoviricetes Pd_22F MZ092003.1
Dickeya phage
Ps. ferox 2 RNA 153 450 84.78% 93% 8,00E-114 | Ackermannviridae phiDP10.3 KM209255.1
Ps. ferox 2 RNA 155 448 93.02% 9% 2e-05 Retroviridae HIV-1 isolate MRC022 OR245970.1
Human
Ps. ferox 2 RNA 161 441 92.88% 60% 8e-104 | Orthoherpesviridae | gammaherpesvirus 4 MH590409.1



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2057059577
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2057059577
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2057059577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/BK037479.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ092003.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK458255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H91YGP9J013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT154980.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H91YGP9J013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH590571.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H92G0EDT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ092003.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H8VADERJ016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_678224399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM209255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G95D5S9T013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH590409.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H92G0EDT016
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Chikungunya virus

Ps. ferox 2 RNA 166 438 98.22% 10% 3,00E-59 Togaviridae; isolate 0OL343610.1
Sclerotinia
Ps. ferox 2 RNA 167 436 87.93% 39% 1,00E-47 Mitoviridae sclerotiorum mitovirus MW454895.1
Narnaviridae sp.
RNA 177 428 91.53% 13% 1,00E-11 Narnaviridae. isolate 84-k141_21074 MZ680132.1

Ps. ferox 2



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL343610.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G19UCZPH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW454895.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H8Y9XF0H013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ680132.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H92G0EDT016

