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Resumo

O monitoramento do conjunto de virus, o viroma, presente em amostras bioldgicas é
importante em estudos de biodiversidade e pode ter interesse para saude humana e
veterinaria. O viroma de insetos vetores é de interesse especial para autoridades de
saude publica. A metagenémica a partir dos sequenciamentos em larga escala de
pequenos e longos RNAs séo estratégias utilizadas para deteccdo de virus, embora as
vantagens e desvantagens de cada uma delas ainda ndo tenham sido analisadas. Além
disso, a identificagao de sequéncias virais por metagenémica é limitada por analises de
similaridade que utilizam bancos de dados de sequéncias previamente caracterizadas
como referéncia. Neste projeto, foi desenvolvida uma estratégia para detecgéo de virus
a partir de bibliotecas de pequenos RNAs que utiliza ndo sé a comparacgao de busca por
similaridades contra bancos de dados, mas também um método que € independente de
sequéncia. Este método utiliza o padrdo de pequenos RNAs derivados de virus e
gerados pela resposta do hospedeiro, tais como a via de RNA de interferéncia. Através
da utilizacdo desta estratégia nés identificamos 7 virus, dos quais seis representam
novas espécies, que compdem o viroma de populagdes de laboratério de moscas da
fruta e dois insetos vetores, mosquitos e flebotomineos. N6s ainda comparamos
diretamente o sequenciamento de pequenos e longos RNAs em amostras de mosquitos
Aedes e observamos enriquecimento de sequéncias virais na fragdo de pequenos
RNAs. Observamos também que o perfil de tamanho dos pequenos RNAs é uma
assinatura unica de cada virus e pode ser utilizado para identificar sequéncias virais
sem similaridade com sequéncias previamente depositadas nas bases de dados de
referéncia. Além disso, observamos que o perfil de pequenos RNAs e assinaturas
moleculares podem ser utilizadas para inferir tropismo viral nos ovarios entre outros
aspectos da biologia do virus como a presenca de inibidores para vias imunes. Nos
também aplicamos a nossa estratégia para caracterizacdo do viroma de mosquitos
individuais coletados diretamente da natureza onde foi possivel identificar 3 virus, dois
deles tendo sido identificados anteriormente nas populagbes de mosquitos de
laboratério, PCLV e HTV, e o terceiro, MCV, representando uma nova espécie.
Entretanto, enquanto o PCLV e HTV foram encontrados circulando nos mosquitos
individuais em todas as estagdes, o MCV foi detectado somente no verdo. A alta
prevaléncia do PCLV e HTV sugere que estes virus compdem o viroma residente dos
mosquitos de campo enquanto o MCV seria um componente transiente. Com relagao a
ampla aplicabilidade da nossa estratégia, nés mostramos que a deteccdo de virus
utilizando pequenos RNAs pode ser aplicada a animais vertebrados, embora ndo de
forma tao eficiente como para plantas e insetos.



Abstract

Surveillance of pool of virus, Virome, present in environmental samples are important to
biodiversity studies and can greatly help to human and veterinary health. The virome of
vector insects have special interest to public health authorities. Metagenomic from large-
scale sequencing of small and long RNAs have been used to detect viruses, although
advantages and disadvantages of each one have not been analyzed. Furthermore, the
identification of viral sequences is limited by similarity searches against reference
databases. Here, we developed a strategy to detect virus from small RNA libraries that
take advantage of not only sequence similarity searches against reference database but
also a sequence-independent strategy. This method relies on the production of virus-
derived small RNAs by the host response such as the RNA interference pathway. Using
this strategy, we identify 7 viruses, from which six likely represents new species that
compose the virome of laboratory populations of fruit flies and two insect vectors,
mosquitoes and sandflies. In Aedes, we compared sequencing of small and long RNAs
and reveal that viral sequences are enriched in the small RNA fraction. We also noted
that the small RNA size profile was a unique signature of each virus and could be used
to identify novel viral sequences without known relatives in reference databases.
Furthermore, we show that the small RNA profile could be used to infer viral tropism for
ovaries among other aspects of virus biology. Additionally, we applied this strategy to
individual mosquitoes caught directly from field where we identified 3 viruses, which two
of them have been previously identified in Aedes aegypti laboratory populations, PCLV
and HTV, and the third, MCV, likely representing a new specie. However, while PCLV
and HTV where found circulating in individual mosquitoes in all seasons, MCV was
restricted to summer. The high prevalence of PCLV and HTV suggests those virus are
component of resident virome of wild mosquitoes while MCV would be a transient
component. Regarding the broad application of our strategy, we showed that virus
detection utilizing small RNAs could be applied to vertebrate animals although not as
efficiently as to plants and insects.



1. Introducgao

Os microrganismos sdo os seres vivos mais abundantes no meio terrestre.
Apesar do seu tamanho microscopico, os microrganismos desempenham papel
importante em diversos processos ecologicos, como a decomposicdo de matéria
organica e inorganica, e na produgéo de oxigénio. Os microrganismos também podem
ser patogénicos e muitos sdo responsaveis por patologias que afetam plantas, animais
e humanos. Em grande parte de estudos de biodiversidade de microrganismos
presentes em diferentes ecossistemas, os virus aparecem como entidades mais

abundantes que bactérias e fungos (Carter and Saunders 2007).

1.1. Os virus

Os virus sdo extremamente abundantes e sdo caracterizados por uma diversidade
genética extraordinaria (Edwards and Rohwer 2005). Todos os virus s&o parasitas
intracelulares obrigatorios que dependem completamente do hospedeiro para se
multiplicar ao contrario de bactérias e fungos que podem ter vida livre (Marques and
Carthew 2007).

Diferente do que é visto para bactérias e fungos que armazenam o seu material
genético na forma de DNA, os virus podem armazenar suas informagdes genéticas
tanto na forma de DNA quanto RNA. Além disso, nos virus ambos os tipos de acidos
nucléicos podem ser encontrados na forma de fita simples ou dupla, segmentados ou
ndo segmentados, e no caso do DNA podem ser circulares ou lineares (Baltimore 1971).
Segundo Baltimore, ao considerar a sintese do RNA mensageiro do virus e a replicagao
do genoma viral, podemos agrupar os virus em sete classes distintas, mostradas na

Figura 1.
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Figura 1. Classificagdo viral segundo Baltimore, baseada na sintese do mRNA viral e na
replicagdo do genoma viral. (Fonte ViralZone — www.viralzone.org). De acordo com a
classificagdo de Baltimore, o grupo | compreende os virus de DNA de fita dupla, citando como
exemplo os Adenovirus, Herpesvirus, Poxvirus e Rinovirus. No grupo Il estdo os virus de DNA
de fita simples seja de polaridade positiva ou negativa, como por exemplo os Parvovirus e
Densovirus. No grupo lll estdo os virus de RNA de fita dupla que compreendem as familias
Reoviridae e Birnaviridae por exemplo. No grupo IV se encontram os virus de RNA de fita
simples positiva, como os virus das familias Picornaviridae, Nodaviridae, Flaviviridae,
Coronaviridae, Potyviridae e Togaviridae. O grupo V compreende os virus de RNA de fita
simples negativa, como os virus das familias Bunyaviridae e Rhabdoviridae. O grupo VI contém
os virus de RNA de fita simples que apresentam intermediario de DNA codificado através de
transcriptase reversa, como por exemplo os Retrovirus. No grupo VII, classificado mais
recentemente, estdo contidos os virus de DNA de fita simples que tem intermediario de RNA,
como exemplo dos Hepadnavirus. Como caracteristica comum, os virus tém ou transcrevem, em
algum momento da replicagéo viral, sequéncias de RNA que posteriormente vao ser traduzidas
em proteina pela maquinaria celular.

Os virus apresentam rapida taxa de multiplicagdo, que normalmente resulta em
mutagdes, recombinagdes e rearranjos genéticos, que podem originar novas variantes
virais. Estas variantes podem ainda ocorrer através da fusdo de genomas de diferentes
virus quando em uma co-infecgdo. Esses eventos culminam com uma taxa maior de
variagbes no genoma viral em comparacdo as variagdes no genoma do hospedeiro

(Domingo, Escarmis et al. 1996, Sanjuan 2012). Como consequéncia da alta taxa de



mutagdo, alguns virus podem rapidamente se adaptar e ganhar a capacidade de
infectar novos hospedeiros (Gubler 2001, Parrish, Holmes et al. 2008, Longdon,
Brockhurst et al. 2014). A variabilidade genética dos virus pode explicar a ampla gama
de organismos aos quais o0s virus podem infectar, que vao desde hospedeiros
unicelulares até plantas e mamiferos. Adicionalmente, alguns virus que infectam plantas
e mamiferos tém sido associados a inUmeras perdas econémicas na agricultura e na
agropecuaria, além causar grande impacto na saude publica (Shepard, Undurraga et al.
2013, Cargnelutti, Olinda et al. 2014, Diez-Domingo, Perez-Yarza et al. 2014,

Redinbaugh and Zambrano 2014).

1.1.1. Impacto econémico e social causado pelos virus

Os virus como parasitas intracelulares obrigatorios que ao invadirem as células
de um organismo, prejudicam o funcionamento normal dessas células, alterando sua
homeostase podendo levar o hospedeiro a patogénese. Em plantas, os virus séo
responsaveis pela infecgdo e consequente diminuicao da produgao de culturas como a
soja, sorgo, milho e arroz, levando a severas perdas econdémicas (Nicaise 2014). Em
animais de vida marinha de importdncia econémica como camardo, caranguejo e
peixes, virus de diversas familias tém sido descritos causar infeccdo e patogénese
aguda, levando a diminuigdo da produgao (Bonami and Sri Widada 2011, Bonami and
Zhang 2011). Na pecuaria, exemplos como o Virus da estomatite vesicular (VSV),
Bluetongue virus sorotipo 8 e o recém descoberto Schmallenberg virus tem preocupado
pecuaristas na Europa devido sua disseminacao e efeitos patogénicos em ruminantes
(Cargnelutti, Olinda et al. 2014, Koenraadt, Balenghien et al. 2014). Em humanos, as
doencgas infeciosas, como infec¢bes virais, sdo as principais causas de mortalidade ao

redor do mundo. Entre as principais doengas virais que apresentam grande impacto na

10



saude publica estdo: gripe, AIDS, raiva, dengue, febre amarela, hepatite e herpes.
Adicionalmente, existem relatos na literatura de associagéo entre o cancer cervical € 0
virus do papiloma humano - HPV (Walboomers, Jacobs et al. 1999).

Alguns dos virus causadores de doencas deletérias em humanos e plantas tém um
ciclo de vida que envolvem mais de um hospedeiro, geralmente insetos vetores (Gubler
2001, Weaver and Barrett 2004, Bahder, Poojari et al. 2013, Nicaise 2014). O ciclo de
transmissao destes virus envolve a infecgdo produtiva de um hospedeiro intermediario,
o inseto, e subsequente transmissdo para o hospedeiro principal, reiniciando o ciclo.
Como exemplo podemos citar o virus Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3),
virus de maior incidéncia nos vinhedos do Brasil, e que causa o enrolamento das folhas
das videiras (Vitis vinifera L.) (Fajardo, Eiras et al. 2005). Este virus pode levar a
diminuicdo de até 60% da producdo de uvas, e pode ser transmitido pelo inseto
Pseudococcus maritimus (Fajardo, Kuhn et al. 2002, Bahder, Poojari et al. 2013). Outro
exemplo é a transmissdo do Dengue virus (DENV), Chikungunya virus (CHIKV) e Zika
virus (ZIKV), transmitidos tanto no Brasil quanto em outros paises tropicais e
subtropicais principalmente pelo mosquito vetor Aedes aegypti (Vijayakumar, George et
al. 2013, Carrington and Simmons 2014, Diallo, Sall et al. 2014). Neste contexto, o
estudo dos virus, suas formas de transmissdo, e sua interagdo com os respectivos e
potenciais insetos vetores € de grande importdncia para o desenvolvimento de
estratégias de prevencdo e combate a virus que causam impacto econémico e virus

com importancia para saude publica.

1.1.2. Arbovirus e arboviroses

Os arbovirus (do inglés “artrophode borne-viruses”), sdo virus transferidos a animais

vertebrados por artrépodes vetores (Weaver and Barrett 2004). Mais de 500 arbovirus
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diferentes ja foram descritos até o momento e este numero é, provavelmente, uma
subestimativa (Gubler 2001). Dentre os artréopodes, os mosquitos sdo vetores de um
grande numero de arbovirus que ameagam a saude publica humana em todo o mundo,
como exemplos o DENV e Yellow Fever virus (YFV) (Hill, Kafatos et al. 2005, Beaty,
Prager et al. 2009). Somente no caso do DENV, em torno de 2.5 bilhdes de pessoas
habitam areas com risco de infeccdes, se espalhando por mais de 100 paises na Asia,
no Pacifico, nas Américas, na Africa e no Caribe (Gubler 2001, Weaver and Barrett
2004). O impacto econdmico das arboviroses é enorme. Considerando somente as
Américas entre os anos 2000 e 2007, as estimativas de gastos médios com a Dengue
foram de 2.1 bilhdes de ddélares anuais (Shepard, Coudeville et al. 2011). Outro grande
desafio € a emergéncia de arboviroses desconhecidas que poderiam, inesperadamente,
adquirir a capacidade de infectar humanos e causar pandemias (Gubler 2001).

A maioria dos arbovirus tém um ciclo silvestre, envolvendo hospedeiros
invertebrados e vertebrados ndo humanos, embora, em alguns casos, um ciclo urbano
envolvendo transmissées humano-mosquito-humano ocorram (Gubler 2001, Weaver
and Barrett 2004). Nas ultimas décadas, o crescimento populacional, a urbanizagéo e as
mudanc¢as no comportamento humano aumentaram a exposicdo da humanidade aos
arbovirus. A incidéncia de arboviroses, previamente restrita a algumas areas e
estacdes, tem aumentado e se tornado menos previsivel em todo o mundo (Gubler
2001, Shepard, Coudeville et al. 2011, Shepard, Undurraga et al. 2013). O Brasil € um
bom exemplo do aumento da incidéncia de arboviroses causado, pelo menos em parte,
pelo desmatamento e a crescente urbanizagdo nas ultimas décadas (Figueiredo 2007).

Nos anos 1950 e 1960, nas Américas, houve sucesso na reducdo da incidéncia
de arboviroses, como Dengue e Febre Amarela. Essa reducéo temporaria foi atingida
através de estratégias de uso de inseticidas que tinham como alvo o mosquito vetor.

Contudo, questdes envolvendo toxicidades e resisténcias levaram ao abandono dessa
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estratégia, o que causou retorno do mosquito e o restabelecimento do ciclo de
transmissdo dos arbovirus (Gubler 2001). Apesar dos problemas, essa experiéncia
mostrou que o controle do vetor é parte importante no controle das arboviroses, embora
estratégias mais sustentaveis devam ser desenvolvidas.

Na ultima década, um grande numero de estudos, centralizados na biologia de
mosquitos vetores tem permitido o desenvolvimento de novas estratégias como a
modificacdo do comportamento ou alteragdo da interacdo parasito-hospedeiro através
da manipulagdo genética ou intervencado quimica (Nene, Wortman et al. 2007, Beaty,
Prager et al. 2009, Arensburger, Megy et al. 2010). A combinagado de diferentes
estratégias é certamente necessaria para o controle de arboviroses em todo o mundo, ja
que nenhuma delas, isoladamente e em todos os casos, seria capaz de alcancar
resultados positivos. Outro fator importante € que néo existem vacinas eficazes para a
vasta maioria das doencas causadas por arbovirus, o que torna a vigilancia e prevengéao
elementos fundamentais no controle desses agentes patogénicos.

Assim, a deteccédo e isolamento desses virus a partir dos insetos vetores é de
suma importancia para o desenvolvimento de estratégias de controle e combate.
Contudo, o isolamento de virus em laboratério é dificil, devagar, ineficiente e caro, o que
faz a deteccdo direta de material genético em amostras ambientais por
sequenciamento, metagenémica, a unica estratégia para se estudar a diversidade

genética dos virus, ou o Viroma, em determinado ambiente (Quan, Briese et al. 2008).

1.2. Metagendmica

Inicialmente a microbiologia tradicional e o sequenciamento de genomas de
microrganismos eram baseados no cultivo de culturas clonais e sequenciamento de

marcadores génicos de organismos presentes no ambiente, normalmente o gene 16S
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rRNA, para analisar o perfil da diversidade numa amostra natural (Lane, Pace et al.
1985). Contudo, estudos mostraram que a ampla maioria da biodiversidade microbiana
é perdida devido a métodos baseados em cultivo (Hugenholtz, Goebel et al. 1998).
Assim, a metagenOmica surgiu como uma importante estratégia que permite o estudo
da diversidade genética sem a necessidade de se isolar os organismos em laboratorio
(Edwards and Rohwer 2005, Bishop-Lilly, Turell et al. 2010). Os primeiros relatos de
clonagem de DNA diretamente extraido e purificado de amostras ambientais foi feito em
comunidades microbiais marinhas por (Schmidt, DeLong et al. 1991), que fizeram o
sequenciamento de clones do gene 16S para analise da diversidade de picoplancton
marinho. O pioneirismo desta pesquisa abriu a possibilidade de estudar a diversidade
microbiana que poderia incluir organismos nao cultivaveis.

O termo metagendmica foi primeiramente cunhado por Jo Handelsman, da
Universidade de Winsconsin, nos Estados Unidos, que sugeriu uma série
procedimentos para avaliar os organismos e seus metabdlitos presentes no solo
(Handelsman, Rondon et al. 1998). Sua proposta utilizava-se da clonagem de
metagenomas como forma de avaliar a diversidade genética da microbiota do solo.
Desde o trabalho do Dr, Handelsman, diversas estratégias para o estudo de
metagendmica foram desenvolvidas e aprimoradas, como a fragmentacdo dos acidos
nucléicos para sequenciamento, utilizacdo do sequenciamento de RNAs, além do

desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento em larga escala.

1.2.1. Estratégias de metagendémica

Os estudos iniciais da microbiota eram realizados a partir do sequenciamento de
organismos cultivados em laboratério a partir de amostras da natureza, e as analises

feitas através de Reagdes em Cadeia da Polimerase (PCR) (Lane, Pace et al. 1985).
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Com a utilizacdo de métodos independentes de cultivo, feitos a partir da extragao,
amplificacdo, e clonagem de genes diretamente de amostras ambientais, novas
sequéncias que nao pertenciam a organismos cultivaveis comecaram a ser
descobertas, indicando novas espécies (Schmidt, DeLong et al. 1991). Com o avango
da tecnologia e o desenvolvimento de novas estratégias, como uso da fragmentagao
aleatéria do DNA e sequenciamento ‘shotgun’, além dos sequenciadores de nova
geragao, houve um aumento consideravel no numero de sequéncias geradas e da
descoberta de novos organismos através da metagendmica (Tyson, Chapman et al.
2004, Venter, Remington et al. 2004).

E importante ressaltar que o material genético, que pode ser tanto DNA quanto
RNA, pode ser isolado de qualquer tipo de amostra do meio ambiente para ser utilizado
na construgcao de bibliotecas, representando compreensivamente a diversidade genética
de todos os organismos presentes (Tringe, von Mering et al. 2005, Djikeng, Kuzmickas
et al. 2009, Willner, Furlan et al. 2009). Diversos estudos tém aplicado com sucesso a
estratégia de metagendbmica para a caracterizagcdo da diversidade genética de
ambientes como solo, oceanos e avaliagdo de microbiota de organismos como plantas,
insetos e humanos (Tringe, von Mering et al. 2005, Djikeng, Kuzmickas et al. 2009,
Kreuze, Perez et al. 2009, Willner, Furlan et al. 2009, Roossinck, Martin et al. 2015,
Webster, Waldron et al. 2015). As analises metagenOmica de varios tipos de amostras
ambientais mostraram que uma percentagem significativa do total da variabilidade
genética se deve a sequéncias de origem viral (Edwards and Rohwer 2005).

Semelhante aos estudos para a caracterizagdo do microbioma, o
sequenciamento massivo de DNA e RNA tem sido aplicado com sucesso para
caracterizacdo da diversidade genética dos virus, chamado de viroma (Breitbart,
Salamon et al. 2002). Entretanto, a maioria dos trabalhos para caracterizagdo do viroma

utiliza-se de algum tipo de manipulagdo das amostras antes do sequenciamento, tais
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como centrifugacdo e filtragem por coluna, que sao utilizados para propiciar o
enriquecimento das sequéncias virais, apesar de algumas vezes estes procedimentos
levarem a contaminagcdo das amostras (Naccache, Greninger et al. 2013, Oude
Munnink, Jazaeri Farsani et al. 2013, Tokarz, Williams et al. 2014). Assim, a direta
extracdo de acidos nucléicos de amostras com pouca ou nenhuma manipulacédo poderia
diminuir a chance de contaminagcdo, apesar de, em alguns casos, levar ao
sequenciamento de uma maioria de sequéncias nao virais na biblioteca (Li, Shi et al.
2015). Somado a isso, trabalhos recentes utilizando técnicas de sequenciamento de
nova geragcdo empregaram, para a descoberta de novos virus, o sequenciamento de
RNA tanto da fracdo de alto peso molecular quanto de baixo peso molecular
selecionado a partir do RNA total (Willner, Furlan et al. 2009, Coffey, Page et al. 2014,
Webster, Waldron et al. 2015).

Em geral, os trabalhos que se utilizam do sequenciamento de RNA empregam a
estratégia de ‘shotgun’ para fragmentacdo do RNA que é depois montado em ‘contigs’,
sequéncias contiguas geradas a partir da sobreposicdo de sequéncias menores,
utilizados para caracterizacdo baseada em andlises de similaridade de sequéncias
contra bancos de dados de referéncia (Kreuze, Perez et al. 2009, Wu, Luo et al. 2010,
Zhuang, Zhang et al. 2014). Para a construcdo das bibliotecas utilizadas no
sequenciamento, a ampla maioria dos trabalhos feitos até o momento utilizam RNAs de
alto peso molecular — ou longos RNAs —, que compreendem RNAs do genoma viral,
MRNAs virais, ou RNAs produzidos durante a replicac&o viral.

Mais recentemente, foi demonstrado o potencial da utilizagdo da fragdo de
pequenos RNAs, comumente produtos da resposta imune inata do hospedeiro, para
descoberta de novos virus em plantas e insetos, mas ndo em mamiferos e vertebrados
(Kreuze, Perez et al. 2009, Wu, Luo et al. 2010). Contudo, ja se sabe que em mamiferos

as vias de resposta imune também podem gerar pequenos RNAs, como é o caso da via
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de RNAI, que é conservada na maioria dos organismos vertebrados e invertebrados (Li,
Lu et al. 2013, Maillard, Ciaudo et al. 2013). Adicionalmente, em mamiferos também ja
foi mostrado que a acdo de algumas nucleases podem acarretar na degradagédo do
genoma viral em pequenos fragmentos de RNAs (Girardi, Chane-Woon-Ming et al.
2013). Assim, sugerindo que a estratégia baseada no sequenciamento dos pequenos
RNAs derivados de virus poderia ser estendida também a mamiferos e possivelmente

vertebrados.

1.3. Origem dos pequenos RNAs

Em insetos e na maioria dos animais existem pelo menos trés diferentes vias de
RNAIi que estdo envolvidas na biogénese de tipos distintos de pequenos RNAs,
nomeados microRNAs (miRNAs), piwi-interacting RNAs (piRNAs) e pequenos RNAs de
interferéncia (siRNAs) (Ding 2010). Cada tipo de pequenos RNAs tem distribuicdo de
tamanho e preferéncias de nucleotideo Unicas, relacionados com as suas respectivas
vias de origem Figura 2. Vale destacar que o papel da via de RNAIi na defesa antiviral
nao se limita aos insetos, se estendendo a diversos organismos, como plantas e

mamiferos.

1.3.1 RNAi

Em invertebrados, as vias de RNAIi, principalmente a via de siRNAs,
desempenham um papel majoritario na resposta antiviral, respondendo tanto a infecgao
por virus de RNA quanto DNA (Kemp, Mueller et al. 2013). Além disso, foi demostrado
que siRNAs sao gerados durante a infegéo tanto por virus fita simples ou dupla de RNA

ou DNA (Kemp, Mueller et al. 2013, Webster, Waldron et al. 2015). A via de siRNAs é
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ativada pelo reconhecimento de RNAs de fita dupla (dsRNA — double stranded RNA),
que podem se originar tanto de intermediarios de replicagdo em virus com genoma de
RNA quanto do préprio hospedeiro a partir mRNAs transcritos em pares antisenso ou
longos grampos (Figura 2B e C). Adicionalmente, ja foi descrito que siRNAs também
sdo gerados durante a infecao por virus de DNA, o que sugere a existéncia de um
intermediario de fita dupla de RNA, apesar de o mecanismo de biogénese do dsRNA ser
pouco claro (Kemp, Mueller et al. 2013).

O resultado da ativagéo da via de siRNA é a clivagem processiva dos dsRNAs,
gerando pequenos RNAs com tamanho de 21 nucleotideos (nt), que quando de origem
viral sdo chamados de vsiRNAs (viral small interfering RNAs). Somado a isso, diversos
estudos descreveram virus que codificam proteinas que sao capazes de inibir a via de
siRNAs, como a proteina B2 sintetizada pelo Flock house virus (Chao, Lee et al. 2005).
Contudo, apesar da inibicdo, ainda sao encontrados pequenos RNAs derivados do
virus, que podem ser produtos da via de siRNAs quando esta ¢é inibida parcialmente, ou
oriundos da degradacgao aleatéria do genoma viral devido o acumulo de RNA viral (Han,

Luo et al. 2011, Li, Lu et al. 2013).
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Figura 2 — Vias de RNA de interferéncia no modelo D. melanogaster. Em A, na via de
microRNA apés a transcricdo pela RNA polimerase Il de um gene codificador de miRNA, o
transcrito primario € processado sequencialmente pelas RNAses tipo Ill Drosha no nucleo e
Dicer-1 (DCR1) no citoplasma. Este processamento forma o precursor do miRNA (pre-miRNA) e
entdo os miRNAs maduros que canonicamente possuem 22 nt de tamanho. O miRNA ent&o liga-
se na proteina Argonauta-1 (AGO1) e é formado o complexo de silenciamento induzido por RNA
(RISC) que vai mediar o arraste traducional ou a degradagdo do mRNA alvo. Em B e C, a
producdo dos pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) a partir de longos transcritos auto-
complementares ou transcritos complementares (via de endo-siRNA), ou dsRNAs exdégenos ou
virais (via de exo-siRNAs) séo clivados pela RNAse tipo Il processiva Dicer-2 (DCR2) gerando
os pequenos RNAs com 21 nt de tamanho, que sédo entdo carregados na proteina Argonauta-2,
metilados pela enzima HEN1, e entdo montado o complexo de silenciamento RISC. Em C, a
biogénese dos piwiRNAs possivelmente ndo depende de uma RNAse tipo Ill. Os piRNAs ligam-
se nas proteinas Piwi ou Aubergine (AUB), esta ultima colaborando com a Argonauta-3 (AGO3)
para a amplificagao dos piRNAs através de um mecanismo conhecido com ping-pong. Adaptado
de Ding (2010).

Diferente da via de siRNAs, ainda se sabe pouco sobre os mecanismos de
reconhecimento e ativacdo da via de piRNAs. Em insetos, a via de piRNA é
principalmente ativada no controle de transposons em linhagens celulares germinativas,
onde piRNAs primarios e secundarios podem ser gerados (Malone, Brennecke et al.
2009). No organismo modelo Drosophila melanogaster, os piRNAs primarios sao
gerados a partir da clivagem de longos transcritos através de um processo

endonucleolitico mediado pela proteina Zucchini. Posteriormente os piRNAs primarios
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sdo carregados nas proteina da familia PIWI Aub/Ago3, dando origem ao ciclo de
amplificagdo, referido como ‘ping-pong’, gerando os piRNAs secundarios Figura 2D
(Han, Wang et al. 2015). De forma interessante, em insetos os pequenos RNAs
derivados da via de piRNA apresentam forte enriquecimento de Uracila na primeira base
do piRNA primario e também um forte enriquecimento de Adenina na décima base do
piRNA secundario, além da distancia de 10 nt entre as posicdes 5’ finais. E importante
notar que alguns autores tém demonstrado que a via de piRNA também é ativada
durante infecgao viral em mosquitos e moscas, aonde especulam sobre a possibilidade
de um papel antiviral nestes organismos (Wu, Luo et al. 2010, Morazzani, Wiley et al.
2012, Vodovar, Bronkhorst et al. 2012, Aguiar, Olmo et al. 2015).

