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RESUMO
Viroma é o termo utilizado para representar praticamente toda a diversidade
genética viral sequenciada e presente em um determinado organismo ou taxon de
interesse. Por meio dessa técnica, sdo identificadas familias virais patogénicas e
nao-patogénicas, e pode ser utilizada como ferramenta de monitoramento de risco
zoondtico. O viroma também pode ser avaliado quanto aos fatores responsaveis por
sua modulacdo, como a antropizacdo do ambiente e sexo dos individuos, a fim de
entendermos quais as possiveis fontes de variagdo na diversidade viral. Neste caso,
€ importante utilizar como modelo de estudo do viroma animais que sao capazes de
habitar areas urbanas, ao mesmo passo que habitam areas florestadas. Sendo
assim, o gamba (Didelphis aurita) € um bom candidato para este tipo de estudo, um
marsupial neotropical da familia Didelphidae, com ocorréncia na Mata Atlantica e
gue pode ser encontrado em fragmentos florestais preservados e com diferentes
graus de perturbagdo, assim como em ambientes urbanos. O objetivo principal
desse trabalho foi caracterizar a diversidade viral presente em D. aurita em trés
locais com diferentes graus de perturbacdo. Foram coletadas 62 amostras de fezes
de animais capturados em armadilhas do tipo Tomahawk®, Sherman® e de queda.
As amostras foram agrupadas em sete grupos: quatro da ReBIO Unido, um da APA
e dois de Campos dos Goytacazes. Os grupos passaram pelo sequenciamento de
alta performance e a identificacdo taxonémica foi feita até o nivel de familia viral por
duas ferramentas: Kraken2 e Diamond. Com os resultados, identificamos a riqueza
de familias virais em cada conjunto e comparamos a composicdo entre esses
conjuntos por meio do indice de dissimilaridade de Jaccard. N6és usamos os dados
obtidos apenas pelo Kraken2 e informacbes sobre as familias que foram
identificadas em ambas as ferramentas, para contornar possiveis falsos positivos do
Kraken2. No geral, obtivemos uma riqueza total de 50 familias virais, 23 dessas
sendo confirmadas pelo Diamond. Em sua maioria essas eram familias de
bacteriofagos, algo usual em estudos do trato gastrointestinal, por ser uma area do
corpo repleta de bactérias e virus que as infectam. Por fim, ao analisar a
composicéo identificada pela ferramenta Kraken2, o sexo do hospedeiro foi um fator
mais importante para a composi¢ao do viroma do que a antropizacao da area. Essa
relacédo ja havia sido observada em seres humanos e animais de laboratério, mas é

a primeira vez que esse resultado é observado em animais silvestres.
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ABSTRACT

Virome is the word we use to represent virtually all the genetic viral diversity within a
certain organism or taxon. Through this technique all viral families, pathogenic or not,
are identified and we can use it as a tool to monitor zoonotic risk. The virome can
also be studied in the sense to find which factors are responsible for its variation,
such as the amount of anthropic intervention in the area or the sex of the individuals
sampled, as a mean to understand which factors contribute to changes in viral
diversity. It is important to choose, as a study model, animals that can inhabit both
urban and forested areas. The opossum (Didelphis aurita), a neotropical marsupial
from the family Didelphidae found in the Atlantic Forest, can be considered a good
candidate for such studies because is found in intact and with different degrees of
disturbance forest fragments and in urban environments. Our main goal was to
characterize the gut viral diversity of D. aurita in three places with different degrees of
disturbance. We obtained 62 fecal samples of animals captured in Tomahawk®,
Sherman® and pitfall traps. Samples were polled into seven different groups: four
from ReBIO Unido, one from APA, and two from Campos dos Goytacazes. The polls
went through High Throughput Sequencing and taxonomic identification, up until the
viral family level, using both Kraken2 and Diamond. With the results we identified
viral family richness in each pool and compared community composition using
Jaccard’s dissimilarity index. We used the data obtained only by Kraken2 and we
also used data referring to the viral families that were identified in both tools to
minimize false positives by Kraken2. We got a total richness of 50 viral families with
23 of those being confirmed by Diamond. They were, mostly, families of
bacteriophages something usual in studies of the gut, an area of the body with plenty
of bacteria and viruses that can infect them. Lastly, with community composition
found by Kraken2, we saw that sex was more important for viral community structure
than anthropic intervention in the area. Such relationship has been seen before in
humans and lab animals, but this is the first time this finding is observed in wild

animals.
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1. INTRODUCAO

Virus séo particulas microscopicas formadas por um capsideo proteico que
protege um segmento de material genético (RNA e/ou DNA) em seu interior. Sua
caracteristica principal é que sdo parasitas celulares obrigatorios, por isso
necessariamente fazem uso de um hospedeiro para se reproduzir (Manrubia e
Lazaro, 2006; Segre, 2023). Sdo considerados onipresentes no ambiente e sdo
capazes de infectar diversas formas de vida, desde bactérias até animais. Também
séo considerados a forma de vida mais abundante do planeta (McCaughey, 2010).
Porém, uma infeccéo viral ndo significa, de maneira estrita, uma doenca, havendo
virus que compdem a microbiota natural de um organismo e virus considerados
patogénicos, que causam problemas de saude (perturbam a homeostase) do
individuo que infectam (Howe et al., 2016; Lynch, 2014; Lysholm et al., 2012).

Conhecer os virus e suas particularidades € importante em questdes
evolutivas e de saude. Ao estudar o padrdo de coevolugdo dos virus e de seus
hospedeiros podemos tracar o seu local e periodo de surgimento, bem como trazer
informacdes relevantes para a historia evolutiva desses organismos junto de seus
hospedeiros (D’arc et al., 2020; Forterre e Prangishvili, 2009; King et al., 2022;
Lauber et al., 2017). Um exemplo € o caso do Virus da Imunodeficiéncia Humana
tipo 1 (HIV-1, do inglés Human Immunodeficiency Virus type 1). Sabemos que a
origem de dois dos seus quatro grupos veio do Virus da Imunodeficiéncia Simia de
Gorila (SIVgor, do inglés Gorilla Simian Immunodeficiency Virus) (D’arc et al., 2015).
O virus HIV-1 j& era conhecido por ter quebrado a barreira entre espécies e a
identificacdo dessas origens simias permitiram que sua origem em humanos fosse
tracada, demonstrando que o virus foi capaz de saltar entre um hospedeiro e outro
(D’arc et al., 2017).

E importante ressaltar que o mundo vem sofrendo com diversas endemias e
pandemias causadas por virus, como no caso do SARS-CoV-2 (Platto et al., 2021),
Ebola (Saéz et al., 2015) e M-Pox (Kaler et al., 2022). Todas essas infec¢des tém
em comum o fato de que foram originadas a partir de um transbordamento
zoonotico. O transbordamento zoondtico ocorre quando um patdégeno que afeta um
determinado hospedeiro animal entra em contato, se estabelece e passa a se

replicar e a infectar ativamente um novo hospedeiro animal (Honce e Schultz-Cherry,
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2020). O registro de determinado virus patogénico em uma espécie auxilia na
avaliagdo do risco de transbordamento entre esse animal e os seres humanos,
permitindo desenvolver medidas de prevencdo e monitoramento. Essas estratégias
sdo importantes para prevenir a ocorréncia de surtos de doencas virais e para
mitigar os efeitos caso um surto ocorra (Honce e Schultz-Cherry, 2020; Morse et al.,
2012).

He e colaboradores (2022) identificaram, por exemplo, a presengca de um
subtipo de Influenza A em animais exoticos comercializados como alimento na
China. O subtipo em questdo é conhecido por ter origem em aves domésticas e é
capaz de infectar seres humanos (Bi et al., 2020). Bi e colaboradores (2020)
monitoraram 0 virus e suas variantes durante trés anos. Nesse periodo,
conseguiram monitorar a prevaléncia de subtipos e compreender quais tém maior
capacidade de infectar o ser humano (Bi et al., 2020). Sendo assim, fica evidente a
importancia de monitorar os virus a fim de prever possiveis fontes de endemias e
pandemias.

Um exemplo de transbordamento viral epizoético é o caso do Papillomavirus
gue causa tumores em ledes (Panthera leo) cativos. O transbordamento ocorreu a
partir do consumo de carne bovina e a espécie de bovideo consumida € um
reservatorio do virus em questdo (Munday e Knight, 2010; Orbell et al., 2011). Algo
similar ocorreu com ledes asiaticos (Panthera leo persica) em um santuario na india.
Neste caso, individuos da populacdo comecaram a morrer subitamente, infectados
pelo Virus da Cinomose Canina, transmitido por caes de rua (Mourya et al., 2019).
Esses dois exemplos destacam a influéncia da acéo antrépica como facilitadora da
transmiss&o dos virus entre animais domésticos e silvestres.

O transbordamento de patdgenos entre humanos, animais domésticos e
animais silvestres se torna ainda mais critico considerando a situacdo atual do
planeta, onde a acdo do homem tem aumentado o contato entre esses reservatorios,
ameacando a sobrevivéncia de todas as partes e especialmente de populacdes de
animais silvestres (Carlson et al. 2022). Pode-se pensar no contexto das mudancas
climaticas, onde a modificacdo das condicdes ambientais forcard as espécies a
modificarem sua distribuicdo, de modo que o contato entre animais, antes isolados,
sera faciltado (Carlson et al. 2022). De forma mais direta, o contexto de
fragmentacdo de ambientes naturais aumenta a quantidade de bordas nas

paisagens e, portanto, aumenta a zona de contato entre os animais silvestres e o0s
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domésticos e populagdo humana residente no entorno. Albery e colaboradores
(2020) determinam que o compartilhamento viral entre mamiferos depende tanto da
proximidade filogenética quanto geogréfica. Ou seja, além de variacbes espécie-
especificas, quanto mais permitimos o contato entre diversas fontes, maiores seréo
as chances de determinados virus ampliarem o numero de hospedeiros que
normalmente infectam (Albery et al., 2020; Brooks, Boeger e Hoberg, 2022).

A descoberta desses transbordamentos zoondticos, assim como o
desenvolvimento de estudos relacionados a virus e diversidade viral s6 foi possivel a
partir dos avancos das tecnologias de analise genética, como a metagenémica, que
busca sequenciar teoricamente todo o material genético de interesse em uma
amostra. As técnicas de metagendmica passaram por diversas fases, avancando até
0 que chamamos hoje de sequenciamento de alta performance (do inglés High
Throughput Sequencing) (Breitwieser et al., 2019; Reuter et al., 2015; Roumpeka et
al., 2017). Esse tipo de sequenciamento permite que uma grande quantidade de
leituras (do inglés reads), mesmo que de fragmentos pequenos, sejam obtidas
simultaneamente (Metzker, 2010; Slatko et al., 2018).

O avanco dessas tecnologias permitiu um aumento no conhecimento de
espécies virais, e da diversidade viral como um todo, principalmente por meio dos
estudos dos viromas de diferentes espécies. O viroma é o0 conjunto de material
genético de todos os virus presentes na amostra obtida de um individuo ou
populacdo. Seu estudo é util tanto para conhecer a diversidade viral, quanto para a
descoberta de novos virus (patogénicos ou nao) que circulam em uma populacéo,
bem como para prever o risco zoonético de um determinado virus emergente
(Harvey e Holmes, 2022; Lu et al., 2022). Logo, o viroma também pode sinalizar se
uma espécie deve ser monitorada de maneira continua, devido ao risco zoonético
(Harvey e Holmes, 2022).

O viroma nao é algo unico (Zuo et al., 2020), podendo sofrer influéncia de
diversos fatores, como o local em que o hospedeiro esta inserido. O grau de
intervencdo antropica, no que se trata do local amostrado, pode ser um dos
causadores de variacdo. Para populacbes de diversas espécies de morcego na
Croacia ambientes afetados pela atividade humana apresentaram riqueza mais
baixa, quando comparados com ambientes tidos como naturais pelos autores (Simié
et al., 2020). Ou seja, 0 quanto uma area € urbanizada pode se refletir no viroma dos

animais nela encontrados. Os autores também utilizaram diferentes tipos de amostra
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(fezes, guano e swab oral) para estudar o viroma e obtiveram valores diferentes de
riqueza e namero de sequéncias indicando que outros fatores, como o tipo de
amostra, também podem ser responsaveis por variacdo (Simi¢ et al., 2020). Neste
caso, a maior diversidade de familias virais foi encontrada nas amostras de guano
(um tipo de material fecal) dos morcegos (Simi¢ et al., 2020). Outro fator reconhecido
de variacdo na diversidade viral € o sexo do hospedeiro. Feng e colaboradores
(2022) demonstraram que, em mosquitos da espécie Culex pipens, machos e
fémeas compartiham a maioria dos componentes do viroma, mas também
preservam componentes exclusivos de cada sexo. O alto compartilhamento de virus
foi associado a época de coleta, coincidente com altas temperaturas e com a época
reprodutiva, de modo que o contato entre machos e fémeas era maior, aumentando
compartilhamento viral (Feng et al., 2022).

Em relagdo a grupos com potencial relevante para monitoramento e descri¢cao
da diversidade viral podemos destacar os marsupiais (Metatheria), devido seu
potencial de contribuir no entendimento da evolu¢cdo dos virus em mamiferos. Os
metatérios divergiram dos eutérios ha cerca de 125 milhdes de anos (Luo et al.,
2003). Assim, o estudo do viroma desses animais pode ajudar a entender melhor a
evolucdo dos virus em mamiferos. No entanto, os estudos sobre viroma de
marsupiais ainda sao raros, e restritos a marsupiais australianos (Chong et al., 2019;
Dunowska et al., 2022), excluindo uma parcela importante da diversidade, composta
por marsupiais neotropicais. Os marsupiais neotropicais ocorrem desde o sul da
América do Sul até a regido central da América do Norte, e no Brasil séo
representados pela familia Didelphidae, que compde mais de 90% das espécies
neotropicais (Voss e Jansa, 2021).

Embora néo existam ainda estudos sobre viroma de marsupiais didelfideos,
existem estudos sobre virus especificos, como o0s registros da presenca de
Anelovirus (de Souza et al., 2018) e Vaccinia (Peres et al., 2016) em Didelphis
albiventris. Outros estudos incluem relatos de arbovirus em D. marsupialis e
Philander opossum (Bernal et al., 2021) e do Virus do Nilo Ocidental em D.
virginiana (Lamglait e Lair, 2019). Alguns trabalhos identificaram anticorpos contra o
Virus da Raiva em D. aurita (Araujo et al., 2014), D. albiventris, D. marsupialis e
Lutreolina crassicaudata (Almeida et al., 2001), mas no geral ndo houve deteccao de
infeccdo ativa pelo virus. Apenas recentemente tivemos um relato de D. albiventris

infectado pelo virus da raiva (Ferreira-Machado et al., 2023). O género Didelphis é
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particularmente interessante para esse tipo de estudo por ser composto de espécies
gue tém sucesso em ocupar ambientes antropizados e naturais, mantendo contato
préximo com seres humanos e animais domésticos, também podendo carregar virus
de uma area para a outra (de Castro et al., 2017). Além disso, muitas vezes séo
também utilizados como fonte de alimento pelos humanos, aumentando o risco de
servirem como fonte/reservatdrio zoonético (Winck et al., 2022).

Como marsupial didelfideo que necessita de atencdo nos estudos de viroma e
monitoramento zoonotico podemos destacar a espécie Didelphis aurita, conhecido
na literatura cientifica como gambéa-de-orelhas-pretas. Esse animal € ampla e
predominantemente distribuido pela Mata Atlantica, podendo ser encontrado em
todos os estados da regido sul do Brasil; parte do Mato Grosso do Sul; todos os
estados do sudeste; e, parte dos estados do nordeste, como Bahia, Sergipe,
Alagoas, Pernambuco e Paraiba (Astua et al., 2023; Faria, Lanes e Bonvicino, 2019;
Paglia et al., 2012). A espécie habita tanto locais florestados e preservados quanto
areas urbanas com alto grau de degradacdo ambiental, assim como seus
congéneres (Bezerra-Santos et al., 2020; Melo e Sponchiado, 2012). A espécie é
majoritariamente noturna, onivora e com habitos escansoriais, usando tanto
substrato terrestre quanto arbéreo para locomocédo e nidificacdo (Ferreira, 2023;
Paglia et al., 2012). Apresenta dimorfismo sexual, com as fémeas sendo, em geral,
menores que 0os machos (Astua, 2010; Bubadué et al.,, 2021). Machos e fémeas
também apresentam distingdo em suas areas de vida, com as fémeas sendo mais
territorialistas e tendo areas de vida mais restritas do que machos (Brum, Melo e
Céceres, 2022; Caceres e Monteiro-Filho, 2001). As fémeas ja foram descritas como
tendo uma éarea de vida de cerca de 0,2 hectares (ha), enquanto os machos, na
mesma area de 5 ha, tinham uma éarea de vida de cerca de 3 ha (Céaceres e
Monteiro-Filho, 2001). Por isso, assumimos que machos e fémeas apresentam
habitos ligeiramente distintos, além de fisiologias distintas, que podem refletir em
variacdes no viroma de cada sexo.

