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Résumé

Les nouvelles technologies de séquengage des génomes ont permis de révéler
I’extraordinaire diversité des séquences virales dans des groupes d’hdtes jusque-la largement
inexplorés. Ainsi, notre connaissance des virus d’arthropodes, infectant les animaux les plus
diversifiés et abondants sur Terre, était jusque-la essentiellement réduite a des especes
d’intérét économique et médical. Les nouvelles données de diversité virale chez les
arthropodes illustrent le besoin d’étendre ’inventaire viral a 1’échelle de 1’écosystéme et
d’inclure les virus comme une composante essentielle de leur fonctionnement et de leur
évolution.

Dans ces travaux de thése, j’ai développé et appliqué deux approches d’étude de la
diversité virale chez des arthropodes, ainsi que de la circulation des virus dans des
¢cosystemes, en me focalisant sur des especes d’intérét agronomique : i) une approche virus-
centrée par fouille de bases de données nucléotidiques, en recherchant la présence d’un
groupe de petits virus a ADN inféodés aux arthropodes, les densovirus ii) une approche
arthropode-centrée, utilisant une méthode séquencage haut débit de génomes viraux
(métagénomique virale) pour analyser des communautés virales associées a des arthropodes
de différents niveaux trophiques échantillonnés dans des agroécosysteémes.

Mes résultats ont permis de :

(1) Mettre en évidence que les densovirus sont largement présents dans 1I’ensemble du régne
animal - notamment chez une grande diversité d’arthropodes - et qu’ils sont trés diversifiés
génétiquement, ce qui a permis de mieux appréhender histoire évolutive de ce groupe de
virus ;

(i) Découvrir de nouveaux virus chez certains ravageurs de cultures : le tétranyque tisserand
(Tetranychus urticae, Acarien) provenant de populations de laboratoires, ainsi que le puceron
vert du pois (Acyrthosiphon pisum, Hémiptere), le phytonome de la luzerne (Hypera postica,
Coléoptere) et ’armigere de la tomate (Helicoverpa armigera, Lépidoptére) provenant de
populations naturelles échantillonnées dans des cultures de luzerne et des prairies. Ces études
ont permis de mettre en évidence la présence de viromes spécifiques de chaque espece
d’arthropode et de caractériser la distribution de certains virus dans des communautés
d’arthropodes d’un méme écosysttme. Une grande diversit¢ de génomes de virus
d’arthropodes et de plantes a été mise en évidence. Les liens évolutifs de ces virus avec ceux
répertoriés dans les bases de données ont ét¢ caractérisés par des analyses phylogénétiques.

(ii1)) Enfin, les travaux menés en (ii) ont également permis d’optimiser la méthodologie
permettant d’obtenir et d’analyser des viromes obtenus a partir d’échantillons multiplexés,
optimisant notamment [’étape d’attribution taxonomique des séquences obtenues par
séquencage a haut débit, réduisant ainsi leur proportion en « matiére noire » inhérente aux
analyses des viromes.

Mots-clés : Virus, Arthropodes, Métagénomique, Génomique, Transcriptomique, Diversitg,
Ecologie, Evolution, Ravageurs de cultures, Communautés.




Abstract

High throughput sequencing technologies have revealed the extraordinary diversity of
viral sequences in hitherto largely unexplored host groups. Thus, our knowledge about
arthropod viruses, infecting the most diverse and abundant animals on Earth, was hitherto
essentially reduced to species of economical and medical interest. New data on viral diversity
in arthropods illustrate the need to expand viral inventory at the scale of the ecosystem and to
include viruses as an essential component of their functioning and their evolution.

In my thesis, I developed and applied two approaches to study the diversity of viruses
in arthropods and how virus circulate in ecosystems, focusing on species of agronomic
interest: (i) a virus-centered approach by exploring nucleotidic sequence databases, searching
for the presence of a group of small DNA viruses infecting arthropods, the densoviruses (ii)
an arthropod-centered approach at the scale of the ecosystem, using a viral metagenomic
method to analyze viral communities associated with arthropods from different trophic levels
from the same agroecosystems.

My results showed that:

(1) Densoviruses are spread throughout the animal kingdom - particularly in a wide diversity
of arthropods - and are highly diverse genetically, which led to a better understanding of the
evolutionary history of this group of viruses;

(i) A high diversity of viruses are present in pests: the spider mite (Tetranychus urticae,
Acari) from laboratory populations, as well as the green pea aphid (Acyrthosiphon pisum,
Hemiptera), the alfalfa weevil (Hypera postica, Coleoptera) and the cotton bollworm
(Helicoverpa armigera, Lepidoptera) from natural populations sampled from alfalfa crops and
grasslands. These studies also highlighted that specific viromes are associated with each pest
species, and 1 characterized the distribution of some of these viruses in arthropod
communities. Divergent arthropod and plant virus genomes were discovered. Their
evolutionary links with known virus species was characterized by phylogenetic analyzes.

(ii1)) The work realized in (ii) also contributed to optimize a methodology to prepare and
analyze viromes from multiplexed samples, that is particularly suitable to optimize the
taxonomic allocation of sequences and thus reduce the "dark matter" that is inherent to viral
metagenomics analyses.

Keywords: Viruses, Arthropods, Metagenomics, Genomics, Transcriptomics, Diversity,
Ecology, Evolution, Crop Pests, Communities.
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Introduction

I- Les virus : entités biologiques longtemps méconnues aux impacts
multiples

Historique des découvertes virales

Il y a pres de 4500 ans, les chinois avaient identifi¢ la maladie de la variole ainsi que
son caractere infectieux. De méme, des écrits de 1’antiquité grecque relatent la maladie causée
par le virus de la rage. Cependant, la découverte, I’isolement et la visualisation des virus n’ont
¢té possibles que grace a des innovations techniques, dont la premicre remonte a la fin du

XIX“™ siécle (Berche, 2007; Lwoff, 1957).

Les scientifiques isolaient les agents infectieux a travers des filtres de porcelaine,
comme le filtre Chamberland mis au point en 1884, dont les pores de petite taille étaient
utilisés pour filtrer les bactéries en suspension dans les liquides, et ainsi les « purifier ». En
1892, Dimitri Ivanovsky démontre que des extraits de tabacs atteints de la mosaique du tabac,
filtrés a travers un filtre de Chamberland, peuvent transmettre la maladie a des plants de tabac
sains. En 1898, Martinus Willem Beijerinck dilua la séve de plants de tabac infectés et
lI'inocula a des plantes saines qui développérent la maladie. Réitérant la manipulation de
multiples fois il put transmettre la maladie, et démontra ainsi que la séve de la derniere plante
infectée était aussi virulente que la premiére, effet qu'une toxine aprés tant de dilutions
n'aurait pas pu produire. De ces travaux émergeait le concept d’agents infectieux de trés petite

taille, invisibles au microscope et capables de se multiplier dans les cellules vivantes.

Ces agents furent appelés « virus », terme signifiant « poison » en latin. La méme
année, Friedrich Loeffler et Paul Frosch identifierent le premier virus animal : ’agent de la
fievre aphteuse des bovidés. En 1901, Walter Reed et James Carrol identifierent le premier
virus humain : le virus de la fievre jaune. Ils montrérent également que ce virus €tait transmis
par piqires de moustiques. De nombreux virus pathogeénes de ’homme furent découverts dans
les années qui suivirent, comme le virus de la rage en 1903, celui de la poliomy¢lite en 1908,
et celui de la rougeole en 1911. Durant la premiere guerre mondiale, Frederick William Twort
et Félix d'Hérelle mirent en évidence indépendamment et par les mémes processus de
filtration et de dilution, la lyse de colonies bactériennes que d’Hérelle nommera

« bactériophages » en 1917 (Berche, 2007).

11
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Introduction

En 1926, Theodor Svedberg mit au point la cristallisation de virus par
ultracentrifugation d’un tube contenant des virus en solution. Les protéines virales
concentrées peuvent alors former des cristaux analysables par diffraction des rayons X,
permettant de déduire leur structure tridimensionnelle. Le premier virus cristallisé fut celui de
la mosaique du tabac, en 1935. La découverte de la microscopie électronique par Ernst Ruska
et Max Knoll en 1932 permit enfin de visualiser les virus, d’abord des poxvirus en 1938, puis

le virus de la mosaique du tabac en 1939 et le virus de la grippe en 1943 (Berche, 2007).

La mise au point des cultures de cellules eucaryotes durant le XX“™ siécle a permis de
caractériser de nombreux virus, d’abord le virus du sarcome de Rous en 1926 par Alexis
Carrel. La culture sur ceufs de poule embryonnés, mise au point par Alice Miles Woodruff et
Ernest William Goodpasture a permis notamment de cultiver des virus de la grippe entre 1931
et 1933. Aprés la seconde guerre mondiale, la découverte (par Flemming en 1929), la
synthese, la diffusion et I’adjonction des antibiotiques aux cultures cellulaires, empéchant les
contaminations bactériennes, furent de grands progrés dans I’isolement des virus. De
nombreux nouveaux virus furent alors découverts, comme les herpésvirus, le virus de la
rubéole et les entérovirus. Enfin, dans les années 1980, la découverte des interleukines,
molécules stimulant la croissance des lymphocytes, a permis la découverte de virus ne se
multipliant que dans ces cellules, comme les rétrovirus, dont le virus responsable du
syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) découvert en 1983 (Barré-Sinoussi et al.,

1983; Berche, 2007).

L’avénement de la biologie moléculaire a permis 1’identification de virus restant
incultivables. Le génome de 1’hépatite C a notamment été caractéris¢ par clonage dans des
bactéries suivi de séquencage, mis au point indépendamment en 1977 par les équipes de
Walter Gilbert et de Frederick Sanger. D’autre part, depuis 1986, I’utilisation de la technique
de la polymérisation en chaine (PCR), puis en 1995 celle des puces a ADN contenant des
séquences virales synthétiques (microarrays), requérant toutes deux des connaissances
préalables sur les séquences d’acides nucléiques recherchées, ont permis de découvrir de
nombreux virus, variants de virus connus. Le virus de I’hépatite E en 1990, I’herpesvirus
responsable du syndrome de Kaposi en 1998 et le virus du SARS en 2003 ont ainsi été
découverts (Berche, 2007; Mokili et al., 2012). Cependant, ces méthodes ne permettraient pas
de détecter des virus divergents de formes déja connues (Mokili, Rohwer, & Dutilh, 2012).

12
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Introduction

Aujourd’hui, ces méthodes moléculaires traditionnelles de découverte virale ont été
substituées par des méthodes moléculaires sans a priori sur les séquences génomiques par des
amplifications aléatoires des matrices génétiques couplées aux nouvelles technologies de
séquencage a haut débit mises en place a partir de 2005. Cependant, ces deux types
d’approches, avec et sans a priori, jouent des roles complémentaires dans 1’isolation,

I’identification et la caractérisation des virus (Mokili et al., 2012).

Définition

Le terme «virus » regroupe I’ensemble des entités biologiques constituées d’un
génome composé¢ d’une ou de plusieurs molécules d’acide nucléique (ADN et/ou ARN) ne
contenant pas I’information nécessaire a la synthése de 1’ensemble protéique ribosomal ni des
protéines permettant la synthése d’énergie (ATPase). Le matériel génétique viral est protégé
par une coque protéique (capside) éventuellement entourée d’une enveloppe lipidique
provenant des membranes des cellules hotes. Les virus sont des parasites intracellulaires
obligatoires qui se répliquent en détournant la machinerie cellulaire des cellules infectées. Le
cycle de multiplication des virus implique une alternance entre décapsidation (sortie du
génome viral de la capside) et recapsidation (recouvrement du génome viral par

autoassemblage des éléments formant la capside) (Holmes, 2009; Lwoff, 1957; Wolkowicz

and Schaechter, 2008).

Impacts des virus

Les virus infectent 1’ensemble des trois régnes du vivant: bactéries, archées et
eucaryotes. Tous les organismes cellulaires connus sont infectés par au moins un ou plusieurs
virus. Certains virus sont méme capables de détourner les structures cellulaires mises en place
par d’autres virus (La Scola et al., 2008). En conséquence de leur ubiquité chez le vivant, les
virus sont présents dans 1’ensemble des écosystémes terrestres et aquatiques connus, des fonds
marins (Danovaro et al., 2008) jusqu’aux glaciers (Zablocki et al., 2014). Ils y sont
extrémement abondants : par exemple, I’abondance des particules virales de la surface de
I’océan est comprise entre 10° et 10° particules par millilitre (Bergh et al., 1989) (Suttle,
2007). Autre exemple, le sang humain contient 10° particules virales par millilitre tandis que

I’urine en contient en moyenne 10’/mL (Rascovan et al., 2016).
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Les virus sont également abondamment présents dans le génome de leurs hotes. Il peut
s’agir de virus dont le cycle infectieux passe par une étape d’intégration, ou non. Si les
cellules infectées appartiennent a la lignée germinale, le génome viral intégré devient « fixé »
au sein du génome de I’hote et sera transmis verticalement a la descendance de I’hote. Ce
phénomene, appelé endogénéisation, est retrouvé dans une grande diversit¢ de génomes
procaryotes (e.g. prophages) et eucaryotes (Fig. 1) (Feschotte et Gilbert, 2012). De tels
é¢venements ont eu lieu d’une fagon répétée durant des millions d’années d’évolution et de
coévolution. Les séquences virales endogénéisées peuvent ainsi représenter une proportion
significative du génome des hotes. Par exemple, 8% du génome humain et 10% du génome de
la souris sont composés de dérivés de séquences virales endogénéisées (Horie et Tomonaga,

2011).

Transmission horizontale

: ‘ i * i
Rétrovirus
infectieux

si infection

AAAAA AAA des cellules germinales
l ARN viral i
gag pol env
NI -Zj-lw 1 Transmission verticale

ADN viral intégré I

I Endogénéisation ]
|

| ¥

Capture de génes viraux

Figure 1 : Schéma explicatif de I’endogénéisation, en prenant I’exemple d’un rétrovirus.
Les rétrovirus ont la capacité de transcrire leur ARN en ADN qui est ensuite inséré dans le
génome des cellules infectées sous forme d’un provirus, ici porteur de trois génes (gag, pol et
env). La production de nouvelles particules virales permet la transmission horizontale a des
nouveaux hotes. Dans de rares cas, I’intégration du génome viral a lieu dans le génome de
cellules germinales, ce qui permet leur transmission a la descendance de 1’hdte. La majorité
des geénes viraux endogénéisés sont perdus au cours de 1’évolution. Cependant,
occasionnellement, quelques geénes viraux restent fonctionnels et peuvent impacter le

phénotype de leur hote. Tiré de Dupressoir et al., 2012.
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Les virus sont donc abondamment présents au sein des écosysteémes comme de leurs
hotes. Cependant, les virus ne sont pas importants uniquement en raison de leur abondance,
mais également par leurs impacts sur les écosystemes et 1’évolution des organismes

cellulaires.

En effet, les virus, de par leur cycle de vie incluant un parasitisme obligatoire,
comptent parmi les acteurs importants de la dynamique des populations de leurs hotes
(Weinbauer et Rassoulzadegan, 2004). De par les pressions de sélection qu’ils exercent sur
leurs hotes, les virus jouent un réle majeur dans la régulation de cycles biogéochimiques et
biologiques, et contribuent ainsi de fagon significative a la stabilité et au fonctionnement de
certains €cosystémes. Par exemple, de récentes études montrent que les virus aquatiques ont
un impact important sur le fonctionnement des cycles biogéochimiques et écologiques a
travers l'infection et la lyse des communautés bactériennes et de micro-algues intervenant
dans le recyclage de la matiere organique et de la production primaire (Danovaro ef al., 2008;
Rohwer et Thurber, 2009). En outre, en parasitant I’espéce la plus compétitive dans un
¢cosysteéme donné, les virus laissent une niche écologique vacante ou des especes moins
compétitives pour les ressources nutritives peuvent alors se développer, ce qui aboutit a un
maintien de la diversit¢ des communautés d’hotes (selon le modeéle «kill the winner »)
(Rodriguez-Brito et al., 2010). La disparition des efflorescences (blooms) de phytoplancton

en quelques heures, dues aux virus, illustrent bien ce phénoméne (Wilhelm, 1999).

D’autre part, les virus sont responsables d’une forte proportion des maladies virales
infectieuses émergentes : ils représentent pres de 47% des maladies émergentes chez les
plantes (Anderson et al., 2004), et entre 25% et 43 % des maladies infectieuses émergentes
chez ’homme (Jones et al., 2008; Woolhouse & Gaunt, 2007). Parmi ces derniers, on peut
citer les virus de I’immunodéficience humaine (VIH), les virus de la grippe, le virus
responsable du syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS), ou le virus Ebola. Ces virus ont
des impacts médicaux, économiques et politiques significatifs, le VIH étant a lui seul
responsable de plus de 25 millions de morts depuis sa découverte en 1983 jusqu’a I’année
2007 (Jones et al., 2008; Woolhouse & Gowtage-Sequeria, 2005; Woolhouse & Gaunt, 2007).
Par ailleurs, certains virus ont été utilisés ou projetés d’étre utilisés en tant qu’armes
biologiques. En 1763, Jeffrey Amherst, général de I’armée anglaise, fit distribuer des
couvertures de varioleux aux tribus indiennes de 1’Ohio, ce qui a déclenché des épidémies
dévastatrices dans la région. Autre exemple, le virus de la variole a été produit en grandes

quantités par I’URSS lors de la guerre froide (Berche, 2007).

15

=
| —



Introduction

Depuis leur découverte, les virus ont été¢ considérés majoritairement en tant qu’agents
pathogenes. De nombreuses découvertes récentes ont radicalement changé ce point de vue, en
mettant en évidence la présence d’un continuum entre parasitisme et mutualisme obligatoire
chez les virus (Roossinck, 2015). Certains virus fournissent des bénéfices a leurs hotes
seulement sous certaines conditions environnementales, leur permettant par exemple de
s’adapter rapidement a des changements environnementaux. D’autres virus conférent a des
plantes une résistance accrue a la sécheresse, a la chaleur ou au froid (Roossinck, 2015,
2011a). Un densovirus induirait le développement des ailes chez une espéce de pucerons, ce
qui augmenterait leur capacité de dispersion (Ryabov et al., 2009). Enfin, certains virus sont
indispensables a la survie de leurs hotes : certains polydnavirus, dont le génome est intégré
dans celui de guépes parasitoides (Braconidae et Ichneumonidae, Hyménopteres), sont requis
pour la survie des ceufs dans l’insecte-hote des guépes. Ces virus sont devenus partie

intégrante de I’hdte : les frontieres entre virus et hote s’effacent (Roossinck, 2011a).

Enfin, I’évolution des organismes cellulaires serait en grande partie sculptée par
I’interaction entre les virus et leurs hotes. La course aux armements et les dynamiques de
résistance associées se traduisent par une modification continue des génomes des hotes et des
virus (Stern & Rotem, 2011). En outre, les virus modifient également le génome de leurs
hotes a travers 1’endogénéisation ou le transfert horizontal de génes, ce qui influence
I’évolution de leurs génomes (Gilbert et al, 2014). Le transfert horizontal de matériel
génétique représente la transmission d’ADN entre organismes non-apparentés. Il représente
un facteur important de 1’évolution des procaryotes mais également des eucaryotes (Syvanen,
2012). Or, de nombreux virus participent au transfert horizontal de geénes, d’origine cellulaire
ou virale, ces geénes peuvant impacter le phénotype de 1’hote. Par exemple, I’intégration d’un
bactériophage dans le génome de la bactérie Vibrio cholerae permet a cette bactérie de
synthétiser la toxine cholérique, induisant les symptomes caractéristiques du choléra (Davis &
Waldor, 2003). En outre, I’insertion de génomes viraux au sein de génomes cellulaires est
susceptible d’inactiver ou de promouvoir I’expression de génes cellulaires (Feschotte et
Gilbert, 2012). Certains éveénements d’endogénéisation ont été a l’origine d’innovations
évolutives majeures : la syncytine, protéine d’origine virale, joue un role fondamental dans la

formation du placenta des Mammiferes (Dupressoir et al., 2012).

L’ubiquité des virus chez les organismes cellulaires a amené de nombreuses questions

quant a leurs origines ainsi que leur diversité.
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II- Les virus : origines évolutives et diversité

Origines des virus

Les virus et les cellules sont les deux principales catégories d’organisation biologique,
qui sont respectivement caractérisées comme (1) des informations génétiques parasites et (2)
des organismes génétiquement auto-entretenus (Koonin et Wolf, 2012; Raoult et Forterre,
2008). Des modeles mathématiques prédisent que le parasitisme génétique émerge
inévitablement dans tout systéme réplicatif possédant des ressources limitées (Szathmary and
Maynard Smith, 1997). Ainsi, I’émergence d’éléments parasites comme les virus ferait partie
intégrante de la vie. L’étude de I’origine des virus est compliquée de par le fait qu’il n’existe
pas de fossile de virus et que les forts taux d’évolution virale posent des problémes quant a la
reconstitution de leur histoire évolutive. Il existe trois hypothéses explicatives de 1’origine des

virus.

- L’hypothese de 1’évolution régressive postule que les virus sont issus de cellules
parasites ayant subies des réductions génomiques graduelles, afin d’en retirer les fonctions qui
leur sont fournies par leurs hotes, jusqu’a ce qu’ils deviennent les virus actuels (Holmes,
2009) (Fig. 2). La réduction évolutive est un processus évolutif fréquemment observé chez
d’autres parasites, comme la bactérie Buchnera sp. infectant des pucerons qui a subi une
réduction d’environ 70% de la taille de son génome (Claverie et Ogata, 2009). Cette
hypothése pourrait expliquer 1’apparition des virus géants, observables au microscope optique
et dont le génome code un appareil de traduction partiel (Legendre et al., 2013). Cependant,
cette hypothése est remise en cause par des résultats récents sur I’étude des virus géants
(Schulz et al., 2017). De plus, elle ne permettrait pas d’expliquer I’origine des virus possédant
un génome constitué d’ARN, notamment car leurs genes différent totalement de ceux des

organismes cellulaires (Holmes, 2009).

- L’hypothese de I’échappement de genes stipule que les virus seraient les descendants
de genes cellulaires parasites ayant acquis la capacité de se répliquer de fagon autonome ainsi
que de coder pour une capside protectrice leur permettant de transporter leur matériel
génétique et le protéger d’un milieu cellulaire hostile (Fig. 2). Des événements
d’échappement multiples, a partir de plasmides ou de transposons, auraient donné lieu a

I’apparition de nombreux groupes de virus (Holmes, 2009).
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- Enfin, I’hypothése de la vie pré-cellulaire propose que les virus et les cellules soient
apparus en méme temps et aient évolué¢ parallelement, les virus étant les descendants de
formes pré-cellulaires ayant adopté leur style de vie parasite plus tard dans leur histoire
évolutive (Fig. 2). Selon cette hypothese, les plus anciens systemes génétiques de réplications
auraient ét¢ composés d’ARN et seraient devenus plus complexes, s’enveloppant dans un sac
lipidique aboutissant aux cellules primitives. Une autre forme réplicative ayant gardé sa

simplicité aurait formé les virus (Holmes, 2009).

L’origine des virus n’est actuellement pas résolue. Cependant, les virus auraient
vraisemblablement des origines évolutives diverses et ne seraient donc pas monophylétiques

(Claverie et Ogata, 2009).
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Figure 2 : Schéma explicatif des trois théories explicatives de I’origine des virus. Les
cellules sont représentées par des rectangles arrondis. R : protéine de réplication ; C : protéine

de capside. Tiré de Holmes, 2009.
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Mécanismes générateurs de la diversité virale

Les virus évoluent par des modifications de leur génome susceptibles de créer de
nouvelles fonctions. Les moteurs moléculaires de la création de la diversité virale se

regroupent en deux catégories : la mutation et I’amphimixie.

Mutation

Les mutations désignent les modifications du génome viral produites lors de sa

réplication par les polymérases. Il existe trois formes de mutations :

- La substitution correspond au remplacement d’un nucléotide par un autre ;
- L’insertion correspond a I’insertion d’un ou plusieurs nucléotides entre deux
nucléotides préexistants ;

- La délétion correspond a la perte d’un ou plusieurs nucléotides.

Le taux de mutation indique les fréquences de modifications générées par position
génomique par cycle de réplication Il est plus ¢élevé chez les virus que chez les organismes
cellulaires, et il semblerait y avoir une corrélation négative entre le taux de mutation et la
taille du génome (Dufty et al., 2008; Sanjuan et al., 2010). Le taux de mutation généralement
observé chez les organismes cellulaires est de 10 a 10™"! mutations /site/cycle de réplication.
En comparaison, les taux de mutation viraux vont de 10® a 10 mutations /site/cycle de
réplication pour les virus & ADN double brin, et sont les plus élevés, del10® a 107, pour les
virus & ARN et a ADN simple brin (Fig. 3). Parallélement, ce sont les virus a ARN qui
représentent la majorité des virus émergents chez I’homme, ainsi il y aurait un lien entre taux

de mutation et capacité d’adaptation chez les virus (Woolhouse & Gaunt, 2007).
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Figure 3 : Taux de mutations chez différentes especes de virus. Le taux de mutation (en
log du nombre de mutations par site par cycle de réplication) est représenté en abscisse, et la

taille du génome (en log de kilobases) est représentée en ordonnée. Tiré de Dufty et al., 2008.

Amphimixie

L’amphimixie correspond a la création d’un génome viral a partir de la fusion des
génomes de plusieurs virus. Il existe deux catégories d’amphimixie : la recombinaison et le

réassortiment (Fig. 4).

- La recombinaison est la formation, lors de la réplication virale, de molécules d’acides
nucléiques chimériques filles a partir de molécules d’acides nucléiques provenant de génomes
parentaux différents. Le génome viral résultant correspond donc a une mise en continuité du
matériel génétique provenant de deux chaines différentes d’acide nucléique. La
recombinaison se produit lorsque la polymérase effectue des changements de matrices lors de
la réplication. Il existe deux types de recombinaison. Lors de la recombinaison homologue, le
changement de matrice se produit au niveau de sites homologues. La recombinaison non-
homologue désigne une recombinaison qui se produit entre des sites non homologues. Les
taux de recombinaison virale peuvent étre similaires aux taux de mutations. Par exemple, chez
le VIH, 1,35.107 événements de recombinaison se produisent par nucléotide par cycle de

réplication virale (Schlub et al., 2010). Des événements de recombinaison entre des taxa
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viraux ¢éloignés, notamment entre des virus a ARN et des virus a ADN, ou entre des virus a
ARN et des plasmides, seraient a 1’origine de I’apparition et de la diversification de nombreux
groupes de virus (Koonin ef al., 2015; Krupovic et al., 2015; Lefeuvre et al., 2009; Martin et
al.,2011).

- Enfin, le réassortiment (ou pseudo-recombinaison) désigne, lors de la réplication de
plusieurs virus possédant un génome segmenté (i.e. constitué de plus d’une molécule d’acide
nucléique), 1’encapsidation de segments issus de différents génomes dans la méme particule
virale. Par exemple, des phénomenes de réassortiment sont fréquemment observés entre des
souches humaines, porcines et aviaires du virus de la grippe (Li et al., 2010; Zhou et al.,
1999).

Afin que des événements d’amphimixie entre différents types de virus puissent se
produire, il est nécessaire qu’ils infectent une méme cellule. Cette probabilité d’infection
simultanée est fonction du degré de recouvrement entre leur répartition géographique, leurs

cycles épidémiologiques, leur spectre d’hote et leur tropisme cellulaire (Martin ef al., 2011).
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Figure 4 : Schémas explicatifs des différents types d’amphimixie. Image fournie par

Pauline Bernardo.
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Les modifications du génome viral, obtenues par mutations et par amphimixie,
peuvent avoir trois types d’effets en termes évolutifs : délétére, neutre et bénéfique. Les
modifications bénéfiques vont apporter un avantage sélectif, contrairement aux modifications
déléteres qui sont désavantageuses. Les modifications neutres, quant-a-elles, n’apportent ni
avantage ni désavantage. Or, la majorit¢ des modifications génétiques ont des impacts
négatifs pouvant conduire a un effet létal, les génomes viraux portant ces altérations étant
donc inaptes a rivaliser avec les génomes viraux parentaux. Par conséquent, tous les variants
produits dans une population virale ne sont pas maintenus (Domingo-Calap et al., 2009;
Monjane et al., 2014). Cependant, ces prédictions sont & modérer par deux faits. D’abord, il
est a noter qu’il existe des phénomenes de pléiotropie antagoniste, i.e. que certaines variations
déléteres dans un environnement donné peuvent étre bénéfiques dans un autre environnement
(Dufty et al., 2006). Enfin, des phénoménes de complémentation peuvent exister au sein de
populations virales : I’expression de genes fonctionnels portés par certains génomes viraux
compense les effets des mutations déléteres portées par d’autres génomes viraux (Aaskov et

al., 2006).

Enfin, les virus se caractérisent généralement par un nombre élevé d’individus par
génération et des cycles de réplication trés courts. L’accumulation des diversités qui en
résulte, observable a 1’échelle d’une vie humaine, fait des virus des modeles de choix pour
¢tudier I’évolution du vivant. De plus, comme énoncé précédemment, les virus sont
responsables d’une forte proportion des maladies infectieuses émergentes chez I’homme
(Jusqu’a 43%), bien qu’ils ne soient pas les entités parasites les plus diversifiées en termes
d’especes décrites chez ’homme (aux alentours de 15%). Cette forte proportion de maladies
émergentes dues aux virus s’expliquerait notamment par le fait que les virus évoluent plus
rapidement que leurs hotes, grace a des taux de mutations élevés et un potentiel ¢€levé
d’amphimixie (Jones et al., 2008; Woolhouse & Gaunt, 2007). L’évolution virale se traduit
notamment par des conséquences sur la pathogénicité, le franchissement de la barricre
d’espece, 1I’échappement aux antiviraux et aux vaccins (Duffy ef al., 2008). Par exemple, des
mutations permettent au VIH de résister aux antiviraux (Hirsch et al., 2003). Enfin, le
phénoméne de recombinaison entre des variants atténués présents dans les vaccins contre la
poliomy¢élite produit des variants neuropathiques, ce qui complique les efforts de lutte contre

cette maladie (Kew et al., 2005).

En conséquence de leur évolution rapide, les virus représentent des entités biologiques

extrémement diversifiées.
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Diversité virale et taxonomie

Diversité morphologique et génomique des virus

Les virus présentent une grande variabilité¢ en termes de taille, de structure de leur

capside, de la diversité de leur organisation génomique et de leurs stratégies de réplication.

Il existe une grande diversité¢ de la taille des génomes viraux et des capsides virales.
Les membres de la famille des Circoviridae font partie des plus petits virus connus. Leur
génome peut mesurer moins de 1800 nucléotides de longueur, et est contenu dans une capside
de moins de 20 nm de diametre (Breitbart et al., 2017). Les plus gros virus appartiennent a la
famille des Pandoraviridae. 1ls possédent un génome de plus de 2,5 Mb, contenu dans une
capside de plus d’1um (Legendre ef al., 2014, 2013). Ces «virus géants » peuvent étre
observés en microscopie optique. Leur découverte a révélé un continuum dans la taille
génomique et la complexité fonctionnelle entre les virus et les organismes cellulaires, les
génomes ainsi que les capsides des virus géants étant de taille comparable a celle des

bactéries. Entre ces deux extrémes, une grande diversité de taille existe.

La morphologie des capsides virales, dont les protéines constitutives sont organisées
en formes géométriques régulieres, est également diversifiée. Leur symétrie peut Etre
icosaédrique, hélicoidale, ou mixte (téte icosaédrique et queue hélicoidale). Les capsides
peuvent également étre en forme de batonnets, de filaments, bacilliformes, de balles de fusil,
de bouteilles, de citrons ou de gouttes d’eau. Certains virus peuvent également posséder les

appendices en forme de queue (Fig. 5).
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Figure 5 : Représentation par diagramme de Venn de la forme des capsides de virus

infectants archées, bactéries et eucaryotes. Tirée de Nasir, Kim, & Caetan-Anolles, 2017.

En outre, les génomes viraux arborent une grande diversité de structure. En effet,
contrairement aux génomes cellulaires uniquement constitués d’ADN double brin, il existe
chez les virus deux formes de support de I’information génétique, ADN et ARN, déclinées en
plusieurs variantes décrites par la classification de Baltimore : ADN double brin (ADNdb),
ADN simple brin (ADNsb) ARN simple brin positif (ARNsb+), ARN simple brin négatif
(ARNsb-), ARN double brin (ARNdb), et virus 8 ARN ou a ADN a transcription inverse. De
plus, le génome viral peut étre linéaire ou circulaire, monocaténaire ou segmenté. Enfin, les
virus présentent une grande diversité de stratégies de réplication. Les formes cellulaires
utilisent toutes une seule stratégie de réplication et d’expression basée sur la réplication
d’ADN double brin, la transcription des genes en ARN messagers suivie de leur traduction en
protéines. Cependant, des processus réplicatifs alternatifs comme la réplication de I’ARN et la

transcription inverse sont couramment utilisés par les virus (Fig. 6).
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Figure 6 : Représentation de la classification de Baltimore. Tirée du site ViralZone,
2017.

Taxonomie virale

La taxonomie virale a pour but de nommer les entités virales de maniere pertinente et
universelle et de les classer dans des groupes de la fagon la plus rationnelle possible, afin
d’illustrer leurs relations évolutives et de simplifier la communication internationale entre
scientifiques. Ces entités biologiques n’étant pas immuables et formant un continuum en
terme de diversité, leur catégorisation est donc une construction humaine artificielle qui reste

néanmoins nécessaire (Kuhn & Jahrling, 2011).

La classification des virus est organisée par le Comité International de Taxonomie des
Virus (ICTV), qui édite les criteres de démarcation entre les taxa viraux. Les critéres
dépendent des informations disponibles sur les virus concernés. La taxonomie virale est
organisée hiérarchiquement a 1’image de la taxonomie animale. Les virus sont tout d’abord
séparés en fonction de la nature et de la structure de leur génome ainsi que de leur stratégie de
réplication, puis ils sont classés en quatre taxa : ordre, famille, genre et espece. Les autres
propriétés de séparation entre taxa viraux sont le spectre d’hote, le tropisme tissulaire et
cellulaire, la pathogénicité, le mode de transmission, les propriétés chimiques et antigéniques,

et les différences de séquences génomiques (Kuhn & Jahrling, 2011).
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=  QOrdre

Les ordres regroupent des familles partageant une histoire évolutive commune.
Actuellement, il existe 8 ordres répertoriés par I'ICTV (Bunyavirales, Nidovirales,
Mononegavirales, Caudovirales,

Herpesvirales,

Ligamenvirales, Picornavirales et

Tymovirales), et 85 familles virales ne sont pas assignées a un ordre (ICTV, mai 2017).
= Famille

Les genres sont classés en familles selon un groupement basé sur la structure et la
stratégie de réplication du génome viral. L’ICTV répertorie actuellement 122 familles virales

(Fig. 7). Ainsi, 19 genres viraux ne sont actuellement pas assignés a une famille (ICTV, mai

2017) (Fig. 7).
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Figure 7 : Diversité des familles virales ainsi que des genres viraux selon la classification
de Baltimore. Les couleurs représentent les hotes : bleu clair : archées, bleu foncé : bactéries,
vert : plantes, jaune : invertébrés, rose : vertébrés, orange : autres eucaryotes. Graphique

construit d’aprés les sites de ’ICTV, mai 2017 et de ViralZone, 2017.
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=  Genre

Chaque genre est défini par un ensemble de caractéristiques communes des espéces
qui la constituent : I’organisation du génome, les génes qu’il contient et le type d’hdte. Un
assouplissement des conditions d’intégration a la taxonomie virale a récemment été accepté
par 'ICTV. En effet, les genres peuvent a présent étre délimités en utilisant seulement la
caractérisation des génomes viraux comprenant 1’organisation génomique et le degré de
différenciation par rapport aux virus répertori€es ; la caractérisation phénotypique devenant
optionnelle (Simmonds et al., 2017). Pour chaque genre, 'ICTV a défini une espéce-type qui
est la plus caractérisée ou la premiere décrite. Il existe des especes virales sans genre attribué
mais qui sont tout de méme classées au sein d’une famille. Actuellement, I’ICTV reconnait

736 genres viraux (ICTV, mai 2017).
= Espece

La définition de 1’espéce virale adoptée par 'ICTV est la suivante: « L’espéce virale
représente un ensemble monophylétique de virus dont les propriétés peuvent étre distinguées
de celles des autres espéces par de multiples criteres », ces critéres étant la séquence
génomique, des propriétés de réplication, la morphologie du virion, le spectre d’hdte ou la
pathogénicité. Une espece virale est donc considérée comme étant une entité biologique et
¢cologique. Les especes virales peuvent également étre délimitées en utilisant seulement les
séquences génomiques (Simmonds et al., 2017). Le dernier rapport de 'ICTV répertorie un

total de 4404 especes virales (ICTV, mai 2017).

Par ailleurs, un isolat désigne généralement un échantillon prélevé sur un organisme
(hote, vecteur, prédateur de 1’hote). Une souche est un ensemble d’isolats ayant en commun
plusieurs propriétés qui les caractérisent. Une espece virale est donc constituée d’une ou de

plusieurs souches elles-mémes constituées d’un ou plusieurs isolats.

Les données actuelles indiquent que la diversité virale reste encore largement
inexplorée. Il a été estimé qu’a peine un pour cent de 1’ensemble des virus ont été découverts
p quap p

(Mokili et al., 2012).
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La métagénomique, outil actuel d’étude de la diversité virale

Historique et définition

Le progrés de la science est ponctué par des avancées technologiques qui
révolutionnent les méthodes et/ou les échelles d’analyses et permettent d’aller vers de
nouveaux fronts de science et faire avancer nos connaissances. Il y a eu la microscopie
électronique, la culture cellulaire et la PCR (Réaction en chaine par polymérase). A présent,
des méthodologies liées au développement du séquencage a haut débit (HTS ; également
nommé « nouvelle génération de séquencage » (NGS)) bouleversent notre conception de la

diversité et de la prévalence virale (Berche, 2007; Mokili et al., 2012).

De nombreuses approches utilisant les données produites par séquencage a haut débit
sont utilisées dans le cadre de 1’étude de la diversité virale. Elles comprennent notamment le
séquencage des ADN ou ARN totaux, le séquengage des petits ARN associés aux mécanismes
d’inhibition de I’expression de genes (silencing) chez les plantes et la fouille de données
(Hadidi et al., 2016; Roossinck, 2016). Cependant, la métagénomique virale est la méthode

actuelle la plus utilisée pour étudier la diversité virale (Mokili ez al., 2012).

La métagénomique, i.e. I’analyse des communautés a travers l’analyse de leurs
séquences génomiques, a été¢ définie pour la premiére fois en 1998 (Handelsman ef al., 1998).
D’abord utilisée dans le cadre de 1I’étude des communautés bactériennes, elle fut appliquée a
I’é¢tude des communautés virale a partir de 2001 (Allander et al., 2001). La métagénomique
virale consiste a concentrer les particules virales d’un échantillon donné, a en extraire et
amplifier le contenu génomique sans a priori, puis a le séquencer. La puissance de cette
méthode est de cibler le contenu génomique viral total, ou virome, sans tenir compte des
cibles moléculaires déja connues, et en s’affranchissant de la culture des virus. Ainsi,
I’ensemble des virus contenus dans tout type d’échantillon peut étre détecté par
métagénomique virale (Delwart, 2007; Edwards & Rohwer, 2005). Les premieres études de
métagénomique virale se basaient sur le clonage des fragments de séquences virales puis sur
leur séquengage par la méthode de Sanger. L’avénement du séquencage a haut débit,
permettant une étude exhaustive des viromes, a révolutionné la métagénomique virale (Mokili

et al.,2012; Rosario et Breitbart, 2011).
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Méthodes de préparation et d’analyse des viromes

Les études de métagénomique virale comportent trois étapes majeures : (1) la
préparation des échantillons, (2) le séquencage a haut débit, et (3) I’analyse bioinformatique

des viromes.

1- Préparation des échantillons

Théoriquement, tout type d’échantillon peut étre analysé par métagénomique virale.
Cependant, contrairement a d’autres groupes d’organismes, il n’existe pas de géne commun
conservé chez I’ensemble des virus pouvant étre utilisé comme cible pour leur amplification
(Edwards et Rohwer, 2005). De plus, les génomes viraux, de petite taille, sont souvent noyés
dans la masse des génomes cellulaires présents dans les échantillons traités. Il est donc
nécessaire d’¢liminer au maximum les acides nucléiques non-viraux et d’amplifier les acides
nucléiques de manicre aléatoire afin d’obtenir des viromes représentatifs des communautés

virales présentes dans les échantillons testés.

Purification des particules virales

Afin de concentrer les particules virales présentes dans les prélévements traités, des
étapes d’homogénéisation, de filtration et d’ultracentrifugation sont souvent nécessaires.
L’¢étape de filtration est particuliérement importante. En effet, une des propriétés des virus
permettant de les distinguer des organismes cellulaires est leur petite taille. Ainsi, la technique
la plus couramment utilisée pour éliminer les cellules est une filtration a travers des filtres de
0,22 ou 0,45 um de diameétre (Thurber et al., 2009). Cependant, il existe des virus d’une taille
comparable a celle de bactéries. Pour ces virus géants, la technique de filtration est inadaptée
(Halary et al., 2016). A I'inverse, il est possible que des acides nucléiques d’origine cellulaire
traversent les filtres. Il a été cité que les agents de transfert de génes (GTA), dont la structure
ressemble a celle des bactériophages et dont le role est le transfert de génes entre bactéries,
pourraient étre a 1’origine de certaines séquences bactériennes retrouvées dans les viromes

(Kristensen ef al., 2010; Lang et al., 2012).

Dans un second temps, des traitements via des nucléases (DNases et RNases)
permettent de réduire la composition des échantillons en acides nucléiques non-encapsidés
présents apres I’étape de filtration (Thurber ef al., 2009). Les acides nucléiques viraux,

protégés par des capsides, restent relativement indemnes (Hall ez al., 2014).
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Amplification des acides nucléiques viraux

Les acides nucléiques contenus dans les particules virales purifiées sont ensuite
extraits. Différentes méthodes permettent 1’extraction conjointe d’ADN et d’ARN,

I’extraction d’ADN ou d’ARN (Hayes et al., 2017; Thurber et al., 2009).

Apres extraction, et rétro-transcription (conduisant a la formation d’ADN, nommé
ADNg, a partir d’ARN) suivie ou non de la synthése du brin complémentaire de I’ADNc par
I’utilisation du fragment de Klenow dans le cas des ARN, les acides nucléiques viraux sont
amplifiés. Les méthodes d’amplification aléatoires les plus fréquemment utilisées sont (i)
I’amplification par déplacement multiple de brins (MDA), (ii) I’amplification du génome
entier (WGA) réalisés via la polymérase du bactériophage Phi29, (iii) des dérivés de la PCR
aléatoire en utilisant des adaptateurs ou par tagmentation (Brum et Sullivan, 2015; Candresse

et al., 2014; Edwards et Rohwer, 2005; Kozarewa et al., 2015; Roossinck et al., 2010).

Apres une étape de purification, les produits issus de 1I’amplification sont séquencés.

2- Séquencage a haut débit

Différentes techniques de séquengage a haut débit (ou HTS) sont utilisables. Elles
connaissent une évolution trés rapide depuis leur apparition il y a une dizaine d’années. Alors
que ces techniques permettaient initialement d’obtenir des centaines de milliers de séquences,
elles permettent actuellement d’obtenir plusieurs centaines de millions de séquences.
Actuellement, les plateformes de séquencage les plus fréquemment utilisées sont Illumina, Ion
Torrent, Pacific Biosystems et SOLID (Genohub-ngs-instrument-guide). Chaque plateforme
possede des spécificités de séquencgages (et des prix) différents, produisant des masses de
données variant en termes de quantit¢ et de qualité. Notamment, chaque technologie de
séquencage induit différents taux d’erreurs et des séquences de taille et de nombre variables.
Par exemple, la technologie HiSeq 2000 (plateforme Illumina) génére jusqu’a 6 milliards de
séquences de 100 bases de longueur avec un taux d’erreur de 0,002% d’insertions-
suppressions (indels) ; tandis que la technologie PGM (Plateforme Ion Torrent) génére 2
millions de reads de 120 bases avec 1,5% d’insertions-suppressions (McElroy et al., 2014). La
technologie de séquencage est donc choisie en fonction du type de données que 1’on souhaite

geénérer.
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3- Traitement bioinformatique des données

Les données brutes produites par séquengage a haut débit nécessitent de nombreux
traitements afin de permettre in fine de déterminer quels virus sont présents dans les
échantillons et d’aller jusqu’a prédire les fonctions de leurs genes. Des outils bioinformatiques
ont ét¢ mis en place dans ce but. IlIs évoluent constamment pour s’adapter a 1’évolution des
technologies de séquengage, notamment a 1’augmentation exponentielle des données qu’elles

produisent.

Nettoyage de données

Les technologies de séquencage a haut débit générent des lectures de fragments
nucléotidiques, nommés reads. Or, comme énoncé ci-dessus, ces reads sont susceptibles de
contenir des amorces ainsi que différents taux d’erreurs de séquencage. Les données issues du
séquengage sont donc dans un premier temps soumises a des filtres de qualité permettant
d’éliminer les adaptateurs de séquencage et de ne garder que les séquences qui se situent au-

dessus d’un certain seuil de propreté (McElroy et al., 2014; Oulas et al., 2015).

Assemblage de novo

L’assemblage de novo permet de rassembler des reads chevauchants provenant
théoriquement du méme génome en une seule séquence contigiie (nommée contig).
L’assemblage génére donc des contigs dont la longueur est généralement plus longue que
celles des reads, et permet parfois d’obtenir des génomes entiers (Fancello, Raoult, &
Desnues, 2012). Cependant, I’assemblage peut générer des chimeres : en effet, il n’est souvent
pas possible de déterminer si deux reads assemblés dans le méme contig proviennent du

méme génome viral ou de deux génomes viraux différents (Charuvaka et Rangwala, 2011).

Attribution taxonomique

Dans la majorité des ¢tudes de métagénomique virales, les contigs ou les reads sont
comparés avec les séquences présentes dans des bases de données, par exemple avec la base
de données publiques GenBank, afin de les attribuer taxonomiquement. L’outil d’attribution
taxonomique le plus régulierement utilisé pour ce faire est le « Basic Local Alignment Search

Tool » (BLAST), mais d’autres outils existent (Bruder et al., 2016; Fancello et al., 2012).
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Apports de la métagénomique virale

Prés de quinze ans aprés sa premicére utilisation, la métagénomique virale est une sous-
discipline scientifique en plein essor (Fig. 8). De nombreux types d’échantillons ont ainsi été
analysés, incluant notamment de 1’eau (Roux ef al., 2016), des prélévements de sol (Han et
al., 2017), de glaciers (Zablocki et al., 2014), du corail (Sweet et Bythell, 2017), des plantes
(Palanga et al., 2016; Roossinck et al., 2010), des arthropodes (Ng, et al., 2011; Tokarz et al.,
2014) et des échantillons de sang, de tissus ou de féces provenant de vertébrés (Delwart,
2013).

Proportion d'articles de métagénomique virale
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Figure 8: Proportion d’articles traitant de métagénomique virale (en pourcentage)
parmi I’ensemble des articles scientifiques référencés sur PubMed. Ce graphique a été
construit en utilisant les mots clé suivants : (virus OR viral OR virome) AND (metagenome

OR metagenomics).