Vale destacar que o papel da via de RNAI na defesa antiviral ndo se limita aos
insetos e se estende a diversos organismos. O reconhecimento de dsRNA e geragéo de
pequenos RNAs derivados do virus foi mostrado ser conservado em insetos, plantas e
mais recentemente também foi demonstrado em mamiferos (Wang, Wu et al. 2010, Li,
Lu et al. 2013, Merkling and van Rij 2013). Contudo, na resposta a infecgao viral em
mamiferos, além das vias classicas de RNAI, outras vias alternativas ou a acido de
enzimas especificas tém sido descritas como geradoras de pequenos RNAs que podem

ter fungéo antiviral, como € o caso da ribonuclease L (RNAse L).

1.3.2. RNAse L

A ribonuclease L € uma endoribonuclease que tem sido amplamente estudada
dado o seu papel na resposta antiviral contra diferentes virus em mamiferos
(Chakrabarti, Jha et al. 2011). Através do reconhecimento de padrdes moleculares
diferentes do que sdo encontrados no hospedeiro, como no caso de RNAs virais, os

interferons séo ativados culminando na expressao dos genes estimulados por interferon
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(ISGs). Dentre os genes estimulados esta o 2',5'-oligoadenylate synthetase 1 (OAS1),
que é ativado através do reconhecimento de RNA de fita dupla de origem viral, levando
a ativacdo da enzima RNAse L. Apds sua ativagdo, a RNAse L, através do seu dominio
ribonuclease, cliva todos os RNAs de fita simples presentes na célula, sejam eles de
origem viral ou nao viral, gerando pequenos fragmentos de RNA (Thompson, Kaminski

et al. 2011, Nan, Nan et al. 2014), Figura 3.
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Figura 3. Mecanismo de ativagdo da RNAse L. Proteinas de reconhecimento de padrdo do
hospedeiro reconhecem padrdes exdgenos presentes em acidos nucleicos de micrébios que
levam a liberacao de interferon. A liberagéo de interferon induz a transcricdo de genes induzidos
por interferon (ISGs), entre elas a OAS que é responsavel pela ativagdo da RNAse L. A RNAse L
ativada cliva todos RNAs presentes nas células gerando pequenos fragmentos de RNAs que
podem ser reconhecidos por proteinas inflamatérias podendo levar a autofagia e apoptose.
Adaptado de (Chakrabarti, Banerjee et al. 2015).
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Adicionalmente, os pequenos RNAs resultantes da fragmentacdo do RNA viral
podem ser reconhecidos por proteinas inflamatérias, levando a ativagao de processos
como apoptose e a autofagia, que compde uma resposta imune complexa responsavel
pela restricdo e combate a infecgao viral (Zhou, Paranjape et al. 1997, Chakrabarti,
Banerjee et al. 2015).

Assim, os pequenos RNAs gerados pelas vias de resposta imune do hospedeiro
tém um papel fundamental em diversos organismos, desde insetos que utilizam a via de
RNAIi como principal componente da resposta imune, até os mamiferos que, além da via
de RNAIi conservada, contam com outros mecanismos de defesa que tem como
intermediario pequenos RNAs derivados do virus. Nesse contexto, o sequenciamento
de pequenos RNAs pode ser utilizado para a detecgao de infecgdes virais tanto em
insetos e plantas quanto em mamiferos, que através de mecanismos compartilhados e
distintos geram pequenos RNAs derivados do virus. Estes pequenos RNAs, se clonados
e sequenciados, podem ser utilizados como repérteres para a identificagdo dos virus

contidos numa amostra.

1.4. Utilizagao do sequenciamento de pequenos RNAs para detecgao de virus

Grande parte da resposta antiviral gerada pelas vias de resposta imune em
insetos, plantas e vertebrados é passivel de ser detectada através do sequenciamento
de pequenos RNAs (Wang, Wu et al. 2010, Li, Lu et al. 2013, Marques, Wang et al.
2013). Contudo, além da estratégia de sequenciamento, existem outras etapas
fundamentais para a identificacdo e caracterizacdo das sequéncias virais, como a
reconstrucdo do genoma viral através da montagem de sequéncias contiguas,
estratégias de caracterizagdo das sequéncias identificadas, dentre outras.

Devido a natureza da resposta da via de siRNAs, os vsiRNAs representam
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sequéncias derivadas tanto da fita senso como da antisenso do genoma viral,
independente da polaridade deste genoma (Myles, Wiley et al. 2008, Mueller, Gausson
et al. 2010). Além disto, os vsiRNAs também sio gerados por processamento
relativamente uniforme de toda a extensdo do genoma viral (Myles, Wiley et al. 2008,
Marques, Kim et al. 2010, Mueller, Gausson et al. 2010). Estas caracteristicas permitem
a montagem de contigs correspondentes as sequéncias virais a partir dos vsiRNAs
identificados por sequenciamento, demonstrado a partir do sequenciamento de
bibliotecas de pequenos RNAs derivados de insetos e plantas infectados (Kreuze, Perez
et al. 2009, Marques, Kim et al. 2010). Adicionalmente, ja foi visto que além dos
pequenos RNAs canénicos derivados das vias de RNAIi, uma ampla gama de RNAs
com tamanho variado, como os derivados da degradacdo aleatoéria do genoma viral,
podem permitir a montagem de contigs derivados de virus (Webster, Waldron et al.
2015). Contudo, apesar da possibilidade de montagem de contigs, métricas importantes
que avaliam a qualidade da montagem como N50 (valor o qual todos os contigs com
esse tamanho ou maiores contém no minimo metade das bases de todos os contigs
somados), tamanho do maior contig e numero de contigs gerados sdo importantes para
garantir o minimo de confiabilidade das sequéncias montadas, e tornar possivel a
utilizagdo de estratégias de caracterizagdo da sequéncias (O'Neil and Emrich 2013).
Ainda é importante lembrar que a maioria absoluta dos trabalhos que utilizam o
sequenciamento de pequenos ou longos RNAs aplicam analises baseadas em
similaridade de sequéncia contra bancos de dados de referéncia para a caracterizacao
das sequéncias encontradas (Kreuze, Perez et al. 2009, Wu, Luo et al. 2010, Tokarz,
Williams et al. 2014, Zhuang, Zhang et al. 2014). Assim, o passo da montagem de
contigs é extremamente importante para a caracterizagdo das sequéncias, visto que o

tamanho do contigs esta diretamente relacionado com a possibilidade de encontrar
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sequéncias relacionadas a virus, e com a possibilidade de identificar falsos positivos
(Gonzalez and Pearson 2010).

A identificacdo e caracterizacdo de novas sequéncias virais é importante para a
prevencdo de epidemias na area de saude publica, e também devido os genes virais
serem unicos e potencialmente uteis para novas aplicagdes bioldgicas. As estratégias
utilizadas até o momento, na maioria das vezes, é limitada a uns poucos virus
conhecidos (Edwards and Rohwer 2005). Estratégias complementares vém sendo
desenvolvidas para superar essa limitagdo, contudo nenhuma delas foi ainda
padronizada e extensivamente avaliada para diferentes espécies. Assim, novas
estratégias s&o necessarias para aprimorar a deteccdo de virus e ajudar a caracterizar
novas sequéncias desconhecidas, que comumente sdo encontradas em estudos de
sequenciamento em larga escala, normalmente chamadas de matéria negra da

metagendmica (Wu, Wu et al. 2011, Oh, Byrd et al. 2014).
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2. Justificativa

O estudo da biodiversidade é importante ecolégico, para podermos entender a
evolucdo e adaptacédo das espécies, e do ponto de vista biotecnoldgico e médico para
permitir o desenvolvimento de estratégias de uso ou controle de organismos. Os virus
contribuem com uma grande parte da diversidade genética observada em diversos
ambientes. O estudo da biodiversidade é limitado pela capacidade de identificagdo de
microrganismos em laboratorio. Nesse contexto, a metagendmica permite o estudo da
diversidade genética coletiva presente em um ecossistema através do sequenciamento
direto do material genético isolado do meio ambiente. A metagendmica tem sido
empregada em estudos para identificagdo do conjunto de virus, o viroma, em amostras
biolégicas. A caracterizacdo do viroma de insetos vetores tem uma particular
significAncia para a saude humana, visto que mosquitos e outros insetos podem
transmitir diversos virus, como o Dengue virus e Chikungunya virus, para a populagao
humana. Contudo, a identificagdo de virus através de estratégias de metagendmica tém
uma limitagado inerente, visto que a identificagdo da diversidade genética é feita através
da busca de similaridade contra sequéncias depositadas em bancos de dados de
referéncia. Desta forma, sdo perdidas as sequéncias virais ou de outra origem que
apresentam alta divergéncia comparadas as referéncias caracterizadas e depositadas
em bancos de dados. Novas estratégias sdo necessarias para melhorar a detec¢do de
virus e ajudar a caracterizar sequéncias desconhecidas comumente encontradas em
estudos de sequenciamento em larga escala, chamadas também de ‘matéria negra’ da
metagendmica. O desenvolvimento de novas estratégias que sejam mais eficientes para
analise do viroma em amostras complexas seria de grande ajuda na identificacdo e

caracterizacdo de virus circulantes na natureza.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver um pipeline de analise e caracterizagdo do conjunto de virus, o

Viroma, presentes em diferentes organismos.

3.2. Objetivos especificos

1- Desenvolver um pipeline para a montagem e caracterizagdo de sequéncias virais a
partir de bibliotecas de RNA comparando a eficiéncia das fragdes de pequenos e longos

RNAs;

2- Caracterizar o viroma de diferentes populagdes de insetos e avaliar como o padrao

de pequenos RNAs pode ser utilizado para identificagdo de novas sequéncias virais;

3- Aplicar o pipeline desenvolvido para avaliar a dindmica temporal/espacial do viroma

em mosquitos de campo;

4- Avaliar a aplicabilidade da nossa estratégia de deteccdo de virus em bibliotecas de

pequenos RNAs derivadas de plantas e vertebrados;
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4. Materiais e Métodos

4.1. Avaliagdo do melhor k-mer para montagem de contigs

Para avaliar qual seria o melhor k-mer, tamanho utilizado para dividir as
sequéncias em pequenos blocos de sequéncia para posterior analise de sobreposicao,
as sequéncias apos remocao de adaptadores e bases indefinidas foram mapeadas
contra o genoma do hospedeiro permitindo 2 mismatches. As sequéncias que néo
apresentavam similaridade com o genoma do hospedeiro foram selecionadas e filtradas
por tamanho de 21 nt. As sequéncias filtradas de 21 nt foram entdo montadas em
sequéncias maiores obtidas a partir da sobreposicao das sequéncias (contigs) utilizando
diversos tamanho de k-mer entre 11 e 19 nt. Apds a montagem, os tamanhos de k-mer
foram avaliados segundo N50, tamanho do maior contigs, nimero de contigs derivados
do virus e cobertura do genoma viral, e o tamanho de k-mer com melhores métricas foi

utilizado na montagem de contigs.

4.2. Montagem de contigs

As sequéncias oriundas do sequenciamento, apos remogao de adaptadores e
bases indefinidas, foram mapeadas contra os genomas de referéncia, utilizando Bowtie
permitindo 2 mismatches para identificar as sequéncias que “nao tinham origem
conhecida”. Em seguida, as sequéncias que ndo mapearam contra nenhuma referéncia
foram utilizadas para a montagem contigs utilizando o Velvet (Zerbino and Birney 2008)
utilizando k-mer 15, definido segundo avaliagdo do melhor k-mer na segéo anterior.
Para que as estratégias pudessem ser mensuradas, métricas como tamanho médio de

contigs, cobertura e N50 foram utilizadas como sugerido por (Miller, Koren et al. 2010).
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4.3. Definigao de limiar de detec¢ao de contigs virais

Para avaliar a influéncia das sequéncias virais e nao virais na deteccao de
contigs virais foram separadas as sequéncias de 21 nt, apds pré-processamento, que
nao apresentaram similaridade com sequéncias derivadas do hospedeiro. Essas
sequéncias foram separadas em dois grupos distintos: aquelas sequéncias que
apresentaram similaridade com o virus, referidas como grupo sinal, e as sequéncias que
nao apresentaram similaridade com o virus, referidas como grupo ruido. Foram
realizadas diluicbes da quantidade de sequéncias de cada grupo nas proporc¢des de
(100, 80, 40, 20, 10, 5 e 2,5 %) e montados contigs os quais foram avaliados segundo
métricas comuns de analise de montagem de contigs: N50, maior contig, média, contigs
com similaridade com o genoma viral e cobertura do genoma viral. Apds a montagem,
0s contigs eram mapeados contra o genoma do virus utilizando o Bowtie permitindo 1
mismatche e a cobertura avaliada utilizando a suite BEDtools (Quinlan and Hall 2010) e
scripts proprios desenvolvidos em Perl e R.

Para buscar embasamento estatistico para as comparacdes, para cada diluigdo
foram executadas 10 rodadas de montagem de contigs aonde em cada uma das
rodadas as sequéncias utilizadas eram extraidas randomicamente do grupo sinal ou
ruido. Os resultados eram consolidados utilizando a média das rodadas. Inicialmente
foram mantidas constantes a quantidade de sequéncias do grupo sinal e diminuidas as
sequéncias do grupo ruido. Posteriormente, foram mantidas as sequéncias do grupo
ruido e decrementadas as sequéncias do grupo sinal. Assim pdde-se avaliar a influéncia

do sinal e do ruido na montagem de contigs.
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4.4. Processamento e extragao de acidos nucleicos

Mosquitos Aedes aegypti usados nos experimentos foram obtidos de colénias de
laboratério estabelecidas de ovos coletados em trés diferentes regides do Rio de
Janeiro, Humaita, Tubiacanga e Belford Roxo, no sudoeste do Brasil. Os mosquitos
Aedes capturados da natureza analisados individualmente foram coletados na cidade de
Caratinga, Minas Gerais. As Colbnias de laboratério de Lutzomyia longipalpis foram
obtidas de animais capturados na natureza na cidade de Teresina — Piaui. As
bibliotecas de Drosophila melanogaster foram preparadas a partir de moscas selvagens
de estoques de laboratério que foram infectadas com Vesicular stomatitis virus,
Drosophila C virus ou Sindbis virus como descrito anteriormente (Galiana-Arnoux,
Dostert et al. 2006). Insetos individuais ou grupos de insetos foram anestesiados com
monoxido de carbono e diretamente macerados no Trizol utilizando ‘beads’ de vidro.
Ovarios foram dissecados de mosquitos fémeas e diretamente homogeneizados em
Trizol usando pipetas. DNA ou RNA total foram extraidos usando Trizol de acordo com

protocolo do fabricante (Invitrogen).

4.5. Construcao das bibliotecas de RNAs

RNA total foi extraido de 3 distintos grupos de Aedes, Lutzomyia e Drosophila
que foram utilizadas para a construgdo de bibliotecas independentes de pequenos
RNAs. No caso de Aedes, o mesmo total de RNA foi utilizado para a construgao de 3
bibliotecas de RNAs longos. Os pequenos RNAs foram selecionados por tamanho (~18-
30 nt) em PAGE desnaturante antes de ser utilizado para construgdo das bibliotecas,
como previamente descrito (Pfeffer, Zavolan et al. 2004). Para os mosquitos de campo,

o RNA foi extraido de cada individuo independentemente, o qual foi utilizado para o
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sequenciamento utilizando a mesma estratégia utilizada para as populag¢des de insetos.
As bibliotecas de RNAs longos foram construidas a partir de RNA total que foi
enriquecido para polyA e realizado deplecdo de RNA ribosomal (rRNA) utilizando o kit
‘TruSeq Stranded Total RNA kit de acordo com o protocol do fabricante (lllumina). O
sequenciamento das bibliotecas foi realizado pelo ‘IGBMC Microarray e Sequencing
platform’. A estratégia de sequenciamento dos pequenos RNAs foi 1 X 50 pares de base
(pb) e 2 X 100 pb (sequenciamento senso e antisenso) resultando em uma média de

tamanho das sequéncias de 190 nt.

4.6. Pré-processamento das bibliotecas

4.6.1 SOLID

A biblioteca de pequenos RNAs foi submetida a filtro de corre¢cdo de erros
utilizando o SAET, software disponibilizado pela Applied® Biosystems. Em seguida, a
biblioteca foi submetida a filtro de qualidade utilizando o script csfasta_quality_filter,
também disponibilizado pela Applied®, empregando os parametros —| 15, -t 2, -m 20 e —
r 1 onde -l define o tamanho minimo aceitavel das sequéncia obtidas do
sequenciamento (sequéncias) apds a remocgao de bases com qualidade ruim no final da
sequéncia, -t numero maximo de sequéncias ruins nas primeiras 10 bases, —-m média de
qualidade na read e —r define a possibilidade de remogao de bases na regido terminal
das sequéncias (trimagem) caso a qualidade esteja abaixo da aceitavel segundo
parametro -m. As sequéncias que passaram nos filtros de qualidade foram submetidas a
filtro de gaps onde somente as sequéncias que nao continham bases indefinidas (gap)
foram utilizadas nas andlises posteriores. Devido ao tamanho dos pequenos RNAs ,18-
35 nucleotideos (nt), a regido terminal das sequéncias pode conter os adaptadores

utilizados no processo de sequenciamento. Assim, inicialmente as bibliotecas de
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pequenos RNAs foram submetidas a remogao de adaptadores utilizando o software
cutadapt (Martin 2011) tomando como base os adaptadores descritos no kit utilizado

para construgao da biblioteca sequenciada.

4.6.2 lllumina

As sequéncias brutas originadas do sequenciamento de pequenos RNAs foram
submetidas a filtro de qualidade de trimagem de adaptadores utilizando os scripts
fastx_quality_filter e fastq_clipper respectivamente, programas inclusos no pacote fastx-
toolkit (versdo 0.0.14) (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html). As sequéncias
das bibliotecas de pequenos RNAs com baixa qualidade, menor phred 20, menores que
15 nt, apdés remogéo dos adaptadores ou contendo bases ambiguas foram descartadas.
No caso das bibliotecas de RNAs longos, as sequéncias brutas foram submetidas a filtro
de qualidade utilizando o script fastx_quality_filter. Sequéncias com baixa qualidade,
menor phred 20, ou contendo bases ambiguas foram descartadas. As sequéncias
remanescente de pequenos ou longos RNAs foram entdo mapeadas contra sequéncias
de referéncia oriundas de elementos transponiveis (TE), bactéria (2739 genomas
completos depositados no Genbank) e genomas do hospedeiro ( Lutzomyia longipalpis,
Aedes aegypti, e Drosophila melanogaster) utilizando Bowtie (versdo 1.1.1) para as
bibliotecas de pequenos RNAs ou Bowtie2 (versdo 2.2.4) para bibliotecas de RNAs
longos ambos permitindo 1 mismatche (Langmead, Trapnell et al. 2009, Langmead and
Salzberg 2012). O genoma de Drosophila (versao 5.44) foi obtido dos bancos de dados
do flybase.org. A ultima versdo do genomas de Aedes (Liverpool cepa L3) e Lutzomyia

(Jacobina cepa J1) foram obtidos do VectorBase (www.vectorbase.org). Sequéncias de

elementos transponiveis foram obtidos do TEfam (http://tefam.biochem.vt.edu/tefam). As

sequéncias remanescentes, referidas como sequéncias processadas, foram utilizadas

para montagem de contigs e analises posteriores.
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4.7. Otimizagao da estratégia de montagem de contigs

As sequéncias processadas foram utilizadas para montagem de contigs
utilizando o software Velvet (versdo 1.0.13) (Zerbino and Birney 2008). A montagem de
contigs foi realizada em paralelo utilizando estratégias diferentes para cada biblioteca.
Para as bibliotecas de pequenos RNAs foi realizado a montagem utilizando diferentes
tamanhos de sequéncias de pequenos RNAs (20-23, 24-30 e 20-30 nt). Em cada caso,
estratégias paralelas de montagem foram empregadas onde foram utilizados valor de k-
mer fixo (k-mer 15) com demais parametros padrao ou valor de k-mer (k-mers de 15 a
31 foram avaliados) automaticamente definido através do script VelvetOptimser (versao

2.2.5) (http://bioinformatics.net.au/software.velvetoptimiser.shtml). Para as bibliotecas

de RNAs longos, a montagem de contigs foi realizada utilizando valor de k-mer fixo (k-
mer 31) ou automaticamente definido (k-mers de 15 a 91 foram avaliados). Para cada
biblioteca, os resultados de cada montagem executada em paralelo foram consolidadas
utilizando CAP3 (data da versdo 21-12-07) com os parametros max gap length in
overlap definido para 2 e overlap length cutoff definido para 20 (Huang and Madan
1999). A remocéao de contigs redundantes foi realizada utilizando o script BLASTClust
que € distribuido no pacote BLAST (versdo 4.0d) (Altschul, Gish et al. 1990),
requerendo que no minimo 50% do tamanho da sequéncia apresentasse no minimo
50% de identidade com a sequéncia comparada. Os contigs ndo redundantes maiores
que 50 nt receberam identificadores especificos para identificar sua origem e foram

posteriormente caracterizados.

4.8. Caracterizagao de contigs baseada em sequéncia
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Os contigs montados foram caracterizados segundo similaridade de sequéncia
(nucleotideo ou proteina), presenca de ORFs e analise de dominios conservados. Foi
utilizado o software BLAST para as buscas por similaridade de sequéncia contra os
bancos de dados ndo redundantes de sequéncias (nucleotideo e proteina) do National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Os softwares InterproScan (versdo 5.3-
46.0) (Mulder and Apweiler 2007) e HMMer (version 3.0) (Eddy 2009) foram utilizados
para verificar a presenca de ORFs e dominios conservados e o banco de dados do
Pfam (versao 27.0) (Finn, Bateman et al. 2014) empregado na analise de dominios
proteicos. Contigs que apresentassem valor de e-value, menor que 1e-5 para
comparacdo em nucleotideo ou 1e-3 para comparagdo em proteinas, foram
considerados significantes. Os segmentos gendmicos virais foram classificados como

sugerido por (Ladner, Beitzel et al. 2014).

4.9. Analise do perfil de pequenos RNAs

Para as analises baseadas em padréo, as sequéncias processadas de pequenos
RNAs foram mapeadas contra contigs ou genomas de referéncia utilizando o software
Bowtie permitindo 1 mismatche. O perfil de tamanho dos pequenos RNAs foi calculado
como a frequéncia do tamanho das sequéncias de pequeno RNA de 15-35 nt que foram
mapeadas no genoma de referéncia ou contig avaliando cada polaridade
separadamente. Foi utilizado Z-score para normalizar o perfil de tamanho de pequenos
RNAs e producdo de mapas de calor heatmaps’ para cada contig ou sequéncia de
referéncia através do R (versdo 3.0.3) com o pacote gplots (versao 2.16.0). Para avaliar
a relagao entre os perfis de pequenos RNAs de diferentes contigs ou sequéncias de
referéncia, foi calculada o valor de correlagdo de Pearson, com intervalo de confianga

de 95%, dos valores de Z-score. As similaridades entre os perfis de pequenos RNAs
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foram definidas utilizando agrupamento hierarquico com o emprego de UPGMA como
critério de acoplamento. Grupos de sequéncias com mais de um elemento que
apresentassem no minimo 0,8 de valor de correlagdo entre todos os elementos do
grupo eram definidos como clusters. A densidade de cobertura de pequenos RNAs foi
calculada como o numero de vezes que uma sequéncia de pequeno RNA cobriu cada
nucleotideo no genoma de referéncia ou contig. O perfil de tamanho e densidade de
cobertura de pequenos RNAs foram calculados utilizando Perl (versdo 5.12.4)
juntamente com a biblioteca BioPerl (versdo 1.6.923) e graficos gerados utilizando R

com o pacote ggplot2 (versao 1.0.1).

4.10. Analises filogenéticas e frequéncia de di-nucleotideos

Sequéncias de nucleotideo ou proteina foram escolhidas de acordo com
similaridade de sequéncias utilizando BLAST e foram alinhadas utilizando Muscle
(Edgar 2004), implementado no MEGA (Tamura, Stecher et al. 2013). O melhor modelo
de substituicdo foi estimado utilizando métodos de maxima verossimilhanca (ML) e as
arvores de ML construidas utilizando 100 de replicatas de ‘bootstrap’. As arvores
consenso tiveram a sua raiz definida através do métodos ‘mid-point’. Os valores de
bootstrap acima de 70% de confianca foram indicados nas arvores. As arvores ML
baseadas em sequéncias de nucleotideos foram construidas no MEGA utilizando
modelo de substituicdo Tamura 3 (T92+T) (Tamura 1992). As arvores ML baseadas em
sequéncias de proteinas foram construidas no MEGA utilizando modelo de substituicao
de Poisson (em um caso, o modelo de substituicao de WAG foi utilizado como indicado)
(Zuckerkandl and Pauling 1965, Whelan and Goldman 2001). Analises de frequéncia de
di-nucleotideo em cada contig ou sequéncia de referéncia foi calculado e os resultados

clusterizados baseado na correlagdo de Spearman para a construgdo de dendogramas,
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essencialmente como descrito em (Lobo, Mota et al. 2009). Os calculos foram

realizados utilizando scripts em Perl e R utilizado para gerar os gréficos.

Tabela 1. Sequéncias utilizadas nas analises de filogenia e frequéncia de di-nucleotideos.

Familia Género Virus Identificador
Bunyaviridae  Hantavirus Hantaan virus (HanV) P23456
Seoul virus Hantavirus (SeV) P27314
Tula virus (Tula) AJ005637.1
Nairovirus Crimean-Congo hemorrhagic fever (CrCHFV) QBTQR6
Dugbe virus isolate ArD44313 (DuV) Q66431
Orthobunyavirus ~ Bunyamwera virus (BunV) P20470
La crosse (LCV) Q8JPR2
Phlebovirus Rift Valley fever virus (RVFV) P27316
Uukuniemi virus (strain S23) (UkV) P33453
Tospovirus Tomato spotted (strain Brazilian Br-01) P28976
Melon yellow spot virus (MYSV) AB061774.1
Bean necrotic mosaic virus (BNMV) NC_018070.1
Groundnut bud necrosis virus (GBNV) NC_003614.1
Tenuivirus Rice stripe virus (RSTV) Q85431
Rice grassy (RGTV) NC_002323.1
Unclassified Phasi Charoen-like virus (PCLV) KM001085.1
Reoviridae Aquareovirus Aquareovirus Q8JU61
Aquareovirus G B2BNEO
Aquareovirus Q8VA42
Coltivirus Colorado tick fever virus (strain USA/Florio N-7180) Q9DSQ0
Cypovirus Bombyx cypovirus 1 (BMCV) AF323782.1
Dinovernavirus Aedes pseudoscutellaris reovirus (isolate France) Q2YOE9
Fijivirus Fiji disease virus (Fijivirus) Q8JYK1
Nilaparvata lugens reovirus (NFV) NC_003654.1
Mycoreovirus Cryphonectria parasitica mycoreovirus 1 (strain 9821) Q7TDB6
Orthoreovirus Reovirus type 1 (strain Lang) POCK32
Reovirus type 2 (strain D5/Jones) P17377
Reovirus type 3 (strain Dearing) POCK31
Oryzavirus Rice ragged stunt virus (isolate Thailand) 092604
Cardoreovirus Eriocheir sinensis reovirus (isolate China/905) Q698V5
Mimoreovirus Micromonas pusilla reovirus Q1l0vo
Orbivirus Bluetongue virus 10 P13840
Phytoreovirus Rice gall dwarf virus (isolate Fujian) Q98631
Rice dwarf virus (isolate Fujian) Q98631
Rotavirus Rotavirus A (isolate Sl/South Africa/H96/58) A2T3S0
Rotavirus B Q45UG0
Rotavirus C Q91E95
Seadornavirus Banna virus (strain Indonesia/JKT-6423/1980) Q9INJ1
Nodaviridae Betanodavirus Striped jack nervous necrosis virus (STNV) Q9QAZ8
Tiger puffer nervous necrosis virus (TPNV) NC_013460
Senegalese sole Iberian betanodavirus (SBIV) NC_024492.1
Alphanodavirus  Flock house virus (FHV) Q66929
Nodamura virus (NoV) Q9IMM4
Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV) Q6XNL5
Penaeus vannamei nodavirus (PVNV) NC_014978.1
Drosophila mel. American nodavirus (DmANV) GQ342965.1
Unclassified Unasigned Ixodes scapularis associated virus 2 (Ixodes2) KM048319.1
Ixodes scapularis associated virus 1 (Ixodes1) KM048318.1
Luteoviridae Polerovirus Potato leafroll virus (PLRV) KC456054.1
Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV) NC_003688.1
Enamovirus Pea enation mosaic virus-1 (strain WSG) (PEMV-1) P29154
Citrus vein enation virus (CEMV) YP_008130302
Luteovirus Bean_leafroll_virus AAL66233.1
Barley yellow dwarf virus (isolate PAV) (BYDV) P09505
Sobemovirus Soybean yellow common mosaic virus (SYCV) AEO16607
Sesbania mosaic virus (SMV) YP_007697678
Tombusviridae Carnation mottle virus (CARMV) NC_001265.2
Melon necrotic spot virus (MNSV) AB232925.1
Tobacco necrosis virus (TNV) M33002.1
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Lista de organismos, acrénimos e identificadores das sequéncias para cada

banco de dados, Genbank ou Uniprot, onde foram extraidas sdo mostrados na Tabela

1.