Por muito tempo marsupiais didelfideos foram considerados completamente
solitarios (Céaceres et al., 2023), com machos e fémeas interagindo apenas durante a
época reprodutiva. Além disso, as fémeas estardo em contato com seus filhotes até
gue esses amadurecam. Entretanto, as interaces intraespecificas ndo parecem ser
restritas a essas duas situacdes. Para Didelphis aurita, jA foi demonstrado o

compartilhamento de tocas por irmaos recém desmamados (Astla et al.,, 2015).
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Apesar do registro aneddtico dessas intera¢gdes, ainda ndo ha outras evidéncias de
um maior nivel de sociabilidade para a espécie e do quanto esses individuos
interagem fora das situacdes apresentadas, portanto é dificil inferir a que ponto isso
poderia se refletir no viroma.

A adaptabilidade de D. aurita para habitar locais florestais preservados e
antropizados propicia um importante modelo de estudo do viroma, permitindo avaliar
de que forma o contato com humanos e animais domésticos pode afetar o viroma de
um marsupial neotropical. Nado s6 isso como podemos sugerir riscos de exposi¢do a
virus patogénicos para humanos e animais domésticos das areas considerando que
0s gambas agiriam como sentinelas da diversidade viral dos locais, ja que espécies
desse mesmo género ja sdo consideradas sentinelas de outros patégenos (Silva,
Estevdo e Villela, 2024; Zitelli et al., 2021). Consideramos como espécie sentinela
aquela espécie que, por algum parametro fisiologico, indica a saude, qualidade ou,
neste caso, 0s virus que circulam no ambiente em que ela esta inserida (Tabor e
Aguirre, 2004).

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o viroma gastrointestinal de populacdes de D. aurita e seu potencial
como reservatorio de zoonoses em areas com diferentes niveis de perturbacao

antropica no estado do Rio de Janeiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar a diversidade viral presente em D. aurita;

2. Avaliar o impacto de diferentes niveis de antropizacdo e do sexo ha composi¢cao
do viroma de D. aurita;

3. Avaliar se D. aurita € um reservatério de virus potencialmente zoondtico nas areas

de estudo.



3. HIPOTESES

1. A composicdo de familias virais nos conjuntos de amostra refletira o nivel de
antropizacdo das areas de coleta, uma vez que a antropizacdo do local facilita o
contato dos hospedeiros com fontes virais diferentes dos ambientes naturais, por
exemplo animais domésticos, esgoto, lixo etc.;

2. Conjuntos de amostras do mesmo sexo serdo mais similares entre si, devido as
diferencas inerentes aos sexos tanto ecolégicas quanto fisioldgicas;

3. A riqueza de familias virais nos conjuntos de amostras provenientes de area
urbana serd menor, pois uma maior perturbacdo antrépica pode perturbar o
equilibrio da microbiota do animal e o tornar suscetivel a disbiose, onde uma

guantidade reduzida de familias virais domina o viroma;

4. MATERIAL E METODOS

4.1 AREAS DE ESTUDO

A coleta de amostras para o estudo foi realizada na Reserva Biologica Unido
(ReBIO Unido; Figura 1), na Area de Protecio Ambiental da Bacia do Rio S&o Jo&o
(APA da Bacia do Rio Sédo Jodo/Mico-Ledo-Dourado; Figura 2) e no municipio de
Campos dos Goytacazes (Figura 3). Todas as areas pertencem ao estado do Rio de
Janeiro (Figura 4), a ReBIO Unido estando nos municipios de Rio das Ostras,
Casimiro de Abreu e Macaé (ICMBio, 2023). A APA da Bacia do Rio Sado Joao/Mico-
Ledo-Dourado estéa alocada nos municipios de Silva Jardim, Casimiro de Abreu, Rio
das Ostras, Cachoeiras de Macacu, Rio Bonito, Araruama e Cabo Frio (ICMBio,
2008).
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Figura 1 - Representacao das areas de coleta de amostras de fezes da espécie Didelphis aurita na
Reserva Biolégica Unido, entre 2019 e 2023.

gUniéo AD

’Google Earth

h 4 £

o

Fonte: Google Earth (2024).

A ReBIO Unido é uma area de protecdo integral que abrange 7.756,76 ha
(ICMBIo, 2023). Consideramos essa area como a que apresenta o menor grau de
antropizacdo. Isso se deve a proibicdo legal de uso dessa area para atividades
extrativistas, mesmo que de uso sustentavel. Logo, os animais dessa area tém
menor contato com a acdo humana e menores efeitos da antropizacdo do seu
habitat. Por outro lado, a APA da Bacia do Rio S&o Joao/Mico-Ledo-Dourado, com
150.700 ha (ICMBio, 2008), é categorizada como de uso sustentavel. Por
consequéncia, as areas de coleta da APA estdo inseridas em matrizes rurais, dentro
de fazendas de uso privado. Sendo assim, nessas areas 0s animais tém um contato
intermediario tanto com o ser humano quanto com outros animais (de companhia

e/ou de producao), com o animal de producdo mais abundante sendo o gado.
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Figura 2 - Representacao das areas de coleta de amostras de fezes da espécie Didelphis aurita na
APA da Bacia do Rio S0 Jodo/ Mico-Ledo-Dourado, entre 2019 e 2023.
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Fonte: Google Earth (2023).

Por fim, temos o municipio de Campos dos Goytacazes, que esta localizado
na regido Norte Fluminense do estado do Rio de Janeiro e € o maior municipio do
estado, em extenséo territorial, com 4.032,487 quildbmetros quadrados (km?) (IBGE,
2022). O municipio foi nossa area de maior grau de antropizacao, justamente por ser
uma area urbana que apresenta alguns pequenos fragmentos de floresta. As coletas
no municipio ocorreram em locais que apresentavam pequenos fragmentos de mata,
como no Horto Municipal e na propria Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF).
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Figura 3 - Representacao das areas de coleta de amostras de fezes da espécie Didelphis aurita em
Campos dos Goytacazes/RJ, entre 2022 e 2023.
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Fonte: Google Earth (2024).

Figura 4 - Localizagdo de todas as areas de captura de D. aurita (ReBIO Unido; APA da Bacia do Rio
S&o Jodo e Campos dos Goytacazes) dentro do estado do Rio de Janeiro.
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11

4.2 DELINEAMENTO AMOSTRAL

O delineamento amostral na ReBIO Unido e na APA se baseou em quatro
transectos por area amostrada, tendo cada transecto 15 estacfes de captura com
duas armadilhas cada (Sherman® e Tomahawk®), uma no chdo e outra no sub-
bosque. Armadilhas de queda (do inglés pitfall), formadas por baldes de 60 litros (L)
instalados na altura do solo (Figura 5c) e cercados por lona para guiar a trajetoria
do animal em direcdo ao balde, também foram instaladas. Cada &rea possuia duas
linhas dessas armadilhas, com cinco baldes instalados no interior da floresta. Como
essas duas areas eram cortadas por uma faixa de dutos (gasodutos de petréleo)
montamos dois transectos do lado esquerdo e dois transectos do lado direito do
duto. Um transecto representava o que denominamos de borda, adjacente ao
gasoduto, e outro representava o que chamamos de interior, distante da borda cerca

de 25m (largura do gasoduto) (Figura 5).
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Figura 5 - Desenho amostral utilizado nas coletas na Reserva Biologica Unido e na APA Bacia do Rio
Sao Jodo, representando os transectos e cada circulo laranja representa uma estacdo amostral. As
armadilhas utilizadas foram Tomahawk® (A), Sherman® (B) e de queda (C). Os circulos azuis
representam as armadilhas de queda.

_____________ — Transecto de armadilhas

Faixa de dutos

______________ Interior

Linha de Pitfall

Em todas as areas, as armadilhas ficavam abertas durante sete noites, com
isca atrativa para pequenos mamiferos (uma mistura de farinha de milho para
cuscuz, amendoim moido, banana e sardinha). Esse projeto foi realizado entre 2019
e 2023, com as amostragens nessas areas ocorrendo nos anos de 2018, 2019, 2022
e janeiro de 2023. O salto temporal, entre 2020 e 2021, aconteceu devido a
pandemia de coronavirus. No total oito campanhas foram realizadas na ReBIO
Unido (quatro em 2019; trés em 2022; e uma em 2023) e nove na APA da Bacia do

Rio Sdo Jodo (uma em 2019; quatro em 2019; e quatro em 2022) (Tabela 1).

Tabela 1 - Esforco amostral entre todas as areas amostradas. Armadilhas/noite se refere a
guantidade de armadilhas multiplicado pelo nUmero de campanhas e noites de armadilha aberta.

Area N° de armadilhas N° de campanhas Armadilhas/noite
ReBIO Uniéo 360 8 20.160

APA da Bacia do Rio Sdo
Joao

120 9 7.560
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Campos dos Goytacazes 40 6 1680

Na ReBIO Unido, foram amostradas duas areas (Unido A e Unido B). A Unido
A (latitude -22,422339; longitude -42,021964) € uma das areas onde 0s animais tém
menor contato com o ser humano. Por sua localizagédo ser na sede da reserva as
normas referentes a necessidade de autorizacdes e permissfes para que se a
adentre sdo reforgadas, dificultando o contato dos animais com o publico geral. A
area como um todo é Umida, majoritariamente plana, e com um sub-bosque mais

fechado (Figura 6).

Figura 6 - Trecho da area de coleta ReBIO Unido A, Silva Jardim (RJ).

A Unido B (latitude -22,443004; longitude -42,050378) dista cerca de 3,7
quildbmetros (km) da area anterior e estd localizada préxima a rodovia. Essa
proximidade com a rodovia faz com que a area seja mais acessivel para a
populacdo e mais vulneravel a cacadores de animais silvestres, atividades essas

gue sao consideradas ilegais. Sua fisionomia é similar a da area anterior, assim

como a vegetacao (Figura 7). Nela os animais possuiam um pouco mais de contato
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com a antropizacdo, mas ainda em menor escala do que as areas da APA e
Campos dos Goytacazes, por isso ainda a tratamos como uma das areas que
representa menor intervencdo antropica. Assim, a ReBIO Unido foi representada por
duas areas, amostradas com 360 armadilhas no total.

Figura 7 - Trecho da area ReBIO Unido B, Silva Jardim (RJ).

Na APA uma area (Fazenda Flandria) foi amostrada e 120 armadilhas foram
instaladas no total. A Fazenda Flandria (latitude -22,50525; longitude -42,31626) é
plana e extremamente Umida, com um de seus lados formando um brejo. Sua
vegetacao € a mais distinta das demais. Seu dossel tendia a ser mais aberto, porém
com sub-bosque bem fechado. Nosso local de coleta estava inserido em matriz
agricola, por isso o0 nome da area € o nome de uma propriedade privada. Esta area
dista cerca de 31,58 km da Unido A e 28,44 km da Unido B.

As coletas em Campos dos Goytacazes (Figura 8) foram realizadas em
conjunto com um projeto de levantamento da fauna Norte Fluminense, também do
VertEco/UENF (E-26/201.313/2022), e nao seguiram o delineamento amostral
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apresentado anteriormente. Os animais também foram capturados com o uso de
armadilhas do tipo Sherman® e Tomahawk®, porém ndo houve a instalacdo de
armadilhas de queda e a distribuicdo das armadilhas variou conforme a area
amostrada. Na UENF tivemos a definicdo de transectos de armadilhas em areas da
universidade com, em geral, dois tipos de armadilha em cada ponto. No horto
amostravamos sempre 0s mesmos pontos, mas sem definicdo de transectos. No
condominio Bosque das Acéacias a disposicdo das armadilhas era definida conforme
a area do condominio que tinhamos permissao de amostrar. No total 6 campanhas
foram realizadas no municipio de Campos, cada uma delas com cerca de 40
armadilhas. Campos dista cerca de 104,6 km da Unido A, 109,27 km da Uniéo B e
134,36 km da APA. A distancia entre as areas é o suficiente para ndo termos a
sobreposicao de area de vida e captura de individuos de uma area na outra. Como
os individuos sdo marcados com anilhas numeradas temos a certeza de que essa

sobreposicao nao ocorre.



16

Figura 8 - Ponto de coleta no Horto Municipal no municipio de Campos dos Goytacazes (RJ).

i

Todos os animais capturados tiveram suas medidas (tamanho do corpo,
cauda e peso) anotadas. No momento da triagem as fezes eram coletadas em potes
estéreis, proprios para coleta desse tipo de amostra, sempre que notdvamos que o
animal estava evacuando. Desse modo, as fezes caiam diretamente no pote, sem
contato com o ambiente. Apds a triagem os animais eram liberados novamente. As
fezes frescas, pos atividade de campo, foram armazenadas em tubos do tipo
Falcon® de 15 mililitros (mL), diluidas em RNAlater® (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA) na proporcao 1:1 em relacdo a quantidade de fezes, a fim de
preservar o material genético ali presente. As amostras foram identificadas com
nome da espécie, numero do animal, data e o ponto de coleta, podendo permanecer
até 3 meses em temperatura ambiente (TA) antes de serem transportadas para o
laboratério de analise. No laboratorio, as amostras foram armazenadas no freezer -
80°C.
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Este trabalho foi realizado em conjunto com as atividades de trés projetos
distintos, sendo dois responséveis pelas coletas das amostras e um responsavel
pelas analises de metagen6mica. As coletas e organizacdo geral do projeto ficaram
sob responsabilidade do Laboratério de Ecologia de Vertebrados (VertEco) da
UENF. A captura dos animais, coleta de amostras, transporte e processamento
foram aprovadas pelos comités responsaveis, SISBIO n° 64807-9 / CEUA-UENF n°
508.

4.2.1 Agrupamento das Amostras

Um total de 7 conjuntos de amostras (do inglés pools) foram formados de
forma a permitir a andlise da influéncia do sexo e da antropizacdo sobre a
composicéo e diversidade de familias virais. Assim, 0s conjuntos foram compostos
de amostras de individuos do mesmo sexo e da mesma area, exceto pelo conjunto
da Flandria, em que foram incluidas amostras de machos e fémeas devido ao baixo
numero de amostras de cada sexo, separadamente, disponiveis. A composi¢cao dos
conjuntos de amostras é apresentada na tabela 2. Utilizamos apenas uma amostra
por individuo para formar os conjuntos de amostras, de modo que os individuos nao

foram representados mais de uma vez.

Tabela 2 - NUmero de amostras utilizadas em cada conjunto e as siglas correspondentes.

Area Sexo N° de amostras Sigla
ReBIO Unido A F 11 UA_F
ReBIO Unido A M 10 UA M
ReBIO Unido B F 8 UB_F
ReBIO Unido B M 7 UB_M
APA FeM 8 AP_FM
Campos dos Goytacazes F 10 CG_F
Campos dos Goytacazes M 8 CG M

Os conjuntos foram formados dessa maneira para que comparacdes entre 0s
viromas das areas amostradas fossem feitas, assim como comparacdes por sexo.
As comparacdes por sexo foram feitas entre os animais das areas Unido A, Unido B,
e aqueles capturados no municipio de Campos. Isso foi possivel devido ao numero
de amostras dessas areas permitir a separacao por sexo. A quantidade de amostras

compondo cada conjunto foi similar, permitindo que as comparacgdes fossem feitas
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de modo equilibrado, sem que uma biblioteca fosse muito mais representada do que
a outra. Desse modo também controlamos as diferencas de esforco amostral entre
as éareas, considerando que as &reas tiveram, no geral, esforcos amostrais de
captura parecidos, mas selecionamos um recorte das areas da ReBIO e da APA

para amostrarmos o viroma.