Les études comparatives menées a large échelle ont permis 1’apport de connaissances
inédites sur la distribution des communautés virales. Une métaanalyse de plus de 3 200
métagénomes a réveélé une forte spécificité du type d'habitat (caractérisés notamment par des
différences de profondeur de la colonne d’eau ou de distance au rivage dans le cas
d’écosystémes marins) pour la grande majorité des virus, mais a également identifi¢ quelques

taxa viraux cosmopolites (Fig. 9) (Paez-Espino ef al., 2016). Ces observations, en accord avec
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celles d’autres études se basant sur la métagénomique virale, sont explicables par la
distribution des hdtes qui est elle-méme explicable par leur potentiel adaptatif aux différents

types de niches écologiques (Bettarel et al., 2011; Brum et al., 2015; Roux et al., 2016).
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Figure 9: Distribution de I’habitat des virus issus de métagénomes. A : Nombre
d’habitats dans lesquels sont distribués différents groupes viraux (cercles rouges) et singletons
viraux (cercles bleus). La taille des cercles représente le nombre d’échantillons contenant les
séquences virales. B : Distribution des séquences virales par types d’habitats et par catégorie
environnementale. La taille des camemberts et le nombre a I’intérieur représentent des
groupes et singletons viraux par type d’habitat qui est divis€ en quatre catégories
environnementales ; les valeurs sont données en unités de 10°. C : Connexions entre les types
d’habitats basées sur les séquences virales qu’ils partagent. D : Répartition des séquences
virales selon les différents sites du corps humains et d’autres types d’habitats. Les points
rouges indiquent les groupes et les singletons viraux trouvés exclusivement sur un seul site du

corps humain. Tirée de Paez-Espino et al., 2016.
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En outre, cette analyse montre que de nombreux groupes de virus ont été trouvés dans
des niches écologiques similaires séparées par de grandes distances géographiques (jusqu’a
plusieurs milliers de kilomeétres), ce qui est en accord avec des études antérieures suggérant
que certains virus sont passivement transportés par les courants océaniques (Fig. 10) (Brum et
al., 2015). Ce pattern a également été observé pour des écosystémes isolés, tels que les lacs et
les sols associés aux plantes, ou le mode de dispersion des particules virales est moins évident
a identifier. Cependant, ce pattern de large distribution n’est pas généralisable, certaines
especes virales n’ayant été retrouvées que dans des zones géographiques restreintes (Fig. 10).
De maniere parallele, chez ’homme, la répartition virale montre également une spécificité du
site du corps avec seulement quelques especes virales trouvées conjointement dans les
¢chantillons fécaux et oraux. En outre, environ 17% et 9% des especes virales respectivement
intestinales et orales, sont propres a chaque individu, le reste de ces espéces étant partagé par

plusieurs individus (Paez-Espino et al., 2016).

Figure 10 : Distribution mondiale de la diversité virale. La présence des mémes groupes
ou singletons viraux entre les échantillons (cercles) est représentée par des lignes les
connectant. Seuls les échantillons partageant deux ou plus de deux groupes ou singletons
viraux sont présentés. Les couleurs des cercles indiquent les types d'habitats. A : Connexions
entre échantillons marins. La transparence des lignes refléte le nombre de groupes viraux
partagés. B : Connexions entre des échantillons non marins provenant du méme type d'habitat.

Tirée de Paez-Espino et al., 2016.
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De plus, les études menées en métagénomique virale ont mis en lumicre une
importante diversit¢ de virus et de geénes viraux, de nombreux viromes contenant une
proportion importante de virus possédant de faibles similarités avec les virus auparavant
connus (Rosario & Breitbart, 2011). La densification des arbres phylogénétiques qui résultent
de I’ajout de leurs séquences virales permet d’inférer avec d’avantage de fiabilité les liens
évolutifs entre les taxa viraux, et donc d’améliorer substantiellement nos connaissances sur
I’évolution virale (Simmonds et al., 2017). La caractérisation de viromes provenant
d’échantillons anciens, bien que rarement étudiée, a également permis d’améliorer notre
compréhension de I’évolution virale. Par exemple, 1’analyse du virome de féces humaines
datant de pres de 700 ans a permis de mettre en évidence la présence de bactériophages dont
la diversité des fonctions métaboliques est similaire a celle actuelle, contenant déja des genes
de résistance aux antibiotiques (Appelt ef al., 2014). Autre exemple, 1’analyse de viromes de
feces de caribous datant de la méme période a permis de découvrir deux virus de plantes, liés
de maniere distante a des virus connus. L’un d’entre eux a été reconstitué¢ dans un clone
infectieux et est capable d’infecter des plants de tabac (Nicotiana benthamiana) (Fei et al.,

2014).

En outre, ces études ont permis d’améliorer de manicre substantielle notre conception
de I'importance des virus sur la régulation et I’évolution de leurs populations d’hétes ainsi
que dans le fonctionnement de certains écosystemes (Brum et al., 2015; Roux et al., 2016).
Enfin, dans le cadre de la pathologie, les travaux mené en métagénomique virale ont
débouché sur la découverte de nouveaux virus pathogenes, et ont permis des avancées sur le

plan du diagnostic et de 1’épidémiologie (Chiu, 2013; Lipkin, 2013).

La métagénomique virale a ainsi permis des avancées majeures dans notre
compréhension de la diversité du monde viral et de son impact sur les organismes cellulaires.
Cependant, cette diversité est loin d’étre entierement explorée. En effet, les études de diversité
virale se sont principalement basées sur des échantillonnages d’écosystémes ou d’hotes
réalisés de fagon unique. D’autres études ont été réalisées a de plus ou moins grandes échelles
spatio-temporelles, se basant sur des échantillons récupérés sur deux lacs (Roux ef al., 2012) a
ceux récupérés a partir de milliers d’échantillonnages récupérés a des échelles spatiales
mondiales, dont ceux obtenus lors des expéditions TARA océans (Brum et al., 2015). Ainsi,
les environnements et les hotes les plus échantillonnés, i.e. marins et humains, sont ceux dont

les communautés virales sont le mieux caractérisées.
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III- Les arthropodes : un modele de choix pour étudier la diversité
virale

Impacts des arthropodes

Les arthropodes sont apparus il y a plus de 450 millions d’années. Ils ont été parmi les
premiers organismes a coloniser les écosystémes aquatiques et terrestres (Misof et al., 2014).
Actuellement, le phylum des arthropodes, comprenant insectes, crustacés, arachnides et
myriapodes, regroupe les especes animales les plus diverses sur Terre, avec plus d’un million
d’especes décrites (Chapman, 2009; Mora et al., 2011). Cinq ordres d’insectes regroupent
pres de 80% des especes d’arthropodes recensées : les Coléopteres, les Lépidopteres, les

Dipteres, les Hyménopteres et les Hémipteres (Chapman, 2009).

Les arthropodes ont un impact important dans une pléthore de processus biologiques et
¢écologiques, comme la pollinisation, la décomposition de la matiére organique, et les chaines
trophiques. Des centaines d’espeéces d’arthropodes sont élevées pour la consommation
humaine, comme les crevettes et les vers de farine, ou pour la production de produits comme
le miel ou la soie. Enfin, le venin de certains arthropodes est utilisé en pharmacologie. Moins
de 0,5% du nombre total d’espéces d’arthropodes sont considérées comme étant nuisibles, i.e.
dont I’activité est considérée comme négative pour 1’homme, ses animaux d’¢élevage ou ses

cultures (FAO, 2002).

Certaines especes d’arthropodes sont parasites d’animaux, notamment les arthropodes
hématophages comme les moustiques (Aedes sp., Culex sp., Anopheles sp., Diptere), les
tiques (Ixodes sp., Rhipicephalus sp., Ixodida), les glossines (Glossina sp., Diptére), les
réduves (Triatoma sp., Hémiptere) ou les poux (Pediculus humanus, Phthiraptera). Ces
parasites ont des impacts négatifs directs sur leurs hotes de par le colit associé au parasitisme.
Mais leurs plus forts impacts sont dus a leur réle de vecteurs d’agents pathogeénes. Parmi les
maladies vectorielles les plus connues figurent la peste, le paludisme, la maladie du sommeil,
les filarioses, la leishmaniose et la maladie de Lyme. Ces arthropodes sont ¢galement vecteurs
de maladies virales, comme la dengue, la fievre jaune et la maladie de la langue bleue. Les
maladies vectorielles ont été — et restent encore - une des grandes causes de mortalité et de
morbidité chez les humains. Prés de 17% de I’ensemble des maladies infectieuses humaines

sont d’origine vectorielle, la grande majorité d’entre elles étant transmises par des
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moustiques. La maladie vectorielle possédant le taux mortalité le plus élevé est le paludisme,
qui infecte 216 millions de personnes par an et qui a caus¢ pres de 627 000 morts en 2012.
Actuellement, les maladies vectorielles humaines sont présentes dans plus de cent pays, et
sont prédominantes dans les pays en voie de développement: en Afrique, elles sont

responsables de 500 a 2000 morts par million d’habitants (McGraw et O’Neill, 2013).

Enfin, certaines especes d’arthropodes phytophages induisent des pertes de rendement
importantes chez les plantes cultivées, de par I’impact direct de I’herbivorie, ou indirectement
di a leur role de vecteurs d’agents phytopathogénes. La création d'habitats manipulés par
I'homme correspondant a ses besoins, les agroécosystémes, ou les cultures regroupées en
grandes densités et sur de grandes surfaces sont sélectionnées pour un rendement et une
valeur nutritive ¢levés, fournit également des environnements propices aux pullulations
d’insectes herbivores de par le déséquilibre créé par la forte densité et la faible diversité des
cultures. Dans le processus de sélection artificielle de cultures appropriées a la consommation
humaine, des plantes hautement sensibles a 1’infestation par des insectes et des agents
pathogenes transmis par ceux-ci sont sélectionnées. Par exemple, le virus de la maladie
bronzée de la tomate, (Tomato spotted wilt virus, Bunyaviridae) transmis par des thrips
(Frankliniella occidentalis, Thysanoptére), a été responsable de pertes de rendements estimées
a plus d’un milliard de dollars dans les années 1990 (Scholthof et al., 2011). Les insectes
phytophages sont responsables de la perte de pres d’1/5 de la production agricole annuelle

totale (FAO, 2002).

Le changement climatique ainsi que les échanges mondiaux redistribuent les
arthropodes nuisibles dans le monde entier avec des conséquences imprévues. Le
réchauffement climatique a entrainé 1’expansion de I’aire de répartition géographique de
certaines especes de tiques en Europe (Ixodes sp., Ixodida), ce qui a conduit a I’émergence de
certaines maladies humaines transmises par ces tiques, comme 1’encéphalite a tiques, due a un
virus (virus de I’encéphalite a tiques, Flaviviridae) (Heinz et al., 2015; Lukan et al., 2010;
Ostfeld et Brunner, 2015). Autre exemple, deux introductions dues au commerce international
des denrées alimentaires suscitent des inquiétudes concernant les rendements agricoles en
Europe et en Afrique: celle du moucheron asiatique (Drosophila suzukii, Diptére) et celle de
la noctuelle américaine du mais (Spodoptera frugiperda, Lépidoptere), causant

respectivement de graves dommages aux fruits et aux cultures (Lee et al., 2011; Wild, 2017).
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Virus et lutte biologique

L’utilisation massive de produits chimiques dans le cadre du contréle des populations
d’arthropodes ravageurs de cultures est expliquée par leur rapidité d’action. Cependant, les
pesticides posent également de nombreux problémes dus a leur toxicité, comme la perte de
biodiversité et I’impact sur la sant¢ humaine. De plus, leur durée d’utilisation est limitée par
la sélection de populations d’arthropodes résistantes (Tilman et al., 2002). Aujourd’hui,
I’'usage des pesticides est donc limité et 1’utilisation de nombreuses molécules a été - et sera -
interdite en Europe (Ecophyto 2018 in France, European directives 2009/128/CE). Par
conséquent, il existe un besoin urgent de solutions alternatives et durables pour contrdler les

populations d’arthropodes ravageurs de cultures.

La lutte biologique, consiste a controler les populations d’especes dites « nuisibles »
par I'utilisation de leurs ennemis naturels, qu’il s’agisse de prédateurs ou de parasites, ou de
leurs dérivés (composés moléculaires). Elle constitue une alternative a I’utilisation des
pesticides pour contrdler les populations d’arthropodes ravageurs des cultures. En effet, les
auxiliaires de lutte biologique sont plus sélectifs que les pesticides, ils ont donc des impacts
moins forts sur la structuration des communautés des agroécosystémes ainsi que sur la santé
humaine (Lacey, Frutos, Kaya, & Vail, 2001). La lutte biologique a été utilisée la premiére
fois durant I’Egypte ancienne de par I’introduction de chats pour réguler les populations de
rongeurs infestant les stocks alimentaires. En 1868, une coccinelle (Rodolia cardinalis,
Coléoptere) fut introduite dans des vergers d’agrumes de Californie pour controler les
populations de la cochenille australienne (Icerya purchasi, Hémipteére) (Greathead, 1995). De
nos jours, les toxines produites par la bactérie Bacillus thuringiensis (Bt) représentent les
produits les plus utilisés en lutte biologique. Commercialisées depuis 1972, ils représentaient,

a la fin du XX siécle, 2% du marché des insecticides aux Etats-Unis (Lacey et al., 2015).

Le but de la lutte biologique est ainsi de recréer un équilibre relatif entre les
populations d’espéces nuisibles et leurs populations d’antagonistes (OILB-SROP, 1973).
Cependant, afin de mettre en place des stratégies de lutte biologique, il est nécessaire
d’acquérir une connaissance précise et approfondie non seulement des populations
d’arthropodes ravageurs, mais également de celles des auxiliaires et de leurs impacts sur les
populations de ravageurs et sur les autres compartiments des écosystémes (Lacey et al.,
2015). Cependant, nos connaissances sur I’écologie des réseaux trophiques ont jusqu’a

récemment été centrées sur les macroorganismes, comme le sont les prédateurs, tandis que les
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microorganismes, ainsi que les virus, ont été sous-étudiés (Horner-Devine, Carney, &

Bohannan, 2004; Horner-Devine & Bohannan, 2006).

Les virus entomopathogenes représentent des ressources de lutte biologique largement
inexplorées. En effet, une seule famille virale, celle des Baculoviridae, est a ce jour
commercialisée en lutte biologique (Lacey ef al., 2015). Cependant, ces virus montrent déja
leurs limites dans la mesure ou des résistances sont apparues dans des populations d’insectes
cibles. Ces faits mettent en évidence le besoin d’explorer de nouvelles ressources virales
pathogenes d’arthropodes ravageurs de cultures, ce qui passe par une étape préliminaire

d’inventaire de ces virus (Lacey et al., 2015).

Les virus associés aux arthropodes : une diversité largement méconnue

Les arthropodes représentent un bon modele pour étudier la diversité virale : en plus
de regrouper les macroorganismes les plus diversifiés sur Terre et d’étre ubiquitaires dans
I’environnement, ils seraient susceptibles d’abriter une grande diversité de virus. En effet, les
arthropodes interagissent activement avec une grande diversité d’organismes comme les
plantes, les champignons et les vertébrés, et peuvent donc agir comme source ou puits de

virus dans les écosystemes (Gall, 2015).

En accord avec cette hypothése, des études menées en métagénomique virale ont mis
en évidence une grande diversité de familles virales chez les arthropodes (Tab. 1). En effet,
ces ¢tudes montrent la présence de familles virales présentes conjointement chez les
arthropodes et les vertébrés, comme celles des Parvoviridae, Circoviridae, Reoviridae,
Iridoviridae, Poxviridae, ou Nodaviridae. Elles ont également mis en évidence une grande
diversité¢ de virus infectant uniquement les arthropodes, ces communautés virales étant
dominées par les familles des Baculoviridae, Iflaviridae et Dicistroviridae, alors que les
Mesoniviridae, Bidnaviridae, Ascoviridae, ainsi que les virus appartenant aux genres
Negevirus et Sinaivirus sont moins présents. Il est également a noter que les viromes de
moustiques et de tiques contiennent des représentants de ’ordre des Bunyavirales et de la
famille des Flaviviridae, deux niveaux phylogénétiques au sein desquels on trouve des virus
transmis aux vertébrés par ces vecteurs (les arbovirus). Les moustiques et les tiques
contiennent également des virus inféodés aux vertébrés, ce qui est dii au régime alimentaire de

ces arthropodes. La majorit¢ de ces ¢tudes font également état de la présence de

39

~—=
| —



bactériophages appartenant aux familles des Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae et
Microviridae chez les arthropodes. Ces résultats sont explicables par le fait que les
arthropodes abritent un microbiote lui aussi susceptible d’étre infecté par des virus. Enfin,
comme chez les vertébrés, des traces de phytovirus ainsi que de virus de champignons sont
retrouvées chez les arthropodes, ceux les plus largement retrouvés appartenant aux

Geminiviridae, Partitiviridae, Tymoviridae, Virgaviridae (Tab 1).
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Cependant, la diversité des virus infectant les arthropodes est sous-explorée et donc
sous-évaluée. En effet, alors qu’ils représentent la majorité des espeéces animales décrites, ce
qui prédit une trés grande diversité des virus pouvant les infecter, seulement 10% des espéces
virales décrites infectent les arthropodes (Fig. 11). Cette observation est expliquée par le fait
que de plus grands efforts de recherche de virus sont investis chez les mammiferes et les
oiseaux. En outre, la majorité des études de diversité virale associée aux arthropodes a été
réalisée chez des espéces hématophages (Junglen et Drosten, 2013) ainsi que chez une espéce
d’aleurode vectrice de virus phythopathogenes (Bemisia tabacci, Hémiptére) (Ng, et al.,
2011; Rosario et al., 2015), a cause de I’'impact économique ou médical que peuvent
représenter les virus transmis par ces arthropodes. Les arbovirus sont donc les virus
d’arthropodes les plus étudiés, le reste de nos connaissances €tant encore largement restreintes

a des virus ayant causé des épizooties (Junglen et Drosten, 2013).

Nombre d'espéces-hotes Nombre d'espéces virales

s
O .
m ¥
m e

Figure 11 : Proportion d’espéces de macroorganismes décrites et proportion d’espéces
virales décrites associées a ces macroorganismes. En jaune : arthropodes; en rouge :
vertébrés ; en violet : champignons et en vert : plantes. Ce graphique a été construit d’apres

Chapman, 2009 et d’apreés Virus-Host Database, 2017.

En 2017, 39 familles de virus infectant les arthropodes sont répertori¢es (Fig. 7),
certains de leurs virus ne sont pas classifiés et beaucoup restent a découvrir si I’on considére
la diversité des arthropodes (Fig. 11). Dans ce sens, de récentes études de métagénomique

virale, portant sur des d’arthropodes et du guano de chauves-souris insectivores, ont permis de
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découvrir plus de 1500 nouvelles espéces de virus, dont certains appartiennent a 16

potentielles nouvelles familles virales ( Li ef al., 2015; Shi et al., 2016; Wu et al., 2012).

Il est donc a prévoir que les études de diversité virale réalisées sur des arthropodes
¢éclaireraient un large pan de la diversité ainsi que de 1’évolution virale qui restent encore
inexplorées. De maniére plus appliquée, ces apports pourraient avoir des répercussions dans la
surveillance des virus pathogénes. En effet, surveiller les communautés virales d’arthropodes
vecteurs de zoonoses ou de maladies phytopathogénes fournirait une stratégie préventive pour
identifier ou tester la présence de ces virus dans les écosystémes, et donc limiter leurs impacts
dans le domaine de la santé humaine, animale et végétale (Rosario et al., 2015; Temmam et
al., 2014). Enfin, mener ce genre d’¢tudes permettrait d’identifier des virus
entomopathogenes éventuellement utilisables en tant qu’agents de lutte biologique contre des

arthropodes nuisibles (Levin ef al., 2016).

IV- Objectifs de la these

Ce travail de doctorat s’est constitué autour de 1’étude de la diversité virale associée
aux arthropodes dans le but de mieux caractériser leur diversité génétique, depuis 1’échelle

des communautés jusqu’a I’analyse de génomes spécifiques.

Le premier chapitre traitera de la caractérisation in silico de la diversité génétique et
du spectre d’hote potentiel d’une famille de virus connue pour infecter arthropodes, vertébrés
et échinodermes : celle des Parvoviridae. Cette caractérisation sera réalisée in silico par des
fouilles de bases de données publiques ainsi que de jeux de données privés, dans le but

d’améliorer notre compréhension de 1’évolution de cette famille virale.

Le second chapitre sera consacré au développement d’un protocole permettant (i) la
préparation de viromes provenant d’arthropodes et (ii) leur analyse bioinformatique. Le but a
été de mettre en place un protocole permettant de caractériser I’ensemble des communautés
virales associées aux arthropodes tout en permettant le multiplexage d’un grand nombre
d’échantillons. Lors de ’analyse bioinformatique, I’efficacité des étapes d’assemblage et de

mapping (i.e. I’alignement des reads contre des génomes de référence) sur la réduction de la
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proportion de séquences non-attribuées taxonomiquement (appelées « matiére noire ») sera
évaluée sur différents types de viromes obtenus a partir de prélévements environnementaux

ainsi que réalisés sur des hotes.

Enfin, le troisiéme chapitre portera sur 1’analyse des communautés virales associées a
certaines espeéces d’arthropodes ravageurs de cultures. La premiére étude portera sur la
comparaison des communautés virales associées a deux populations d’élevage d’un acarien
(Tetranychus urticae). La seconde ¢étude analysera les viromes de trois insectes
ravageurs (Helicoverpa armigera, Hypera postica et Acyrthosiphon pisum) ayant ¢&té
échantillonnés dans deux agroécosystemes adjacents : des champs de luzerne ainsi que des
prairies. L’ensemble des viromes analysés auront été obtenus et analysés en utilisant la
méthodologie expliquée dans le chapitre précédent. D’autre part, la distribution de certains
virus, trouvés dans les ravageurs de cultures, sera ¢étudiée dans les communautés

d’arthropodes constitutives des agroécosystémes échantillonnés.
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Chapitre I - Les Parvoviridae : une famille diversifiée de virus
d’animaux a ADN simple brin
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Chapitre I — Les Parvoviridae : une famille diversifiée de virus 8 ADN simple brin

Des petits virus pour des hotes tres diversifiés

La famille des Parvoviridae regroupe 1’ensemble des virus possédant un génome
constitué¢ d’une molécule d’ADN simple brin linéaire de 3,7 a 6,3 kilobases (kb) de longueur,
non segmentée, et dont les extrémités sont composées de régions terminales inversées (ITRs)
formant des structures secondaires de complexité variable (Bergoin et Tijssen, 2010 ;
Cotmore et al., 2014). Leurs virions sont non-enveloppés et possédent une capside de forme
icosaédrique qui mesure entre 18 et 28 nm de diameétre. Le génome des membres de la famille
des Parvoviridae code pour deux types de protéines: les protéines non structurales (NS) qui
permettent la réplication virale, et les protéines structurales (VP) qui forment la capside

(Cotmore et al., 2014; Cotmore et Tattersall, 2014)

Cette famille est divisée en deux sous-familles basées sur le spectre d’hote : la sous
famille des Parvovirinae regroupe tous les Parvoviridae infectant des vertébrés (mammiferes
et oiseaux), tandis que celle des Densovirinae regroupe ceux infectant des invertébrés,
essentiellement des arthropodes (crustacés et insectes). Les Parvovirinae sont divisés en huit
genres ; tandis que cinq genres de Densovirinae sont actuellement reconnus par 'ICTV
(Cotmore et al., 2014) (Annexe «les densovirus, une massive attaque chez les

arthropodes »).

Cependant, il existe une différence flagrante quant au nombre d’especes virales
répertoriées entre ces deux sous-familles. En effet, 41 espéces de Parvovirinae sont
actuellement reconnues par I’'ICTV, contre 21 especes seulement chez les Densovirinae
(ICTV, 2017). Cette différence serait due au fait que les Parvovirinae soient bien plus étudiés
que les Densovirinae du fait de la nature de leurs hotes (Vertébrés). En effet, les Densovirinae
ont été décrits essentiellement dans des arthropodes d'intérét économique, médical ou
vétérinaire, a savoir des noctuelles (El-Far ef al., 2012), des pucerons (Ryabov et al., 2009),
des blattes (Mukha et Schal, 2003), des moustiques (Ma et al., 2011), et des crevettes
(Kaufmann et al., 2010), suggérant d'avantage un biais d'échantillonnage qu'une réalité
biologique (Bergoin et Tijssen, 2010). Par exemple, de nouvelles especes de Densovirinae

infectant des oursins et des étoiles de mer, chez lesquels elles sont associées a des mortalités
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Chapitre I — Les Parvoviridae : une famille diversifiée de virus 8 ADN simple brin

massives, ont ét¢ récemment découvertes (Gudenkauf et al., 2013 ; Hewson et al., 2014).
Notre manque de connaissance concernant la diversité des hotes infectés par les Parvoviridae
pose un frein a notre compréhension de I’impact de ces virus sur les animaux ainsi que de leur

histoire évolutive qui remonte a au moins 98 millions d’années (Liu et al., 2011).

Or, les Parvoviridae présentent une grande diversité¢ dans leurs séquences et leur
organisation génomique qui, mise en paralléle avec la grande diversité¢ des animaux qu’ils
infectent, laisse penser que ces virus seraient ubiquitaires dans 1’environnement, et que
beaucoup resteraient a découvrir (Bergoin et Tijssen, 2010). En accord avec cette hypothése,
des ¢études menées en métagénomique virale ont mis en évidence la présence de nouvelles
especes de Densovirinae dans des échantillons d’eaux usées (Cantalupo et al., 2011; Ng et al.,
2012), des feces de chauves-souris (Ge ef al., 2012; He et al., 2013; Li et al., 2010; Wu et al.,
2012), ou des plantes (Francois et al., 2014 ; Annexe « A Novel Itera-Like Densovirus

Isolated by Viral Metagenomics from the Sea Barley Hordeum marinum »).

Deux approches permettraient de mieux caractériser le spectre d’hote de la famille des
Parvoviridae. La premicre consiste a échantillonner des taxa animaux chez lesquels la
présence de Parvoviridae n’a pas ét¢ mise en évidence et a y rechercher la présence de ces
virus, par exemple en utilisant des amorces dégénérées ou par métagénomique virale.
Cependant, ce procédé peut s’avérer coliteux de par la nécessité d’avoir un échantillonnage
d’hotes exhaustif pour statufier de la présence ou de I’absence de ces virus chez les

organismes testés.

La seconde, a moindre cotit, consiste a rechercher la présence de Parvoviridae dans
des bases de données « omiques », en partant du postulat que certains organismes utilisés dans
le cadre de ce type d’études aient pu étre infectés par ces virus, et qu’ils serait donc possible
de trouver les traces de ces infections sous forme de séquences. En effet, de par le
développement des outils « omiques », des quantités exponentielles de séquences d’acides
nucléiques sont présentes dans les bases de données, ce qui augmente la probabilit¢ d’y
retrouver la présence de virus, dont des Parvoviridae (Radford et al., 2012). De nombreux
virus ont ainsi ét¢é mis en évidence dans des jeux de données de métagénomique microbienne

(Paez-espino, Pavlopoulos, Ivanova, & Kyrpides, 2017; Roux, Enault, Hurwitz, & Sullivan,
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Chapitre I — Les Parvoviridae : une famille diversifiée de virus 8 ADN simple brin

2015), de transcriptomique (Clavijo et al., 2016; DeBoever et al., 2013) et de génomique
(Bovo et al., 2017; Metegnier et al., 2015).

J’ai effectué une analyse de la diversité génétique ainsi que du spectre d’hote potentiel
de la famille des Parvoviridae par une fouille de bases de données publiques de
transcriptomique et de génomique. La diversit¢ des séquences virales - appelées ici
Parvoviridae-related séquences (PRS) car pouvant appartenir aux Parvoviridae ou
représenter des groupes externes de cette famille virale - ainsi que des hotes potentiels mis en
¢vidence lors de cette étude pourront apporter un nouvel éclairage sur I’histoire évolutive de

la famille des Parvoviridae.
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© Our knowledge of the genetic diversity and host ranges of viruses is fragmentary. This is particularly
. true for the Parvoviridae family. Genetic diversity studies of single stranded DNA viruses within this
. family have been largely focused on arthropod- and vertebrate-infecting species that cause diseases of
. humans and our domesticated animals: a focus that has biased our perception of parvovirus diversity.
While metagenomics approaches could help rectify this bias, so too could transcriptomics studies. Large
amounts of transcriptomic data are available for a diverse array of animal species and whenever this
. data has inadvertently been gathered from virus-infected individuals, it could contain detectable viral
. transcripts. We therefore performed a systematic search for parvovirus-related sequences (PRSs) within
. publicly available transcript, genome and protein databases and eleven new transcriptome datasets.
. This revealed 463 PRSs in the transcript databases of 118 animals. At least 41 of these PRSs are likely
. integrated within animal genomes in that they were also found within genomic sequence databases.
Besides illuminating the ubiquity of parvoviruses, the number of parvoviral sequences discovered within
public databases revealed numerous previously unknown parvovirus-host combinations; particularly in
invertebrates. Our findings suggest that the host-ranges of extant parvoviruses might span the entire
animal kingdom.

Recent studies have shown that viruses are the most numerous and diverse genetic entities on Earth: a discov-
ery that has completely changed both our views on their prevalence, and our perception that they are primarily
disease-causing agents'. Viruses have been discovered infecting organisms throughout the entire tree of life, using
a wide array of strategies to move between and infect hosts belonging to either the same or different species. The
genomes of many viruses can also ligate to, and become a heritable part of, the genetic material of their hosts®.
Largely because of their obvious medical and economic importance, the vast majority of viruses that have so
far been studied are those that cause recognizable diseases of humans and our domesticated plants (almost exclu-
sively angiosperms) and animals (mainly mammals and birds)**. One of the greatest achievements of environ-
mental metagenomics has been the discovery that unknown viral species vastly outnumber the known species,
and that there probably also remain more unknown genera (and possibly also entire families) than those we have
currently discovered®*. For example, it is now estimated that the ~2800 virus species that are currently recognised
by the International Committee on Taxonomy of Viruses® (ICTV probably account for less than 1% of all viral
species on Earth’, Our rapidly expanding appreciation of the actual diversity of viruses on Earth is well illustrated
in the recent discoveries of viruses with ssDNA genomes that likely belong to multitudes of novel genera/families
which are both genetically highly divergent from species in the known ssDNA virus families (such as parvovi-
ruses, circoviruses, microviruses and geminiviruses) and likely infect hosts that span the entire tree of life®-'4,
: Parvoviruses illustrate the chasm that likely exists between the known diversity of species within particular
. virus families, and that which actually exists in all of their potential animal hosts. The linear ssDNA viruses
. belonging to the family Parvoviridae are presently divided into two sub-families: the Parvovirinae, which contains

1INRA, UMR DGIMI, F-34095, Montpellier, France. 2CIRAD-INRA-SupAgro, UMR BGPI, Campus International de
Montferrier-Baillarguet, Montpellier Cedex-5, France. *Institut de Recherche sur la Biologie de I'Insecte, UMR 7261,
CNRS-Université Frangois Rabelais, 37200 Tours, France. “UMR5554—Institut des Sciences de I'Evolution UMR5554,
Université Montpellier—CNRS—IRD-EPHE, 34000 Montpellier, France. *Computational Biology Group, Institute of
Infectious Disease and Molecular Medicine, Faculty of Health Sciences, University of Cape Town, Observatory, South
Africa. *CNRS-IRD-UM, UMR 5290, MIVEGEC, 911 avenue Agropolis, 34394, Montpellier, France. Correspondence
and requests for materials should be addressed to M.O. (email: ogliastr@supagro.inra.fr)
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species infecting vertebrates (which have, to date, mostly been birds and mammals), and the Densovirinae, which
contains species infecting arthropods!® (which have, to date, mostly been crustaceans and insects). Parvovirus
genomes are characteristically 4 to 6 kb long, with inverted terminal repeats (ITRs) that bracket two sets of genes
encoding non-structural (Rep or NS) and structural (VP) proteins'®. While degrees of sequence identity between
viruses from different parvovirus genera are very low (e.g. some pairs of densoviruses share <15% VP sequence
identity), most parvoviruses likely express both a NS1 protein with a super family 3 helicase (SF3) domain in the
C terminus and a VP containing a unique phospholipase A2 (PLA2) motif in the N terminus'®". These two pro-
teins, even if the PLA2 motif is missing in some parvoviruses'®, are therefore useful for parvovirus phylogenetic
inferences.

Our current appreciation of parvovirus diversity is limited to the 41 Parvovirinae and 15 Densovirinae species
which are presently recognized by the ICTV'®, We estimated that only a few hundred animal species have been
reported as hosts of parvoviruses, representing only approximately 0.0001% of the 1.2 million animal species
that have presently been described!. There is likely a particularly extreme imbalance of sampling between the
vertebrate-infecting Parvovirinae and the arthropod-infecting Densovirinae in that there are likely almost 20
times more arthropod species on Earth than there are species of vertebrates'”. Given the diversity in sequence
and genome organisation displayed by parvoviruses, it is entirely plausible that parvoviruses are ubiquitous in
the environment, and that there exist tens of thousands of undiscovered vertebrate parvoviruses, and hundreds
of thousands of undiscovered arthropod parvoviruses. Indeed, high throughput sequencing technologies and the
advent of routine whole genome sequencing of eukaryotes have revealed the occurrence of “fossil” parvovirus
sequences integrated into the genomes of multiple animals including those of humans. While these integrated
sequences reflect a history of parvovirus interactions with an unexpectedly broad range of animal hosts?*?!, the
recent discovery of a densovirus associated with sea-star wasting disease supports the hypothesis that the host
range of extant parvoviruses probably extends far beyond the major animal phyla in which they have already been
detected'®. This discovery also raises questions about whether densoviruses are predisposed to frequently shifting
hosts, or whether they may have existed and co-evolved with their hosts during the early evolutionary radiation
of multi-cellular animals?*>3,

Parvoviruses belonging to the Dependovirus genus may depend on another virus to complete their
replication-deficient life cycle. These viruses can be persistent and include a host genome integration step that
results in latent infections, as has been shown for Adeno-Associated-Virus (AAV) where integration requires the
NS1 homologue, Rep*. Integration and persistence of densoviruses may in some cases even be beneficial for their
hosts in that it could protect them against viral infections?*.

We therefore hypothesised that while transcriptome datasets might contain evidence of parvovirus sequences
originating either from either bona fide transmissible episomal viruses, or from integrated (albeit possibly only
transiently) viruses or viral sequence elements (from heritably integrated but still transcriptionally active parvovi-
rus genes), animal genome sequences might contain evidence of heritably integrated, and possibly transcription-
ally dormant, parvovirus sequence elements. Crucially, large volumes of transcriptomic and genomic sequence
data for a wide array of animal species are currently available in public databases. Several studies have already
revealed the presence of a variety of novel RNA and DNA virus sequences within transcriptome datasets® 2
(including those of animal-model organisms and environmental transcriptomes). We opted to initially focus our
search for novel parvoviruses within transcriptome datasets from animals covering vertebrate and invertebrate
phyla, spanning the entire animal kingdom and representing an extend of in depth searches that has not been
achieved so far for parvoviruses.

The results presented here highlight the extraordinary diversity, abundance and ubiquity of expressed parvo-
viral sequences in numerous animal phyla, revealing previously unknown parvovirus-host associations—particu-
larly with invertebrates including arthropods, molluscs, annelids, nematodes, and cnidarians-and supporting the
hypothesis that the collective host ranges of extant parvoviruses might indeed span the entire animal kingdom.

Results

Identification of parvovirus-related sequences in animal transcriptome datasets. We used 74
representative parvovirus genomes as queries (Supplementary Table S1) to perform BLASTX searches against the
National Centre for Biotechnological Information (NCBI) non-redundant (nr) cDNA expressed sequence tag
(EST), transcriptome shotgun assembly (TSA) and protein (Uniprot) databases®*. We also used these as queries
to screen, eleven new transcriptomes generated from invertebrate datasets provided by N. Galtier (European
Research Council advanced grant 232971 (PopPhyl)). All hits were next selected and used as queries to perform
BLASTX or BLASTP reciprocal searches of the NCBI non-redundant sequence database (as described in the
materials and methods).

Three hundred and fifty-six homologues of parvoviral non-structural protein (NS) sequences and 107
homologues of capsid protein (VP) sequences, from partial to near complete coding sequences (Fig. 1 and
Supplementary Table S2), were recovered from the NCBI transcriptome (230 sequences) and genome (206
sequences) databases and from the 11 new invertebrate transcriptome datasets (27 sequences found in 8/11 data-
sets). These 463 PRSs were found from the transcriptomes and genomes of 118 animal species, including 74
arthropods, 19 platyhelminthes, 12 vertebrates, six molluscs, two echinoderms, two annelids, one tunicate, one
nematode, and one cnidarian (Fig. 1).

Overall, 89 potentially new parvovirus host species were identified, including species belonging to animal
phyla with no previously known parvovirus host species: Mollusca, Annelida, Nematoda and Cnidaria (Fig. 1).
Whereas the 88% of PRSs that were recovered from 95 invertebrates (including 69 arthropods) were more similar
to viruses belonging to the arthropod-infecting Densovirinae subfamily, the remaining 12% of PRSs that were
recovered from 12 vertebrate species and 4 molluscs were more similar to vertebrate-infecting viruses in the
Parvovirinae subfamily (Supplementary Table $2). Among arthropods, PRSs were found in species within classes

SCIENTIFIC REPORTS |6:30880| DOI: 10.1038/srep30880 2




www.nature.com/scientificreports/

Host Amount of PRS
Phylum Class Order Family Species NS VP | Total
Annelida Chtallats Waplotaxida Enchytraeidas . s 1] 1
Polychaets Sivogiinidae. tomeliibrachia sp. 10] o 19
‘Araneae Theridiidas 3
. 3| E
Amblyom i r
Iwodes scapulars 2] F
Anamo nodida Ixodidze . 3 E
oplus 3| 2
Jcheilu 3] 3
Phytoseidae 1] 1l E
Anostiscs Antemiidas Anteavia fronciscang i F
Diplostraza Daphaiidas 3] 3 E
Carsbidas F E
Cupedidas riacma serata p b
Cole
aaaid i 2| E
Natdulidae Meligethes aeneus 1 E
Starabaeidae 1) E
Collemiola i 3 E
Culicidas Culex pipiens ** 1 2 E
Diopsidae El E
nad 2| E:
Dipters O 2 E r
Spphidas b 3
3 E
Tephri
ephritidse ‘Rhagoletis pomonella l A
Aleyrodidae Z i il 7
= 17| 14 £
aphicidas . .
Cicadellidae 1] E
b 3
Coredae Clavigralia 3] P
Deiphscidse. 3 E
Hemiptera Kermidas Kerria Jacco B
Mndse 2 9 1)
Inawia ubi 1
Fl 1
3] E
Psyldae
Arthropada Insacta Pocyprple wass 3
Raduvidas = 3 u
3 b E
Apides 1 1
Acromprmex echinatior 3 3 d
Atta cephaiotes 4 4
dasius miger 2 k.
Hymenoptara - 4 [
Messor barbarus 3|
Fl 3
Tetromorium bicarinata b P
Crambidsa 3 3| 3
3 2 o
Agrotis segetum 3 E
Lepidopters Noctuidae u N :
Nymphahdae - 1 1
3 3 r
Mecopters
Megalopters Conyaatiase orpdol 1 2
Neuroplers Chrysopidas
Acricidae 3 E
Ortheptars Grylhdae w 3 P
‘Aretoun asperrimas 1 pl )
Sipyloidea sipylus 1 k!
Phasmatides Extatosoma tiaratum 1: 3 1:
Raphiciidee 1
Amghigads 3
Astacidea 1 k!
D oda 3 3
MelacoRrace - Penavidee Penaeus monodon ¥ 3 E
Portunidas 3 E
opods - L 3
3 E
Arguloida Argulidse. 4 3 8]
fopod 3 E
Maxiliopods | ohonostomatoids|  calipdes W F
Fundulidae 2| 4
aves ‘Galbformes Phasianidee Gowus gotus 4] o
Bos towrs 2 E:
Bowidae
Artiodactyla Capea hircus E
Suidae Sus serofo ® 3 3
Macropodidas » 3l il
Chordata — Pralangenca | rchommis wiperula pl E
amml Lagomorphs. Legondae u 3] E
Primates. HOminKiae Hama sapiens ™ 1 1
Chinchillidae [ 4| 4
Rodantia Murdas - 35 4 £
octodentidae Octodan degus ™" 3| 3
Cnidaria Anthozos sloyonaces Gorgoniidas Eunicella cavolinil 1 1
" Fariliosics Luidndas Luidia 1 1
s Spinulosida 1 1}
Octopoda Oetopodidae 4 4 :
Cephalepeds
Mobusca o Sepioa Sepiidee epla officinalis 3 F
Sepolida Sepiolidas Eup 4 4
poda X Brthynidag e : o
Nematoda | Secemeniea | Ascasidida ascarididse Ascaris suum 1 P
expansar 3 b
0 T
Hymenolepts microstoma ™ 0, L
p E
costods | cyclophyllides Echinococeus gronulosus * 3
Toenudae 2 4
Toenia asiotica Fl E
2| 2
Monogenes - Capsalidos 1] 1
T 35 E
o - sl E
9 o
n 2
—d Plagiorchiida 4 o
- 3| E
suigeatisa | schistosomatidae Fl 3
1] E
Turbeliaria Tricladida Dugesindae 3 3
Urochordata | ascidisces | Enterogona Clonidse lona ntestinals ™ fl 1
Total 118 356 | 107 | 463

Figure 1. Distribution of PRSs among animals. VP and NS refer to viral structural and non-structural
proteins respectively. PRSs were identified using the full sequences of 74 representative parvovirus genomes
(provided in Table S1) as queries to search the EST (Expressed Sequence Tags), TSA (Transcriptome Shotgun
Assembly), nr Nucleotide collection, and Uniprot databases as well as search in 11 un-deposited transcriptomes
either produced for this study (Lamellibrachia spp.) or already published in another context (Arteria
franciscana, Culex pipiens, Crepidula fornicata, Eunicella cavolinii and Messor barbarus and Messor concolor)***!,
Animal species wherein PRSs were first identified in this study are represented in bold, while PRSs that have
already been identified are associated with numbers corresponding to the respective references. (*) PRS
endogenization has been confirmed by PCRs.
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(e.g. Branchiopoda and Arachnida), orders (Phasmatodea and Coleoptera) and families (e.g. Formicidae) that con-
tained no previously identified parvovirus hosts (PRSs are summarized in Table S2).

It is also noteworthy that several copies of PRSs homologous to both NS and VP encoding genes were found
in 72/118 of the animal transcriptomes (Table S2).

Most of the 463 PRSs (77%, corresponding to 79 animal species) potentially encoded proteins sharing between
30-85% aa identity to the NS or VP proteins of a known extant parvovirus, while 17% (derived from 30 animal
species) potentially encoded proteins sharing less than 30% identity to any known extant parvoviruses. This
degree of similarity is below the parvovirus genus demarcation threshold recommended by the ICTV (i.e. >30%
amino acid identity in NS1), suggesting that, if these divergent PRSs are derived from extant viruses, these likely
belong to species within as yet uncharacterized parvovirus genera'®. Finally, 6% of the PRSs found within the
transcriptome datasets of nine animal species potentially encoded proteins with more than 85% identity to those
expressed by known extant parvoviruses (Supplementary Table S2).

Altogether, we concluded that, while parvoviruses are probably associated with a wider variety of animals than
has previously been thought, the PRSs we found were mostly associated with invertebrate species within phyla,
classes, orders and families containing no previously known parvovirus host species (Fig. 2).

PRSs likely originate from both fossil viral sequences and extant viruses. The PRSs that we
detected could have had a number of different origins including: (1) endogenous “fossil” viral sequences resulting
from ancient integration events; (2) endogenous viruses constituting latent infections resulting from recent inte-
gration events; or (3) exogenous viruses. Further, it was possible that all three types of PRS elements could have
been present either within the cells of the species from which the transcriptome datasets were derived, or from
(likely eukaryotic) species either parasitizing, or in some other way associated with, the species from which the
transcriptome datasets were derived.

To identify PRSs potentially corresponding to endogenized parvoviral fragments, we used each of the 463
PRSs as queries to screen the publically available eukaryotic genome datasets (both assembled and unassembled)
within the NCBI genomic database. This search identified 76 genomic sequences (summarized in Supplementary
Table S3) of various sizes (0.05-8kb) displaying significant matches (cutoff 95% identity, e-value <1077) to PRSs
within the genomes of 31 invertebrates from six phyla including 16 arthropods (33 PRSs), 13 platyhelminthes (36
PRSs), one mollusc (2 PRSs) and one nematode (4 PRS), for which endogenization of parvoviruses has never been
found before (Table S3). In addition to the possibly endogenized PRSs identified in these 31 invertebrate species,
PRSs were also identified in the genomes of 16 animal species for which potential parvovirus endogenization
has been previously reported (including nine arthropods, six chordates and one platyhelminthes; Fig. 3)202131-34,

Ancient integration events are often characterised by degraded integrons with the extent of degradation var-
ying depending on whether the integrated sequences were selectively disadvantageous, beneficial or neutral®
We thus searched animal genome sequence databases for degraded PRSs including those containing potential
transposable elements (TE) or repeated sequence insertions within the vicinity of the integration site, which
may have contributed to their integration. We found 31 PRSs displaying truncations due to the accumulation
of internal stop codons and/or adjacent transposable elements in the genomes of fifteen arthropod and seven
platyhelminthes species (Table $3): a finding strongly supporting the hypothesis that these PRSs were the prod-
uct of ancient endogenisation events in these phyla. In arthropods, whereas endogenization has been proposed
previously for one of these PRSs-found within the genome of A. pisum?-**~we detected various other putative
PRS endogenization events in a number of other Arthropods, i.e. six in Hymenoptera (Formicidae), three in
Hemiptera (Pachypsylla venusta; family Psyllidae, Halyomorpha halys; family Pentatomidae, Nilaparvata lugens;
family Delphacidae), one in Araneae (Latrodectus hesperus; family Theridiidae), one in Coleoptera (Priacma ser-
rata; family Cupedidae) one in Mesostigmata (Metaseiulus occidentalis; family Phytoseiidae), one in Diplostraca
(Daphnia pulex; family Daphniidae) and one in a Siphonostomatoida (Caligus rogercresseyi; family Caligidae),
(Supplementary Tables S2 and S3); all these PRSs displayed internal stop codons and/or adjacent TE elements.

In platyhelminthes, potential densovirus endogenization has already been reported in one cestode
(Echinococcus granulosis) and one trematode (Schistosoma mansoni), and all platyhelminthes associated PRSs
recovered here share >>95% nt identity with known platyhelminthes genome sequences'®. The PRSs were detected
in the genomes of 15 species (Fig. 3); mostly cestodes (e.g. Taenia sp. and Echinococcus sp.) and trematodes (e.g.
Schistosoma sp.). All the PRSs detected in this phylum displayed >30% aa identity corresponding to the same
domain of the NS1 protein although the inferred encoded amino acid sequences of this domain contained inter-
nal stop codons. For example, 39 PRSs were detected in the genome of the cestode, Echinococcus multilocularis
that, when translated, displayed approximately 30% aa similarity with the NS1 of the shrimp parvovirus, Decapod
penstyldensovirus 1 (PstDV1). These results suggest the endogenization of the NS1-like domain in the genome
of several platyhelminthes species. The phylogenetic relationship between these PRSs will be addressed below.

Most genomic PRSs that we detected were, however, located at the extremities of genomic scaffolds that were
less than 10 kb in length, and there was therefore limited information regarding their possible genomic context
and flanking sequences: a factor which impaired our ability to definitively determine whether these sequences
too were ancient degraded integrons associated with transposable elements or repeat-sequence insertions
(Supplementary Table S3).