4.11. RT-PCR e sequenciamento de Sanger

200 ng de total RNA extraido dos insetos foram reversamente transcritos em

cDNA utilizando a transcriptase reversa MMLV. cDNA ou DNA foram submetidos a

reagcdo de PCR utilizando primers especificos. Oligonucleotideo primers, listados na

Tabela 2, foram desenhados de acordo com as sequéncias dos contigs obtidos através

do nosso pipeline de montagem. Os produtos de PCR foram diretamente submetidos a

sequenciamento de Sanger.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para reagées de PCR.

Alvo Tm(°C) & 3

Virus

PCLV 55 CTATTATTGGCACCCCTGAA  CCAGATCCTAGCATTGGTTT
HTV 55 GTATACGCGTTGGTGAGTAT CCGACTCAGCATAATTACGA
Aae.92 55 GTCTGATTTGCCCAACTCTA  CAGCATCGCAGGTTATAGTA
LPRV1 55 CCATGATCCAGCAATTCAAC GTGCACACATATCATAAGCG
LPRV2 55 CTGGAAGATCAATGGTGTGA TAATGGCGATGGACGATAAG
LPNV 55 GTGTTAATTGTGTGCGTTCC  GGTGACTCAATCAATGAACG
DUV 55 GAACTATCGCACCGTTTAAC GTTGTGTCGTGTCTAGAAGT
MCV 55 TCGGACAAGGTTAAAGACTG TCTTCGTATCGTGAAGAACC
DRV 55 GTGTGGTCTACATGTCAAGT GGTAACAGCGTGTACCATAT
Segmentos do LPRV1

3330/3331 55 ACACGTCGTTAATACCTCAG GTTGTGAAGTAACTGGCAAC
3332/3333 55 AAGTAAACCCAGACCACATC GTGTAGAGTATATGCGTGCA
3310/3311 55 ATTCCAGTCAGCGTAAAGTT AGGTGTGATGGCATTGTAAT
3312/3313 55 TAATAGTTGTAGCCATGGCC TCTCCACAGAGCAATCAATC
Segmentos do LPRV2

3336/3337 55 TGCTACTCTAGTTCTCGTCA  CCATCTAAGTGTCAGCGTTA
3338/3339 55 AATATAGCCTATGCGACGAC ACCACATGTATAATCGACGG
3314/3315 55 TTCCTGACGGGTAGACATAT GAGTGCAAGCATATGACAAC
3318/3319 55 GGTATAACACGGTTTCCTGT TACTACACTGCGGCTAGTT
3316/3317 55 CATGCAAGGAACATGATGTC TATGTCAATGTGCGCATCTA
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4.12. Cédigos de acesso

As bibliotecas de pools de insetos sequenciadas foram depositadas no ‘Small
Read Archive of the National Center for Biotechnology Information’ sob numeros de
acesso descritos na Tabela 6. Todas as sequéncias virais geradas derivadas dos pools
de insetos neste projeto foram depositadas no banco de dados ‘GenBank’ sob nimeros

de acesso KR003784-KR003824.
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5. Resultados e discussao

5.1. Padronizacao do pipeline para detecc¢ao de virus a partir de bibliotecas de

pequenos RNAs

Com o intuito inicial de analisar a diversidade viral existente em mosquitos
capturados da natureza nds desenvolvemos um pipeline de montagem de genomas
virais utilizando os pequenos RNAs originarios da via de RNAi derivados dos virus
(vsiRNAs). Contudo, apesar de trabalhos anteriores demonstrarem com sucesso a
montagem de sequéncias virais a partir dos vsiRNAs de insetos e plantas (Kreuze,
Perez et al. 2009, Wu, Luo et al. 2010), ndo se tem na literatura informagobes
conclusivas sobre os melhores parametros e condicbes para a montagem de contigs a
partir do sequenciamento de pequenos RNAs. Assim, nds decidimos avaliar parametros
e condicdes necessarias para a eficiente montagem de contigs virais através da
utilizagdo de pequenos RNAs derivados de inseto.

Inicialmente, para padronizar a nossa estratégia de montagem de contigs, nés
utilizamos uma biblioteca de pequenos RNAs preparada a partir de moscas Drosophila
melanogaster deficientes para o gene R2D2 que foram infectadas artificialmente em
laboratério com o virus VSV (Marques, Wang et al. 2013). Na Tabela 3 pode-se ver um
resumo dos dados apods pré-processamento (ver Matérias e Métodos). Nos
estabelecemos algumas etapas dentro do pipeline de detecgédo de virus em bibliotecas

de pequenos RNAs que serdo discutidas individualmente nas sec¢des subsequentes.
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Tabela 3. Resumo da biblioteca de mosca mutante para R2D2 infectada com VSV.
# sequéncias

# sequéncias # sequéncias apés 21 nt apés # sequéncias # sequéncias # sequéncias
ti!»tais remocgao de remogao mapeadas VSV mapeadas VSV mapeadas SINV
adaptadores sequéncias D. 21 nt 21nt (+) 21nt (-)
mel
70.200.097 36.788.766 4.536.467 27.106 13.723 13.383

5.1.1. Determinagao de parametros para enriquecimento de sequéncias de
origem viral

Sequenciamento de pequenos RNAs em diferentes estudos tém demonstrado
que uma fracdo consideravel das sequéncias derivadas do sequenciamento de
pequenos RNAs é de origem do hospedeiro (Wang, Wu et al. 2010, Kemp, Mueller et al.
2013, Marques, Wang et al. 2013). Assim para tentar enriquecer os nossos dados para
sequéncias virais nds decidimos remover todas as sequéncias que apresentavam
similaridade com o genoma da mosca. Para isso nés realizamos o mapeamento das
sequéncias no genoma da Drosophila onde foi observado que de um total de
36.787.341 sequéncias, 6.143.364 sequéncias foram mapeadas. A partir das
30.643.977 sequéncias nao mapeadas foram selecionamos 4.560.202 sequéncias que
apresentaram tamanho de 21 nt, tamanho candnico dos siRNAs oriundos do
processamento da Dicer-2 em insetos (Wu, Luo et al. 2010, Han, Luo et al. 2011,
Marques, Wang et al. 2013, van Cleef, van Mierlo et al. 2014), para a etapa de

montagem de contigs.

5.1.2. Determinagao dos parametros para a montagem de contigs a partir
de pequenos RNAs

Afim de montar contigs que representassem o genoma do VSV nés utilizamos o
software de montagem Velvet, conhecido por ser otimizado para montagem de
sequéncias pequenas (Zerbino and Birney 2008, Miller, Koren et al. 2010). Como a

escolha do k-mer, tamanho o qual as sequéncias serdo decompostas e comparadas
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entre se com o intuito de achar sobreposicao, pode influenciar na qualidade e confianca
dos contigs montados como revisado por (Miller, Koren et al. 2010), nés avaliamos
diferentes tamanhos de k-mer entre 11 e 19, visto que o tamanho do siRNA canénico
derivado de insetos é 21 nt e 0 k-mer utilizado pelo Velvet tem de ser um numero impar
para se evitar palindromos (Tabela 4) (Zerbino and Birney 2008).

No6s observamos que quando utilizado os k-mers de tamanho 11 ou 19, nés
montamos poucos ou nenhum contig, provavelmente devido a baixa estringéncia no
caso do k-mer 11, que permite a sobreposicdo de sequéncia por mero acaso, ou por

alta estringéncia no caso do k-mer 19 (Tabela 4).

Tabela 4. Avaliagdo do melhor k-mer para montagem de contigs virais a partir dos siRNAs.

| Todos os contigs | Contigs VSV |
k-mer #contigs N50 médiade  maior #contigs média de maior cobertura
tamanho  contig tamanho contig VSV (%)

11 0 0 0 0 0 0 0 0

13 5428 27 27.89 56 39 27.9 36 9.47

15 238 72 71.74 241 81 76.1 187 52.97

17 78 65 67.55 149 39 65.69 114 22.28

19 3 56 58.33 63 2 56.5 57 0.98

Os k-mers intermediarios, 13,15 e 17 apresentaram os melhores resultados,
onde obteve-se 9,47, 52,97 e 22,28 % de cobertura do genoma viral a partir dos contigs
montados, Tabela 4. Contudo, o k-mer 15 apresentou os melhores valores tanto para o
numero de contigs virais, quanto para o tamanho do maior contig viral e respectiva
cobertura do genoma do VSV. Esse resultado aliado a intermediaria quantidade de
contigs totais montados, 238 contra 5.428 gerados com k-mer de 13 e 78 gerados com
k-mer de 17 nos levou a decidir pela utilizagdo do k-mer de 15 para tentar montar
contigs virais a partir dos siRNAs.

Para que pudéssemos utilizar métricas para avaliar a cobertura, numero de
contigs gerados, influéncia do sinal (sequéncias derivadas do virus) e ruido (sequéncias

ndo derivadas do virus) na montagem de contigs de virais, foram extraidas todas as
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sequéncias que, segundo mapeamento contra genoma do virus, eram de origem do
VSV. Nos observamos que 27.106 das 4.560.202 sequéncias de 21 nt ndo mapeadas
no genoma da mosca eram derivadas do VSV, referidas como sinal, enquanto as
sequéncias ndo mapeadas, 4.533.096, foram utilizadas como ruido nas analises de
montagem de contigs. Para definir a condigao 6tima, foi realizada montagem de contigs
utilizando somente sequéncias de 21 nt derivadas do virus VSV, onde ndo haveria
interferéncia do ruido. A partir dos contigs montados, foram calculadas as métricas de
montagem e cobertura do genoma viral utilizadas para avaliar a eficiéncia da montagem

como pode ser visto na Tabela 5.

Tabela 5. Resumo da montagem utilizando somente as sequéncias mapeadas no genoma
viral.
# sequéncias # contigs N50 maior contig (nt) cobertura VSV (%)
27.106 97 87 259 71,45

NOs observamos que na condigdo 6tima todos os parametros de montagem
assim como a cobertura do genoma viral apresentaram melhores valores quando em
comparagdo com as condi¢gdes convencionais, onde existe a presenca de sequéncias
nao oriundas do VSV. Por exemplo, o tamanho do maior contig e cobertura do genoma
viral foram 38 e 18,48% menor na condigdo convencional em comparagdo com a
condicdo 6tima (comparagédo Tabela 4 k-mer 15 e Tabela 5). Assim, nés percebemos
uma diminuicdo razoavel nas métricas importantes para a eficiéncia do nosso pipeline.
Tendo em vista esse fato nds decidimos investigar em detalhes a influéncia da
quantidade de sequéncias virais e nao virais na deteccao de contigs oriundos do VSV.

5.1.3. Andlise da influéncia da proporgao de sequéncias virais e nao virais
para a montagem de derivados do virus

Inicialmente foi avaliada a influéncia que as sequéncias nao virais, o ruido,

exerce na deteccdo de contigs virais e consequentemente na cobertura do genoma. As
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sequéncias consideradas ruido, 4.533.096, foram diluidas continuamente nas
proporgoes de (100, 80, 40, 20, 10, 5 e 2,5 %) enquanto as sequéncias consideradas
sinal, 27.106, foram mantidas constantes. Assim, nés executamos o pipeline para que
fosse possivel avaliar o comportamento das métricas de montagem de contigs em cada
diluicdo com relacdo a detecgdo dos contigs derivados do VSV. A compilagdo dos

resultados pode ser visualizada na Figura 4A.
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Figura 4. Avaliagdo da diminuicdo do ruido na montagem de contigs e cobertura do
genoma viral. A cobertura diminui até um ponto onde a quantidade de ruido nédo é tao influente
na cobertura do genoma viral.

A partir desta analise foi possivel perceber que a quantidade de sequéncias nao
virais diminui a eficiéncia de deteccdo de contigs do VSV, mas nao exerce papel
fundamental na deteccéo de contigs do virus (Figura 4A). Em contrapartida, a diluigdo
das sequéncias derivadas do VSV influenciou fortemente no decaimento da cobertura
do genoma viral como pode ser visto na Figura 4B, sugerindo que as sequéncias
derivadas do VSV exercem uma influéncia mais direta na montagem de contigs virais.

Ainda a partir da diluicdo das sequéncias virais foi possivel chegar a uma
sugestao do montante de sequéncias derivadas do VSV necessarias para a detecgéo
de contigs, cerca de 1.200. E importante ressaltar que essa é uma informacao
importante que poderia ser usada posteriormente para definir quais insetos sequenciar,
visto que poderiamos correlacionar os resultados de PCR da analise da carga viral de

virus de interesse com a quantidade de sequéncias virais encontradas.
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De forma interessante, quando avaliada as diluigdes das sequéncias derivadas
do VSV nés percebemos que mesmo na completa auséncia das sequéncias derivadas
do virus, contigs com similaridade com o virus sdo montados, sendo assim falsos
positivos. Assim, nos resolvemos investigar as métricas da montagem de contigs para
avaliar se existia alguma correlacdo com a identificacdo de falsos positivos. Através
dessa avaliacdo foi possivel observar uma forte relagao entre o tamanho do maior

contig com similaridade com o VSV e o N50 da montagem de contigs, Figura 5.
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Figura 5. Relagao entre N50 da montagem e tamanho do maior contig do VSV sugere limiar
de deteccdao de contigs virais. O nimero de sequéncias virais foi diluido seriadamente e
realizada montagem de contigs para cada diluigdo onde as métricas de montagem foram
avaliadas. Mesmo na auséncia completa de sequéncias derivadas do virus, contigs com
similaridade com o VSV s&o encontrados.

Desta forma nés ponderamos que o N50 poderia ser utilizado como filtro de falso
positivos para definicdo do tamanho minimo dos contigs que seriam utilizados para as
analises de caracterizacao.

Por fim, com os resultados da padronizagao da estratégia utilizando a biblioteca
de pequenos RNAs de Drosophila infectada com VSV foi possivel avaliar parametros
importantes para a montagem e caracterizacdo de sequéncias virais como o melhor K-
mer a se utilizar na montagem de contigs, o efeito da quantidade de sequéncias virais e

nao virais na detec¢do de contigs virais e sugerir um limiar de detecgdo de contigs virais
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para se evitar falsos positivos. Assim nés nos utilizamos dessas informacdes para o

ajuste do pipeline desenvolvido que pode ser visualizado na Figura 6.

Preparacdao do RNA a partir do RNA total
= — AAAAAA

—

AAAAAAA

|

pequenos RNAs
selecdo de tamanho (18~30nt)

—-__/-
v
Construcéo da biblioteca e sequenciamento —_— = == -
- —_—= "
sequéncias brutas l
Processamento das sequéncias brutas
filtro de qualidade —
remog&o de adaptadores -_
remocao de sequéncias do hospedeiro =
filtro de tamanho ( 21 nt)
sequéncias processadas $
Montagem —
montagem de contigs (k-mer 15) C o
filtro de tamanho (> N50) '
v
Caracterizagdo baseada em sequéncia
busca por similaridade de sequéncia - .
. Sequéncia de referéncia
busca por dominio conservado
ﬁomlnio conservado

Wg

Filogenia

Validacao dos contigs identificados

RT-PCR
. - ACGCGCTAG
sequenciamento por Sanger = ACGTGCTAG
- —> ACGTGCTAG

ATGCGCTGATGCAG ACGTGCTAG

Figura 6. Pipeline de detecgdao de virus em bibliotecas de pequenos RNAs. A partir das
bibliotecas de pequenos RNAs, as sequéncias brutas serdo processadas, para tentar enriquecer
para sequéncias virais, e utilizadas para montagem de contigs. Os contigs seréo caracterizadas
utilizando estratégias baseadas em similaridade de sequéncias e validadas através de RT-PCR e
sequenciamento de Sanger.

A partir da definicdo dos melhores parametros e condigcbes para identificagdo de

sequéncias virais baseado no sequenciamento de pequenos RNAs nés decidimos
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avaliar o comportamento do nosso pipeline em amostras de populacdes de trés

diferentes insetos de laboratério com o intuito de otimizar a nossa estratégia.

5.2. Caracterizag¢ao do viroma de popula¢gées da mosca Drosophila melanogaster

e dos insetos vetores Aedes aegypti e Lutzomyia longipalpis

Ja foi descrito na literatura que através do sequenciamento de pequenos RNAs é
possivel a identificacdo de novos virus em insetos e plantas (Kreuze, Perez et al. 2009,
Wu, Luo et al. 2010). Assim, como forma de avaliar melhor nossa estratégia de
montagem e detecg¢do de contigs virais a partir de bibliotecas de pequenos RNAs foram
construidas bibliotecas de pequeno RNAs de populacdes de laboratério de moscas
Drosophila melanogaster de laboratério e populagbes de mosquitos Aedes aegypti e
flebotomineos Lutzomyia longipalpis, dois importantes vetores para patégenos de

humanos (Tabela 6).
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Tabela 6. Resumos das bibliotecas de RNAs sequenciadas nesse trabalho.

. . Numero . Nuimero
Numero de = Numero total P Numero de . Tamanho N
- P Infecgao sequéncias o . Nuamero N50 . contigs
Biblioteca individuos ID SRA e de sequéncias N maior LS
artificial N mapeadas de contigs (nt) y similarida
no pool sequéncias . processadas contig (nt) .
hospedeiro de virus
Drosophila melanogaster
Dme_1 6 SRR1803381 SINV 4,234,079 3,194,745 596,761 327 79 4,765 41
Dme_2 6 SRR1803382 DCV 15,786,440 11,483,909 2,018,666 343 137 3,496 5
Dme_3 6 SRR1803383 VSV 24,474,261 21,701,073 1,039,581 171 288 3,482 37
Aedes aegypti — Pequenos RNA
Aae_1 6 SRR1803377 - 9,081,151 8,076,206 891,983 1,686 67 2,301 16
Aae_2 6 SRR1803378 - 12,183,902 10,827,108 999,843 1,658 66 1,611 17
Aae_3 6 SRR1803379 - 9,253,941 8,010,814 1,158,379 2,722 68 5,122 12
Aedes aegypti — Longos RNA
Aae_1 6 SRR1813817 - 39,488,681 35,767,399 3,721,282 295,760 136 2,070 12
Aae_2 6 SRR1813823 - 57,584,234 52,130,913 5,453,321 358,323 136 1,988 17
Aae_3 6 SRR1813824 - 62,302,651 56,383,441 5,919,210 357,264 138 2,334 9
Lutzomya longipalpis
Llo_1 8 SRR1803384 - 12,297,884 10,852,586 483,139 1,207 69 1,345 14
Llo_2 7 SRR1803385 - 9,463,241 8,162,975 449,4327 2,151 63 980 12
Llo 3 7 SRR1803386 - 8,109,613 7,285,842 659,215 1,541 78 1,113 31
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5.2.1. Otimizagao da montagem de contigs a partir de bibliotecas de
pequenos RNAs

Bibliotecas de Drosophila foram preparadas a partir de linhagens de laboratério
infectadas com trés virus diferentes, Drosophila C virus (DCV), Sindbis virus (SINV) e
Vesicular stomatitis virus (VSV) que foram utilizados para ajudar a otimizar nosso pipeline
de deteccdo de virus a partir de sequéncias de pequenos RNAs (Tabela 6). As
Bibliotecas de pequenos RNAs foram preparados a partir de insetos inteiros sem
nenhuma manipulagcdo das amostras antes da extragdo de RNA, para minimizar os riscos
de contaminagdo da amostra no laboratério. Apds o sequenciamento das bibliotecas de
pequenos RNAs, os dados foram processados para enriquecer para potenciais
sequéncias virais através da remocido de sequéncias derivadas do hospedeiro e de
genomas bacterianos. Sequéncias derivadas dos hospedeiros corresponderam a grande
maioria de pequenos RNAs (73-92%) das bibliotecas, mas uma porcentagem substancial
de sequéncias (3,4-14% das bibliotecas) permaneceu apds estas etapas de

processamento (Figura 7).
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Figura 7. Pipeline otimizado de detec¢ao de virus baseado em pequenos e longos RNAs.
Diferentes fracbes de RNA foram utilizadas para a construgdo de bibliotecas de pequenos e
longos RNAs. As sequéncias brutas foram processadas para enriquecer para potenciais
sequencias virais. As sequéncias processadas foram entdo submetidas a montagem de contigs e
posterior extenséo. Os contigs montados foram caracterizados utilizando estratégias baseadas em

sequéncia e padrdo. Os contigs virais foram validados por RT-PCR e sequenciamento de Sanger.
Mais detalhes no texto da sec¢éo.

InUmeros estudos tem mostrado que os pequenos RNAs derivados de virus
apresentam majoritariamente 21 nt de tamanho (siRNAs) (Mueller, Gausson et al. 2010,

Kemp, Mueller et al. 2013, Marques, Wang et al. 2013). Apesar desses resultados
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sugerirem que siRNAs otimizaria a montagem de contigs, nés ponderado que focar
somente nas sequéncias de 21 nt poderia ter um efeito restringente na montagem de
contigs, visto que ja foi descrito na literatura a via de piRNAs ou degradagéo por outras
nucleases podem gerar pequenos RNAs derivados de virus em insetos (Wu, Luo et al.
2010, Morazzani, Wiley et al. 2012, Vodovar, Bronkhorst et al. 2012). Nesse contexto,
nés levamos em consideracdo que esses pequenos RNAs de diferentes origens
poderiam contribuir para a montagem de mais contigs e com tamanho maiores. Assim,
nos testamos o uso de diferentes tamanhos de pequenos RNAs para a montagem de
contigs nas amostras derivadas dos diferentes insetos (Figura 8A). O maior nimero e
tamanho de contigs foram obtidos quando utilizando pequenos RNAs de tamanho de 20-
23 nt e 24-30 nt na montagem de contigs separadamente e os resultados combinados

posteriormente (Figura 8A).
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Figura 8. Estratégia de montagem e caracterizacio de sequéncias virais a partir do
sequenciamento de pequenos RNAs é capaz de identificar virus circulantes. (A) Comparativo
do nimero de contigs e tamanho do maior contig em cada biblioteca de pequenos RNAs utilizando
diferentes intervalos de tamanho no passo de montagem de contigs. (B) Proporgao de contigs
montados em cada biblioteca com similaridade significante com sequéncias de referéncia
classificadas por taxon, incluindo sequéncias desconhecidas.
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A montagem de contigs utilizando outros tamanhos de pequenos RNAs incluindo
20-23, 24-30 ou 20-30 nt resultou em métricas variaveis dependendo da biblioteca
analisada. Assim, foi decidido que a combinagdo das montagens de contigs utilizando os
pequenos RNAs de tamanho 20-23 e 24-30 nt separadamente seria uma estratégia que
se adequaria melhor a bibliotecas as quais ndo se tem nenhum conhecimento prévio
sobre o perfil de pequenos RNAs.

Para tentar avaliar a robustez da nossa estratégia de detecgdo de novos virus
desenvolvida nés utilizamos as bibliotecas de Drosophila melanogaster artificialmente
infectadas com diferentes virus como ‘controle positivo’ da identificacdo de virus (Tabela
6). Nestas bibliotecas foram identificados 42, 40 e 1 contigs que mostraram similaridade
de sequéncia com o VSV, SINV e DCV respectivamente (Figura 9). Com a identificagéo
dos respectivos virus utilizados na infecgao artificial foi determinado que a estratégia
poderia detectar com sucesso virus sabidamente presentes nas amostras, apesar da
deteccédo ser limitada pela quantidade de pequenos RNAs derivados do virus ja tinha sido
visto nas analises anteriores realizadas para a padronizagdo da estratégia e no caso do
DCV. Foram observados 1.572 pequenos RNAs derivados do DCV, os quais permitiram a
montagem de somente um contig cobrindo cerca de 0,8% do genoma viral (Figura 9A).
Em contrapartida, 53.620 e 9.588 pequenos RNAs derivados do VSV e SINV,
respectivamente, permitiram a montagem de multiplos contigs unicos que cobriram 81,1 e
23,4% dos respectivos genomas virais (Figura 9A). Assim, confirmou-se que alta
cobertura do genoma viral é caracteristica importante para permitir a montagem de

contigs a partir da sobreposicdo de pequenos RNAs.
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Figura 9. Pequenos RNAs derivados de virus podem ser montados em contigs. (A)
Distribuicdo dos contigs montados utilizando nossa estratégia de montagem baseada em
pequenos RNAs ao longo dos genomas de referéncia do DCV, VSV e SINV. (B) Perfil de tamanho
dos pequenos RNAs derivados do DCV, VSV e SINV utilizados para infecgado de laboratério da
Drosophila.

Em seguida, todos os contigs montados a partir das bibliotecas de pequenos
RNAs de Drosophila melanogaster, Aedes aegypti e Lutzomyia longipalpis foram
utilizados para buscas de similaridade baseada em sequéncia contra os bancos de dados
ndo redundantes do NCBI (nucleotideo e proteina). A grande maioria dos contigs
montados em todas as 9 bibliotecas de pequenos RNAs (10.577 de um total de 11.806)
ndo apresentaram similaridade de sequéncia significativa e foram referidas como
“‘desconhecidas” (Figura 8B). A grande Maioria desses contigs (92%) apresentaram
tamanho menor que 100 nt e foram descartados de analises mais detalhadas.

Nao obstante, a clusterizacdo de nossas bibliotecas baseado na similaridade dos
contigs desconhecidos conseguiu separar as amostras advindas de Drosophila, Aedes e
Lutzomyia, o que sugere que aqueles contigs sao hospedeiro-especificos (Figura 10).
Os 1.229 contigs nao redundantes remanescentes foram classificados de acordo com o
taxon designado pelo resultado mais significante de BLAST (Figura 8B). Diversos contigs

apresentaram similaridade com sequencias derivadas do reino Animalia, em especial

contigs vindos das bibliotecas de mosquitos e flebotomineos (Figura 8B). Esses contigs
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provavelmente pertencem ao genoma do inseto, mas ndo foram removidas na etapa de
pré-processamento. Isto reflete o fato de que os genomas de Aedes aegypti e Lutzomyia
longipalpis ndo estarem tdo bem curados como o de Drosophila melanogaster (Adams,
Celniker et al. 2000, Nene, Wortman et al. 2007). Muitos dos contigs remanescentes sédo

derivadas de bactérias e fungos que poderiam ser parte do microbioma do inseto.
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Figura 10. Contigs nao caracterizados classificam as bibliotecas de pequenos RNAs de
maneira hospedeiro-especifica. Clusterizagdo das bibliotecas baseada na similaridade de
sequéncias dos contigs desconhecidos agrupa as bibliotecas de forma inseto-especifica.

5.2.2. Comparagao entre estratégias utilizando pequenos ou longos RNAs
para a deteccao de sequéncias virais

Através da utilizacdo de bibliotecas de pequenos RNAs nds observamos que foi
possivel montar contigs em todas as bibliotecas avaliadas. Adicionalmente, através de
analises de similaridade ndés observamos que parte dos contigs montados apresentavam
similaridade significante com sequéncias virais (Figura 8). Contudo, apesar da
identificacdo dessas sequéncias virais, nés ndo tinhamos informagédo suficiente para
comparar como esta estratégia se comportaria quando em comparacdo com outras
alternativas para deteccdo de sequéncias virais. A maioria das estratégias ja investigadas
utilizam algum tipo de manipulacdo das amostras com o intuito de enriquecer para
sequéncias virais antes da extragdo dos acidos nucleicos, apesar disso poder resultar em
contaminacéao (Tokarz, Williams et al. 2014, Li, Shi et al. 2015). Nesse contexto, o direto

sequenciamento de RNAs longos é também utilizado, mas pode ser limitado pela
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abundancia de RNAs ribossomais do hospedeiro que representam a vasta maioria das

sequéncias em bibliotecas de RNAs longos (Vivancos, Guell et al. 2010).
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Figura 11. Analise comparativa dos contigs virais montados a partir de bibliotecas de
pequenos e longos RNAs. (A) Comparativo do tempo de processamento, nimero e distribuicdo
de frequéncia dos tamanhos de contigs para as bibliotecas de Aedes aegypti de pequenos e
longos RNAs mostrados em cinza e preto, respectivamente. (B) Propor¢cao de contigs montados
em cada biblioteca com similaridade significante com sequéncias de referéncia classificadas por
taxon, incluindo sequéncias desconhecidas. (C) Distribuicdo de tamanho dos contigs
correspondentes a viral (vermelho), n&o viral (azul) ou desconhecidas (cinza) em cada biblioteca.
P-values das diferengcas entre os tamanhos dos contigs foram calculados utilizando test t de
Student e indicados na figura.