4.3 VIROMA

As analises laboratoriais foram cobertas pelo projeto Rede Virosfera Brasilis
(VIBRA; E-26/211.355/2021), que tem como objetivo estudar o viroma de animais da
fauna brasileira, sob responsabilidade do Laboratério de Diversidade e Doencas
Virais (LDDV) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Neste trabalho
realizamos duas levas de sequenciamento. A primeira, em fevereiro de 2023, com
0s conjuntos de amostras referentes as fémeas das areas ReBIO Unido A e B. A
segunda leva foi feita em novembro de 2023, com 0s conjuntos restantes.

O protocolo laboratorial utilizado ja € bem padronizado e demonstrado em
trabalhos prévios para analises de viroma (e.g. D’arc et al., 2020; Miranda et al.,
2022). As diversas etapas do protocolo de bancada e de bioinformatica tiveram por
objetivo elucidar a diversidade viral contida nos conjuntos de amostras (Figura 9). O
protocolo fez uso de diversos Kkits, que foram utilizados conforme as recomendacdes
do fabricante, com algumas pequenas modificacbes ao longo do processo. Vale
destacar que ao longo de todo o processo foi feito um controle negativo, com agua
pura ou RNAlater®, que passou por todas as etapas que as outras bibliotecas que
sequenciamos. Desse modo, foi possivel identificar se houve contaminacdo entre os

conjuntos de amostras ou designacao errbnea das sequéncias.
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Figura 9 - Resumo dos protocolos de bancada e bioinformética, estabelecidos pelo Laboratério de
Diversidade e Doengas Virais (UFRJ), utilizados para andlise das amostras de fezes de D. aurita.
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Fonte: Coimbra, 2023 (adaptado de Schiffler, 2022).

4.3.1 Enriquecimento Viral

Comecamos 0 nosso protocolo com o enriguecimento viral pois, em animais
saudaveis, o material genético viral € representativamente menor do que 0s outros
componentes genéticos. Para isso foi feito o completo descongelamento das
amostras e homogeneizacdo via vortex. No caso de amostras fecais, utiliza-se
também a homogeneizacdo por esferas (do inglés beads), que consistiu na
transferéncia de cerca de um mL de cada amostra para um tubo contendo esferas
de extracdo (Lysing Matrix E; MP Biomedicals, Irvine, EUA). Esses tubos foram
colocados no disruptor (Super FastPrep-2; MP Biomedicals) e homogeneizados por
cerca de um minuto (min) e 30 segundos (s), com paradas a cada 30 s para
incubacédo rapida em banho de gelo, para evitar superaquecimento das amostras.
Por fim, as amostras foram centrifugadas a 6.000 forcas gravitacionais (g), por 10
min, a quatro graus celsius (°C), para se recuperar o sobrenadante.

A partir deste momento os sobrenadantes foram unidos para a formacao de
um conjunto de amostras, visando o melhor custo-beneficio da analise. O passo

seguinte foi alocar 200 microlitros (uL) do sobrenadante de cada amostra no corpo
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de uma mesma seringa com um filtro Millipore (Millex-HV — 0,45pm — SLHV0135L,;
Merck, Darmstadt, Alemanha) acoplado na ponta.

Para concentrar as particulas virais, foi realizada uma ultracentrifugacdo com
gradiente de sacarose, 0 que nos permitiu selecionar a camada especifica contendo
a porgao viral. Para isso, 500 yL do conjunto foram alocados em um novo tubo de
1,5 mL, contendo 200 pyL de Sacarose 20%. O tubo contendo o material filtrado e a
sacarose foi ultracentrifugado a 35.000 rotag6es por minuto (rpm), a quatro °C, por
uma hora (h) e 30 min.

Por fim, foi feita a degradacdo do material genético livre no sobrenadante,
através da utilizacdo de diversas enzimas de digestdo, uma vez que o material
genético viral se encontra protegido dentro das particulas virais. Essas enzimas
foram preparadas de modo a formar uma combinagdo de reagentes contendo: duas
DNAses, quatro unidades (U) de RNase-Free DNase (Promega, Madison, EUA) e
seis U de Baseline Zero DNase (Epicentre, San Diego, EUA); uma RNase, 200 U de
RNase | (Ambion, Waltham, EUA); e, uma nuclease, ~200 U de Benzonase
Nuclease (Sigma, San Luis, EUA). Na combinac¢do também foi adicionado 25 pL do
10x Baseline-Zero Buffer, que garante as condi¢cdes ideais para que as enzimas
atuem. Apds uma centrifugacao rapida, 40 yL dessa combinacdo de reagentes foi
transferido para o tubo contendo o conjunto de amostras. A reacdo foi entéao
incubada por uma h e 30 min, a 37 °C, com agitacao de 300 rpm.

Apoés a incubacdo foi adicionado dois yL do reagente de inativagao (10x
Baseline-Zero Stop Solution), que ajuda a parar a acdo das enzimas, e novamente
foi feita incubacdo, por 10 min a 65 °C. Essa etapa foi finalizada com uma
centrifugacédo a 10.000 g por dois min, em TA, para que o reagente de inativacao
fosse sedimentado e pudesse ser retirado da amostra. Logo em seguida o
sobrenadante (~200 pL) foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e passou-se

para a etapa seguinte.

4.3.2 Extracéo dos Acidos Nucleicos Virais

Realizamos a extracdo do material genético viral através da lise das particulas
virais. Os capsideos e envelopes foram submetidos a acdo de enzimas e reagentes
gue degradam proteinas e acidos graxos, fazendo com o que o material genético
viral se tornasse livre no meio. Quando a integridade estrutural dos virus € afetada,

esses também se tornam inativos, ndo infectantes. Nessa etapa foi utilizado o
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QIAamp MinElute Virus Spin Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), com algumas
modificacdes do protocolo sugerido pelo fabricante.

Resumidamente, 25 uL de protease e 200 uL de Buffer AL foram adicionados
no tubo de amostra e a solugcédo incubada a 56 °C, durante 15 min. Em seguida,
adicionou-se 250 uL de etanol absoluto no tubo e foi feita novamente a incubacéo,
por cinco min, TA, finalizando com uma centrifugacdo rapida do tubo. Como o
objetivo principal foi fazer com que o material genético viral livre no meio fosse
separado e isolado de outras particulas, o conjunto foi transferido para uma coluna
de purificacdo. Desse modo, enquanto o liquido e outros componentes considerados
contaminantes conseguem passar diretamente pela membrana, os acidos nucleicos
ficam nela retidos. Para que isso ocorresse realizamos algumas lavagens. Primeiro,
centrifugamos o tubo a 8.000 rpm, por um min, TA, fizemos a lavagem da membrana
com o tampao AW2 e foi repetida a centrifugacéo, nas mesmas configuracdes. Para
terminar a lavagem foi adicionado 500 pL etanol a coluna de purificagédo e repetida a
centrifugacéo. Por fim, a membrana foi seca com uma centrifugacéo a 14.000 rpm,
durante trés min, ainda em TA. Para a liberagdo do material genético viral limpo na
solucgdo, foi adicionado 20 pyL de agua ultrapura na coluna, seguida de incubagao

(um min, TA) e centrifugac&o (14.000 rpm por um min).

4.3.3 Sintese da Dupla Fita de DNAc e Purificacao

Com o material genético viral purificado, foi feita essa etapa para que o0 RNA
presente fosse convertido em DNA complementar (DNAc). Deste modo, os virus de
DNA fita dupla permaneceram no conjunto sem serem alterados e continuamos com
toda a diversidade viral que estava ali presente na forma de RNA, porém em formato
de DNAc. Essa padronizacdo em DNAc € necessaria para que a maquina
responsavel pelo sequenciamento seja capaz de efetivamente sequenciar o que esta
presente no conjunto de amostras. Utilizamos a Superscript IV First Strand
Synthesys (LifeTech, Waltham, EUA) e a Klenow Fragment, 3'-5' exo- (NEB, Ipswich,
EUA).

Essa etapa depende do uso de trés combinacdes de reagentes (mixes) para a
Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR, do
inglés Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction), cada um com uma

funcd@o especifica. A primeira combinacdo (M1) foi responsavel pelo anelamento e
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continha sequéncias de seis dinucleotideos degenerados, formados por todas as
combinacdes possiveis de ATGC, capazes de se ligar a qualquer sequéncia. A
segunda combinacao (M2) foi responsavel pela sintese da primeira fita do DNAc.
Nessa combinacdo de reagentes esta contida a transcriptase reversa (RT, do inglés
Reverse Transcriptase), enzima capaz de converter a informacao genética de uma
molécula de RNA em DNAc fita simples, complementar ao RNA molde. A terceira
combinacao (M3) foi responsavel pela sintese da segunda fita de DNAc.

Sendo assim, o M1 foi formado por 100 ng Random Hexamers e 20 mM dNTP
mix e entdo misturado no conjunto de amostras (~20 uL). O material foi levado ao
termociclador por cinco min a 65 °C e incubado no gelo por dois min. O M2 foi entéo
preparado com oito yL de 5x SSIV Buffer, 200 mM DTT, dois pL de Ribonuclease
Inhibitor e 400 U de SuperScript IV RT. Em seguida este foi adicionado ao tubo e
levado para um novo ciclo no termociclador, sendo esse de 10 min a 23 °C, 10 min a
50 °C e 10 min a 80 °C; e incubado no gelo. O M3 era composto por 5,5 uL de
Klenow Buffer 10x, 25mM de DNTPs e 12,5 U de Klenow Enzyme. Essa etapa foi
finalizada no termociclador, com um ciclo de uma hora a 37 °C, 20 min a 75 °C e
manutencao a quatro °C.

Apés a sintese do DNAc dupla fita partiu-se para a limpeza do DNAc e
concentracdo dele, pois no sequenciamento utiliza-se um volume pequeno de
material inicial. O Agencourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter Genomics,
Indianapolis, EUA) foi utilizado para essa etapa e se baseia na purificacdo do
material genético da solucéo a partir do uso de esferas magnéticas, em diferentes
guantidades. Quando em solucéo ideal, as esferas conseguem se unir ao DNA, por
diferenca de carga, e permitir que a solucao seja lavada/descartada sem perda do
material genético. Além disso, quanto maior o volume/quantidade de esferas, maior
sera a capacidade de apreender fragmentos de diversos tamanhos.

A etapa foi iniciada com a alocacao do conjunto em um poco de uma placa de
96 pocos e adicdo de 85 pL de beads (1,8x). A placa foi entdo incubada por 15 min
em TA e levada para a estante magnética por trés a cinco min. Sem remover a placa
da estante o pogo foi lavado com 200 uL de etanol 80% fresco, duas vezes, e
incubado por cinco a 10 min, em TA, até evaporacdo completa do etanol. ApGs
secas, as esferas magnéticas foram ressuspendidas com 17 pyL de Resuspension-
Buffer (RSB) do Tagmentation Kit (lllumina, San Diego, EUA), um reagente

responsavel tanto por hidratar quanto por fazer com que as esferas perdessem
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afinidade ao DNA. A placa foi entdo removida da estante, o conteddo do poco
homogeneizado e a placa incubada por dois min em TA. Essa etapa foi finalizada
com a alocacao da placa na estante magnética, incubagdo e remocao do material

genético limpo sem as esferas.

4.3.4 Confeccéo e Purificagédo das Bibliotecas

A formacao da biblioteca é importante para o sequenciamento em si e a
identificacdo das sequéncias durante o processo de andlise, pois esse é feito com
diversas bibliotecas ao mesmo tempo, por isso cada uma deve ter um cédigo que a
identifique. O que chamamos de biblioteca € a construcdo molecular que une
sequéncias conhecidas, como o adaptador e o cédigo de barras (do inglés
barcode/index) molecular, e a sequéncia de nucleotideos desconhecida de
interesse. Cada biblioteca recebe dois cédigos de barras, um no sentido senso e
outro no antisenso. Essa etapa foi realizada com o Nextera XT DNA Library
Preparation Kit (lllumina), que possui uma etapa de fragmentacédo enzimatica, onde
€ anelado o codigo de barras, e uma etapa de PCR, responsavel por finalizar a
construcéo da biblioteca e sua amplificacéo.

O kit continha reagentes como Tagment DNA Buffer (TD) e a Amplicon
Tagment Mix (ATM), que fragmenta 0 DNA ao mesmo tempo que anela sequéncias
conhecidas de DNA nas extremidades do fragmento. Essas sequéncias sao
conhecidas como adaptadores e auxiliam a introducdo do cdédigo de barras na
biblioteca. Por isso, primeiro foi colocado cinco uL de TD, depois 2,5 uL do pool e
2,5 uL de ATM no pogo de uma nova placa e realizada uma centrifugagdo por um
min a 300 g e 20 °C. Depois a placa foi levada ao termociclador e incubada por cinco
min a 55 °C e removida rapidamente ao atingir 10 °C para dar continuidade ao
procedimento.

Apés retirar a placa do termociclador a reacdo de fragmentacdo foi
interrompida com a adicdo de 2,5 uL de Neutralize Tagment Buffer (NT),
centrifugacéo por um min a 300 g e 20 °C e incubacado por cinco min em TA. ApoOs
decorrido este tempo foi adicionado 2,5 uL do codigo um e 2,5 uL do cédigo dois em
cada pogo e 7,5 yL de Nextera PCR Master Mix (NPM). A placa foi levada para o
termociclador e passou por uma ciclagem consistindo em trés min a 72 °C, seguidos
de 30 sa 55 °C e ociclorepetido 18xde 10sa95°C,30sab55°Ce30sa72°C. A
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ciclagem foi finalizada com cinco min a 72 °C e em seguida a temperatura baixou
para oito °C até que a placa foi retirada do termociclador. Por fim, esta etapa foi
finalizada com uma centrifugacéo a 300 g, durante um min, a 20 °C e avangou-se
para a etapa seguinte.

Este passo foi similar a purificacdo e concentracdo do material genético,
seguindo os mesmos passos, porém com algumas distingdes. A principal diferenca
esta na quantidade de esferas magnéticas utilizada, pois aqui utilizamos uma
guantidade menor, o que permitiu que fragmentos grandes (>800 pares de bases -
pb) fossem removidos da nossa solucédo, considerando que nossos fragmentos de
interesse devem ter tamanho entre 200 e 800 pb, como estabelecido pela lllumina.
Utilizamos novamente o Agencourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter Genomics).

Primeiro foi adicionado cinco uL de esferas magnéticas (0,2x) ao po¢o com a
biblioteca e este foi incubado da mesma maneira que anteriormente. Depois 0
sobrenadante (~25 pL) foi transferido para outro poco da placa e a placa foi retirada
da estante magnética. Neste novo poco foram alocados 15 pL de esferas (0,6x).
Apoés decorrido o tempo de incubacdo, todo o sobrenadante deste poco foi
descartado. Em seguida foi feita a lavagem e ressuspensao das esferas. Essa etapa
foi finalizada com a alocacdo do conteudo dos pocos em dois tubos distintos. Um
dos tubos contendo fragmentos menores que 800 pb e o outro com fragmentos
acima de 800 pb. Passou-se entdo para a etapa seguinte apenas com o tubo

contendo os fragmentos menores que 800 pb.

4.3.5 Avaliacao da Biblioteca

Apés a montagem das bibliotecas, foi necessario avaliar sua qualidade, uma
caracteristica que depende tanto da concentracdo quanto do tamanho dos
fragmentos nela presentes. Esse passo € importante pois a qualidade é crucial para
decidir se a biblioteca esta apta para prosseguir para 0 sequenciamento. Para
avaliar a concentracéo, foi feita uma quantificacdo utilizando o QuBit 2.0 com o
QuBit dsDNA HS Assay Kit (LifeTech), que se baseia em marcar os fragmentos de
DNA com uma molécula fluorescente. Essa molécula, quando excitada pela luz
emitida no QuBiIt, fluoresce e a maquina € capaz de estimar a concentracao de DNA

na biblioteca a partir da intensidade dessa fluorescéncia.
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Primeiro foi feito uma combinacgéo de reagentes com Qubit® dsDNA HS Buffer
(199 pL) e Qubit® dsDNA HS Reagent (um pL), desta combinacédo foi retirado
volume suficiente para o misturar com a aliquota da biblioteca obter um volume final
de 200 uL de reagao. Foram realizadas duas aferi¢des por biblioteca, uma contendo
trés pL e outra contendo cinco yL da biblioteca, com 197 yL e 195 uL da
combinacao de reagentes, respectivamente. Desse modo o resultado foi uma média
desses dois resultados, o que permitiu maior confiabilidade. Antes de passar as
amostras pelo equipamento, esse foi calibrado com dois padrdes, um trazendo a
concentracdo minima e outro a maxima a ser detectada pelo QuBit.