We next searched for PRSs corresponding to non-degraded viral ORFs as these might correspond to extant
viruses. Four large PRSs covering both the NS and VP ORFs were found in both the genomes and transcriptomes
of four arthropods (mentioned as NS-VP in Supplementary Table S2). One of these large PRS corresponded
with the genomic sequence integrated in the pea aphid genome (A. pisum) that has been previously character-
ized by Liu et al.**. This PRS shares 52% aa identity with both NS and VP of the ambidensovirus infecting the
aphid Dysaphis plantaginea (DpDV). A similar PRS (sharing >95% identity) was also detected in the genome
of the peach-potato aphid (Myzus persicae)”. The transcription of both the NS and VP encoding genes was also
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Host Taxonomy
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Figure 2. Summary of the distribution of PRSs among animal transcriptomes and genomes. Animal orders
wherein PRSs were first identified in this study are represented in bold.

demonstrated by these authors, suggesting that aphid endogenous parvoviral sequences represent recently inte-
grated persistent viruses that could potentially become exogenous®. Remarkably, two other large PRSs (4.2kb
and 5.6 kb covering almost complete viral ORFs) were respectively recovered from the stick insect Aretaon
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Host. b and amount of PRSs
Phylum Class Order Family Species Transcriptomic | Genomic
_— Clitellats Haplotaxida Enchytroeus crypticus
Polychasts | Canalipalpata linidse Lomellibrachia sp.
Araneae Theridiidae
Amcia trodida odidee
Anostiaca Anemiidae
Diplostraca Daphniidae 'Daphnia pulex
Collembola & dag Pogonus chaiceus
Carabidae Prigcma serrata
Cupedidan
Coleoptera @
Nitidulidae
Culicidae
Diopsidae
Diptera
Syrphidae
Tephritidae
Aleyrodidse
Aphididae
Cicadellidas
Coreidae
Coreidae
Hemiptera Kermiidae
Miridos
Payllidac
Anthropoda Insecta
Reduviidae
Apidas
Hymancptar Fonmicidae
Crambidae
Lepidoptera Noctuidae
Nymphalidae
Mecoptera
Corydahidae
Newroptera Chuysopidae
[ Acdidae
- Gryllidae
Raghidiidae
‘Amphipoda
Astacides
Decmpuy Penaeicae
Portunidae
1sopoda
Arguloida Argulidae
Maxillopod | s phonostomaroida|  caligidae s
Lepeophtheirus saimonis
Fundulidae
Aves Galliformes. Phasianidae Gollus galkus >
sondse 805 taurus
Artiodactyla Capra hircus
Suidae Sus scrofa **
Macropodidae -
Chordata —— Phalangerides Trichasurus vulpecula
Lagomorpha Leporidae Oryctolagus cuniculus ™
Primates Hominidae Homa sapiens ™
Chinchillidae =
Rodentia Muridaa Rattus norvegicus >
Octodontidae =
Cnidaria Anthozoa Alcyonacea Gorgoniidae
Paxiliosida Luidiidae Luidia dathrata
Asteroidea : :
Spinulosida
Octopoda
Octapus vuigaris
Sepitda Sepiiden inalis
wollusc Sepiolida Sepiolidae
x Bithynidas ‘sithynia siamensis
- . : b
Nematoda Ascaridida Ascarididae
‘Woniezia
[Ty
Hymenolepididae [
NA
cestoda Cyclophyliidea A
NA
Taeniidae [T}
[T
Monogenea Capsalidan
Opisthorchilda | Opisthorchildae
T
remtode [ gorchida
strigeatida
Turbellaria Trichidida Dugesidae
urochordata | Ascidiacea Enterogons Cionidse Ciona intestinals ®
Number of PRSs

Number of animal species

Figure 3. Distribution of PRSs in animal transcriptomes and genomes (in grey). Animal species wherein
PRSs were first identified in this study are represented in bold while numbers correspond to references where
PRSs were previously described. (*) PRS endogenization proved by PCRs. A: transcriptomic/genomic data
(EST and TSA databases) available at NCBI. NA: Not Available, i.e. transcriptomic/genomic data (gss, WGS,
chromosome and refseq_genomic databases) are not available at NCBI.
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Figure 4. Organization of open reading frames of three PRSs (GAWC01079978 from Aretaon asperrimus,
GBHT01013004 and GBHT01005998 from Halyotmorpha halys). Arrowhead boxes indicate viral and
predicted viral genes (NS are in blue and VP in red).

asperrimus, belonging to the order Phasmatodea, and from the stink-bug, Halyomorpha halys, belonging to the
order Hemiptera: neither species had previously been identified as densovirus hosts. These two large PRSs encom-
pass two ORFs (NSI and VP; GAWC1079978 recovered from A. asperrimus) and three ORFs (NS1, NS3 and VP;
GBHT01013004 from H. halys; Fig. 4). The arrangement of these ORFs is similar to Brevi- and Ambidensoviruses
that respectively infect mosquitoes and caterpillars (Fig. 4). Since only a few reads of the genomes of these poten-
tially new insect hosts are available (for example we only found one contig containing the stink-bug PRS), it is not
possible to conclude whether these PRSs are involved in latent infections by undescribed viruses (as is possibly
the case for the integrated densovirus in aphids that is described above), or are derived from previously unknown
extant exogenous A. asperrimus and/or H. halys infecting densoviruses'®.

Last, we must emphasize that contamination of genomic datasets may come either from animals that are
infected by parvoviruses or from animals that are infected by parasites that are themselves infected by parvovi-
ruses. Intriguingly, we found one ~0.8 kb PRS in the genome sequence dataset of Gregarina niphandrodes; a pro-
tozoan Apicomplexa that infects a number of invertebrates and which was isolated from the coleopteran, Tenebrio
molitor according to Genebank data. This PRS shared 100% identity with the VP sequence of a yet undescribed
Blatella germanica densovirus-like virus found in the metagenome of insectivorous bat faeces® (Table 52). We
could not find any detectably homologous sequence within either the genome or the transcriptome of its potential
host, T. molitor. Although we cannot rule out the possibility that the densovirus from which this PRS was derived
was able to infect G. niphandrodes, we concluded that the PRS probably originated from a contaminant.

In total we discarded 16 PRSs from further analysis due to contamination concerns. Among these were three
found in the transcript datasets of plant species (Table 52): all of these plant PRSs had high degrees of iden-
tity with extant insect-infecting densoviruses and were therefore likely derived from insects associated with
the plants (Table S2). Similarly, PRSs found in the transcriptomes of three vertebrates (all amphibian species),
one echinoderm (Amphiura filiformis) and one insect (Drosophila ananassae) were >>85% identical to known
mammal-infecting parvoviruses and were thus assumed to be contaminants.

Altogether these results highlight the large diversity of PRSs that can be found by screening publically availa-
ble transcriptomes and genomes. In total, 623 PRSs were found when adding up all PRSs found in transcriptomic
(247) and genomic databases (376) including the newly found and already reported sequences (Fig. 3). Our
search identified that parvoviruses are/were associated with a large number of animal species that have never
previously been identified as parvovirus host species (Summarized in Fig,. 2).

Phylogenetic analyses of PRSs.  We next attempted to evaluate the genetic relationships of the PRSs with
known exogenous parvoviruses, While the parvovirus protein NS1 contains a SF3 helicase domain that is highly
conserved in all known parvoviruses (it can also be found in proteins of viruses in other families)?, the most
conserved domain of parvoviral VPs, PLA2, is missing in certain parvoviruses: a factor which may explain why
our search identified more sequences related to NS1 than to VP. The SF3 domain is thus typically used for phy-
logenetic analyses of divergent parvoviruses'®,

As is shown in the Parvoviridae maximum likelihood trees (Figs 2 and 3), all exogenous known parvovirus
species (in black text) were clearly placed within the 13 genera recognized by ICTV with bootstrap values >80%.
While validating the use of the small SF3 domain of NS1 to study relationships amongst PRSs, it is apparent from
the trees that most of the PRSs are situated on long branches that connect to the tree with low degrees of bootstrap
support (<70%), basal to clusters of sequences from the established parvovirus genera. This phylogenetic place-
ment is consistent with PRSs belonging to currently undescribed genus-level parvovirus lineages; although we
cannot exclude ambiguous alignment of divergent sequences as the cause of low degrees of bootstrap support for
the clustering of these PRSs with viruses from the known parvovirus genera.

Nevertheless, the PRSs drawn from the transcriptome datasets of animals belonging to particular genera
were frequently monophyletic within clades supported by bootstrap values >50%: consistent with the hypothe-
sis that these PRSs are derived from viruses belonging to undiscovered parvovirus lineages with genus-specific
host-ranges. This situation is exemplified with PRSs found within transcriptome datasets of ticks, stick insects
and stink-bugs (Fig. 5). Interestingly, the two large transcripts that correspond to almost complete densovirus
genomes that were detected in the stink-bug and stick insect transcriptome datasets cluster together with PRSs
found in related triatomine insects in either the Reduviidae family (for the stink bug PRSs) or the Phasmatodea
order (for the stick insect PRSs). These large PRSs might correspond to exogenous or persistent viruses belonging
to densovirus lineages that infect these insects (Fig. 4). Interestingly, PRSs found in four classes of marine mol-
luscs and more related to vertebrate parvoviruses according to results above, branched out of all known parvo-
virus genera (represented by the light blue branches in Fig. 5), although we cannot exclude some contamination
of these animals. These results suggest that these PRSs belong to new parvovirus lineages yet to be characterized

in this phylum.
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Figure 5. Maximum likelihood phylogenetic tree based on partial SF3 domains of the NS1 protein,
including 74 parvovirus species (in black) and 264 PRSs (in red). The alignment was produced using
MUSCLE 3.7 with default settings. The tree was rooted with the SF3 domain of the variola virus D5 protein.
Bootstrap values >>25% are indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions per
site. Genera of the Parvoviridae family are indicated in brackets. Associated hosts are indicated in the tree by
different branch colours and silhouettes at the bottom of the figure.

Such clustering of PRSs according to the evolutionary relationships of the animal species they are associated
with is particularly apparent for PRSs found within the platyhelminthes transcriptome datasets (Fig. 6). PRSs
found within these datasets form two clades supported by >70% bootstrap values (Fig. 6). The inferred SF3
amino acid sequences encoded by these PRSs share identities of <30% with those of previously known parvo-
viruses, suggesting that these flatworm-associated PRSs may represent new genera (Fig. 6) of either extant but
undiscovered circulating parvoviruses, or integrated (and possibly extinct) parvoviruses.

The data presented here indicate that parvoviruses are likely widespread among multicellular animals. If we
consider all clusters with bootstrap values >70%, then we can tentatively estimate that these phylogenetic analy-
ses indicate the existence of around 20 currently undescribed genus-level densovirinae lineages.
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Figure 6. Maximum likelihood phylogenetic tree of platyhelminthes PRSs based on partial SF3 domains

of the NS1 protein, including 74 parvovirus species (in black) and 118 platyhelminthes PRSs (in red). The
alignment was produced using MUSCLE 3.7 with default settings. The tree was rooted with the variola virus D5
protein SF3 domain. Bootstrap values >25% are indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid
substitutions per site. The genera of the Parvoviridae family are indicated in brackets. Host phyla are represented
by different colours and silhouettes at the bottom of the figure.

Discussion

Since the discovery of parvoviruses four decades ago, our perception of the species diversity within this family has
been strongly biased by an overwhelming focus on discovering viruses of health and economic interest. While a
high diversity of viral genome organisations and sequences has been revealed, few genomes were characterized:
a factor which has limited our understanding of the global diversity, prevalence and host-associations of these
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viruses. The advent of the genomic era has now provided an alternative way to explore virus diversity in a slightly
less biased way via the computational screening of large transcriptome and whole genome sequence datasets'®*!22,

By scanning public genomic and transcriptomic resources, we have found that parvoviruses likely infect a
larger number and wider diversity of animal-hosts, particularly among invertebrate phyla, than has previously
been appreciated. These newly discovered potential parvovirus hosts include molluscs, annelids, nematodes,
cnidarians and arthropods.

Although these results suggest widespread parvovirus integration into the genomes of diverse invertebrates,
the limited number of complete invertebrate genome sequences that are currently available hinders both the
definitive identification of these PRSs as integrated sequences, and an accurate estimation of the time-scale of
individual PRS integration events. Data summarized in Fig. 3 and Supplementary Table S2 highlight the fact
that 60% (376/623) of PRSs were found in animal genomes, among which 10% (37/367) are likely integrated.
Integration was thus uncertain for 90% of the PRSs, mostly due to either unavailable or incomplete genomes
for most of the invertebrate phyla for which transcriptome data was available. However, it is plausible that some
of the endogenous PRSs were integrated millions of years ago since the presence of what appear to be closely
related PRSs in different mammalian species have previously suggested that parvoviruses have likely coexisted
with mammals for at least 98 million years®.

It is particularly clear that most of the PRSs identified in this study were more similar to members of the
Densovirinae sub-family than they were to members of the Parvovirinae sub-family. Considering that arthropod
species vastly outnumber all other animal species, such over-representation of densoviruses, although unsurpris-
ing, contrasts with the similar numbers of described species in both subfamilies in the current ICTV report'®!.

We cannot exclude the possibility that contamination of transcriptome and genome sequence datasets with
unaccounted for eukaryote and/or viral DNA could yield spurious host-virus associations in studies such as that
carried out here: as is apparently exemplified by the presence of PRSs in a small number of plant datasets. It is
noteworthy, however, that densovirus-plant associations actually do occur in nature. For example, aphid-infecting
densoviruses can be injected into, and circulate within, plants®. It has, in fact, been speculated that plants might
be stationary vectors of some densoviruses that infect plant-feeding insects®.

It has been proposed that all viruses in a parvovirus genus should be monophyletic and encode NS1 proteins
that share >30% amino acid sequence identity to each other'®. The phylogeny that we have produced for the SF3
helicase domain of NS1 indicated that 15% of the PRSs that contain this domain are highly divergent. The low
degrees of similarity shared between these PRSs and both known parvoviruses and the other PRSs meant that
they could not be reliably aligned: a factor that could have contributed to these divergent sequences falling on
long isolated branches of the phylogenetic tree. While the intermingling of these divergent PRS lineages amongst
known members of the Parvovirinae and Densovirinae genera, suggests that numerous genus-level parvovirus
lineages are presently undescribed, we can also not exclude the possibility that some of these PRSs may be derived
from virus families, such as Bidnaviridae, that are related to the parvoviruses. Like parvoviruses, the bidnaviruses
are also ssDNA viruses that express a SF3 domain containing protein'®*. Unlike parvoviruses, however, they have
two-component genomes and encode DNA polymerases. Although all of the PRSs discovered here were more
closely related to known parvovirus sequences than to known bidnaviruses, the possibility remains that some of
these PRSs are potentially derived from viruses belonging to currently undescribed families.

Here we have highlighted the extraordinary diversity of PRSs that can be found in public databases. As more
animal sequences will be released we can anticipate that our knowledge of the diversity of parvoviruses will
also keep improving. Combining such database searches with more directed viral metagenomics approaches and
classical etiological survey, will be of great value both for discovering new parvoviruses and, as more endogenous
PRSs are discovered within eukaryote genomes, for illuminating the deep evolutionary history of this family in
relation to that of the host species that they infect.

Methods

Biological samples and transcriptome datasets. Lamellibrachia sp. (marine polychaete annelid) sam-
ples were collected in 2007 in the Gulf of Mexico at 1250 m depth for individual, GA27M, and in the Gulf of
Guinea at 580-670 m depth for individuals, GA27P, GA27S and GA27U. Vestimentum tissue was dissected and
stored immediately in liquid nitrogen. Due to poor yield with standard total RNA isolation methods, we used
a modified protocol based on a Trizol-Chloroform method combined with a QIAshredder column (Qiagen)
purification step'® involving the addition of 4 pl of glycogen (Ambion, final concentration = 0.04 mg/pL) to
increase RNA yield and a further polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) purification step. Five pg of total RNA was
reverse-transcribed using the SMART cDNA library construction kit (Clontech, Mountain View, USA). Libraries
were sequenced to produce 100bp paired-end reads on a Genome Analyzer II or Hiseq 2000 (Illumina, Inc.).
Low-quality read extremities were trimmed using the SeqClean program (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/).
Reads were deposited in the Sequence Read Archive (SRA) NCBI database under bioproject PRINA302863,
accession numbers SRX1440230, SRX 1447229, SRX1447303 and SRX1447300. Lamellibrachia transcriptomes
produced in this study, as well as individual previously published transcriptomes of Artemia franciscana (indi-
vidual GA17B; SRX565006), Crepidula fornicata (individual GA22E; SRX565072), Eunicella cavolinii (individual
GA31L; SRX565138) and Messor barbarus (individual GA40E; SRX565206) were successively assembled using
ABYSS V 1.2.0" and CAP3*. This assembly method was previously found to be suitable for other mollusc and
animal transcriptomes®*, Three supplementary transcriptomes of whole individual adults of Messor barbarus,
Messor concolor and Culex pipiens were assembled as above and were added to this dataset (N. Galtier, unpub-
lished data). In total eleven transcriptomes have been used in this study, four of which were generated for this
study (Lamellibrachia) and seven of which were previously used for animal genomics studies that did not involve
virus detection (Arteria franciscana, Culex pipiens, Crepidula fornicata, Eunicella cavolinii, two Messor barbarus
and Messor concolor).

SCIENTIFIC REPORTS | 6:30880 | DOI: 10.1038/srep30880 10




www.nature.com/scientificreports/

Homology searches for parvovirus-related sequences (PRSs). We assembled a dataset of NS and
VP amino acid sequences derived from each of the 74 parvovirus species, recognized and yet to be approved
by the ICTV (all obtained from GenBank; genomes listed in Table S1). These sequences were used as queries
to perform BLASTX searches for PRSs within all the non-redundant (nr) nucleotide and protein sequences at
the NCBI, including the cDNA EST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/), TSA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/tsa), and Uniprot databases®. All sequences from these databases that matched parvovirus sequences
(E-value < 10~?) were selected and used as queries to perform BLASTX or BLASTP reciprocal searches of the
¢DNA EST, TSA and Uniprot databases. Sequences were considered PRSs when they matched known parvovi-
rus sequences with associated BLASTX or BLASTP E-values < 107°. The eleven new transcriptomes were also
screened for the presence of PRSs as described above. Complete and 5'- or 3'-truncated ORFs were detected using
Prodigal V2_60"" using the standard genetic code. ORFs displaying internal stretches of undetermined nucle-
otides (N) were also considered. Putative protein sequences were first annotated by detecting protein homology
using the HHblits component of the HHSuite package!”*® of nr protein sequences of the NCBI database. ORFs
matching parvoviral proteins (E-values < 10~%) were selected and used as query for reciprocal BLASTP searches
of the cDNA EST, TSA and Uniprot databases as described above.

Detection of endogenous parvovirus-related sequences. The 463 PRSs found from BLASTX
searches described above were used as queries against the reference genomic sequences (Refseq_genomic, http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/), chromosome (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/), GSS (Genomic survey
sequences) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucgss/) and WGS (Whole-Genome Shotgun contigs) (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/genbank/wgs) databases using BLASTN and tBLASTN, with a minimum percentage similarity
cutoff of 95% and an E-value cutoff of 10~°. Five hundred nucleotide long genomic fragments located up- and
down-stream of each PRS were scanned for transposable elements (TE) or repetitive sequences using WSCensor
(http://www.girinst.org/censor/).

Phylogenetic analyses. The putative amino acid sequences of the SF3 helicase domains of parvoviral
NSland PRS NSI-like proteins were used for phylogenetic analyses. All PRSs were translated in silico using ORF
finder (cut off >300bp) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). Putative domains of the resulting proteins
were predicted using Interproscan5*’. Among the 463 PRSs, 264 contained a SF3 helicase domain sequence from
which 191 aa-long fragments were aligned with the corresponding SF3 fragments from the 74 known parvo-
viruses (Table $1) using MUSCLE 3.7 (16 iterations) with default settings®. Aligned sequences were manually
edited (full alignment of the 191 aa-long partial SF3 helicase domains, is provided in FASTA format, and is
presented in Supplementary Figure S1). Maximum likelihood phylogenetic trees were produced from this align-
ment using PhyML 3.1 with a Blossum + G + F 4+ I amino acid substitution model chosen as the best-fit using
ProtTest®. Five hundred bootstrap replicates were used to test the support of branches. Trees were visualized
with FigTree 1.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). In addition, a second tree focusing on the evolution-
ary relationships of 118 PRSs derived from platyhelminthes together with the 74 representative parvovirus SF3
domain sequences (Table S1) was constructed using the same approaches described above (full alignment of the
156 aa-long partial SF3 helicase domains is provided in FASTA format and in Supplementary Figure S2). The vari-
ola D5 protein (Genbank accession number: P33069) was used in both cases as an outgroup to root the trees®-%.
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SUPPLEMENTARY DATA

Table S1. Reference parvoviral genomes used to search for PRSs and for phylogenetic

analyses.

Table S2. Detailed information about PRSs found in both genomic and transcriptomic
databases. Host taxonomy and BLAST results are given for each PRS. Animal species
containing PRSs displaying < 30% identity with extant parvoviruses are highlighted in blue.
Highlighted in yellow are animal species containing PRSs displaying > 85% identity with

extant parvoviruses.

Table S3. Detailed information about PRSs that display homologies with genomic databases

only (Refseq genomic, chromosome, gss and WGS).

Figure S1: Amino acid alignment of the SF3 helicase domain of 264 PRSs and 74
parvoviruses. The variola D5 protein SF3 domain was used as outgroup. The alignment was
produced using MUSCLE 3.7 with default settings. Aligned sequences were trimmed and

columns with gaps were manually removed.

Figure S2: Amino acid alignment of the SF3 helicase domain of 118 platyhelminthes PRSs
and 74 parvoviruses. The variola D5 protein SF3 domain was used as an out-group. The
alignment was produced using MUSCLE 3.7 with default settings. Aligned sequences were

trimmed and columns in the alignment with gaps were manually removed.
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Sub-family Genus Virus species or variant Accession number
Acheta domesticus densovirus HQ827781
Acheta domesticus mini ambidensovirus KF275669
Blattella germanica densovirus AY189948
Blattella germanica densovirus-like virus JQ320376
Culex pipiens densovirus FI810126
Diatraea saccharalis densovirus AF036333
Dysaphis plantaginea densovirus FJ040397
. . Galleria mellonella densovirus 132896
Ambidensovirus - - -
Helicoverpa armigera densovirus 10894784
Junonia coenia densovirus KC883978
Mythimna loreyi densovirus AY461507
Myzus persicae densovirus AY148187
Periplaneta fuliginosa densovirus AF192260
Planococcus citri densovirus AY032882
Pseudoplusia includens densovirus 1X645046
Solenopsis invicta densovirus KC991097
Aedes aegypti densovirus 1 M37899
Aedes aegypti densovirus 2 FJ360744
Aedes albopictus densovirus 1 AY095351
Aedes albopictus densovirus 2 X74945
Brevidensovirus Aedes albopictus densovirus 3 AY310877
. Anopheles gambiae densovirus EU233812
Densovirinae Culex pipiens pallens densovirus EF579771
Haemagogus equinus densovirus AY605055
Mosquito densovirus BR/07 GU452720
Fenneropenaeus chinensis hepandensovirus JNO082231
Penaeus chinensis hepandensovirus AY008257
Penaeus merguiensis hepandensovirus DQ458781
Hepandensovirus Penaeus monodon hepandensovirus 1 DQ002873
Penaeus monodon hepandensovirus 2 EU247528
Penaeus monodon hepandensovirus 3 EU588991
Penaeus monodon hepandensovirus 4 F1410797
Bombyx mori densovirus AY033435
Casphalia extranea densovirus AF375296
Danaus plexippus plexippus densovirus KF963252
. Dendrolimus punctatus densovirus AY665654
Iteradensovirus - - -
Helicoverpa armigera densovirus HO613271
Hordeum marinum itera-like densovirus KM576800
Papilio polyxenes densovirus 1X110122
Sibine fusca densovirus 1X020762
Penaeus monodon penstyldensovirus 1 GQ411199
. Penaeus monodon penstyldensovirus 2 AY124937
Penstyldensovirus - - -
Penaeus stylirostris penstyldensovirus 1 AF273215
Penaeus stylirostris penstyldensovirus 2 GQ475529
. Aleutian mink disease virus JN040434
Amdoparvovirus -
Gray fox amdovirus JN202450
Aveparvovirus Turkey parvovirus GU214706
California sea lion bocavirus 1 JN420361
Canine bocavirus 1 JN648103
Canine minute virus FJ214110
Feline bocavirus JQ692585
Bocaparvovirus Human bocavirus 1 10923422
Human bocavirus 4 F1973561
Porcine bocavirus 1 HMO053693
Porcine bocavirus 3 JF429834
Porcine bocavirus 5 HQ223038
. . Bovine parvovirus 2 AF406966
Copiparvovirus - -
Porcine parvovirus 4 GQ387499
parvovirinae Adeno-associated virus 1 AF063497
Adeno-associated virus 5 AF085716
Dependoparvovirus Bat adeno-associated virus GU226971
California sea lion adeno-associated virus 1 JN420372
Goose parvovirus u25749
Erythroparvovirus Human parvovirus B19 M13178
Bufavirus 1 1X027296
Canine parvovirus M19296
. Mouse parvovirus 1 U12469
Protoparvovirus
Mouse parvovirus 3 DQ196318
Porcine parvovirus PT4 U44978
Rat parvovirus NTU1 AF036710
Bovine hokovirus EU200669
. Eidolon helvum parvovirus 1 JQ037753
Tetraparvovirus -
Human parvovirus 4 AY622943
Porcine hokovirus EU200677
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-LINTINQMGLNEKVLKNITATVL TKQSGKRGCIWFYGPGGTGKTLLANLTCTAVKNFGMVTTS--NQNFPWTDCGNRNMIWLEECGNLGNFIEDFKATTGGGDIKVDTKNKQPQAT -KGYTVITSNKDITKVTIGAVETNVHSRIVKIRCVKT -~
>Bufavirus_1_JX@27296

- AWKLIKNNNMNPQKVYHAIMCCLNKQMGKRNTILLCGPASTGKSLLAQKIAKLVGNTGCYNPS - -NANFPFNDCYNKNLIWIEEAGNLGTQVNSFKAIMSGQAIRLDQKGKGSKSIEPTPYVMTTNEDITRVIIGTELKVEHRRCLRFELKNKLS
>Porcine_parvovirus_PT4_PPU44978

- --KIFSMHNWNYIKVCHATTCVLNRQGGKRNTILFHGPASTGKSITAQHIANLVGNVGCYNAA - -NVNFPFNDCTNKNLIWIEEAGNF SNQVNQFKATCSGQTIRIDQKGKGSKQIEPTPYIMTTNEDITKVRIGCEERPEHTRMLNINLTRKLP
>Canine_parvovirus_M19296

- --QIFRMHGWNWIKVCHATACVLNRQGGKRNTVL FHGPASTGKSTTAQATAQAVGNVGCYNAA- -NVNFPFNDCTNKNL TWI EEAGNFGQQVNQFKATCSGQTIRIDQKGKGSKQIEPTPYIMTTNENITIVRIGCEERPEHTRMLNIKLVCKLP
>Mouse_parvovirus_1_MPU12469

- --KIFAFHGWNYIKVCHAICCVLNRQGGKRNTVLFHGPASTGKSITAQATAQAVGNVGCYNAA--NVNFPFNDCTNKNLIWVEEAGNFGQQVNQFKAICSGQTIRIDQKGKGSKQIEPTPVIMTTNENITVVKIGCEERPEHTRMLNIHLTHTLP
>Mouse_parvovirus_3_NC_@08185

- --KIFAFHGNNYIKVCHATCCVLNRQGGKRNTVLFHGPASTGKSTITAQATAQAVGNVGCYNAA - -NVNFPFNDCTNKNLIWVEEAGNFGQQVNQFKATCSGQTIRIDQKGKGSKQIEPTPYIMTTNENI TVVKIGCEERPEHTRMLNIHLTHTLP
>Rat_parvovirus_NTU1_AF03671@

- --RIFAGHGWNYIKVCHAIACVLNRQGGKRNTVLFHGPASTGKSIIAQATAQAVGNVGCYNAA--NVNFPFNDCTNKNL IWEEAGNFGQQVNQFKAICSGQTIRIDQKGKGSKQIEPTPVIMTTNENITVVRIGCEERPEHTRMLNIHLTNTLP
>Bovine_parvovirus_2_AF406966
=VFDLLQFQGYDPVVAGYITYAWSIRATGRRGALWFYGPGQTGKSIMARAMATCSVRYGCVNINT - ~NSNFPFQDLANCQIGWWEEGVITEDIVE SAKALLSGGKIRVDRKCRDSVE ITPPPFVITSNNDMTLVQGGNQYSFVHKRMIKFNFNKRLP
>Porcine_parvovirus_4_GQ387499

-MHYIFAINNYDPKIASVIMYFWSMKQTGKRNCVIWF YGPATTGKTNMAQAICHSSANYGNVNWN--NANFPFQDIAGAQVGWWE EGKMTGDMVEAAKALL GGTALRIDRKCMQSIEVNSPPFLITSNVDMTIVQEGSFVSFEHQRMIKFSFNMTLP
>Eidolon_helvum_parvovirus_1_]Q@37753
---DIFRLNGYEPSLVARYMACWAVGHWPKRRALWLWGPASTGKTVIAAATAAQAPSYGCVNIWT - -NANFPFNDCHCQPLVWNEEGRMTENIVEVAKATLGGSPVRLOVKNKGSEDFLPTAVIITSNGOLTVTVDGPYISDAHQRMCMIRLERVLP
>Human_parvovirus_4_AY622943
-VAQLFSLNGYNPVDAAWYFAAWARGYWPKRRATWLWGPASTGKTLLAAATANLSPSYGCVNIWT - -NQNFPFNDCHCQSLVWWEE GRMTENTVEVAKAVL GGAPVRLDVKNKGSEDYTPTCVITTSNGDLTVTVDGPYVSTQHQRITMFQF QRMVP
>Bovine_hokovirus_EU200669
-VIELFKLNAYDPEDAAWYFAAWAQGIWPKRRALWLWGPASTGKTLLAAATANISPSYGCYNWT - -NQNFPFNDCHCQSLVWWEEGRMTENIVEVAKAIL GGAPVRLDVKNKGSEDFIPTCVIITSNGDLTVTVDGPYVSTVHQRITMFQFNRLVP
>Porcine_hokovirus_EU200677
-VTELFRINGYDPEDAAWYFAAWAAGAWAKRRAMNLWGPASTGKTLLAAATAAVAPSYGCVNIWT - -NQNFPFNDCHCQSLVWNEEGRMTENIVEVAKATL GGAPVRLDOVKNKGSEDFIPTCVIITSNGOLTVTVDGPYVSTAHQRITMFQFQRLVP
>Human_parvovirus_B19



-IVKLLLCQNYDPLLVGQHVLKWIDKKCGKKNTLWFYGPPSTGKTNLAMATAKSYPVYGMYNWN - -NENFPFNDVAGKSLVVWDEGIIKSTIVEAAKAIL GGQPTRVDQKMRGSVAVPGYPYVITSNGDITFVVSGNTTTTVHARMVKLNFTVRCS
>Goose_parvovirus__GPU25749
-VYQILKMNNYNPQYIGSILCGWVKREFNKRNATWLYGPATTGKTNIAEATAHAVPFYGCVNWT - -NENFPFNDCVDKML TWWE EGKMTNKVVE SAKATLGGSAVRVDQKCKGSVCIEPTPVIITSNTOMCMIVDGNSTTMEHRRMFQIVLSHKLE
>Adenc-associated_virus_1_AF@63497

-IYRILELNGYEPAYAGSVFLGWAQKRFGKRNTIWLFGPATTGKTNTAEATAHAVPFYGCVNINT - -NENFPFNDCYDKMVTWWE EGKMTAKVVE SAKATLGGSKVRVDQKCKSSAQIDPTPYVIVTSNTNMCAVIDGNSTTFEHQRMFKFELTRRLE
>Bat_adeno-associated_virus_GU226971

-IYRLFRMNGYDPAYAGSVLLGWCRTGFGKRNTVWL FGPATTGKTNLAEAISHSVPFYGCYNWT - -NENFPFNDCYDKMIIWWEEGKMT SKVVE SAKAILGGSKVRVDQKCKNSQQIEPTPVIITSNTNMCEVVDGNSTTFEHRRMFKFELTVRLQ
>California_sea_lion_adenc-associated_virus_1_JN428372
-IYQLFKMNGYDPAYLGSTLLGWCQGRFGKRNTVWLYGPATTGKTNLAEATAHSVPFYGCVNWT - -NENFPFNDCVDKML TWWE EGKMT SKVVE SAKATL GGSKVRVDQKCKSSVQIDSTPVIITSNTOMCCVIDGNSTTFEHRRMFRINLEQRLS
>Adenc-associated_virus_S_AF@85716

-INQIFEMNGYDPAYAGSILYGWCQRSFNKRNTVWLYGPATTGKTNIAEATAHTVPFYGCVNINT - -NENFPFNDCVDKML TWWEEGKMTNKVVE SAKATLGGSKVRVDQKCKS SVQIDSTPVIVTSNTNMCVVVDGNSTTFEHQRMFKFELTKRLP
>Turkey_parvovirus__GU2147@6

-AIRLCSYQGYSPKYVARLILCWLSGQAGKKNALYFHGPANTGKTMMAESTCKMVQIYGNYNHN--NKNFPFNDCHNKAVLWWEECSMTEEHVE SAKCIMGGSSVRIDKKNQDSYLLCKTPIVITSNNDITQVSSRNATISTVHARCLKFTFNNWLT
>Porcine_bocavirus_3_JF429834
KVVRLLNIQGYNPIQVGHWVATVLSKKAGKQNTICFFGPASTGKTNLAKATANAVKVYGCVNHL - -NKSFVFNDCQNKLTCWWE EAVMHNDWYEPAKCLMGGTSFRVDRKHKDSAEQPHTPLILSTNHDIYTVVGGNTVTTVHERVVQFNFMKTLP
>Porcine_bocavirus_5_HQ223038
-VIRLLNFQGYNYWQVGHWLCCVLDKKSGKQNTVSFYGPASTGKTNLAKATVNAVNL FGNVNHL --NKNFVSNDCSNKLIVWWEEALMHTDWYEPAKCVLGGT TVRVDRKHKDSQL LPQTPCIISTNNNIYECVGGNHYSHVHCRVVQLNFMKTLP
>Human_bocavirus_1_1Q923422
=ALQLLLIQGYNPLAVGHALCCVLNKQFGKQNTVCFYGPASTGKTNMAKATVQGIRLYGCVNHL - -NKGFVFNDCRQRLVVWWE ECLMHQDWVEPAKCILGGTECRIDVKHRDSVLLTQTPVIISTNHDIYAVVGGNSYSHVHARVIQLNFMKQLP
>Human_bocavirus_4_FJ]973561

~ALKLLLIQGYNPLQVGHAICCVLNKQMGKQNT ICFYGPASTGKTNFAKAIVQGVRLYGCYNHL - -NKGFVFNDCRQRLIIWWEECLMHQDWVEPAKCILGGTECRIDVKHKDSVLLQQTPYIISTNHDIYSVVGGNTVSHVHARVLQLNFMKQLP
>Feline_bocavirus_JQ692585

~ANRLLLKQGYNPLQVGHWICCVLHKKAGKQNTLNF FGPASTGKTNLAKATVNATIKLYGCVNHQ--NKNFIFNDCAAKLYVWWE ECLMHSDWVEQAKCILGGTEFRIDRKHRESHLLPQTPVIISTNNNIYQTLGGNSYSHVHERVVQFNFMTRLE
>Canine_minute_virus_F121411@

-VWKLLTLQGYNPWQFGHWLLCVLDKKAGKQNT INFYGPASTGKTNLAKATVNAVQLYGCVNHQ- -NKNFVFNDCTAKL TCWWEECIMTTDWVEQAKCIMGGTQFRIDRKHKDSHLLPQTPLIISTNHNIYEVTGGNTTTHVHSRVVQFNFMKQLE
>Porcine_bocavirus_1_HMO53693
RVFRLLNFQGYNPWQAGHWVCCVLDKKSGKQNTLCFYGPASTGKTNLAKSIVQACKLYGCYNHQ - -NKNFVFNDCAAKL TVWWE EALMHNDWYEQAKCILGGTEFRIDRKNRDSMLLPKTPYVISSNNDLYTVVGGNTVSQVHSRIVQWNFMKMLE
>Canine_bocavirus_1_IN648183

-ATQLLIFQGYNPWQVGHWLCCVLHKTAGKONTVCF FGPASTGKTNFAKATVNAVKLYGCVNHQ - -NKNFVFNDCASKLYNWWE ECLMHNDWYEQAKCLLGGTEFRIDRKHKDSOLLPQTPVVISTNHOVYTVVGGNTTTMVHARIVQFNFMKQLS
>California_sea_lion_bocavirus_1_JIN420361

-AYQLFATQGYNAWQAGHWLCCVLNKTAGKQNTVNFYGPASTGKTNMAKATVQAVKLYGCVNHQ- -NKNFLFNDCASKLVCWWEECYMNSEWVEQSKCILGGTEFRIDRKHKDSMLLPQTPYMISTNNDIYTVWGGNTVTGVHSRVVQFNFMKQLP
>Schmidtea_mediterranea_GAKN@1010353

--------------------- IYLQGNILYDNLFYSIGPSNTRKTFFVQLLTVDMKY-GCIHNMNNKNTFWTQDVDGKDVYVAEELMLNMENVDY FKLMLEGSNMRIEIKNKPAVNWKRIPVIVTSNQ-WIWQFVSNHQEALQNRMLVIKFNQPID
>Neobenedenia_melleni_GW918566
TLNEIFIKNKINKNFFISSLKNITFKKYFKINTLLFYGNPNSGKSLIANLISQVYKS-KIVSNVASSSEFYLSNFDDANIIICEELFITPANVDDFKNILGGTSIVVNKKYERRGRINRIPILITSNYDLTHGFCSQLDTSALLRMIVFHFNYDIT
>hedes_albopictus_densovirus_1_AY@95351
WIEYLFKENNIDITHFLAWNEIIKTKRYKKINGMVLEGITNAGKSLILDNLLAMVKP-EEIPRERDNSGFHLDQVPGAGSTLFEEPMITPVNVGTWKLLLEGKTIKTDVKNKDKEPTERTPTWITTATPITNNIDMNETSQILQRIKLYIFKKSIQ
>Aedes_aegypti_densovirus_1_M37899

WIEYLFKENNINTITHFLAWNE TTKTKRYKKINGMVLEGTTNAGKSLTLDNLLAMVKP - EETPRERDNSGFHLDQVPGAGSTLFEEPMITPVNVGTWKLLLEGKTIKTDVKNKDKEPTERTPTWITTATPITNNIDMNETSQTLQRTIKLYTLKKSIQ
>Anopheles_gambiae__densovirus_EU233812
WIEYLFKENNINIIHFLAWNEIIKTKRYKKINGMVLEGITNAGKSLILDNLLAMVKP-EEIPRERDNSGFHLDQVPGAGSILFEEPMITPVNVGTWKLLLEGKTIKTDVKNKDKEPIERTPTWITTATPITNNIDMNETSQILQRIKLYIFKKSIQ
>Aedes_aegypti_densovirus_2_F]360744
WIEYLFKENNINITHFLAWNEIIKTKRYKKINGMVLEGITNAGKSLILDNLLAMVKP-EEIPRERDNSGFHLDQVPGAGSILFEEPMITPVNVGTWKLLLEGKTIKTDVKNKDKEPTERTPTWITTATPITNNIDMNETSQILQRIKLYIFKKSIQ
>Mosquito_densovirus_BR/07_GU452720

WIEYLFKENNINTITHFLAWNE TTKTKRYKKINGMVLEGTTNAGKSLTLDNLLAMVKP - EETPRERDNSGFHLDQVPGAGSTLFEEPMITPVNVGTWKLLLEGKTIKTDVKNKDKEPTERTPTWITTATPITNNIDMNETSQTLQRIKLYTFKKSIQ
>(ulex_pipiens_pallens_densovirus_EF579771
WIEYLFKENNINIIHFLAWNEIIKTKRYKKINGMVLEGITNAGKSLILDNLLAMVKP-EEIPRERDNSGFHLDQVPGAGSILFEEPMITPYNVGTWKLLLEGKTIKTOVKNKDKEPTERTPTWITTATPITNNIDMNETSQILQRIKLYIFKKSIQ
>Aedes_albopictus_densovirus_2_X74945
WIEYMFKENNINITHFLAWNEITKPKRYKKINGMVLEGITNAGKSLILDNLLAMVKP-EEIPRERDNSGFHLDQLPGAGSVLFEEPMITPVNVGTWKLLLEGKTIKTDVKNKDKEPTERTPTWITTATPITNNVHMNETSQILQRIKLYIFKKSIQ
>Haemagogus_equinus_densovirus_AY605055

WIEYMFKENNINMIHFLAWNE ITKTKRYKKINGMVLEGITNAGKSLILDNLLAMVKP-EEIPRERDNSGFHLDQLPGAGSVLFEEPMITPYNVGTWKLLLEGKTIKTDVKNKDKEPTERTPTWITTATPITNNVDMNETSQILQRIKLYIFKKSIQ
>Aedes_albopictus_densovirus_3_AY310877
WIEYMFKENNINIIHFLAWNEIIKTKRYKKINGMVLEGITNAGKSLILDNLLAMVKP-EEIPRERDNSGFHLDQLPGAGSYLFEEPMITPYNVGTWKLLLEGKTIKTOVKNKDKEPTERTPTWITTATPITNNVDMNETSQILQRIKLYIFKKSIQ
>Taenia_multiceps_JR938527

fffffffff —=== ---————-MTPFINGFSVLVMPYRHISLS-LIQHFQFDONLLNDAGALMEEPRITMTTKDDFKLLLGGIGLEVDVKYSGHKWLERVLVIQATNEDIIFRLSGONRKCFTN- - -—————--—-
>Taenia_multiceps_JRI29085

777777777 ITTFLLLYTKVVDVVDEKMDKVNMLCFYRTTNAGKSLLAGLITAPLVV-AATTRCGYQTAFQFDNLLHKTGALME — - == - o oo S
>Penaeus_monedoen_penstyldensovirus_2_AY124937

WIKYMLANNDIRVPETLAWILIVADKKLDKINTLVLQGPTGTGKSLTIGALLGKLNT -GLVTRTGDSNTFHLQNLIGKSYALFEEPRISQITVDDFKLLFEGSDLEVNIKHQESEIMGRIPIFISTNKDIDYWVPPADGKALQTRTKTFHLTSQIK
>Penaeus_monodon_penstyldensovirus_1_60411199
WIKYMLANNDIRVPEILAWIIIVADKKLDKINTLVLQGPTGTGKSLTIGALLGKLNT-GLVTRTGDSNTFHLQNLIGKSYALFEEPRISQITVDDFKLLFEGSDLEVNIKHQESEIMGRIPIFISTNKDIDYWVPPADGKALQTRTKTFHLTRQIK
>Penaeus_stylirostris_penstyldensovirus_2_G6Q475529
WIKYMLANNDIRVPEILAWIIIVADKKLDKINTLVLQGPTGTGKSLTIGALLGKLNT-GLVTRTGDSNTFHLONLIGKSYALFEEPRISQITVDDFKLLFEGSDLEVNIKHQESEIMGRIPIFISTNKDIDYWVPPADGKALQTRTKTFHLTRQIK
>Hymenolepis_diminuta_LM393614
-LYSIFTNNDIDFGLFLAEVDKITRMTYPRINALVLRGPTSTGKTLIAKNIVKPYNY -ETVSRDGDATAFYLQNLLDHDVALMEEPHI SMTTVQNFKELFAGSPLIVQVKNHAPRE LKRIPCIVTTNQSLTDSLIDAESEPIRRRITEYLLYRPIS
>Hymenolepis_diminuta_LM395168

-LYSNFTNNGIDFGLFIAEVDKIIRMSYPRINALVLRGPTSTGKTLIAKNIVKPYNY -GTVSRDGDATAFYLQNLLDHDVALMEEPHISMTTVQNFKELFAGSPLIVQVKNHAPRELKRIPCIITTNQSLTDSLIDAESEPIKKRIIEYLLYRPIS
>Schistosoma_mansoni_XP_0@2571349

WFDMLMEKNDIDKKVFCASYSTIMNKKVKRVNTLCLEGPTTTGKSLLLKLICGEYNY -GTVQRSGDHSQFFLONLLKKTVALMEEPRITPITVQDFKLLLGGEPLDIHVKHQDDCRLPRIPVLISTNHELGFYTSSLDKDALYNRTHYYKFKCQLG
>0Opisthorchis_viverrini_XP_889173661

WFDMLMEKNDIDKKVFCASVSTIMNKKVKRYNTLCLEGPTTTGKSLLLKLICGEYNY -GTVQRSGDHSQFFLOQNLLKKTVALMEEPRITPITVQDFKLLLGGEPLDIHVKHQDDCRLPRIPYLISTNHELGFYTSSLDKDALYNRTHYYKFKCQLG
>Schistosoma_mansoni_CCD58408

WFDMLMEKNDIDKKVFCASVSTIMNKKVKRVNTLCLEGPTTTGKSLLLKLICGEYNY -GTVQRSGDHSQFFLONLLKKLLPSWK-========-=--mmmmmmme NQE- === m o m oo e
>Dicrocoelium_dendriticum_LK428994

FLDNLLAANKIDKDKFCKATHE IMNKKIDRLNCLCIEGPTTTGKSLVLKMICQNYHC -GTVQRSGDHSQFFLQNLVDKSTALMEEPRMTIATVNDFKELLGGSPFDIHVKHSPDVTLNRLPVLISTNHSLGTYITSIDAAATYERCHTFHFRVRVG
>Dicrocoelium_dendriticum_LK459200

FLDNLLAANKIDKDKFCKATHEVMNKKIDRLNTLCIEGPTTTGKSLYLKMICQNYHC -GTVQRSGDHSQFFLONLVDKSVALMEEPRITLATVNDFKELLGGSPFDIHVKHSPDVTLSRLPVLISTNHSLGAYITSIDAAALY - - - -————---—~
>Schistosoma_mattheei_LM181082

------- MN- == --eeemene e - -RQKFGINTLCTEGPTTTGKTLILKLITQNYTF - GTVRMSGNHSKFFLONLNNKSVALMEQPRITPVNVNDFKQLLGGSSLDIHIKHQSDVTLQRIPVLISTNSNLGLYINSEDKKATYKRCITYHFTQSIG
>Schistosoma_margrebowiei_LL888002
WFETFFAANEINPKQFLNDIQTIIDKTKLRVNTFCLEGPTTTGKTLILKLIVQNYTY-GTVQRSGDHSQFFLQNLNNIKSVALMEEPRITPITVNDFKELLGGSPFDIHITHQPDVTLPRIPYLISTNSNLGTYINSIDKDATYKRCITYHLTKQIG
>Clonorchis_sinensis_GAAS7952

WLDLLLHVNRINKQNFLTDLTRVMNKQIDRKNAFVLEGPTTTGENIIRKTHC - -~~~ GQLHIW----------— DRTEIWRSQSVLPNEPTE -
>0Opisthorchis_viverrini_XP_889170655
WLDQLMSANKINKQQFLTDLTLVMNKVCTRKNASVIEGPTTTGKTLFVKLIAENYTY-GTVQRPEEQETKPATTTATTTVAPKKEEPETVSIMETKRQRLDGPNLAVAKHAQSLFGIHYKTDVTVTRKHLTLAQYKPADTGITQTCIPYQIFEFWT
>0Opisthorchis_felineus_GB]AR1006694
WLDLLFHANKINKRDFLVNLTQIMNKDIDGRNAFVIEGPTTTGKTLLVKLIAENYIY-GTVKRSGDRSQCFLMKLLDKALALVEEPRITQLTVNHFKALLGGNAFDIRVKHQKDERLTRLPVLITTNTDLTYQCLGEDAKAIKERCFIYRFFVHVG
>0pisthorchis_felineus_GBJAR101@281