Como alternativa, nés construimos bibliotecas de RNAs longos apds a deplecéo
de RNA ribossomal e enriquecimento para polyA a partir do mesmo RNA total das
populacbes de Aedes aegypti utilizadas no preparo das bibliotecas de pequenos RNAs
(Tabela 6). Isto nos permitiu a comparagao direta dos resultados do sequenciamento em
larga escala dos pequenos e longos RNAs das mesmas amostras sem qualquer
manipulacao anterior a extragcdo de RNA. O numero e tamanho das sequéncias obtidas
com o sequenciamento de RNAs longos resultou em 10,4 vezes mais dados em
comparagdo as bibliotecas de pequenos RNAs (Tabela 6). Como resultado, as
bibliotecas de RNAs longos propiciaram a montagem de um total de 1.001.347 contigs
com um N50 de ~136 nt comparados a 6.066 contigs com um N50 de ~48 nas bibliotecas
de pequenos RNAs (Figura 11A e Tabela 6). O grande numero de contigs resultou em
43 a 72 vezes mais requerimento de tempo de processamento para as bibliotecas de

longos RNAs para analises de busca por similaridade contra bancos de dados quando
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em comparagdo dos longos e pequenos RNAs (Figura 11B). A maioria do contigs
montados a partir das bibliotecas de RNAs longos (> 60%) apresentaram similaridade a
sequéncias derivadas do reino Animal que provavelmente representam partes ainda néo
montadas do genoma do Aedes aegypti (Figura 11B). A bibliotecas de RNAs longos
também apresentaram uma grande quantidade de sequéncias sem nenhuma similaridade
significante a sequéncias presentes nos bancos de dados de referéncia. Entretanto, eles
nao representam a maioria dos contigs como nas bibliotecas de pequenos RNAs (Figura
11B). Esses resultados sugeririam que as bibliotecas de RNAs longos sdo mais indicadas
para a identificagédo de virus, visto que elas tém significativamente mais contigs. Contudo,
o0 numero total de contigs virais foi muito similar nas bibliotecas de longos e pequenos
RNAs (Figura 11). Adicionalmente, a média de tamanho dos contigs virais foi maior nas
bibliotecas de pequenos RNAs, o que favorece a caracterizagdo do contig através de
andlises baseadas em similaridade de sequéncias. (Figura 11C).

Finalmente, nossos resultados indicaram que as bibliotecas de pequenos RNAs
foram enriquecidas e naturalmente favorecem a montagem de contigs virais em
comparagdo com as bibliotecas de RNAs longos. O mecanismo de biogénese dos
pequenos RNAs pelas vias do hospedeiro aparentemente favorecem a geragido de
sequéncias com sobreposi¢cdo que s&o importantes para a montagem e extensdo dos
contigs comparado ao sequenciamento de RNAs longos. E possivel que os RNAs virais
poderiam ser enriquecidos em RNAs longos se nds nao tivéssemos limitado nosso
sequenciamento a RNAs poliadenilados. Contudo, a deplegao de RNAs ribossomais por
Si sO poderia ainda enviesar os nossos resultados de sequenciamento. Adicionalmente, é
importante salientar que os pequenos RNAs apresentam enriquecimento natural para
sequencias virais sem que haja a necessidade de nenhum passo extensivo de
processamento antes da constru¢cdo da biblioteca. Assim, nds decidimos pela utilizagdo

da estratégia de sequenciamento de pequenos RNAs para avaliar o viroma de insetos.
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5.2.3. Detecgédo de virus baseada em similaridade de sequéncia

A partir da analise dos contigs baseado em similaridade de sequéncia a bancos
de dados de referéncia, nés observamos que dos 1.229 contigs nao redundantes, 223
(~18%) apresentaram similaridade significante com sequéncias virais em bancos de
dados de referéncia (Figura 8B e Tabela 7). A media de tamanho dos contigs virais foi
significantemente maior do que todos os outros contigs montados de diferentes origens
(Figura 12). Esses resultados sugeriram que a estratégia baseada em pequenos RNAs
favorece a montagem de contigs virais de tamanhos maiores quando em comparagao
com contigs de outras origens. Foram removidos 83 contigs derivados de DCV, SINV e
VSV que estavam entre os 223 contigs virais. Nos consolidamos os contigs baseado em
similaridade de sequéncia onde os 140 contigs remanescentes foram filtrados para
eliminar sequéncias similares detectadas em mais de uma biblioteca da mesma espécie
de inseto. NOs ainda utilizamos uma estratégia baseada em sobreposicdo de sequéncias
para tentar estender as sequéncias virais utilizando contigs com similaridade a virus da
mesma familia viral. Esses passos permitiram gerar resultados consolidados a partir das
3 bibliotecas independentes de pequenos RNAs oriundas de cada populacédo de insetos,
Drosophila, Aedes e Lutzomyia. As etapas de remoc¢ao de redundéancia, consolidacéo e
extensao de contigs resultaram em uma reducédo de 140 contigs para 34 sequéncias nao
redundantes que foram designadas para, ao menos, 7 virus baseadas no resultado mais
significante de BLAST em comparagédo a sequéncias depositadas em bancos de dados
de referéncia (Tabela 7). Analises filogenéticas sugeriram que 6 dos 7 virus
representavam novas espécies de virus (Figura 13). Com relagdo ao viroma de cada
inseto, 2 virus foram detectados em mosquitos, 3 em flebotomineos e 2 em moscas da
fruta.

Em mosquitos foram detectados contigs que pertenciam a uma nova cepa do
Phasi Charoen Like-virus (PCLV), um bunyavirus previamente identificado em mosquitos

da Tailandia (Figura 13A) (Yamao, Eshita et al. 2009). Em adigdo, ndés também
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identificamos contigs oriundos de um novo virus relacionado ao Laem Singh virus (LSV) e
2 outros virus recentemente descritos em carrapatos, Ixodes scapularis associated virus
1 e 2 (Figura 13B) (Tokarz, Williams et al. 2014). Este virus foi nhomeado Humaita-

Tubiacanga virus (HTV), refletindo a origem do hospedeiro onde ele foi identificado.
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Figura 12. O tamanho dos contigs virais é significativamente maior que dos contigs nao
virais. Distribuicdo de tamanho dos contigs correspondentes a viral (vermelho), n&o viral (azul) ou
desconhecidas (cinza) em cada biblioteca. P-values das diferengas entre os tamanhos dos contigs
foram calculados utilizando test t de Student e indicados na figura.

Em flebotomineos, nos observamos diversos contigs nao redundantes
apresentando similaridade com reovirus e nodavirus (Tabela 7). Especificamente, 23
contigs nao redundantes apresentaram similaridade a virus do género Cypovirus, da
familia Reoviridae (Tabela 7).

Esse numero de contigs virais unicos é alto, mesmo considerando o fato que
reovirus podem apresentar até 12 segmentos gendmicos. Baseado em analises
filogenéticas dos segmentos gendbmicos que codificam as polimerases virais dependentes
de RNA (RdRPs), nés identificamos com sucesso duas sequéncias distintas oriundas de
reovirus pertencentes ao género Cypovirus (Figura 13C). Estes virus foram nomeados
Lutzomyia Piaui reovirus 1 (LPRV1) e Lutzomyia Piaui reovirus 2 (LPRV2), refletindo a
localizacdo geogréfica onde o seu hospedeiro foi obtido. A partir da analise dos outros

contigs virais montados a partir das bibliotecas de flebotomineos, foram identificados

56



contigs que apresentaram similaridade com nodavirus sugerindo que eles pertencem a
um novo virus relacionado com o Nodamura virus e pertencente ao género
Alphanodavirus (Figura 13D). Esse novo virus foi nomeado Lutzomyia Piaui nodavirus
(LPNV).

Em moscas da fruta, nos identificamos contigs que mostraram similaridade a duas
familias virais ndo relacionada a virus utilizados nas infeccbes experimentais. Essa
descoberta sugeriu que o estoque de Drosophila de laboratério que foram utilizadas ja
carregavam infecgdes virais ndo conhecidas previamente (Figura 14). Um conjunto de
contigs mostrou similaridade a reovirus. Analises filogenética sugeriu que este virus
pertencia a virus do género Fijivirus, da familia Reoviridae (Figura 13C). Este virus foi
nomeado Drosophila reovirus (DRV). Outro contig viral mostrou similaridade com
Acyrthosiphon pisum virus mas ndo pode ser designado a nenhuma familia viral através
de analises filogenéticas (Figura 13E). Por este motivo, este virus foi nomeado
Drosophila uncharacterized virus (DUV).

Sequéncias correspondendo a todos os potenciais 7 virus foram amplificados com
sucesso através de reagdes de PCR do RNA transcrito, mas ndo do DNA (Figura 14 e
dados ndo mostrados). Isto indicou que estes virus estdo presentes somente na forma
de RNA, o que é consistente com a observacédo que eles presumidamente pertencem a
familias virais com genomas de RNA (Figura 13 e Figura 14). Para avaliar a qualidade
da nossa montagem de sequéncias a partir dos pequenos RNAs também foram
sequenciados, através do método Sanger, os produtos de PCR. O sequenciamento
mostrou que as sequéncias derivadas do sequenciamento de Sanger em comparagao

com os contigs montados tem entre 99 a 100% de identidade (Figura 14).
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Figura 13. Virus identificados através do sequenciamento de pequenos RNAs pertencem a
diversas familias de acordo com analises filogenéticas e frequéncia de di-nucleotideos. (A)
PCLV em mosquitos clusteriza com outras cepas virais da Tailandia com confianga segundo
bootstrap de 74%, relagdo que é confirmada pela analise de di-nucleotideos. (B) HTV também
identificado em mosquitos é clusterizado com o virus nao classificado Laem Singh virus (LSV),
também virus mais similar segundo blastP, com confianga segundo bootstrap de 91%. Nao foi
possivel designar um género ao HTV, visto que os virus relacionados ndo séo classificados.
Analise de di-nucleotideo também clusterizou juntos o HTV e LSV separados dos virus
caracterizados. (C) Os dois reovirus identificados em flebotomineos, LPRV1 e LPRV2
clusterizaram no mesmo cluster do género Cypovirus enquanto o reovirus encontrado em moscas,
DRV, aparenta ser um membro distante do género Fijivirus. N6s designamos os trés virus a
familia Reoviridae, subfamilia Spinareovirinae. As analises de di-nucleotideo também
corroboraram a classificagdo sugerida pela filogenia. (D) O virus de flebotomineos LPNV clusteriza
com virus do género Alphanodavirus da familia Nodaviridae, resultado que é corroborado com a
analise de di-nucleotideos. (E) Norovirus é utilizado como outgroup na analise filogenética do
DUV. Os virus mais proximos ao DUV Rosy apple aphid virus e Acyrthosiphon pisum virus nao
tem taxon definido nao tornando possivel designar familia ao DUV.
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E importante ressaltar que todos as diferencas pontuais em nucleotideos estavam
também presentes nas sequéncias de pequenos RNAs das bibliotecas individuais antes
da montagem dos contigs, o que sugeriu que essas diferengas poderiam vir da variagao

natural presente em populagdes virais (dado nao mostrado).
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Figura 14. As sequéncias dos novos virus identificados foram confirmadas por RT-PCR.
Sequéncias virais de RNA foram detectadas através de RT-PCR do RNA total extraido de 3 pools
separados de populagdes de Drosophila, Aedes e Lutzomyia. O sequenciamento de Sanger dos
produtos de PCR mostrou alta identidade com as sequéncias montadas através do nosso pipeline
de metagenémica como mostrado na coluna da direita (n&do testado— nt).

Notavelmente, a presenga dos 7 virus foi somente detectada nas populagbes de
insetos correspondentes utilizadas para a construgédo das bibliotecas de pequenos RNAs
onde eles foram identificados. Assim, os resultados indicaram que nossa estratégia
baseada no sequenciamento de pequenos RNAs é robusta, confiavel e ndo propicia a

geracéo de artefatos.
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Tabela 7. Sumario dos virus identificados nas populagdes de laboratério de Drosophila melanogaster, Aedes aegypti e Lutzomyia longipalpis.

hospe familia vi . maior contig Status® do . c ID . Numero de acesso
deiro® amilia viral virus (nt) seamento # contig estratégia melhor hit E-value referéncia em nt
g g ( )
Aae Bunyaviridae PCLV 3,936 CcC 4 blastx glycoprotein precursor [Phasi Charoen-like virus] 0E+00 AIF71031.1 (3,852)
PCLV 6,807 CcC 23 blastx RdRP [Phasi Charoen-like virus] 0E+00 AIF71030.1 (6,783)
PCLV 1,332 CC 3 blastx nucleocapsid [Phasi Charoen-like virus] 2E-72 AIF71032.1 (1,398)
Unassigned HTV 1,609 CcC 8 blastx structural protein precursor [Drosophila A virus] 2E-65 YP_003038596.1 (1,326)
HTV 2,793 CcC 13 blastx putative RdRP [Laem Singh virus] 8E-34 AAZ95951.1 (507)
Llo Reoviridae LPRV1 3,762 CcC 11 blastx RdRP [Choristoneura occidentalis cypovirus 16] 3E-173 ACA53380.1 (3,675)
LPRV1 3,687 CcC 5 blastx VP3 [Inachis io cypovirus 2] 1E-81 YP_009002593.1 (3,450)
LPRV1 3,200 CcC 2 blastx VP4 [Inachis io cypovirus 2] 4E-63 YP_009002588.1 (3,201)
LPRV1 1,842 CcC 2 blastx VPS5 [Inachis io cypovirus 2] 2E-16 YP_009002589.1 (1,899)
LPRV1 841 CcC 1 blastx polyhedrin [Simulium ubiquitum cypovirus] 6E-69 ABH85367.1 (836)
LPRV1 3,685 CcC 1 blastx VP2 [Inachis io cypovirus 2] 5E-24 YP_009002587.1 (3,649)
LPRV1 1,547 HQ 2 phmmer unknown [Choristoneura occidentalis cypovirus 16] 9,00E-03 ABW87641.1 (1,946)
LPRV1 2,237 CcC 3 blastx unknown [Choristoneura occidentalis cypovirus 16] 2,00E-01 ABW87640.1 (2,214)
LPRV1 2,231 CcC 1 padrdo - - -
LPRV1 1,345 CcC 1 padrdo - - -
LPRV1 688 HQ 1 padrdo - - -
LPRV1 680 HQ 1 padrdo - - -
LPRV2 3,680 CcC 1 blastx RdRP [Bombyx mori cypovirus 1] 0E+00 AAK20302.1 (3,854)
LPRV2 1,116 CcC 1 blastx polyhedrin [Heliothis armigera cypovirus 14] 4E-11 AAY34355.1 (956)
LPRV2 2,043 +779 + SD 3 blastx VP1 protein [Dendrolimus punctatus cypovirus 1] 4E-70 AAN84544.1 (4,164)
1,392
LPRV2 964 HQ 1 blastx hypothetical protein LdcV14s9gp1 [Cypovirus 14] 2E-09 NP_149143.1 (1,141)
LPRV2 678 +1,035 + SD 3 blastx VP3 [Bombyx mori cypovirus 1] 5E-14 ADB95943.1 (3,262)
1,617
LPRV2 443 +579+769 SD 3 blastx viral structural protein 4 [Bombyx mori cypovirus 1] 2E-10 ACT78457.1 (1,796)
LPRV2 1,516 HQ 1 blastx VP2 protein [Dendrolimus punctatus cypovirus 1] 8E-53 AAN86620.1 (3,846)
LPRV2 599 HQ 4 blastx unknown [Operophtera brumata cypovirus 18] 4E-10 ABB17215.1 (2,883)
LPRV2 286 HQ 2 blastx putative VP5 [Dendrolimus punctatus cypovirus 1] 3E-02 AAO61786.1 (1,501)
LPRV2 641 SD 1 padrdo - - -
LPRV2 1,212 SD 1 padrdo - - -
LPRV2 1,174 CcC 1 padrdo - - -
LPRV2 976 SD 1 padrdo - - -
LPRV2 535 SD 1 padrdo - - -
Nodaviridae LPNV 2,054 CcC 5 blastx capsid protein [Nudaurelia capensis beta virus] 1E-42 NP_048060.1 (1,836)
LPNV 3,189 CcC 23 blastx RdRP [Nodamura virus] 9E-82 NP_077730.1 (3,129)
Dme Indefinida DUV 1,905+452 SD 2 blastx protein P1 (RdRP) [Acyrthosiphon pisum virus] 2E-63 NP_620557.1 (10,035)
Reoviridae DRV 635+175 SD 2 blastx RdRP [Fiji disease virus] 8E-05 YP_249762.1 (4,532)

a — Aedes aegypti (Aae), Drosophila melanogaster (Dme) e Lutzomyia longipalpis (Llo); b - Status do segmentos como descrito por Ladner et al (39): SD:
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5.2.4. Classificagao de sequencias virais utilizando o padrao de pequenos
RNAs

Nossos resultados indicaram que as bibliotecas de pequenos RNAs favorecem a
deteccao de virus quando em comparagao com as bibliotecas de RNAs longos. Contudo,
a maioria dos contigs montados a partir dos pequenos RNAs nao foram passiveis de
identificagdo através de analises baseadas em similaridade de sequéncias contra bancos
de dados de referéncia (Figura 8B). Assim, ndés percebemos a necessidade do
desenvolvimento de uma estratégia que tornaria possivel a caracterizagdo de sequéncias
virais com alta divergéncia com sequéncias previamente caracterizadas.

Analisando o perfil de tamanho dos pequenos RNAs produzidos pelas vias de
resposta imune do hospedeiro percebemos que cada virus analisado neste trabalho
apresentou um padrao unico, incluindo PCLV, SINV, VSV, DCV, HTV, LPNV, LPRV1,
LPRV2, DRV e DUV (Figura 9B e Figura 15A). Adicionalmente, os perfis de pequenos
RNAs observados para contigs derivados de outros organismos como fungos e bactéria
apresentaram perfil tdo Unico quanto os vistos nos virus descritos (Figura 15A). No caso
dos virus de genoma multissegmentados, o perfil de tamanho dos pequenos RNAs foi
notavelmente similar para os segmentos de origem do mesmo virus como o PCLV e
LPNV (Figura 15A).

Os perfis de tamanho dos pequenos RNAs foram consistentes com tamanhos
caracteristicos de diversas origens dos pequenos RNAs incluindo siRNAs (pico de
tamanho em 21 nt), piRNAs (pico de tamanho em 27-28 nt) ou degradagdo do RNA viral
(sem enriquecimento de tamanho, forte enviesamento de geracdo de pequenos RNAs
correspondente a fita genémica) que séo dificeis de se caracterizar visualmente (Figura
9B e Figura 15A). Dessa forma, nds decidimos desenvolver uma estratégia que tornasse
possivel a comparacao entre estes diferentes perfis dos pequenos RNAs que levasse em
consideracdo possiveis diferencas de expressdo do mesmo RNA em bibliotecas
diferentes. Para isso, nés utilizamos o calculo de Z-score para normalizar o perfil de

tamanhos dos pequenos RNAs, que transforma o perfil de tamanho em padrdo de
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comportamento, método que ja utilizado com sucesso na normalizagdo de dados de
expressao (Cheadle, Vawter et al. 2003). Contudo, apesar de normalizar os dados, ainda
era necessario correlacionar os padroes do perfil de tamanho dos contigs e sequéncias
de referencia para que fosse possivel definir numericamente uma relagdo minima entre
eles. Para isso, nds utilizamos a correlacdo de Pearson que basea-se na relagio linear
entre os padrbes comparados, que é o esperado para os padrdes analisados. Assim,
espera-se que o padrdo de pequenos RNAs em um contig ndo caracterizado seja o
mesmo do visto em um contig caracterizado, considerando o fato que eles tenham origem
do mesmo virus (por exemplo ambos tenham um pico no tamanho de 21 nt vindos de
ambas as fitas). Nos utilizamos entdo o Z-score para gerar heatmaps (mapas de calor)
para cada sequéncia que foi subsequentemente submetida a clusterizacdo hierarquica
baseada na correlagdo de Pearson da comparacao par a par entre elas (Figura 15B).
Através da utilizacdo dessa estratégia, foi possivel perceber que o perfil de tamanho dos
pequenos RNAs oriundos de cada virus apresentaram baixa correlagdo entre elas. Em
contraste, os segmentos do PCLV, S, L e M, foram agrupados em um mesmo cluster
(cluster 7) assim como os segmentos RARP e o capsideo do LPNV (cluster 5) (Figura
15B). Visto que os contigs representando segmentos gendmicos do mesmo virus foram
agrupados juntos com alta correlagéo, > 0,92, nés testamos de que maneira a correlagéo
do perfil de tamanho dos pequenos RNAs poderia nos ajudar na classificacdo de outras
sequéncias que apresentaram similaridade suficiente a sequéncias derivadas de virus,
mas ndo puderam ser caracterizadas com uma maior riqueza de detalhes.

No caso dos flebotomineos, baseado na analise das sequéncias codificadoras das
RdRPs virais, nés identificamos com sucesso dois reovirus distintos, nomeados LPRV1 e
LPRV2. Contudo, nés observamos outros 21 contigs nao redundantes que apresentaram
similaridade a reovirus que ndo puderam ser designados ao LPRV1 ou LPRV2 somente
baseados na busca por similaridade. Como o perfil de tamanho dos pequenos RNAs da
RdRP do LPRV1 e LPRV2 foram claramente distintos (Figura 15A), nds hipotetizamos

que nos poderiamos utilizar o padréo apresentado por estes segmentos para designar a
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origem das 21 sequéncias remanescentes que apresentaram similaridade com virus da

familia Reoviridea.
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Figura 15. O perfil de tamanho dos pequenos RNAs é capaz de classificar contigs virais nao
caracterizados. (A) Perfil de tamanho dos pequenos RNAs de segmentos virais e contigs
representativos dos reinos Animalia, Bactéria e Fungi caracterizados identificados através de
buscas por similaridade de sequéncia. Azul e vermelho representam pequenos RNAs derivados da
fita positiva e negativa, respectivamente. (B) Clusterizagéo hierarquica dos contigs virais montados
em bibliotecas de moscas da fruta, mosquitos e flebotomineos. A clusterizagao foi baseada em
correlagdo de Pearson do perfil de tamanho dos pequenos RNAs mostrado como forma de mapa
de calor ‘heatmap’. Clusters com mais de um elemento foram indicados na barra vertical da
esquerda e numerados de acordo com a ordem com que eles apareceram de cima para baixo. Os
clusters foram definidos através de correlagcdo de Pearson acima de 0.8. (C) O contig Aae.92 e o
segmento correspondente a RARP do HTV que agruparam juntos nas analises perfil de tamanho
dos pequenos RNAs no painel B mostraram perfeita correlagdo de expressdo em mosquitos
individuais como determinado por RT-PCR. Os resultados s&o representativos de mais de 20
mosquitos individuais que foram analisados. O gene RpL32 foi usado como controle no RT-PCR.

Através do uso desta estratégia, ndos observamos que, baseado na similaridade
dos perfis de tamanho dos pequenos RNAs, 7 dos remanescente contigs agruparam

junto com a RdRP do LPRV1 (cluster 3) enquanto que 14 dos remanescente contigs
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formaram um cluster com a RdRP do LPRV2 (cluster 8) (Tabela 7 e Figura 15B).
Adicionalmente, a menor correlagédo observada entre os segmentos e a respectiva RARP
caracterizada foi 0,86, similar ao que foi visto para os segmentos do PCLV. Assim, como
prova de conceito de funcionamento da nossa estratégia nés decidimos analisar a
expressao dos contigs nos clusters 3 e 8 em comparacdo as RdRPs do LPRV1 e LPRV2
através de RT-PCR.

Consistente com o comportamento visto no perfil de tamanho dos pequenos
RNAs, os contigs no cluster 3 foram detectados nas mesmas bibliotecas as quais foram
identificados a RARP do LPRV1 enquanto que os contigs contidos no cluster 8 seguiram
0 padrao de expresséao visto na RdARP do LPRV2 (dados ndao mostrados).

Em mosquitos, nés identificamos um contig viral (Aae.92) com tamanho de 1.609
nt predito codificar uma proteina com dominio de capsideo (PF00729). Este contig
apresentou similaridade com a proteina de capsideo do Drosophila A virus (DAV), mas
analises filogenéticas sugerem que os dois virus sdo consideravelmente distintos (Figura

13B e Figura 16).

YP 003038596/Drosophila A virus Capsid

I Aae.92 (HTV-Capsid)

ADK97709/Tetnovirus 1 Capsid

B 100

100 Infectious Bursal Disease Virus group ]Birnaviridae
YP852864/BIotched snakehead virus,

100 AAQ14329/Thosea asigna virus Permutotetraviridae
_I—:NP 573541/Euprosterna elaeasa virusl Alphapermutotetravirus
r ACU32793/D mel tetravirus SW-20094] permutotetraviridae

—_— 100 = YP 003038595/Drosophila A virus Unclassified genera

Figura 16. RdRP e capsideo do HTV e DAV apresentam similaridade com virus de diferentes
familias. (A) Andlise filogenética do capsideo do HTV e virus mais préximos segundo similaridade
de proteinas sugeri maior similaridade com DAV enquanto a RdRP do HTV é mais similar a outros
virus ndo caracterizados (Figura 13B). (B) Analises filogenéticas da RdRP do DAV e os virus mais
préoximos segundo similaridade de sequéncia em proteina sugeri maior similaridade com virus da
familia Permutotetraviridae com 100% de bootstrap.

As analises filogenéticas ainda sugeriram que o contig Aae.92 pertence a uma
outra familia viral distinta dos dois virus encontrados nos mosquitos, PCLV e HTV.

Contudo, ndés observamos que o DAV é um virus incomum, o qual apresenta as
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sequéncias proteicas da RdRP e capsideo com similaridade com familias virais diferentes
(Figura 16) (Ambrose, Lander et al. 2009). Notavelmente, o perfil de tamanho dos
pequenos RNAs da RARP do HTV e do contig Aae.92 apresentaram extraordinaria
similaridade e foram clusterizados juntos baseados na correlagdo do perfil de tamanho
dos pequenos RNAs, com correlagao > 0,98 (Figura 15). Desse modo, nds hipotetizamos
que o contig Aae.92 codifica a proteina de capsideo do HTV, desde que ndés somente
caracterizamos o segmento correspondente a RARP do virus. Em concordéncia com a
nossa hipotese, nés observamos 100% de correlagédo entre a deteccdo por RT-PCR do
contig Aae.92 e a RARP do HTV avaliados em mosquitos individuais (Figura 15C).
Assim, nossos resultados sugeriram a analise do perfil de tamanho dos pequenos RNAs

pode ser utilizada como uma ferramenta importante na classificagcdo se sequencias virais.

5.2.5. Identificagcdo de contigs virais utilizando uma estratégia baseada no
padrao de pequenos RNAs

Nos observamos que os contigs derivados de virus apresentaram perfil de
tamanho dos pequenos RNAs Unico para cada virus e que isso pode ser utilizado para
designar a origem de sequéncias a virus especificos em nossas amostras. Baseado
nesse fato, nds levantamos a hip6tese que nossa estratégia baseada no padréo dos
pequenos RNAs derivados dos virus poderia também ajudar na identificagdo de contigs
nao caracterizados independente de buscas por similaridade de sequéncia.

Para selecionar contigs ndo caracterizados candidatos para posterior analise por
padrdo nds observamos métricas obtidas dos contigs virais montados em nossas
bibliotecas de pequenos RNAs e percebemos que os contigs virais sdo significantemente
maiores do que os contigs nao virais (N50 de 208 nt em comparacao a 63 nt para contigs
nao virais). Além disso, nés ja haviamos observado que na etapa de padronizagédo da
estratégia que o N50 é uma boa métrica para se detectar falsos positivos (Figura 5).
Dessa forma, nds utiizamos o N50 como forma de filtrar os 10.577 contigs nao

caracterizados, resultando na seleg¢do de 106 contigs candidatos maiores que 208 nt. Nos
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eliminamos a redundancia entre os contigs selecionados, o que resultou em 79 contigs
unicos que foram nomeados de acordo com a sua biblioteca de origem, Lutzomyia (Llo),
Drosophila (Dme) ou Aedes (Aae).