Para avaliar o tamanho da biblioteca foi feita uma PCR com visualizacdo em
gel de agarose. Fazemos a PCR para amplificar a biblioteca novamente, facilitando
sua visualizacdo, jA que utilizamos uma quantidade diluida da biblioteca. Foi
necessario diluir para otimizarmos a reacdo de PCR, pois assim permitimos que as
enzimas conseguissem encontrar os fragmentos durante o tempo da reacdo. Uma
guantidade muito grande de DNA faria com que as enzimas fossem saturadas muito
cedo. Para isso foi utilizado o NEBNext® Library Quant Kit (NEB, Ipswich, EUA) e
preparado um tampao de diluicdo 1x com 45 uL de agua e cinco uL de NEBNExt
Dilution Buffer 10x (por biblioteca). O tamp&o foi entdo homogeneizado via vortex,
centrifugado rapidamente e adicionado 49 uL deste em um L de biblioteca. No novo
tubo foi feita homogeneizacéao via vortex e centrifugacao rapida.

Depois, dois uL de biblioteca diluida foram alocados em um tubo com oito pL
de NEBNext Master Mix + Primer. Fizemos o mesmo com o0 controle positivo,
composto de um fragmento de DNA de tamanho conhecido, e com o negativo, 0
tampéao de diluicdo preparado anteriormente. A ciclagem da PCR foi entdo iniciada
no termociclador com um ciclo de um min a 95 °C, seguido de uma repeticdo de 35x
de 15sa 95 °C e 45 s a 63 °C, e manutencao a oito °C até remocao dos tubos do
equipamento. Os tubos foram retirados do termociclador, centrifugados rapidamente
e preparados para visualizacédo no gel.

O gel de agarose € um polimero poroso que permite a passagem do DNA
pelo seu interior devido a natureza negativa da molécula que € atraida para o polo
positivo da cuba de eletroforese, quando aplicada uma corrente elétrica. Quanto
mais concentrado for este gel, mais dificil sera a migracdo do DNA. Aqui foi utilizado

um gel 1,5% pois essa concentracdo € eficaz para visualizacdo de fragmentos entre
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200 e 3.000 pb. As moléculas foram marcadas com um corante fluorescente (dye)
gue permite visualizacdo apos ser excitado com luz ultravioleta (UV).

Foram alocados oito yL do produto de PCR da biblioteca, dos controles e do
gue chamamos de ladder (escada, em portugués), um marcador de peso molecular
conhecido que mostra bandas entre 100 e 1.000 pb, em pocos do gel. Todos foram
previamente misturados com o corante. O gel foi entdo colocado na cuba e a corrida
ocorreu por ~uma h e 30 min. Apds a corrida, o gel foi levado para o transiluminador
L-Pix EX (Loccus, Cotia, Brasil) e excitado com luz UV, gerando uma imagem com
as bandas identificadas no gel. A identificacdo do tamanho médio da biblioteca
consistiu em observar o ladder e comparar com o arrasto deixado pela biblioteca
pois essa nao deixa bandas definidas, ja que possui fragmentos de diversos
tamanhos. Entretanto, existe um tamanho médio onde a maioria dos fragmentos se
localizam e este que foi identificado com a comparacgéo ao ladder.

Como a avaliacdo do tamanho por visualizacgdo em gel depende do
conhecimento do usuario e pode ser subjetiva, foi realizada uma segunda avaliagéao.
Dessa vez utilizando o BioAnalyzer e o Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent,
Santa Clara, EUA). O BioAnalyzer funciona de maneira similar ao gel de agarose,
também sendo pautado no uso de um gel que permite que o DNA o percorra durante
a passagem de uma corrente e seja visualizado por fluorescéncia. Entretanto, o gel
agora se localiza no interior de um chip especifico para ser colocado no
equipamento. A diferenca crucial esta no fato de que a maquina nos retorna o
tamanho médio da biblioteca de forma automatica e por ser uma tecnologia muito
mais sensivel e precisa.

Primeiro foi preparado o gel, onde 15 uL de High Sensitivity DNA dye - HSD,
previamente homogeneizado via vortex e centrifugado rapidamente, foram
misturados ao tubo com nosso gel (HDS gel matrix). Essa mistura foi
homogeneizada via vortex rapidamente e centrifugada a 6.000 rpm, durante 10 min,
TA. O gel foi adicionado ao chip em trés pocos distintos (nove yL em cada pogo) e
em seguida foi adicionado cinco yL de um marcador do tamanho maximo e minimo
detectado pelo kit (HSD marker) em todos os pocos. Por fim, foi adicionado um pL
de ladder no seu respectivo poco e um uL de biblioteca em um dos pogos livres. A
preparacdo do chip terminou com uma homogeneiza¢ao via vértex por um min, a
2.400 rpm.
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Por fim, o chip foi inserido no BioAnalyzer e os resultados obtidos por meio
dos gréficos e relatérios fornecidos pelo equipamento. Essa informacéo foi unida ao
tamanho estimado pela etapa anterior e o0 tamanho médio final das bibliotecas foi um

consenso entre os dois resultados.

4.3.6 Plataforma lllumina - MiSeq

Como a plataforma Illumina - MiSeq possui apenas uma porta de entrada para
sequenciar todas as bibliotecas ao mesmo tempo, elas foram previamente unidas
em um unico conjunto. O volume total desse conjunto ndo é formado por um volume
equivalente de cada biblioteca, pois isso depende tanto do tamanho médio daquela
biblioteca quanto da sua concentracdo. De maneira geral, bibliotecas que possuem
um tamanho meédio entre 300 e 500 pb, e uma molaridade acima de quatro nM
podem ser consideradas oOtimas. As bibliotecas que ndo cumprem esses requisitos
ainda podem ser sequenciadas, porém essas irdo compor uma parte menor do
conjunto.

Isso é necessario para o bom funcionamento do equipamento que iremos
utilizar. Uma quantidade muito grande de uma biblioteca que possui molaridade
baixa, faria a maquina travar pois essa rapidamente se esgota de sequéncias para
ler. O mesmo ocorre para sequéncias de tamanho muito pequeno. Para o preparo
do conjunto de bibliotecas foi decidido previamente o volume de cada biblioteca que
seria pipetado em um Uunico tubo, levando em consideracdo as informacfes de
gualidade. Por fim, foi feita a quantificacdo do conjunto com o QuBit, seguindo o
mesmo protocolo descrito anteriormente, para confirmar sua concentracao e dilui-lo,
com agua destilada, para quatro nM, o que é exigido pela empresa como massa
ideal para o inicio do protocolo de sequenciamento.

Por fim, os sequenciamentos foram realizados com o MiSeq v2 2x150 cycles
Reagent kit (lllumina). O preparo do conjunto de bibliotecas para ser colocado no
sequenciador comecou com a desnaturacao da dupla fita de DNA, necesséria para o
anelamento das bibliotecas nos adaptadores fixados na placa de vidro, chamada
flow cell, fornecida pelo kit. Foi adicionado cinco uyL de NaOH a 0,2M em um tubo
com cinco uL do conjunto de bibliotecas, que foi homogeneizado via vértex e
incubado por cinco min em TA para que a reacdo ocorresse. Apds esse tempo, a
reacao foi parada com a adicao de 990 uL de HT1, fornecido pelo kit. Em seguida,

240 uL do conjunto foram transferidos para outro tubo e mais 360 yL de HT1
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adicionados ao tubo. Neste momento a molaridade de oito pM foi atingida, uma
molaridade que ja se mostrou eficaz para o sequenciamento de alta performance em
outros estudos de viroma realizados pelo laboratorio.

Para ser colocado na maquina, 600 puL do conjunto foram pipetados no que
chamamos de cartucho do MiSeq, uma espécie de caixa com diversos pogos e
todos os reagentes necessarios para que as etapas do sequenciamento ocorram.
Antes de iniciar o sequenciamento a maquina foi ajustada com todos os
componentes sendo colocados nos compartimentos corretos e a quantidade de
ciclos desejada foi configurada (2x151 ciclos). Cada ciclo corresponde ao numero de
pares de base da fita no sentido senso e antisenso da biblioteca de DNA que seréo
lidos. Ou seja, sabendo o tamanho médio das nossas bibliotecas, devemos ajustar o
namero de ciclos para que esse esteja de acordo com as bibliotecas de menor
tamanho. Por fim, o cartucho foi colocado na maquina e a corrida iniciada.

Essa plataforma usa o0 método de sequenciamento por sintese, pautado em
uma PCR. Esse processo consiste na sintese de novas fitas de DNA a partir das
sequéncias presentes na biblioteca, e leitura de fluorescéncia. Os adaptadores
ligados a placa de vidro (flow cell) sdo complementares aos adaptadores que foram
adicionados a biblioteca. Quando temos esse anelamento, em um primeiro
momento, ocorre 0 que chamamos de clusterizacdo, ou agregacdo. Essa etapa é
baseada em uma amplificacdo por ponte, formando agregados (do inglés clusters)
de material genético clone de um unico fragmento.

Apoés formacdo dos agregados em ambos os sentidos das fitas, temos a
clivagem das fitas de sentido antisenso da placa e ficamos apenas com as fitas
senso (R1). Entdo, partimos para o sequenciamento propriamente dito. Este se inicia
com a identificacdo do iniciador presente no nosso fragmento e a cada ciclo temos a
ligacdo de um nucleotideo complementar ao que temos no nosso fragmento. Esses
nucleotideos séo fluorescentes e cada um possui uma cor distinta do outro, de modo
gue quando esse se liga ao seu complementar uma luz é emitida e o sequenciador é
capaz de distinguir qual nucleotideo emitiu aquela luz. Como estamos lidando com
agregados, a maquina consegue perceber de maneira clara o nucleotideo sinalizado
pois o agregado inteiro fluoresce de forma sincronizada.

Apds o0 sequenciamento da fita senso temos 0 mesmo processo ocorrendo
para a fita antisenso (R2), recuperada apés mais um ciclo de amplificacéo por ponte.

Entre a leitura de uma fita e outra também temos a leitura de cada codigo de barras,
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0 que permite a maquina atribuir as sequéncias de maneira correta para as
bibliotecas. O préprio sequenciador, apds finalizar a corrida, nos retorna arquivos
com todas as sequéncias correspondestes a cada biblioteca. As corridas duraram
entre 28h e 36h. ApoOs finalizada passou-se para a etapa de andlise de

bioinformética.

4.4 ANALISES GENETICAS

Depois que os trabalhos de bancada “molhada” foram finalizados, as
sequéncias passaram por um fluxo de andlises bioinforméticas (pipeline) para a
identificacdo taxondmica das sequéncias presentes na biblioteca. As leituras brutas,
antes de serem identificadas, passaram por um controle de qualidade tanto do
tamanho quanto da confiabilidade da leitura de cada nucleotideo (QScore). As
leituras que apresentaram tamanho maior que 50 pb e QScore maior que 30
passaram para as proximas etapas e as reprovadas foram retiradas das analises
posteriores. Esse controle foi feito com trés ferramentas distintas. Primeiro as
leituras passaram pelo FastQC 0.11.3 (Andrews, 2010), uma ferramenta elaborada
justamente para fazer uma avaliacdo da qualidade dos dados oriundos de HTS.
Depois, foi usado o fastp v.0.20.1 (Kearse et al., 2012), para filtrar os dados baseado
nos parametros definidos pelo usuério. Por fim, as leituras pos-filtro passaram pelo
FastQC novamente e todos os relatorios de qualidade foram agrupados utilizando o
Multigc v1.14 (Ewels et al., 2016), responsavel por compilar esses dados em um
anico arquivo.

As andlises bioinforméaticas também incluiram um genoma de referéncia. Este
pode ser tanto do hospedeiro alvo do estudo, ou do organismo mais préximo
filogeneticamente, desse hospedeiro, que tenha seu genoma completo descrito.
Essa etapa é utilizada como forma de “limpar” as sequéncias e excluir aquelas que
sdo oriundas do hospedeiro. Desse modo, garantimos que as sequéncias
identificadas representam genomas que sdo de outras fontes que ndo o préprio
hospedeiro. No nosso caso, por ndo haver o genoma completo de Didelphis aurita
disponivel, utilizamos como genoma de referéncia o da espécie Monodelphis
domestica (RefSeq: GCF_027887165.1).

As leituras passaram para a identificacdo taxonémica, onde as sequéncias

foram atribuidas a algum taxon. Essa andlise foi feita com as ferramentas Kraken2
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v.2.1.2 (Wood et al., 2019) e Diamond v.2.0.14 (Edgar, 2004). A analise realizada
pelo Kraken2 é baseada na assinatura de cada sequéncia, ou seja, ele busca por
padrdoes que indicam que aquela sequéncia seria pertencente a um determinado
taxon. Chamamos essas assinaturas de k-mers, entdo o Kraken2 trabalha de
maneira que ele busca correspondéncias exatas para 0os k-mers que ele encontra
(Cardenas, Neuenschwander e Malaspinas, 2022). Entretanto, por trabalhar dessa
maneira, 0 Kraken2 € menos conservador, ao atribuir as sequéncias a um
determinado tdxon, do que ferramentas que fazem busca por similaridade.

Por outro lado, o Diamond compara as sequéncias que nds temos com
aquelas presentes em bancos de dados publicos. O Diamond também funciona com
um algoritmo do tipo Ancestral Comum Mais Proximo (do inglés Lowest Common
Ancestor), onde uma leitura que for identificada como sendo muito similar a mais de
uma espécie sera classificada no nivel taxonébmico comum a todas essas espécies
(Cardenas, Neuenschwander e Malaspinas, 2022). Logo, o Kraken2 é uma
ferramenta mais suscetivel a sinalizar falsos positivos, enquanto o Diamond é mais
suscetivel a retornar falsos negativos. Ambas as ferramentas retornam resultados ao
nivel de espécie, entretanto, a confiabilidade tende a ser menor devido ao tamanho
reduzido das sequéncias disponiveis para analise, por isso foi utilizado o nivel de
familia viral para este estudo.

As mesmas andlises também foram realizadas com fragmentos de maior
tamanho (contigs). Esses fragmentos sado formados a partir do programa SPAdes
v3.15.3 (Rice et al., 2000), que utiliza as leituras presentes na biblioteca e alinha
aquelas que possuem um determinado grau de sobreposicdo, formando um
fragmento de maior tamanho que as leituras originais (contig). Os dados obtidos
foram resumidos graficamente e tabelados com o uso do Krona v.2.7.1 (Capella-
Gutiérrez et al., 2009), que é capaz de criar graficos com camadas multiplas do nivel
taxondmico mais abrangente até o menor taxon identificado. A ferramenta retorna os
mesmos dados em um arquivo “.txt”.

Apos finalizada a etapa de bioinformatica, os niumeros de leituras listados no
arquivo .txt passaram por um ajuste metodolégico, onde foi aplicado um corte de 1%
para a plataforma Kraken2. Ou seja, 0 numero de leituras de uma familia viral em
cada biblioteca sé foi mantido caso este numero fosse maior do que 1% do valor
apresentado para a biblioteca com o maior nimero de leituras para aquela familia.

Isso € necessario para compensar qualquer erro de atribuicdo durante o
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sequenciamento, por isso o corte foi feito com todas as bibliotecas sequenciadas ao
mesmo tempo. Ou seja, o corte ndo foi feito apenas com as bibliotecas aqui
apresentadas, mas sim com todas que forem sequenciadas a0 mesmo tempo,
independente do hospedeiro de interesse, ja que estamos buscando minimizar erros
do sequenciador.