WLDQLMQVNNIDKKDILHSLTLIMNKSLKRKNAFVIEGPTTTGKTLFYKLIAENYVY -GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKTLALMEEPRITQLSVNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDELHY - GTH----- RRSFWCW-----
>Clonorchis_sinensis_GAA40146
WLDLLLHVNRINKQEFLTNITKIMNREIDRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAESYIY-GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKALALMEEPRITQLTVNDFKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRFPYLITTNNDLTYYVLGEDDKATKERCFYYKFFVSMR
>0Opisthorchis_felineus_GBJAB1005901
WLDLLFYVNKINKQEFLIDITRIMNKEVDRTNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAENYIY-GTVQKSGDHSQFFLMNLLNKALALMEKPRITQLTVNYFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLNRLPVLITTNNDLTYYVLGEDGKAIKERCFTYKFFVKVG
>0pisthorchis_felineus_GBJAB18082122
WLDLLFQVNKINKQTFLCNITRIMNKEIDRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAENYIY-GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKALALMEEPRITQLTVNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLNRLPYLITTNNDLTYYVLGEDGKAIKERCFAYKFYVKVG
>Clonorchis_sinensis_GAA32750

WLDLLLHVNRINKQDFLCNLTKIMNKQIDRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAESYIY -GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKALALMEEPRITQLTVNDFKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRLPYLITTNNDLTYYVLGEYDIYMTWRLRQLLIRNATK
>Clonerchis_sinensis_GAAS6553

WLDLLLFVNRINKQQFLADLTRVMNKEVDRKNAFVLEGPTTTGKTLFVKLIADSYTY-GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKALALMEEPRITOLTWNDFK - = = = = = e e o o o e e e e e e e e e e e e e e e e e e
>Clonorchis_sinensis_GAAS7641
WLDLLLFVNRINKQQFLTDLTRVMNKQIDRKNAFVLEGPTTTGKTLFVKLIADNYIY-GTVQRSGDHSQFFLMNLLNIKALALMEEPRITQLTVNDFKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRLPYLITTNNDLTYYVLGEDGKAIKERCFYYKFFVKVG
>Clonorchis_sinensis_GAAS7639

WLDRLLFVNRINKQQLLADLTRVMNKQVDRKNAFVLEGPTTTGKTLFYKLIADNYIY -GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKALALMEEPRITQLTVNDFKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRLPVLITTNNDOLTYYVLGEDGKAIRERCFYYKFFVKVG
>Clonerchis_sinensis_GAAS7638
WLDRLLFVNRINKQEFLADLTRVMNKQVDRKNAFVLGGPTTTGKTLFVKLIADNYTY-GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKALALMEEPRITQLTVNDFKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRLPVLITTNNDLTYYVLGEDGKAIKERCFYYKFFVKVG




>Clonorchis_sinensis_GAAS7954

WLDRLLFVNRINKQKFLADLTRVMNKQVDRKNAFVLEGPTTTGKTLFVKLIADNYIY -GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKALALMEEPRITQLTVNDLKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRLPVRITTNNDOLTYYVLGEDGKVIKERCFYYKFFVKVG
>Clonerchis_sinensis_GAAS764@
WLDRLLFVNRIDKQKFLCDLTRVMNKQVDRKNAFVLEGPTTTGKTLFVKLIADNYTY-GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKALALMEEPRITQLTVNDFKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRLPVLITTNNDLTY === === m o e e e
>Opisthorchis_viverrini_XP_@@9177542
WLDQLMWVNRIDKKQFLIDLTQIMNKAYKRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAENYIY-GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKSLGLMEEPRITQLTVNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLQRLPVLITTNNNLVYYVLDPDGKAILERCFYYKFVVKVG
>0pisthorchis_viverrini_XP_@@9170634

WLDQLMSANKINKQQFLTDLTLVMNKVCTRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAENYIY -GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKALALMEEPRITQLTVNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLQRLPVLITTNNNLVYYVLDPDGKAILERCFYYKFLVKVG
»>0Opisthorchis_viverrini_XP_889176824

WLDQLMAANKINKQQFLTDLTLVMNKVCTRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAENYTY -GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKALALMEEPRITQLTVNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLQRLPYLITTNNNLYYYVLDPDGKATLERCFYYKFLIKVG
>0Opisthorchis_felineus_GBJAR1008850
WLDRLMLVNNINKRELLTSLTLVMNKSMNRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLVAENYVY -GTVQRSGDHSQF FLMNLLNKTLALMEEPRITQLTVNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLERLPVLITTNNRLTYYVLDSDAKAILERCFYYTFTVKVG
>0pisthorchis_viverrini_XP_@@9177530
WLDLLINVNHINKRELLVSLTAVMNKLCTRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLVAENYVY-GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKTLALMEEPRITQLTVNNFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLERLPYLITTNNPLTYYVLDADGKATLERCFYFKFHVKVG
»>0Opisthorchis_viverrini_XP_889178033
WLDELTRVNNINKRELLVSLTATMNKLCTRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAENYVY-GTVQRS---
>Opisthorchis_viverrini_XP_809177702
WLDQLIQVNNINKRELLVCLTSVMNKLCTRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLVAENYVY -GTVQRSGDHSQFFLMNLLNKTLALMEEPRITQLTVNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLERLPVLITTNNPLTYYVMDADGKAIL - - - == =====--~
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>Fundulus_grandis_JW661434
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>Diaphorina_citri_XP_098482940
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>Drosophila_persimilis_XP_008482940

>Feline_bocavirus_JQ692585
MSKKESLTLDCLKRCEDNLWLTYEDLVGGCADLTLMLESMPGGSKLTESVLRMLHVRTTQTHSAL SYLHVRYDMKEADSLHANKLQVGHWIC CVLHKKAGKONTLNF F GPAST GKTNLAKATVGCVNF TFNDCAKLVVHWE DWVEQAKC TLGGTEFRIDRKHRE SHLLPQTPYIISTNNHEAPLRERVVOF
>Canine_minute_virus_FJ21411Q

TTKRETLMIDCMNRCEQNYIL TYEDLVNGCADLVVMLECQSGGNKLTEQTL SMVHIKMTQKYTAL SYTLAKYDPTPNKLLTLOGNQF GHINLLCVLDKKAGKONTINF YGPASTGKTNLAKATVGCVNFVFNDCTKL TCWWE DWVEQAKC TMGGTQF RTDRKHKDSHLL PQTPLIISTNHHSMPLRERVVOF
>California_sea_lion_bocavirus_1 IN420361

MTKREMLMLDC TDRCEKDNL L TYEDLVDNCSALLVMLESQPGGGRLTENLLQMVHTRTCQKHTAL SYTQLRYSDEPYQLFATQGRQAGHWL CCVLNKTAGKONTVNF YGPASTGKTNMAKATVGCVNF L FNDCAKL VCWWE EWVEQSKC TLGGTE FRTDRKHKDSML L PQTPVMISTNNHSKPLREQFNFM
>Canine_bocavirus_1_JNG48103

TTKKETLMIDCTDRCEKNHL L TYEDLVNECSDLVIMLGSQPGGTKLTETLLQUVHTKTCQKYTAL SYVLSRYSATETQLLTFQGRQVGHWNLCCVLHKTAGKONTVCFFGPASTGKTNF AKATVGCVNFVFNDCAKL VNWWEDWVEQAKC LLGGTEFRTDRKHKDSOL L PQTPVWISTNHHAKPLRERTVQF
>Scylla_olivacea_GDRNG1091983

GNERPPTPPTPRCFKRRRDASTSPDRVRKSKNTAHSPEDDSPEEETTRPTATTSGONTTRKLGRT THNKPRGGORK - - - - = - - | KKNGPKTTDLCERSTRGODQMDARSEAN - ~QQVSFY -~ - - - - TFIVRERPPROGGRADHGDHWHI TFASNRTNLNRKRKTTCLTSGARVEASASTTLIKMLK- - - -~
>Human_parvovi rus_B19

GTKASTKFQTMVNALCENRVF TEDKWKLVDFNQYTLLSSSHSGSFQIQSALKLATYKATNLVPTSTFLLHTDFEQVVKLLLCQNQHVLKWIDK - - - -KCGKKNTLWF YGPPSTGKTNLAMATAGMVNF PFNDVAKSLVVWDTIVEAAKATL GGQPTRVDQKMRGSVAVPGYPVVITSNGERMVKLNRCSPD
>Bufavirus_1_JX@27296

VSAKEKSIKETVDSLTDKRIITREKWMLQDPDSY IQFTAQPGGEQTCSAVLOIATLRTIATEKSAYDLVKEHPGKLKWKL IKNNNQKVYHATMCCLNKQMGKRNTILLCGPASTGKSLLAQKTAGCYNFPFNDCVKNLIWIETQVNSFKAIMSGQATRLDQKGKGSKS TEPTPYWMTTNEHRQPIMDRCLRF
>Bactrocera_dorsalis_GAKPO1823238
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>Bactrocera_dorsalis_GAKPO1823412
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>variole_DS_NC_Q@1611
GNKLFNIAQRILDTNSVLLTERGDHIVWTNNSWKFNSETTKLILSTRHQLPKEYSSELLCPRKRKTVEANTROMLYSTGFKFODINI TNDIQPLTONATKGCL TFFFGGKSTT-KRLLKSDLFGPNVFCLPDFARSDNTKKNNRNHATITTDTNYKPVRIDN- - -ALMRRTAVVRFRTHDKVKLLDDGKIQ
>Aretaon_asperrimus_GAWCQ1079972
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>AmbLyomma_americanum_GAGD@1@92820
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>Hymenolepis_microstoma_CDS33160
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>Trichosurus_vulpecula_EC348328
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>Porcine_parvovirus_PT4_PPU44978

QTKKEVSIKCTIRDLVNKRCTSTEDWMMTOPDSY TEMMAQTGGENLIKNTLEITTLTLARTKTAYDL ILEKAKPSMCKIFSMHNIKVCHALTCVLNRQGGKRNTILFHGPASTGKS TTAQHIAGC YNFPFNDCTKNL IWTENQVNQFKALCSGQTIRIDQKGKGSKQIEPTPVIMT TNEHTQPIRDNINLT
>Canine_parvovirus_M19296

QTKKEVSIKCTLROLVSKRVTSPECWMMLQPDSY TEMMAQPGGENLLKNTLEICTLTLARTKTAFEL ILEKADNTKCQI FRMHGIKVCHATACYLNRQGGKRNTVLFHGPASTGKS TTAQATAGC YNFPFNDCTKNL IWIEQQVNQFKALC SGQTIRIDQKGKGSKQIEPTPVIMT TNEHTQPIRDNIKLY
>Rat_parvovirus_NTUL_AF@36718

QTKKEVSIKCTLROLVAKRVT SPECWMMQQPDS Y TEMMAQPGGENLLKNTLEICTLTLARTKTAF DLILEKAEPSKCRIFAGHGIKVCHATACYLNRQGGKRNTVLFHGPASTGKS TTAQATAGC YNFPFNDCTKNL IWVEQQVNQFKALC SGQTIRIDQKGKGSKQIEPTPVIMT TNEHTQPIRDNIHLT
>Mouse_parvovirus_1_MPU12469

QTKKEVSIKTTLKELVHKRVTSPEDWMMMQPDSY TEMMAQPGGENLLKNTLETCTLTLARTKTAFDLILEKAETSKCKIFAFHGIKVCHAICCVLNRQGGKRNTVLFHGPASTGKSTTAQATAGCYNFPFNDCTKNL IWVEQQVNQFKATICSGQTIRIDQKGKGSKQIEPTPVIMTTNEHTQPIRDNIHLT
>Mouse_parvovirus_3_NC_8@8185

QTKKEVSIKTTLKELVHKRVTSPEDWMMMQPDSY TEMMAQPGGENLLKNTLETCTLTLARTKTAFDLILEKAETSKCKIFAFHGIKVCHAICCVLNRQGGKRNTVLFHGPASTGKSTTAQATAGCYNFPFNDCTKNL IWVEQQVNQFKATICSGQTIRIDQKGKGSKQIEPTPVIMTTNEHTQPIRDNIHLT
>Gray_fox_amdovi rus_IN282450
DEQCSDMADDSQDWDDSQEPPKTEPPKVTTETISNVTYTSTINASCSTKATKPKTITETAKQPSKKLTTAKSTLDSECIMKFNDEKVLKNITATVLKQS GKRGCIWFYGPGGTGKTLLANL ICGMVNFPWTDCGRNMIWLENF TEDFKAITGGGDTKVOTKNKQPQATKGVTVITSNKDHSEPLKQRIVKT
>Aleutian_mink_disease__virus_JNB40434

MYLDEQSSDIMDANIOWEDGQDAPKVTDQTDSATTKTGTSLIWKS CATKVTSKKEVANPVQOPSKKLYSAQSTLDADCT IKFNEEQYLKKVLCTILKQGGKRGCIWFYGPGGTGKTLLASLICGMYNFPHTDCGRNI IWAENWVEDFKATTGGGDVKVDTKNKQPOSTKGCVIVTSNTNHAEPLKORMIKT
>Acheta_domesticus_mini_anbidensovirus__KF275663
TSRAGQLIHFLLNNVYSPLOLIKQSNEWYTSPFATCKETGVEGAHTFLKSLSVSEMENFVKGNHIQYKNNIVRYSCEQLLMYQFSOF THQLY YVLNKQNGKKNCTELTGPPSSYKSTFLHWVAGITPFGFAPAVKRVL TTDEYHETLLNILSGTTCNVNVKYKTNGYVTHTPVLMASNYTSTRFEHRMVTF
>Aretaon_asperrinus_GAWCR1012362

PSQRRYSLEELLSMKLTPAL TAKKNLCFVCTPLMLLTKLWNLNKTSIQQGLETAKCLINSFTCNELVSYVQGTHPISQLLSYQFLYFKRCFFDVIT-VADKKNVLE IVSLPSAYKTTFITMYAGYCRFGFONIITRLATIDPSKDILLCLFSGDKINLNOKNLGDDTAVKTSCYVLSNTIGQRWHDRMYRF
>Extatosoma_tiaratum_GAWGO1046839

MVKLYEVVIG- INNLKNVVE LTSPPSAYKSTFATMIAGYCRFGFQNIAVRLAVIDAGKETLLCLFSGDKVNVARKNLPDHVQLNTPFLVLSNR- -~ -WDVRMERF

>Penaeus_merguiensis_hepandensovirus_DQ458781
YLENLQVLEKYLVKHKCYTIQDFKMMORSDDE INVNYMYDIONL EKVIEKLNIME YSLQQADY LEGNTWI GEDLWNKLTENMRVVQNIQDFMDIMHGNL PKINCMMLY GNSNSGKTQL IDAL TGLVTFHFSNITMS TIVVGQTIEQWKGLCGGENVTMPMICY KEHKHMFRKPVF L TNQHDRRATENRS FMY
>Penaeus_chinensis_hepandensovirus_AY@88257

YLENLQVLEKYLVKHKCYTIQDFKMMORNEDE INVNYMYDIONL EKVIEKLNIME YSLQQADY LEGNTWI GEDLWNNITENMKVVQNIQDFMDIMHGNL PKINCMMLY GNSNSGKTQL TEAL TGLVTFHFSNITMS TIVVGQTLEQWKGLCGGENVTMPMIY EHKTHMFRKPVF L TNQHDRRATENRS FMY
>Fenneropenaeus_chinensis_hepandensovirus_ING82231

YLENLQVLEKYLVKHKC Y TIQDFKMMORNEDE INVNYMYDIONL EKVIEKLNIME YSLQQADY LEGNTWI GEDLWNNITENMKVVQNIQDFMDIMHGNL PKINCMMLY GNSNSGKTQL TEAL TGLVTFHFSNITMGTIVVGQTLEQWKGLCGGENVTMPMIY EHKTHMFRKPVF L TNQHDRRATENRS FMY
>Penaeus_monodon_hepandensovirus_2_EU247528

YLENLQVLEKYLIKHKCYTIQDFKMMOKNEDEIWVNYMYDIONL EKVIEKLNIME YSLQQADY LEGNTWI GEDLWNK L TQHMKVVQWIQDFMDIMHGNL PKVNCMML Y GNSNSGKTOL TEAL TGLV TFHFSNITMS TIVVGQTIEQWKGLCGGENVTMPMKYHKT - HMFRKPVF L TNGHDRRAIENRS FMY
>Penaeus_monodon_hepandensovirus_3_EU588991

YLENLQVLEKYLIKHKCYTIQDFKMMORNEDE IWVNYMYDIONL EKVIEKLNIME YSLQQADY LEGNTWI GEDLWNK L TQHMKVVQNIQDFMDIMHGNL PKVNCMML Y GNSNSGKTOL TEAL TGLV TFHFSNITMS TIVVGQTIEQWKGLCGGENVTMPMKYHKT - HMFRKPVF L TNGHDRRATENRS FMY
>Penaeus_monodon_hepandensovirus_1_D)@@2873

YLENLQVLEKYLVKHKC Y TIQDFKMMQRSDDEIWVNYMYDIONL EKVIEKLNIME YSLQQADY LEGNTWI GEDLWNK L TENMKVVQWIQDFMDI HGNL PKINCMMLYGNSNSGKTOL IEAL TGL I TFHFSNITMS TIVVGQTIEQWKGLCGGENT TMPMKYKEHKHMFRKPVF L TNGHDRKATENRCFMY
>Penaeus_monodon_hepandensovirus_4__F1410797

YLENLQVLEKYLRKHKCYTIQDFKMMORNDDE IWVNYMYE TQNL EKVIEKLNIME YSLQUADY LE GNPWI GEDLWNENMRVE SRVOWIQDFMDIMHGNL PKINCMML YGNSNSGKTQL TEAL TGLV TFHF SNITMS TIVVGQTTEQWKGLCGGENVTMPMKYKEHKHMFRKPVF L TNGHDRKATENRCFMY
>Daphnia_pulex_EFXG1411

DFRLEEEQKVNSVSSACNFLREISKRYWLSDFSSLLAVSDVMLKEDLQKVLMYNMLKVQQYMNNVFTLEYNIMRNQFS TVRMNDIL FRKWFOR - - - - ELGKKNTTIL IGEPSCGKTWLAK - - - GKIQF IFSGCCGRITLHDAYSETLKKIYAGECCPTSVKYQSGOLSCGAPVIGTCNSFROAFDERTTFL
>Neobenedenia_melleni_Gh318566

EELTNNIILFLIKSVLNLSFHKFOLEIFIKNLOININN- -KNILLYLIKNYYDY IKFYYDFYADIQLEPL YLHSFNTKILNE IFNFFISSLKNIIFKKYFKINTLLFYGNPNSGKSL IANQVYKIVEF YLSNFDANIT ICEANVDDFKNILGGTS IVVNKKYERRGRINRIP IL ITSNYDTSALLRRMIV-
>Enchytraeus_crypticus_GALFR1815487

LCKRWNAFTVTOMYQAQAETPKEEDKDWRE FWNRMYNK - - - - -~ PSIRTMMONIRSSVHSDYMYKPFQDLVEEACTRQWLKDQGROFVQDVVDILDRKLEKINTMCL IGPSNSGNTVMFSATIGRRKFVFQETPTRLVCVDDNQENWKL LLGGEEMSVPVKFKGNARILRTPVLLTGNKNQDAFMNRMK - -
>Planococcus _citri_densovirus AY832882

EKVVEEVSSLLVKYCPVPLTGTKNL TPPNHADFRTTL - FOPRNKDNYTSACDTHALHL -NKYSFKEFHEL YSQADNDEL LKFQLKPFLSNLRNWFNEGNPKMNALCVTGPPNSGKNY F FDATTGHTNFALQDVVRRTVVGNGAKEDFKKLCEGTAFNVRVKFKADCTFTKTPVLLTSNNWDPHFKDRLKTT
>Solenopsis_invicta__densovirus_K(991697

LLNKYFVLPSNHIRDTMLGDSQYNFLFDPSNDKAYMASCE TFQKKFTPLKLKDLRDIFEGSTPVFYANNTDPNL YYDDLLRFQYVELL TNVRDWFNDKNPKMNAL CVTGPPNS GKNY FWDMF CGHTQF ALQE CYRRLVVGNGAKEDFKKLCEGTAFNTRVKYQGDKTFTKAPVLLTSNFYDTHFKNRLHTT
>Bemisia_tabaci_EZ941734

TGGDTCNVKVKY CMDHTLHRTPVITLSNNKDPAFNSRTTRH

>Argulus_siamensis_JW350843
DKIFKEIRALYAANLYYPIENIVDTQAFMDNSTFWEPNYRLKNEFNQYSLADIRSYLENKVVDPLFTCGNLQTDKYKTLLIHQFKEFL TOVWTIYNNLNPKMNCME THGPPNAGKNY FMOTLFGYITFSLSNAYCRVVCANGATEDFKKLCDG--------- S
>5us_scrofa_EVI65154

>Triatoma_infestans_GBBIO1604972

ASRKEHAVATVYGHLEKHLLIPDHDI TSSOKNLSSDFKF I TERDGIFQSALKIHRTVLSKLKLNEMIDY INKAE YVHMILSFQMVQFLQFL YKLLNHQT GKMNCLLICGPPSVGKTWF ANIIGGY IQFPFQDCPRNLL IFDASLETFKLLFAGTPTPANIKY ESQNL INRTRVIVTCNHONSEYRTRINRF
>Halyomorpha_halys_GBHTA1013604
EENLIVPDHDLTRHSIWLOHQYFRFITORSPDFQNALKRTILSNMVLODLREY LROKNVYYYRPKETVL TLDESYNQQMTAYQLSEF LHNVYLMLNHRSGKHNC LL IKGVPSVGKTWF ANLLGGY IQFPFQDCPRNLL LFDSSYENFKLLFAGTPLSANIKY ESRNLVNRTPVIVCCNSHNPEFNSRIYRY
>Rhodnius_prolixus_T113J1
TDESTDEGTSHVYPLTSGIYNI IQRWKGANG SORRSMATPGSNLVQIRIMPYQQAKTMOP TORYKCTKKYAQWVLN-
>Rhodnius_prolixus_TIHELS

fffffffffffffffff MTAHTPTKAVAAD--------LSTQFNNNIKEVTNNT ITDESSDEETSNVYPITSGIHNQRWKGANGRSMATPGASLVQRIMPYQQAKTMD - -PT--KRYKCT ---KRY- - -AQDCPRNLL IFDMALENFKLLFAGTPTPANIKYESQNL INRTPVIVTCNRKTPEFQKRIRRT
>Graminella_nigrifrons_GAQX@1915625

RQLFREMEKVTDTGSGLESNMPLSGPPSYGKTWFANIVGGY IQF PFQDCPRNLQLFDMALENFKLLFAGTPTPANIKYESQNL INRTPYVIVTCNRKTPEFQTRIRRF

MYECRSKSEINSYYYDMKTSTVAT - -~ -~ -~~~ -~ RLLYHQFRNFLVTLYSFLNSDEGKVNTIL IVGPPNSGKNF F IDPLCGKIAFPWMDGFRRVNKWNY FEENVLDLMOGNML SCNIKY EAPQPLLKTPLIVMSNNNQERFNIRHIRY
>Acheto_domesticus_densovirus_HQ827781
SKFQTFAEEAKVLFSKLNCIPVRDARITIDRKHPMYFEYTAALSLYVRDINEMSLNDFYLOTLENTCVYYQAGNIDPNELTLFQCKELLMNIVANFNRLNPKVNTVCIIGNHNCGKNY FWDAVCGFLKFALQDCVKRTVIGNGAKE DMKKL CEGCPFNVSVKHQSDGIVARTPVCLTSNNDAHFVDVRMKVF
>Raphidia_ariodne_GACX@1003907

QTKGQKLVEFFKQYPCTPIDNVRQTVQYLNSEF - - - -~ -ADVCVTDKLFMRARELYSCYFLNKTVIELYQVFQKSTPRELLLFQF SLFLONLYRVLNRTNGKKNATMLVGPANACK SMFANVVAGQITFSLDDCVKRIL IWDEYLETIKLLFSGDPCPANVKYEKQSI THKTPVITTGNTNNDEFNNRLNIY
>Drosophila_sechellia_DK33@728

>Drosophila_sechellia_DK334580

>Metaseiulus_occidentalis_JL@18018_1



KVTHQTLMCFILTYLPVPFHAACELPANLDDEDLSYFYKSDRDYCRATQQVQRRVATMT LHOTHDLTKDC TS -~ -~ EELLKFQYFFFLOKLYNITERL IPKRNCMY ILGPANAGKTWF INCVAGYVHFPYNDCTRRIL IWNSAL EDVKMLAGGOPF TCNVKY ESNVCVNRTPLFFTANSELPEFKSRIYLE
>Metaseiulus_occidentalis_JL@18910_2

KVTHQTLMCFILTYLPVPFHAACELPANLDDEDLSYFYKSDRDYCRATQQVQRRVATMT LHOTHDLTKDC TS -~~~ EELLKFQYFFFLOKLYNITERL IPKRNCMY ILGPANAGKTWF INCVAGYVHFPYNDCTRRIL IWNSAL EDVKMLAGGOPF TCNVKY ESNVCVNRTPLFFTANSELPEFKSRIYLE
>Orchesella_cincta_GAMMB1017564_1
KSIPOKIIKFLRLYPVVPLYATPDLREYLESPYRLYRAKSPTFQIAVDILENTINRMT LCELAEL YHNKHCKP INSESFLLTQF YHFL TILTSILOKSIPKLNTLIVY SPPNAGKNIFFDSVTGQLNFAYQDLYKRVVVIWNE ELOMLKMVYLGGORTAIKVKHEKGKQSSRVPVI ILTNNDD LAF GTRVRMF
>Drchesella_cincta_GAMMB1017564_2
KSIPOKIIKFLRLYPVVPLYATPDLREYLESPYRLYRAKSPTFQIAVDILENTINRMT LCELAEL YHNKHCKPINSESFLLTQF YHFL TILTSILOKSIPKLNTLIVY SPPNAGKNIFFDSVTGQLNFAYQDLYKRVVVIWNE ELOMLKMVYLGGORTAIKVKHEKGKQSSRVPVI ILTNNDD LAF GTRVRMF
>Papilio_polyxenes_densovirus_1X110122
GNTVEKFVEQFKLRPTWPLEHILOTKDNLESENCTYIA-———GDKQIQRTFQILMKLT -~~~ MNMTFEEL RML YQNEEL LOYQLRRF I TOLYE ILEKKHOKTNTFQIVSPPSAGKNF F LETVLGVISFPLMEAVRRVNYWDDATETLKKLFAGTALKASVKFQKEANVOK TPV ITANRTS EVWDDRIKY
>Bombyx_mori_densovi rus_AY833435

GNPVEKFVEQFKLRPTWPLEHILDTKDNLESENGTYIA----SDKQIQRTFQILMKIT -~ - -MNMTYSDLKML YQNEEL LDFQMKRF ITDLYEILEKKHOKTNTFQIVSPPSAGKNFF IETVLGVINFPLMEAVRRVNYWDDATETLKKLFAGTALKATVKFQKEANVOQKTPYVIITANYTKEVWODRIIKY
>Hordeum_marinum_iteradensovirus_KM576300

GNSVEKFVEQFKLRPTWPLEHILDTKDNLESENGTYIA----SDKQIQRTFQILMKIT -~ - -MNMTYSELKML YQNEEL LDFQMRKF ITDLYEILEKKHOKTNTFQIVSPPSAGKNFF IETVLGVINFPLMEAVRRVNYWDDATETLKKLFAGTALKATVKFQKEANVQKTPYVIITANFTKEVWDDRIIKY
>Sibine_fusca_densovirus_1X020762

GNPVEKFVEQFKLRPTWPLEHILDTKDWLESENGTYIA-------- SDKQIQRTFQILMKITMNMTYSELKMLYQNEELLDFQLRKFITDLYEILEKKHOKTNTFQIVSPPSAGKNFFIETVLGYINFPLMEAVRRVNYWDDAVETLKKLFAGTALKATVKFQREANVQKTPVIITANYTKEVWDDRLIKY
>Casphalia_extranea_densovirus_AF375296
GNPVEKFVEQFKLRPTWPLEHILDTKDNLESENGTYIASDKQIQRTFQILMKITMMMTY SELKMLYQNEHTMPIWGEEL LDYQMRKF ITDLYEILEKKHOKTNTFQIVSPPSAGKNFF IETVLGVINFPLMEAVRRVNYWDDATETLKKLFAGTALKATVKFQKEANVQKTPYVIITANHTKEVWODRIIKY
>Danaus_plexippus_plexippus_densovirus_KF963252

GNPVEKFVEQFKLRPTWPLEHILDTKDWLESENGTYIA- -~ -SDKQIQRTFQILMKIT -~ - ~MNMTYDELKMLYQNEELLDFQMRKFITOLYEILEKKHQKTNTFQIVSPPSAGKNFF IETVLGYINFPLMEAVRRVNYWDDATETLKKLFAGTALKATVKFQKEANVOKTPVIITANYTKEVWODRIIKY
>Priacma_serrata_GACOP1083338
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>Blattella_germanica_densovirus_AY189948
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>Blattella_germanica_densovirus-like_virus_ Q320376

RGDTRVILDLTKRYAVCPLSETVYTREYLENPTAVKRL - - - - -DDRDVKNATDCHAAT TNTHNREDYVKF YEDPNTNKLLDYQCKQFVTOL INVTDMNTPKCNCF L IVSPPSAGKNF L CDATKGQMTFAYQDCHRRLL TWNRE TENL KMLF GGDNLSANVKCKPQANVKRTPVI CMSNVNHE AFADRVITY
>Tetramorium_bicarinatun_GASMO1014809

RGDTGYILDLTKRYAVCPLSETVYTCEYLENPTAVKRL - - - - -DDRDVKNATDCHAAT TNTHNREDYVKF YEDPNTNKL LDYQCKQFVTOL INVTDMNTPKCNCF L IVSPPSAGKNF L CDATKGQMTFAYQDCHRRLL TWNRE TENL KMLF GGDNLSANVKCKPQANVKRTPVI CMSNVNHE AFADRVITY
>Dysaphis_plantaginea_densovirus_F1040397

GLDSERSAGGHQGEEKHEDGPGVRVIWPKTLDEL LVKYPCCPPEAF YNVKEFYNNPHLNHTDDNCKKTRVALRNWCAEEL LCYQF SKFLYDVYATVDKLVPKRNSMCVVSPPSAGKNF FFDAVAGMFNF SWADGAKRLVLWNFHVEKTKELLGGDTTRVHVKYKGDOPLQGPPTFLLTNNNDPAFADRLVTY
>Acyrthosiphon_pisum_J9LISS

YEDLIVQLGROLANKFVSGIHRYISTVIVTSGTRGVQECLREL DSLIERYPPAHF Y ITSEHEDHTHISHVCGY SRQSFLVRGAFRRGLRRISRAVDSATDYRNAQRYMGOAQ- - GGLLAREMSGSY-—~QKHKTKKNSHVDTLIGTYRAYWG- TKLMHF IDFEKVHAYNRLKEQYYYDINELLLYQNSENY
>Acyrthosiphon_pisum_Jov820

DKLVGAPSSFEAHFGAKTEDVDFVGLLEQTTCNQETTSADASTSLEGSEKMSDYLIDINI YKRKDINOKPKGDYHRRGTFPANHVT YASKIVTL LGKMMPMKNAQRYMGOAE - - GGLLAN-—— SYSSWDVPRDVCTENNDADEKRKKDTQRGLOSTLAT -~ - LAPPHEGTANKTNNFASMEARLVLI
>Acyrthosiphon_pisum_J9LBV1

IEAA-

KRSVLWNNHVNELKALLGGDSCRI -SDTOMCNAPNIVHVHIREGVIEE -

>Acyrthosiphon_pisum_JOLIS4
EEHIHIGHICGYTGQTCRCSFLIRGTFHSLYRRRGLRRISRGIDLGPSDYRDILRYLSSGSRRIHCVGGFGENGRL -~~~ KYLSYNLINIIDKRIPKCNSLALLAPPHAGENY FFDAVAGYLNFAFMEAAKRLYLWNNHVNEL KSLLGGDSCRISVKYKTDQ-~~ P~~~ e
>Acyrthosiphon_pisum_JaL0I1

AAKFVSGIHRYVSRGVOGVENCLRELDSL IDRYPPRHFY I ISAHGDHVHISHNCGYSGQTCRYPF ILKLWRKDIHDDYWRGATAVT YASKRVTLLGKPMKNCNTLALL APPNAGKNYF FDAVAGCLNFAFMEAAKRLYLIWNNHVNEL KAL LGGDSCRVSVKYKSDQALQGPP ITILTNDGMT AFRPRIKLY
>Acyrthosiphon_pisum_JoLTF9

YTLPTFVDTQAKL TORHLEQAKGGLL ANSYGEVSRDFACQPSGST TWVDPKNGPVSKNLINLLDKRIPKCNTLALL APPNAGKNYIFDAVAGYL TINFMEAAKRLVLWNNHVNELKALLGGDSCRISVKYKTDQP IQGPPITILTNDGMSEFQPRIKLY
>Acyrthosiphon_pisum_XP_003246947

IRPENGPISITELLHQYPCCPPDAYKNIKEY YLNKNLNYLCARDKYVORDLELWNIKL -MHMSLKDFONYYKDDNVNEL LLYQF FFFL TOVLNVIDKRVPKCNTLAIHAPPNAGKNY FF DAVAGVLNFAFMEAVKRLYLWNNHVNEL KALLGGOSCRVAVKYKSDOALQGPP II ILTNDGMSAFQPRIKLY
>Acyrthosiphon_pisum_JOKNE3

ffffffffff MPKAQRYLGOAEGGLLANSDGEVSWDFSCEPSSSSVLVQDSKNA KDSK------ PINVLNVIDKRVPKCNTLATHAPPNAGKNYFFDAVAGYLNFAFMEAVKRLVLWNNHVNELKALLGGDSCRVAVKYKSDOALQGPPIIILTNDGMSAFQPRIKLY
>Helicoverpa_armigera_densovirus_HQ613271

NISTENLLEHITSIVCYPMDHVFQTRDWYTGKYKYLIS----SDKLVKRCYSILQKQL -MNWSYNDF LNHYRKDDTEELLDFQLREFVTDLWDVLEKKVPKKNTFQIISPPSAGKNFLLDATFGMISFPLMEAVKRYNCWNSAEDTIKMILGGDPTKAAYKYESERNIARTPVIVMSNKINDAFEDRIITY
»Myzus_persicoe_densovirus_AY148187

GSQEGPROKKSRRKQRFRMIREIDVSKPQSIEELIYRYCCPPEAF YNIPEFYANTNINNIDMKDFKVT IPLRNWAAKELLNYQF TEFLTTLYNVIDKRVPKLNSICIKSPPSAGKNFFFDAVAGMFNF SWADGAKRLVLWNYHIEKTKEL LGGDTTRIHVKYANDVSVQRVPIITLTNNSHPAFNDRLRSY
>Dendrolimus_punctatus_densovirus_AY665654
GDSVQKIIRFIQQKPTWPLEHVFQTKENLDGPFGTWYS----SDKTVKRATEIFSLQT-MHYTYTQFVDYYRSLECERLLNYQCKVF INDLWDILEKKRPKONTFQIIGEPSAGKNYF IDATLGIIQFPLMEAVRRVNVWNAALDTIKMLLAGDPLKVNVKYQKEQYLOKTPIIVMTNKNDLAFHDRVCTY
>Bemisia_tabaci_EZ966862

>5itobion_avenae _GAPLB1021454

GVQSDGSNSGAVEKTEKRRLKRKYNK SVVOVDPNYPKNCCPPEAF YNIPEFYANRNVNWIDLKDFKITIPLRNWAAKNLLMVQFTEFLTTLYNVLOKKIPKLNSTCTIKSPPSAGKNFFFDAVAGMFNF SWADGAKRLVLWNYHLEKTKELLGGDTTRTHVKYHNDVSIQGVPTITLTNNNHPAFRDRLRTY
>Lygus_hesperus_ABAGASYTRA

RKLTVNQIGELVNSMAATPTRNCIL SKRWRFNKDVKFT -~ - TEEDKTFRRAVIYVE SKCTYRSTRDFVOFYKFINPNOMLLFQFREFLQSCYDITEKTTPKKNCLETVSPPSSGKNFFIDFMSGNINFPFQDCARRLL IWNSALDTCKMLFGGDPLPAKTKFCGDATIPRTPVFVLSNKNDTAFNDRMYKF
>Ixodes_scapularis_XP_0082481871

>Rhipicephalus_appendiculatus_CD786958
TQPLOFTEMYKNTQPLFDGPHSDLATFYMOVPTSLDAM- -~ == === === s MELLNFQF SAFVNNL SLVKKAAPKKNCMDTVSPRSAGKKFFLNPTFGTTSFPLODTVRRTL LWNSVFDTVKKKFGGDVDSVAVIY SADOT TSRTAVIVL SNYDDE AFNHRMIRY
>Rhipicephalus_pulchellus_L7M443

>Bemisia_tabaci_EZ941358
mnmmmmmmmnmanes, ASDTPSEYYFGIIKSFOVCMELLSWQMGFENT - -~ KHFLODIFDVLEKVRPKVNTLLILGAPNS GKNFFFDSVIGOMNFPLQECVRRVILINN - -~~~ oo | ESRSFEN---—-

>Bicyclus_anynana_GEGI924

-EELVKYQNYIFLRELYWLVDKKIPKKNCMS IVGPPNSGKNYFFRCWSGQTRFPLODAVRRILLWNGSEEVLKLLFGGDTCPARTKYEGDASIRRTP TIVOSNKNHPAFESRVIKY

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- MLFGGDTCPARIKYEGDASIRRTPTIVOTRAQTSAFTSRVIRY
>Cherax_quadricarinatus_densovirus_KP410261
ERTQLKTVELLELYPTCPPEATVKHRINRCDPELRFKNTISSFKDTLTTYSMNEYQKMYNNPDCIPTFSAGYGNYETOELVNYQUIDFVTTLYNVLERKVPKLNCIVIHSPPSAGKNFFFOAVKGHLNFPFQDAERRTVLWNEFLEQTKE ILGGDSTSVNVKYQSDTPYYRTPVIVLTNNNHSAFTDRIRVF
>Sea_star_densovirus_KMB52275

KRKLGAQERTQTRVVEMLOLNPICPPEAT IKHRVWRNDPDLRFKDMTHKE TKTAVNSFSDNLTTFSMSDYQSMYNNDKLVQYQCLOFYNTLYNVLERKTPKLNCICTYSPPSAGKNFFFOATKGHLAFPFQDAERRTVLWNEFLEPTKELLGGDSTSVNVKYMHDTPVYRTPMIVLTNNTHPAFKDRVRVF
>Ampelisca_abdita_]Z@96885

PIFSAGFLAFENYYYNTENSVKAM- - - - - -~ TETIMYQULNFVT?LYNVCERKKPKLNSTCTYSPPSSGKNFFFDATTGELVFAFQNMERRTVLWNEYLOL TKKLLGGDTCTVQVKYAHDCYVYRTPVITTTNNNHHAFEDRLRTF
>Ampelisca_abdita_)Z@88717

MYQCLNFVTTLYNVCERKKPKLNSTCTYSPPSSGKNFFFDATTGELVFAFQNMERRTVLWNEYLOL TKKLLGGDTCTVQVKYAHDCYVYRTPVITTTNNNHHAFEDRLRTF
>Ampelisca_abdita_)Z@93383

ETTMYQCLNFVTTLYNVCERKKPKLNSICIYSPPSSGKNFFFDATTGELVFAFQNMERRIVLWNE YLDLIKKLLGGDTCTVQVKYAHDCVVYRTPVIITTNNNHHAFEDRLRTF
>Ampelisca_cbdita_JZ096796

------ AVGLLRKHPTICPPEATCKTSTWREDPDLRFKNYCDREIKAAVASFRDEL INYTIDDYQKMYNKETC -~ - -LPTFSAGFLAFENYYYNIEN-SVKAMTETIMY - - - == == === == === == -QCGEEATL - - === - -NFVTTLYNVCER- - - = = == == = = == KKPKLN-- - = - - - SICTYSP- - - -~
>Ampelisca_cbdita_]Z093297

ERTQLRAVGLLRKHPICPPEATCKTS INREDPDLRFKNVASFRDELTINYTIDDYQKMYNKETCLPTFSAGFLAFENTETIMYQCLNFVTTLYNVCERKKPKLNSICIYSPPSSGKNFFFDAITGELGTA---~-| RRWVF - memee e e e e e e e e e s e e e
>Periplaneta_fuliginosa_densovirus_AF19226@

SDIREEMEKTVNENPVCPLAGIISTRQNLTHKDLRYLR -~ - -ADNETVKSFLDAKSEEMCYWTLHDFNTFYSQPYCNKLLAYQFKSFLNTFYNVLERKLPKCNTICVIWSPPSAGKNFFFOVYLGQLNFSLQEATKRVLLWNAYTOTLKMLTGGDAL CVRVKQKKDCHVYKTPLIVLTNNHEL AFVDRVKVY
>Bombus_impatiens_JI097654

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- M- === = ==~ - - GNF SFPMMDC TKRVIMWNSAL ETLKMVF GGDTCPVKVKY LGDKL LLCTPTTCL SNNQDDAFTCRMFTY
>Teleopsis_dalmanni_GBEP@1840481

>Kerria_lacca_GBDPR19G3119

--------------------------------------------------------------------------------------------- MYAKKE AKRNTL FVLSPPNAGKNYFFDATVGQLNFPMQECVKRTILWNEHFEETKTLLGGONANAKTKHQEDST IPRTPTIMLGNQKDEAFNTRILKY

MECVKRTTLWNSATETLKMLFGGDTVTAKVKYCNDAVIMRTPIITLSNNNDTAFRSRMFTY

MQAVIRRISIELTEWQIENFMTKYNNCDPYLIFNAPKYYAIDKTY IMYAKKEAKRNTLFVLSPPNAGKNYFFDATVGQLNFPMQECYKRTILWNEHFEETKTLLGGONANAKIKHQUDSTIPRTPTIMLGNQKDEAFNTRILKY

>Corydalinae_sp. _GADHB1@10824
----------- LKYYCCPVSAVRDVKEFREDDLL - - - -COPKNKDYVQAAFDDFGKDL - IDLSLRDFYNMLKDRKPDQL IKFQF CIFLTSLVDVLOKRLPKCNSLCIKSPPSAGKNF FFOMIFGQLVFAFQEAPKRILLWNSLTOTIKMMLGGDPYTVRVKHAMDTHVKRTPVIILTNETNIAFRERIVKF

>Kerria_lacca_GBDPB1049333

RSKGQKLYEWFQQFPTGPIKQIINTRHNSQGPYK - - - - FMPKNKPTLITCFENMAFEF - L DMNVKDY FKYFNNKDPDEL LKFQYTGFLTNVLNIVOKKILKKNALFIHSKPNAGKNYFFDATTGQLSFPMQECVKRIILRN
>Kerria_lacca GBDPO10GO144

RSKGQKLYEWFQQFPTGPIKQIINTRHNSQGPYK - - - - FMPKNKPTLITCFENMAFEF - LDMNVKDY FKYFHNNKDPDEL LKFQYTGFLTNVLNIVOKKTLKKNALFIHSKPNAGKNY FFOATTGQLSFPMQECVKRIILRN.
>Culex_pipiens_densovirus_FJ810126

AATKQETKALLLKYYPCPLSATRDOVSEFRNNNLL - - - -SDPKNREYIDAAFVDFGKDVNQMTIRQIYEILKGHTDPEDFLKFQF TQFLVOLIDVLO-RVPKQNAFAVISPPSSGKNFFFOATCGQLHNLFQEAPKRLLLWNAMTOTIKMMMGGDP Y TVRVKYQGDTHVTRTPVLILTNNOE SAFKDRIKVY
>Culex_pipiens_x

>Helicoverpa_armigera_densovirus__1Q894784

AGKFAY TRQKTKALLRKYYCSPTITATRDVDEFROODLLCDPKNRDYVEAACEDFGKDL -NDMSLROTYNLLTEDYNTELLTFQCVEFL TNLVNVLORKKPKLNTFVVYSPPTAGKNFFFOMIFGQLLFAFQEAPKRVLLWNSLTOTVKMMLGGDPYTVRVKNRGDOHVKRTPVIVLTNNYE TAFNERTVOY
>Diatraeo_saccharalis_densovirus_AF@36333

AGKFAY TRQKTKALLRKYYVSPTSATCDVPEFROODLLCDPKNRDYTQAACEDFGKDL -NAMSLRETYNLLTEDYNNEL LKYQCVEFLTNLVNVLORRTPKLNAFLTITSPPSGGKNFFFOMIFGQLLFAFQEAPKRVLLWNSLTOTTKMMFGGDPYTVRVKNRMDAHVKRTPVIILTNNYELAFSDRIIQY
=Junonia_coenia_densovirus__KC(883978

AGKFAY TRKKTKALLRKYYVSPVSATCDVPEFROODLLCDPKNRDY TQAACDDFGKDL -NAMSLRETYNLLTEDYNIEL LKFQCVEFLTNLVNVLORRTPKLNAFLTTSPPSAGKNFFFOMIFGQLLFAFQEAPKRVLLWNSLTOTTKMMFGGDPYTVRVKNRMDAHVKRTPVIILTNNYETAFSDRIIQY
>Pseudoplusia_includens_densovirus_JXe45946

AGKFAY TRKKTKALLRKYYVSPVSATCDVPEFROODLLCDPKNRDYTQAACDDFGKDLNAMSLRE TYNLLTEDYNFVELLKYQCVEFLTNLVNVLORRTPKLNAFLILSPPSAGKNFFFOMIFGQLLFAFQEAPKRVLLWNSLTOTTKMMFGGDPYTVRVKNRMDAHVKRTPVIILTNNYETAFSDRIIQY
>Gallerio_mellonella_densovirus_L32896
AGKFAYIRQKTKALLRKYYVSPISAICDVPEFRDDDLLCDPKNRDYIQAACDDFGKDL -NAMSLRELYDLLTEDYNDEL LKYQCVEFL THLVNVLORRIPKLNAFLVMSPPSAGKNF FFDMIFGQLLFAFQEAPKRVLLWNSL TDTIKMMFGGDP Y TVRVKNRMDAHVKRTPYI ILTNNYETAFADRIIQY
>Mythimna_loreyi_densovirus_AY461507
AGKFAYIRQKTKALLRKYYVSPISAICDVPEFRDDDLLCDPKNRDYIQAACDDFGKDLNAMSLRE IYDLL TEDCNFDEL LKYQCVEFL TNLVNVLORRVPKLNAFLVMSPPSAGKNF FFOMIFGQLLFAFQEAPKRVLLWNSL TDTIKMMFGGDPY TVRVKNRMDAHVKRTPYI ILTNNYETAFADRIIQY
>Agrotis_segetum_GBCWG1835751

SFNYASLLTNACFMDNQF EQWKLLAARQPMPTOVKYKNROKVTNCILYTASNYTADAEEARTIT-
>Chilo_suppressalis_GAJS@1023148

=== === -- - MATF SKRNKGI K IMCTKQYNEKIRTYIDIARVLVFQE STKQRFERAKKKNKIRF EDREDVSNEHEDKE T ISNNNECF FRNTYEHFMKKTGKRNNLF FLGPPS TGKTMIMNSLVGLVSFNFSGLLRNACLMDNQF EQWKMLASGMPMSADEK G ~PM- - = = - = oo e
>Acromyrmex_echinatior_EGI68937

RKNVVEALTNL TEENE IWTYVEWELKINYDTKEELLKEFGLQTDTSSVPSONNLPIQTSQNRRTF DKL CETAWG IDTFOFETSQQKFDATRFDALTRERKHROSDILTGGRD - -RRL SPHEVTKDVTVPHPKRKRRHRKQQSPLEALQRHIQRQAL SVPPTSQDPASLGSTDIVIAAPTSDSKPSDRIDGL
>Acromyrmex_echinatior_FAWAB7

RKNVVEALTNL TEENE IWTYVEWELKINYDTKEELLKEFGLQTDTSSVPSONNLPIQTSQNRRTF DKL CETAWG IDTFOFETSQQKFDATRFDALTRERKHROSDILTGGRD - -RRL SPHEVTKDVTVPHPKRKRRHRKQQSPLEALQRHIQRQAL SVPPTSQDPASLGSTDIVIAAPTSDSKPSDRIDGL
>Acromyrmex_echinatior_EGT69346

TTEVIEAITQSRQQLESRMEQHVQLGWKKNRYY IILGHLPPESESEEARVSRAAPAKPSGSKANATI LARRKRKQKTEL LEGDEEPTIGHASSIKKRTEKDESTEKEDNPPLE -RTSSSETTTSGTKIGLKDFOKAINELANYEECIQY IEQRREERASGTEKRKNVVEATTSLIEENDKEELLKE - - - -~
>Acromyrmex_echinatior_FAWSY7?