Nos avaliamos o perfil de pequenos RNAs dos 79 contigs nao caracterizados os
quais foram comparados a contigs virais previamente caracterizados utilizando
clusterizagao hierarquica. Como visto na segéo anterior, os contigs de origem do mesmo
visto tendem a apresentar uma alta correlagdo do padréao de pequenos RNAs. Assim, nos
utilizamos a correlagdo minima de 0,8 para definicdo dos clusters de similaridade. A
analise de clusterizagao resultou em 17 clusters contendo mais de um contig, os quais
foram nomeados sequencialmente de acordo com sua posicdo no heatmap. NoOs
observamos que 72 dos 79 contigs unicos foram agrupados em 11 clusters de
similaridade diferentes (Figura 17). De forma interessante, os clusters agruparam
exclusivamente de forma organismo-especifica nas bibliotecas do mesmo inseto,
Lutzomyia, Drosophila ou Aedes.

Os contigs nao caracterizados encontrados nas bibliotecas de Lutzomyia foram
agrupados em 3 clusters separados que claramente mostraram distintos padrdes de
pequenos RNAs (Clusters 2, 6 e 7 na Figura 17). O cluster 6 continha contigs com o
perfil de pequenos RNAs consistente com piRNAs de insetos (pico entre 27-28 nt)
sugerindo que eles poderiam representar elementos transponiveis (Figura 17). O cluster
2 continha 4 contigs ndo caracterizados que foram agrupados e mostraram alta
correlagdo com segmentos do LPRV1 previamente caracterizados (destacados em
vermelho). O cluster 17 continha 19 contigs ndo caraterizados que apresentaram
razoavel correlagdo com segmentos do LPRV2 (Figura 17). Notavelmente, no cluster 7,
nés observamos que 5 dos 19 contigs formaram um subgrupo com correlagdo maior que
0,93 com a RdRP do LPRV2 (destacado em vermelho). Esses resultados nos indicaram
que alguns desses contigs nao caracterizados nas bibliotecas de Lutzomyia poderiam

representar segmentos adicionais do LPRV1 e LPRV2.

66



fita positiva fita negativa

— Fungi
gR\?

V.
LPRV1.RdRP
Llo.57
Llo.56 X
LPRV1 .eolghednn
LPRV1.VP.
Llo.54
LPRV1.unknown
LPRV1.unknown
LPRV1.VP5
LPRV1.VP4

0.55
LPRV1.VP2
DCV
DUV
Dme.7

PCLV Rio.Nucleocapsid
PCLV.Rio.GI cgproleln
FL’ICL\%Rio,RcYR

0.73

0.66

|

l,;.ﬁ—ﬁbﬁmmmur'ﬂml'll

DNRUIN= OO0

<

2VP2

2.unknown
VP5

S
< ,n§<@

<
LHSNS

VP3
_polyhedrin

o<

2 VP4
_hypothetical

Mapa de cor
e Histograma

o B~ B oo B~ BB Do Do oy~ ~or ~io:

s s s s s s sl s e s e el s s s o > -
DOOBS

6 PBU666086 086606 06 B U6 V6666600000

§
g
8

n QD
=
<0
oo

o
~
o

15

21 23 25 27 29 31 33 3B 15 17 19 21 23 25 27 29

E
)

<z
(2
%

tamanho do pequeno RNA (nt)

Figura 17. Analise baseada no padrao de pequenos RNAs é capaz de identificar sequéncias
virais independente de similaridade de sequéncia em bancos de dados de referéncia.
Clusterizagao hierarquica dos contigs virais e ndo caracterizados montados a partir das bibliotecas
de pequenos RNAs de moscas, mosquitos e flebotomineos. A clusterizagdo foi baseada em
correlagdo de Pearson do perfil de tamanho dos pequenos RNAs mostrado como forma de mapa
de calor ‘heatmap’. Clusters com mais de um elemento foram indicados na barra vertical da
esquerda e numerados de acordo com a ordem com que eles apareceram de cima para baixo. Os
clusters foram definidos através de correlagdo de Pearson acima de 0.8.
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E importante ressaltar que, devido a natureza multi-segmentada do genoma dos
reovirus, nés esperavamos encontrar mais segmentos de ambos os LPRVs do que os
detectados através de analises baseadas em similaridade de sequéncia (Tabela 7). Com
0 objetivo de investigar essa possibilidade, n6s analisamos a expressdo de contigs nao
caracterizados destacados no cluster 2 e cluster 17 que apresentaram as maiores
correlagbes com perfil de pequenos RNAs dos segmentos da RdRP do LPRV1 e LPRV2,
respectivamente.

Todos os 4 contigs n&do caraterizados no cluster 2 seguiram o mesmo padréo de
expressdo da RdRP do LPRV1 enquanto os 5 contigs ndo caraterizados do cluster 17
copiaram a expressao da RdRP do LPRV2 (Figura 18). Nenhum dos 9 novos contigs dos
LPRVs apresentaram similaridade suficiente com outras sequéncias de reovirus
depositadas em bancos de dados de referéncia, o que sugere que eles sdo segmentos
menos conservados do genoma do virus. Somente um dos nove contigs nao
caracterizados, Ll0.58, designado ao LPRV2, apresentou uma ORF completa que foi

predita codificar uma proteina de 361 aminoacidos contendo dois possiveis dominios

(Figura 19).
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Figura 18. Detecgdo por RT-PCR dos contigs caracterizados através de analise baseada no
padrao de pequenos RNAs. Deteccdo por RT-PCR em duas amostras de flebotomineos
mostraram que os contigs no cluster 2 e 17 apresentaram o mesmo padrdo de expressdo das
RdRPs do LPRV1 e LPRV2, respectivamente. Foram utilizadas as mesmas amostras de
Lutzomyia longipalpis (pool1 e pool3) analisadas na Figura 14.
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O primeiro dominio é de metallopeptidase dependente de Zinco da superfamilia
Astacina que ¢é encontrada em enzimas digestivas de animais vertebrados e
invertebrados (Wang and Granados 2001, Arolas, Vendrell et al. 2007). O segundo
dominio € de Peritrophina-A encontrada em proteinas de ligacdo de chitina que inclui
proteinas de matrix peritréfica das chitinases de insetos que também sao encontradas em
baculovirus (Lepore, Roelvink et al. 1996). Assim, o contig LI0.58 poderia codificar uma
proteina que esta relacionada na interacdo entre o LPRV2 e o flebotomineo visto que
virus notoriamente sequestram e modificam proteinas do hospedeiro para beneficio
préprio. Genes envolvidos na interagdo patdgeno-hospedeiro tendem a ser os mais
divergente entre os virus, devido a pressao constante sofrida na interagcdo com o sistema
imune do hospedeiro (Marques and Carthew 2007).

E importante ressaltar que o Ll0.58 ndo havia sido detectado por analises de
similaridade de sequéncia contra bancos de dados de referéncia e ndo poderia ser
classificado como viral somente através da predicao de dominio, visto que proteinas com
esse domino também podem ser encontradas em proteinas celulares do hospedeiro.
Assim, analise baseada do perfil de tamanho dos pequenos RNAs identificaram 23
contigs nao caracterizados representando adicional segmentos dos genomas do LPRV1
e LPRV2 que nao apresentavam similaridade significativa com sequéncias previamente
identificadas depositadas em bancos de dados de referéncia.

Contigs nao caracterizados encontrados nas bibliotecas de Drosophila foram
agrupados em 2 clusters separados. O cluster 4 inclui 5 contigs nao caracterizados que
apresentaram alta similaridade com o cluster contendo DUV e DCV (Figura 17). O cluster
5 incluiu outros 14 contigs nao caracterizados que mostravam similaridade com os perfis
do DUV e DCV, embora que em menores valores que o cluster 4 (Figura 17).
Considerando que o genoma completo do DCV é conhecido, estes contigs nao
caracterizados em dois clusters separados provavelmente representam diferente contigs
do DUV. Reforgando essa hipotese, nds somente identificamos 2 contigs do DUV

correspondentes a RARP viral, o que representa somente uma pequena porcentagem do
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genoma completo. Adicionalmente, nds somente encontramos esses contigs nas

bibliotecas de Drosophila onde o DUV foi identificado.
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Figura 19. Andlise da organiza¢do de ORFs e dominios das sequéncias virais identificadas
através da nossa estratégia. Os contigs virais sdo mostrados na mesma escala destacando
ORFs preditas e dominios conservados em cinza e verde, respectivamente. O status das
sequéncias virais em relagdo ao segmento completo esperado e presenga de cédon de inicio/fim
sdo mostrados. O status da anotagdo/montagem das novas sequéncias virais seguiu as
orientagdes previamente descritas por Ladner et al (39).

Nas bibliotecas de Aedes, 24 dos 27 contigs nao caraterizados foram agrupados

em 6 clusters diferentes (7,8 ,9,10, 11 e 12) que mostraram alta correlagdo uns com os
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outros e perfil de tamanho de pequenos RNAs consistente com piRNAs de mosquito (pico
de 27-28 nt na distribuicdo de tamanho) (Figura 17) (Arensburger, Hice et al. 2011,
Morazzani, Wiley et al. 2012). De acordo com o perfil de tamanho, os pequenos RNAs
derivados destes contigs mostraram enriquecimento para U na posicdo 1 e A na posi¢ao
10, perfil tipico de piRNAs de insetos, mas nado pico substancial de 21 nt ou cobertura
simétrica nas duas fitas. Dessa forma, essas sequéncias representam possivelmente
regides repetitivas do genoma que geram piRNAs abundantemente, mas nao foram
montados na vers&o corrente do genoma do Aedes aegypti.

Um resumo das sequéncias virais identificadas e sua respectiva organizacédo de

ORFs e presenca de dominios conservados pode ser visualizada na Figura 19.

5.2.6. A andlise do perfil de pequenos RNAs e sua relagdo com a biologia do
virus

O perfil de pequenos RNAs gerados pela resposta do hospedeiro depende de
caracteristicas do virus como a estrutura do genoma, tropismo tecidual e estratégia de
replicagdo. Assim, além de identificagdo de contigs virais, o perfil de tamanho dos
pequenos RNAs pode prover informagao especifica sobre a biologia de cada virus. Por
exemplo, virus de RNA tendem a ter perfil de cobertura dos pequenos RNAs homogénea
no genoma viral enquanto que virus de DNA apresentam clara cobertura heterogénea
onde somente algumas regides tem cobertura de pequenos RNAs (Mueller, Gausson et
al. 2010, Kemp, Mueller et al. 2013, Marques, Wang et al. 2013). Todos os contigs virais
descritos neste trabalho foram derivados de virus de RNA e em sua grande maioria
apresentaram cobertura homogénea de pequenos RNAs.

Nos percebemos também que o HTV e PCLV apresentaram perfil de tamanho dos
pequenos RNAs distinto apesar de algumas vezes serem encontrados nos mesmos
mosquitos (Figura 15). O perfil foi HTV apresentou um claro pico de 21 nt consistente
com a produgdo de siRNAs. Em contraste, o perfil do PCLV apresentou 2 picos

separados, 21 nt e 26-29 nt, consistente com o padrédo de pequenos RNAs gerados por
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ambas as vias, siRNA e piRNA respectivamente (Figura 15A). Realmente, os pequenos
RNAs de 24-29 nt derivados do PCLV mostraram enriquecimento para U na posicédo 1 e
A na posicao 10, tipico de piRNAs de inseto das fitas senso e antisenso respectivamente

(Figura 20A).
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Figura 20. A presenca de piRNAs derivados de virus com assinatura de ping-pong é
indicativo de infeccdo do ovario. (A) Pequenos RNAs de 24-29 nt derivados do PCLV
apresentaram sobreposicdo de 10 nt entre a fita senso e antisenso e enriquecimento de U na
posi¢do 1 da fita e enriquecimento de A na posig¢do 10, consistente com piRNAs gerados através
do mecanismo de amplificagdo de ping-pong encontrado em linhagem germinativa de insetos. (B)
O PCLV e HTV sao detectados em mosquitos inteiros individuais, contudo somente o PCLV é
encontrado nos ovarios como determinado por RT-PCR. O gene RpL32 foi utilizado como controle
para o RT-PCR.

A via de piRNA de insetos ¢ principalmente ativada na linhagem germinativa onde
dois mecanismos de biogénese dos pequenos RNAs pode ocorrer (Malone, Brennecke et
al. 2009). piRNAs primarios sdo gerados através processamento endonucleolitico de um
transcrito precursor enquanto piRNAs secundarios sdo produzidos por um /oop de
amplificagao, referido como mecanismo de ping-pong. N6s observamos que 0s pequenos
RNAs de 24-29 nt derivados do PCLV apresentaram sobreposicdo de 10 nt entre os
pequenos RNAs senso e antisenso, consistente com o mecanismo de ping-pong de
amplificacao (Figura 20A). Esses resultados sugeriram que o PCLV induz a produgéao de
piRNAs através do mecanismo de ping-pong de amplificagdo quando infectado a
linhagem germinativa do inseto. Em acordo com esta hipotese, nés detectamos o PCLV

nos ovarios de mosquitos individuais (Figura 20B). Em contraste, HTV n&o foi
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encontrado em ovarios consistente com o fato do virus nado gerar piRNAs (Figura 20B).
Assim, a presenca de uma assinatura clara de piRNAs no perfil de pequenos RNAs
poderia ajudar a inferir tropismo tecidual, indicando infec¢do da linhagem germinativa do
inseto.

Além da assinatura gerada pela via de piRNA, a auséncia de picos claros no perfil
de tamanho dos pequenos RNA pode sugerir inibicdo das vias de RNAi como os
reportados no Flock House virus (FHV). De fato, a proteina B2 codificada pelo FHV é
uma potente supressora de silenciamento que bloqueia a via de RNAI (Han, Luo et al.
2011). De forma interessante, ORF 2 no RNA 1 do genoma do LPNV foi predita codificar
uma proteina, com similaridade com a B2 do FHV, que poderia agir como uma
supressora da via de RNAI (Figura 19 e Figura 21). Assim, o perfil amplo de tamanho de
RNAi como uma estratégia de replicagdo do virus (Figura 15A). Um amplo perfil de
tamanho e forte preferéncia de pequenos RNAs gerados a partir da fita positiva do
genoma viral também foi observado para o DCV e DUV em moscas da fruta infectadas
(Figura 15A). Dessa forma, visto que o gene DCV-1A codifica um potente supressor da
via de siRNA (van Rij, Saleh et al. 2006), nosso resultado sugere que o DUV poderia

também ser capaz de suprimir a via de RNAi em moscas infectadas.

Figura 21. Analise da proteina B2-like do LPNV. Alinhamento de sequéncias em proteina entre
a sequéncia putativa codificada pelo RNA1 do LPNV e outras proteinas B2 derivadas de
Alphanodavirus. Apesar da conservagéo, o alinhamento em proteina sugeri que faltam diversos
residuos conservados no motivo de ligagdo do dsRNA (dsRBM) na LPNV B2-like.
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5.3. Aplicagao do pipeline para analise da dinamica temporal e espacial do viroma

de mosquitos de campo

Um numero significativo de virus, conhecidos como arbovirus séo virus
transmitidos a animais vertebrados por artrépodes vetores (Weaver and Barrett 2004).
Mais de 500 arbovirus diferentes ja foram descritos até o momento (Gubler 2001). Dentre
os artrépodes, os mosquitos do género Aedes sao vetores de arbovirus importantes para
a saude publica humana como o DENV, Yellow Fever virus (YFV), Chikungunya virus
(CHK) e Zika virus (ZiV) (Hill, Kafatos et al. 2005, Beaty, Prager et al. 2009, Diallo, Sall et
al. 2014, Vega-Rua, Lourenco-de-Oliveira et al. 2015). Existe ainda a ameaca da
emergéncia de novos arbovirus, ainda desconhecidas, que poderiam infectar humanos
(Gubler 2001). Neste contexto, a analise metagenémica de mosquitos pode ser utilizada
como uma estratégia importante de vigildncia para se detectar e identificar virus
circulantes na natureza.

O nosso pipeline identificou com sucesso virus presentes em moscas de
laboratério de Drosophila e populagbes selvagens de Aedes e Lutzomyia mas que foram
mantidas em laboratorio por algumas geragdes. Assim, nos decidimos testar a aplicacao
da nossa estratégia em mosquitos capturados diretamente do campo. Este projeto foi
uma a colaboracdo com a Dra. Ana Paula Vilela sobre supervisdo da Dra. Erna Kroon do
Laboratério de Virus-UFMG. Nesta colaboragao, a Dr. Vilela foi responsavel pela coleta
de mosquitos de campo na cidade de Caratinga entre os anos de 2010-2011 (Vilela 2013)

(Figura 22).
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Figura 22. Mapa de captura de mosquitos de campo por estagées do ano na cidade
de Caratinga. O limite da cidade é delimitado pela area cinza escura. As principais
rodovias que cortam a cidade s&o mostradas em amarelo. A densidade de mosquitos
capturados é mostrada de verde para vermelho, onde verde representa as regides com
menor densidade e vermelho com maior densidade de mosquitos capturados. Os circulos
em cinza representam os mosquitos individuais utilizados para preparacdo das
bibliotecas de pequenos RNAs.

Os mosquitos foram coletados individualmente e os dados como data da coleta,
especie, sexo e localizagdo anotados para tornar possivel realizar correlagbes, como
sazonalidade e geolocalizagdo. A coleta foi realizada através da utilizagdo de
MosquiTRAP ™ (Version 3.0, Ecovec Ltda, Brazil) (Alvaro Eduardo Eiras 2009), que s&o
otimizadas para captura de mosquitos de género Aedes. As armadilhas foram
posicionadas durante toda a extens&o da cidade, incluindo regido urbana e peri-urbana,
com uma meédia de 200m de distancia entre elas e checadas semanalmente. No total
foram coletados 762 mosquitos das diferentes regides da cidade durante o periodo de

Agosto de 2010 e Julho de 2011. Destes, 86% eram Aedes albopictus e 14% Aedes

aegypti.
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Com o intuito de avaliar o viroma circulante nos mosquitos de campo, nos
selecionamos 32 mosquitos individuais. Os mosquitos foram escolhidos baseado na
qualidade do RNA analisado em Bioanalyzer e na tentativa de utilizar individuos
coletados em areas distintas da cidade e em diferentes meses ao longo do ano. O

resumo do resultado do sequenciamento pode ser visualizado na Tabela 8.

Tabela 8 - Resumo das bibliotecas de pequenos RNAs derivados de mosquitos
individuais coletados no campo.

# sequéncias # sequéncias # sequéncias # contigs

- - # total de . ! i .
biblioteca espécie sexo A apos mapeadas no apos pré- totais
sequéncias R R
trimagem hospedeiro processamento  montados
RKPM26 A. aegypti F 22.354.271 19.285.763 18.027.991 1.255.969 16
RKPM27 A. albopictus F 20.269.384 16.929.882 10.900.230 6.028.562 5
RKPM28 A. aegypti F 16.991.811 13.646.634 12.423.936 1.221.456 152
RKPM29 A. aegypti F 15.107.645 13.193.646 11.676.526 1.515.952 91
RKPM30 A. aegypti F 18.261.721 15.612.320 13.617.970 1.992.988 52
RKPM31 A. aegypti F 16.645.291 14.070.387 12.402.221 1.666.926 70
RKPM32 A. aegypti F 16.754.889 14.182.775 12.657.732 1.523.777 63
RKPM33 A. aegypti F 18.719.549 16.999.343 16.169.309 828.417 124
RKPM34 A. aegypti F 13.858.564 9.988.175 9.240.894 746.357 127
RKPM35 A. aegypti F 16.967.849 10.789.059 10.363.310 424.713 135
RKPM36 A. aegypti F 20.468.332 14.365.014 13.598.190 765.464 90
RKPM37 A. aegypti F 20.401.791 17.927.318 16.442.857 1.482.817 77
RKPM38 A. aegypti F 17.469.864 14.532.276 13.299.623 1.231.323 72
RKPM39 A. aegypti F 18.055.683 11.179.203 10.794.357 383.767 104
RKPM40 A. aegypti F 19.841.994 17.475.123 15.228.023 2.245.577 29
RKPM41 A. aegypti F 18.570.558 16.149.810 14.021.641 2.126.767 93
RKPM42 A. aegypti F 24.173.561 20.299.307 18.122.015 2.175.480 99
RKPM43 A. aegypti F 29.091.503 24.841.977 23.044.146 1.795.527 92
RKPM44 A. aegypti F 24.732.700 21.595.029 18.036.863 3.556.362 121
RKPM45 A. aegypti F 33.615.150 26.674.362 25.597.925 1.073.877 112
RKPM46 A. aegypti F 22.841.569 20.370.348 18.389.993 1.978.516 72
RKPM47 A. aegypti F 25.127.607 21.257.610 19.689.180 1.566.461 80
RKPM48 A. aegypti M 32.060.499 25.483.917 24.153.840 1.327.662 96
RKPM49 A. aegypti F 26.896.405 21.955.904 20.788.367 1.165.458 0
RKPM50 A. aegypti F 30.925.064 22.078.698 20.895.435 1.181.173 81
RKPM51 A. aegypti F 30.949.497 24.449.452 22.546.104 1.901.093 64
RKPM52 A. aegypti M 28.698.423 25.419.264 22.803.286 2.613.698 128
RKPM53 A. aegypti F 26.157.464 21.488.567 20.032.496 1.454.068 91
RKPM54 A. aegypti F 24.976.855 21.191.895 17.790.872 3.399.244 55
RKPM55 A. aegypti F 42.029.122 36.925.138 32.557.232 4.364.650 37
RKPM56 A. aegypti F 15.352.633 13.594.669 12.099.412 1.494.047 52
RKPM57 A. aegypti F 28.647.112 18.242.393 17.569.563 671.073 94

F: Fémea; M: Macho

Das 32 bibliotecas de pequenos RNAs de mosquitos individuais, 31 eram
derivadas de Aedes aegypti e 1 de Aedes albopictus. E importante salientar foram
capturados cerca de 6 vezes menos Aedes albopictus do que Aedes aegypti, 0 que

justifica sua subrepresentagdo nas bibliotecas sequenciadas. O sequenciamento das

76



bibliotecas de pequenos RNAs de mosquitos individuais gerou em média 23 milhdes de
sequéncias. ApoOs as etapas de pré-processamento, em media 1,7 milhdes de sequéncias
foram utilizadas para as etapas posteriores de montagem e caracterizagdo de sequéncia
virais. E importante destacar a etapa da nossa estratégia que utiliza o genoma de
referéncia do hospedeiro para retirar sequéncias ndo virais. Como o genoma de Aedes
albopictus ainda nao foi sequenciado, para a Uunica biblioteca desta espécie, nos
utilizamos o genoma de A. aegypti, a espécie mais proxima com genoma disponivel, o

que resultou em um numero menor de sequéncias filtradas (Tabela 8).

5.3.1. Identificagcao do viroma de mosquitos de campo

Para avaliar o viroma presente nos mosquitos sequenciados nds aplicamos o
pipeline de detecgéo e caracterizagao de virus descritos nas segbes anteriores (Figura
7). Nas bibliotecas de mosquitos individuais de campos nds observamos que foi possivel
a montagem de contigs em 31 das 32 amostras sequenciadas. A completa auséncia de
contigs na biblioteca RKPM49 ¢é ainda um mistério pois o nimero de sequéncias e perfil
de mapeamento no genoma do mosquito que é similar ao observado para todas as
outras. Para as outras bibliotecas, todos os contigs montados foram submetidos a
andlises baseadas em similaridade de sequéncia em contra bancos de dados de
referéncia para determinagéo de sua origem. De forma geral, as bibliotecas apresentaram
um perfil similar ao visto para os mosquitos analisados anteriormente, onde
predominaram contigs cuja taxon de origem €& desconhecido seguido dos de origem
animal e viral (comparar Figura 8 e Figura 23). Contudo, apesar do grande numero de
contigs néo caracterizados, a propor¢édo de contigs derivados de virus nas bibliotecas de
mosquitos individuais de campo foi mais variavel que o observado nas populacbes de
Aedes. A maior homogeneidade das amostras descritas na Figura 8 & provavelmente o
resultado destas serem provenientes do sequenciamento de grupos de 6 mosquitos que

foram criados em laboratério mesmo vindo de ovos coletados em campo. Logo, as
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variabilidade observada entre individuos.

bibliotecas de pequenos RNAs de mosquitos coletados em campo devem refletir melhor a
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Figura 23. Distribuicdo de sequéncias por reino de origem em cada mosquito analisado.
Contigs montados em cada biblioteca de pequenos RNAs sequenciada que apresentaram
similaridade significante com bancos de dados de sequéncias de referéncia. A origem dos contigs
foi classificada por téaxon e inclui sequéncias n&o caracterizadas designadas ao taxon
“Desconhecido”.

Das 31 bibliotecas, somente duas nao apresentaram contigs com similaridade
significante com sequéncias derivadas de virus incluindo a biblioteca RKPM27 unica
derivada de Aedes albopictus (Figura 23). Nesta biblioteca, a maioria dos contigs
montados tem origem animal e sdo provavelmente derivados das sequéncias do proprio
mosquito que nao foram filtradas devido a auséncia de um genoma de referéncia. A outra
biblioteca sem contigs virais foi RPKM30 na qual todos os contigs montados
apresentaram origem desconhecida. Contudo, apesar de ter montado 52 contigs, o
tamanho médio dos contigs foi 63 nt, 0 que pode ter dificultado as analises baseadas em
similaridade de sequéncia.

Considerando somente os contigs de origem viral, nés fizemos a remogao de
redundancia e consolidacdo de sequéncias. Apods este procedimento, nds observamos

uma grande quantidade de contigs apresentando similaridade com virus das familias
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Bunyaviridae e Luteoviridae. Observamos contigs de uma unica biblioteca, RKPM 44, que

apresentaram similaridade com virus da familia Virgaviridae.

Tabela 9. Resumos dos virus encontrados nas bibliotecas de pequenos RNAs de mosquitos
individuais de campos.

Familia viral Virus Maior contig (nt) Melhor hit segundo BlastP
Bunyaviridae PCLV 3.927 glycoprotein [Phasi-Charoen like virus]
PCLV 6.782 RdRP [Phasi-Charoen like virus]
PCLV 1.212 nucleocapsid [Phasi-Charoen like virus]
Néo HTV 1.597 structural protein precursor [Dosophila A virus]
classificado
HTV 2.734 putative RARP [Laehm Sing virus]
Virgaviridae MCV 580 polyprotein [Citrus leprosis virus C]

Através de analises de similaridade de sequéncias em nucleotideo, néds
observamos que os contigs com similaridade com os Bunyavirus e Luteovirus séo
derivados dos mesmos virus que identificados previamente nos mosquitos do Rio de
Janeiro, PCLV e HTV, apresentando similaridade entre 98-99.3%. Os contigs com
similaridade com Virgavirus apresentaram baixa similaridade com virus conhecidos e as
analises filogenéticas sugeriram que estas sequéncias provavelmente representam um
novo virus (Figura 24). Esse novo virus foi nomeado Mosquito caratinga virgavirus

(MCV), para refletir a localizagao geografica e hospedeiro onde ele foi identificado.

94 gi|46393297|ref|YP 006446.1| p1 protein Parietaria mottle virus
gi|1222523296|gb|ACM63154.1| p1 protein Bacopa chlorosis virus
0i|532565975|ref|YP 008470969.1| replicase protein Ageratum latent virus
gi|212525345|reflYP 002308569.1| replicase Blackberry chlorotic ringspot virus
gi|544191683|gb|AGW07469.1| replicase Tobacco streak virus
gi|215536703|gb|ACJ68814.1]| replicase Lilac ring mottle virus
%{W%M%MreﬂNP 620753.1] viral replicase p1 Tulare apple mosaic virus
gi|408475269|gb|AFU72534.1| 1a protein Pelargonium zonate spot virus
Mosquito Caratinga virgavirus
7 0i|9635455|ref[NP 059511.1] replicase Oat golden stripe virus Virgaviridae
75

99 Bromoviridae

gi|308125293|ref|YP 003915154.1| 129 kDa replicase Frangipani mosaic virus
0.1

Figura 24. Filogenia do novo virus identificado nas amostras de mosquitos da natureza.
Arvore filogenética construida utilizando os melhores hits segundo BlastP sugere que o MCV é um
virus da familia Virgaviridae.
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E importante ressaltar que todos os virus encontrados nos mosquitos individuais
de Caratinga apresentaram perfil de pequenos RNAs compativel com a ativagao da via
de siRNA (enriquecimento de pequenos RNAs com tamanho de 21 nt e cobertura
uniforme do genoma viral em ambas as fitas), o que é indicativo de infecgao produtiva
(Figura 25). Adicionalmente, consistente com o que foi visto em populagbes do Rio de
Janeiro do mosquitos Aedes aegypti, o PCLV em mosquitos de Caratinga também
apresenta forte ativacdo da via de piRNAs (Figura 20 e Figura 25). O MCV também

apresentou algum sinal de ativagdo da via de piRNAs embora néo tao claro como o PCLV

(Figura 25).
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Figura 25. Perfil dos pequenos RNAs derivados dos virus identificados em mosquitos de
campo. Azul e vermelho representam os pequenos RNAs na fita positiva e negativa,
respectivamente.