Os dados obtidos pela plataforma Kraken2 foram o alvo principal das analises
no presente projeto. De forma a lidar com o menor conservadorismo dessa
plataforma, além de realizar as andlises para as familias virais identificadas pelo
Kraken2 pos corte de 1%, fizemos também as andlises considerando apenas as
familias virais identificadas simultaneamente por ambas as ferramentas Kraken2 e
Diamond. Essa escolha foi feita devido a possivel existéncia de uma taxa de falsos
positivos do Kraken2, de cerca de 1% (Céardenas, Neuenschwander e Malaspinas,
2022; Johnson, Sun e Fodor, 2022). Dessa maneira, para fins de descrever a
presenca de familias virais, teriamos maior confiabilidade, ja que confirmamos a
presenca das familias no Diamond, uma ferramenta conhecidamente mais
conservadora. Os dados do Kraken2, apesar de ainda ndo serem amplamente
usados para identificagcdo de novos virus, cumprem o0 proposito de descrever
amplamente a diversidade viral e assim sdo Uteis para serem utilizados em analises

ecoldgicas.

4.5 ANALISES DOS DADOS

A rigueza foi calculada pelo nimero de familias virais identificadas em cada
biblioteca. Para avaliar a eficiéncia dos métodos para amostrar as familias virais
presentes na amostra, foi calculada uma curva de rarefacdo baseada em individuos
para cada biblioteca pds corte de 1% (da Silva et al., 2022). Aqui tratamos cada
leitura como um individuo. Decidimos tratar cada leitura como um individuo distinto
porque essa é a menor unidade amostral que nos permite identificar a presenca de
uma familia em uma biblioteca.

Para algumas representacdes dos dados nés utilizadas uma classificacdo das
familias por hospedeiros foi feita baseada nos hospedeiros ja identificados para cada
familia viral, de acordo com a base de dados do Viral Zone (Hulo et al., 2011).
Familias virais conhecidas por infectar apenas um grupo, ou dois grupos similares,

de organismos foram separadas como tal (e.g. Bacteria; Archea; Algae; Plantae;
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Protozoa - Apéndice A). Familias virais que infectam diferentes grupos de animais
foram classificadas como Metazoa, as que infectam diferentes grupos de eucariotos
como Eukaryota, e as indicadas com infectantes de vertebrados foram classificadas
como Craniata. Familias virais com hospedeiro tipo como desconhecido foram
classificadas como “N/A”.

A diferenca na composicdo de familias virais entre conjuntos de amostras de
acordo com a localidade e o sexo dos hospedeiros foi calculada a partir do indice de
dissimilaridade de Jaccard (Magurran, 2021), baseado na presenca ou auséncia das
familias virais nas bibliotecas. A partir da matriz de dissimilaridade de Jaccard, foi
construido um dendrograma, baseado em médias aritméticas nao-ponderadas
(UPGMA) (Magurran, 2021), de forma a observar se as bibliotecas tenderam a se
agrupar de acordo com o indice de antropizacdo das areas e/ou com o sexo dos
individuos.

Para explorar mais a forma que a composicado de familias virais se distribui
entre 0s hospedeiros de ambos 0s sexos e em localidades sob diferentes niveis de
antropizagdo, foi empregada andlise de elementos de estrutura de
metacomunidades (Leibold e Mikkelson, 2002; Presley, Higgins e Willig, 2010). Essa
analise avalia se existe algum gradiente, neste caso 0 sexo ou antropizacao da area,
estruturando a distribuicdo das familias virais e como elas se estruturam ao longo
desse suposto gradiente. Seguimos a nomenclatura proposta por Braga, Oliveira e
Cerqueira (2017).

5. RESULTADOS

Foi reconhecido um total de 36.223.147 leituras pelo Kraken2. Dessas,
7.643.459 foram identificadas com sucesso. As outras 28.579.688 leituras reconhe-
cidas pela ferramenta ndo puderam ser identificadas a nenhum nivel taxonémico.
Essas sdo chamadas de leituras “ndo classificadas”. O Diamond reconheceu
36.220.147 leituras, identificando com sucesso 7.899.596. As outras 28.320.551 lei-
turas que restaram ndo foram classificadas (Apéndice B). Tanto no Kraken2
(0,71%) quanto no Diamond (1,65%) a maior parte dessas leituras identificadas nao
eram de virus, assim, estes representaram uma das menores por¢des classificadas
(Apéndice C).
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Apos o corte de 1% ficamos com 193.288 leituras virais. O menor ndmero de
leituras virais foi atribuido a biblioteca de machos da Unido B com 466 leituras e o
maior para a biblioteca de fémeas de Campos, com 150.800 leituras (Tabela 3). Em
relacéo aos contigs virais, foram registrados 2.884 no total. A biblioteca com a menor
guantidade de contigs foi a da APA, com 12 contigs e a maior foi atribuida a bibliote-
ca de fémeas de Campos, com 1.473 contigs (Apéndice D). Algo esperado quando
se considera que quanto maior o numero de leituras maiores chances temos de que
esses formem contigs.

Ao longo de todo o estudo foram identificadas 50 familias virais distintas
usando a plataforma Kraken2, sendo 23 identificadas também pela plataforma Dia-
mond (Tabela 3). A maior riqueza foi identificada para a biblioteca de fémeas da
Unido A (28 familias virais) e a menor para biblioteca da APA (12 familias virais).

Tabela 3 - Resumo dos resultados obtidos no Kraken2, para todas as bibliotecas analisadas. Entre

parénteses esta a porcentagem que as leituras virais representam dentro do total de leituras obtidos

para cada biblioteca. Os resultados “pds confirmagéo” se referem aquelas familias virais que foram
identificadas pelo Kraken2 que também estavam presentes no Diamond.

Unido A Unido B APA Campos
Sexo F M F M FIM F M
Leituras brutas 9.705.510  10.142.844 6.982.452 10.503.542 2.898.848  3.469.428 3.671.970
Leituras pos filtro 7.582.603 7.724.705  4.785.645 7.770.762 2.415.281  2.688.760  3.255.391
Aproveitamento 78,1% 76,1% 68,5% 74,0% 83,3% 75,5% 88,6%
Leituras virais (%) 5.601 (0,07) 23.056 (0,3) 9.102 (0,19) 466 (0,006) 566 (0,02) 150.800 (5,6) 3.697 (0,11)

Leituras virais (%) - p6s
. . 5.503 (0,07) 22.818(0,3) 8.635(0,11) 299 (0,003) 161 (0,006) 150.702 (5,6) 3.559 (0,10)
confirmagé&o

Contigs virais 273 497 434 13 12 1.473 182
Rig. familias virais 28 18 27 15 12 21 25
Rig. familias virais - p6s

. ~ 12 7 14 5 4 8 14
confirmacéo
Total de familias identifica- 50
das
Total de familias - pés

23

confirmacéo

A partir da curva de rarefacao (Figura 10) consideramos que as bibliotecas fo-
ram bem amostradas, com a maioria das bibliotecas apresentando curvas que esta-

vam proximas de atingir a assintota.
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Figura 10 - Curva de rarefacdo baseada em individuos para bibliotecas analisadas: UA_F — Fémeas
da Unido A; UA_M - Machos da Unido A; UB_F - Fémeas da Unido B; UB_M - Machos da Unido B;
AP_FM - APA; CG_F - Fémeas de Campos dos Goytacazes; e CG_M - Machos de Campos dos
Goytacazes. A linha continua indica os valores obtidos enquanto a linha tracejada valores
extrapolados, demonstrando o nimero de leituras virais necessario para atingir a assintota naquelas
bibliotecas.

= |nterpoladc = = = Extrapoladec
® APFM A ccGM B UAF |+ UBF E UBM

AP_FM CG_ M |[—|UA_M UB_M
[—]CcG_F UA_F UB_F

30+

204

Riqueza de familias virais

o 5000 10000 15000
Numero de leituras

5.1 Riqueza e composicao de familias virais das areas

As bibliotecas da ReBIO Unido apresentaram 43 das 50 familias virais identifi-
cadas pelo Kraken2. A maior riqueza foi encontrada na biblioteca de fémeas da Uni-
ao A (28) e o menor para a biblioteca de machos da Unido B (15). Nas fémeas da
Unido A, das familias identificadas pelo Kraken2, 12 também foram identificadas pe-
lo Diamond (Tabela 4). O maior numero de leituras nessa biblioteca foi da familia
Drexlerviridae (75,5%).

A biblioteca de machos da Unido A apresentou riqueza de 18 familias
identificadas pelo Kraken2, sendo sete familias virais em comum com o Diamond. A
familia Straboviridae concentrou o maior niumero de leituras (91,6%). Na biblioteca
de fémeas da Unido B, a riqueza identificada pelo Kraken2 foi de 27 familias virais e
por ambas as ferramentas de 14, sendo novamente o maior nimero de leituras para
a familia Drexlerviridae (29,8%) para essa biblioteca. Destaca-se também a
identificacdo, em ambas as ferramentas, de 203 leituras da familia Circoviridae, que
abriga diversos virus causadores de doencas em vertebrados. A biblioteca de

machos da Unido B apresentou maior incongruéncia na rigueza entre as
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plataformas, variando de 15 familias virais identificadas pelo Kraken2 para cinco
identificadas por ambas as plataformas. Nesta biblioteca, a familia com maior
numero de leituras (62,5%) também foi a familia Drexlerviridae.

Na APA tivemos uma biblioteca composta por amostras de hospedeiros de
ambos 0s sexos, mas esta apresentou poucas leituras totais e baixa riqueza, quando
comparada com as outras. Aqui 12 familias virais foram identificadas pelo Kraken2 e
apenas quatro foram em comum com o Diamond. A familia Suoliviridae acumulou o
maior numero de leituras (48,4%).

Juntas as bibliotecas de Campos somaram 32 familias virais diferentes, das
50 identificadas pelo Kraken2. A biblioteca de fémeas obteve o maior nimero de
leituras entre todas as bibliotecas analisadas nesse estudo, tanto pelo Kraken2
individualmente (150.800) quanto por ambas as ferramentas (150.702). Sendo que
134.967 leituras (89,5%) estdo concentradas em uma Unica familia de bacteriéfagos
(Straboviridae). Os machos de Campos tiveram sua riqueza variando entre 25
familias identificadas pelo Kraken2 e 14 familias virais identificadas por ambas as
ferramentas. A familia viral com maior nimero de leituras foi Straboviridae (57,6%).
Destaca-se a presenca da familia Parvoviridae em ambas as ferramentas, com 420

leituras, que é notdria por abrigar virus que causam doencas em vertebrados.
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Tabela 4 - Familias virais identificadas pelo Kraken2 e numero de leituras atribuidas a cada uma nas bibliotecas analisadas (UA_F - Fémeas da ReBIO Unido A;
UA_M - Machos da ReBIO Unido A; UB_F - Fémeas da Unido B; UB_M - Machos da Unido B; AP_FM — APA; CG_F — Fémeas de Campos dos Goytacazes;
CG_M — Machos de Campos dos Goytacazes). A coluna “Diamond” indica se aquela familia viral também foi identificada (S) ou ndo (N) na ferramenta Diamond.
Os hospedeiros de cada familia viral podem ser encontrados no Apéndice A. Marcadas com * estdo as familias virais conhecidas por terem virus que infectam
de vertebrados.

Familia viral UA_F UA_M UB_F UB_M AP_FM CG_F CG_M
Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond
Ackermannviridae 772 S 0 N 8 S 0 N 0 N 362 S 0 N
Adenoviridae* 0 N 2 N 0 N 0 N 0 N 2 N 0 N
Ascoviridae 1 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N
Asfarviridae* 0 N 0 N 3 N 0 N 0 N 0 N 0 N
Autographiviridae 94 S 503 S 1764 S 56 S 0 N 19 S 80 S
Baculoviridae 2 N 8 N 2 N 0 N 10 N 3 N 11 N
Casjensviridae 9 S 7 N 3 N 0 N 1 N 3 N 8 S
Chaseviridae 0 N 0 N 2 N 2 N 0 N 14 N 0 N
Circoviridae* 6 S 0 N 203 S 2 S 0 N 0 N 0 N
Coronaviridae* 11 N 22 N 0 N 14 N 36 S 23 N 4 N
Demerecviridae 0 N 0 N 1157 S 0 N 0 N 12712 S 0 N
Dicistroviridae 0 N 0 N 5 S 0 N 0 N 10 S 0 N
Drexlerviridae 4156 S 934 S 2573 S 187 S 0 N 2586 S 504 S
Fiersviridae 0 N 2 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N
Fimoviridae* 3 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N
Flaviviridae* 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 2 N
Genomoviridae* 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 8 N 2 S
Guelinviridae 0 N 0 N 6 S 15 S 0 N 0 N 0 N
Herelleviridae 9 S 22 S 40 S 39 S 45 S 2 S 6 S
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Eamilia viral UA_F UA_M UB_F UB_M AP_FM CG_F CG_M
Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond
Herpesviridae* 4 N 2 N 0 N 4 N 9 N 4 N 2 N
Hytrosaviridae 0 N 0 N 2 N 0 N 0 N 0 N 0 N
Iflaviridae 2 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N
Inoviridae 2 S 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N
Intestiviridae 2 N 2 N 4 N 6 N 23 N 14 N 39 S
Iridoviridae* 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 2 N
Kyanoviridae 3 N 0 N 7 N 0 N 0 N 0 N 5 N
Mesyanzhinovviridae 0 N 3 N 0 N 0 N 0 N 0 N 2 S
Microviridae 125 S 1 S 3 S 0 N 2 S 0 N 55 S
Mimiviridae 3 N 0 N 5 N 0 N 0 N 4 N 1 N
Nudiviridae 2 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N
Pachyviridae 0 N 0 N 2 N 0 N 0 N 0 N 0 N
Paramyxoviridae* 1 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N
Parvoviridae* 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 420 S
Peduoviridae 0 N 17 N 0 N 8 N 344 N 0 N 0 N
Phenuiviridae* 1 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N
Phycodnaviridae 3 N 0 N 3 N 0 N 0 N 1 N 0 N
Picornaviridae* 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 4 S
Potyviridae 5 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N
Poxviridae* 1 N 0 N 0 N 1 N 1 N 0 N 2 N
Retroviridae* 0 N 6 S 0 N 0 N 2 N 0 N 2 N
Roniviridae 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 2 N 0 N

Rountreeviridae 0 N 0 N 2 N 37 N 0 N 0 N 0 N
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Eamilia viral UA_F UA_M UB_F UB_M AP_FM CG_F CG_M

Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond Kraken2 Diamond
Salasmaviridae 0 N 0 N 4 S 0 N 0 N 0 N 0 N
Schitoviridae 10 S 35 N 14 S 0 N 0 N 3 N 12 S
Smacoviridae 1 S 0 N 48 S 0 N 0 N 0 N 3 S
Solinviridae 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 0 N 1 N
Steigviridae 54 N 138 N 430 N 72 N 15 N 22 N 106 N
Straboviridae 206 S 20913 S 356 S 0 N 0 N 134967 S 2049 S
Suoliviridae 113 S 439 S 2454 S 20 N 78 S 44 S 375 S

Xinmoviridae 0 N 0 N 2 N 3 N 0 N 0 N 0 N
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Quando observamos a riqueza compartilhada e exclusiva entre as areas
vemos que a area com maior niumero de familias exclusivas foi a Unido A (nove
familias exclusivas) (Figura 11). Essa é seguida pela Unido B e por Campos, ambas
com sete familias exclusivas. A area da APA ndo apresentou nenhuma familia viral
gue ocorria apenas naquela area. As familias exclusivas da UA foram: Ascoviridae,
Fiersviridae, Fimoviridae, Iflaviviridae, Inoviridae, Nudiviridae, Paramyxoviridae,
Phenuiviridae e Potyviridae.

A éarea UB teve como familias exclusivas: Asfarviridae, Guelinviridae,
Hytrosaviridae, Pachyviridae, Rountreeviridae, Salasmaviridae e Xinmoviridae. Em
Campos as familias exclusivas foram: Flaviviridae, Genomoviridae, Iridoviridae,

Parvoviridae, Picornaviridae, Roniviridae e Solinviridae.

Figura 11 - Riqueza de familias virais compartilhadas e exclusivas entre as areas analisadas. Na
diagonal, em verde, temos o nimero de familias virais exclusivas de cada area. Na parte superior

direita da matriz temos o nimero de familias virais compartilhadas entre cada par de area analisado.

UA UB APA Campos
UA 9 21 12 22
uB 7 11 22
APA 0 11
Campos 7

Nas comparacfes par a par vemos que as areas com mais familias virais
compartilhadas sdo Campos e Unido A (22 familias). O mesmo acontece entre
Campos e a Unido B. O terceiro par com maior nimero de familias compartilhadas é

entre as areas da Unido, que compartilham 21 familias virais. A area da APA
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compartilha 12 familias virais com a Unido A, e 11 com as outras areas. ISso
significa que todas as familias presentes na APA também estdo presentes na Unido
A e que esta &rea difere das outras apenas por uma familia viral.