TTEVIEAITQSRQQLESRMEQHVQIGWKKNRVYIILGHLPPESESEEARVSRAAPAKPSGSKAWATI IARRKRKQKTELLEGDEEPTIGHASSTKKRTEKDESTEKEDNPPLE -RTSSSETTTSGTKIGLKDFOKATNELANYEECIQYIEQRREERASGTEKRKNVVEATTSLIEENDKEELLKE - - - -~



>Acromyrmex_echinatior_XP_011068621

GSPGTNITTGERKRGSESTARSTSETENGQSVGOOHRKKKKKTKTNGDGTIGRRRGNSPS SNRTYHWT CTLHKKNQKRRIORKGIVF GATKDNNLVQRGHIAKHMCATGHTE - - INI TCQHLRGT FKIGLKDFDKATNELANYEECTQY TEQRREERASGTEKRKNVVEATTSLIEENDELKINYDE LLKE
>Atta_cephalotes_WAVWX9

RENVIEVITOLTKKIQNDNLRRLGIKNRFPNERTTTERTONNTKOKRNNNTSTYKYVSYEETTYRDLTNKYAKTLRYETFEKNRTEFYAWLTL TKNMOLVKINGMVLEGPTNAGK SMITOCTKPVYPITLDNKDORIKITT-HEEEYTQTAGA -~ - -~~~ 10--RIKRAPTYVTPYDKRDKIEKKLREK
>Atta_cephalotes_WAXSWL

KNRVYITIGRLAEGREERAQPLMETNEHARVARAT TTIVAKPGGSKAWRTVQARRKRKRE EHQDRVGDTNIRSRRPAHHIRSNAGRTAKHMRATTA-ETAE TATSCORIKYL --RNFILY - - - GVETFHYTGAKPELKTTDKKKKERRKNG TTOTHE TCWQY TEHRREERATAARL GSDKRKNVVE - ----
>Atta_cephalotes_XP_012064512
RENVVEATTHLIKKYKITTYADXELKIDFQTKEQLLKEFGLOTDTYAHKTTRNKRNNNT SMYKYVSYEETTYRDLTYE TFEKNKVEFYANLTSTKNMDLVKINGMVLEGPMNAGKSMITDI TAGAT TYVYDFTTIYLIERDKYQENPERLKTSEKTTIDLETEMGHATKRAKF TDDGEDLDAANRTTLKRQ
>Hymenolepis_microstoma_(D526524

-MEQRHMYLNLL. EELRSR---EVRSFOFQKFT--—---- EETTAFNAYMGTOWCDVOMIR - ---ALNCER------- EAKERAN-----
>Hymenolepis_microstoma_(DS33099

GNVVIETELEVTLHSVPDNIAPEDKEVY INDNSIDLLHYMGAE GKQFKWE EPEFKQEEPE TEKVKPE EPE TKKTKKDSTFVDENYGFLGGGLAGTV-VGGIVNAL TTGF TTT-~SNAVOQTET - - - PFPANTADDE TVSTEPL TNRADADENGRSEATTSARSSPSFLGHDPETFPSTOOLGDMET- -~~~
>Thaumetopoea_pityocampa_GBZEQ1000242

QPNOHQELTFGKSYHF TLTNGLADFRHVLSSPSGY YLAHGTPWERLLMY TSEGELLRLYRDYTALKVEEVICETYSQTAYNGNF TEWSENFPNI SASTSRDISNPVIVEYPT - -PYGF SNOVGGTTAYGHEKRFNGIT YAENYMTPTPGLENG - YFMTTITERNDAQIRPIPKAL SATKOKCAPQAFMIGF
>Thaumetopoea_pi tyocampa_GBYZE1001450

QPNOHQELTFGKSYHFTLTNGLADFRHVLSSPSGY YLAHGTPWERLLMY TSEGELLRLYRDYTALKVEEVICETYSQTAYNGNF TEWSENFPNT SASTSRDISNPVIVEYPT - -PYGF SNOVGGTTAYGHEKRFNGIT YAENYMTPTPGLENG - YFMTTI TERNDAQIRPIPKAL SATKOKCAPQAFMIGF
>Porcine_bocavirus_S_HQ223038

MSKRESLVLDCMNRATESDCL TYEQLVDKHPEL TTMME SQAGGNRL TEQTLNMVHIKLTQKYTAMTY LVKRFPTFETRLLNFQGNQVGHINLCCVL DKKS GKONTVSFYGPASTGKTNLAKATVGNVNFYSNDC SKL TVWWE DWVEPAKCVL GGTTVRVDRKHKDSOL LPQTPC TTSTNNHCKPLKDRVVOL
>Human_bocavirus_1_)Q323422

PNIKEKLMLNLLDKCKELNLLVYEDLVANCPEL LLMLEGQPGGARL TEQVLGMHHINVCSNFTALTYL FHLHPVTSLOLLLIQGLAVGHAL CCVLNKQF GKONTVCF Y GPASTGKTNMAKATVGCVGFYFNDCRRLVVIWEDWVEPAKCTLGGTECRTOVKHRDSVLLTQTPVI TSTNHHAAPLKERVIQL
>Human_bocavirus_4_F1373561

AMKKEKLMLNLLDKCDELNLLVYEDLVSACPDLLLMLEGQPGGARL TEQVL GMHHTKVCAKHTAL SFLFHLHPDQLLKLLL TQGLQVGHATC CVLNKOMGKONTTCFYGPASTGKTNF AKATVGCVGFVFNDCRRL TTHWEDWVEPAKC TLGGTECRTDVKHKDSVLLQQTPVI TSTNHHAAPLKERVLQL
>Porcine_bocavirus_1_HMB53693

MTKRGGLMLDCMRRCFTENITSYEEMVRECPDLTIMIESQAGGSRLIEQVMGMTHIKIVQSYTALGYVQKLFGEKAFRL LNFQGNQAGHWYCCVLOKKSGKQNTLCFYGPASTGKTNLAKSIVGCYNFVENDCAKL TVWWEDWVEQAKCILGGTEFRIDRKNROSMLLPKTPVVISSNNHSRPLRERTVON
>Porcine_bocavirus_3_JF429834

LTRKQHVMLDTLQRCQEEFICTKEEL TMLHPDLVIMFESTPSGSRTLEEVLEMHRVRITRTETALSYIRRQFPDSKVRLLNIQGIQVGHWVATVL SKKAGKQNTICFFGPASTGKTNLAKATAGCVSFVFNDCQKL TCWWEDWVEPAKCLMGGT SFRVDRKHKDSAEQPHTPLILSTNHHEKPIRDRVVQF
>Lamellibrachia_s)
>Messor_concolor_x
>Hymenolepis_microstoma_CDS27819
RADDEPVPEEEVLRRETRDAKTVGGWEN.
>Eidolon_helvum_parvovirus_1_1Q837753
EGKSAERFLNLIDWLVDOQGIATEKKWLEADRDGYRSFLSSSGGVLOAKNALNIARREMVL SOPLVRY LAKGGAWDECDTFRLNGPSLVARYMACWAGHWPKRRALWLWGPASTGKTVIAAATAGCYNFPENDCHQPLVWWENTVEVAKATLGGSPYRLOVKNKGSEDFLPTAVITTSNGHQUALRTRMCMI
>Human_parvovirus_4_AY622943

AGKGTQRFMDL TDWLVENGIATEKRWLSVNKLSYRSFLGSSGGVLOATNALQTAKREMVLAHPLLSY L TKNASAFEAQLFSLNGWY FAANARGVI- - - - PKRRATWLWGPASTGKTLLAAATAGCYNFPENDCHQSLVWWENTVEVAKAVLGGAPYRLOVKNKGSEDY TPTCVITTSNGGLAPLPERSFFK
>Bovine_hokovirus_EU209663

GGKGTORFLSLTDWLVEQGTATERRWL SADKRSYRSFLGSSGGVLOARNALLVARREMVLAHPLLGY LORGGSAVATELFKLNAWY FAANAQGTW.
=Porcine_hokovirus_EU200677

AGKGTERFLNL TDWLVEEGTATERRWLATOKKSYRSFLGSSGGVLOARNALQVARREMVLARPLLGY LRRGGSDTATEL FRINGIWY FAAWAAGANA - - - -KRRAMNLWGPASTGKTLLAAATAGCVNFPFNDCHQSLVWWENTVEVAKATLGGAPYVRLOVKNKGSEDF TPTCVITTSNGHOEALQTRITMF
=Porcine_parvovirus_4_GQ387499

KCATGEKMLDTVOWLVONNTCSESRWENKNALSLYSFLATQAGGYMAKQCLRTAQOKL LKEKPLGLTLMDFKOMNAHY TFATNNPKTASVIMYFWSKQTGKRNCVIVF Y GPATTGKTNMAQAT CGNVNF PFQDT AAQVGHWEDMVEAAKAL L GGTALRIDRKCMQSTEVNSPPFLITSNVHOQPLEDRMIKF
>0ryctologus_cuniculus_XP_@@8259747

RTKISQKYMAVVNAHVENGTTSGKPHMOENSKSYLSFSSTKNARSOTRSALONFTKVMGL TIMVLDCLVGVLAL PDHQTLOMSGRACAGSVIWAAWCCQY GRRNTTWLFGPVTTRRSSTAEATAGCATFPFRGCVQMT IWWE TVVDAVKATPRGGKVRADQTCKS SAQVEPTPAVITGNAHOORLODORS TF
>0ryctolagus_cuniculus_GECKO1348906

RTKISQKYMAVVNAHYENGTT SGKPHMOENSKSYLSFSSTKNARSQIRSALDNF TKVMGL TIMVLDCLVGVLAL PDHQILOMSGRACAGSVIAANC CQY GRRNTTIWL F GPVTTRRSS TAEATAGCATF PFRGCVQMTIWWE TVVDAVKATPRGGKVRADQTCKS SAQVEPTPAVITGNAHQQRLODQRS TF
>Goose_parvovirus__GPU2S749

SNRAAKNYSNLVDHL LEMGLT SEKQWL TENRESYRSFQATSSNNRQVKAAL ENARAEMLL TKTATDY L IGKDPYLOYQILKMNNPQYIGSILCGNVREFNKRNATWL YGPATT GKTNIAEATAGCVNF PFNDCVKMLINWEKVVE SAKATLGGSAVRVDQKCKGSVCIEPTPVIITSNTHRIPLEEQIVLS
>California_sea_lion_adeno-associated_virus_1_JN428372

RNRTSQKYMALVSHLVENGITSEKQWIQEDQES YL SFNAAGSSRSQIKSALDNASRIMSL TKKASDYLVGOSVPEDYQLFKMNGPAYLGSTLLGNCGRF GKRNTVIL YGPATTGKTNLAEATAGCVNF PFNDCVKMLINWEKVVE SAKATLGGSKVRVDQKCKSSVQIDSTPVIITSNTHRQPLEDRINLE
>Adeno-associated_virus_S5_AF@85716

KSKTSQKYMALVNALVEHGLTSEKQWIQENQESYLSFNSTGNSRSQIKAALDNATKIMSL TKSAVDYLVGSSVPEDNQIFEMNGPAYAGS ILYGNCRSFNKRNTVWLY GPATTGKTNIAEATAGCVNF PFNDCVKML IWWEKVVE SAKATLGGSKVRVDQKCKSSVQIDSTPVIVTSNTHOQPLEDRMFKF
>Adeno-associated_virus_1_AF@63497

RSKTSARYMELVGHLVORGLTSEKQWIQEDQAS Y ISFNAASNSRSQIKAALDNAGKIMAL TKSAPDY LVGPAPPADYRILELNGPAYAGSVFLGNAKRF GKRNTINLFGPATTGKTNIAEATAGCVNF PFNDCVKMVIWWEKVVE SAKATLGGSKVRVDOKCKSSAQIDPTPVIVTSNTHOQPLQDKFELT
>0ctodon_degus_XP_B@4634735

RTKRSQRYMDLVKWLVEKGLTSEKQHMEEDEES FLSFNATGNTRSQIRAALONTRQKL IWTKTAKDY LVGSSAPPE YQI FOMNGPLYAGS LLVGNCHQF GKRNTIWLFGPATTGKTNMAEATAGCVNF PFNDCLKMIIWWEKVVE SAKATLGGSKVRVDQKGKSSAEVAQTPVIMTSNTPEEHLQPRMFKF
>Bat_adeno-associated_virus_GU226971

STKSASEYMALVRALVONGIATEREWMREDS DGYLSYNATGATRAQIKAALDNAARIMYNTKTAADY LVGRNPPLDYRL FRMNGPAYAGSVLLGNC TGF GKRNTVWLFGPATTGKTNLAEATSGCVNFPFNDCVKMI IWWEKVVE SAKATLGGSKVRVDQKCKNSQQLEPTPVI ITSNTHRQPLEDRMFKF
>Chinchilla_lanigera_GBDFO1150884

=om e e e - LVQALVRIGMT SEQAWAREDCDSYWSFHASKDSRGQVKAALRNARTLCLTKTAADYLVAERAPDDIYRLFSLNSPAYAGSLLLGNCREF GKRNTVIWLFGPPSTGKTNLAEATAGCYSFPFRDCVKMLIWWERMLE SAKAVLGGSAVRVPQKREVSSQIEPTPVIITSSQHRKALEERMFKL
>Eunicella_cavolinii_x
GRSPRCILKLCLDHGMADTDELLONLEDLEPNLNIDKFFHPTRARMEKQIDQQLKFKYVNMSWMQVME TVWGKRQGYKWIRANNEQF TCOVFALMYKLHDKKNAMLLIGPSNSCKSKILHSITSMIEFPFERCQVAVIQHEEVVDL FKRVAE GAVWVDCNKK -GTSFVLKRVPNIWCSNHDSVAMLNRVE - -
>Latrodectus_hesperus_GBCS0181480@

mememmemee oo oo e oo o - CMNLVANS TP SAARTVETALNLYGRPOLAATAHS - - - = - - == SSATQGVQLIQE-SITSIPAFLTE-~---~ ATNLLS---G5T-~-TTSEPDAAAARTGQGPSIQNLQSSTNPQLPFDS - - - - AVNTDP - - - - = - - SIPADQE-----
>Ascaris_suum_JI174103

SGRYCRAIWEATQETLPRSITDISNHLYRSANIEMVID--ERFNAVASKLFDAFRENY LNKSWKDIMNGTPENYFDEKLVNFNGKVITEETYNVMOTIHMKKNCILFKGPPNSGKTLLANSIVOQMPFEFQSMMQRVILINI TIETIKNICEGQAVS IDIKYMSNQVLPRTPLITTTNATNRAVNELTRSY
>Bovine_parvovirus_2_AF406966

ROASGDRMRDLVEWCTKNHVF TEDQYMAKFEESYYSFACTNOGRHMLQTSLELAAKRTTSMIPLGVY LAGFSNIQEFOLLQFQGPYVAGY ITYAWSRATGRRGALWF Y GPGQTGKS TMAR - - - GCWNFPFQDLACQTGWWEDTVE SAKAL LSGGKTRVORKCROSVE ITPPPFVITSNNHKKPLEDRMIKF
=>Echinaster_spinulosus_GAVEB1929446

SQSSNALMRSYMRHEDDRTKEIVKSMF - - -~ - - -~ -~ - YKQNWNTLFNKVLGLVKTHNCDMNMAQMLDMAEREP SYKKWCAHQGKEL YQSVQUILDKVLAKKNTLAF IGESNAGK SWVVETLCGETGYAWQECPKRLIVFNAVIEKCKVYFEGSDCFVSVKQQGDAFLTRTPCIITSNNEETATIRNRCILY
>luidia_clathrata_GAV(QR1879362

~KTTFMSNPTMPFGKLLTLDYTGH- -SWWFRKRYMVTLPGLHKELP-STENATAFVLN-

TTFLESFVC---RYRFKSNKTVSTKWNARTKIIRLIPSTKQATGGWVSVDKVQFDNASYMLVGT SNQIQPLOKMSTY

PKRRALWLWGPASTGKTLLAAATAGCWNFPFNDCHOSLVHWENTVEVAKATLGGAPYRLOVKNKGSEDFTPTCVITTSNGHQEALQTRITMF

-MTLDELSDRYRTASHWDEPNRYESLDRSCALVKRAC- HTFVDOLYSTID-RLPKRNCLALVGQSNAGKTWLIN-

>Turkey_parvovirus__GU214786
TONGNGGGE TV IKTSIIEKLCMEALRLCRENHLFTMKAFKLKFPDKFMQFSSRNQGLVKLEET INLYCETLINEHNIRLCSYQGPKYVARL ILCWLGQAGKKNAL Y FHGPANT GKTMMAESTCGNVNEPFNDCHKAVLIWEEHYESAKC IMGGS SVRIDKKNQDSVLLEKTP IVITSNNHAAAIRARCLKF
>Schmidtea_medi terranea_GAKNG1018353

INTIYLQG-NILYONLFYSIGPSNTRKTFFVQLLTGCITFWTQDVDKDVVVAEENVDY FKLMLEGNMIRTEIKNKPAVNAKRIPVIVT SNQHQEALONRMLYL
>Rhipicephalus_microplus_CK189748

MHSEGRCLHSEGCP ---VFARGDTL SMQLFGGPPSRP- TSCL---—-—- QRPILPR-----

>Rhipicephalus_microplus_CK189747

>Hymenolepis_microstoma_(D526229

-MMVHDGYGQLDDTRVKHF PYFLYLASTNGTRFNCRKYHNHGHAEPEL LCVAVGNPAICVNGOS -—------ TDGGAMAWNLAH-QRHGSNELLLC - -------------- ECAFFPFVCALQRVSGYE-- -DVLDNIAGGGKYYAWRSS - - - - GVLGAP - -VKARK-—---—------
>Hymenolepis_diminuta_LM393614

~-MFELFQTLNIKSEEEFMOWIKFNPEQLPELINSRYPNWEKKLQQYVSYMIKTKSGLFDEPFHIKPYLVHVQHATCYSIFTNNDGLFLAEVDKIIRMTYPRINALVLRGPTSTGKTLIAKNIVETVAFYLONLLHDVALME TTVONFKELFAGSPLIVQVKNHAPRELKRIPCIVTTNQESEPIRRRIIE-
>Hymenolepis_diminuta_LM395168

-MKVIVOMPLLERKFALLQEENIYKDICKFVCILSDPDNIHDNDSLAGAKYLY SNFTNNGGLFIAEVDKIIRMSYPRINALVLRGPTSTGKTLIAKNIVGTVAFYLQNLLHDVALMETTVQNFKEL FAGSPLIVQVKNHAPRE LKRIPCIITTNQESEPIKKRITE -
>Taenia_multiceps_JRI38527

>Hymenolepis_nana_LM4G67S
RMHKYFNLLEELRIRQVRTFDEVFHKFNVDEITFMNSSIGIQNGEVARQQIRTLSNERLAKEKTNPYLQNLHEL PHIAMLNTNSGALLGDIVQIMDKRKAKINTLCFRGQTNTGKTLLANLLT - - - SFHFFVFAKTLILVLALFNRL - - = - = ~ERCAD= - = = == == VVIRPPFISTTCS - -mmmmmmmmm
>Hymenolepis_nana_LM4@9138
RMHKY FNLLEELRTRQVRTFDEVFHKFNVDE TTLMNSSTGTQNGE VARQQTRALNNERLAKEKTNPYLQNLHEL PHTAMLNANSGAL L GDTVQIMDKRKTKINTLCFRGOTNTGKTLLANLVT - - -KYP- - -~ SHFFVFATLILVLALFYRLERCAV-=-- === VVIRPPFISTT - - - mmmmmmmem

>Hymenolepis_microstoma_(0526228

>Hymenolepis_diminuta_LM389526
VNNPVKMIQYFKFRNTPYTTGAELRDIFE TARSMPPLETAEGCY GTQLRTQTKAALNNKVDNRVSKYESLYEEL KRYTTFTVHEMHFNANTGLONR -ETAKQATOATN
>Hymenolepis_microstoma_C0529136

YTPYRYYYTLVLRNYGKVPTSTSCLYVEHEQHMHVLLOAKDNT SRKVDRLLNDCLVPADNWHMIKNTROLVRNYYL TQYFKYRGFEVGTELHEEWQADMPPTQPHVTCRRART -KSTTAE - - -RTEKFTLDELKSDTRQFEF SYNE TWINMDKKTTKVIAKQ- - --QTQSLNAERLQSEKQNSYLQ- -~
>Hymenolepis_microstoma_(0530830

—————————————————— MYSVMHEADYLSSRIELIVS -~ -~~~ -~ KNLPNSALHGSVSSVDYLRLSFAD--RACFRTHC -~~~ -~ -~ KWNLLTSCLLNGEGE -~ EEVGGE - GIVAFHFENLLRTVALTEETKNDYKCLLGGERL ETDIKCGARRFLORVPVIVTTNESQLTSLA- -
>Hymenolepis_microstona_(D112115
—————————————————— MYSVMHEADYLSSRIELIVS -~ -~~~ KNLPNSALHGSVSSVDYLRLSFAD--RACFRTHC -~~~ -——KWNLLTSCLLNGEGE --EEVGGE - GIVAFHFENLLRTVALTEETKNDYKCLLGGERL ETDIKCGARRFLORVPVIVTTNESQLTSLA- -
>Hymenolepis_microstoma_(DS3832
——————— MNELTCYOPVRGDQENRVPNNEVPHKYY YTVVLRKY SKVPTSTSCLYVEHDDHMHVLL HAKTNVSRKVNDCL TPPDDRQLVRNVYRT IQFKHQVLGIVCQRGEQK -~~~ -~~~ -~ AFHFENLLRTVALTEETKNDYKCLLGGERL EVDIKCGARRFLORVPVIVTTNEDLG -
>Hymenolepis_microstona_(D112117
——————— MNELTCYOPVRGDQENRVPNNEVPHKYY YTVVLRKY SKVPTSTSCLYVEHDDHMHVLL HAKTNVSRKVNDCL TPPDDRQLVRNVYRT IQFKHQVLGIVCQRGEQK -~~~ - -~ -~ AFHFENLLRTVALTEETKNDYKCLLGGERL EVDIKCGARRFLORVPVIVTTNEDLG -

>Hymenolepis_microstoma_(DS33272

MAKOQIPSLNTERLQVEQASSYPNNLRNLKHDCTMMMLNQSGNELL TOLINLLY TKTTKMDTFCFKGUTNTGKTLLANL TAGPVAFHF DNLPRTVALMGL TKNDYVSLEEV
>Hymenolepis_microstona_(D114557

MAKOQIPSLNTERLQVEQASSYPNNLRNLKHDCTMMMLNQSGNELL TOLINLLY TKTTKMDTFCFKGUTNTGKTLLANL TAGPVAFHF DNLPRTVALMGL TKNDYVSLEEV
>Hymenolepis_microstona_(DS35108
GVVSGSLMEYLSGSGEKL TISICGAAVQELTKFNSS— LGVOL RE IAKQQMQSPNTORLKDEQTKSHL ENRRGMKHMMMLSQHGDEL LKD LAY IMDKKT TKVNSLCFKGUTNTGKKL LANPHLGTVAFHFDNLLRTVTLMETTKSAYKCLLGGORFE IDVNYGARRFLQRIPWVDTTNEDRAALYSRVKQY
>Hymenolepis_microstona_(DI96179
GVVSGSLMEYLSGSGEKLTISICGAAVOE ITKFNSS- - IGVQLRE TAKQQMQSPNTQRLKDEQTK SHLENRRGMKHMMMLSQHGDEL LKDIAYIMDKKT TKVNSLCFKGOTNTGKKLLANPHLGTVAFHFDNLLRTVTLMETTKSAYKCLLGGDRFEIDVNYGARRFLQRIPYVVDTTNEDRAAL YSRVKQY
~Hymenolepis_microstoma_CDS34279
=======MQSPNTQRLKDEQTKSHL ENRRGMKHE YSVGNTR - - - - - - - - | MMMLSQHGDELLKDIAYIMDKKTTKVNSLCFKGOTNTGKKLLANFITGTVAFHFDNLLRTVTLMETTKSAYKCLLGGDRFEIDVNYGARRF LQRIPVVDTTNEDRAALYSRVKQY
>Hymenolepis_microstoma_(DJ15564

MMMLSQHGDEL L KDIAYIMDKKTTKVNSLCFKGQTNTGKKL LANFITGTVAFHFDNLLRTVTL METTKSAYKCL L GGORFETDVNYGARRFLQRIPVVDTTNEDRAAL YSRVKQY
>Hymenolepis_diminuta_LM391469

VKNVYLLLQYFKFRGE THKVGOEL SEEWL LAQEL PAVEPRQPCFSDLRRTQTKSAATVRLESRHAKFTNLLEEL KREDIFSKF SVKETTDLNTSMG-QWRE LAKQQTQGVNA - - ERL KME - - -KQCNYL LENL RHDCAVSNDL GANWLMMLLNNG INIL L ADKKTTKVNTLCFKGOTNTGKTLLAN- -~
>Hymenolepis_microstoma_CDS3@831
RAETPGTTSGAGYERPSSPSFIGHDPFGIEEGOQLLPSTORLGDVGSRTONTLSSGMAEKDSSVDNTLPTERTPOSTLMLNONGYELLNDT TATMEKKTTKANTLCFKSQTNTGKTLLANLTTGTVAFHFDNL LRTAALMETTKNDYKCL FGGDRFE TDVKYGARRF LORTPVVDTTNEDRAAL YSRVKQ-
>Hymenolepis_microstoma_CDJ12116
RAETPGTTSGAGYERPSSPSFIGHDPFGIEEGOQLLPSTORLGDVGSRTONTLSSGMAEKDSSVDNTLPTERTPOSTLMLNONGYELLNDT TATMEKKTTKANTLCFKSQTNTGKTLLANL TTGTVAFHFDNL LRTAALMETTKNDYKCL FGGDRFE TDVKYGARRF LORTPVVDTTNEDRAAL YSRVKQ-
>Hymenolepis_microstoma_CDS3@612

>Hymenolepis_microstoma_CDI11897

>Hymenolepis_microstoma_C0J13509




>Lepeophtheirus_salmonis_FK913417

TFFQENNAEF Y TKLCIVANKEEPKVNAF LLQGPANC -~~~ FSKLA LLLKGNACLY
>Lepeophthetrus_salmonis_1P3@4452
MVLLYWLLYIIL YRILLHLCYFLG-RIYRALPLLLEGADY - -KASVKNSIL--—KRTFITTNHSLCKWISAEOARATDERT -~~~ FVYNLSNKISSHRGRSSIPP -
>Lepeophthetrus_salmonis_FK925681
MVLLYWLLYIIL YRILLHLCYFLG-RIYRALPLLLEGADY - -KASVKNSIL--—KRTFITTNHSLCKWISAEOARATDERT -~~~ FVYNLSNKISSHRGRSSIPP -

>Lepeophtheirus_salmonis_1P3@2515

TKMSSALPALTILTTPCQTIPLLPNKPNIRL TPKLYIV--RLTNTVITSPTLKLS FKILAEKGHNFYREPLNGHYPNVYAVLNGTHFAECL TNVTFQANGNTNNTQTYVPDLGTRETLEE - - - ASTAYSTLNELQE IKKWTRIYRAIPLLLEGADVKASVKNGPDS ILKRTPFFITTNHDARAIDERTFVY
>Lepeophtheirus_salmonis_FK918882

TKMSSALPALTILTTPCQTIPLLPNKPNIRL TPKLYIV--RLTNTVITSPTLKLS FKIIAEKGHNFYREPLNGHYPNVYAVLNGTHFAECL TNVTFQANGNTNNTQTYVPDLGTRETLEE - - - ASTAYSTLNELQEIKKWTRIYRAIPLLLEGADVKASVKNGPOSILKRTPFFITTNHSLCKWIS -~
>Caligus_rogercresseyl_GAZX01015685

NMRSATMDLIDKHSKYPYNLDDIVVRLENEEHENL YETFGLSWKSHITOF IQNMNHRIRRE TRLPLAEFHKAQIEDDHF FREQHKEF Y THLCMIANGE IPKVNAFVLQGPTNCFKSTLFRLLFTPMNFYLQSCLKDYL IWE TDINEWKLLLEGAPVKASVK- SPDSILKRTPFF ITTNHDAAALQERMYV-
>Caligus_rogercresseyl_GAZX01042735

PEFYTNLCIVANKEL SKVNAFVLQGPTNCFKSSLFRLIFTPMTFYLQSCLKDYI IWEADINEWKLLLEGADVKASYKNGPDSMLKRTPFFITTNHDAAAINERTFVY
>0ctopus_bimaculoides_KOF62817

MKWNKFHIHQYHTVS TSLRIF - == - == - = === - ~ENLLKIQTSNFVNNTWNILAQKI PKINTFALEGVPSSGKS Y TARAMF SETSFPSQDMYTELCLFEKTLQTFK -L TEGADTAVAVKFKPSVT IKRTPITITSNYEKEAFKQRTV -~
>Euprymna_scolopes_DW283133
YLERTPCLSTS! QERTAMHN- - RMFLYEIKRPMPALKGHGVRELNPTMAL TVIRQYVMYQF QEEEDKRF TVQAVEGL S~ PEKQAGY CKAR= - - - - - ROLFHDLMAGEE - - -VEDWIAQPCEL DHGCKAHRCPNAGRQSPSAPTF SQDTITEDTPYIILSDSETEARDD- - - - -
>Euprymna_scolopes_DW277466
YLERTPCLSTSI QERTAM- ~-HNRMFLYEIKRPMPALKGWGVRELNPTMNLTVIWRQYVMYQF QEEEDKRF TVQAVEGL S -PEKQAGY CKAR - = = = - = RQLFHOLMAGEEVNNISDDSDVEDWIAELDETQPTQYCRHGCKACPNA - - - -GNRQSP == = = = -~ SAPTFSQ-=-=-~
>Euprymna_scolopes_DN277051
AVNVKHQAERYLERTPCLSTSNDDPWRHVPQERTAM- -HNRMFLYETKRPMPALKGHGVRELNPTMNL TVWRQYVMYQF QEEEDKRF TVQAVEGLS -PEKQAGY CKAR - - - - - RQLFHDLMAGEEVNNISDDSDVEDWIAELDETQPTQYCRHGCKACPNA - - -~GNRQSP - -~ - - - SAPTFSQ-----
>Lamellibrachia_sp._x
MFQSVSRKAFDVEKAL ETMOGFRARYEGTNWGKFENDEKYLPVDTSHALF -- - - -~ - - KHLLTFHDPAFVYDVWDILT -KRPKTNLLFIQGVPNSGKSFLVRSVCATVTFPFMEL SASCGLIE - - <= = - x - o o e e e

>Lamellibrachia_s)

>Armadillidium_nasatum_endogenous_virus_parvovirus_KT714028
AKTSHELLIRSSPTELSHVRNFLGKKYLVKIRNTMYLENT INFKREMREPTINRF IRVTPDNONIQENWT - - - - - ~KNLFHVNGIDFLSWFVITAD-RCFKKNTMYLLGPYNTGKTLLMR - - - - oo oo oo SLLOKENKG------------- NFVRCK-------| GKLSFD------
>Sepia_officinalis_F0193416

>Hymenolepis_microstona_(DS29534

>Hymenolepis_microstona_(DS28218

MKKYQPPQPEIDMDDPT VTFETTTMESQRKKFPSMPCKLVA---- - QNSLPDSMY---KVDLNDCPPAEDWF TQYARDIYLLLQYFKFHVTLKQVSEEMMEEME - - ——--- TARDLMP-----

>Armadi11idium_vul gare_endogenous_virus_parvovi rus_KM@34115

MANF11TADKRCHKINTLVVYGHTNTGKSLVIRTLLGYVKLMFONLVKNFALLENVINELKLF FEGAKFEANIKNYPSKTLGRIPTFVTTNHDGNALKTRIKE -
>Armadi11idium_vul gare_endogenous_virus_parvovi rus_KM@34113
MVVYGKTNTGKSLVIRTLLGYVKLMFDNLVKNYALLENTINELKLFLEGAKFEANIKNNPSKTLGRIPTFVTTNHDGNALKTR -~

>Chinchilla_lanigera_GBDF@1269873
PSQYYEVIVLIPSDFEEQLPDIPROFVKWVDSVVIQLPQGSDVOLNL IEQKPLTVAHSVVOVLLRSHRRIFGSK -~ - —---- PEYFVQFEKGN--QHFHLRALILTGGM---RPLYVG------| RCLIRRMICQVVFFDNIPDWMAVTRTGHGAHKEKDFISAYLLPKTQ- -~~~ PELQH-------
>Euprymna_scolopes_GBHHA1003248

>Aedes_albopictus_densovirus_3_AY310877

QONLTDIILDKIKDKK I TTAQONENT TEPEFKIQLMKEFGLNVDSYVQRTVRIERTRIQQL TKSKTLTETMVETLNEYMFKENNTHFLANNE TTKTKRYKKINGMVL EGITNAGKSL ILONLL EETGFHLDQL PAGSVL FEVNVGTWKL LLEGKTIKTOVKNKDKEP TERTPTWITT -AETSQILQRIKL -
>Aedes_albopictus_densovirus_2 X74345

QONLTDIILDKIKEKKTTTAQQNENT IEPEFKTIQLMKEFGLNVDSYVQRTVRIERTRIQQITKSKTL TETMVE TLNEYMFKENNTHF L ANNE TTKPKRYKKINGMVL EGITNAGKSL ILONLL EETGFHLDQL PAGSVL FEVNVGTWKL LLEGKTIKTOVKNKDKEP TERTPTWITT -AETSQILQRIKL -
>Haemagogus_equinus_densovirus_AY65855

QONLTDTILDKIKDKKITTAQQNENT TEPEFKTQLMKEFGLNVDSYVQRTVRIERTRIQQL TKSKTLTE TMVETLNEYMFKENNTHFLAWNE TTKTKRYKKINGMVLEGITNAGKSL ILONLL EETGFHLDQL PAGSVL FEVNVGTWKL LLEGKTIKTOVKNKDKEP TERTPTWITT -AETSQILQRIKL -
>Aedes_albopictus_densovirus_1_AY@353s1
QONLTDIILEKIKEKKITTAQQNENQIEPEFKIQLMKEFGLNVDSYVQRTVRIER TRIQQVIKAKTLTE TMLETLNEYL FKENNTHFLAWNE TTKTKRYKKINGMVLEGITNAGKSL ILONLL EETGFHLDQVPAGSTL FEVNVGTWKL LLEGKTIKTOVKNKDKEP TERTPTWITT -AETSQILQRIKL -
>Mosquito_densovirus_BR/@7_GU452720
QONLTDIILEKIKEKKITTAQQNENQTEPEFKTIQLMKEFGLNVDSYVTRIVRIERTRIQQL TKAKTLTE TMLETLNEYL FKENNTHFLAWNE TTKTKRYKKINGMVLEGITNAGKSL ILONLL EEIGFHLDQVPAGSTL FEVNVGTWKL LLEGKTIKTOVKNKDKEP TERTPTWITT -AETSQILQRIKL -
>Aedes_aegypti_densovirus_1 M37899

QQNLTDITLEKTKEKKT TTAQUWENQTEPEFKTQLMKEFGLNVDSYVTRTVRTERTRTQQL TKAKTLTE TMLETLNEYL FKENNTHFLANNE TTKTKRYKKTNGMVLEGTTNAGKSL TLDNLLEETGFHLDOVPAGSTLFEVNVGTWKLLLEGKTTKTDVKNKDKEP TERTPTWITT -AETSQTLQRTKL -
>hedes_aegypti_densovirus_2_F1366744

QQNLTDITLEKTKEKKT TTAQUWENQTEPEFKTQLMKEFGLNVDSYVTRTVRTERTRTQQL TKAKTLTE TMLETLNEYL FKENNTHFLANNE TTKTKRYKKTNGMVLEGTTNAGKSL TLDNLLEETGFHLDOVPAGSTLFEVNVGTWKLLLEGKTTKTDVKNKDKEP TERTRTWITT -AETSQTLQRTKL -
>Culex_pipiens_pallens_densovirus_EF579771

QQNLTDITLEKTKEKKT TTAQUWENQTEPEFKTQLMKEFGLNVDSYVTRTVRTERTRTQQL TKAKTLTE TMLETLNEYL FKENNTHFLANNE TTKTKRYKKTNGMVLEGTTNAGKSL TLDNLLEETGFHLDOVPAGSTLFEVNVGTWKLLLEGKTTKTDVKNKDKEP TERTPTWITT -AETSQTLQRTKL -
>Anopheles_gambiae__densovirus_EUZ33812

QQNLTETTLEKTKEKKT TTAQUWENQTEPEFKTQLTKEFGLNVDSYVTRTVRTERTRTQQL TKAKTLTE TMLETLNEYL FKENNTHFLANNE TTKTKRYKKTNGMVLEGTTNAGKSL TLDNLLEETGFHLDOVPAGSTLFEVNVGTWKLLLEGKTTKTDVKNKDKEP TERTRTWITT -AETSQTLQRTKL -
>Rhodnius_prolixus_T113)3

RKHISNPFKQHKQPONKRRNNSIIEYIPTKLIYYMGQ- IGLOADSFIKRLLONKQTLOKQLLKQTHYYDLLPETTEEKL FISNDNEFFAKFILIQSRQUNKINTFIIKGPTNTGKSLLINALL TLIGFHLDQLPAGYVLFETNIGTWKLLMEGSEL TTDIKNQSKET IERLPFL -~~~ -~~~
>Extatosoma_tiaratun_GANGO1086018

TNVGTWKLPLEGATITTOIKHSOKEMIHRLP TFVTTNCNLWNACE -

>Extatosoma_tiaratum GANGO1117743

----------------------------------------------------------------------------------------- MFLRLLT------------DPLQ--PTLISR---ERDGFHYDQLPATCVL FENNVGTWKLLLEGATTTTDIKHSOKEKIPRIPVY ITTNQEKEPTKORTFI-
>Extatosoma_tiaratun_ GANGO1085303
ADKTIPQDVOHF DFFRENDVDFYVKF TOTOSRMLKKINGFVLEGPTNTGKSMPARLL TEPLGFHLDOLPATAVL FE------ LIDNTN
=Extatosoma_tiaratun GANGO1139811
GTSMTSYIKIL TKMYNTEKIRHIRQLHYYDT TQOHWNNTFFEKNDVNF YADF TRTQSCMLKKINGFVIEGPTNAGKSMLTRILT TLLTRERDNTGFHF-

Medauroidea_extrodentata_GANDB1893153

ENTHIPSLENLDHFFHSNSIDT == == ===~ PHFYADFIRTQS-MMKKINGFVIQGPTNAGK SML TRLL TQDMGFHFDOLPSTCAL YENNTGTWKLLLEGTPTTTOIKHMOKET TERTPFYLTTNAEASEIPPRTYTY
>Aretaon_asperrinus_GAN(Q1115021

MVTRLLTEHLL PALLTR------ GFHFDOLPACCAL YENNVGTWKLLLEGTLVTTOMKH

>Aretaon_asperrimus_GAWCA1079978

RONIVTTLDNTIREYKCRTYENFISTVPTOMOKTLLOLCGTSMTSYIKLLLKIYNTELMAKIKCSHYYDITVEHYDETFFKLNKATFYSQF IKIHSKMLKMIDAFVVEGPTNTGKSMYTRLLTALLGFHFDOLPACCAFYENNVGTWKLLLEGTLVTTOMKHTDKEL IPRLPFYITTNNEHCEIPPRIFKF
>Latrodectus_hesperus_GBCS@1020635

--------------------------------------------------------------------------------------- MISTNGSLQ-ETPKKNTFVIQGPSNTGKTSFIRQLFAEISFLFQNCPADILVWEADADKCKLVFEGVQTOVNVKRCEPKTLFSTPVLITTNKDKDALMNRCYT-
»Crepidula_fornicata_x

--MVQGTSTIGKSYFYCTPFGSIPGYGHWCKEGAF GFMDCVDKLMITADE FSIVPEMVEVSKSILRGNEVKVSVKNQOMVKKT - PMIACTNNSIVK-GLGATDCTAVR - -SR--VHLLQLDLEGTKANLARHANPKNL VWL - - HONIYMQQE GYNADF EMEY -ANEEFVSIP - === - - mmm oo mmm e oo
>Echinococcus_granulosus_WeUKP4

FNLRAVPTAGRRAGNPDLRTNQRRAHARTTE THASHPPEDMFLANEVDFATTLRTIMNCEDEKINTLVL YGPTNTGKSL ICKTFLGSVAFAYENLLRKVALMEANGQDLKQTLGGETFKGDMOTTOQA- - -POPVQSTAQH- - === =m = ===~
>Echinococcus_granulosus_(DS25081

LTGFTRTYYTFILRHYTRTPNATSEVLYTEHDDHMHVTYQSSTSNSPRKMERTTEECGVP POAVPDIKMTKQLVRNIRYMRGRGDHYDHF LRVATSLEWPDCSVIPSE - - - - GRRILKS- - - AKEKF LAEETMRKVR SMNTYQE TFRLMADYQSYNMIVRK - - - - ALETVRMMNVAHQRATDYAD- - - - -
>Echinococcus_granulosus_EUBS4832

>Echinococcus_multilocularis_UsHHYS

MNDMNKKFTYQE TFRLMADYEQSYNMIVRKAL ETVR TMNVAHQRATDYMDL LKEELDEDMFSANEVDFAITLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICRSFLGSVAFAYENL LRKVALMEANQQOLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPVIVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis_(D536816

MNDMNKKFTYQE TFRLMADYEQSYNMIVRKAL ETVR TMNVAHQRATDYMDL LKEELDEDMFSANEVDFAITLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICRSFLGSVAFAYENL LRKVALMEANQQOLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPVIVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis_UGHDPS

KRQKFLDLAEE TTRRKVRSMNDMNKK FTYQE TFRLMADY GQSYNMIVRKAL ETVRMMNVAHQRATDYMOL LKEELDEDMFSANEVDFATTLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICRSFLGSVAFAYENL LRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPVIVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis_UBHC26

MNDMNKKFTYQE TFRLMADYGQSYNMIVRKAL ETVRMMNVAHQRATDYMDL LKEELDEDMFSANEVDFAITLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICR-LTGSVAFAYENL LRKVALMEANQQOLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPVIVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis ABAB77RCTS

~-MNDMNKKFTYQE TFRLMADYGQSYNMIVRKALETVRMMNVAHORATDYMOL LKEELDEOMFSANEVDFATTLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICR-LTGSVAFAYENLLRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPVIVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis UGHLES

KROKYIDLAEE TMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TFRLMADY EQSYNMIVRKALETVRTMNVAHORATDYMOL LKEELDEDOMFSANEVOFATTLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICRLTTGSVAFAYENLLRKVALMEANGQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPVIVTTN-DAAATEGRCKT -
>Echinococcus_multilocularis ABABGEXHUS

KROKYIDLAEE TMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TFRLMADY EQSYNMIVRKALETVRTMNVAHORATDYMOL LKEELDEDOMFSANEVOFATTLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICRLTTGSVAFAYENLLRKVALMEANGQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPVIVTTN-DAAATEGRCKT -
>Echinococcus_multilocularis CDS36723

KROKYIDLAEE TMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TFRLMADYEQSYNMIVRKALETVR TMNVAHORATDYMDL LKEELDEDMFSANEVDFATTLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICRLTTGSVAFAYENLLRKVALMEANGQDLKQTILGGEPFEVHTKYQNPDLLERLPVIVTTN-DAAATEGRCKT -
>Echinococcus_multilocularis_(DI7@496

KROKYIDLAEE TMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TFRLMADYEQSYNMIVRKALETVR TMNVAHORATDYMDL LKEELDEDMFSANEVDFATTLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICRTFLGSVAF,
>Echinococcus_multilocularis_(DS35594

KROKYIDLAEE TMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TFRLMADYEQSYNMIVRKALETVR TMNVAHQRATDYMDL LKEELDEOMFSANEVOFATTLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICRTFLGSVAFA-- - - - = - -~ ANQQDLKQILGGEPFEVSVKYQNPDLLERLPVIVTTNEDAAATEGRCKT -
>Echinococcus_multilocularis_UBHA22

KROKYIDLAEE TMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TFRLMADYEQSYNMIVRKALETVR TMNVAHORATDYMDL LKEELDEDMFSANEVDFATTLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICR-LTGSVAFAYENLLRKVALMEANGQDLKQILGGEPFEVSWKYQNPDLLERLPVIVTTNEDAAATEGRCKT -
>Echinococcus_multilocularis_ABABS7VIHP3

KROKY IDLAEE IMRRKVRSMNDMNKKF TYQE TFRLMADY EQSYNMIVRKAL ETVR TMNVAHQRATDYMOL LKEELDEDOMFSANEVDFAITLRIIMNCEDEKINTLVL YGPTNTGKSLICR-LTGSVAFAYENLLRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVSVKYQNPDLLERLPYVIVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis_UBHILZ

KRQKY I DLAEEVMRRKVRSMNDMNKKF TYQE TVRLMADY GQSYNMIVRKAL ETVRMMNVAHQRGTDYADL LKEELDEDMFSANAVDFALTLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNT GKSLICKLMT - -~ SFL- - - - === == -m oo omm oo Gommmmmm o SYMRRP----- - == -= - oo
>Echinococcus_multilocularis_UBHF&9

KROKY IDLAEEVMRRKVRSMNDMNKKF TYQE TFRLMADY GQSYNMIVRKAL ETVRLMNVAHQRGTDYADL LKEELDEDRFSANEVDFAITLRIIMNCEDEKINALVL YGPTSTGKSLICKTFLGSVAFAHENLLRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPYVIVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis_(DI7@553

KRQKYIDLAEEVMRRKVRSMNDMNKK FTYQE TVRLMADY GQS YNMIVRKALETVRMMNVAHQRATDYADLLKEELDEDMFSANAVOFATTLRIIMNCEDEKINTLVL YGPTNTGKSL ICKLMTGSVAFAY ENLLGKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVPYKYQNPDLLERLPVVVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis_CDS35651

KRQKYIDLAEEVMRRKVRSMNDMNKK FTYQE TVRLMADY GQS YNMIVRKALETVRMMNVAHQRATDY ADLLKEELDEDMFSANAVOFATTLRIIMNCEDEKINTLVL YGPTNTGKSL ICKLMTGSVAFAY ENLLGKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVPYKYQNPDLLERLPVVVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis_UsHARZ

-AQEKLLDLLKEELDNVRHGSPSHLCAYPINHSGP - - - - EDMFSANEVDFATTLRTIMNCEDEKTINTLVL YGPTNTGKSLICKTFLGCVAFAYENL LREVALMEANQQDLKQILGGEPFEVSVKYQNPDL LERLPVIVTTNEDAAATEGRCKT -

ANQQDLKQILGGEPFEVSVKYQNPDLLERLPVIVTTNEDAAATEGRCKT -

EDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLGKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVPVKYQNPDLLERLPYVVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis_USHNKL

VKRQKYIDLAEEIMRKVRSMNDMNKK FTYQE TFRLMVDCGQYYHMVVRKALETERKMNVAHRRATDFMDL LKEELEEDMFSANAVOFATTLRIIMNCEDEKINTLVL YGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYEDLLRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPVVVTTNEDARATEGRCKS -
>Echinococcus_multilocularis_(D536692

'VKRQKY IDLAEEIMRKVRSMNDMNKK FTYQE TFRLMVDCGQYYHMVVRIKAL ETERKMNVAHRRATDFMOL LKEELEEDMFSANAVDFATTLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYEDL LRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPVWVTTNEDAAATEGRCKS-



>Echinococcus_multilocularis UBHICY

>Echinococcus_multilocularis UBHFK?

EDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPYVWVTTNEDAAATEGRCKI -

MEANQQDLKQILGGEPFEVHTKYQNPDLLERLPVWVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis (DI70562
M TSFLEH---GSVAFAYENLLRKVALMEANQODLKQTLGGEPFEVHTKYQNPDLLERLPWVWVTTNEDAAATEGRCKT -

>Echinococcus_multilocularis_UBHBGR

KROKYIDLAEEVMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TVRLMADY GOSYNMIVRKALETVRMMNVAHORATDYADL LKEELDEDMFSANAVOFATTLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANGQDLKQILGGEPFEVHTKYQNPDLLERLPVWVTTNEDAAATEGRCKT -
>Echinococcus_multilocularis_UBHIKZ

KROKYIDLAEEVMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TVRLMADY GOSYNMIVRKALETVRMMNVAHORATDYADL LKEELDEDMFSANAVOFATTLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANGQDLKQILGGEPFEVHTKYQNPDLLERLPVWVTTNEDAAATEGRCKT -
>Echinococcus_multilocularis_UBHGG3

KROKYIDLAEEVMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TVRLMADY GQSYNMIVRKALETVRMMNVAHQRATDYADL LKEEL DEDMFSANAVDFAITLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENL LRKVALMEANQQDLKQTLGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPVWVTTNEDAAATEGRCKI-
>Echinococcus_multilocularis_UGFUNS

KROKYIDLAEEVMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TVRLMADY GQSYNMIVRKALETVRMMNVAHQRATDYADL LKEEL DEDMFSANAVDFAITLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENL LRKVALMEANQQDLKQTLGGEPFEVHTKYQNPDLLERLPVWVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis_CDS35660

KROKYIDLAEEVMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TVRLMADY GQSYNMIVRKALETVRMMNVAHQRATDYADL LKEEL DEDMFSANAVDFAITLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENL LRKVALMEANQQDLKQTLGGEPFEVHTKYQNPDLLERLPVWVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis_UGHA®E

------------------- MNDMNKKFTYQE TVRLMADYGQSYNMTVRKAL ETVRMMNVAHQRATDYADL LKEELDEDMFSANAVDFATTLRTIMNCEDEKINTLVL YGPTNTGKSL ICKLMTGSVAFAYENL LRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVHTKYQNPDL LERLPVVVTTNEDAAATEGRCKT -
>Echinococcus_multilocularis_CDI7@556

MIVRKALETVRMMNVAHQRATDYADL LKEELDEDMF SANAVDFATTLRITMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVHTKYQNPDL LERLPVVVTTNEDAAATEGRCKT -

-------------------------------------------- MIVRKALETVRMMNVAHQRATDYADL LKEELDEDMF SANAVDFATTLRITMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVHTKYQNPDL LERLPVVVTTNEDAAATEGRCKT -
>Echinococcus_multilocularis_UBHDI7

>Echinococcus_multilocularis_UGHIKE

MFSANAVDFATTLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPYVVVTTNEDAAATEGRCKI -

>Echinococcus_multilocularis_UGHBNE

e mm e ceeecee e cn e oo o o -MIVRKALETVRMMNVAHQRATDYADL LKEELDEOMFSANAVDFATTLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANQQDL KQILGGEPFEVHIKYQNPDL LERLPVWVTTNEDAAATEGRCKI -
>Echinococcus_multilocularis_UGHIZ?

>Echinococcus_multilocularis_CDI7@288

KROKYIDLAEEVMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TVRLMADY GOSYNMIVRKALETVRMMNVAHORATDYADL LKEELDEDOMFSANAVOFATTLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANGQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPVWVTTNEDAAATEGRCKS -
>Echinococcus_multilocularis_CDS35386

KROKYIDLAEEVMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TVRLMADY GOSYNMIVRKALETVRMMNVAHORATDYADL LKEELDEDOMFSANAVOFATTLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANGQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPVWVTTNEDAAATEGRCKS -
>Echinococcus_multilocularis_CDI7@555

KROKYIDLAEEVMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TVRLMADY GOSYNMIVRKALETVRMMNVAHORATDYADL LKEELDEOMFSANAVOFATTLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANGQDLKQILGGEPFE - == == == == o m oo oo oo
>Echinococcus_multilocularis_CDS35653

KROKYIDLAEEVMRRKVRSMNDMNKKFTYQE TVRLMADY GOSYNMIVRKALETVRMMNVAHORATDYADL LKEELDEDMFSANAVOFATTLRTIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLTCKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANQQDLKQTLGGEPFE
>Echinococcus_multilocularis_UGHI48

MFSANAVDFATTLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPYVVVTTNEDAAATEGRCKI -

MFSANAVDFATTLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANQQDLKQILGGEPFEVHIKYQNPDLLERLPYVVVTTNEDAAATEGRCKS -

DFATTLRIIMNCEDEKINTLVLYGPTNTGKSLICKLMTGSVAFAYENLLRKVALMEANGQDLKQTLGGEPFEVHTKYQNPDLLERLPVWVTTNEDAAATEGRCKT -
>Hydatigera_toenioeformis_LL723621
M- RTVAVLEPNVNDMKQL FGGEPFE TNVKYKPM)Y LNRLPVIVTTNEDCAALESRYCQF

>Hydatigera_toenioeformis_LL725419

MLCREE TMALNGKPRHDCLGRPLNKE GMOWI -NNL FHSNGHAF CRKME C TMDKKDDKVNTLVLYGPTNTGKSLLCKLMTGTTAFAFENLLRSVGTLEANMNDMKQLLGGEEFEVAVKY - - - - - - m o m e o oo KPMQFLK-----
>Hymenolepis_diminuta_LM390786
RIEKTYDLARTLLDRRITHPAQLHEKFSLEEMAQLAVDFGNSYKETVSMITANLRQSRLKEEKEKPYCELLNRELCONL FDANGSEF INKLDRVMNRNDSKINSIVLY GPTNTGKSLLCKIMTGTINFAYENLLRSVAILEANVNDMKQLLGGESFEVAVKYKPMQFLHRIPVIITTNEDAAALESRYFQ-
>Hymenolepis_microstoma_(D532658
RIEKTYDLAKTLLERRITHPSQLNEKFSLOEMAQLMLDFGNSYKETVSMYLANLRQSRLKEERTKSYCELLNRELLECLFKSNGLEFYSRLERVMNKYDNKYNCIVLYGPTNTGKSLLCKIMTGT INFAFENLLRSVAILEANANDMKQLLGGEAFEVSVKYKPMOY LORLPVIVTTNEDAAALESRYY(-
>Hymenolepis_microstoma_(D113943
RIEKTYDLAKTLLERRITHPSQLNEKFSLOEMAQLMLDFGNSYKETVSMYLANLRQSRLKEERTKSYCELLNRELLECLFKSNGLEFYSRLERVMNKYDNKYNCIVLYGPTNTGKSLLCKIMTGT INFAFENLLRSVAILEANANDMKQLLGGEAFEVSVKYKPMOY LORLPVIVTTNEDAAALESRYY(-
>Hymenolepis_diminuta_LM389152
RIDKTYDLARTLLDRRITHPSQLNEHFSLEEMTQLMVDFGNSYKETVSMYLANLRQARLKEERELPYKRLLERELLNQIFHANGFEFCRQVERVLNRQDNKVNTIVLYGPTNTGKSLLCKIMTGTIAFAFENLLRSVAILEGNANDMKQLLGGE SFEVAVKYKPMQYLLRLPVIITTN- === == oo mmm e
>Hymenolepis_diminuta_LM3BBI6A

>Hymenolepis_microstona_CDJ13946

>Hymenolepi s_microstoma_CD532661

>Hymenolepis_diminuta_LM389639
s semeeenne oo o MSHCYFSDDKRLLERE YLMAL SGKPRHDCSRE PFIPRIEKWL - ETLFRSNGIEFCKMVEKY LDKKDNKVNTIVLYGPTNTGKSLLCKLMTGTIVFAFENLLRTVATLEANANDMKQL LGGEAFEVAVMYKPMQY LNRLPYVITTNEDAAALESRYYQ-

>Hymenolepis_diminuta_LM330089

RIDKTYDLARMLLDRGVTHAAQLNEKFSLEEMTQLMLOFGNSYKETVSMYLGNLRHARLNEERSMSYKRLLDREYLOTL FRSNGVEFCKTVEKVLOKKDNKYNTIVLYGPTNTGKSLLCKLMTGTIVFAFENLLRTVATLEANANDMKQL LGGEAFEVAVKYKPMOY LNRLPVVITTNEDAAALESRYYQ-
>Dicrocoelium_dendriticum_LK428994

RTKRTNLIDERTEVHRCTHLKELKRCLTRKQRLTIYNEFGKOWEE SATMCTEAFNEELFERQTHVSFEE YMLENNHONL LAANKDKFCKATHEIMNKKIDRLNCLCTEGPTTTGKSLVLKMICGTVQF FLONLVKSTALMEATVNDFKELLGGSPFDIHVKHSPOVTLNRLPVLISTNHDAAATYERCHT -
>Dicrocoelium_dendriticum_LK453200

-QKFGINTLCIEGPTTTGKTLILKLITGTVKFFLQNLNKSVALMEVNVNDFKQLLGGSSLDIHIKHQSDVTLQRIPVLISTNSDKKATYKRCITY
=>5chistosoma_margrebowiei_LLSB80A2Z

RVQCGEHLMDLYTLYNVTHLQOLKMKL SAKDRLNLYYEYGKOWEE TAQLCIDVYNE THIKQQMCY PV TWYSTNHHETF FAANEKQFLNDIQTTIDKTKLRVNTFCLEGPTTTGKTLILKLIVGTVQF FLONLNKSYALME I TYNDFKELLGGSPFDIHITHQPOVTLPRIPYLISTNSDKDATYKRCITY
>Taenia_multiceps_JRI29085

~NVAMGMRTIPWKLGASGSIRCYCITTF LLLYTKVWDYVDEKMDKVNMLCFYRTTNAGKSLLAGLITAATAFQFDNLLKTGALME

=Schistosoma_mansoni_XP_802571349

RKQRTOLILDMVRLNDTRQMDAFENSLSTQORLOL YNDFGNOWQEVAKLCIKIYNEELVRAQLOTPYEQYEGSHDEDMLMEKNDKVFCASYS TIMNKKYKRVNTLCLEGPTTTGKSLLLKLICGTVQF FLONLLKTVALMEITVQDFKLLLGGEPLDIHVKHQUDCRLPRIPYLISTNHDKDAL YNRTHY -
=>0pisthorchis_viverrini_XP_B@9173661

RKQRTOLILDMVRLNDTRQMDAFENSLSTQORLOL YNDFGNOWQEVAKLCIKIYNEELVRAQLOTPYEQYEGSHDEDMLMEKNDKVFCASYS TIMNKKVKRVNTLCLEGPTTTGKSLLLKLICGTVQF FLONLLKTVALMEITVQDFKLLLGGEPLDIHVKHQUDCRLPRIPYLISTNHDKDAL YNRTHY -
=>Schistosoma_mansoni_CCD58408

RKQRTOLILDMVRLNDTRQMDAFENSLSTQORLOL YNDFGNOWQEVAKLCIKIYNEELVRAQLOTPYEQYEGSHDEDMLMEKNDKYFCASYSTIMNKKVKRVNTLCLEGPTTTGKSLLLKLICGTVQF FLONLLKLLPSWK--—-—--
>0pisthorchis_viverrini_XP_B@317@8655

RKRRRELMKGL LEAYDARSYNEFYMAMSCODRDDIYDEYGPOWKE TAEHSINNY [AGMLSKOLAMRF EEILMTNYHDQLMSANKQQF L TOLTLVMNKVC TRKNASVIEGPTTTGKTLFVKLIAGTVTKPATTTATTTTVAPQRLDTQEDESYGPNLAVHAQSLFGIHY YKTDVTVTRKOGGDONFRDNLVAY
>Amblyomma_americanum_GAGDB1897016

=>0pisthorchis_felineus_GBIAB10066%4
RRLVDDVLMNLVEANDARSFNEFYMSLTFEQTNDIYAEYGPOWKHTAKHCIANYTKKILKHQQTSRFEDI IRTNNHDLL FHANKRDF LVNL TQIMNKDIDGRNAFVIEGPTTTGKTLLVKLIAGTVQCFLMKLLKALALVEL TVNHFKALLGGNAFDIRVKHQKDERL TRLPVLITTNTDAKAIKERCFI-
>Clonorchis_sinensis_GAA57952

RKRRLDLLRNLVETYDARSFNELNLALTYDERDDIYGEYGSOWKETAEHCIQNYTMRILVEQQTNRFEDHIRTNSHOLLLHVNRONFLTDL TRVMNKQIDRKNAFVLEGPTTTGENI IRKTHCGQLHIW= - - - | DRTEIWR-======memmmmmm e e VLPNEP-===n=mmmus TE=====
>Clonorchis_sinensis_GAA32758

RKRRLOLLRNLVETYDARSFNELNLALTYDERDDIYGEYGPQWKE TAEHCISNYTVKILIEQQTSRFEDHIRTNSHOLLLHVNRQDFLCNLTKIMNKQIDRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAGTVQF FLMNLLKALALMEL TVNDFKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRLPVLITTNNSRKFYLDQLSHA
>Clonorchis_sinensis_GAA40146

RKRRLOLLRNLVETYDARSFNELNLALTYDERDDIYGEYGPQWKE TAEHCIQNYTMKILLEQQTSRFEDHIRTNSHOLLLHVNRQEFLTNITKIMNREIDRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAGTVQF FLMNLLKALALMEL TVNDFKELLGGNAFDIHVKHQKDERL TRFPVLITTNNDDKAIKERCFYY
>Clonorchis_sinensis_GAAS6553

RKRRLDLLRNLVETYDARSFNELNLALTYDERDDIYGEYGPONKE TAEHCIQNYTMRILVEQQT SRFEDHIRTNSHDL L L FYNRQQF LADL TRVMNKEVDRKNAFVLEGPTTTGKTLFVKL TAGTVQF FLMNLLKALALMEL TVNDFK - = = = == = m = o o o e e e e
>Clonorchis_sinensis_GAAS7641
RKRRLDOLLRSLVETYDARSFNELNLALTYDERDDIYGEYGPQWKETAEHCTQNYTMRTLVEQQT SRFEDHTRTNSHOLL L FYNRQQFL TDLTRVMNKQT DRKNAFVLEGPTTTGKTLFVKLTAGTVOQF FLMNLLKALALMEL TVNDFKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRLPVLITTNNDGKATKERCFY -
>Clonorchis_sinensis_GAAS7638
RKRRLOLLRNLVETYDARSFNELNLALTYDERDDIYGEYGPOWKETAEHCTQNYTMRTLVEQQT SRFEDHTRTNSHORL L FYNRQEFLADL TRVMNKQYDRKNAFVLGGPTTTGKTLFVKLTAGTVOQF FLMNLLKALALMEL TVNDFKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRLPVL ITTNNDGKATKERCFY -
>Clonorchis_sinensis_GAAS7639
RKRRLOLLRMLVDTYDARSFNELNLALTYDERDDIYGEYGPQWKETAEHCTQNYTMRTLVEQQT SRFEDHTRTNSHORL L FYNRQQLLADL TRVMNKQVDRKNAFVLEGPTTTGKTLFVKLTAGTVOQF FLMNLLKALALMEL TVNDFKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRLPVL ITTNNDGKATRERCFYY
>Clonorchis_sinensis_GAAS7954

RKRRLOLLRMLVETYDARSFNELNLALTYDERDDIYGEYGPOWKE TAEHCIQNYTMRILVEQQTSRFEDHIRTNSHORL L FYNRQKFLADL TRVMNKQYDRKNAFVLEGPTTTGKTLFVKLTAGTVOQF FLMNLLKALALMEL TVNDLKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRLPVRITTNNDGKVIKERCFY -
>Clonorchis_sinensis_GAAS764@
RKRRLOLLRMLVETYDARSFNELNLALTYDERDDIYGEYGPQWKE TAEHCIQNYTMRILVEQQTSRFEDHIRTNSHORL L FYNRQKFLCOLTRVMNKQYDRKNAFVLEGPTTTGKTLFVKLIAGTVQF FLMNLLKALALMEL TYNDFKELLGGNAFDIHVKHQKDERLTRLPVLITTN
>0pisthorchis_felineus_GB1AB19059@1

--MIRPAKRIMIEAYDARSYNELYMSLTYDETDDIYAEYGPOWKE TAEHCTANY IKKILISQQTSRFEDVLRSNNHOLLFYVNKQEFLIDITRIMNKEVDRTNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAGTVOQF FLMNLLKALALMEL TVNYFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLNRLPVLITTNNDGKATKERCFT-
>0pisthorchis_felineus_GB1AB1902124

RKRRLOLMRELVTAYDARSYNELYMKLSVEHTDDIYAEYGPTWKE TADHATANYCKKIIIDQQTMTFOETLNSNHHOQLMAYNNKEMLHS L TLVMNKTMKRKNAFVLEVPTTTGKTLFVKLTAGTVPF FLMNLLKTLALMEL TVNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLDRLPVLITTNNDAKATLERCFY-
=>0pisthorchis_felineus_GB1AB1902120

RKRRLOLMRELVTAYDARSYNEL YMKLSVEHTDDIYAEYGPTWKE TADHALANYCKKIIIDQQTMTFOEILRSNHHOQLMLYNNKOMLHAL TLVMNK TMKRKNAFVLEGPTTTGKTLFVKLIAGTVQF Y LMNLLKTLALMEL TVNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLERLPVLITTNNDAKAILERCFY -
=0pisthorchis_felineus_GB1AB1902117

-KRRLOLMRELVTAYDARSYNELYMKLSVEHTDDIYAEYGPTWKE TADHATANYCKKIITEQQTMTFOEILRSNHHOQLMLYNNKEMLHS L TLVMNK TMKRKNAFV LEGPTTTGKTLFVKLIAGTVQF FLMNLLNKTLGFS--—-——-
=>0pisthorchis_viverrini_XP_B@3177542

GKRRRELMKGL IEAYDARSYNEFYMAMSCEDRDDIYDEYGPONKE TAEHSINNY LAGMLAKQLAMRF EEVLMGNFHOQLMWYNRKQF L IOL TQIMNKAYKRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAGTVOQF FLMNLLKSLGLMEL TVNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLQRLPVLITTNNDGKAILERCFY-
=>0pisthorchis_felineus_GB1AB1902122

MLLGGDSLSVNKKFEDYVELYRTPIIMLTNNRDPYWTDRCLFY

MSRFPDSISLCMDRSDNHNRECQHPKNTIDGEQDLL FQVNKQTFLCNITRIMNKE IDRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAGTVQF FLMNLLKALALMEL TVNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLNRLPVLITTNNDGKAIKERCFA-

>0pisthorchis_viverrini_XP_0@9176824

RKRRRELMKGLIEAYDARSYNEFYMAMSCDDRDDIYDEYGPOWKE TAEHSINNY TAGML SKQLAMRF EETLMTNYHDQLMAANKQQF L TDL TLVMNKVC TRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLIAGTVOQF FLMNLLKALALMEL TVNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDERLQRLPVLITTNNDGKATLERCFY-
»Opisthorchis_viverrini_XP_0@9170634

------- MKGLIEAYDARSYNEFYMAMSCDDRDD I YDEYGPOWKE TAEHSTNNY TAGML SKQLAMRFEETLMTNYHDQLMSANKQQF LTDL TLVMNKVC TRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLTAGTVOF FLMNL LKALALMEL TVNDFKELLGGNPFDIHVKHOKDERLQRLPVLITTNNDGKAILERCFY-
>Opisthorchis_felineus_GBJAB1010281

>Opisthorchis_viverrini_XP_8@d178033

RKRRLOLMRELVRTYDARSFNELYKRLSVQDTDDI YAEYGPTWKE TAEHSTSNYCKETTL EQETMTFEQTLTSNHHDEL TRVNNRELLYSLTATMNKL CTRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLTA- === === mmmmmmmmm o oo oo Gommm TVQRSGDH- -~ == mmmmmmm s oo
>0pisthorchis_felineus_GBIAB1008850

RKRRLDLMRELVAAYDARSYNEL YMRLSVEHTDDTYAEYGPTWKE TADHATTHYCKKT T TEQQTMTFEETLRSNHHORLMLVNNRELLTSLTLVMNK SMNRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLVAGTVOF FLMNLLKTLALMEL TYNDFKEL LGGNPFDTHVKHQKDERLERLPVL TTTNNDAKATLERCFY-
>Opisthorchis_viverrini_XP_8@317753@

INKDLTTAGLL STWORYVLDPEFREQLSQVLRGTPWDPNDTKYQAHLMATHATRDVPPYTGNMIDVLQTRRKNY PKDTQEPKTVAKHAQS L FGTHYKTRKOHL TLAQYKPADTGNS INMNFRDGS TPYAAKDS L DKDVFVHKTSDEGLLGLADKTFHOTVYYQMNCLKQAVPAF DNARGERKPYKTMNVKY
>Opisthorchis_viverrini_XP_8@3177798

R X1 LCTRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLVAGTVOQF FLMNLLKTLALMEL TYNDFKELLGGNAFDTHVKHQKDERLDRLPVL TTTNNDGKATLERCFYF
>Dpisthorchis_viverrini_XP_B@a177702



RKRRLDLMRELVRTYDARSFNEL YKRLSVQDTDDIYAEYGPTWKE TAEHS TSNYCKET L EQETMTFEQTLNSNHHDQL TQVNNREL LVCLTSVMNKLCTRKNAFVIEGPTTTGKTLFVKLVAGTVQF FLMNLLKTLALMEL TYNDFKEL LGGNPFDIHVKHQKDERLERLPVLITTNN
>Opisthorchis_viverrini_XP_089177942

——————— MRELVRSYDARSFNELYKRL SVQDTODIYAEYGPTWKETAEHS TANYCKETTLEQETMTFEQTLRSNHHDEL TRVNNROLLVAL TAVMNKLCTRKNAFVIEGPTTTGKTL FVKLVAGTVQF FLMNLLKTLALMEL TYNDFKELLGGNPFDIHVKHQKDE -~~~
>Bithynia_siamensis_GAQU@1009056

MCTRKNAFYIEGPTTTGKTLFVKLVAGTVQFFLMNLLKTLALMEL TVNDFKELLG--—--

=>0pisthorchis_viverrini_XP_08@9177888
RKRRLOLMRELVRSYDARSFNELYKRLSVQDTODIYAEYGPTWKE TAEHSTANYCKELILEQETMTFEQILNSNHHDQL IRVNNRELLACL TSVMNKLCTRKNAFYIEGPTTTGKTLFVKLVA---NYE LTVNDFKELLGGNPFDI DRLPVLITTNNDGKAILER----
=>0pisthorchis_viverrini_XP_08@9177971

MKLLNKTLALME--—-—-—----—---—--| EPRLT! LTVNDFKELLGGNPFDI ERLPVLITTNN-

=>Moniezia_expansa_J11291017_1

fffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff VLOGPSNTGKSLLAKLIVATVNF IFQNLLKTAALMEATVNDFKQLLGGERME IGIKHROREWLERVP IICTTNDDCQATQNRCVY -
ffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff VLOGPSNTGKSLLAKLIVATVNF IFQNLLKTAALMEATVNDFKQLLGGERME IGIKHROREWLERVP IICTTNDDCQATQNRCVY -
>Echinostoma_caproni_LL285499
RKARVDLIRELVETYDARTLAELKDALSYDDRLNLYAEHGPSWKETAELACEAYVEKLRKDOETTSLHEY TARNNHDRLLAVNNNKF L TQL TDIMNKKENRVNAFVIQGPTTTGKFQY SSSHRGELNSPARPLPQGSCAYGINGQORLORTPGRKTIRYETPTRCPAQTPTRPHFYQYRHGRE GHOGAMFL -
>Echinostoma_caproni_LL274983

PDKLWTFIYRGPSPNFTIHTRINVLMADHGDHYHFVFKHPNNKRRTITRIIQAGNLDTNQSMSIF STCOPVINWEKAYLVRHGROHLATDARSTTR-AEQDCATLLRNDRAQ-GOKFTNLARVDLIALSYDDRLHGPSWKEAYVERLRKDQE TTSLHEY TARNNHNRTCOKPTSTTAGC- - - === == ===~
>Echinostoma_caproni_LL284665
PDKLWTFIYRGRAPTFNSHTRTSLLWADHEDHYHFVFKHPNNKKRTIQRI TQAGNLDTAQSVSTFSTCQPVINWDKAYLVRTNRQSLANDARSTTR - AEQDCATLLRNDRAQ-GQKFTNLARVDLTAL SYDDRLHGPSHKEAYVERLRKEQE TTSLHEY T SRNNHSRTCQKP - - -RSTEEGCRWLDRLLAV
>Echinostoma_caproni_LL286487

RKARVDLIKELVETYDARTLAELKDAL SYDDRLNLYAEHGPSWKETAELACEAYVERLRKEQETTTLHEYTSRNNHDRL LAVNNNRFLTQL TNTMNKKEQRINAFVIQGPTTT -GKFLCS- - - SHLSSHTLDAKGE LHLWNFATL SHEFAEQG- -~ - ===~ = CRPH--GRAS -~ -~~~~ NHPAHGE - -~~~
>Scylla_clivacea_GDRN@1@37122

MOKINTLVIKGPTGTGKTLTLATLLGTIQFHLQNLLRNFALFEATVDE YKL LLEGFQFETNVKNSOMEQLHRTPTFISTNRDGQALQSRCKTF
>Penaeus_monadon_AAMI4165
NSAEYDYLRHLVKSKAARTVOELVNKLDDEEYKQLWTRTRGQYKDKLRGTLTYYNNKKKS SOSQLSLTTT YKNT SKKYMFANNDPE TLANTTTVADKKLDKTNTLVLOGPTGTGKSLTTGALL GLVTFHLONL TKSYALFETTVDDFKLL FEGSDLEVNTKHQESETMGRTP TFTSTNKDGKALGTRTKT -
>Penaeus_monodon_endogenous_virus_DQZZ8358_

NSAEYDYLRHLVKSKAARTVOEL VNKLDDEEYKQLWTRTRGQYKDKLRGTLTYYNNKKKS SOSQLSLTTT YKNT SKKYMFANNDPE TLANTTTVADKKLDKTNTLVLOGPTGTGKSLTTGALL GLVTFHLONL TKSYALFETTVDDFKLL FEGSDLEVNTKHQESETMGRTP TFTSTNKDGKALGTRTKT -
>Penaeus_monodon_penstyldensovirus_1 60411199

NSAEYDYLQHLVKTKSARTVOEL VNKLDDEEYKQLWTRTRGQYKDKLRGTLTYYNNKKKSNOSQL SLTTNLONT SKKYMLANNDPE TLANTTTVADKKLDKTNTLVLOGPTGTGKSLTTGALL GLVTFHLONL TKSYALFETTVDDFKLL FEGSDLEVNTKHQESETMGRTPTFISTNKDGKALQTRTKTF
>Penaeus_monodon_penstyldensovi rus_2_AY124937
NSAEYDYLRHLVKTKSARTVOELVNKLDDEEYKQLWTRTRGQYKDKLRGILTYYNNKKKSNOSQL SLITNLONI SKKYMLANNDPE ILANIL IVADKKLDKINTLVLOGPTGTGKSLT IGALL GLVTFHLONL IKSYALFETTVDDFKLL FEGSDLEVNIKHQESEMGRTP TFISTNKDGKALQTRTKT -
>Penaeus_stylirostris_penstyldensovirus_2_G0475529
NSAEYDYLQHLVKTKSARTVOELVNKLDDEEYKQLWTRTRGQYKDKLRGILTYYNNKKKSNOSQL SLITNLONI SKKYMLANNDPE ILANLT IVADKKLDKINTLVLOGPTGTGKSLT IGALL GLVTFHLONL IKSYALFETTVDDFKLL FEGSDLEVNIKHQESEMGRTP TFISTNKDGKALQTRTKT -
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Bilan et perspectives

Les bases de données regorgent d’informations non traitées pouvant permettre de
mener des études préliminaires en écologie et en évolution virale. La fouille de transcriptomes
et de génomes nous a permis de mettre en lumiére une importante diversité d’hotes potentiels
de Parvoviridae-related virus chez 29 ordres d’animaux au sein lesquels leur présence n’avait
auparavant jamais été décrite, comprenant notamment 14 ordres d’arthropodes (dont des
Coléopteres et des Phasmopteres) et 4 ordres de vers plats. Elle a également permis de mettre
en évidence pour la premiére fois leur présence au sein des mollusques, annélides, nématodes
et cnidaires. Cette étude montre donc que les Parvoviridae-related virus sont présents dans
une part importante de la diversité actuelle des animaux. Elle se place dans la continuité
d’autres études ayant notamment mis en évidence la présence de Parvoviridae-related virus
endogénéisés chez un ver plat (ici un schistosome), de tiques, d’une cione et d’un cloporte
(Arriagada et Gifford, 2014; Belyi ef al., 2010; Kapoor et al., 2010; Liu et al., 2011; Thézé et
al., 2014). L’ensemble de ces découvertes suggere que le spectre d’hdte de ces virus est, ou a

été, plus important que celui que 1'on connait actuellement.

L’ensemble de ces résultats remettent également en question 1’existence des sous-
familles des Parvovirinae et des Densovirinae qui est basée sur le fait que les Parvovirinae
infecteraient les vertébrés tandis que les Densovirinae infecteraient les arthropodes. Cette
classification est d’autant plus contestable qu’il existe des Densovirinae infectant des

¢chinodermes (Gudenkauf et al., 2014; Hewson et al., 2014).

En outre, le fait que certains virus aient été endogénéisés soutient I'hypothése d'une
considérable coévolution entre les Parvoviridae-related virus et leurs hotes. Deux hypothéses
se posent sur 1’origine de ces virus. D’une part, ils ont pu coévoluer avec les animaux depuis
le début de la radiation évolutive de ces derniers, qui remonte au Cambrien, il y a plus de 500
millions d’années. D’autre part, il est possible que leur origine soit postérieure a 1’apparition
des grands groupes d’animaux actuels, et que ces virus auraient pu étre transmis a I’ensemble
des animaux via des phénomeénes de sauts d’hotes. Cependant, nos connaissances encore
parcellaires de ces virus ne permettent pas de trancher entre ces deux hypothéses. Avec

I’augmentation de la masse de données chaque année, il est a prévoir que la fouille de données
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permette de continuer a améliorer nos connaissances sur la diversit¢ des hotes des

Parvoviridae-related virus.

Cette ¢tude a enfin permis d’avoir une vision plus holistique sur la diversité génétique
des Parvoviridae-related virus en mettant en lumicre prés d’une vingtaine de nouveaux
genres viraux potentiels. Cependant, les génomes viraux trouvés dans les bases de données
sont souvent parcellaires. De plus, notre ¢tude permet seulement de mettre en évidence la
présence de ces virus au sein de divers hotes, ce qui ne signifie pas forcément que ces hotes
soient infectés par des Parvoviridae-related virus, mais que la présence de ces virus soit due a
des contaminations potentielles. Il serait donc intéressant de reconstituer leur génome entier,
puis de tester la virulence de ces virus, en particulier pour ceux retrouvés chez des animaux
distants des hotes actuellement reconnus comme pouvant étre infectés par des Parvoviridae,

comme les vers plats.

De plus, cette vision de la diversité génétique des Parvoviridae-related virus reste
limitée, notamment par la faible diversité¢ d’especes animales représentées dans les bases de
données génomiques et transcriptomiques. Enfin, étant donné que nos recherches dans les
bases de données ont été basées sur la recherche de similarités en comparaison avec des
génomes de Parvoviridae connus, cette vision est également restreinte par nos connaissances
actuelles sur leur diversité génétique. Un changement d’échelle dans notre compréhension de
la diversité du monde viral consiste a passer de 1’étude de la diversité de certains taxa viraux a
I’é¢tude des communautés virales dans leur ensemble. Ce changement d’échelle est rendu

possible notamment par ’utilisation de la métagénomique virale.
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préparation et a I'analyse de viromes
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Chapitre II — Développement d’un protocole dédi¢ a la préparation et a I’analyse de viromes

Préparation et analyse de viromes multiplexés d’arthropodes et de
plantes

Durant la derniére décennie, I’essor de la métagénomique virale a entrainé un
développement important d’outils moléculaires et bioinformatiques dédiés a la préparation et
a I’étude des viromes. La comparaison de I’efficacité¢ de différents protocoles de préparation
de viromes (Concei¢do-neto et al., 2015; Corinaldesi et al., 2017; Hall et al., 2014,
Lewandowska et al, 2017; Temmam et al, 2015), de pipelines et de logiciels
bioinformatiques a été réalisée (Tangherlini ez al., 2016). Cependant, il n’existe pas encore de

protocole universel de production et d’analyse de viromes.

De plus, une des limitations principales de I'utilisation de la métagénomique virale sur
un grand nombre d’échantillons repose sur le cotit relativement €levé du séquencage. Cela a
amen¢ au développement de techniques de multiplexage, i.e. permettant le mélange (pool) de
plusieurs échantillons préalablement identifiés individuellement, ces échantillons étant ensuite
séquencés dans une méme réaction de séquencage. Le multiplexage repose sur 1’ajout d’un
identifiant moléculaire (souvent nommé «tag» ou « barcode ») spécifique de chaque
¢chantillon. Ces tags permettent, lors du traitement bioinformatique des données issues du
séquengage, de réassigner chaque séquence générée a son échantillon d’origine. En outre, ils
sont utilisés en tant qu’amorces lors des étapes d’amplification. Il est possible d’utiliser des
kits de multiplexage provenant de fournisseurs, comme le kit Nextera XT (Illumina).
Cependant, leur prix élevé a conduit au développement et la publication de protocoles
« maisons » de multiplexage dont I’efficacité varie (Meyer et Kircher, 2010). Par exemple, il
a été montré que certains tags ne sont parfois pas fonctionnels, ou amplifient les séquences de
mani¢re biaisée (Hamady et Knight, 2009). Par ailleurs, lorsque 1’on traite plusieurs
échantillons a la fois, il existe un risque inhérent de contamination inter-échantillons (Degnan
et Ochman, 2011). Cette contamination ameéne a la génération de faux positifs difficiles a
identifier et qui peuvent amener a une vision biaisée de la diversité des virus présents dans les
¢chantillons traités. Il existe cependant des logiciels permettant d’identifier et de retirer

certains contaminants (Schmieder et Edwards, 2011).
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Nous avons mis en place un protocole explicatif de la préparation ainsi que de
I’analyse bioinformatique de viromes produits a partir d’échantillons d’arthropodes et de
plantes. Ce protocole permet de traiter les virus appartenant a I’ensemble de la classification
de Baltimore. Il se base sur la filtration des particules virales puis leur concentration via
ultracentrifugation. Ces étapes sont suivies d’une digestion par DNase et RNase afin de
réduire la proportion d’acides nucléiques non-encapsidés. Ensuite, les acides nucléiques
restants (ARN et ADN) sont extraits. Les ADNc sont synthétisés par rétro-transcription suivie
de la synthese de leur brin complémentaire. Ces ADNc double brin sont amplifiés par PCR.
Apres mélange des produits de PCR et leur purification, ils sont envoyés a séquencer par des
services externes (Candresse et al., 2014). Nous avons testé les technologies de séquencage

HiSeq et MiSeq (Illumina).

Notre protocole permet de multiplexer jusqu’a 96 échantillons. Ce multiplexage est
possible par 1’ajout d’adaptateurs, des «linkers » (96 différents) permettant également
d’amorcer les réactions de rétro-transcription et de synthése du brin d’ADNc
complémentaire ; et, lors de I’étape de PCR, par ’ajout de tags complémentaires de chaque
linker qui sont utilisés comme amorces de la réaction de PCR. Nos linkers sont des séquences
de 24 bases de longueur qui contiennent 14 bases uniques a chaque linker et 12 bases
aléatoires permettant leur fixation en 5’ et 3’ sur les acides nucléiques présents dans les
¢chantillons. Nos tags font 22 bases de longueur, ils comportent 12 bases complémentaires

d’un linker ainsi que 10 autres bases spécifiques de chaque tag.

Les reads obtenus par séquencage a haut débit sont ensuite démultiplexés, c’est-a-dire
réattribués a leur échantillon d’origine par des analyses bioinformatiques se basant sur la
reconnaissance des « codes-barres » spécifiques de chaque échantillon. Ensuite, les reads sont
« nettoyés » (retrait des séquences des linkers et des tags, et filtrage selon la qualité et la
longueur des reads), puis les contig sont créés par assemblage de novo. L’abondance relative
de chaque contig dans les échantillons est mesurée par mapping (i.e. par alignement des reads
contre les contigs). Enfin, une analyse par BLAST contre des bases de données de séquences
de référence permet 1’assignation taxonomique des contigs ainsi que des reads orphelins (i.e.

n’ayant pas pu étre assemblés ni mappés).
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Viral metagenomics approaches for high resolution screening of

multiplexed arthropod and plant viral communities

Sarah Francois, Denis Filloux, Emmanuel Fernandez, Myléne Ogliastro and Philippe

Roumagnac

Abstract

Viral metagenomic approaches have become essential for culture-independent and sequence-
independent viral detection and characterization. This chapter describes an accurate and
efficient approach to: (i) concentrate viral particles from arthropods and plants, (ii) remove
contaminating non-encapsidated nucleic acids, (iii) extract and amplify both viral DNA and
RNA and (iv) analyze High Throughput Sequencing (HTS) data by bioinformatics. Using this
approach, up to 96 arthropod or plant samples can be multiplexed in a single HTS library.

Key words Metagenomics, Virus discovery, Diagnostic, Arthropod, Plant, Random

amplification, High-Throughput Sequencing
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1 Introduction

While viruses are the most numerous biological entities on Earth, the number of
currently classified virus species is probably dramatically underestimated [1,2]. Several
factors can account for this lack of knowledge, including intrinsic characteristics of viruses
such as their small size, their rapid rate of evolution, or the lack of universally conserved viral
genetic markers [3]. In addition, the genetic material recovered from animal or plant samples
is mostly of non-viral origin [4], which renders difficult the study of the host virome (the

collection of all viruses that are found in or on the host).

Viral metagenomics, which is the direct genetic analysis of viral genomes contained
within a sample, has revolutionized the last decade the field of virus discovery [5-7]. Viral
metagenomics approaches have targeted four main classes of nucleic-acids, including total
RNA or DNA; virion-associated nucleic acids (VANA) purified from viral particles; double-
stranded RNAs (dsRNA) and virus-derived small interfering RNAs (siRNAs) [8—14]. While
each of these approaches have advantages and drawbacks, the VANA approach has gained
popular because it takes advantage of the hardiness of many viral capsids for concentrating
and purifying the viral nucleic acids and allows the detection of both RNA and DNA viruses
[15-18].

Here, we provide a detailed protocol for the VANA-based metagenomics
determination of arthropods and plants viromes. Starting from arthropod and plant samples,
we first concentrate viral particles by filtration and centrifugation prior to partially remove the
non-encapsidated material by DNase and RNase digestion [19,20]. Encapsidated DNA and
RNA are then extracted and RNA is converted to cDNA using a 26 nt primer (Dodeca Linker)
composed by a 14 nt linker linked at 3’ end to N, (Fig. 1). Noteworthy, we present here a set
of 96 Dodeca Linkers. Double-stranded DNA is synthetized from single-stranded DNA using
Large (Klenow) fragment DNA polymerase and the Dodeca Linker used during the reverse
transcriptase (RT) step (Fig. 1). Double-stranded DNA are further amplified using one 24 nt
PCR multiplex identifier primer composed by the 14 nt linker used during the RT step linked
at 5’ end to a 10 nt tag (Fig. 1). This PCR yields amplicons that are all tagged at both
extremities with the same multiplex identifier primer (Fig. 1) [21]. Pools of up to 96 multiplex
identifier amplicons can then be mixed, which reduces the cost of library preparation in case
of numerous samples. This protocol finally describes the bioinformatic data analysis (data

demultiplexing, clean-up, de novo assembly, taxonomic assignment and read-mapping).
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2 Materials

Prepare and store reagents according to their individual specifications (room temperature if
not specified). HBSS 1X solution should be prepared using sterilized ultrapure water. Special
care should be taken to keep enzymes at —20 °C until use. Follow all waste disposal
regulations when disposing waste materials. To reduce laboratory contaminations during

nucleic acid extraction and amplification, working in a clean environment is recommended.

2.1 Purification of viral particles

1. Tissue homogenizer (FastPrep-24 Instrument; MP Biomedicals) and sterile ceramic beads
(MP Biomedicals) or sterile mortar, pestle, carborundum (Sigma-Aldrich) and liquid nitrogen.
2. Conical tubes (15 mL) (Falcon).

3. Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS) 10X (Invitrogen Ref. 14065056).
4. 0.45 pum syringe filters (Sarstedt Filtropur Ref. 83.1826).

5.5 mL syringes (CarlRoth Omnifix Ref. C537.1).

6. Centrifuge Eppendorf 5810R (rotor A-4-62 and F34-6-38 15mL tubes).
7. Ultracentrifuge polycarbonate bottles (Tube 26.3 mL, Ref. 355654).

8. Ultracentrifuge (Beckman Coulter Optima LE-80 K with rotor 50.2 TT).
9. Deionized water.

10. Microtubes (1.5 mL) (Eppendorf).

11. Single channel pipettes (0.5-10 uL/10-200 pL/1,000-5,000 pL).

12. 0.5 mL PCR 8 tube strips.

13. 10 pL pipette filter tips

14. 200 pL pipette filter tips.

15. 1,000 pL pipette filter tips.

16. 5,000 mL pipette filter tips.

17. DNase I (Biotech CAS#9003-98-9).

18. RNase A (Biotech CAS#9001-99-4).

19. Oven.

20. Ice.
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2.2 Viral nucleic acid extraction

1. Nucleospin 96 virus Core kit (Macherey Nagel Ref. 740691.4) (see Note 1).
. Square-well Block (Macherey Nagel Ref. 740481.24).

. Absolute ethanol.

. Single channel pipettes (0.5-10 uL./10-200 pL/100-1,000 pL).

. 10 uL long pipette filter tips (see Note 2).

. 200 pL pipette filter tips.

. 1,000 pL pipette filter tips.

. Centrifuge Sigma 4-16K (Qiagen Sigma 09100 Microplate Rotor).

O 00 3 O W»n kA~ W

. Heat block or water bath.

2.3 Reverse transcription

[E—

. Thermocycler.

. Single channel pipettes (0.5-10 uL/10-200 pL/100-1,000 pL).
. 10 pL long pipette filter tips (see Note 2).

. 200 pL pipette filter tips.

. 1,000 pL pipette filter tips.

. PCR plate (96) 0.5 mL (VWR).

. Microtubes (1.5 mL) (Eppendorf).

. Nuclease-free water.

. Dodeca Linkers (10 uM) (Tab. 1).

O 00 N N WD KW

10. SuperScript III reverse transcriptase (200 U/uL) (Invitrogen Ref. 18080093).
11. Reverse transcriptase (RT) buffer (5X; supplied with reverse transcriptase).
12. Dithiothreitol (DTT) (0.1 M).

13. dNTP mix (10 mM).

14. Ice.

2.4 cDNA purification

1. RNase A (Invitrogen).

2. Thermocycler.

3. Column-based PCR purification kit, e.g., QIAquick PCR Purification Kit (Ref. 28181).
4. Absolute ethanol.
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5. Microtubes (1.5 mL) (Eppendorf).

6. Single channel pipettes (0.5-10 uL/10-200 nL/100-1,000 pL).

7. 10 uL long pipette filter tips (see Note 2).

8. 200 pL pipette filter tips.

9. 1,000 pL pipette filter tips.

10. Square-well Block (Macherey Nagel Ref. 740481.24).

11. Centrifuge Sigma 4-16K (Qiagen Sigma 09100 Microplate Rotor).
12. Ice.

2.5 Klenow amplification

[

. Single channel pipettes (0.5-10 pL/10-200 nL/100-1,000 pL).

. 10 uL long pipette filter tips (see Note 2).

. 200 pL pipette filter tips.

. 1,000 pL pipette filter tips.

. PCR plate (96) 0.5 mL (VWR).

. Microtubes (1.5 mL) (Eppendorf).

. Thermocycler.

. Dodeca Linkers (100 uM) (Tab. 1).

. Exo(—) Klenow DNA polymerase I (5 U/uL; e.g., Promega Ref. M2206).

10. Exo(—) Klenow Buffer (10X; supplied with Exo(—) Klenow DNA polymerase).

O 0 3 O W B~ W

11. Nuclease-free water.
12. ANTP mix (10 mM).
13. Ice.

2.6 PCR amplification

1. Single channel pipettes (0.5-10 pL/10-200 nL/100-1,000 pL).
. 10 pL pipette filter tips.

. 200 pL pipette filter tips.

. 1,000 pL pipette filter tips.

. Microtubes (1.5 mL) (Eppendorf).

. PCR plate (96-Well) 0.5 mL (VWR).

. HotStar Taq Plus Master Mix kit (Qiagen Ref. 203645).

o) WV, I SN O R NS
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8. PCR Primers (10 uM) (see Tab. 1).
9. Nuclease-free water.

10. Thermocycler.

2.7-2.8 Verification of the composition and concentration of the PCR products

. Microtubes (1.5 mL) (Eppendorf).
. Single channel pipettes (0.5-10 uL/10-200 pL/100-1,000 pL).
. 10 pL pipette filter tips.

1

2

3

4. 200 pL pipette filter tips.
5. 1,000 pL pipette filter tips.

6. TBE buffer (0.5X): 45 mM Tris—HCI (pH 8.3), 45 mM boric acid, ] mM EDTA.

7. Agarose (type LE) gel (1 %): Prepare in 0.5X TBE buffer. Add GelRed or ethidium
bromide for visualization.

8. DNA ladder.

9. 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen Ref. 10787026).