Em seguida, nés aplicamos a nossa estratégia baseada no perfil de tamanho dos
pequenos RNAs para tentar identificar contigs adicionais que apresentavam perfil similar
ao visto nos contigs do MCV, mas que nao foram caracterizados através de similaridade
sequéncia. Nos utilizamos todos os contigs ndo caracterizados montados na biblioteca
onde MCYV foi identificado o qual o tamanho do contig era maior que 245 nt, N50 dos

contigs virais montados na biblioteca. No total foram avaliados 28 contigs em conjunto
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com os contigs dos virus previamente identificados em mosquitos, PCLV, HTV e MCV,

além de contigs representantes de Animal, Bactéria e Fungo (Figura 26).
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Figura 26. O perfil de tamanho dos pequenos RNAs é capaz de identificar novos contigs
virais em amostra extraida de mosquito individual de campo. A Clusterizacao hierarquica foi
baseada na correlagdo de Pearson dos perfis de tamanho dos pequenos RNAs dos contigs
previamente caracterizados (preto) e contigs ndo caracterizados (cinza) oriundos da biblioteca
onde o MCV foi identificado, mostrado em forma de mapa de calor “heatmap”. Os clusters com
mais de um contig s&o indicados na barra vertical na esquerda e numerados de acordo com a
ordem em que eles aparecem de cima para baixo no heatmap.

Através da analise do perfil de pequenos RNAs dos contigs nao caracterizados
nos identificamos 21 novos contigs distribuidos em dois clusters (clusters 1 e 2) que
poderiam representar partes adicionais do genoma do MCV (Figura 26). Estes contigs
apresentaram correlacdo de Pearson maior que 0,85 com o perfil de sequéncias
caracterizadas do MCV. Os outros contigs ndo caracterizados ndo agruparam em

nenhum cluster de similaridade e apresentaram perfil de tamanho dos pequenos RNAs
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consistentes com piRNAs de mosquitos, o que indica que essas sequéncias
possivelmente representam regides repetitivas do genoma do mosquito (Figura 26). A
identificagdo de contigs adicionais derivados do virus € de extrema importancia, pois
facilita o desenho de primers e extensao do genoma viral, além de tornar possivel outras
analises como preferéncia de base e padrao de uso de cédons do virus.

Para avaliar a prevaléncia dos virus encontrados nos mosquitos de Caratinga,
cada biblioteca de pequenos RNAs foi mapeada contra as sequéncias identificadas do
PCLV, HTV e MCV. O numero de mapeamentos foi entdo normalizado de acordo com o
tamanho da biblioteca, assim tornando possivel a comparagao entre elas (Figura 27).

Com relacao a quantidade de sequéncias identificadas de cada virus, observou-se
um enriquecimento das sequéncias para sequéncias de origem do PCLV (Figura 27).
Isso pode acontecer devido ao fato de o PCLV ser o Unico que além de ativar a via de
siRNA, ativa também a via de piRNAs, responsavel por boa parte das sequéncias com
similaridade com o virus (Figura 25).

De forma interessante, mais de 90% das bibliotecas sequenciadas apresentaram
pequenos RNAs derivados de mais de um virus, sugerindo uma alta taxa de co-infecg¢édo
nos mosquitos individuais de campo. Os virus previamente identificados, PCLV e HTV
apresentaram a maior taxa de prevaléncia, 92% e 86% respectivamente. Adicionalmente,
o PCLYV foi encontrado em infecgdo Unica em mosquitos de campo, o que néo foi visto
para o HTV e MCV, encontrados apenas em mosquitos juntamente com o PCLV (Figura
20). Assim, a alta taxa de co-infegdo de mosquitos com o PCLV e HTV, pode sugerir que
ha alguma vantagem para ambos os virus indicando uma possivel associagéo ecologica
positiva. Adicionalmente, foi possivel encontrar a co-infecgao dos trés virus em um
mesmo mosquito sugerindo que eles ndo afetam negativamente uns aos outros (Figura

27).
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Figura 27. Variagao na deteccdo de RNAs virais nas bibliotecas derivadas de mosquitos
individuais de campo. Resumo do nimero de sequéncias virais encontradas nas bibliotecas de
pequenos RNAs de mosquitos por periodo de coleta normalizado pelo nimero de sequéncias

derivadas do hospedeiro.

Noés observamos que o PCLV e HTV foram encontrados em mosquitos coletados
em todas as estagdes do ano e em diferentes regides da cidade. O fato de os virus serem
encontrados com alta prevaléncias, nas diversas estagbes e em diferentes regides da
cidade reforca a ideia de que ambos facam parte do viroma residente dos mosquitos de
Caratinga (Figura 22). Em contraste, o MCV somente foi encontrado em um unico
mosquito indicando que ele provavelmente € um componente transiente ou oportunista
do viroma dos mosquitos de Caratinga (Figura 27). Vale ressaltar que os virus da familia
Virgaviridae geralmente tem como hospedeiro principal plantas e serem transmitidos
através de contato fisico ou utilizando fungos como vetores (Adams, Antoniw et al. 2009).
Contudo, nés ndo observamos contigs com similaridade significante com sequéncias
derivadas de plantas ou fungos na amostra onde o MCV foi encontrado (ver Figura 23,
biblioteca RKPM44). Adicionalmente, nés n&o encontramos na literatura nenhuma

evidéncia de mosquitos infectados por virus da familia Virgaviridae, apesar de mosquitos
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de ambos os sexos se alimentarem de seiva em algum momento do seu desenvolvimento
(Inouye 2010).

Todos os virus encontrados foram identificados em bibliotecas preparadas a partir
de mosquitos Aedes aegypti sugerindo que os virus poderiam ser especificos desta
espécie (Figura 23 e Figura 27). Nenhum contig ou sequéncia derivada de virus foram
encontradas na biblioteca derivada de Aedes albopictus, mas destacamos que
realizamos o sequenciamento de uma unica amostra derivada desta espécie. Assim,
outros experimentos com numero maior de individuos sdo necessarios para avaliar a
capacidade dos virus identificados de infectar mosquitos do género Aedes albopictus.

Por fim, é importante observar que o MCV, apesar da baixa prevaléncia e menor
quantidade de sequéncias geradas, foi passivel de identificacao e caracterizacéo através
da nossa estratégia (Figura 27). Dessa forma, nossos resultados sugerem que o pipeline
desenvolvido de identificagdo e caracterizagdo de novos virus utilizando o
sequenciamento de pequenos RNAs pode ser aplicada em amostras complexas como
mosquitos individuais capturados no campo. Nesse contexto, nossa estratégia se
apresenta como forte ferramenta de vigilancia para se caracterizar virus circulantes tanto
em condi¢cdes de laboratdrio quanto em condi¢gdes naturais, como mosquitos individuais

derivados diretamente da natureza.

5.4. Detecgao de virus em bibliotecas de pequenos RNAs de insetos, plantas e

vertebrados disponiveis em bancos de dados

Nos observamos que o nosso pipeline funcionou eficientemente na identificagao
de novos virus em bibliotecas de trés insetos de laboratério diferentes construidas por
nosso grupo. Adicionalmente, nosso pipeline se mostrou eficaz na caracterizagdo do
viroma de mosquitos individuais capturados na natureza. Contudo, através da utilizacao
do nosso pipeline em bibliotecas de insetos nds ainda ndo haviamos conseguido definir

as fronteiras e limitagbes da nossa estratégia. Assim, ndés decidimos avaliar o
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comportamento da nossa estratégia em bibliotecas publicadas de insetos de outros
laboratérios visando avaliar a eficiéncia e robustez da estratégia. Adicionalmente, para
avaliar a aplicabilidade da nossa estratégia nés ainda aplicamos o nosso pipeline de
identificagdo de virus em bibliotecas de pequenos RNAs derivadas de plantas e
vertebrados. Um resumo das bibliotecas publicadas utilizadas pode ser visto na Tabela

10.
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Tabela 10. Resumo das bibliotecas de RNA publicas analisadas nesse trabalho.

# sequéncias

Tamanho

#contigs

Biblioteca ID SRA Inf(_ec_:g_éo #tOtAaI d_e mapeadas # sequéncias # contigs NS0 maior similaridade
artificial sequéncias . processadas (nt) . .
hospedeiro contig (nt) virus
Células U4.4 SRR389184  SINV-GFP 27,997,328 20,467,497 6,689,669 1,086 72 1,273 95
Células Aag?2 SRR389187  SINV-GFP 35,569,242 21,247,368 9,316,546 763 87 1,874 79
Mosquitos SRR400496  SINV 4,238,851 2,980,359 1,300,122 226 197 7,361 9
Mosquitoes SRR400497  SINV-NoVB2 3,522,010 2,874,099 689,541 219 74 201 67
Arabidopsis folhas SRR1561607  TuMV 15,841,206 6,269,276 6,532,498 75 2,896 7,706 2
Células Garoupa GP SRR096455  SGIV 7,246,099 4,742,849 936,104 147 64 154 22
Pulmao de camundongo SRX377856  SARS-CoV 44,436,105 37,200,539 6,835,566 528,894 36 291 0
Pulmao de camundongo SRR452408  SARS-CoV 22,665,163 16,979,135 2,914,479 924 66 429 140
Pulmao de camundongo SRR452409 - 24,311,834 17,067,263 3,123,142 757 57 212 0
Células ES de SRR640604  EMCV 64,913,697 34,379,621 13,095,769 898 62 255 69
camundongo
Células ES de SRR640602 - 56,784,360 33,088,484 12,742,698 867 61 293 0
camundongo
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5.4.1 Detecgdo de virus em amostras de insetos

Para confirmar a eficiéncia e robustez da nossa estratégia nés decidimos estender
a nossa validagdo analisando 4 bibliotecas publicas de pequenos RNAs derivadas de
insetos construidas a partir de mosquitos adultos e linhagens celulares infectadas com
SINV (Tabela 10) (Myles, Wiley et al. 2008, Vodovar, Bronkhorst et al. 2012). Buscas
através de similaridade de sequéncia mostraram que sequéncias virais representaram
10.9% dos contigs montados nos dados analisados (Figura 28A). A diferenca entre
contigs virais e nao-virais foi significante na maioria dos dos casos com excegdo dos
mosquitos infectados com o SINV recombinante (SINV-B2) que codifica a proteina B2 do
FHV que quase que completamente bloqueia a via de RNAi (Figura 28B) (Adelman,
Anderson et al. 2012). Porém, sequéncia derivadas do SINV foram detectadas em todos
conjuntos de contigs montados a partir de todas as bibliotecas de inseto, incluindo a
biblioteca com SINV-B2 onde a via de RNAI foi inibida. Esse resultado sugeriu que
pequenos RNAs derivados de virus produzidos pela maquinaria de RNAIi do hospedeiro
sao importantes, mas n&o essenciais para a montagem de contigs virais. Nossa
estratégia também foi capaz de detectar a presenca de diversos contigs derivados de
virus que nao foram reportadas no momento da primeira publicacdo. Nés detectamos
contigs derivados de Aedes aegypti densovirus 2 (AaDV2), Mosquito X virus (MXV) e Cell
fusion agent virus (CFAV) em células Aag2, MXV e Insect Iridescent virus- 6 (1IV6) em
células U4.4 e Mosquito nodavirus (MNV) em mosquitos adultos (Tabela 11).
Notavelmente, nos identificamos uma sequéncia de 1.130 nt correspondendo ao MNV
que foi originalmente identificado por outro pipeline de identificagdo de virus baseado em
pequenos RNAs em bibliotecas de mosquito adulto (Wu, Luo et al. 2010). Utilizando o
mesmo conjunto de dados, nossa estratégia montou um contig de 1.994 nt (AaeS.82) que
estendeu em mais de 800 nt a sequéncia original do MNV previamente publicada (Figura
28C). Essa sequéncia derivada do MNV de 1.994 nt contém a ORF original codificando

uma proteina de capsideo e uma adicional ORF incompleta predita codificar uma proteina
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com dominio RdRP_3 (PF00998) (Figura 28C). Adicionalmente, nés detectamos um
contig viral de 1.702 nt (AaeS.81) que mostrou similaridade significante com Melo
necroética spot virus, um membro da familia Tombusviridae (Tabela 11). O contig AaeS.81
tem uma ORF complete de 397 aminoacidos e uma segunda ORF incompletas que
contém um dominio RdRP_3 (PF00998), o mesmo dominio encontrado no contig de
1.994 nt do MNV (Figura 28C). O perfil de tamanho dos pequenos RNAs do contig
AaeS.81 e MNV (AaeS.82) apresentaram alta correlagdo, > 0.998 (Figura 28D). Esses
resultados sugeriram que os contig do MNV de 1.994 nt e AaeS.81 poderiam representar
diferentes fragmentos do mesmo genoma viral (Figura 28C). Reforcando a nossa
hipotese, o contig AaeS.91 e MNV (AaeS.82) foram somente encontrados na mesma

biblioteca preparada a partir de mosquitos adultos infectados com SINV.
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Tabela 11. Resumo dos virus identificados em bibliotecas publicas de pequenos RNAs.

Origem da

Maior

ID SRA Familia viral Virus sequéncia Estratégia contig Numgro Melhor hit E-value Numero de
/Amostra . de hits acesso
viral (nt)
SRR389184/  Togaviridae  Sindbis virus infecgao blastx 1.128 3g  nonstructural polyprotein 0.0 AAA96975.1
Aedes experimental [Sindbis virus]
albopictus Iridoviridae Insect iridescent virus-6 desconhecido  blastx 73 1 1IV6 genome 1,00E-07 AF303741.1
célul 5 s Udd Birnaviridae Mosquitoe X virus desconhecido  blastx 195 54 polyprotein [Mosquitoe x virus] 4,00E-39 AFU34333.1
+ SINV-GF.P unkonwn Unknown (contig U4.4.84) desconhecido  padréo 390 1 - - -
unknown Unknown (contig U4.4.85) desconhecido  padréo 363 1 - - -
Flaviviidae ~ Cell fusing agent virus desconhecido  blastx 203 47 sicilafgrotem [Cellfusing agent 3 hoe 11 p33515.1
SRR389187/  Bimaviridae  Mosquitoe X virus desconhecido  blastx 87 10 si‘:tast]"’e VP1 [Mosquitoe x 2,00E-10  AFU34334.1
Aedes . =
aegypti Togaviridae Sindbis virus g‘)‘:gg‘fﬁrﬁemal blastx 1.874 18 polyprotein [Sindbis virus] 0.0 ACU25468.1
células Aag2 . .
+SINV-GFP  Parvoviridae ’gedes aegypti densovirus oo onhecido  blastx 52 1 Aedes aegypti densovirus 2 500E-08 NC_012636.1
Togaviridae ~ Sindbis virus infecgao blastx 7.361 2 nonstructural polyprotein 0.0 AAA9E974.1
experimental [Sindbis virus]
. . . . coat protein [Mosquito 1,00E-
SRR400496/ Nodaviridae Mosquito nodavirus desconhecido  blastx 1,943 2 nodavirus MNV-1] 161 ACY74430.1
a;“;}jﬁf . ngg‘gtz") nodavirus (contig — osconhecido  blast 1.729* 2 p89 [Melo necrética spot virus] ~ 8,00E-09  AGO36278.1
SINV X::glgg nodavirus (contig desconhecido  padréo 709 1 - - -
SRR400497/
Aedes Togaviridae Sindbis virus infecgao blastx 169 65 polyprotein [Sindbis virus] 3,00E-32  BAH70330.1
aegypti + experimental
SINV-B2
SRR1561607 infeccdo olyprotein [Reporter vector
| Arabidopsis  Potyviridae Turnip mosaic virus ¢ blastn 7.771 3 polyp p 0 ABK27329.1
+ TuMV experimental pCBTuMV-GFP]
SRR096435 / Singapore grouper infecgao Singapore grouper iridovirus
Ga:osugﬁlGP Iridoviridae iridovirus experimental blastn 112 22 complete genome 1,00E-17 AY521625.1
SRR452408 /
Pulmao de . Severe acute respiratory infeccdo SARS coronavirus, complete )
camundongo Coronaviridae syndrome coronavirus experimental blastn 335 137 genome 8,00E-90 JIN854286.1
+ SARS-CoV
SRR640604 /
CélulasES o - irigae ~ ENCOPhalomyocarditis infecgao blastn 243 56  |olyprotein .y 2E-49  ACI47517.1
camundongo virus experimental [Encephalomyocarditis virus]
+ EMCV
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Figura 28. Detecgdo de virus baseada no sequenciamento em larga escala de pequenos
RNAs é aplicavel a animais e plantas. (A) Porcentagem dos contigs montados a partir de
bibliotecas publicas de pequenos RNAs de insetos, vertebrados e plantas com similaridade
significante contra sequéncias em bancos de dados de referéncia. A origem dos contigs foi
classificada por Taxon incluido sequencias “Desconhecidas”. (B) Distribuicdo de tamanho dos
contigs correspondentes a viral (vermelho), ndo viral (azul) ou desconhecidas (cinza) em cada
biblioteca. P-values das diferengas entre os tamanhos dos contigs foram calculados utilizando
test t de Student e indicados na figura. (C) Organizagéo hipotética do genoma do MNV baseada
nas analises de ORF e pequenos RNAs dos contigs AaeS.81, AaeS.82 d AaeS.83 identificados
nesse trabalho. (D) Clusterizagdo hierarquica dos contigs virais e ndo virais montados nas
bibliotecas publicas. A clusterizagado foi baseada em correlagcdo de Pearson do perfil de tamanho
dos pequenos RNAs mostrado como forma de mapa de calor ‘heatmap’. Clusters com mais de
um elemento foram indicados na barra vertical da esquerda definidos através de correlagdo de
Pearson acima de 0.8. O subcluster destacado em vermelho contém o perfil de pequenos RNAs
de contigs que mostraram correlagédo de Pearson acima de 0,998.
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Nas bibliotecas publicas de pequenos RNAs derivados de insetos nossa
estratégia também montou um total de 1.673 contigs ndo-caracterizados. Os perfis de
pequenos RNAs foram analisados para 8 contigs com tamanho maior que o N50
observado para contigs virais (208 nt). Analisando o perfil de tamanho dos pequenos
RNAs, a maioria dos contigs virais identificados nos conjuntos de dados publicados
foram agrupados em um Unico cluster apresentando pico de tamanho de 21 nt,
consistente com siRNAs canénicos (Figura 28D). Diferente do que foi visto para as
bibliotecas sequenciadas de pools Aedes, Drosophila e Lutzomyia nesse trabalho,
houve uma auséncia de diversidade no perfil de pequenos RNAs. Esse resultado pode
ser explicado pela alta homogeneidade dos conjuntos de dados publicos de insetos
analisados que s&o principalmente derivados de mosquitos.

Avaliando os 8 contigs ndo caracterizados, um contigs de 709 nt (AaeS.83)
apresentou perfil de tamanho dos pequenos RNAs similar ao MNV (AaeS.82) e AaeS.81
e foram agrupados no mesmo cluster com alta correlagédo, > 0.998. Levando em conta
todos esses resultados, nés especulamos que o contig AaeS.83 pode representar um
outro fragmento do genoma do MNV que estenderia o contig AaeS.81 (como sugerido
na Figura 28C). Dois dos contigs nao caracterizados de 390 e 363 nt derivados de
células U4.4 apresentaram perfil de tamanho dos pequenos RNAs similar com diversos
virus os quais foram agrupados juntos (Figura 28D).

O contig U4.4.84 foi predito codificar duas ORFs incompletas, onde uma delas
apresentou similaridade limitada com o Megavirus terra 1 da superfamilia Megavirales
(Figura 29A). Avaliando o perfil de tamanho dos pequenos RNAs, eles apresentam alta
correlacédo, o que sugeri que o U4.4.84 e U4.4.83 podem ter a mesma origem. NOs
ainda encontramos pequenos RNAs derivados dos contigs U4.4.84 e U4.4.85 na
biblioteca de pequenos RNAs preparado a partir de células Aag2 do mesmo laboratério

onde foi preparado a biblioteca de células U4.4 (Figura 29B). Essas observagdes
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sugeriram esses contigs poderiam ser derivados de um virus que contaminou ambas as
culturas células, visto que os pequenos RNAs derivados dos contigs U4.4.84 e U4.4.85
nao foram observados em células Aag2 do nosso laboratério (dados ndo mostrados).
Os outros 5 contigs nao caracterizados foram montados a partir da biblioteca de células
Aag2 mas apresentaram perfil de pequenos RNAs consistente com piRNAs, sugerindo
que esses contigs provavelmente representam regides repetitivas n&o presentes no

genoma do mosquito.

Contig U4.4.84
+3 , ORF1(1-140) ORF2 (213-394) }
— .
Contig U4.4.85 genoma [Megavirus terra 1] (360-394)
+2 4 ORF (1-213) |
B,
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Figura 29. Estrutura de ORFs e perfil de pequenos RNAs das sequéncias virais nao
caracterizadas identificadas em bibliotecas de pequenos RNAs de células U4.4. (A) Contigs
U4.4.84 e U4.4.85 apresentam ORFs incompletas e nenhum dominio conservado. A segunda
ORF incompleta do contig U4.4.84 apresenta similaridade com Megavirus terra 1. (B) Pequenos
RNAs com perfil canbnico de siRNAs mapeados nos contigs U4.4.84 e U4.4.85 sdo também
encontrados na biblioteca derivada de células Aag2 oriundas do mesmo laboratério.
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5.4.2. Detecgédo de virus em amostras de plantas e animais vertebrados

Com o objetivo de aprofundar os testes da nossa estratégia nés analisamos
bibliotecas de pequenos RNAs preparadas a partir de folhas de Arabidopsis thaliana
infectada com Turnip mosaic virus (TuMV), células GP derivadas do peixe garoupa
infectadas com Singapore grouper iridovirus (SGIV), pulm&o de camundongos infectado
com Severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) e células tronco
embrionarias de camundongo infectadas com Encephalomyocarditis virus (EMCV)
(Peng, Gralinski et al. 2011, Yan, Cui et al. 2011, Maillard, Ciaudo et al. 2013, Cao, Du
et al. 2014) (Tabela 10). As amostras infectadas com virus conhecidos foram
selecionadas para prover prova de conceito de detecgao destes virus em amostras de
vertebrados e plantas. Apesar do perfil de pequenos RNAs ser diverso, contigs
correspondendo a cada virus foram montados e eficientemente detectados a partir de
estratégias baseadas em similaridade de sequéncia nas respectivas amostras
infectadas (Figura 28D e Figura 30A). Notavelmente, sequéncias virais montadas a
partir da amostra de Arabidopsis apresentaram tamanho de contigs entre os maiores
dentre todos os contigs montados nas bibliotecas analisadas neste trabalho (Figura
28B). Este fenbmeno provavelmente é resultado da eficiente producdo de pequenos
RNAs derivados de virus pela maquinaria de RNAi de plantas que favorece a montagem
de contigs virais longos (Figura 30A) (Kreuze, Perez et al. 2009, Pumplin and Voinnet

2013).

93



.
w
o

S 8 400 Il Longos RNAs [lireads [ contigs
pequenos 2_ Pequenos RNAs 21
o] 3| RNAs 8F 300 a ] u72 ’
o 5 S>> 8 1e+071 1e+05-(1.1)
=| ® |longos C‘> [5] (17.1)
S|y '\? o3 c
3| < |RNAs g 5000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000 oG 200 $>
Py X X X E 8 . n' > Q 1e+051
3 S8 100 29 M &R
S EMCV ! o< ' m% 1e+03- (0.1)
2 2,000 4,000 6,000 8000 EPD 4 oL
g \ g N %) 1e+01+
5] TuMV @ ) ) O 1e+017
(&) 0 1,500 3,000 4,500 6,000 7,500 9,000 10,500 + < <C < < £
s wZ Z ,Z Z = o' o
SGIV oy o S ¥ z ca o,
L 0 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000 ‘g » 28 g » -g » 8’2 ng
Sequéncia de referéncia (nt) 885 s = §> 3 g Qx 3
c O = o]
2 ?'; g 3 o
= 3

Figura 30. A fracdao de pequenos RNAs favorece a montagem de contigs virais em
comparacgéao aos longos RNAs. (A) Cobertura do genoma de SARS-CoV, EMCV, TuMV e SGIV
a partir dos contigs montados nas bibliotecas de pulmdo de camundongo, células ES, folhas de
Arabidopsis e células GP de garoupa, respectivamente. (B) Distribuicdo de tamanho dos contigs
e sequéncias brutas derivadas do SARS-CoV nas bibliotecas de RNAs longos (preto) ou
pequenos (cinza) RNAs de pulmdo de camundongos infectados. (C) Numero de sequéncias
brutas e contigs derivados do virus nas bibliotecas de longos e pequenos RNAs preparadas de
pulmdo de camundongos infectados com SARS-CoV. O numero acima das barras indica a
porcentagem de sequéncias virais e contigs relativos ao total. Enriquecimento ou deplecdo de
contigs virais em comparagao a sequéncias brutas ¢ também indicado.

Em contraste com o que € visto em Arabidopsis, contigs virais derivados de
bibliotecas de camundongo e peixe estdo entre os menores contigs virais montados
(Figura 28B). Esse resultado sugeri que contigs virais montados a partir de pequenos
RNAs em animais vertebrados ndo é tdo eficiente quanto em insetos e plantas.
Contudo, contigs foram montados e permitiram a identificagdo de virus em todas as
bibliotecas de pequenos RNAs de peixe e camundongo. Na amostra derivada de células
GP, os menores tamanhos vistos pra os contigs derivados do SGIV poderiam ser
parcialmente explicados pela restrita geracdo de dsRNA durante o ciclo de replicagéo
de virus dsDNA (Kemp, Mueller et al. 2013). Adicionalmente, os resultados obtidos com
as bibliotecas de pequenos RNAs de camundongo sugerem que a ativacdo da via de
RNAI ndo é essencial para permitir a montagem de contigs virais.

Na biblioteca de células ES, onde a via de RNAI é ativada, foi possivel montar e
identificar contigs derivados do EMCV (Maillard, Ciaudo et al. 2013). Em contraste,

contigs do SARS-CoV foram montados a partir dos pequenos RNAs derivados das
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amostras de pulmdo de camundongo, pequenos RNAs estes que provavelmente sao
gerados a partir da agcdo de RNAses (Figura 30A) (Peng, Gralinski et al. 2011). E
importante ressaltar que a RNAse L € um importante fator antiviral que pode degradar
RNAs virais em células de mamifero independentemente de RNAi (Girardi, Chane-
Woon-Ming et al. 2013). Com relagdo a distribuicdo de tamanho dos contigs virais e
numero de pequenos RNAs, o EMCV e SARS-CoV apresentaram métricas similares
(Figura 28B e Figura 30A). Este resultado sugere que os pequenos RNAs gerados pela
via de RNAI ou resultantes de degradacao por outras RNAses permitem eficiéncia
similar na montagem de contigs virais nas amostras de camundongo.