Usando os dados das familias virais que foram encontradas em ambas as
ferramentas vimos que a area com maior numero de familias exclusivas, com cinco
familias ocorrendo apenas naquela area, foi Campos, em vez de a Unido A, como
vimos anteriormente (Figura 12). Em seguida tivemos as &reas da Unido com duas
familias exclusivas cada. Também diferindo do que vimos anteriormente, a APA, que
ndo tinha nenhuma familia exclusiva, agora possui uma familia que ocorre apenas
nessa area. Antes a APA era um subconjunto de quase todas as bibliotecas. Entre
todas as 23 familias identificadas em ambas as ferramentas tivemos apenas trés
gue ocorreram em todas as areas.

Aqui as familias exclusivas da area UA foram: Inoviridae e Retroviridae. Na
Unido B tivemos Guelinviridae e Salasmaviridae. Para a APA a familia exclusiva foi
Coronaviridae. Em Campos as familias exclusivas foram: Genomoviridae,

Intestiviridae, Mesyanhinoviridae, Parvoviridae e Picornaviridae.
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Figura 12 - Riqueza de familias virais compartilhadas e exclusivas entre as &reas analisadas, com as
familias encontradas em ambas as ferramentas (Kraken2 e Diamond). Na diagonal, em verde, temos
o nuamero de familias virais exclusivas de cada area. Na parte superior direita da matriz temos o
namero de familias virais compartilhadas entre cada par de area analisado.

UA UB APA Campos
UA 2 10 3 10
UB 2 3 11
APA 1 3
Campos 5

Quando comparamos par a par vemos que agora as areas que compartilham
um maior numero de familias virais sdo Campos e a Unido B, seguidas por Campos
e Unido A. Isso difere do que vimos anteriormente em que Campos compartilhava o
mesmo numero de familias virais com as outras duas areas. Mantivemos que 0
terceiro par com maior numero de familias compartilhadas foi aquele entre as areas
da Unido. A APA compartilhou trés familias virais com todas as areas o que significa
gue, neste caso, ela difere de todas as areas em apenas uma familia. Ja haviamos
visto algo parecido anteriormente onde a APA foi um subconjunto de quase todas as

outras areas.
5.2 Riqueza e composicao de familias virais entre 0s sexos
Das sete bibliotecas que foram feitas seis foram divididas entre os sexos. No

geral as fémeas tiveram uma riqueza de 41 familias virais, com 16 sendo

encontradas em ambas as ferramentas. Os machos tiveram uma riqueza de 34
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familias virais e 17 dessas foram encontradas em ambas as ferramentas. Usando os
dados completos do Kraken2, observamos que metade das 50 familias identificadas
sdo compartilhadas entre os sexos (Figura 13). Fémeas de D. aurita possuiram mais
familias virais exclusivas (32%), sendo esse quase o dobro do numero de familias
identificadas apenas nos machos (18%). Logo, fémeas de D. aurita apresentaram
uma riqueza de familias virais maior do que machos.

Entre as fémeas a familia viral com maior nimero de leituras foi Straboviridae
(135.529/82,2%), a mesma que teve mais de 130 mil leituras nas fémeas de
Campos, e, por isso, também teve muitas leituras nesta localidade. Para os machos
a familia Straboviridae também foi a que obteve o maior nimero de leituras com
22.962 (86,0%).

Figura 13 — Quantidade de familias virais exclusivas de cada sexo, assim como as compartilhadas.
Na esquerda temos a quantidade de familias exclusivas das fémeas e na direita as exclusivas dos

machos. A intercessao demonstra a quantidade de familias compartilhadas entre os dois sexos.

Fémeas Machos

16 25 9

O padrao de variacdo na composicdo de familias virais, considerando apenas
aquelas identificadas por ambas as ferramentas, mantém parte do padrdo geral
observado para aquelas identificadas pelo Kraken2. A maior parte (11 familias virais)
permaneceu sendo compartilhada entre machos e fémeas (Figura 14). Seis foram

exclusivas de machos e cinco de fémeas. A confirmacdo das familias no Diamond
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fez com que machos tivessem mais familias exclusivas do que fémeas.
Anteriormente, haviamos visto o contrario, com fémeas tendo quase o dobro de
familias exclusivas, quando comparadas com os machos. Nesta comparacao o total
€ 22 em vez de 23 familias, pois essa comparacao descartou a APA (por ndo ser
separada por sexo) que, com os dados confirmados do Diamond, tinha uma familia

viral exclusiva.

Figura 14 - Quantidade de familias virais exclusivas de cada sexo, assim como as compartilhadas.
Na esquerda temos a quantidade de familias exclusivas das fémeas e na direita as exclusivas dos
machos. A intercessao demonstra a quantidade de familias compartilhadas entre os dois sexos. Aqui
usamos os dados referentes as familias virais confirmadas pelo Diamond.

Fémeas Machos

5.3 Detalhamento das bibliotecas separadas por sexo

No padrdo geral para o sexo, observamos que as fémeas tém uma riqueza
maior que os machos, exceto quando consideramos os dados de ambas as
ferramentas (Kraken2 e Diamond). Quando avaliamos cada um dos locais
separados por sexo com mais detalhes, observamos um padrdo similar. Nas areas
da Unido, as fémeas tiveram uma rigueza maior que os machos, algo que se
manteve para ambas as ferramentas de identificacdo taxonémica. Na Unido A os
machos e as fémeas compartilharam 13 familias virais, fugindo do padrdo de que a

maior parte das familias identificadas seria compartilhada entre os sexos. Com 0s
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dados das familias encontradas em ambas as ferramentas esse compartilhamento
foi de seis familias virais, representando a maior parte das familias identificadas
entre essas bibliotecas.

Na Unido B, machos e fémeas compartilharam 11 familias. Nesta area
apenas os machos tiveram grande parte das suas familias sendo compartilhadas.
Considerando as familias encontradas em ambas as ferramentas esse
compartilhamento foi de cinco familias. Nesse caso, todas as familias encontradas
nos machos da Unido B também foi encontrada nas fémeas.

Os resultados das localidades de Campos fugiram do padrdo visto para 0s
dados do Kraken2 e se assemelharam um pouco mais ao padrdo dos dados das
familias encontradas em ambas as ferramentas. As fémeas tiveram uma riqueza
menor do que os machos tanto nos dados apenas do Kraken2 quanto nas familias
identificadas em ambas as ferramentas. Essas bibliotecas compartilharam 14
familias. Neste caso as bibliotecas seguiram o padrao visto anteriormente de a maior
parte das familias serem compartiihadas em vez de exclusivas. Para as familias
encontradas em ambas as ferramentas o compartilhamento foi de cinco familias e

apenas as fémeas tiveram grande parte da sua riqueza compartilhada.
5.4 Composicao de familias e tipos virais entre areas

As familias virais foram classificadas com base nos hospedeiros conhecidos
por abriga-las, o que foi denominado tipo viral (Apéndice A). As 50 familias virais
identificadas pelo Kraken2 no presente estudo se dividiram entre 10 tipos virais. A
frequéncia dos tipos virais entre as areas pode ser visualizada na figura 15. A
tendéncia observada foi de a maioria das familias identificadas serem infectantes de
bactérias. Em todas as areas tivemos que virus infectantes de bactérias foram os
mais prevalentes, estes se mostraram dominantes no viroma gastrointestinal dos
gambas. Além dos virus infectantes de bactérias, também observamos virus que
infectam animais, porém, € notavel que esses apresentaram menor prevaléncia, pois

a cor é claramente menos quente do que a cor que representa o0s bacteriofagos.
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Figura 15 - Prevaléncia de familias virais, de acordo com o tipo de organismo que essas infectam,
para cada area estudada. Log10(Leituras) representa o namero de leituras logaritmizado na base 10.
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Nota-se que a APA é a area que apresentou a menor diversidade de tipos
virais, com quatro de 10 tipos virais, sendo esses 0s virus que infectam bactérias,
aqueles que infectam bactérias e arqueas, os que infectam Craniata e 0s que
infectam invertebrados. Todas as outras areas apresentaram oito de 10 tipos virais
identificados, mas ndo os mesmos. Em Campos, dos 10 tipos virais néao
encontramos aqueles que infectam algas e plantas. Para a Unido A ndo tivemos
virus que infectam eucariotos, nem aqueles que ndo tem seu hospedeiro definido. E
na Unido B nao tivemos virus que infectam eucariotos nem plantas.

Para os dados referentes as familias que foram identificadas em ambas as
ferramentas continuamos observando uma maior prevaléncia de virus bacteri6fagos
em todas as areas. Em vez de 10 tipos virais, nesta comparacao, tivemos sete tipo
virais no total, com trés tipos virais ausentes (Algae, Plantae e Protozoa) (Figura
16).
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Figura 16 - Prevaléncia de familias virais, de acordo com o tipo de organismo que essas infectam,
para cada area, com os dados das familias encontradas em ambas as ferramentas (Kraken2 e
Diamond). Log10(Leituras) representa o nimero de leituras logaritmizado na base 10.
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As areas com menor diversidade de tipos virais foram a APA e a Unido A,
com trés tipos virais cada (Bacteria; Bacteria, Archea; e Craniata), diferente do que
vimos anteriormente em que a APA tinha consideravelmente menos tipos virais do
gue o resto das areas. Campos foi a area com a maior quantidade de tipos virais,
tendo todos os sete tipos diferentes aqui identificados. A Unido B teve cinco dos sete

tipos virais, ndo apresentando os virus infectantes de metazoarios e eucariotos.
5.5 Composicao de familias e tipos virais entre sexos

Ao comparar a prevaléncia de tipos virais entre sexos continuamos
observando a maior prevaléncia virus bacteriéfagos (Figura 17), os outros tipos
virais apresentaram cores menos quentes e, consequentemente, menor prevaléncia.
O numero de tipos virais dos machos (sete de 10) tendeu a ser menor do que as
fémeas (10 de 10). Os machos néo tiveram virus que infectam protozoarios, plantas
e algas, diferente das fémeas.
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Figura 17 - Prevaléncia de familias virais, de acordo com o tipo de organismo que essas infectam,
para cada sexo. Logl0 (Leituras) representa o numero de leituras logaritmizado na base 10.
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O padrédo de uma prevaléncia de virus bacteriéfagos continuou sendo visto
para os dados considerando as familias encontradas em ambas as ferramentas
(Figura 18). As fémeas (cinco de sete tipos virais), assim como na riqueza de
familias exclusivas e compartilhadas, apresentaram menor diversidade de tipos
virais do que os machos (seis de sete tipos virais). Os mesmos trés tipos virais que
deixaram de ocorrer na comparacdo entre as areas (Algae, Plantae e Protozoa)
também n&o ocorreram aqui entdo esse desaparecimento, provavelmente, é um

resultado do tratamento dos dados e ndo de um padrao relacionado ao sexo.
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Figura 18 - Prevaléncia de familias virais, de acordo com o tipo de organismo que essas infectam,
para cada sexo, com os dados das familias encontradas em ambas as ferramentas (Kraken2 e
Diamond). Log10(Leituras) representa o nimero de leituras logaritmizado na base 10.
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5.6 Detalhamento dos tipos virais das bibliotecas

O numero de tipos virais variou de trés a oito entre as bibliotecas (Figura 19).
Os menores valores de diversidade de tipos virais foram identificados para a
biblioteca da APA com trés tipos virais e as bibliotecas de machos da Unido, ambas
com quatro tipos virais cada. Por outro lado, as bibliotecas de fémeas da Unido A e
de fémeas da Unido B apresentaram a maior diversidade de tipos virais, ambas com
oito tipos virais diferentes, sendo seguidas pela biblioteca de fémeas de Campos,
com seis tipos virais distintos. No geral, conseguimos observar que,
independentemente da biblioteca, o tipo viral prevalente novamente foram os
bacteriéfagos. Familias que infectam outros hospedeiros, como vertebrados,

também estavam presentes, porém em menores quantidades.
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Figura 19 - Prevaléncia de familias virais, de acordo com o tipo de organismo que essas infectam,
para cada biblioteca: UA_F — Fémeas da Unido A; UA_M - Machos da Unido A; UB_F - Fémeas da
Unido B; UB_M - Machos da Uniédo B; AP_FM - APA; CG_F - Fémeas de Campos dos Goytacazes; e
CG_M - Machos de Campos dos Goytacazes. Logl0(Leituras) representa o numero de leituras

logaritmizado na base 10.
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Com os dados das familias que também foram identificadas pelo Diamond
observamos que a prevaléncia se manteve nos bacteridfagos, assim como em todas
as outras comparacdes e exploraces que fizemos dos dados (Figura 20). Aqui, a
maioria das bibliotecas apresentou a mesma quantidade de tipos virais, trés dos sete
tipos identificados. Apenas as bibliotecas de fémeas da Unido B (cinco de sete) e de
machos de Campos (seis de sete) apresentaram maiores quantidades de tipos

virais, com os machos de Campos tendo quase todos 0s tipos presentes.
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Figura 20 - Prevaléncia de familias virais, de acordo com o tipo de organismo que essas infectam,
para cada biblioteca: UA_F — Fémeas da Unido A; UA_M - Machos da Unido A; UB_F - Fémeas da
Unido B; UB_M - Machos da Uniédo B; AP_FM - APA; CG_F - Fémeas de Campos dos Goytacazes; e
CG_M - Machos de Campos dos Goytacazes, considerando as familias confirmadas no Diamond.
Log10(Leituras) representa o namero de leituras logaritmizado na base 10.
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As fémeas da Unido A, os machos da mesma area, os machos da Unido B e
a APA todos tiveram os mesmos tipos virais ocorrendo (Bacteria; Bacteria, Archea e
Craniata), reforcando a grande prevaléncia de virus bacteriofagos. As fémeas de
Campos apesar de também terem apresentado trés tipos virais esses foram:
Bacteria; Bacteria, Archea e virus que infectam vertebrados. Nas fémeas da Unido B
0s tipos virais ausentes foram os que infectam metazoarios e 0s que infectam
eucariotos. Para os machos de Campos apenas né&o identificamos virus que

infectam invertebrados.
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5.7 Jaccard e Similaridade das Bibliotecas

O indice de similaridade de Jaccard aplicado sobre a composicdo de familias
identificadas pelo Kraken2 indicou um agrupamento das bibliotecas por sexo e nao
pela érea, sugerindo o grau de intervencdo antrOpica nas areas € menos importante
do que o sexo do hospedeiro para determinar a composicéo viral (Figura 21). E
possivel identificar um grupo formado pelas bibliotecas de fémeas de Campos e das
duas areas da Unido. O segundo grupo é formado pelas bibliotecas de machos de
Campos, da Unido A e pela biblioteca da APA que incluiu machos e fémeas. A
biblioteca da APA foi formada majoritariamente por amostras de machos (seis das
oito amostras), 0 que pode explicar seu agrupamento. Apenas a biblioteca de
machos da Uni&o B ficou isolada de todas as outras bibliotecas.

Figura 21 - Dendrograma feito a partir do indice de dissimilaridade de Jaccard entre as bibliotecas
(UA_F — Fémeas da Unido A; UA_M - Machos da Unido A; UB_F - Fémeas da Unido B; UB_M -
Machos da Unido B; AP_FM - APA; CG_F - Fémeas de Campos dos Goytacazes; e CG_M - Machos
de Campos dos Goytacazes), baseado na presenca e auséncia de familias virais em cada uma das
bibliotecas.
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Para os dados referentes as familias identificadas em ambas as ferramentas,
observamos que os resultados e os padrées vistos anteriormente se modificaram. O
agrupamento por sexo visto nos dados “brutos” do Kraken2 ficou menos claro

(Figura 22). Ainda houve a formac&o de um grupo das bibliotecas de fémeas, mas
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as bibliotecas de machos ndo formaram um grupo Unico e ficaram como grupos
externos ao grupo de fémeas. Assim, as fémeas parecem ter uma composicao do
viroma mais parecida entre si do que entre os machos. Esse resultado pode estar
ligado a menor diversidade viral identificada nos machos, que dificulta a formacgéo de
um grupo coeso entre eles, principalmente apds a exclusdo de parte das familias

guando trabalhamos apenas com aquelas identificadas por ambas as ferramentas.