10. UV transilluminator.

11. Microtubes (1.5 mL) (Eppendorf).

12. NucleoSpin gel and PCR clean-up (Macherey Nagel Ref. 740609.250).

13. Absolute ethanol.

14. Nuclease-free water.

15. Qubit 2.0 Fluorometer with Qubit Assay HS Kit for dSDNA (ThermoFisher Scientific Ref.
Q32851).

2.9 Data handling and Bioinformatics

1. Intel-based server: 4 X 2 Intel Xeon, 256 GB memory per processor or similar capacity.
. UNIX-based operating system.

. FastQC software (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastq_screen/).

. FASTX-Toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/).

. Cutadapt software (https://pypi.python.org/pypi/cutadapt/).

. SPAdes software (http://cab.spbu.ru/software/spades/).

N N B~ W

. BLAST+ software package (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/).
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8. Bowtie2 software (http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/).
9. Integrative Genomics Viewer (http://www.broadinstitute.org/igv/).

10. Web-based resources: NCBI GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

2.10 Confirmation and retrieval of near-full genome sequences

1. Primer3 software (http://primer3.sourceforge.net/).
2. Single channel pipettes (0.5-10 pL/10-200 uL/100-1,000 pL).

3. 10 uL long pipette filter tips.

4. 200 puL pipette filter tips.

5. 1,000 pL pipette filter tips.

6. Column-based DNA extraction kit with proteinase K: QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen Ref.
51304).

7. Column-based RNA extraction kit: RNeasy MiniKit (Qiagen Ref. 74104).

8. First-strand cDNA synthesis kit: SuperScript III reverse transcriptase kit (Invitrogen Ref.
18080093).

9. Nuclease-free water.

10. PCR plate (96) 0.5 mL (VWR).

11. Microtubes (1.5 mL) (Eppendorf).

12. Thermocycler.

13. HotStarTaq Plus Master Mix kit (Qiagen Ref. 203645).

14. Viral-specific PCR primers (10 uM).

15. TBE buffer (0.5X): 45 mM Tris—HCI (pH 8.3), 45 mM boric acid, | mM EDTA.

16. Agarose (type LE) gel (1 %): Prepare in 0.5X TBE buffer. Add GelRed or ethidium
bromide for visualization.

17. DNA ladder.

18. 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

19. UV transilluminator.

20. Ice.
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3 Methods

The following methods outline the extraction of virion-associated nucleic acids (DNA and
RNA) from arthropod and plant samples for the construction of NGS sequencing libraries and

the basic bioinformatics analysis of the data.

3.1 Purification of viral particles (modified from [15])

1. Grind 200 mg to 800 mg of arthropod or plant material in 15 mL tubes containing 4 sterile
ceramic beads using tissue homogenizer. Alternatively, grind material in liquid nitrogen with
about 100 mg of carborundum using a pestle and a mortar. Perform all the following steps,

until library preparation, on ice.

2. Dilute the Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS) 10X to 1X with sterile deionized water.
Add 8 mL of HBSS 1X and homogenize.

3. Centrifuge at 4,000xg for 5 min at 4 °C.
4. Transfer the supernatant in 15 mL tubes.
5. Centrifuge at 8,000xg for 3 min at 4 °C to pellet debris.

6. Use a 5 mL syringe and a 0.45 pm syringe filter (see Note 3) to transfer the supernatant in

26.3 mL ultracentrifuge polycarbonate bottles to remove any remaining debris.

7. Fill the ultracentrifuge polycarbonate bottles with HBSS 1X solution.

8. Centrifuge at 148,000xg for 2h30 at 4°C.

9. Discard the supernatant by pipetting. Be careful not to remove the pellet.

10. Add 200 uL of HBSS 1X. Tilt the bottles so that the pellet is immersed in the buffer.
11. Keep the tubes overnight at 4°C to resuspend the pellet.

12. Transfer 150 pL of the viral particles suspension to 0.5 mL PCR 8 tube strips.

13. Dilute the DNase I and the RNase A to the working concentration using nuclease-free

water. Gently mix by pipetting or by flicking the tube a few times. Keep on ice until use.
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14. Add 1 pL of DNase I (5§ mg/mL) and 2 pL of RNase A (10 mg/mL) and 47 pL of HBSS
1X solution. Incubate at 37°C for 1 h 30 min. Store at -80°C or proceed directly to stop DNA
and RNA degradation.

3.2 Viral nucleic acid extraction

1. Extract DNA and RNA from the total volume of viral particle digested suspension obtained
at the previous step (approximately 200 pL) with the NucleoSpin 96 Virus Core Kit
(Macherey-Nagel, Ref: 740452) according to the manufacturer’s protocol (see Note 1).

2. Store at — 80°C or proceed directly.

3.3 Reverse transcription

1. Dilute Dodeca Linkers to 10 uM with nuclease-free water. Add 1 pL of Dodeca Linkers
(10 uM) in 10 pL of extracted viral nucleic acid.

2. Denature at 85°C for 2 min in a thermal cycler and chill on ice for 2 min.

3. Add 2 pL of DTT (100 mM), 1.25 pL of ANTP mix (10 mM), 4 pL of 5X SuperScript
buffer, and 1 pL of SuperScript III (5 U) and 0.75 pL of nuclease-free water. Mix gently.

4. Perform the reverse transcription by incubating in a thermocycler at 25°C for 10 min, 42°C

for 60 min, 70°C for 5 min and at 4°C for 2 min. Store at -80°C or proceed directly.

3.4 cDNA purification

1. Add 1 pL of RNase A (10 mg/mL) and mix gently.
2. Incubate at room temperature for 15 min.
3. Heat at 85°C in a thermocycler during 2 min and keep at room temperature.

4. Purify the cDNA using the QiaQuick PCR cleanup kit (Qiagen) according to the

manufacturer's protocol. Store at -80°C or proceed directly.
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3.5 Klenow amplification

1. Put 20 pL of cleaned cDNA in PCR plate. Add 0.5 pL of Dodeca Linker (100 uM). Mix.
2. Place the plate in a thermocycler at 95°C for 2 min and immediately in 4°C for 2 min.

3. Add 0.5 pL of Klenow DNA polymerase (5 U/uL), 2.5 puL of Klenow reaction buffer 10X,
1 pL of ANTP mix (10 mM) and 0.5 pL of nuclease-free water.

4. Incubate in a thermocycler at 37°C for 60 min followed by 75°C enzyme heat inactivation

for 10 min. Store at -80°C or proceed directly.

3.6 PCR amplification

1. Put 5 pL of the Klenow product in a PCR plate. Add 4 pL of PCR Primer (diluted to 10
uM in nuclease-free water), 10 uL of HotStar Taq Plus Master Mix (Qiagen) and 1 pL of

nuclease-free water.

2. Place the plate in a thermocycler and perform the following PCR cycling conditions: 1
cycle of 95°C for 5 min, five cycles of 95°C for 1 min, 50°C for 1 min, 72°C for 1.5 min and
35 cycles of 95°C for 30 sec, 50°C for 30 sec, 72°C for 1.5 min +2 sec at each cycle. Perform

an additional final extension for 10 min at 72°C.

3.7 Verification of the composition and concentration of the PCR products

1. Verify the yield of the PCR products by the migration of 6 uL of PCR products loaded with
1 uL of DNA ladder to a 1% agarose gel. Migrate at 100 V for 45 min. Visualize PCR
products under UV after staining with ethidium bromide or GelRed (Fig. 2).

2. Pool 2 to 6 puL of each PCR product in a 1.5 mL tube according to the smear intensity.

3. Clean the pooled PCR products using the NucleoSpin Gel and PCR clean-up (Macherey-
Nagel, Ref: 740609) according to the manufacturer's protocol (see Note 4).

4. Measure the DNA concentration of cleaned PCR products using the Qubit dsDNA HS

Assay kit (Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s protocol.
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3.8 Library construction and sequencing

1. Send the cleaned PCR products to an external High Throughput Sequencing provider which
carries out the library construction and the sequencing. The PCR products can be sequenced
on 454 pyrosequencing platform as well as on a number of different [llumina platforms. Most
existing HTS platforms have their own protocols to convert PCR products into a sequencing
library suitable for subsequent cluster generation and sequencing. These protocols differ in the
quantity and quality of the starting material, but they are usually comprised of end repair,
modification, and ligation of adapters, which enable DNA amplification by adapter-specific
primers and size selection of DNA molecules with a length optimal for the sequencing
strategy. The example reported here used the Illumina MiSeq platform 300 pb as paired-end

reads. For the example, the sequencing generated about 18 million paired-end reads.

3.9 Data handling and bioinformatics

The bioinformatics data analysis can be divided into four sections: raw data demultiplexing
and clean-up, de novo assembly, taxonomic assignment and read-mapping (Fig. 3). All the
presented steps rely on bioinformatical softwares. In most of the cases, standard settings
should be sufficient. Consult the software manuals for suggested settings and required

preprocessing of data.

3.9.1 Data demultiplexing and clean-up
1. Verify the number of reads and evaluate their average quality using FastQC software.

2. Identify each PCR Primers in each raw reads using the “agrep” command [22] in order
to assign them to the particular samples from which they originated
(demultiplexing)(see Note 5).

3. Remove the Illumina adaptors and the PCR Primers, and perform a quality filtering of
the reads (remove sequence regions with quality score <q30 and reads smaller than 15

nt) using Cutadapt version 1.9 [23].

3.9.2 De novo assembly
1. Assemble the reads into longer continuous sequences (contigs) using the SPAdes

assembler 3.6.2 [24] (or similar software). K-mer length can be modified to improve

the assembly. Consult the assembler manual for suggested settings of data.
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3.9.3 Taxonomic assignment
1. Perform BLASTn and BLASTx searches [25] against local homologs of NCBI

nucleotide and protein databases using NCBI’s BLAST program for taxonomic
classification (see Note 6). This can be performed for both reads and contigs.
2. For potential viruses identified during the evaluation of BLAST results, retrieve

candidate reference genomes from GenBank in FASTA format.

3.9.4 Read mapping
1. Cleaned unassembled reads can be mapped on viral contigs produced by de novo

assembly, or on viral reference sequences that can be found in GenBank. Map reads
and/or contigs using Bowtie 2.1.0 (options end-to-end very sensitive) [26,27] (or
similar software) against the reference genomes or contigs to allow analysis and
visualization of similarities and coverage distribution. The results from alignment can
be checked using the Integrative Genomics Viewer (IGV) or similar viewers (Fig.

4)[28].

3.10 Confirmation and retrieval of near-full genome sequences

1. Based on the results from the alignments, use the Primer3 program [29] (or similar
software) to design specific PCR primers to confirm the presence of virus in the original
material and to close gaps.

2. Extract DNA and/or RNA from the original material using QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen) or RNeasy MiniKit (Qiagen) following manufacturer’s protocols. In case or RNA
extraction, generate cDNA using a SuperScript III reverse transcriptase kit with random
hexamers according to the manufacturer’s instructions.

3. Amplify the viral nucleic acid using a PCR kit such as the HotStarTaq Plus Master Mix kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s protocol.

4. Visualize a fraction of the amplified products on an agarose gel and perform Sanger
sequencing from the remaining volume of the PCR products. Otherwise, extract the DNA
bands of interest by using a UV transilluminator and a scalpel, purify the PCR products using
a column-based gel extraction kit and perform Sanger sequencing. PCR with overlapping
primers can be used to sequence PCR fragments that are too long to be sequenced in a single

round of Sanger sequencing.
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4 Notes

1. Nucleospin 96 virus Core kit (Macherey Nagel) is well suited for the simultaneous

extraction of encapsidated DNA and RNA nucleic acids.

2. Only 10 pL long pipette filter tips allow pipetting small quantities of solution in MN square
well blocks.

3. The use of a 0.45 um filter may prevent the recovery of giant viruses [30].

4. The NucleoSpin Gel and PCR clean-up (Macherey Nagel) allows size selection of the PCR
products. Consult the kit manual for further details.

5. Using the multiplexing method detailed in this chapter, about 50% of Illumina MiSeq 300

pb paired-end raw reads are correctly assigned to their samples of origin.

6. The BLAST software suite released by NCBI can perform a number of different types of
homology searches using nucleotide sequences as query against databases of nucleotide and
amino acid sequences (e.g. BLASTn, BLASTx). Updated and preformatted nucleotide and
protein  databases can be obtained from NCBI as compressed archives
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/). When performing a BLAST search, it is possible to
configure parameters of the BLAST search to specify BLAST algorithm, database(s) to be
searched, output format, cutoff levels, etc. For more information, see the manual at

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1763/.
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Figures

Table 1: 96 Dodeca Linkers and corresponding PCR primers used to tag each arthropod or

plant sample.

Dodeca Linker Primer Sequence

1 AACAACCTC i T |AACAAGACGTAACAACCTCGGCGG
2 AACCGAGTCGL! T |2 AACACACTCAAACCGAGTCGCGAG
3 ATCCGGCGTGAT! T |3 |AACATGGAGAATCCGGCGTGATGG
4 AACGCTGTCGC/ T |4 AACCAGCCAGAACGCTGTCGCAGG
5 CGGGTCGTCATAGGNNNNNNNNNNNT |5 |AAGGAACGTACGGGTCGTCATAGG
6 TGGTACCCGC T |6 AAGGCATGCGAAGTGGTACCCGCG
A CGTGGAGACTCTE T |7 |AAGGTAGAAGCGTGGAGACTCTGG
8 AACGGCCGCCACT T |8 AATACACAGCAACGGCCGCCACTA
9 ACCAATGGTCC T 9 |AATACAGCCTACCAATGGTCCGGG
10 ACGATCCAGCGTL! T |10 AATACCGGTAACGATCCAGCGTCG
11 ACGCCATCACAC T |11 |AATACTGTGGACGCCATCACACGG
12 ACGGCGTCGGTAGT! T |12 AATAGCCACAACGGCGTCGGTAGT
13 ACTACCGCACGCTGNNNNNNNNNNNT (13 |AATCCGCTCCACTACCGCACGCTG
14 AGAACACCGCGCAGNNNNNNNNNNNT |14 AATTCCTGCTAGAACACCGCGCAG
15 AGAGGATCTGGC( T |15 |ACAATTCGAG) \TCTGGCGG
16 AGATGCACCGAGCH T |16 ACAGACGTTAAGATGCACCGAGCG
17 AGCCGGATCGT T |17 |ACCGAACCGTAGCCGGATCGTGAG
18 AGCGA T |18 ACCTGATTCTAGCGAAGGAAGCGG
19 AGCTCTCGATCC 19 |ACGATGAAGTAGCTCTCGATCCGG
20 AGGACTGGCCH T |20 ACGCCTCAACAGGACTGGCCGATG
21 AGGCTGGTGCTC T |21 |ACTGGCGCATAGGCTGGTGCTCAG
22 AGTCAACGCGCTCGNNNNNNNNNNNT |22 ACTTACCAAGAGTCAACGCGCTCG
23 AGCTAGGCGCCCT! T |23 |AGAACCACGGAGCTAGGCGCCCTA
24 ATGTCCGCGCTCCTI T 24 AGAGTGACTTATGTCCGCGCTCCT
25 ATGTGACCGGCTGC! 25 |AGATAGTGCTATGTGACCGGCTGC
26 CATCCACGCGGTL T |26 AGGACATAAGCATCCACGCGGTGA
27 CAAGCGGTAGCC T |27 |AGGTGAATAGCAAGCGGTAGCCGA
28 CAAGGCATAGCGC T |28 AGTCCTAATCCAAGGCATAGCGCG
29 CACCTATGCGCC! 29 |AGTTGTTGTCCACCTATGCGCCGA
30 CAGAGCGGCACGAANNNNNNNNNNNT |30 ATATCCGCATCAGAGCGGCACGAA
31 CAGCACGTCCGCAANNNNNNNNNNNT |31 |ATCTAAGGAGCAGCACGTCCGCAA
32 CAGGAGCGACCTCS T (32 ATGACGGTAACAGGAGCGACCTCA
33 CCGGCCTACGTCT! T 33 |ATGCGCATATCCGGCCTACGTCTA
34 CCGGTGGTCTCACA 34 CAACCGATTGCCGGTGGTCTCACA
35 CACGGGATCGCH T |35 CAACCTCTGACACGGGATCGCAGA
36 CCAAGTACGCGGCS T |36 CAACGCACAGCCAAGTACGCGGCA
37 CCCGAACGCTL T |37 CAACGTTAACCCCGAACGCTGGAA
38 CCGACGCTAGGTC/ T |38 CAACTGCTATCCGACGCTAGGTCA
39 CCTGATGCCTACCGNNNNNNNNNNNT _[39 CACTACGAATCCTGATGCCTACCG
40 CCCGGTCGCTATC T |40 CACTGAGCACCCCGGTCGCTATCA
41 CGAGCTACGCATC( T |41 CATTGGCTAACGAGCTACGCATCG
42 CGCCGTTCGCCTT! T 42 CCACCACACACGCCGTTCGCCTTA
43 CGTCGCCGTATS 43 CCAGGTCGAACGTCGCCGTATGGA
44 CGTACGAGAGTGC! T |44 CCATAACTTGCGTACGAGAGTGCG
45 CGTCCCGTCAAL 45 CCATACTGACCGTCCCGTCAACGA
46 CTAACGGCGGATC T |46 CCGACTTCTCCTAACGGCGGATCG
47 CTCCATAGCGGCCANNNNNNNNNNNT |47 CCGCTATTCGCTCCATAGCGGCCA
48 CTCCCGCTGTACCANNNNNNNNNNNT |48 CCGGAATGCTCTCCCGCTGTACCA
49 CTCGTGCCGGAGT/ 49 CCGGTCTCTACTCGTGCCGGAGTA
50 GCGCCTGTGGT! T |50 CCGTACGATGGCGCCTGTGGTAGA
51 GAATCCAGCCGCCTI 51 CCTCCGTTCTGAATCCAGCCGCCT
52 GACAGATCCGCGCT! T_|52 CCTCTGCGAAGACAGATCCGCGCT
53 GACCACGCACACGT! T |53 CCTTCCTAGCGACCACGCACACGT
54 GACGCACTGACCGT! T_|54 CGCTTAAGGCGACGCACTGACCGT
55 GCCGTGGACCTAGTI 55 CGGACAGAGAGCCGTGGACCTAGT
56 GCAGCGAAGTCGCTNNNNNNNNNNNT |56 CGGTATTAGCGCAGCGAAGTCGCT
57 GCCACACGTGTGCT! 57 CGTAGAAGACGCCACACGTGTGCT
58 GCGAACTCACGGCTT T |58 CGTCCGACTTGCGAACTCACGGCT
59 GCGTGCGACAAGCTI T |59 CTACTCACTAGCGTGCGACAAGCT
60 GCCGCCTCAGTCATI T |60 CTCCACTGAAGCCGCCTCAGTCAT
61 GGAACGCCATCGGT! T |61 CTCCTATTGTGGAACGCCATCGGT
62 GGACGTTCGGGCTTH 62 CTGGAAGTAAGGACGTTCGGGCTT
63 GGACTCACCTCCGTI T |63 CTGGATTGACGGACTCACCTCCGT
o4 GGAGCCGTAGCACTNNNNNNNNNNNT |64 CTTGGAGAACGGAGCCGTAGCACT
65 GGATACGCGTACGGNNNNNNNNNNNT |65 GAATCGCCATGGATACGCGTACGG
66 GGCAACACACCE 66 GAATGCTGAAGGCAACACACCGAG
67 GGTCGGGATAGAC T |67 GAATTACGGCGGTCGGGATAGACG
68 GGTCCCGCTCATCT! T 68 GACGGCCTATGGTCCCGCTCATCT
69 GGTCTGTCTCGTC! T 69 GATATAGCTCGGTCTGTCTCGTCG
70 GTCGGCAGAGGTGT! T_|70 GATCCAAGAAGTCGGCAGAGGTGT
71 GTCGCGGGTAGAGT! T |71 GATGATGTTGGTCGCGGGTAGAGT
72 GTCTACCGCGAC 72 GATGTGACAGGTCTACCGCGACGT
73 GTGACCGACACCGTNNNNNNNNNNNT |73 GCAAGATGTAGTGACCGACACCGT
74 GTGCACGACCACCT!I |74 GCACCTCTTGGTGCACGACCACCT
75 GTGCATCAGCGGGT! T |75 GCCATGAGAAGTGCATCAGCGGGT
|76 GTGTAGCGGGCTCTI |76 GCCGTTCCTTGTGTAGCGGGCTCT
77 TCGCGCCATGCCTT! T 77 GGAATAAGCATCGCGCCATGCCTT
78 TACAGCGCGGTGCT] 78 GGAATTCCAATACAGCGCGGTGCT
79 TACGACCGCTGCAC 79 GGCATATACCTACGACCGCTGCAC
80 TAGCTAGCGGTGCCI 30 GGCGAAGTATTAGCTAGCGGTGCC
81 CGTCCGGACACATCNNNNNNNNNNNT |81 GGCTGTCTTACGTCCGGACACATC
82 TATGCTCGACCGCC T |82 GGTCTTACATTATGCTCGACCGCC
83 TCACCACACCTCGCI 18 83 GGTTCCTTAATCACCACACCTCGC
34 TCAGCCGGCATACCH 34 GTGATTCTCATCAGCCGGCATACC
85 TCATGGCCGTACGCH 85 GTTCATTGCCTCATGGCCGTACGC
36 TCCAGGCGGTAGTC 36 GTTGAGCGTATCCAGGCGGTAGTC
87 TCCTCTGATCGGGC! T |87 GTTGTATGCTTCCTCTGATCGGGC
88 TCCTGCAACGCCTCI T |88 [TAAGCCTCTTTCCTGCAACGCCTC
89 TCGTCGTACACCGC T [89 [TAGTCCGCTGTCGTCGTACACCGC
20 TCTCTCCAGGCGAC T_|9¢ [TAGTGCAGTCTCTCTCCAGGCGAC
91 TCACGCGGACGATC T_|91 [TATCGTTACGTCACGCGGACGATC
92 TGAGTCCCGGAGACT T |82 [TCCTCTAGTATGAGTCCCGGAGAC
93 TGCCCGTCTGTCTCE 93 ITCGAGAGAGCTGCCCGTCTGTCTC
34 TGGCCGGCTACTACH 54 [TGAGGAGTGGTGGCCGGCTACTAC
95 TGGTGAGGCGCTAC T_|95 [TGGAATGGAGTGGTGAGGCGCTAC
96 TGTGGTCCTGGCTCNNNNNNNNNNNT 96 [TGTTACCTCATGTGGTCCTGGCTC




Figure 1: Schematic outline of the VANA-based metagenomics method. Top-left: conversion
by random priming of viral ssSRNA or dsRNA to sequence-ready cDNA, including a reverse
transcription step followed by a Klenow reaction step. Top-right: conversion by random
priming of viral DNA (e.g. circular ssDNA) to sequence-ready cDNA, including a Klenow
reaction step (strand displacement amplification). Bottom: Double-stranded DNA are
amplified using one PCR multiplex identifier primer, which yields amplicons that are all

tagged at both extremities with the same multiplex identifier primer.

ssRIA and dsRRMA viruses ‘
2 ¥ %
l Dodeca Linker annealing &
' 3 : T
TNNNNNNNNNNN G THNNNNNNNNNN & Dodeea Linker annealing
Bl . L Klenow reaction
o RT reaction Mac,
4 o 8gi o
5! 3t
<~ “THNNHNNHANAN g -- -- TUNNHNNRNNNGS
.»" .":"'"-";' o 'y
i A, .
& b l Denaturation
-"{
3 TNNNNNNNNNNNGGCGGCTOCARC AR 5 -
l Dodeca Linker annealing
3" THNNNHNNNNNNGGOGECTCCAMC A4 5
£ NNNNNNNNNNNT
<l L';.J‘ < l
1 \LL
. = l Klen ow reaction
THHNNNNNNNNNNGEOGGE TECAACAL 5T
o NN NN NN N T e rsesenssssssss sassssiasanss ANNNNNNNNNNNEC: G
o
L
P
k]
First round of PCR am plification with Tag primers
5' AACAACCTCGECGGNNNNNNNNNNNT ANNNNNNNNNNNCCGECGAGGTTGTT 3°
I T T TTEGASCORE = o i e o == oo o o o ) e i GGCGGCTCCAACRA TG, -
AGAAC,,
CA4 g+
l Second round of PCR am plification with Tag primers
5F TTOTTOGAGELGCE = = = = o o o e e o e o o e o o GGCGOCTCCAACAATGCAGAACAA 5
L 6T AMCAACCTCEGGG CCGCCGAGGT TGTTACGTCTTGTT 3"
aGF
o phCP

101

=
| —



Figure 2: Agarose gel analysis of PCR amplicons obtained from arthropod and plant samples

using the VANA-based metagenomics approach. Lane 1 and 25: 1 kb plus ladder size marker

(Invitrogen); lane 2 to 24: VANA-based metagenomics amplicons smears.
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Figure 3: General workflow of the bioinformatics analysis of High Throughput Sequencing

data.
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Figure 4: An example of viral genome reconstitution using the protocol presented here. This
viral contigs was created using SPAdes 3.6.2 with standard parameters. It represented a nearly
complete genome of 9654 nucleotides in length. BLASTn analysis showed that this viral
contig shared 98% of nucleotide identity with the Aphid lethal paralysis virus (Dicitroviridae,
accession number KX884276). 119474 reads from an Acyrthosiphon pisum virome were
mapped against this viral contig, using Bowtie 2.1.0 options end-to-end very sensitive, which

corresponded to an average coverage of 400X.
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Chapitre II — Développement d’un protocole dédié a la préparation et a I’analyse de viromes

Bilan et perspectives

Notre protocole complet de préparation et d’analyse de viromes fonctionne sur les
échantillons d’arthropodes et de plantes testés dans le cadre d’un séquengage par la
plateforme Illumina. Il permet d’obtenir des contigs pouvant représenter la quasi-totalité de
génomes viraux appartenant a I’ensemble de la classification de Baltimore. De plus, il permet

le multiplexage de 96 échantillons, ce qui induit une réduction des cofits de séquengage.
Cependant, ce protocole présente plusieurs limitations.

- Etant donné que I’ensemble des virus ne posséde pas de marqueur moléculaire
commun, il est nécessaire d’amplifier de maniere aléatoire leur génome afin d’étudier leur
diversité. Or, avant cette amplification, il convient de réduire au maximum la proportion
d’acides nucléiques d’origine cellulaire présente dans les échantillons. Cette réduction de la
quantité¢ de contaminants passe par la digestion des acides nucléiques non-encapsidés ainsi
que par la concentration des particules virales par filtration suivie d’une ultracentrifugation. Si
une réduction de la taille du filtre permet de réduire la proportion de contaminants cellulaires,
elle réduit conjointement la proportion de virus de grande taille (comme les représentants de
la famille des Mimiviridae) présents dans les viromes (Halary et al., 2016). Le biais de taille
induit par le filtre utilis¢é ne permet donc pas d’étudier de facon exhaustive la diversité des
communautés virale. Enfin, il a été reporté que [’utilisation de certains linkers-tags, peut
induire des biais d’amplification, compliquant les analyses quantitatives (Roossinck et al.,

2010).

- Il existe également un impact de I’amplification aléatoire sur la représentativité des
viromes obtenus dans le cas d’échantillons multiplexés. En effet, avant de réaliser le pool des
produits de PCR purifiés des échantillons, le succeés de I’amplification a été testé, de maniére
relative, par visualisation de I’intensité¢ des trainées d’ADN (smears) aprés migration des
produits de PCR. La quantité d’ADN présente apreés 1’amplification aléatoire peut donc étre
différente entre les échantillons. Cependant, le pool des produits PCR a été réalisé en utilisant
un volume identique de produits de PCR par échantillon. Cette méthode privilégie donc, en
terme de quantité de reads obtenus aprés séquencage, les échantillons dont I’amplification a
¢été la plus efficace (Harris et al., 2010). Afin d’éliminer ce biais, il est nécessaire de procéder

au pool d’une quantité égale d’ADN entre les échantillons.
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Chapitre II — Développement d’un protocole dédié a la préparation et a I’analyse de viromes

- Nous avons enfin remarqué qu’il existe un impact de la technologie de séquencage
utilisée sur la qualité¢ du démultiplexage. En effet, le séquencage par MiSeq (générant des
séquences de 250pb et de 300pb dans le cas de notre étude) permet de réattribuer de facon
stire 60% des reads a leur échantillon d’origine ; alors que la technologie HiSeq (générant des
séquences de 150pb) n’en réattribue que 40%. Cette incertitude dans le démultiplexage d’une
grande partie des reads est inhérente au s€quencage par haut-débit, notamment du fait que les
extrémités des reads sont moins bien séquencées que leur centre. Cela peut causer des erreurs
dans les séquences des linkers et des tags situés aux extrémités des reads qui ne seront donc
plus reconnus par les scripts permettant leur démultiplexage. Il est cependant important de
préciser le fait que des reads ne soient pas demultiplexables n’empéche pas leur utilisation
lors de I’étape d’assemblage de novo permettant la création de contigs viraux. Enfin, il est
nécessaire de relativiser la balance entre efficacité du démultiplexage et profondeur de
séquencage en fonction de la technologie de séquencage utilisée et du nombre d’échantillons
multiplexés. En effet, dans le cadre du traitement d’un grand nombre d’échantillons, il serait
prétférable d’utiliser le séquengage par HiSeq, plus profond que le MiSeq, afin de permettre a
chaque échantillon de posséder une couverture suffisante permettant 1’analyse convenable de

leur virome (Genohub-ngs-instrument-guide).

I1 est également a noter que notre technique de multiplexage influence le rendement du
séquencage par la technologie Illumina. En effet, le fait que les séquences d’ADN possédent
des séquences identiques a leurs deux extrémités auraient une influence négative sur la
génération des clusters, ce qui induirait un séquencage moins efficace concernant la quantité

de reads produits (ingénieur de la société Genewiz, communication personnelle).

Enfin, les technologies de séquengage évoluent rapidement, si bien que les
technologies de séquencage par MiSeq ou HiSeq, donnent aujourd’hui au maximum
respectivement jusqu’a 25 000 000 de reads de 600pb de longueur et 375 000 000 reads de
300pb, sont déja dépassées par la technologiec NovaSeq de la plateforme Illumina. Cette
derniére permet d’obtenir pres de 10 000 000 000 reads de 300pb, ce qui représente un
rendement 25 fois supérieur a celle de HiSeq (Genohub-ngs-instrument-guide). Ce gain de
profondeur permet aux études de métagénomique virale de traiter un grand nombre
d’échantillons en parallele, ce qui est important dans le cadre de 1’étude comparative de

viromes.
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Chapitre II — Développement d’un protocole dédié a la préparation et a I’analyse de viromes

La matiére noire, limitation de I'’étude des viromes

Une des limitations principales rencontrées dans 1’étude de la majorité des viromes
obtenus par métagénomique virale est le pourcentage élevé de séquences ne pouvant étre
taxonomiquement attribuées (Rosario et Breitbart, 2011). Nommées « matiere noire » (dark
matter), ces séquences peuvent appartenir a des virus inconnus ou a des contaminants
d’origine cellulaire. Elles représentent une part significative, voire la majorité, des séquences
présentes dans les viromes (Krishnamurthy et Wang, 2017; Rosario et Breitbart, 2011). Cette
matiére noire représente un frein important a notre compréhension du monde viral. D une
part, elle représente une source de diversité génétique inexploitable ; et d’autre part, elle peut

amener a surestimer la diversité virale présente dans les échantillons testés.

La présence de matiere noire dans les viromes est explicable par deux faits : notre
connaissance parcellaire de la diversité des virus couplée a un manque d’efficacité des outils

d’attribution taxonomique.

- En effet, Dattribution taxonomique des séquences issues des viromes repose
majoritairement sur leur comparaison avec les séquences virales présentes dans les bases de
données. Or, de par nos connaissances fragmentaires de la diversité¢ des virus, les bases de
données virales sont incompletes. Par exemple, en janvier 2015, 1531 virus entiérement
séquencés étaient disponibles dans la base de données NCBI RefSeq, et la majorité d’entre

eux (86%) dérivent seulement de 3 phyla hotes sur 61 (Roux, et al., 2015).

Des études ont été récemment effectuées dans le but de compléter les bases de données
virales en y incorporant des séquences de virus infectant des organismes peu étudiés comme
les archées et certains groupes de bactéries. Ces études ont été réalisées par métaprotéomique
avec annotation de protéines virales a grande échelle a partir d’un virome marin (Brum ef al.,
2016), par séquencage de cellule unique (single cell genomics) (Rinke et al., 2013), ou par
fouille de bases de données (Roux et al., 2015).
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Chapitre II — Développement d’un protocole dédié a la préparation et a I’analyse de viromes

- Une approche complémentaire consiste a améliorer D’efficacité¢ de I attribution
taxonomique en développant ainsi qu’en optimisant des outils d’attribution taxonomique. Les
outils d’attribution taxonomique regroupent majoritairement ceux se basant sur des
alignements (BLAST (Altschul ef al., 1990), USEARCH (Edgar, 2010)), sur 'HMM (profile
Hidden Markov Models) (Remmert et al., 2012; Skewes-Cox et al., 2014) et I’analyse de la
composition des k-mers (motif nucléotidique de longueur k) (Ren et al., 2017; Rosen et al.,
2011). Enfin, D’analyse de signatures oligonucléotidiques propres aux virus d’un
environnement donné (Willner ez al., 2009), et I’analyse de la circularisation des contigs ou de
la structure des cadres de lecture ouverts (ORFs) (Labonté et Suttle, 2013) sont également
possibles. Il est également possible de combiner plusieurs de ces approches afin d’améliorer

’attribution taxonomique des séquences issues des viromes.

Le BLAST est I’outil le plus fréquemment utilis¢ en attribution taxonomique. Il a été
montré que cette méthode permet d’assigner de manicre plus efficaces de grandes séquences
que de courtes séquences (Fancello er al., 2012). L’utilisation de I’assemblage de novo
couplée au mapping permettrait d’augmenter la proportion de reads taxonomiquement
attribués par des analyses sans étape de mapping avant 1’attribution taxonomique
(Krishnamurthy et Wang, 2017). Cependant, 1’efficacité de cette approche sur la réduction de

la proportion de matiére noire n’a pas €té clairement quantifice.

Le but de 1’étude qui suit était de quantifier I’efficacité de 1’assemblage de novo et du
mapping avant I’attribution taxonomique par BLAST sur la réduction de la proportion de
matiere noire. Pour ce faire, deux protocoles, intégrant ou non I’assemblage de novo des reads
en contigs couplée a une étape de mapping précédant 1’attribution taxonomique des contigs
par BLAST, ont été testés comparativement sur des viromes provenant d’échantillons
diversifiés. Ils ont été testés sur huit de nos viromes d’arthropodes et de plantes, ainsi que sur
sept viromes réalisées lors de cinq études de métagénomique virale indépendantes, et
provenant d’échantillons de sols, d’eau, de féces humains et de moustiques. Cette étude
montre que 1’ajout d’une étape d’assemblage de novo et de mapping en amont de 1’étape
d’attribution taxonomique permet de réduire de prés d’un facteur cing la quantité de matiére

noire présente dans I’ensemble des jeux de données testés.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Metagenomics studies have revolutionized the field of biology by revealing the presence of many previously
unisolated and uncultured micro-organisms. However, one of the main problems encountered in metagenomic
studies is the high percentage of sequences that cannot be assigned taxonomically using commonly used simi-
larity-based approaches (e.g. BLAST or HMM). These unassigned sequences are allegorically called « dark matter
» in the metagenomic literature and are often referred to as being derived from new or unknown organisms.
Here, based on published and original metagenomic datasets coming from virus-like particle enriched samples,
we present and quantify the improvement of viral taxonomic assignment that is achievable with a new simi-
larity-based approach. Indeed, prior to any use of similarity based taxonomic assignment methods, we propose
assembling contigs from short reads as is currently routinely done in metagenomic studies, but then to further
map unassembled reads to the assembled contigs. This additional mapping step increases significantly the
proportions of taxonomically assignable sequence reads from a variety —plant, insect and environmental (es-

Keywords:

Dark matter

Viral metagenomics
BLAST

Mapping

tuary, lakes, soil, feces) — of virome studies.

1. Introduction

The advent of high throughput sequencing has enabled the catalo-
guing and enumeration of microbial species without a priori informa-
tion on their life cycles. When specifically focusing on viruses, this so-
called viral metagenomic approach, has so-far revealed the extra-
ordinary diversity and prevalence of viruses in aquatic and terrestrial
ecosystems, highlighting the key contributions of these microbes to all
ecosystems on Earth (Brum and Sullivan, 2015; Mokili et al,, 2012;
Suttle, 2007).

One simple but important insight yielded by these astonishing dis-
coveries is that we probably currently know far less than 1% of all viral
species that are circulating on Earth (Anthony et al., 2013; Mokili et al.,
2012). It is sobering to consider that despite the large numbers of vir-
omes that have been examined over the past 20 years, almost every new
viromics project yields large numbers of sequences that have no sig-
nificant degree of similarity with those referenced in databases. These
sequences are often referred to as “dark matter”. Our inability to
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E-mail address: remy.froissart@cnrs.fr (R. Froissart).
! These authors contributed equally to the work.
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properly categorize the latter sequences has the potential to strongly
bias our view of both the actual diversity of viruses in a given en-
vironment and their ecological roles (Krishnamurthy and Wang, 2017;
Roossinck et al., 2015; Rosario and Breitbart, 2011).

When attempting to characterize any virome from metagenomic
datasets, researchers face two main challenges: i) purifying viral gen-
omes present in heterogeneous materials or biological tissues without
introducing biases due to technical processes and ii) accurately assign
sequence reads. Whereas solutions to the first of these challenges will
vary from environment to environment, the second challenge could be
met both with improved computational methods that are capable of
accounting for compositionally biased databases, and by vastly in-
creasing the diversity of viral genome sequences within public data-
bases. For instance in most viral metagenomic projects, only approxi-
mately 10-20% of sequence reads can be confidently attributed to
viruses and, in most cases, the remaining sequence reads are treated as
unanalyzable dark matter (Krishnamurthy and Wang, 2017; Rosario
and Breitbart, 2011).
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Fig. 1. Comparative analyses of two BLASTx-based methods
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In viral metagenomic studies, the classical bioinformatical workflow
consists of de nove assembling contigs from short reads generated by
high throughput sequencing and then performing homology inferences
via alignments of sequences (both reads and contigs) to reference da-
tabases using a tool such as BLAST (Allander et al., 2001; Angly et al.,
2006; Breitbart et al., 2002). However, this method usually yields low
quality taxonomic assignments due, at least in part, to both the length
of sequence reads generally being < 500nts, and the low degrees of
sequence identity that are commonly shared between query sequences
and the virus genomic sequences present in public databases
(Tangherlini et al., 2016). Moreover, the classical BLAST workflow
most often leads to a high number of reads that cannot be attributed
with high confidence to related sequences and are thus considered as
unknown sequences.

To decrease the amount of this dark matter, it has been recently
proposed to integrate a new step in the computational workflow: a
recruitment process consisting of the mapping of unassembled short
sequence reads onto assembled contigs prior BLASTx requests
(Krishnamurthy and Wang, 2017), a workflow that we will referred to
as assembly-mapping-BLAST (AM-BLAST for short) as opposed to the
classical BLAST workflow. Although this methodology is used in viral
metagenomics (Cotten et al., 2014), no comparative study has ever
been made to evaluate how efficiently the use of AM-BLAST reduces the
amount of dark matter relative to the classical BLAST workflow.

Alternatives to BLAST have been developed to improve taxonomic
assignments of query sequences being compared to a database of re-
ference sequences. One of the most used alternative approaches in-
volves a hidden Markov model (HMM) based classifier where position-
specific information on nucleotide variation across a set of related se-
quences is taken into account when determining whether there are
statistically significant matches within a database to query sequences.
This approach outperformed BLAST when attempting to find database
matches to divergent viral sequences, although it remained less accu-
rate than BLAST with respect to taxonomic assignment (Fancello et al.,
2012; Remmert et al., 2012; Skewes-Cox et al., 2014).

The aim of the present study was to quantify improvement in the
taxonomic assignment of viral sequences after the use of AM-BLAST
relative to classical-BLAST workflows. We thus compared the number of
unassigned reads after running these two workflows on fifteen datasets
consisting of samples enriched for virus-like particles (VLP). Our results
indicate that the AM-BLAST workflow reduced significantly the number
of unassigned viral reads compared to the classical-BLAST workflow.

2. Materials and methods
2.1. Sampling, virome preparation and sequencing

Three insect species (Hypera postica, Acyrthosiphon pisum and

231

Coccinella septempunctata) and one plant species (Medicago sativa) were
collected in the Montpellier area of Southern France (domaine de
Restincliéres, Prades le Lez, France, N 43°42'54.362” EO 3°51’31.749");
for each species, several individuals were pooled and constituted one
sample. Samples were stored at —80 °C without addition of any pre-
servative solutions. One gram of insect or plant material was processed
using a virion-associated nucleic acids (VANA) based metagenomic
approach to screen for the presence of viruses (Palanga et al., 2016).
Amplified and tagged DNA products of the VANA approach were se-
quenced using an Illumina platform (MiSeq sequencing: 2 x 300 nt
paired-end sequencing with V3 chemistry, Beckman Coulter Genomics,
USA).

2.2. Bioinformatic analysis: virome cleaning, read assembly, taxonomic
assignment and clustering

Raw reads were first demultiplexed using agrep (Wu and Manber,
1992). Illumina adaptors were removed and we selected reads based on
their quality (=q30 and length elimination of reads < 45 nt) using
Cutadapt 1.9 (Martin, 2011). The remaining reads will be hereafter
referred to as “cleaned reads”. Paired cleaned reads were merged using
FLASH 1.2.11 (Magoc and Salzberg, 2011). Then, random subsets of
two hundred thousand cleaned reads per virome were used for all the
following steps.

First, we performed the classical-BLASTx workflow which involved
taxonomically assigning reads using BLASTx searches against the non-
redundant GenBank viral protein sequences database for taxonomic
attribution (e-value cutoff of < 1073 (Altschul et al, 1990) on
200,000 randomly chosen “cleaned reads” (Fig. 1A).

Second, we performed the AM-BLAST workflow which involved
subjecting the cleaned reads to assembly using SPAdes (different kmer
sizes: 21, 33, 55, 77, 125) (Bankevich et al., 2012). Contigs and un-
assembled reads were then assembled using CAP3 with default para-
meters (Huang, 1999). It is to notice that CAP3 was only used to recruit
reads; it should not be used for identification of genomes because this
software can result in creation of chimaeras. Mapping of the remaining
reads both (i) onto the new contigs obtained after de novo assembly and
(ii) to the remaining unassembled reads was performed using Bowtie
2.1.0 (using the local and very sensitive option that empirically recruit
reads having > 85% of nucleotide identity with corresponding contigs)
(Langmead, 2010; Toland et al., 2013). All contigs and unassembled
reads were then subjected to BLASTx searches against the non-re-
dundant GenBank viral protein sequences database for taxonomic at-
tribution (e-value cutoff of < 10™3) (Altschul et al., 1990) (the whole
procedure is summarized in Fig. 1B).

To obtain an overview of genetic diversity across all the metage-
nomic datasets, 10,000 reads were randomly chosen (3 replicates) and
subjected to BLASTx searches against the NCBI non-redundant protein
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Recapitulative history of the original (our data) and already published metagenomic datasets that were used in this study.

Origin of samples Technic of virus-like particles enrichment Technic of sequencing Cleaned reads median Total read Reference
length number
Insects 1 0.45 pm filtration, DNA and RNA extraction, random PCR  MiSeq Illumina 219 324 246 Our data
Insects 2 amplification 230 399 954
Insects 3 228 428 089
Insects 4 217 611 722
Insects 5 225 203 015
Insects 6 212 343 955
Plants 1 195 224 890
Plants 2 245 440 408
Estuary 0.2 um filtration, DNA extraction, RCA amplification 454 pyrosequensing 105 294 068 McDaniel et al. (2008)
Lake Bourget 471 593 084 Roux et al. (2012)
Lake Pavin 445 649 290
Antarctic open soil MiSeq [lumina 250 870 687 Zablocki et al. (2014)
Antarctic hypolith 250 1 057 555
Human feces 454 pyrosequensing 466 504 646 Kim et al. (2011)
Mosquitoes 104 336 760 Ng et al. (2011)

sequences database.

Seven publicly available metagenomic datasets were also analyzed
in this study, originating from five independent datasets after enrich-
ment for virus-like particles from mosquitoes (Ng et al., 2011), a human
fecal sample (Kim et al., 2011), an estuary sample (McDaniel et al.,
2008), two lake samples (Roux et al.,, 2012), and two Antarctic eco-
system samples (Zablocki et al., 2014) (Table 1). These seven datasets
were de novo assembled and analyzed as described above.

3. Results

The aim of our study was to compare the efficiency with which
classical-BLAST (Fig. 1A) and AM-BLAST (Fig. 1B) workflows tax-
onomically assign reads from metagenomic sequencing datasets. These
datasets were obtained from samples of various origins and enriched for
virus-like particles using different procedures (Table 1): (i) eight insects
and plants processed for the purpose of the present study (hereafter
referred to as viromes 1-8) and (ii) seven datasets from published
studies originating from environmental and insect samples (hereafter
referred to as viromes 9-15) (Table 1). The viromes represented by
these two sets will be hereafter referred to as original and published
viromes, respectively.

The classical-BLAST workflow was able to assign, with high level of
confidence (according to E-value of BLASTx, see M&M section), be-
tween 59% and only 1.3% of reads from the original viromes (Insects 6
and Insects 4, respectively) and between 7.5% and 0.15% of reads for
the published viromes (Lake Bourget and Hypolith, respectively), in
agreement with published results (Fig. 2). The AM-BLAST workflow on

Percentage of viral reads
100%

the other hand, allowed the assignment of 89.4% and 42.5% of reads
for the original viromes (Insects 4 and Insects 5, respectively) and be-
tween 18.6% and 1.4% of reads for the published viromes (Lake Pavin
and Estuary, respectively) (Fig. 2). The AM-BLAST workflow yielded a
significant improvement in overall taxonomic assignment efficiency
(P = 6.1 x 107>, Wilcoxon comparison test) (Fig. 2, Supplemental
Table 1). This improvement was particularly notable for insect virome 4
where the AM-BLAST workflow yielded a 70-fold improvement in the
proportion of taxonomically assignable reads.

Proportions of assignable reads varied markedly between the ana-
lyzed viromes. For the original datasets an average of 21% of reads
were assignable by classical-BLAST and 62% by AM-BLAST. For the
published datasets an average of only 3% of reads were assignable by
classical-BLAST and 13% by AM-BLAST (Fig. 2 and Supplemental
Table 1). On the one hand, the aquatic, marine and fecal environmental
viromes were dominated by large dsDNA bacteriophages (> 250 kb)
belonging to the Myoviridae and Siphoviridae families. On the other
hand, insect and plant viromes were dominated by small RNA and DNA
viruses (< 10 kb) belonging to the Iflaviridae, Dicistroviridae, Parvovir-
idae, Amalgaviridae and Partitiviridae families (Supplemental Table 2).

In order to assign the remaining unclassified reads to cellular origin
or to dark matter, we taxonomically assigned a subset of ten thousand
reads that were randomly sampled from each dataset (i.e. 5% of the
total number of reads per dataset) using BLASTx. Despite the datasets
all being derived from samples that were processed to enrich for viral-
like particles, from 1% to 55% of the reads in both the original and
published datasets were most likely of cellular origin (Fig. 3). On the
one hand, for the original viromes, up to 22% and 53% of the reads

Fig. 2. Comparison on the performance of BLASTx searches.
BLASTx searches were performed on raw reads (blue - clas-

0%

sical-BLAST workflow) and after mapping on contigs (red -

80%

AM-BLAST workflow).