Aproveitando a disponibilidade de dados, nds também decidimos utilizar os
dados publicos para tentar reforgar a nossa hipotese que a fragdo de pequenos RNAs
enriquece a montagem de contigs para sequéncias virais em comparacao a fragao de
longos RNAs. Para isso nds avaliamos a identificagdo de contigs virais a partir do
sequenciamento de fragdes diferente de RNAs preparados a partir de amostras de
pulmdo de camundongos infectados com SARS-CoV (Peng, Gralinski et al. 2011,
Josset, Tchitchek et al. 2014). Contigs do SARS-CoV montados a partir dos pequenos e
longos RNAs apresentam distribuicdo de tamanho similar, apesar do tamanho e numero
maior de sequéncias observados na biblioteca preparada a partir de longos RNAs
(Figura 30A e B). As bibliotecas de pequenos RNAs apresentaram mais de 20 vezes de
enriquecimento para sequéncias virais quando comparado a geracdo de contigs e
sequéncias derivadas do virus (Figura 30C). Em contraste, n6s observamos uma
diminuicdo de 172 vezes na porcentagem de sequéncias virais detectadas nos contigs
montados quando comparado a sequéncias derivadas do virus na biblioteca de longos
RNAS (Figura 30C). Assim, a montagem de contigs a partir dos pequenos RNAs
favorece a montagem de contigs do SARS-CoV quando em comparagdo aos longos

RNAs, mesmo quando n&o € observada uma ativacdo clara da via de RNAi em
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amostras de pulmdo de camundongo. Esses resultados preliminares indicam que os
pequenos RNAs apresentam enriquecimento para sequéncias virais e podem ser
utilizados para a montagem de contigs n&o s6 em insetos, mas também em plantas e
mamiferos.

Contudo, apesar de conseguir montar contigs derivados de virus, nés montamos
poucos contigs que nao foram caracterizados nas bibliotecas de camundongo, peixe e
plantas (Figura 28 A e B).

Assim, nossa estratégia de utilizacdo do perfil de tamanho dos pequenos RNAs
para caracterizagdo de contigs ndo caracterizados ndo pode ser propriamente testada
nessas amostras. E importante ressaltar que mais testes sdo necessarios para avaliar a
aplicabilidade da nossa estratégia baseada em padrdo em amostras derivadas de
plantas e animais vertebrados. Contudo, os nossos resultados sugerem que o
sequenciamento de bibliotecas de pequenos RNAs também pode ser aplicado para o
monitoramento de virus circulantes ndo sé em insetos, mas também em plantas e

vertebrados.
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6. Conclusoes

1 - O sequenciamento em larga escala de pequenos RNAs otimiza a detecgédo de

contigs derivados de virus quando comparado com o sequenciamento de longos RNAs;

2 - O padrao de pequenos RNAs permite a identificacdo de sequéncias virais nao

caracterizadas através de similaridade de sequéncias;

3 - O perfil e padrao molecular dos pequenos RNAs permite inferir aspectos da biologia

do virus, tais como estrutura do genoma, tropismo tecidual e estratégia de replicacao;

4 - O pipeline desenvolvido de caracterizagdo de sequéncias virais identificou 6 novos

virus em populagdes de laboratério de Drosophila, Aedes e Lutzomyia;

5 - Analise temporal/espacial do viroma de mosquitos Aedes na cidade de Caratinga

identificou 3 virus como componentes do viroma,;

6 - O PCLV e HTV séao virus com alta prevaléncia em populagbes de mosquitos no

Brasil;
7 - A estratégia desenvolvida de identificagcao e caracterizagdo de novos virus a partir do

sequenciamento de pequenos RNAs pode ser aplicado para plantas e animais

vertebrados;
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7. Perspectivas

1 - Avaliar a aplicacdo do nosso pipeline de identificagdo e caracterizacdo de

sequéncias virais em outros organismos vertebrados e invertebrados;

2 - Isolar e caracterizar biologicamente os novos virus identificados e verificar uma

possivel interferéncia na transmissao de outros patdgenos pelos insetos vetores;

3 - Estudar a importancia da via de piRNAs em mosquitos para o combate a infecgao
pelo PCLV;

4 - Avaliar a prevaléncia dos virus identificados nas bibliotecas de pequenos RNAs de
mosquitos individuais de campo em todos os mosquitos individuais coletados na cidade

de Caratinga;

5 - Correlacionar a presenga dos virus encontrados em mosquitos individuais de campo

com dados de sazonalidade e presenca de Dengue;
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ABSTRACT

Virus surveillance in vector insects is potentially of
great benefit to public health. Large-scale sequenc-
ing of small and long RNAs has previously been used
to detect viruses, but without any formal comparison
of different strategies. Furthermore, the identifica-
tion of viral sequences largely depends on similar-
ity searches against reference databases. Here, we
developed a sequence-independent strategy based
on virus-derived small RNAs produced by the host
response, such as the RNA interference pathway.
In insects, we compared sequences of small and
long RNAs, demonstrating that viral sequences are
enriched in the small RNA fraction. We also noted
that the small RNA size profile is a unique signa-
ture for each virus and can be used to identify novel
viral sequences without known relatives in refer-
ence databases. Using this strategy, we character-
ized six novel viruses in the viromes of laboratory
fruit flies and wild populations of two insect vec-
tors: mosquitoes and sandflies. We also show that
the small RNA profile could be used to infer viral
tropism for ovaries among other aspects of virus bi-
ology. Additionally, our results suggest that virus de-
tection utilizing small RNAs can also be applied to

vertebrates, although not as efficiently as to plants
and insects.

INTRODUCTION

Viruses are highly abundant in most biological systems and
are characterized by an extraordinary diversity (1). Large-
scale sequencing of RNA and DNA has been commonly
used in metagenomic studies to assess the genetic diver-
sity of viruses in a biological sample, referred to as the vi-
rome (1-5). In some cases, sample manipulation prior to
sequencing, such as centrifugation and column filtration,
are applied in order to enrich for viral sequences although
such techniques can sometimes lead to contamination (6—
8). Thus, direct nucleic acid extraction with few or no sam-
ple manipulation steps is the preferred strategy to minimize
external contamination. However, the lack of viral enrich-
ment may sometimes result in a majority of non-viral se-
quences in the library (9). Whether or not enrichment is em-
ployed, virus identification by metagenomics is inherently
limited since it mostly relies on sequence similarity com-
parisons against reference databases. New strategies need
to be developed to improve virus detection and help charac-
terize novel unknown sequences commonly found in large-
scale sequencing studies that are sometimes referred to as
the ‘dark matter’ of metagenomics (10,11).

The characterization of insect viromes has particular
public health significance since mosquitoes and other in-
sect species can transmit human viral pathogens, such as
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Dengue virus and Chikungunya virus (12,13). Sequencing of
small or long RNAs has been used to identify viruses in in-
sects, although the potential advantages and disadvantages
of each strategy are unclear (7,9,14-17). Notably, while long
RNAs are direct products of viral replication and transcrip-
tion, the biogenesis of small RNAs involves further process-
ing of viral RNA products by host antiviral pathways such
as RNA interference (RNAI). In insects and most animals,
there are at least three different RNAi pathways that involve
the production of distinct types of small RNAs, namely
microRNAs (miRNAs), piwi-interacting RNAs (piRNAs)
and small interfering RNAs (siRNAs). Each type of small
RNA has a unique size distribution and nucleotide prefer-
ence related to the RNAIi pathway to which it belongs. In
insects, RNA byproducts of viral replication can trigger the
production of virus-derived small RNAs of length 21 and
24-29 nt, suggesting the activation of siRNA and piRNA
pathways, respectively (15,18-21). Virus-derived siRNAs
originate uniformly from both strands of genomes by pro-
cessing of viral double-stranded RNA (dsRNA) generated
in infected cells (18,22). The siRNA pathway is a major an-
tiviral response against viruses containing DNA or RNA
genomes since dSRNA seems to be a common by-product of
viral replication (20,22-26). In contrast, virus-derived piR-
NAs that normally show a less uniform genome coverage
can be generated from single-stranded RNA precursors but
their function in controlling infection is less clear (20,21).
Virus-derived siRNAs and piRNAs will associate with arg-
onaute proteins to form the RNA-induced silencing com-
plex that degrades complementary viral RNAs (18,22,23).
In contrast to siRNAs and piRNAs, miRNAs are mostly
derived from specific non-coding loci in the host genome
and have no direct role in silencing of viral transcripts.
Viruses can sometimes produce their own miRNAs but this
seems to be mostly restricted to DNA viruses that infect ver-
tebrate animals (27). In addition to the siRNA and piRNA
pathways, other unrelated mechanisms can also generate
virus-derived small RNAs from the degradation of viral
RNAs, such as RNase L in mammals (28).

Here, we took advantage of the production of virus-
derived small RNAs by the host response, to identify viruses
within laboratory stocks of Drosophila melanogaster and
wild populations of Aedes aegypti and Lutzomyia longi-
palpis. We show that small RNAs are relatively enriched
and favour the detection of viral sequences compared to
long RNAs in the same sample. This suggests that the
production of virus-derived small RNAs by host antivi-
ral pathways causes an enrichment of viral sequences in
small RNAs compared to long RNAs. Moreover, we show
that the size profile of small RNAs produced by host path-
ways is unique to each virus and can be used as a sig-
nature to classify and identify viral contigs independent
of sequence similarity comparisons to known references.
This pattern-based strategy overcomes a severe limitation of
metagenomic approaches, allowing identification of novel
viral contigs, which otherwise would have escaped detec-
tion by sequence-based methods. In addition, we noted that
the small RNA profile could reflect aspects of virus biol-
ogy since the activation of RNA1 pathways is affected by vi-
ral genome structure and tissue tropism. We show that the
profile of virus-derived small RNAs consistent with activa-

tion of the piRNA pathway in the germline, was success-
fully used to infer viral infection of mosquito ovaries. Using
this small RNA based approach, we identified novel viruses
from the Bunyaviridae, Reoviridae and Nodaviridae families
that compose the virome of wild and laboratory insect pop-
ulations. Using published small RNA datasets, we show that
this strategy can also be broadly employed for the detection
of viruses in animals and plants, although in vertebrates this
application requires further validation.

MATERIALS AND METHODS
Sample processing and nucleic acid extraction

Aedes aegypti mosquitoes used on the experiments were ob-
tained from laboratory colonies established from eggs col-
lected in three neighbourhoods of Rio de Janeiro (Humaita,
Tubiacanga and Belford Roxo), in southeastern Brazil. Lab-
oratory colonies of L. longipalpis sandflies were derived
from wild-caught animals captured in the city of Teresina,
in northeastern Brazil. Drosophila libraries were prepared
from wild-type laboratory stocks that were infected with
Vesicular stomatitis virus, Drosophila C virus or Sindbis
virus as described previously (29). Individual or pooled in-
sects were anesthetized with carbon monoxide and directly
ground in Trizol using glass beads. Ovaries were dissected
from female mosquitoes and directly homogenized in Trizol
reagent using a pipette. Total RNA or DNA was extracted
using Trizol according to the manufacturer’s protocol (In-
vitrogen).

RNA library construction

Total RNA extracted from three separate pools of
mosquitoes, sandflies and fruit flies were used to construct
independent small RNA libraries. In the case of mosquitoes,
the same total RNA was used to also construct three in-
dependent long RNA libraries. Small RNAs were selected
by size (~18-30 nt) on a denaturing PAGE before being
used for construction of libraries as previously described
(30). Long RNA libraries were constructed from total RNA
that was poly(A) enriched and depleted for ribosomal RNA
(rRNA) using a TruSeq Stranded Total RNA kit accord-
ing to the manufacturer’s protocol (Illumina). Sequencing
was performed by the IGBMC Microarray and Sequencing
platform, a member of the ‘France Génomique’ consortium
(ANR-10-INBS-0009). Sequence strategy was 1 x 50 base
pairs (bp) for small RNAs libraries and 2 x 100 bp (forward
and reverse sequencing) resulting in an average read length
of 190 nt total.

Pre-processing of RNA libraries

Raw sequenced reads from small RNA libraries were
submitted to quality filtering and adaptor trimming us-
ing fastx_quality_filter and fastq_clipper respectively, both
part of the fastx-toolkit package (version 0.0.14) (http://
hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html). Small RNA
reads with phred quality below 20, shorter than 15 nt af-
ter trimming of adaptors or containing ambiguous bases,
were discarded. In the case of long RNA libraries, raw
sequenced reads were submitted to quality filtering using
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fastx_quality_filter. Reads with phred quality below 20 or
containing ambiguous bases were discarded. Remaining se-
quences from small or long RNA libraries were mapped
to reference sequences from transposable elements, bacte-
rial genomes (2739 complete genomes deposited in Gen-
bank) and host genomes (L. longipalpis, A. aegypti and D.
melanogaster) using Bowtie (version 1.1.1) for small RNA
libraries or Bowtie2 (version 2.2.4) for long RNA libraries
(one mismatch allowed) (31,32). The Drosophila genome
(version v5.44) was downloaded from flybase.org. The lat-
est versions of mosquito (Liverpool strain L3) and sandfly
(Jacobina strain J1) genomes were downloaded from Vec-
torBase (https://www.vectorbase.org/). Sequences of trans-
posable elements were obtained from TEfam (http://tefam.
biochem.vt.edu/tefam/). Remaining sequenced reads that
did not map to transposable elements, host or bacterial
genomes, referred to as processed reads, were used for con-
tig assembly and subsequent analysis.

Contig assembly strategy

Processed reads were utilized for contig assembly using Vel-
vet (version 1.0.13) (33). Assembly was performed in paral-
lel using different strategies for each library. For small RNA
libraries, we performed contig assembly using different size
ranges of small RNA reads (20-23, 24-30 and 20-30 nt). In
each case, parallel assembly strategies were performed us-
ing a fixed k-mer value (k-mer 15) with default parameters
or a k-mer value between 15 and 31 defined automatically
by VelvetOptimser (version 2.2.5) (http://bioinformatics.
net.au/software.velvetoptimiser.shtml). For long RNA li-
braries, contig assembly was performed using a fixed k-mer
value (k-mer 31) or an automatically defined k-mer value
from 15 to 91. For each library, results from parallel contig
assembly strategies were merged using CAP3 (version date
12-21-07) with max gap length in overlap of 2 and overlap
length cutoff of 20 (34). Results from assembly strategies
utilizing different size ranges of small RNAs were also com-
bined using CAP3. Removal of redundant contig sequences
was performed using BLASTClust program within the stan-
dalone BLAST package (version 4.0d) (35), requiring 50%
of length with at least 50% of identity between contigs. Non-
redundant contigs larger than 50 nt received specific IDs to
indicate their origin and were further characterized.

Sequence-based characterization of contigs

Assembled contigs were characterized by sequence similar-
ity (nucleotide and protein) to known sequences, with anal-
ysis of conserved domains if detected, and also examined
for the presence of ORFs. We used BLAST for sequence
similarity searches against non-redundant NCBI databases
(nucleotides and protein). InterproScan (version 5.3-46.0)
(36) and HMMer (version 3.0) (37) were used to verify the
presence of open reading frames (ORFs) and conserved do-
mains and the Pfam database (version 27.0) (38) to analyse
protein domains. Hits with an E-value smaller than le~> for
nucleotide comparison or le~3 for protein comparison were
considered significant. Viral genomic segments were classi-
fied as described (39).
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Analysis of small RNA profiles

For pattern-based analysis, processed small RNA reads
were mapped against contig or reference sequences using
Bowtie allowing one mismatch. Small RNA size profile was
calculated as the frequency of each small RNA read size
from 15-35 nt mapped on the reference genome or con-
tig sequence considering each polarity separately. We used
a Z-score to normalize the small RNA size profile and to
plot heatmaps for each contig or reference sequence using
R (version 3.0.3) with gplots package (version 2.16.0). To
evaluate the relationship between small RNA profiles from
different contig or reference sequences, we computed the
Pearson correlation (confidence interval >95%) of the Z-
score values. Similarities between small RNA profiles were
defined using hierarchical clustering with UPGMA as the
linkage criterion. Groups of sequences with more than one
element with at least 0.8 of Pearson correlation between
each other were assigned to clusters. The density of small
RNA coverage was calculated as the number of times that
small RNA reads covered each nucleotide on the reference
genome or contig sequence. Small RNA size profile and
density of coverage were calculated using in-house Perl (ver-
sion 5.12.4) scripts using BioPerl (version 1.6.923) and plot-
ted using R with ggplot2 (version 1.0.1).

RT-PCR and Sanger sequencing

About 200 ng of total RNA extracted from insects was re-
verse transcribed into cDNA using MMLV reverse tran-
scriptase. cDNA or DNA were subjected to polymerase
chain reaction (PCR) reactions using specific primers.
Oligonucleotide primers are listed in Supplementary Table
S1 and were designed according to contig sequences ob-
tained from our assembly pipeline. PCR products were sub-
jected to direct Sanger sequencing.

RESULTS
Optimizing contig assembly from small RNA sequences

Large scale sequencing of small RNAs has been used for
virus identification in insects and plants (15,16). Thus, we
constructed small RNA libraries from laboratory stocks
of D. melanogaster and wild populations of A. aegypti
mosquitoes and L. longipalpis sandflies, two important
vectors for human pathogens (Supplementary Table S2).
Drosophila libraries were prepared from laboratory strains
infected with three distinct viruses, Drosophila C virus
(DCYV), Sindbis virus (SINV) and Vesicular stomatitis virus
(VSV) in order to help optimize our virus detection pipeline
for small RNA sequences. Small RNA libraries were pre-
pared from whole insects with no sample manipulation
prior to RNA extraction to minimize risks of sample con-
tamination in the laboratory, which is essential when pro-
cessing field samples. After sequencing of small RNA li-
braries, data were processed to enrich for potential viral se-
quences by removing sequences derived from host and bac-
terial genomes. Host sequences corresponded to the vast
majority of small RNAs (73-92%) in our libraries but a
substantial percentage of sequences (3.4-14% of libraries)
remained after these processing steps (Figure 1). However,
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Figure 1. Overview of the pipeline for virus detection based on long and small RNAs. Different RNA fractions were utilized for the construction of small
and long RNA libraries. Sequenced reads were processed to enrich for potential virus sequences. Processed reads were then utilized for contig assembly
and extension. Contigs were characterized using both sequence-based and pattern-based strategies. Viral contigs were further validated by RT-PCR and
Sanger sequencing. See text for details.
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these are short sequences that need to be assembled into
longer contiguous sequences (contigs) before being used for
sequence-similarity searches against reference databases.
Several studies have shown that virus-derived small RNAs
are mostly 21 nt-long siRNAs (18,22,23). However, we rea-
soned that focusing on 21-nt long small RNAs could be
shortsighted. Indeed, the piRNA pathway or degradation
by other exonucleases may also generate virus-derived small
RNAs in insect hosts (15,20,21). Importantly, these small
RNAs of different origins could cooperate to allow the as-
sembly of longer contigs. Therefore, we tested the use of dif-
ferent size ranges of small RNAs for contig assembly (Fig-
ure 2A). The best number and largest size of contigs were
obtained when 20-23 and 24-30 nt small RNAs were uti-
lized to assemble contigs separately and results combined
afterwards (Figure 2A). Contig assembly utilizing other
small RNA size ranges including 20-23, 24-30 or 20-30 nt
small RNAs resulted in variable metrics depending on the li-
brary. Thus, the combination of contig assembly results uti-
lizing 20-23 and 24-30 nt small RNAs separately seems to
be more broadly applicable without prior knowledge of the
small RNA profile.

Libraries from infected Drosophila were used to directly
assess our virus detection strategy. In these libraries, we de-
tected 42, 40 and 1 contigs that showed significant similar-
ity against VSV, SINV and DCYV, respectively (Supplemen-
tary Figure S1A). Thus, our approach could detect viruses
known to be present in flies, although detection was lim-
ited by the number of viral small RNAs. We observed 1572
small RNAs derived from DCV that only allowed assem-
bly of one contig covering 0.8% of the viral genome (Sup-
plementary Figure S1). In contrast, 53 620 and 9588 small
RNAs derived from VSV and SINV, respectively, allowed
assembly of multiple independent contigs that covered 81.1
and 23.4% of the respective genomes (Supplementary Fig-
ure S1A). Thus, high coverage of viral genomes is important
to allow contig assembly from overlapping small RNAs.

Next, all unique contigs assembled from D. melanogaster,
A. aegypti and L. longipalpis small RNA libraries were
utilized for sequence similarity searches against the NCBI
non-redundant databases (nucleotide and protein). The vast
majority of contigs assembled in all nine small RNA li-
braries (10 577 out of 11 806) did not show any signif-
icant sequence similarity and are hereafter referred to as
unknown (Figure 2B). The large majority of these contigs
(92%) are shorter than 100 nt thus hampering more detailed
analyses. Nevertheless, clustering of our libraries based on
the similarity of unknown sequences separates Drosophila,
Aedes and Lutzomyia samples, suggesting that these contigs
are host-specific (Supplementary Figure S2). The remaining
1229 non-redundant contigs were classified according to the
taxon assigned to their most significant BLAST hit (Figure
2B). Several contigs showed similarity to animal sequences
especially in the case of mosquito and sandfly libraries (Fig-
ure 2B). These likely belong to the insect genome but were
not successfully removed in the pre-processing step. This
may reflect the fact that the genomes of A. aegypti and L.
longipalpis are not as well curated as the D. melanogaster
genome (40,41). Several of the remaining contigs are de-
rived from bacteria and fungi and could be part of the insect
microbiome.
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Sequence-based detection of viruses in contigs assembled
from small RNAs

Out of 1229 non-redundant contigs, 223 (~18%) showed
significant similarity to viral sequences in reference
databases (Figure 2B and Supplementary Table S2). The
mean size of viral contigs was significantly longer than all
the rest and included all the largest assembled sequences
(Figure 2C). These results suggest that our small RNA
based strategy favours assembly of long viral contigs
compared to sequences of other origin. We removed 83
contigs derived from DCV, SINV or VSV that were among
the 223 viral contigs. The remaining 140 viral contigs were
filtered to eliminate similar sequences detected in more
than one library from the same insect species. We also used
overlap between contigs to further extend viral sequences.
These steps allowed us to generate merged results from the
three independent small RNA libraries from each insect
population, Drosophila, Aedes and Lutzomyia. We were
able to reduce 140 total viral contigs to 34 non-redundant
sequences that could be assigned to at least seven viruses
based on the most significant BLAST hit in reference
databases (Table 1). Phylogenetic analysis suggests that six
out of the seven viruses represent completely new species.
Regarding the virome of each insect species, two viruses
were detected in mosquitoes, three in sandflies and two in
fruit flies.

In Aedes mosquitoes we detected contigs that belong to
a novel strain of Phasi Charoen Like-virus (PCLV), a bun-
yavirus previously identified in mosquitoes from Thailand
(Supplementary Figure S3A)(42). In addition, we also iden-
tified contigs from a novel virus related to Laem Singh virus
(LSV) and two other recently described tick viruses, Ixodes
scapularis associated virus 1 and 2 (Supplementary Figure
S3B) (7), all of which are taxonomically unclassified. This
new virus was named Humaita-Tubiacanga virus (HTV) to
reflect the origin of its host.

In sandflies, we observed several non-redundant contigs
showing similarity to reoviruses and nodaviruses (Table
1). Specifically, 23 non-redundant contigs showed sequence
similarity to viruses of the genus Cypovirus from the family
Reoviridae (Table 1). This number of unique viral contigs is
high even considering the fact that reoviruses can have up
to 12 genomic segments. Based on the phylogenetic analysis
of genomic segments encoding viral RNA-dependent RNA
polymerases (RdRPs), we were able to identify two distinct
reoviral sequences that belong to the genus Cypovirus (Sup-
plementary Figure S3C). These viruses were named Lut-
zomyia Piaui reovirus 1 (LPRV1) and Lutzomyia Piaui re-
ovirus 2 (LPRV2) to reflect their host and geographical lo-
cation. Analyses of the other viral contigs assembled from
sandfly libraries that showed similarity to nodaviruses sug-
gest they belong to a novel virus related to Nodamura virus
and a member of the genus Alphanodavirus (Supplementary
Figure S3D). This novel virus was named Lutzomyia Piaui
nodavirus (LPNYV).

In fruit flies, we detected contigs that showed similarity
to two viral families unrelated to the viruses used for ex-
perimental infections. That suggested the Drosophila lab-
oratory stocks we used already carried unrecognized viral
infections (Table 1). One set of contigs showed similarity to
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Figure 2. Small RNA sequencing identifies viral sequences more efficiently than long RNAs. (A) Comparison of number of contigs and size of largest
contig in each small RNA library using different size ranges of small RNAs in the assembly step. (B) Proportion of contigs assembled in each library with
significant similarity to reference sequences. The origin of contigs is classified by taxon and includes unknown sequences. (C) Size distribution of viral (red),

non-viral (blue) and unknown contigs (grey) for each library.

P-values for the difference between viral and non-viral contig sizes are indicated (Student

t-test). (D) Viral RNA sequences were detected by RT-PCR from total RNA extracted from three separate pools of Drosophila, Aedes and Lutzomyia
populations. Sanger sequencing of PCR products showed high identity to the sequence determined by our metagenomics approach as shown in the right
column (not done; nd). (E) Comparison of processing time, number of contigs and frequency distribution of contig sizes for small and long RNA libraries
shown in grey and black, respectively. (F) Coverage of PCLV and HTV genome segments by contigs assembled in each small and long RNA libraries from

mosquitoes. Biological replicate samples are shown in blue, green and red.

reoviruses. Phylogeny suggests these belong to a virus of the
genus Fijivirus of the family Reoviridae (Supplementary Fig-
ure S3C). This virus was named Drosophila reovirus (DRV).
Another viral contig showed similarity to Acyrthosiphon
pisum virus but could not be assigned to any known viral
families by phylogeny (Supplementary Figure S3E). This
virus was consequently named Drosophila uncharacterized
virus (DUYV).

Sequences corresponding to all seven potential new
viruses were successfully amplified by PCR from reverse
transcribed RNA but not from DNA (Figure 2D and data
not shown). This indicates they are present in an RNA form,
which is consistent with the observation that they presum-
ably belong to viral families with RNA genomes (Figure 2D
and Table 1). Sanger sequencing of PCR products showed
99-100% sequence identity to the contigs assembled using
our strategy (Figure 2D). Importantly, all single nucleotide
differences were also present in small RNA sequences from
the individual libraries prior to contig assembly suggesting
natural variations in virus populations (data not shown).
Notably, the presence of these seven viruses was only de-
tected in the corresponding insect populations utilized for
the construction of small RNA libraries where they were

first identified, Drosophila, Aedes or Lutzomyia. These re-
sults indicate that our strategy is not prone to generate ar-
tifacts.

Small RNAs are naturally enriched for viral sequences com-
pared to long RNAs

We successfully detected seven viruses using small RNA
libraries but had no basis to compare how this strategy
would fare against other alternatives for detection of viral
sequences. Other strategies utilize some type of sample ma-
nipulation in order to enrich for viral sequences prior to
nucleic acid extraction although this may result in contam-
ination (7,9). Direct sequencing of long RNAs is also uti-
lized but can be limited by the abundance of host rRNA
molecules that represent the vast majority of sequences in
long RNA libraries (43). As an alternative, we constructed
long RNA libraries after rRNA depletion and poly(A) en-
richment from the same total RNA of 4. aegypti popula-
tions used to prepare small RNA libraries (Supplementary
Table S2). This allowed us to directly compare results from
large scale sequencing of small and long RNAs from the
same samples without manipulation prior to RNA extrac-
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tion. The number and length of sequences obtained with
long RNA libraries resulted in 10.4-fold more data com-
pared to small RNA libraries. As a result, long RNA Ili-
braries generated a total of 1 011 347 contigs with N50
of ~136 nt compared to 6066 contigs with N50 of ~48
nt for small RNA libraries (Figure 2E and Supplementary
Table S2). The larger number of contigs resulted in 43-
to 72-fold longer processing times for similarity searches
against databases comparing long and small RNA libraries
(Figure 2E). Most contigs assembled from long RNA li-
braries (>60%) showed similarity to animal sequences and
are likely to be unassembled parts of the 4. aegypti genome
(Figure 2B). Long RNA libraries also contained a large
number of unknown sequences but they did not represent
the majority of contigs as observed for small RNA libraries
(Figure 2B). These results would suggest that long RNA li-
braries are more indicated for virus detection since they had
significantly more contigs. However, the total number of vi-
ral contigs was very similar in small and long RNA libraries
(Supplementary Table S2). Furthermore, the average size
of viral contigs was longer in small RNA libraries, which
resulted in larger coverage of viral genomes in all three in-
dependent samples (Figure 2C and F). Even though both
strategies allowed detection of the same viruses, PCLV and
HTYV, these results indicate that small RNA libraries were
enriched and naturally favoured assembly of viral sequences
compared to long RNAs. The mechanism of small RNA
biogenesis by host pathways appears to favour the genera-
tion of overlapping sequences that are likely to be impor-
tant in allowing significant contig extension compared to
sequencing of long RNAs. It is possible that viral RNAs
could be further enriched in long RNAs had we not limited
our sequencing to polyadenylated RNA molecules. Never-
theless, TRNA depletion alone could still bias sequencing re-
sults and small RNAs show natural enrichment for viral se-
quences without extensive processing steps prior to library
construction.