Figura 22 - Dendrograma feito a partir do indice de dissimilaridade de Jaccard entre as bibliotecas
(UA_F — Fémeas da Unido A; UA_M - Machos da Unido A; UB_F - Fémeas da Unido B; UB_M -
Machos da Unido B; AP_FM - APA; CG_F - Fémeas de Campos dos Goytacazes; e CG_M - Machos
de Campos dos Goytacazes), baseado na presenca e auséncia de familias virais em cada uma das
bibliotecas, usando os dados das familias encontradas em ambas as ferramentas (Kraken2 e
Diamond).
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Elementos de estrutura de metacomunidade

A andlise dos elementos de estrutura de metacomunidade identificou uma
coeréncia positiva, com substituicdo de espécies positivas ndo significativa e indice
de Morisita superior a um, significativo para a analise baseada na matriz de familias
do Kraken2 e néo significativo para aquela baseada na matriz confirmada pelo
Diamond (Tabela 5). Isso indica uma estrutura de metacomunidade quasi-
clementisiana para a matriz do Kraken2 (Figura 23) e uma estrutura quase-
gleasoniana para a matriz confirmada pelo Diamond. Uma estrutura de
metacomunidades quasi-Clementisiana sugere que as familias virais estédo

ordenadas de forma a gerar grupos distintos ao longo de um determinado gradiente,
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embora a substituicdo de familias ao longo deste gradiente ndo seja tdo forte quanto
em uma estrutura Clementsiana. Nessa estrutura nossos dados aparentarem se
organizar em um gradiente determinado pelo sexo dos individuos. Na estrutura
guasi-gleasoniana, existe 0 mesmo problema da menor distingdo da substituicdo de
familias ao longo do gradiente, mas nesse caso, nao ha formacédo de grupos ao

longo do gradiente, sendo a substituicdo mais gradual.

Tabela 5 - Andlise da estrutura de metacomunidades baseada na distribuicdo das familias virais entre
as bibliotecas de individuos de Didelphis aurita. “Aus.” se refere as auséncias embutidas, “Sub.” a

ulu

quantidade de substituicdo de espécies e “I” é o indice de Morisita. A média se refere ao valor médio

obtido nas matrizes simuladas com os dados.

Coincidéncia de
Coeréncia Substituicdo de espécies limites

Estrutura de
Dados Aus. P Média Sub. P Média | P Metacomunidades

Kraken2 6,80E+07 <0,001 1,73E+08 1,06E+09 0,07 9,00E+08 1,37 <0,001 Quasi-Clementisiana

Kraken2 e

Diamond 3,10E+07 <0,001 7,00E+07 236 097 234566 1,08 0,22 QeS| sl

O gradiente identificado na anéalise de elementos de estrutura de
metacomunidades executada sobre a matriz de familias identificadas pelo Kraken2
evidenciou uma variagdo na composicdo em funcdo do sexo similar aquela
encontrada no dendrograma da secdo anterior (Figura 21). A ordenacdo das
bibliotecas agrupou os machos na extremidade inferior do grafico, incluindo a
biblioteca da APA e as bibliotecas de fémeas tenderam a ficar na extremidade
superior. Apenas a biblioteca de machos da Unido B (UB_M) ficou entre as
bibliotecas de fémeas. Pelo grafico, € possivel observar que as familias virais que a
biblioteca UB_M compartilha com as demais bibliotecas de machos também estéao
presentes nas bibliotecas de fémeas. No entanto, ela inclui cinco familias presentes
apenas em bibliotecas de fémeas (Chaseviridae, Circoviridae, Guelinviridae,
Rountreeviridae e Xinmoviridae), o que explica sua ordenacdo entre as fémeas.
Nessa figura também conseguimos observar quais sdo as familias que estédo
presentes em todas as bibliotecas, formando o que podemos chamar de viroma
central (do inglés core virome). O viroma central seriam as familias que formam o
viroma de todos os gambas analisados, independentemente de qualquer outra
variavel, sendo elas: Steigviridae, Herelleviridae, Suoliviridae e Intestiviridae.

A ordenacdo na andlise de estrutura de metacomunidades para as familias

identificadas por ambas as plataformas diferiu daquela com todas as familias
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identificadas pelo Kraken2. As bibliotecas ndo se ordenaram por sexo e nem por
area (Figura 24). Também é possivel identificar um viroma central, mas esse nédo €
composto pelas mesmas familias do anteriormente, sendo que nesse caso a Unica
familia presente em todas as bibliotecas foi Herelleviridae, mas trés familias
estiveram presentes em seis das sete bibliotecas (Drexlerviridae, Autographiviridae e

Suoliviridae).
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Figura 24 - Matriz de presenca e auséncia de familias virais identificadas pelas ferramentas Kraken2
e Diamond ordenada por média reciproca na andlise de elementos de estrutura de
metacomunidades. Legenda: UA_F — Fémeas da Unido A; UA_M - Machos da Unido A; UB_F -
Fémeas da Unido B; UB_M - Machos da Unido B; AP_FM - APA; CG_F - Fémeas de Campos dos

Goytacazes; e CG_M - Machos de Campos dos Goytacazes).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, descrevemos a diversidade viral do trato gastrointestinal de
Didelphis aurita. Estudos sobre virus nessa espécie sdo escassos, um dos poucos
exemplos foi o estudo de Caserta e colaboradores (2023) que também buscou
descrever a diversidade viral de D. aurita, no estado de S&o Paulo. Esse estudo

identificou familias virais que também estavam presentes nas nossas bibliotecas,
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como Retro, Parvo e Smacoviridae. A familia Picornaviridae, que abriga o0 virus
causador da hepatite, também ja foi encontrada em Didelphis aurita (Carneiro et al.,
2018) e a encontramos nos machos de Campos. A presenca dessas familias em
outro estudo fortalece os nossos achados, entretanto, os autores néo trazem dados
sobre os virus bacteriéfagos. Isso nos faz acreditar que este estudo € o primeiro em
gue descrevemos de maneira completa o viroma de D. aurita. Outros registros de
virus infectando a espécie sdo de familias virais ndo identificadas em nossas
bibliotecas. Araujo e colaboradores (2012) encontraram hantavirus (familia
Hantaviridae) em D. aurita, mas também ja houve relatos do virus vaccinia (familia
Poxviridae) (Peres et al., 2018) infectando a espécie. Apesar de termos encontrado
virus patogénicos nas nossas bibliotecas, até onde se sabe, a maioria dos virus que
identificamos ndo eram patogénicos para os gambas.

Das familias que identificamos algumas ja foram identificadas em animais
domeésticos, como Picornaviridae, Herpesviridae, Circoviridae e Genomoviridae,
encontradas em viromas gastrointestinais de gatos domeésticos (Van Brussel et al.,
2022; Zhang et al, 2014). Picornaviridae, Genomoviridae, Circoviridae e
Smacoviridae também ja foram identificadas no viroma gastrointestinal de céaes
domésticos (Jiang et al., 2023; Moreno et al.,, 2017). Dessas cinco familias ja
descritas em animais domeésticos, quatro ocorreram nos gambas da area urbana de
Campos, sendo duas exclusivas das bibliotecas dessa area (Genomoviridae e
Picornaviridae). Isso sugere que o contato com animais domeésticos pode estar
influenciando a composi¢cdo do viroma da espécie. Esses artigos nao trazem
informacdes sobre virus bacteriofagos entdo ndo sabemos se ha familias de
bacteriofagos em comum entre os gambas e esses animais domésticos.

Quando avaliamos as familias encontradas no presente estudo que ja foram
registradas em animais de producdo, especialmente gado bovino, destacamos
Flaviridae, Picornaviridae, Parvoviridae, Dicistroviridae, Mimiviridae, Smacoviridae,
Genomoviridae, Baculoviridae, Herpesviridae, Circoviridae, Retroviridae, e
Coronaviridae ja foram identificadas (Ambrose et al., 2023; Zhu et al., 2024). Dessas
familias, quatro (Baculoviridae, Coronaviridae, Herpesviridae, Retroviridae) foram
encontradas na biblioteca da APA, a area que era adjacente a fazendas. Nesse
caso, o sinal é mais fraco do que aquele visualizado para as bibliotecas de Campos,
uma vez que apenas um terco das familias foi em comum e nédo foram exclusivas de

bibliotecas da area onde esperamos maior contato.
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Todas as bibliotecas avaliadas, bem como 0s subgrupos por area ou sexo
tiveram virus bacteri6fagos como dominantes na composicao e frequéncia. Esse tipo
viral ndo é considerado patogénico para os gambas ou qualquer outro vertebrado,
por terem como hospedeiro classicamente as bactérias (Griffiths et al., 2016). Esse
resultado era esperado porque as amostras representam principalmente os virus
gque ocupam o trato gastrointestinal, um local repleto de bactérias e, por
consequéncia, de virus que as infectam (Chaffringeon et al., 2022). No geral,
estudos de viroma gastrointestinal em mamiferos trazem resultados parecidos, como
o de demdnios da tasméania (Chong, 2019), de seres humanos (Cao et al., 2022), de
cdes domeésticos e lobos cinza (Concei¢do-Neto et al., 2017).

Nossos resultados indicam que, provavelmente, a maioria dos animais
amostrados estavam saudaveis no momento da captura ja que a microbiota refletiu o
padrdo da grande presenca de bacteridéfagos visto para o viroma gastrointestinal de
outras espécies. Entretanto, tivemos duas bibliotecas (Machos da Unido A e fémeas
de Campos) que demonstraram indicios de disbiose, ou seja, possivel sinal de
patologia (Walker, 2017). A disbiose é caracterizada pela predominancia de uma ou
duas familias virais no viroma, indicando um desequilibrio (Carding et al., 2015). Em
cada uma dessas bibliotecas tivemos uma familia concentrando quase todo o
numero de leituras. Na biblioteca de machos da Unido A 91,6% das leituras foram
atribuidas a familia Straboviridae e nas fémeas de Campos essa mesma familia
acumulou 89,5% das leituras.

N&do podemos confirmar nenhum quadro de doenca pois, visualmente, os
individuos estavam saudaveis. Os indicios de disbiose que observamos também
podem ser momentaneos, considerando que a amostragem que fizemos é um
recorte de como o individuo estava naquele dado momento. Além disso, ndo temos
nenhum outro estudo de referéncia que indique como o viroma gastrointestinal
dessa espécie deveria se comportar para assinalar que este esteja fugindo de um
padrdo esperado. No entanto, temos as outras bibliotecas descritas para o presente
estudo que apresentam maior diversidade e menor dominancia de uma familia
especifica, o0 que € mais condizente com o padrdo visualizado para viromas
gastrointestinais de outras espécies de mamiferos (Amanbayeva et al., 2021; Lojki¢
et al.,, 2016). Esperavamos encontrar esses indicios de disbiose nas bibliotecas de
Campos, pois 0 ambiente urbano supostamente favoreceria a disbiose e a riqueza

de familias virais como visto por Tirera e colaboradores (2021). Tirera e
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colaboradores (2021) avaliaram o viroma de quatro espécies de roedores em
florestas intactas, florestas perturbadas, savana e ambiente periurbano e
observaram que a riqueza de familias virais para essas espécies, em geral, era
menor nos roedores capturados em florestas perturbadas e a menor riqueza de
todas foi vista no ambiente periurbano. No nosso caso, vimos que a disbiose poderia
estar ocorrendo tanto na Unido A, uma area mais preservada, quanto em Campos, a
area mais antropizada. Assim nao € possivel atribuir esta potencial dishiose aos
efeitos da antropizacao. Além disso, uma das bibliotecas foi de machos, enquanto a
outra foi de fémeas, entdo também ndo parece estar relacionada ao sexo dos
hospedeiros.

Das familias patogénicas identificadas é importante destacar as familias
Circoviridae, nas fémeas da Unido B e Parvoviridae, nos machos de Campos.
Daremos destaque a essas familias porque foram as familias com maior nimero de
leituras em suas bibliotecas, excluindo bacteriofagos. Além disso, ambas
apareceram nos resultados confirmados pelo Diamond. Entre as familias
patogénicas encontradas nas bibliotecas essas familias foram as Unicas que
apresentaram um numero de leituras >40. Consideramos essa quantidade de
leituras abaixo de 40 como sendo baixa. A familia Coronaviridae, que foi encontrada
em quase todas as bibliotecas, ndo foi destacada aqui tanto por ter <40 leituras
guanto devido ao fato de que o Laboratorio de Diversidade e Doencas Virais
trabalha com amplificacdo desse virus, logo, a fonte da familia viral pode ter sido
contaminacao.

A familia Circoviridae esteve presente em trés bibliotecas da Unido (fémeas
da Unido A e ambas as bibliotecas da Unido B), sendo que o numero de leituras
mais alto foi para a biblioteca de fémeas da Unido B (n=203). As fémeas da Unido A
e 0s machos da Unido B apresentaram, respectivamente seis e duas leituras.
Apesar de essa familia ser comum em porcos domésticos ela ndo foi identificada na
APA, uma éarea adjacente a matrizes agricolas. Contudo, sabemos que na ReBIO
Unido temos a presenca de catetos (Dicotyles tajacu) (Mayer et al., 2023) e talvez
esse contato possa ter sido a fonte do virus ou essa familia possa ter vindo de
algum item alimentar dos gambéas. Essa familia € composta por virus de DNA
circular, de fita simples e foi descrita pela primeira vez nos anos 90, com espécies

infectantes de porcos e aves (Studdert, 1993).
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Os circovirus infectam vertebrados, sendo conhecidos por infectar mamiferos,
aves e peixes (Breitbart et al., 2017; Delwart e Li, 2012). Infec¢Bes por circovirus em
porcos causam sintomas relacionados aos tecidos do sistema linfatico e
cardiorrespiratorio, podendo causar a morte do animal (Segalés e Sibila, 2022).
Também hé relatos de problemas no trato gastrointestinal (Yang et al., 2021), com
sua deteccao ocorrendo desde o sangue até nas fezes (Segalés, Allan e Domingo,
2005). Essa familia também j& foi previamente detectada no viroma gastrointestinal
do Vison-Americano (Neogale vison), da gineta (Genetta genetta), do texugo-
europeu (Meles meles) e da lontra-europeia (Lutra lutra) (Bodewes at al., 2014).

Nao existem relatos de circovirus infectando D. aurita, mas temos um relato
desta familia viral presente no marsupial didelfideo Monodelphis domestica
(Katzourakis e Gifford, 2010). Em M. domestica o circovirus identificado é
considerado endogeno, ou seja, o genoma viral ja esta integrado ao genoma da
espécie (Katzourakis e Gifford, 2010). Este poderia ser o caso deste estudo, porém,
fizemos o filtro de genoma do hospedeiro justamente com o genoma completo de M.
domestica. Logo, as sequéncias da familia Circoviridae aqui vistas podem ser de
origem da dieta ou de uma infeccéo real na espécie. Seria necessaria a realizacéo
de mais andlises para se chegar a uma concluséo.

A familia Parvoviridae foi exclusiva da biblioteca de machos de Campos e
apresentou 420 leituras. Os parvovirus sdo virus de DNA fita simples, com genomas
pequenos (Cotmore et al., 2019). Essa familia possui duas subfamilias, Parvovirinae,
gue abriga os virus que infectam vertebrados; e Densovirinae, com virus que
infectam artrépodes (Cotmore et al., 2014). Os parvovirus infectantes de vertebrados
causam doencas como a parvovirose canina, comum em cdes domesticos (Sykes,
2014). Essa infeccao é caracterizada pela presenca de diarreia com sangue e outras
alteracdes, como vomito e desidratacdo, podendo culminar na morte do animal
(Ahmad e Waheed, 2020; Reddy et al.,, 2015). Os virus circulam pelo sistema
linfatico, mas aparecem nas fezes (Ahmad e Waheed, 2020), por isso essa familia ja
apareceu no viroma fecal das espécies de mamiferos Genetta genetta e Mustela
lutreola (Bodewes et al., 2014). Logo ap0s a finalizac&do das coletas das amostras no
municipio de Campos, foi noticiado que a cidade estaria passando por um surto de
parvovirose canina. Considerando que os gambas que habitam centros urbanos
estdo em contato direto com cachorros e outros animais domeésticos, a presenca de

parvovirus nos gambas pode indicar que estes estejam agindo como reservatoério da
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doenca ou estejam sendo infectados. Essa familia também ja foi identificada no
viroma de gatos e cdes domeésticos (Jiang et al., 2023; Moreno et al.,, 2017; Van
Brussel et al., 2022; Zhang et al., 2014). Porém, como existem parvovirus que
infectam artrépodes (Cotmore et al., 2014), um item alimentar consumido por D.
aurita, ndo é possivel afirmar que a presenca dessa familia esta atrelada a um
parvovirus infectante de vertebrados. Outro ponto é que apenas com a deteccdo
desses &cidos nucleicos nao é possivel definir a presenca de infeccdo ou doenca e
por isso ressalta-se a necessidade de aprofundamento da analise nessas familias
virais patogénicas.