Classifying viral sequences using small RNA pattern analysis

Our results indicate that small RNAs libraries favour the
detection of viruses compared to long RNAs. However, the
majority of contigs assembled from small RNAs were not
identified by sequence similarity searches against reference
databases. Sequence independent strategies are necessary to
identify highly divergent viruses that have no known rela-
tives. The size profile of virus derived small RNAs produced
by the host pathways was unique for each virus analysed in
this study including PCLYV, SINV, VSV, DCV, HTV, LPNYV,
LPRVI1, LPRV2, DRV and DUV (Figure 3A and Supple-
mentary Figure S1B). Additionally, small RNA size pro-
files observed for contigs derived from other organisms such
as Fungi and Bacteria were also very distinct (Supplemen-
tary Figure S4). In the case of segmented viral genomes, the
small RNA size profile was remarkably similar for differ-
ent segments of the same virus such as PCLV and LPNV
(Figure 3A). These small RNA size profiles were consistent
with diverse origins of small RNAs including production
of siRNAs (peaks at 21 nt), piRNAs (peak from 27-28 nt)
or degradation of viral RNAs (no size enrichment, strong
bias for small RNAs corresponding to the genomic strand)

but are hard to classify visually (Figure 3A and Supple-
mentary Figure S1B). Thus, we used a Z-score to normal-
ize the small RNA size profile and generate heatmaps for
each contig that could be subjected to hierarchical cluster-
ing based on pairwise correlations to evaluate their relation-
ship (Figure 3A). Using this strategy, small RNA size pro-
files of different viruses usually showed low correlation. By
contrast, the small, medium and large segments of PCLV
were grouped in a common cluster of similarity (cluster 7)
as well as the RARP and capsid segments of LPNV (clus-
ter 5) (Figure 3B). Since contigs representing genomic seg-
ments of the same virus were grouped together, we tested
whether the correlation of small RNA size profiles could
help classify additional contigs that showed similarity to vi-
ral sequences but could not be further characterized.

In sandflies, based on the analysis of sequences encod-
ing viral RARPs, we were able to identify two separate
reoviruses, namely LPRV1 and LPRV2. However, we ob-
served another 21 non-redundant contigs showing similar-
ity to reoviruses that could not be assigned to LPRV1 or
LPRV2 solely based on sequence similarity. Since the small
RNA size profile of LPRV1 and LPRV2 RdRP segments
were clearly distinct (Figure 3A), we hypothesized it could
be used to classify the origin of the remaining 21 reovirus
contigs. Using this strategy, we observed that seven reovirus
contigs were grouped together with the RARP of LPRV1
(cluster 3) while 8 formed a cluster with LPRV2 RdRP (clus-
ter 8) based on the similarity of the small RNA size profile
(Table 1 and Figure 3B). Thus we analysed the expression
of contigs in clusters 3 and 8 compared to the RARPs of
LPRV1 and LPRV2. Consistent with the small RNA pro-
file similarity, contigs in cluster 3 are detected in the same li-
braries as the LPRV1 RdRP while contigs in cluster 8 follow
the expression of the RARP of LPRV2 (data not shown).

In mosquitoes, we identified one viral contig (Aae.92)
of 1609 nt predicted to encode a protein with a coat do-
main (PF00729). This contig showed similarity with the
capsid protein of Drosophila A virus (DAV) but phylogenetic
analysis suggests the two viruses are considerably distinct
(Supplementary Figure S5A). Phylogenetic analysis would
seem to suggest that contig Aae.92 belongs to a viral fam-
ily distinct from the two viruses that were also found in
mosquitoes, PCLV and HTV. However, we note that DAV
is an unusual virus, whose RARP and capsid proteins show
similarity to different viral families (Supplementary Fig-
ure S5) (44). Notably, the small RNA size profile for the
HTV RdRP and contig Aae.92 were remarkably similar
and clustered together based on correlation of the small
RNA size profile (Figure 3B). Hence, we hypothesized that
contig Aae.92 encodes the capsid protein of HTV as we
only characterized a segment corresponding to the RARP
of this virus. In agreement with this hypothesis, we observed
100% correlation between the detection by RT-PCR of con-
tig Aae.92 and the RdARP segment of HTV in individual
mosquitoes (Figure 3C and data not shown).

A pattern-based strategy that identifies viral contigs in a
sequence-independent manner

Viral contigs show unique small RNA size profiles that
can be used to assign sequences to specific viruses in our

G102 ‘6T 3sn3ny uo 1sang £q /310" s[eurnolpioyxo reu//:dyy woiy popeoumo


http://nar.oxfordjournals.org/

Nucleic Acids Research, 2015, Vol. 43, No. 13 6199

A 2 20000 20000 26000 500 600

= il = L

5 0| m=m=m nlllllll-—— 0| mmmupg ||||I Il-———— 0 -----I-.||| I. ————— 0 il III-_ ol ll |

§ 10000 10000 13000 I 250 300

Z 20000 PCLV-Rio-RdRP 50000/ PCLV-Rio-Glycoprotein PCLV Rio-Nucleoprotein 500 LPNV-RdRP LPNV-Capsid
5 20 25 30 35 5 20 25 "3 35 2600015 25 30 35 15 20 25 30 35 60055 20 25 30 35

22000

8 15000 700 7000 1000

2 11000 7500 l 350 3500 500

; ML | [ —— 0 Illllll--_ o II |III_ o IIIII I-- o _.lll Il.._7

o

g 11000 7500 380 3500 500

Z 22000 HTV-RdRP_ 15000 LPRV1-RdRP. 700 PRV2 RdRP 7000 DUV-RARP_ 1000 DRV-RdRP
5 20 25 30 35 15 20 25 30 35 15 15 20 25 30 35 15 20 25 30 35

Read size (nt) Read size (nt) Read size (nt) Read size (nt) Read size (nt)

B positive strand

\q}" 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 3515 17 19 21

negative strand

Color Key C

B Individual
1 2 3 4

. 1
LPRV1.RdRP 350 ‘.;g: — — HIve
LPRV1.polyhedrin
LPRV1.VP3
LPRV1.unknown
LPRV1.unknown
LPRV1.VP5 500 bp = ™
LPRV1.VP4 00 0n. - - Aae.92
LPRV1.VP2
HTV.RdRP L
Aae.92 (HTV.Capsid)
LPNV.capsid 500 b
LPNV.RdRP P= RpL32
Bacteria 400 bp -- ,. . - P

Animalia
PCLV.Rio.Glycoprotein
PCLV.Rio.Nucleocapsid
PCLV.Rio.RdRP
LPRV2.VP2
LPRV2.unknown
LPRV2.VP5
LPRV2.VP3
LPRV2.RdRP
LPRV2.VP1
LPRV2.hypothetical
LPRV2.polyhedrin
LPRV2.VP4

25 27 29 31 33 35

é\"’ small RNA size (nt)

Figure 3. Small RNA size profile can classify uncharacterized viral contigs. (A) Small RNA size profile of previously characterized virus segments identified
by sequence similarity searches. Blue and red represent small RNAs in the positive and negative strands, respectively. (B) Hierarchical clustering of viral
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Results are representative of 46 individual mosquitoes that were analysed. The endogenous gene Rp/32 was used as control for the RT-PCR.

samples. Possibly, this pattern analysis strategy could also
help identify unknown contigs independently of sequence-
similarity searches. In order to select prospective unknown
contigs to be analysed, we noted that viral contigs were
the largest assembled in our small RNA libraries (N50 of
208 nt compared to 63 nt for non-viral contigs) (Figure
2C). Thus, we used N50 as a proxy to filter 10 577 con-
tigs representing unknown sequences and select 106 can-
didates longer than 208 nt. We eliminated sequence re-
dundancy among these candidates, which resulted in 79
unique unknown contigs that were labelled according to
their library of origin, Lutzomyia (Llo), Drosophila (Dme)
or Aedes (Aae). Small RNA size profile was determined for
all 79 unknown contigs and compared to previously charac-
terize viral contigs using hierarchical clustering. This anal-
ysis generated 17 clusters containing more than one ele-
ment, which were numbered sequentially according to the
position in the heatmap. We observed that 72 out of the 79
unique unknown contigs were grouped in 11 different clus-
ters of similarity (Figure 4A). Interestingly, clusters were
composed of contigs assembled exclusively in libraries from
the same insect, Lutzomyia, Drosophila or Aedes.

Unknown contigs found in Lutzomyia libraries were
grouped in three separate clusters that showed clearly dis-
tinct small RNA patterns (Clusters 2, 6 and 17 in Figure
4A). Cluster 6 contained contigs with small RNA size pro-
files consistent with insect piRNAs (peak size between 27—
28 nt) suggesting they could be derived from transposable
elements (Figure 4A). Cluster 2 contained four unknown
contigs that were grouped together and showed high cor-
relation to previously identified LPRVI segments (high-
lighted in red). Cluster 17 contained 19 unknown contigs
that showed good correlation to LPRV2 segments (Figure
4A). Notably, in cluster 17, we observed that 5 of the 19 con-
tigs formed a subgroup with correlation higher than 0.93 to
LPRV2 RdRP segment (highlighted in red). These results
suggest that some of the unknown contigs in Lutzomyia
libraries could actually represent additional segments of
LPRV1 and LRPV2. Indeed, based on the multi-segmented
nature of reovirus genomes, we expected to find more seg-
ments for both LPRVs than were detected by sequence sim-
ilarity searches (Table 1). In order to investigate this possi-
bility, we analysed the expression of selected unknown con-
tigs highlighted in cluster 2 and cluster 17 that presented
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the highest correlation to the small RNA size profile of
RdRP segments from LPRV1 or LPRV2, respectively. All
four unknown contigs in cluster 2 perfectly mimicked the
expression profile of the RARP segment from LPRV1 while
all five contigs from cluster 17 copied the expression of
LPRV2 (Figure 4B). None of these nine new LPRV contigs
showed significant similarity to reovirus sequences in ref-
erence databases, suggesting they are less conserved. Only
one of these nine unknown contigs, contig L10.58, assigned
to LPRV2, had a complete ORF that was predicted to en-
code a 361 amino acid protein containing two putative do-
mains (Supplementary Figure S6). The first domain is a Zn-
dependent metallopeptidase from the Astacin superfamily
found in digestive enzymes in both invertebrates and verte-
brates (45,46). The second domain is a Peritrophin-A found
in chitin-binding proteins that includes peritrophic matrix
proteins of insect chitinases also found in baculoviruses
(47). Thus, contig L10.58 could encode a protein involved in
the interaction between LPRV2 and sandflies since viruses
commonly hijack and repurpose cellular proteins to their
own advantage. Genes involved in host-pathogen interac-
tions tend to be more divergent among viruses. Importantly,
Llo.58 was not detected by similarity searches against refer-
ence databases and would not have been classified as viral
based solely on domain prediction since these could also be
found in cellular proteins. Thus, analysis of the small RNA
size profile identified 23 unknown contigs representing ad-
ditional segments of LPRV1 and LPRV2 genomes that have
no similarity to known sequences in reference databases.

Unknown contigs found in Drosophila libraries were
grouped in two separate clusters. Cluster 4 included five un-
known contigs that showed high similarity to the cluster
containing both DUV and DCV (Figure 4A). Cluster 5 con-
tained another 14 unknown contigs that showed similarity
to the profile of DUV and DCYV albeit at lower correlation
than cluster 4 (Figure 4A). Since the full genome sequence
of DCV is known, these unknown contigs in the two sep-
arate clusters most likely represent different contigs from
DUV. Indeed, we only identified two DUV contigs corre-
sponding to the viral RARP, which represents a small per-
centage of the full genome. In agreement with this hypoth-
esis, these contigs were only found in the Drosophila library
where DUV was identified (data not shown).

In Aedes libraries, 24 out of 27 unknown contigs were
grouped in six different clusters (7, 8, 9, 10, 11 and 12) that
showed high correlation to each other and a small RNA size
profile consistent with mosquito piRNAs (27-28 nt peak
in the size profile) (Figure 4A) (20,48). Accordingly, small
RNAs derived from these contigs showed enrichment for
U at position 1 and A at position 10, typical of insect piR-
NAs but no substantial 21 nt size peak nor symmetric cover-
age of both strands (data not shown). Thus, these sequences
are most likely derived from repetitive regions that generate
abundant piRNAs but are still absent from the current ver-
sion of the 4. aegypti genome.

The small RNA profile can provide information about virus
biology

The pattern of small RNAs generated by the host response
depends on virus characteristics such as genome structure,

Nucleic Acids Research, 2015, Vol. 43, No. 13 6201

tissue tropism or strategy of replication. Thus, besides iden-
tifying viral contigs, the small RNA size profile may also
provide specific information on the biology of each virus.
For example, RNA viruses tend to have a very homoge-
nous small RNA coverage of the viral genome while DNA
viruses show clear hotspots of small RNAs (18,22,23). All
viral contigs described here were derived from RNA viruses
and mostly had homogeneous small RNA coverage.

We also noticed that HTV and PCLV showed very dis-
tinct small RNA size profiles despite being sometimes found
in the same mosquitoes (Figures 2D and 3A). The profile of
HTYV showed a clear 21-nt peak size consistent with produc-
tion of siRNAs. In contrast, the profile of PCLV showed
two separate peaks of 21 and 24-29 nt, consistent with
small RNAs generated by both siRNA and piRNA path-
ways. Indeed, 24-29 nt small RNAs derived from PCLV
showed enrichment for U at position 1 and A at position 10,
typical of sense and antisense insect piRNAs, respectively
(Figure 5A). The insect piIRNA pathway is mostly active
in the germline where two mechanisms of small RNA bio-
genesis may occur (49). Primary sense piRNAs are gener-
ated by endonucleolytic processing of precursor transcripts
while secondary piRNAs are produced by an amplification
loop referred to as the ping-pong mechanism. We observed
that 24-29 nt small RNAs derived from PCLV showed 10-
nt overlap between sense and antisense RNAs consistent
with the ping-pong amplification mechanism (Figure 5A)
(50,51). These results suggest that PCLV induces the pro-
duction of piRNAs by this mechanism when infecting the
insect germline. In agreement with this hypothesis, we ob-
served 75% prevalence for PCLV in ovaries of individual
mosquitoes (Figure 5B). In contrast, HTV was not found in
ovaries consistent with the fact it does not generate piRNAs
(Figure 5B). Thus, the presence of a clear piIRNA signature
in the small RNA profile could help infer tissue tropism for
the insect germline.

The lack of clear peaks in the size distribution of small
RNAs may suggest inhibition of RNAIi pathways such as
reported for Flock House virus (FHV). Indeed, the B2 pro-
tein encoded by FHYV is a powerful suppressor of silencing
that blocks the RNAIi pathway (52). Interestingly, ORF 2
in RNA 1 from the LPNV genome is predicted to encode a
protein with similarity to the FHV B2 protein that could act
as a suppressor of silencing (Supplementary Figures S6 and
S7). Thus, the broad small RNA size profile with no clear
peaks observed for LPNV could suggest inhibition of RNAi
pathways as a strategy of replication (Figure 3A). A broad
size profile and strong preference for small RNAs gener-
ated from the positive strand of the viral genome was also
observed for DCV and DUV in infected fruit flies (Figure
3 and Supplementary Figure S1). Since the DCV-1A gene
encodes a potent suppressor of the siRNA pathway (53),
this suggests that DUV may also be capable of suppressing
RNAI in infected flies.

Virus detection in published insect small RNA libraries

We decided to validate our strategy by analysing four pub-
lished insect small RNA libraries constructed from adult
mosquitoes and cell lines infected with SINV (Supplemen-
tary Table S2) (21,25). Sequence similarity searches showed
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that viral sequences represented 10.9% of contigs assem-
bled from these datasets (Figure 6A). Size difference be-
tween viral and non-viral contigs was significant in most
cases with the exception of mosquitoes infected with a re-
combinant SINV encoding the FHV B2 protein that al-
most completely blocks the RNAi pathway (Figure 6B)
(54). Nevertheless, SINV sequences were detected among
viral contigs in all libraries including the one where the
RNAI was inhibited. This suggests that virus-derived small
RNAs produced by host RNAi pathways are important but
not essential for the assembly of viral contigs. Our approach
also detected the presence of several contigs derived from
viruses that were not reported at the time of first publica-
tion. We detected contigs derived from A. aegypti denso-
virus 2 (AaDV2), Mosquitoe X virus (MXV) and Cell fusion
agent virus (CFAV) in Aag2 cells, MXV and Insect Irides-
cent virus- 6 (IIV6) in U4.4 cells and Mosquito nodavirus
(MNYV) in adult mosquitoes (Supplementary Table S3).
Notably, a 1130 nt sequence corresponding to MNV was
originally identified by another small RNA-based analysis
pipeline in the library from adult mosquitoes (15). Using
the same dataset, our strategy assembled a contig of 1994
nt (AaeS.82) that extended the original published MNYV se-
quence of 1130 nt (Figure 6C). This 1994 nt MNV sequence
contains the original ORF encoding the capsid protein and
an additional incomplete ORF predicted to encode a pro-
tein with an RdARP_3 domain (PF00998) (Figure 6C). In
addition, we detected a viral contig of 1702 nt (AaeS.81)
that showed significant similarity to Melon necrotic spot
virus, a member of Tombusviridae family (Supplementary
Table S3). Contig AaeS.81 has one complete ORF of 397
aminoacids and a second incomplete ORF that contains
a RARP_3 conserved domain (PF00998), the same domain
found in the MNYV contig (Figure 6C). The small RNA size
profile of contig AaeS.81 and MNYV (AaeS.82) are very sim-
ilar and showed correlation above 0.998 (Figure 6D). These
results suggest that the 1994 nt MNV sequence and contig

AaeS.81 could represent different fragments of the same vi-
ral genome (Figure 6C). In agreement with this hypothesis,
contig AaeS.81 and MNV (AaeS.82) were only found in the
same library prepared from adult mosquitoes infected with
SINV.

In these published libraries, our pipeline also assembled
a total of 1673 unknown contigs. Small RNA profiles were
analysed for eight unknown contigs longer than the N50 ob-
served for viral contigs (208 nt). Regarding the small RNA
size profile, most viral contigs identified in published in-
sect datasets were grouped in a single large cluster show-
ing a 21 nt peak size consistent with typical siRNAs (Fig-
ure 6D). The lack of diversity in the small RNA profile can
be explained by the higher homogeneity of these samples
that are mostly derived from mosquitoes. Nevertheless, one
unknown contig of 709 nt, contig AaeS.83, showed small
RNA size profile similar to MNV (AaeS.82) and AaeS.81
and were grouped in the same cluster with correlation above
0.998 (Figure 6D). It is tempting to speculate that contig
AaeS.83 might represent another missing piece of the MNV
genome together with AaeS.81 (as suggested in Figure 6C).

We also identified two unknown contigs of 390 and 363
nt in U4.4 cells, U4.4.84 and U4.4.85, that showed a size
profile similar to several viruses grouped together (Fig-
ure 6D). Contig U4.4.84 is predicted to encode two in-
complete ORFs one of which shows limited similarity to
Megavirus terra 1 (Supplementary Figure S8A). High cor-
relation of the small RNA size profile suggests U4.4.84 and
U4.4.85 have the same origin. We also found small RNAs
derived from contigs U4.4.84 and U4.4.85 in the small li-
brary prepared from Aag? cells in the same laboratory as
U4 .4 cells (Supplementary Figure S§B). These observations
could suggest an infectious virus that contaminated both
cell cultures since small RNAs derived from contigs U4.4.84
and U4.4.85 were not observed in Aag2 cells from our
own laboratory (data not shown). Another five unknown
contigs were assembled in the library from Aag2 cells but
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Figure 6. Virus detection based on large-scale sequencing of small RNAs is applicable to animals and plants. (A) Percentage of contigs assembled from
published small RNA libraries from insects, plants and vertebrate animals with significant similarity against reference sequences. The origin of contigs is
classified by taxon and includes unknown sequences. (B) Size distribution of contigs corresponding to viral (red), non-viral (blue) or unknown sequences
(grey) in each library. P-values for the difference between contig sizes are indicated (Student z-test). (C) Hypothetical genome organization of MNV based
on ORF and small RNA analysis of contigs AaeS.81, AaeS.82 and AaeS.83 identified in this study. (D) Hierarchical clustering of viral and unknown contig
sequences assembled in published libraries. Clustering was based on Pearson correlation of the small RNA size profile shown as a heatmap. A single cluster
with more than one contig is indicated on the left vertical bar as defined by correlation above 0.8. A sub-cluster highlighted in red contains small RNA
profiles of three contigs that show Pearson correlation above 0.998. (E) Coverage of SARS-CoV, EMCV, TuMV and SGIV genomes by contigs assembled
in RNA libraries from mouse lungs, ES cells, Arabidopsis and fish GP cells, respectively. (F) Size distribution of contigs and raw sequenced reads derived
from SARS-CoV in long (black) or small (grey) RNA libraries from infected mouse lungs. (G) Number of raw reads and contigs sequences derived from
viruses in long and small RNA libraries prepared from SARS-CoV infected mouse lungs. The number above bars indicates the percentage of viral reads
and contigs sequences relative to the total. Fold enrichment or depletion of virus sequences comparing contigs to raw reads is shown.

showed small RNA profiles consistent with piRNAs sug-
gesting these might represent repetitive regions absent from
the mosquito genome.

Small RNAs allow efficient virus detection in plants and ver-
tebrate animals

Virus detection utilizing small RNAs has been applied to
insects and plants but not to vertebrates to the best of our
knowledge (14-17). In order to further test our strategy, we
analysed small RNA libraries prepared from Arabidopsis
thaliana leaves infected with Turnip mosaic virus (TuMV),
grouper fish GP cells infected with Singapore grouper iri-
dovirus (SGIV), mouse lungs infected with Severe acute res-
piratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) and mouse em-
bryonic stem cells infected with Encephalomyocarditis virus
(EMCV) (55-58). Samples infected with known viruses
were chosen to provide proof-of-concept for detection. Al-
though the small RNA profile was diverse, contigs corre-
sponding to each virus were efficiently and specifically de-
tected by sequence-based comparisons in the respective in-

fected samples (Figure 6D and E). Notably, viral sequences
assembled in Arabidopsis were among the largest contigs as-
sembled in all libraries we analysed in this study (Figure
6B). This is most likely the result of highly efficient produc-
tion of virus-derived small RNAs by the plant RNAI path-
way that favours assembly of long viral contigs (Figure 6E)
(16,59).

In contrast to Arabidopsis, viral contigs assembled in
mouse and fish libraries were among the shortest (Figure
6B). This suggests that viral contig assembly from small
RNAs in vertebrate animals is not as efficient as in insects
and plants. Nevertheless, contigs were assembled and al-
lowed identification of viruses in all fish and mouse small
RNA libraries. In fish GP cells, the smaller size of SGIV
contigs could be partially explained by restricted generation
of dsRNA during the replication cycle of dsDNA viruses
(23). Results obtained with mouse small RNA libraries sug-
gest that activation of RNAI is not essential to allow as-
sembly of viral contigs. EMCYV contigs were detected in ES
cells where the RNAIi pathway is activated (56). In con-
trast, SARS-CoV contigs were assembled in mouse lungs
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from small RNAs that were most likely generated by other
RNAses (Figure 6F) (57). Notably, RNase L is an impor-
tant antiviral factor that can degrade viral RNAs in mam-
malian cells independently of RNAi (28). The size distri-
bution of viral contigs and number of virus-derived small
RNAs was similar for EMCV and SARS-CoV (Figure 6B
and E). Thus, small RNAs generated by the RNAI path-
way or resulting from degradation by other RNases both
allowed similar assembly of viral contigs in mouse samples.

We also directly compared virus identification from dif-
ferent RNA fractions prepared from mouse lungs infected
with SARS-CoV (57,60). SARS-CoV contigs assembled
from long and small RNAs had a similar size distribution
despite the larger read size and numbers observed in the li-
brary prepared from long RNAs (Figure 6E and F). Small
RNA libraries showed more than 20-fold enrichment of vi-
ral sequences among contigs when compared to raw reads
(Figure 6G). In contrast, there is a 172-fold decrease in the
percentage of viral sequences detected in assembled contigs
compared to raw reads from long RNA libraries (Figure
6G). Thus, contig assembly from small RNAs favours as-
sembly of SARS-CoV sequences compared to long RNAs
even though no clear RNAI response is observed in mouse
lungs. These preliminary results suggest that small RNAs
show enrichment for viral sequences and can be used to as-
semble contigs not only in insects and plants but also mam-
mals.

We also observed that very few contigs assembled by our
pipeline in small RNA libraries from mice, fish and plants
were unknown sequences (Figure 6A and B). Thus, our
strategy to use the small RNA size profile to character-
ize unknown contigs could not be properly tested in these
samples. Further testing is required to evaluate the applica-
tion of our pattern-based approach to vertebrates and also
plants.

DISCUSSION

In this study we describe a powerful approach based on
small RNAs that allows for successful identification of
viruses without any prior information about their presence.
The majority of the viruses we identified potentially repre-
sent new species, illustrating the power of our strategy. Im-
portantly, our results strongly indicate that virus identifi-
cation from small RNAs provides four notable advantages
compared to other metagenomic strategies. Firstly, prepa-
ration of small RNA libraries requires little sample manip-
ulation and no column filtration steps before RNA extrac-
tion. This minimizes the chance of sample contamination
or bias that can affect virus discovery by metagenomic stud-
ies (8). Secondly, we demonstrate that large scale sequenc-
ing of small RNAs optimizes the detection of viruses since
these are naturally enriched for viral sequences and favour
assembly of longer contigs compared to long RNAs. This
is likely a result of the mechanism of small RNA biogene-
sis by host antiviral pathways that seem to efficiently gener-
ate large amounts of overlapping virus-derived small RNAs.
Thirdly, we show that the small RNA size profile can help
identify and characterize potential novel viral sequences for
which we would otherwise have no other information. In-
deed, large-scale sequencing projects currently face limita-

tions due to the amount of sequences without known rel-
atives in reference databases (10). We observed that small
RNA size profiles are quite specific, and show that pattern
similarities can be used to identify novel viral sequences.
Using this approach we characterized novel viral segments
of three viruses described in this study, HTV, LPRV1 and
LPRV2. Fourthly, we show that the small RNA profile could
help infer specific features of virus biology such as genome
structure, tissue tropism and replication strategies. Indeed,
based on the presence of a signature observed for acti-
vation of the piRNA pathway in the insect germline, we
demonstrated that PCLV but not HTV is found in mosquito
ovaries.

A large part of our strategy was based on the diversity
of virus-derived small RNA profiles observed in infected
insects. Although virus-derived small RNAs profiles can
be very heterogeneous in infected insects, only the produc-
tion of 21 nt long virus-derived siRNAs has classically been
considered a hallmark of antiviral immunity (15,17,18,20-
23,61). Our high-throughput analysis of three insect species
infected with 10 different viruses shows a diversity of virus-
derived small RNAs profiles that do not reflect technical
differences in sample preparation, processing or analysis.
Rather, these distinct profiles of virus-derived small RNA
profiles seem to reflect divergent strategies of viral replica-
tion and host-specific antiviral responses.

Using our small RNA-based approach we characterized
the virome of laboratory stocks of fruit flies and wild pop-
ulations of two vector insects, mosquitoes and sandflies.
These included six novel viruses and a strain of PCLV pre-
viously described in mosquitoes from Thailand. Of partic-
ular significance, we identified viruses belonging to viral
families (e.g. Bunyaviridae and Reoviridae) that include sev-
eral mammalian pathogens. Future studies should evaluate
the presence of these viruses in wild mosquito and sandfly
populations in Brazil as a potential threat for humans and
livestock. In addition, these viruses could affect the abil-
ity of vector insects to carry other human pathogens such
as Dengue virus and Leishmania, naturally transmitted by
mosquitoes and sandflies, respectively. Together our results
indicate that sequencing of small RNAs is a powerful virus
surveillance strategy in research laboratories as well as nat-
ural settings.

Our small RNA based strategy was also successful in
characterizing viruses in published small RNA datasets
from plants, fish and mammals in addition to insects. In
the case of mouse samples, enrichment of viral sequences
in the small RNA fraction was observed even in the ab-
sence of activation of the RNAi pathway. Thus, efficient
production of virus-derived small RNAs might be a broad
phenomenon that can be further explored for virus detec-
tion. Indeed, multiple mammalian antiviral pathways, in-
cluding RNAi and RNase L, can generate small RNAs dur-
ing viral infection (28,56). However, viral contigs assembled
from small RNAs were all identified by sequence similarity
searches against reference databases. Thus, more extensive
analyses are still required in order to evaluate whether our
small RNA profile based approach can have broad applica-
tions to plants and animals.
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