Apresentamos a hipétese de que a urbanizacao afetaria a composicéo viral
dos gambas. As Unicas evidéncias encontradas foram a potencial disbiose e a
identificacdo da familia Parvoviridae, que pode indicar a presenca de uma espécie
viral caracteristica de animais doméstico, exclusivamente em uma biblioteca de area
urbana. As demais analises ndo indicaram uma ordenagcdo na composicao de
familias virais em funcdo do espaco ou do nivel de antropizacdo das areas. Foi
observada uma maior importancia do sexo do hospedeiro como determinante da
composicéo viral. Esse resultado contradiz o que ja foi visualizado para analises da
influéncia das atividades antropicas sobre o viroma de mamiferos. Para a espécie de
roedor Zygodontomys brevicauda a riqueza de familias virais foi menor nos animais
capturados em ambiente periurbano (Tirera et al., 2021). Heni e colaboradores
(2023) demonstraram que a microbiota das espécies D. marsupialis, Philander
opossum e Proechimys semispinosus, varia conforme o grau de perturbacéo
antropica no local, com a diversidade alpha sendo impactada negativamente pela
perturbacao.

Sabemos que diversas variaveis sao capazes de modular o viroma, mas,
devido a evidéncias na literatura, acreditamos que a antropizacdo da area fosse a
mais importante fonte de variacdo nas bibliotecas (Simi¢ et al., 2020; Tirera et al.,
2021). Um outro motivo é que ambientes perturbados sdo provedores de fontes
virais distintas daquelas dos ambientes intactos (e.g. esgoto, animais domésticos) e
gue estes seriam mais suscetiveis a favorecer o surgimento de doencas (Keesing e
Ostfeld, 2024). No entanto, esse padrdo ndo se manifestou nas amostras avaliadas
no presente estudo e pode ser reflexo da alta resisténcia de D. aurita a antropizacéao.

Em relacdo ao sexo, sabemos que machos de D. aurita tém areas de vida

maiores (Brum, Melo e Caceres, 2022; Caceres e Monteiro-Filho, 2001) e, portanto,
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poderiam estar mais suscetiveis a entrar em contato com novas fontes virais do que
as fémeas. Mas, mesmo com essas diferencas, esperavamos que machos e fémeas
de uma mesma area tivessem a composi¢cdo do viroma mais parecida entre si do
gue com individuos de outras areas, justamente pela proximidade e exposicao a
fontes virais similares. No entanto, essa hipétese ndo se confirmou e o sexo se
mostrou como um preditor da composi¢cao mais forte do que a area ou o nivel de
antropizacdo. Essa influéncia do sexo na composicao viral ja foi descrita para seres
humanos e animais de laboratério (Jasarevi¢, Morrison e Bale, 2016). Dominianni e
colaboradores (2015) demonstraram que, em seres humanos, 0 sexo esta
fortemente relacionado com a composicao da microbiota intestinal. Esse achado
também foi visto em estudos explorando a relacdo entre sexo, doencgas autoimunes
e a microbiota intestinal, no qual mulheres sdo mais suscetiveis a doencas
autoimunes e isso pode ser uma consequéncia de como hormdénios sexuais
interagem com as bactérias do intestino (Gomez, Luckey e Taneja, 2015; Markle et
al., 2013; Rizzetto et al., 2018). A rigueza da microbiota também seria afetada, com
fémeas tendo uma riqueza maior do que os machos (Sisk-Hackworth, Kelley e
Thackray, 2023). Isso foi o que observamos na maioria das nossas bibliotecas em
gue tivemos essa divisdo por sexo. Nas areas da Unido, as fémeas sempre tiveram
uma riqueza de familias maior do que os machos, apesar do mesmo nao ter sido
visto em Campos.

Os gambas sdo conhecidamente onivoros e generalistas, sem diferencas na
dieta determinadas pelo sexo (Ceotto et al., 2009; Faria; Lanes e Bonvicino, 2019).
Isso quer dizer que eles ndo possuem um item alimentar preferido e sim variam sua
dieta conforme a disponibilidade de alimento (Caceres e Monteiro-Filho, 2001). Essa
possibilidade de adaptacdo dos gambdas pode ter sido o suficiente para que a
antropizacéo das areas nao afetasse tanto a composicao das comunidades virais e o
efeito causado pelo sexo se tornasse mais visivel.

Quando usamos apenas os dados das familias confirmadas no Diamond, os
padrdes identificados no presente estudo se tornaram menos claros. NOs decidimos
fazer essa etapa de “confirmacao” e comparar os resultados pois as ferramentas
funcionam de maneira distinta e, consequentemente, erram de maneiras distintas. O
Kraken2, que pode retornar falso positivos, e o Diamond, tende a retornar resultados
com uma maior taxa de falsos negativos (Cardenas, Neuenschwander e Malaspinas,

2022). A confirmacgao nas duas plataformas seria um esforgo para contornar os erros
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de identificacdo do Kraken2 que indicaria a presenca de familias que na verdade
nao estavam na biblioteca.

Com os dados confirmados continuamos observando a prevaléncia de
bacteri6fagos que vimos entre todas as bibliotecas. O maior impacto desse
tratamento foi na riqueza de familias, que mudou consideravelmente, com algumas
bibliotecas sendo mais afetadas do que outras. Por consequéncia, também tivemos
um impacto na estrutura de comunidades e no padrao de separacdo por sexo que
nds haviamos observado. Assim, por mais que a plataforma Kraken2 seja suscetivel
a falsos positivos, talvez seus dados completos sejam os mais adequados para
serem utilizados em analises ecolégicas. Como nao temos certeza da taxa de erro
do Kraken2, que parece chegar a até 1% do total (Cardenas, Neuenschwander e
Malaspinas, 2022; Johnson, Sun e Fodor, 2022), a confirmacéo que fizemos com o
Diamond pode ter sido reducionista demais, uma vez que ndo podemos controlar
para os falsos negativos gerados por ele. O impacto na riqueza, por exemplo, foi
consequéncia da exclusao de familias raras e que tendiam a ser exclusivas de
determinadas bibliotecas. Logo, essa exclusdo reduziu as diferencas e
particularidades entre as bibliotecas, impedindo detectar os padrbes observados
com o uso do Kraken2 apenas.

Outra questdo que podemos destacar € a importancia de estudos a longo
prazo, como o Programa de Pesquisas Ecologicas de Longa Duracéo (PELDSs). Esse
programa fomenta, justamente, projetos que duram anos (CNPq, 2024). Seria de
extrema importancia que esse tipo de programa fosse implementado no que tange o
estudo dos virus e o monitoramento da diversidade viral em animais silvestres.
Desse modo, ndo estariamos apenas fazendo um recorte do viroma ho momento da
coleta das amostras, mas sim o avaliando de maneira continua. Isso nos permitiria
tirar melhores conclusbes sobre as familias patogénicas que foram encontradas e

guaisquer desequilibrios que encontramos.
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7. CONCLUSAO

Este estudo traz a primeira descricdo do viroma gastrointestinal completo da
espécie D. aurita, listando as familias virais que ocorrem na espécie e definindo uma
base para estudos futuros. Demonstramos que o0 viroma gastrointestinal € composto
majoritariamente de virus bacteriofagos e que a composi¢cdo de familias virais é
fortemente influenciada sexo dos individuos, com o nivel de antropizacdo da area de
coleta tendo aparentemente pouca influéncia. Até onde sabemos, este é o primeiro
estudo que demonstra a importancia do sexo na composi¢do de familias virais em
hospedeiros vertebrados de vida livre, ja que todos os outros relatos sdo para
humanos e animais de laboratério.

Destacamos aqui o encontro de familias virais conhecidamente patogénicas e
a importancia de estudos futuros avaliarem especialmente estas familias em mais
detalhes. Dessa maneira, sera possivel avaliar se as espécies dessas familias virais
sédo realmente as espécies patogénicas e avaliar mais diretamente o papel de D.

aurita no ciclo dessas doencgas.
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GLOSSARIO

Biblioteca: Fragmentos de genoma dentro de um conjunto de amostras que estdo marcados com um
c6digo de barras e um adaptador molecular que tanto permitem o sequenciador reconhecer a
presenca do fragmento quanto reconhecer o conjunto de amostras a qual esse pertence;

Conjunto(s) de amostras: Jungao de amostras de individuos diferentes, vindos de uma mesma area,
para analise do viroma. Analogo a pool(s);

Disbiose: Desequilibrio desfavoravel da microbiota/viroma tanto da composicdo quanto diversidade
de virus;

Doenca: Condicdo que afeta negativamente o organismo e sua saude;
Epizodtico: Se refere a doencas que ocorrem em animais ndo humanos;

Espécie sentinela: Espécie que sua salde pode ser usada como indicador da saide do ambiente em
gue esta esta inserida;

Fragmentos de maior tamanho: Fragmento de genoma formado a partir da juncéo de leituras que
apresentam uma sequéncia de pares de bases complementar. Analogo a contig(s);

Infeccao viral: Penetragdo e desenvolvimento ou multiplicagdo de um virus nas células dos
hospedeiros (ndo necessariamente acarreta doenca);

Leitura(s): Fragmento curto de genoma. Analogo a read(s);
Transbordamento zoonético: Quando um patégeno, que afeta um determinado hospedeiro animal,
entrar em contato, se estabelece e passa a se replicar e a infectar ativamente um novo hospedeiro

animal. Usado aqui de forma analoga a “transbordamento viral”;

Viroma: Toda a diversidade genética viral presente em uma amostra ou conjunto de amostras.
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APENDICE A - Familias virais identificadas nesse trabalho, com seus
hospedeiros de acordo com o determinado pelo site ViralZone (Hospedeiro) e

0 hospedeiro padréo (Hosp. padrdo) usado para construgcdo dos mapas de

calor

Familia viral

Hospedeiro

Hosp. padréo

Ackermannviridae

Bacteria, Archaea

Bacteria, Archaea

Adenoviridae Vertebrate Craniata
Ascoviridae Invertebrate Invertebrados
Asfarviridae Vertebrate, Invertebrate Metazoa

Autographiviridae Bacteria, Archaea Bacteria, Archaea
Baculoviridae Invertebrate Invertebrados
Casjensviridae Bacteria Bacteria
Chaseviridae Bacteria Bacteria
Circoviridae Vertebrate Craniata
Coronaviridae Vertebrate Craniata

Demerecviridae

Bacteria, Archaea

Bacteria, Archaea

Dicistroviridae Invertebrate Invertebrados
Drexlerviridae Bacteria Bacteria
Fiersviridae Bacteria Bacteria
Fimoviridae Vertebrate Craniata
Flaviviridae Vertebrate, Invertebrate Metazoa
Genomoviridae Vertebrate, Fungi Eukaryota

Guelinviridae
Herelleviridae

Bacteria, Archaea
Bacteria, Archaea

Bacteria, Archaea
Bacteria, Archaea

Herpesviridae Vertebrate Craniata
Hytrosaviridae Invertebrate Invertebrados
Iflaviridae Insect Invertebrados
Inoviridae Bacteria Bacteria
Intestiviridae Bacteria Bacteria
Iridoviridae Vertebrate, Invertebrate Metazoa
Kyanoviridae Bacteria Bacteria
Mesyanzhinovviridae Bacteria Bacteria
Microviridae Bacteria Bacteria
Mimiviridae Protozoa Protozoa
Nudiviridae Invertebrate Invertebrados
Pachyviridae Bacteria Bacteria
Paramyxoviridae Human, Vertebrate Craniata
Parvoviridae Vertebrate, Invertebrate Metazoa
Peduoviridae Bacteria Bacteria
Phenuiviridae Ruminants, camels and humans Metazoa
Phycodnaviridae Algae Algae
Picornaviridae Vertebrate Craniata
Potyviridae Plant Plantae



Poxviridae
Retroviridae
Roniviridae
Rountreeviridae
Salasmaviridae
Schitoviridae

Smacoviridae

Solinviridae
Steigviridae
Straboviridae
Suoliviridae
Xinmoviridae

Human, vertebrate, arthropods
Vertebrate
Crustaceans, mostly prawns
Bacteria, Archaea
Bacteria
Bacteria, Archaea

Unknown (2018), discovered using
viral metagenomics

from vertebrate faeces and insects.

Insects
Bacteria
Bacteria
Bacteria

N/A

Metazoa
Craniata
Invertebrados
Bacteria, Archaea
Bacteria
Bacteria, Archaea

N/A

Invertebrados
Bacteria
Bacteria
Bacteria

N/A
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APENDICE B — Namero de leituras (em milhdes - M) que foram classificadas e
nao classificadas (“N classificadas”) pelas ferramentas Diamond e Kraken2,
em cada uma das bibliotecas analisadas: UA_F — Fémeas da Unido A; UA_M -
Machos da Unido A; UB_F - Fémeas da Unido B; UB_M - Machos da Uniao B;
AP_FM - APA; CG_F - Fémeas de Campos dos Goytacazes; e CG_M - Machos

de Campos dos Goytacazes.
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APENDICE C - Numero de leituras (em milhdes) atribuidas a cada grande
dominio taxonémico pelas ferramentas Diamond e Kraken2, em cada uma das
bibliotecas analisadas (UA_F — Fémeas da Unido A; UA_M - Machos da Uniéo
A; UB_F - Fémeas da Unido B; UB_M - Machos da Unido B; AP_FM - APA;
CG_F - Fémeas de Campos dos Goytacazes; e CG_M - Machos de Campos dos

0.oM-

Goytacazes).
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APENDICE D - Tabela do nimero de contigs identificados pelo Kraken2, paratodas as bibliotecas analisadas: UA_F —
Fémeas da Unido A; U_M - Machos da Unido A; UB_F - Fémeas da Unido B; UB_M - Machos da Unido B; AP_FM - APA; CG_F
- Fémeas de Campos dos Goytacazes; e CG_M - Machos de Campos dos Goytacazes. O hospedeiro que cada familia infecta

pode ser encontrado no Apéndice A.

Familia viral UA F UA M UB_F UB M AP FM CGF CG_ M
Ackermannviridae 46 0 0 0 17 0
Adenoviridae 0 0 0 0 0
Ascoviridae 0 0 0 0 0
Asfarviridae 0 0 0 0 0 0
Autographiviridae 12 33 58 0 0 0 2
Baculoviridae 0 0 0 0 0 0 0
Casjensviridae 0 0 0 0 0 0 1
Chaseviridae 0 0 0 0 0 0 0
Circoviridae 0 0 1 0 0 0 0
Coronaviridae 1 0 0 0 1 1 0
Demerecviridae 0 0 68 0 0 304 0
Dicistroviridae 0 0 0 0 0 1 0
Drexlerviridae 169 94 128 7 0 7 86
Fiersviridae 0 0 0 0 0 0 0
Fimoviridae 0 0 0 0 0 0 0
Flaviviridae 0 0 0 0 0 0 0
Genomoviridae 0 0 0 0 0 0 0
Guelinviridae 0 0 0 3 0 0 0
Herelleviridae 1 1 2 1 0 0 0
Herpesviridae 0 1 0 0 0 0 0



Hytrosaviridae
Iflaviridae
Inoviridae
Intestiviridae
Iridoviridae
Kyanoviridae

Mesyanzhinovviridae

Microviridae
Mimiviridae
Nudiviridae
Pachyviridae
Paramyxoviridae
Parvoviridae
Peduoviridae
Phenuiviridae
Phycodnaviridae
Picornaviridae
Potyviridae
Poxviridae
Retroviridae
Roniviridae
Rountreeviridae
Salasmaviridae
Schitoviridae
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Smacoviridae 1 0 1
Solinviridae 0 0 0
Steigviridae 3 3 24
Straboviridae 23 338 3
Suoliviridae 11 26 147
Xinmoviridae 0 0 0
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