70%
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Fig. 3. Average proportions of reads in each virome according to their taxonomic assignment using BLASTx. Query read sequences were assigned to viral (purple), bacterial (red),
eukaryotic (green) and unassigned (black) sequences available in online databases. Each analysis has been performed three times on a random sample of 10,000 reads from each dataset.

were respectively assigned to bacteria and eukaryotes. From 47% and
53% of reads from the two plant viromes were assignable to plant
genomic sequences, while 18% and 22% of the reads from two of the
insect viromes (viromes 3 and 4 from the aphid A. pisum) were likely
derived from Candidatus Hamiltonella defensa, an aphid's endosymbiotic
bacteria (Fig. 3). On the other hand, for the published viromes, 3% to
39% and 0-1% of reads were assigned to bacterial and eukaryotic or-
ganisms respectively, in agreement with published results (Fig. 3,
Supplemental Table 3). Specifically, lake datasets (viromes 11-14),
contained similar proportions (about 25%) of bacterial and bacter-
iophage sequences, indicating the presence of bacteria, bacteriophage
particles and prophage nucleic acids as already reported (Enault et al.,
2016; Roux et al., 2013). Moreover, the human feces and soil viromes
contained a higher proportion of reads assigned to bacteria (from 15%
to 39%) than those from other sources (Fig. 3).

4. Discussion

In this study, we propose a modification of the classical BLASTx-
based workflow that improves the taxonomic assignment of sequences
from metagenomic virome studies. Based on the statement that in-
creasing the length of query sequences could improve the accuracy with
which they could be taxonomically assigned using BLASTx, we in-
troduced a recruitment step of remapping unassembled reads onto as-
sembled contigs prior to BLASTx searches (a workflow that we called
“assembly-mapping BLAST” or AM-BLAST for short) and tested this on
viral metagenomic datasets. These datasets were obtained after dif-
ferent technical procedures, both prior to sequencing (i.e. use of rolling-
circle amplification or random PCR amplification) and during the se-
quencing process (i.e. MiSeq Illumina or 454 Pyrosequencing; Table 1).
We found that, when applied to each datasets, the AM-BLAST workflow
systematically and substantially increased the numbers of virus-derived
sequences that could be taxonomically assigned relative to the numbers
that were assignable using the classical-BLAST workflow. Analyses
made on fifteen metagenomic datasets lead to an average five-fold in-
crease in the number of assignable reads.

Our analyses thus revealed that one major parameter to improve the
performance of BLASTx-based approaches for taxonomically assigning
viral reads is likely the lengths of the sequences that will be analyzed by
BLASTx. Indeed, viral genomes are more variable than those of cellular
organisms because of high mutation rates, large population sizes and
short generation times, so longer reads and contigs decrease the impact
of point mutations that decrease the degrees of similarity between
query and reference sequences within the database that is being sear-
ched by BLAST or HMM-based approaches. The lengths of query se-
quences can be increased both by computational processing of the se-
quence data prior to performing blast searches (as is done in the AM-
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BLAST workflow), and by technical procedures during virus-like par-
ticle enrichment. Specifically, it is desirable to lengthen the query se-
quences, either by using sequencing technologies that enable long reads
(such as 454 that is no longer used or Pacific BioScience) or by in-
creasing sequencing depth (such as with Illumina) so as to enable the
assembly of longer contigs. In fact, with simulated metagenomic data-
sets, a positive correlation has been found between sequencing depth
and the proportions of reads that could be taxonomically assigned
(Garcia-Lopez et al., 2015). Interestingly, our analyses did not reveal
differences in the degrees of taxonomic improvement between studies
using 454 and Illumina sequencing technologies, suggesting that large
sequencing depth can compensate shorter read lengths.

Our analyses also revealed that viral metagenomic dataset obtained
for the purpose of this study from arthropods and plants (our so called
“original viromes”) seemed to be dominated by small viruses (< 10 kb),
while published environmental viromes contained a high number of
reads assigned to prophages and genomic bacterial DNA. The generality
of such differential viral communities according to different environ-
ments is, however, questionable because only very few studies have
reported insect and plant viromes (Junglen and Drosten, 2013) and we
can thus not compare our results with those of others. Moreover,
technical procedures during the preparation of the original and pub-
lished viromes differed in that the latter were obtained by rolling-circle
amplification, a technique known to induce amplification biases toward
circular genomes, while the former viromes were obtained after random
PCR, a technique that is not known to have this bias.

Altogether, the AM-BLAST workflow represents a simple and rapid
way to improve the taxonomic assignment of viral sequences from
metagenomic datasets independently of the origin of the samples. Our
results indicate that the proportion of unassigned reads (i.e. the “dark
matter”) in virome datasets can be significantly reduced by combining
the following approaches: (i) the use of purification techniques that
rigorously enrich samples for virus-like particles in order to minimize
amounts of cellular genomic DNA, (ii) the use of sequencing technol-
ogies that maximize the number of reads, and (iii) the use of compu-
tational workflows that include steps of mapping of reads to de novo
assembled contigs prior to BLASTx searches.

Conflict of interest

The authors declare no competing financial interests.

Author contributions

Data acquisition (S.F., D.F., M.F.); Analysis and interpretation of
data (S.F., M.O. and R.F.); Manuscript preparation (S.F., M.O, D.M.,
D.F. and R.F.); Study supervision (S.F., M.O. and R.F.).



S. Frangois et al.

Acknowledgments

We are particularly grateful to the Conseil General de I'Hérault for
providing us the opportunity to collect insects and plants in the
Domaine de Restincliéres. We warmly thank Francois Enault and the
reviewers for their insightful comments on the manuscript. S. F. is a
doctoral fellow from the University of Montpellier and was supported
by a scholarship from Institut National de la Recherche Agronomique
(INRA).

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found, in the
online version, at https://doi.org/10.1016/j.virusres.2017.11.011.

References

Allander, T., Emerson, S.U., Engle, R.E., Purcell, R.H., Bukh, J., 2001. A virus discovery
method incorporating DNase treatment and its application to the identification of two
bovine parvovirus species. Proc. Natl. Acad. Sci. 98, 11609-11614. http://dx.doi.
org/10.1073/pnas.211424698.

Altschul, S., Gish, W., Miller, W., Myers, E., Lipman, D., 1990. Basic local alignment
search tool. J. Mol. Biol. 215, 403-410. http://dx.doi.org/10.1016/50022-2836(05)
80360-2.

Angly, F.E., Felts, B., Breitbart, M., Salamon, P., Edwards, R., a, Carlson, Chan, C.,
Haynes, A.M., Kelley, M., Liu, S., Mahaffy, H., Mueller, J.M., Nulton, J.E., Olson, J.,
Parsons, R., Rayhawk, R., Suttle, S., a, C., Rohwer, F., 2006. The marine viromes of
four oceanic regions. PLoS Biol. 4, e368. http://dx.doi.org/10.1371/journal.pbio.
0040368.

Anthony, S.J., Epstein, J.H., Murray, K.A., Navarrete-macias, I., Zambrana-torrelio, C.M.,
Solovyov, A., Ojeda-flores, R., Arrigo, N.C., Islam, A., Khan, A., Hosseini, P., Bogich,
T.L., Mazet, J.A.K., Daszak, P., Lipkin, W., 2013. A strategy to estimate unknown viral
diversity in mammals. MBio 4, 1-15. http://dx.doi.org/10.1128/mBio.00598-13.

Bankevich, A., Nurk, S., Antipov, D., Gurevich, A.A., Dvorkin, M., Kulikov, A.S., Lesin,
V.M., Nikolenko, S.1., Pham, S., Prjibelski, A.D., Pyshkin, A.V., Sirotkin, A.V., Vyahbhi,
N., Tesler, G., Alekseyev, M.A., Pevzner, P.A., 2012. SPAdes: a new genome assembly
algorithm and its applications to single-cell sequencing. J. Comput. Biol. 19,
455-477. http://dx.doi.org/10.1089/cmb.2012.0021.

Breitbart, M., Salamon, P., Andresen, B., Mahaffy, J.M., Segall, A.M., Mead, D., Azam, F.,
Rohwer, F., 2002. Genomic analysis of uncultured marine viral communities. Proc
Natl Acad Sci U. S. A. 99, 14250-134255. htip://dx.doi.org/10.1073/pnas.
202488399.

Brum, J.R., Sullivan, M.B., 2015. Rising to the challenge: accelerated pace of discovery
transforms marine virology. Nat. Rev. Microbiol. 13, 147-159. http://dx.doi.org/10.
1038/nrmicro3404,

Cotten, M., Oude Munnink, B., Canuti, M., Deijs, M., Watson, S.J., Kellam, P., Van Der
Hoek, L., 2014. Full genome virus detection in fecal samples using sensitive nucleic
acid preparation, deep sequencing, and a novel iterative sequence classification al-
gorithm. PLoS One 9, €93269. http://dx.doi.org/10.1371/journal. pone.0093269.

Enault, F., Briet, A., Bouteille, L., Roux, S., Sullivan, M.B., Petit, M.-A., 2016. Phages
rarely encode antibiotic resistance genes: a cautionary tale for virome analyses. ISME
J. 1-11. http://dx.doi.org/10.1038/ismej.2016.90.

Fancello, L., Raoult, D., Desnues, C., 2012. Computational tools for viral metagenomics
and their application in clinical research. Virology 434, 162-174. http://dx.doi.org/
10.1016/j.virol.2012.09.025.

Garcia-Lopez, R., Vazquez-Castellanos, J.F., Moya, A., 2015. Fragmentation and coverage
variation in viral metagenome assemblies, and their effect in diversity calculations.
Front. Biceng. Biotechnol. 3, 141. http://dx.doi.org/10.3389/fbioe.2015.00141.

Huang, X., 1999. CAP3: a DNA sequence assembly program. Genome Res. 9, 868-877.
http://dx.doi.org/10.1101/gr.9.9.868.

234

Virus Research 244 (2018) 230-234

Junglen, S., Drosten, C., 2013. Virus discovery and recent insights into virus diversity in
arthropods. Curr. Opin. Microbiol. 16, 507-513. http://dx.doi.org/10.1016/j.mib.
2013.06.005.

Kim, M.-S., Park, E.-J., Roh, S.W., Bae, J.-W., 2011. Diversity and abundance of single-
stranded DNA viruses in human feces. Appl. Environ. Microbiol. 77, 8062-8070.
http://dx.doi.org/10.1128/AEM.06331-11.

Krishnamurthy, S.R., Wang, D., 2017. Origins and challenges of viral dark matter. Virus
Res. 239, 136-142. http://dx.doi.org/10.1016/j.virusres.2017.02.002.

Langmead, B., 2010. Aligning short sequencing reads with Bowtie. Curr. Protoc.

Bioinf. 11.

Magoc, T., Salzberg, S.L., 2011. FLASH: fast length adjustment of short reads to improve
genome assemblies. Bioinformatics 27, 2957-2963. http://dx.doi.org/10.1093/
bioinformatics/btr507.

Martin, M., 2011. Cutadapt removes adapter sequences from high-throughput sequencing
reads. EMB 17, 10-12. http://dx.doi.org/10.14806/¢j.17.1.200.

McDaniel, L., Breitbart, M., Mobberley, J., Long, A., Haynes, M., Rohwer, F., Paul, J.H.,
2008. Metagenomic analysis of lysogeny in Tampa Bay: implications for prophage
gene expression. PLoS One 3, e3263. http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.
0003263,

Mokili, J.L., Rohwer, F., Dutilh, B.E., 2012, Metagenomics and future perspectives in
virus discovery. Curr. Opin. Virol. 2, 63-77. http://dx.doi.org/10.1016/j.coviro.
2011.12.004.

Ng, T.F.F., Willner, D.L., Lim, Y.W., Schmieder, R., Chau, B., Nilsson, C., Anthony, S.,
Ruan, Y., Rohwer, F., Breitbart, M., 2011. Broad surveys of DNA viral diversity ob-
tained through viral metagenomics of mosquitoes. PLoS One 6, 20579, http://dx.
doi.org/10.1371/journal.pone.0020579.

Palanga, E., Filloux, D., Martin, D.P., Fernandez, E., Bouda, Z., Gargani, D., Ferdinand, R.,
Zabre, J., Neya, B., Sawadogo, M., Traore, O., Peterschmitt, M., Roumagnac, P., 2016.
Metagenomic-based screening and molecular characterization of cowpea- infecting
viruses in Burkina Faso. PLoS One 11, e0165188. http://dx.doi.org/10.1371/journal.
pone.0165188.

Remmert, M., Biegert, A., Hauser, A., Soding, J., 2012. HHblits: lightning-fast iterative
protein sequence searching by HMM-HMM alignment. Nat. Methods 9, 173-175.
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth.1818.

Roossinck, M.J., Martin, D.P., Roumagnac, P., 2015. Plant virus metagenomics: advances
in virus discovery. Phytopathology 105, 716-727. http://dx.doi.org/10.1094/
PHYTO-12-14-0356-RVW.

Rosario, K., Breitbart, M., 2011. Exploring the viral world through metagenomics. Curr.
Opin. Virol. 1, 289-297. http://dx.doi.org/10.1016/j.coviro.2011.06.004.

Roux, S., Enault, F., Robin, A., Ravet, V., Personnic, S., Theil, S., Colombet, J., Sime-
Ngando, T., Debroas, D., 2012. Assessing the diversity and specificity of two fresh-
water viral communities through metagenomics. PLoS One 7, e33641. http://dx.doi.
org/10.1371/journal.pone.0033641.

Roux, S., Krupovic, M., Debroas, D., Forterre, P., 2013. Assessment of viral community
functional potential from viral metagenomes may be hampered by contamination
with cellular sequences. Open Biol. 3, 130160. http://dx.doi.org/10.1038/ismej.
2016.90.

Skewes-Cox, P., Sharpton, T.J., Pollard, K.S., DeRisi, J.L., 2014. Profile hidden Markov
maodels for the detection of viruses within metagenomic sequence data. PLoS One 9,
e105067. http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0105067.

Suttle, C.A., 2007. Marine viruses (mdash) major players in the global ecosystem. Nat.
Rev. Microbiol. 5, 801-812. http://dx.doi.org/10.1038/nrmicro1750.

Tangherlini, M., Dell’Anno, A., Zeigler Allen, L., Riccioni, G., Corinaldesi, C., 2016.
Assessing viral taxonomic composition in benthic marine ecosystems: reliability and
efficiency of different bioinformatic tools for viral metagenomic analyses. Sci. Rep.
22, 28428. http://dx.doi.org/10.1038/srep28428.

Toland, A.E., Gatalyiirek, U.V., Hatem, A., Bozda, D., 2013. Benchmarking short sequence
mapping tools. BMC Bioinf. 7, 184. http://dx.doi.org/10.1186/1471-2105-14-184.

Wu, 8., Manber, U., 1992. A Fast Approximate Pattern-matching Tool. Usenix Winter
1992 Tech. Conf.

Zablocki, O., van Zyl, L., Adriaenssens, E.M., Rubagotti, E., Tuffin, M., Cary, S.C., Cowan,
D., 2014. High-level diversity of tailed phages, eukaryote-associated viruses, and
virophage-like elements in the metaviromes of antarctic soils. Appl. Environ.
Microbiol. 80, 6888-6897. http://dx.doi.org/10.1128/AEM.01525-14.



Supplementary materials

Supplemental Table 1: Comparison of the performance of BLASTx searches against the
viral published sequence database with or without a prior read to contig mapping step.

BLASTXx searches were performed on raw reads and after mapping of reads to contigs.

Insects 1 | Insects 2 | Insects 3 | Insects 4 | Insects 5 | Insects 6 | Plants 1 | Plants 2 | M i Human feces | Estuary | Lake Bourget | Lake Pavin | Open soil | Hypolith
Number of viral reads classical BLASTx analyses 59028 16268 13983 2525 10608 117304 | 65600 | 45443 7169 5155 1599 15124 11187 1733 304
Percentage of viral reads classical BLASTx analyses| 29.51% | 8.13% 6.99% 1.26% 530% | 58.65% [32.80% | 22.72% 3.58% 2,58% 0,80% 7.56% 5.59% 0,87% 0,15%
Number of viral reads AM-BLASTx 145327 91962 89002 178828 84934 154178 | 112934 | 136233 18661 19426 2746 68340 37271 29688 4751
Percentage of viral reads AM-BLASTx 72.66% | 45.98% | 44.50% | 89.41% | 42.47% | 77.09% | 56.47% | 68.12% 9.33% 9.71% 137% 34.17% 18.64% 14.84% 2.38%
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Supplemental Table 2: Five most abundant viral families found across the 15 viromes used

in this study

Viromes | Viral Taxonomy | Genome length (kb)| Abundance rank Host range
Iflaviridae <10 1 |[Eukaryotic macroorganisms
Partitiviridae <10 2|Eukaryotic macroorganisms

Insects 1  |Alphaflexiviridae <10 3|Eukaryotic macroorganisms
Luteoviridae <10 4|Eukaryotic macroorganisms
Flexviridae <10 5|Eukaryotic macroorganisms
1flaviridae <10 1 |[Eukaryotic macroorganisms
Partitiviridae <10 2|Eukaryotic macroorganisms

Insects 2 |Luteoviridae <10 3|Eukaryotic macroorganisms
Alphaflexiviridae <10 4|Eukaryotic macroorganisms
Tymoviridae <10 5|Eukaryotic macroorganisms
Parvoviridae <10 1 |Eukaryotic macroorganisms
Carmotetraviridae <10 2|Eukaryotic macroorganisms

Insects 3 |Podoviridae 40 3|Bacteria
1flaviridae <10 4|Eukaryotic macroorganisms
Mesoniviridae 20 5|Eukaryotic macroorganisms
Podoviridae 40 1|Bacteria
Parvoviridae <10 2|Eukarvotic macroorganisms

Insects 4  |Iflaviridae <10 3|Eukaryotic macroorganisms
Tymoviridae <10 4|Eukaryotic macroorganisms
Luteoviridae <10 5|Eukaryotic macroorganisms
Parvoviridae <10 1 |[Eukaryotic macroorganisms
Iflaviridae <10 2|Eukaryotic macroorganisms

Insects 5 |Tymoviridae <10 3|Eukaryotic macroorganisms
Dicistroviridae <10 4|Eukaryotic macroorganisms
Partitiviridae <10 5|Eukaryotic macroorganisms
Dicistroviridae <10 1 |Eukaryotic macroorganisms

Insects 6 — — - =
Nanoviridae <10 2|Eukaryotic macroorganisms
Amalgaviridae <10 1 |[Eukaryotic macroorganisms
Partitiviridae <10 2|Eukaryotic macroorganisms

Plants 1 |Luteoviridae <10 3|Eukaryotic macroorganisms
Bromoviridae <10 4|Eukaryotic macroorganisms
Iflaviridae <10 5|Eukaryotic macroorganisms
Amalgaviridae <10 1 iC macroorganisms

Plants 2 |Partitiviridae <10 2 yotic macroorganisms
Tymoviridae <10 3|Eukaryotic macroorganisms
Parvoviridae <10 1 |Eukaryotic macroorganisms
Anelloviridae <10 2|Eukarvotic macroorganisms

Mosquitoes |Nudiviridae 90-230 3|Eukaryotic macroorganisms
Microviridae <10 4|Bacteria
Circoviridae <10 5|Eukaryotic macroorganisms
Microviridae <10 1|Bacteria
Siphoviridae 50 2|Bacteria
Human feces |Podoviridae 40 3|Bacteria
Myoviridae 30-250 4|Bacteria
Phycodnaviridae 100-350 5|Eukaryotic microorganisms
Phycodnaviridae 100-550 1 |[Eukaryotic microorganisms
Myoviridae 30-250 2|Bacteria

Estuary  [Circoviridae <10 3|Eukaryotic macroorganisms
Podoviridae 40 4|Bacteria
Siphoviridae 50 5|Bacteria
Microviridae <10 1 |Bacteria
Phycodnaviridae 100-550 2|Eukaryotic microorganisms

Lake Bourget|Myoviridae 30-250 3|Bacteria

Siphoviridae 50 4|Bacteria

Podoviridae 40 5|Bacteria
Circoviridae <10 1 |Eukaryotic macroorganisms
Phycodnaviridae 100-550 2|Eukaryotic microorganisms

Lake Pavin |Siphoviridae 50 3|Bacteria

Myoviridae 30-250 4|Bacteria

Microviridae <10 5|Bacteria
Phycodnaviridae 100-550 1 [Eukaryotic microorganisms

Podoviridae 40 2|Bacteria

Open Soll  |Myoviridae 30-250 3|Bacteria
Siphoviridae 50 4|Bacteria
Mimiviridae 1200 5|Eukaryotic microorganisms
Siphoviridae 50 1 [Bacteria
Myoviridae 30-250 2|Bacteria

Hypolith  [Phycodnaviridae 100-550 3|Eukaryotic microorganisms
Podoviridae 40 4|Bacteria
Mimiviridae 1200 5|Eukarvotic microorganisms
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Supplemental Table 3: Global diversity in samples (BLASTx searches on 10.000 reads)

Taxonomy Insects 1 Insects 2 Insects 3 | Insects 4 Insects 5 | Insects 6 Plants 1 Plants 2 Mosquitoes Human feces. Lake Bourget Lake Pavin_| Opensoil | Hypolith
Archaea 0 0 0 0 0 0 0 1 0 11 50| 36 28 6}
Classified Bacteria 44 23 1848 2244 51 69 209 3304 3935 2507 2920 2356 1528]
Number of reads Eukaryota 210 41 545 47 378 4705 5254 81 21 32 31 87 27
Virses 2000 714 5360 6515 5695, 3495 2143 749) 1543] 2526 1278 231 232
Unclassified | Unclassified 7746 9222 2247 1194] 3877, 1732 2394 5866, 4491 4885 5736, 7298 8206
Archaea 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 1% 0% 0% 0%]
Classified Bacteria 0% 0% 18% 22%)| 1%| 1% 2% 33%] 39%)| 25%)| 29%] 24%) 15%|
Percentage of reads Eukaryota 2%| 0% 5% 0% 4%| 47% 53%)| 19| 0% 0% 0% 1% 0%
Viruses 20%| 7% 54%| 57%| 35%| 21%| 7% 25% 13%] 29 2%)
Unclassified | Unclassified T77%| 92%| 22%| 12%)| 39%)| 17% 24%) 59%] 49%| 57%) 73%]| 82%]
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Chapitre II — Développement d’un protocole dédi¢ a la préparation et a I’analyse de viromes

Bilan et perspectives

Nos analyses bioinformatiques, menées sur des viromes provenant d’échantillons
d’origine diverse et ayant été¢ obtenus par différents procédés, montrent que 1’association
d’une étape de mapping a I’assemblage de novo permet d’augmenter en moyenne d’un facteur
cing la proportion de séquences virales attribuées dans les viromes analysés, comparativement
a une analyse n’effectuant pas ces étapes. Ce résultat serait explicable par le fait que les reads
sont moins longs que les contigs, longueur qui, liée au faible degré de similitudes de certains
reads avec les séquences présentes dans les bases de données, réduit en conséquence

I’efficacité de I’attribution taxonomique par BLAST (Garcia-Lopez et al., 2015).

Il est a noter que la proportion de matiere noire résiduelle dans les viromes est
dépendante du type d’échantillon d’ou proviennent les viromes, ceux disponibles
publiquement contenant plus de matiere noire résiduelle que les notres. Cette différence
pourrait provenir du fait que I’ensemble des viromes publics utilisés lors de cette étude ont été
obtenus par amplification par la polymérase phi29 qui est connue pour introduire des biais
d’amplification en faveur des génomes constitués d’ADN circulaire (Kim et Bae, 2011). Cette
différence pourrait également étre expliquée par le fait que les virus environnementaux sont
peu présents dans les bases de données, et que donc certains virus contenus dans des viromes

provenant d’échantillons environnementaux n’aient pas ét¢ identifiés par BLAST.

En conclusion, afin de réduire la quantité de matiére noire présente dans les viromes, il

est nécessaire :

- De diminuer la contamination des €chantillons par des acides nucléiques d’origine cellulaire,
notamment en améliorant les étapes de filtration et de digestion des acides nucléiques non-

encapsidés ;

- Drutiliser des technologies de séquengage maximisant soit le nombre de reads soit leur

longueur en complémentarité, afin de faciliter I’assemblage des reads en contigs ;

- D’améliorer les outils servant a I’attribution taxonomique, et d’utiliser plusieurs outils en

combinaison ;

- D’enrichir les bases de données en y déposant des séquences virales divergentes de celles y

étant actuellement référencées.
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Chapitre III - Diversité des communautés virales associées a
des arthropodes ravageurs de cultures
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Chapitre I1I — Diversité des communautgés virales associées a des arthropodes ravageurs de cultures

Impact des arthropodes ravageurs dans les agroécosystémes

Les agroécosystémes, écosystemes simplifiés par les activités humaines, représentent
un bon modele d’étude de la diversité ainsi que de la circulation des virus, et en particulier de
ceux associés aux arthropodes qui y représentent la composante animale majeure. Améliorer
le fonctionnement des agrosystémes et favoriser le biocontrole des populations d’insectes
ravageurs et/ou vecteurs nécessite de comprendre les équilibres des communautés associées,
incluant les communautés virales. Il est donc nécessaire d’établir en préliminaire 1’inventaire

des virus dans un agrosystéme mod¢le.

La métagénomique virale appliquée aux agroécosystémes est encore rare, limitée a ce
jour aux virus de plantes. Ces études ont permis de mettre en évidence une grande diversité de
virus associés aux plantes cultivées et sauvages (Palanga et al., 2016; Roossinck, 2011b;
Roossinck et al., 2010; Roumagnac et al., 2015). A notre connaissance, les seuls viromes
d’arthropodes ravageurs de cultures publiés sont ceux associés I’aleurode du tabac (Bemisia
tabaci, Hémiptere), les auteurs de cette étude s’étant principalement intéressés aux phytovirus
présents dans cette espece d’insectes, ne décrivant pas les virus potentiellement
entomopathogenes (Ng, Dufty, et al., 2011; Rosario et al., 2014, 2015). Une grande part de la

diversité des virus associés aux arthropodes ravageurs de cultures reste donc sous-explorée.

L’objectif des deux études suivantes a €t€ de caractériser, par une approche de
métagénomique basée sur la purification de particules virales, I’ensemble de la diversité et de
la composition des communautés virales présentes chez certaines especes d’arthropodes

ravageurs de cultures.

- La premiére étude porte sur le tétranyque tisserand (Tetranychus urticae, Acarien). 7.
urticae est un acarien ravageur de cultures possédant une répartition mondiale (Jeppson ef al.,
1975). Cette espece est €galement extrémement polyphage, et a un impact négatif important
sur la production agricole (Jeppson et al., 1975). Enfin, cette espéce présente des records de
résistance aux pesticides (Van Leeuwen et al., 2010). Les viromes de deux populations de 7.

urticae provenant de deux ¢levages différents ont été comparés.
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Chapitre I1I — Diversité des communautgés virales associées a des arthropodes ravageurs de cultures

- La seconde étude porte sur la caractérisation des viromes de trois especes d’insectes
ravageurs de cultures possédant également une répartition mondiale : I’armigere de la tomate
(Helicoverpa armigera, Lepidoptere), le phytonome de la luzerne (Hypera postica,
Coleoptere) et le puceron vert du pois (Acyrthosiphon pisum, Hemipteére), ce dernier étant
vecteur de virus phytopathogeénes (CABI). Ces insectes ont été échantillonnés dans deux
agroécosystémes adjacents : des champs de luzerne et des prairies. Des plantes, ainsi que deux
especes d’arthropodes prédateurs ont également été échantillonnées. La distribution des
especes virales les plus abondamment présentes dans les viromes obtenus a enfin été

examinée dans les communautés d’arthropodes présentes dans les agroécosystémes testes.

Les résultats de ces deux études ont permis d’améliorer nos connaissances sur la

diversité¢ des communautés virales associées aux arthropodes ravageurs de cultures.
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Abstract

The two-spotted spider mite Tetranychus urticae is a cosmopolitan agricultural pest
that displays an extensive host plant range and extreme records of pesticide resistance. A
better understanding of their virome could hence allow developing new biological tools to
control this pest using their natural virus-based enemies. Here, we present 7. urticae viromes
obtained by viral metagenomics based on viral particle purification. We recovered contigs that
could putatively be attributed to ten new viral species, including a mini-densovirus,
representing extant as well as new viral lineages. Two of these viruses were also found in 7.
urticae transcriptomic but not in genomic datasets. These findings offer new insights into
arthropod virus evolution and may provide new opportunities for developing biological

control agents against this pest.

Keywords: Arthropod, Mite, Tetranychus urticae, Viral Metagenomics, virus diversity,

phylogeny, agricultural pests.

123

=
| —



Introduction

Mites and ticks are small arachnids belonging to Acari that are mostly known for their
detrimental impact on human, animal and plant health'. While ticks represent a relatively
small number of taxa (around 900 species) all sharing a parasitic, blood-feeding alimentary
regime, mites are extraordinarily diversified (more than 40 000 species) exhibiting a large
diversity of lifestyles, including plant feeders, mite-predators or arthropod ectoparasites and
are found in all ecosystems, both terrestrial and aquatic. Unlike ticks that can vector a number
of pathogenic bacteria and viruses, only a few species of mites present direct threats to plant
or animal health. Among them, the two-spotted spider mite, Tetranychus urticae is an
agricultural pest® that produces a silk-like web micro-habitat protecting colonies against
predators or abiotic stresses®. T. urticae disperses actively or passively, it is spread by the
wind or through plant movments® and displays a worldwide distribution. This mite is highly
polyphagous and feeds on more than 1000 plant species corresponding to more than 140
botanical families (http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/spmweb/;
https://www.pesticideresistance.org/) making this pest particularly problematic in greenhouses
and crops, where they can cause significant damage to a number of food-producing cultures
(such as tomato, cucumber, maize, soybean, grape and citrus) and flowers (chrysanthemums
and orchids)’. As predicted by computational modelling, global warming is expected to
worsen this situation by accelerating 7. urticae development, leading to increase populations
and expand their distribution, which raises concerns about control solutions®. Indeed,
conventional treatments against 7. urticae mostly involve synthetic acaricides. Although
efficient, their heavy use to control 7. urticae has resulted in one of the highest incidence of
pesticides resistance recorded in arthropods’. Moreover, acaricides also compromise
biocontrol by eliminating 7. urticae natural predator mite Phytoseiulus persimilis. Decreasing

the predation pressure has then led to increase even more the use of acaricides, thus increasing
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selection of resistance in T. wurticae populations’. In this context, the development of
alternative solutions to chemicals is strongly encouraged; one promising way consists in
diversifying of the use of 7. wurticae natural enemies and particularly to include their

pathogens.

Very little is known about the diversity of mite pathogens, the small size (~1 mm long)
of most mites may have been a major obstacle to explore their pathologies and their
pathogens; this is particularly true for mite viruses. Only one virus has been described for 7.
urticae: it is an enveloped, rod-shaped virus, discovered in laboratory populations’, that
infects the mite gut cells. Nowadays, the development of whole genome sequencing (WGS)
methods allows overcoming the size limitation of organisms, making feasible the exploration
without a priori knowledge of the microbial communities associated with tiny animals.
Indeed, metagenomics has revolutionized microbiology including virology, showing an
unexpected diversity and persistence of viruses in all organisms. The next challenge is now to
understand these interactions and the roles viruses play in ecosystems functioning at all levels,

from the individual organism to populations.

Viral metagenomics applied to Acari have been first used to explore the virus
communities (so-called the virome) associated with blood-feeding ticks, which revealed the
extraordinary diversity of viruses in these small arthropods™’. Recently, a similar approach
has been used to analyze the viral population specific to Varroa destructor, a bee ectoparasitic
mite that also transmits to the insect several viruses that may contribute to colony collapse'’.
This work revealed new viruses infecting V. destructor, belonging to Baculoviridae,
Circoviridae, Dicistroviridae and Iflaviridae families, confirming the interest of

metagenomics to analyze viromes in very small animals.
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In the study presented here, we investigated the viral community associated with 7.
urticae by in depth sequencing of virion-associated nucleic acids (VANA)''. We analyzed the
virome composition of two 7. urticae laboratory populations from different geographic
origins and host plants. We found ten new viruses belonging to taxa associated with
arthropods, five viruses being shared by both mite populations. In particular, we discovered a
new densovirus that was present in abundance in both viromes and in two other 7. urticae
laboratory populations. This highly divergent novel virus, which has an unusual small genome

size, is likely to represent a new species in the Ambidensovirus genus.

These discoveries illuminate our knowledge of viruses associated with an arthropod
taxon which has been long neglected by virologists. In addition to, this work outlines the
importance of understanding virus association and dynamics in 7. urticae for developing

biocontrol strategies.

Results

Overview of the Spider mite virome. To explore the viral diversity of 7. urticae, we semi-
purified viral particles from two laboratory populations (respectively called the Portuguese (P)
and French (F) population) (see Methods). A total of 680 600 cleaned reads were obtained,
including 219 982 reads from the French population and 460 618 reads from the Portuguese

population.

Fourteen viral contigs (1.6 to 8.6 kb in length) were obtained by de novo assembly of
the VANA reads in both populations (Tab.1). Thirteen out of the fourteen contigs were
mostly related to non-enveloped DNA and RNA viruses belonging to clades infecting

arthropods, including Dicistroviridae, Parvoviridae, Birnaviridae, Nodaviridae and
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unclassified picornavirales. In addition, one viral contig (2481nt) had similarity with yeast
and fungi-infecting viruses of the Narnaviridae family, which might come from environment
contamination (e.g. food), even though we cannot exclude its replication in spider mites.
While nine viral contigs were isolated in the P population only, five viral contigs were found

in both populations (Tab.2 ; Fig. 1A).

Among the five viral contigs that are common to both viromes, one assigned to the
Parvoviridae family largely dominates in terms of reads abundance (>28% of viral reads in
both populations), the others being found at much lower frequencies (0.1% to 10.6%) (Fig.1
B). Sequence analysis and open reading frame (ORF) prediction showed that this parvovirus
has an ambisense genomic organization, and its NS1 shares 39% aa identity with its closest
relative Lupine feces-associated densovirus 2 (accession number: ASM93489. According to
the new species demarcation threshold in the Densovirinae sub-family proposed to the ICTV
(i.e. <85% related by NS1 amino acid sequence identity'?, this virus might represent a new
divergent species in the Ambidensovirus genus and the first densovirus isolated from
Arachnids (Fig.2, Tab.1). This virus is hereafter referred to as Tetranychus urticae associated

ambidensovirus (TuaDV).

Although the Birnaviridae family has been poorly investigated so far, the phylogenetic
analyses showed that two contigs found in 7. urticae viromes (representing of 3.8% of reads)
clustered within the insect-infecting entomobirnaviruses (Fig.3). The polymerase and capsid
proteins of this putative novel entomobirnavirus share 30% aa identity with the Infectious
bursal disease virus virus; accession number AAS10174.1 and 33% aa identity with the
Blotched snakehead virus virus; accession number YP_052864.1, respectively. Therefore, this
putative novel entomobirnavirus species-level lineage could represent the first

entomobirnavirus isolated from Arachnids (Tab.1).
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Concerning the three viral contigs clustering within the Nodaviridae family (Fig.4,
Tab.1), coding for capsid protein, and found in the P population only (representing 1.35% of
reads), they share up to 58% aa identity with Hubei noda-like virus 9 capsid protein
(accession number: YP 009337880.1), an unclassified RNA virus. According to the ICTV
species demarcation threshold (<87% of capsid protein aa identity) and to their position in the
phylogenetic tree, these contigs may correspond to three novel species-level lineages in a

novel genus-level lineage in the Nodaviridae family (Fig.4, Tab.1).

Five contigs were assigned to the Picornavirales order. While two contigs cluster in
the Dicistroviridae tfamily (hereafter referred to as Tetranychus urticae associated
dicistrovirus 1 and 2 (Tuadl and Tuad2), the other three remain unclassified. The capsids of
Tuadl and Tuad2 both share 20% aa identity with Beihai picorna-like virus 70 virus
(accession number APG78062.1; Tab.1). Based on the current species demarcation criteria
used by the ICTV Dicistroviridae study group (less than 90% aa identity of capsid protein
identity with closest relatives) and the phylogenetic analyses (Fig.5, Tab.1), it is likely that

both contigs could represent two novel species-level lineages of the Dicistroviridae family.

Interestingly, the CP of one of the three unclassified picorna-like viruses shared >99%
aa identity with the unclassified picorna-like virus Aphis glycines virus 1 (Tab.1). In addition,
the proteins of the two remaining unclassified picorna-like viruses (hereafter referred to as
Tetranychus urticae associated picorna-like virus 1 and 2) share 53% to 75% aa identity with
Aphis glycines virus I and Hubei picorna-like virus 80 (Tab.1). Their phylogenetic trees
showed that they might belong to a highly divergent lineage within the Picornavirales order
(Fig.5). Moreover, Tetranychus urticae associated picorna-like virus 1 and 2 contigs could
represent new species-level lineages according to the species demarcation criteria defined by

the ICTV (<90% of capsid protein identity with closest relatives) (Tab.1).
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Finally, the Tetranychus urticae associated narnavirus, present in 0.15% and 0.2% of reads in
P and F populations respectively, was the only one in this study that clustered with fungi
viruses. Although these viruses are poorly known, the phylogenetic position of this contig
within the Narnavirus genus suggests that it might represent a new species-level lineage
according to the ICTV species demarcation threshold (<50% of protein sequence identity

compared to the closest relative) (Fig.6, Tab.1).

Discovery of a new densovirus species in spider mites. As pointed above, the size of the
densovirus contig (i.e. 2.8 kb) found in the 7. urticae viromes was smaller than the size of the
viruses characterized so far in the Ambidensovirus genus and typically ranging from 5.3-6
kb'2. Ambidensoviruses usually display a single ORF encoding for four structural proteins
(VP1-4) that are produced by leaky scanning, and three ORFs encoding for non-structural
(NS) proteins. Viruses in the Parvoviridae family are characterized by two typical domains, 1)
a phospholipase A2 (PLA2) motif located in VP1 of most parvoviruses, including in all
species described so far in the Ambidensovirus genus. i) A Super Family 3 (SF3) helicase

domain located in the NS1 protein and common to all parvoviruses.

Analysis of the new densovirus contig predicted three open reading frames, one
encoding a VP protein and one a NS1 protein with respective sizes of 506 and 354 aa, which
would be the smallest proteins described so far among densoviruses. As expected, the NSI
sequence included the SF3 domain and displayed 39% identity with Lupine feces-associated
densovirus 2 . One additional incomplete ORF was also predicted although with lower
confidence, corresponding to 164 aa. Interestingly, the VP sequence lacked the typical PLA2

domain and displayed 30% identity with the VP of Lupine feces-associated densovirus 2.
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Based on the current species demarcation criteria used by the ICTV, such features suggest that

the novel densovirus represents a new species among the Ambidensovirus genus.

To confirm the presence of this new ambidensovirus in the P and F populations and its
sequence, we realized overlapping PCRs with specific primers and sequenced the PCR
products by the Sanger method. Our results showed that this densovirus was confirmed in

both populations and displayed identical consensus sequences.

Genomic and transcriptomic database screening. To gain insights into the diversity and the
distribution of viruses in 7. urticae, we further screened genomic and transcriptomic datasets
of this mite using as queries all ten viruses identified in this study. Our search highlighted that
T. urticae transcriptomes contained sequences displaying >95% of nucleotide identity to
Aphis glycines virus 1 and Tetranychus urticae associated picorna-like virus 1 (Tab.3).
Interestingly, one sequence related to an ambidensovirus was found in the genome of T.
urticae but this sequence was different from TuaDV (70% of nt identity); no sequence
corresponding to this virus was found in any of the transcriptomes analyzed suggesting that

TuaDV corresponds to an extant virus, which origin remains to be clarified.

Last, it has to be mentioned that one transcriptomic sequence (accession number
GWO017620.1) matched with the Tetranychus urticae associated nodavirus segment B1, but

could not be assigned with high confidence because of its small size (Tab.3).

130

=
| —



Discussion

In this work, we explored the diversity of viruses associated with the spider mite
Tetranychus urticae, an Acari that has been long neglected by virologists. We compared the
virus communities of two laboratory populations with different spatial (geographical) origins
and rearing history using a viral metagenomics approach and we combined this approach with

virus screening in 7. urticae genomic and transcriptomic databases.

We discovered a panel of 10 potentially new virus species belonging to seven families
of small, non-enveloped viruses, which considerably increased our knowledge of viruses
associated with this mite. Interestingly, most of the virus genotypes found in this study were
classified within arthropod-infecting taxa supporting their direct association with mites;
although, the host range of viruses cannot be assigned with high confidence with this
approach, as viral sequences can result from trophic (e.g. feeding behavior) or laboratory
contaminations. However, the presence of the same viruses (for which the closest
phylogenetic taxa are associated to arthropods) within different independent host populations

suggest that these viruses could infect spider mites.

The phylogenetic trees we obtained also highlighted the poor knowledge we have on

- 14-16
arthropod viruses

. Indeed, the viruses revealed in the present study were often located at
the base of the phylogenetic trees of the largest taxa, such as for Picornavirales and

Parvoviridae, or were grouped into poorly documented viral families, suggesting that many

more viruses remain to be discovered in arthropods, and particularly in spider mites.

The comparative analyses of the viromes highlighted the unexpected feature that both
mite populations display a (rather small) set of identical viruses (5). The probability is clearly
low that five phylogenetically distant viruses randomly infect two independent host

populations. Considering on one hand the different geographical origin and rearing history of
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the populations and on the other hand the propensity of viruses to diversify, these
observations suggest at simplest that cross-contamination might have occurred between the
two laboratory populations, due to material exchanges that have not been traced.
Alternatively, this community may highlight some properties of this mite-virus system: 1)
these five virus species might have a uniform and wide distribution in mite populations; ii)
some behavior and/or rearing conditions (e.g. feeding, social organization, host density) may
select virus communities'’. To verify the reality of the spider mite common virome, further
studies are needed to explore virus prevalence and diversity more thoroughly: 1) by improving
mite sampling (spatial and temporal) in ecosystems and ii) by increasing sequencing coverage

to better determine the genetic structure of spider mite viromes.

Among the five viruses that are common to both mite populations, we found a new
densovirus, related to members of the Ambidensovirus genus and tentatively called TuaDV.
Interestingly, this new Ambidensovirus species (noticeably infecting the two F and P host
populations) has never been described in databases. Moreover, TuaDV displays original
features, in particular an unusual small size of its coding sequence and the absence of a PLA2
motif so far found in all the related species in this genus'’. Database screening showed no
sequence corresponding to TuaDV, although a number of other viral sequences could be
found, including one corresponding to another densovirus in the genome of 7. urticae.
However, we cannot exclude that TuaDV genome could have been eliminated during 7.

urticae genome assembly or was not detected in transcriptomes due to low depth sequencing.

Metagenomics allows to make inventories of within-host viral communities, which is
the first step towards the understanding of viral associations'®. It is becoming clear that multi-
infections and persistent viruses are important to be considered to better understand infection
processes and the pathogenicity of specific strains'®. In experimental colonies, mite density

can vary, due to variation in mortality levels which can occur without knowledge of the causal
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agent(s)/conditions (A. Duncan, personal communication). Whether or not the viruses found
in this study are pathogenic for mites remains to be assessed by experimental infections.
Alternatively, we cannot exclude that these viruses could represent a non-virulent “core
virome”, which role if any, remains to be determined. Experimental mite colonies could
provide a powerful system to combine descriptive and manipulative experiments to test virus
pathogenicity in individual hosts and their dynamics (prevalence and persistence) and

evolution in host populations.

Methods

Mite populations. Two laboratory 7. urticae populations from Portugal and France were
processed using the VANA metagenomics-based approach. The Portuguese (P) population
was established at the University of Lisbon from around 200 females collected in January
2014 in Spain (Almeria) on roses and kept on bean plants (Phaseolus vulgaris, Fabaceae, var.
Enana; Germisem Sementes Lda, Oliveira do Hospital, Portugal) ever since. This population
also contained a mix of two other experimental lines, London S and EtoxR. The London
strain, originally collected in the Vineland region, Ontario, Canada, originates from the
culture used in the 7. urticae genome project'’, maintained at the University of Logrofio and
later transferred to the University of Ghent. The EtoxR strain was originally collected in Japan
and maintained for 5 years in the laboratory at Bayer CropScience before being transferred to
the University of Ghent’s, where it was further maintained on potted bean plants and sprayed
until runoff with 1,000 mg active ingredient per liter of etoxazole. Both strains were
established at the University of Lisbon, from approximately 2000 individuals sampled from
the Ghent stock. They were maintained on bean (Phaseolus vulgaris, Fabaceae, var. Enana;

Germisem Sementes Lda, Oliveira do Hospital, Portugal) at the University of Lisbon, since
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July 2013. The Montpellier population (so-called the French (F) population here) originated
from Netherlands (Pijnacker) and was collected in May 1994 on cucumber plants. This
population was maintained at the University of Amsterdam until September 2007, and it was
then transferred to Montpellier. In 2011, it was transferred to tomato plants. London S was
also used for virus screening in this study. The London strain, originally collected in the
Vineland region, Ontario, Canada, originates from the culture used in the 7. urticae genome
project'’, maintained at the University of Logrofio and later transferred to the University of
Ghent. The London strain was maintained on bean (Phaseolus vulgaris, Fabaceae, var.
Enana; Germisem Sementes Lda, Oliveira do Hospital, Portugal) at the University of Lisbon,

since July 2013.

Viromes preparation and sequencing. Samples were made of pools of around 200 7.
urticae individuals from where viral particles were purified using the method described by
Palanga et al. ''. Briefly, 7. urticae pools were ground in HBSS buffer with beads using a
tissue homogenizer. The homogenized extracts were filtered through a 0.45 pum filter, and
centrifuged at 148.000xg for 2.5hrs at 4°C to concentrate viral particles. Then, non-
encapsidated nucleic acids were partially eliminated by DNase and RNase digestion for 1.5h
at 37°C. Encapsidated DNA and RNA were then extracted and RNA was converted to cDNA
using a 26nt primer (Dodeca Linker) composed of a 14nt linker linked at the 3° end to Ny,
Double-stranded DNA was synthetized from single-stranded DNA using Large (Klenow)
fragment DNA polymerase and the Dodeca Linker. Double-stranded DNA was further
amplified using one 24nt PCR multiplex identifier primer composed of the 14nt linker used
during the RT step linked at the 5° end to a 10nt tag that allowed sample identification. PCR
products were cleaned and libraries were sequenced on Illumina MiSeq 2x300nt (Genewiz,

USA).
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Bioinformatics analyses. After a demultiplexing step using agrep command-line tool in order
to assign reads to the samples from which they originated™, adaptors were removed and reads
were filtered for quality (q30 quality and read length >45nt) using Cutadapt 1.9%'. The cleaned
reads were de novo assembled into contigs using SPAdes 3.6.2 (K-mer lengths
21,33,55,77,125)**. Mapping was performed on contigs by cleaned reads alignment using
Bowtie 2.1.0 (options local very sensitive)”. Taxonomic assignment was obtained through
searches against the NCBI RefSeq viral database and against the non-redundant (nr) GenBank

database using BLASTx with an e-value cutoff of <107 **.

Viral diversity analyses. Viral contigs were classified as viral operational taxonomic units
(vOTU). In order to remove inter-sample and laboratory contamination, we focused on the
most abundant vOTU by using an arbitrary abundance cutoff of <0.1% that was applied for
each vOTU in all samples. To assess whether vOTUs represent novel or already described
viruses, their full-length proteins were aligned and compared with their closest relative viral
proteins (found in GenBank database) using MUSCLE 3.7 (16 iterations) according to the
species demarcation thresholds recommended within the online (9th or IOth) Reports of the

ICTV (https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online report/).

Phylogenetic analyses. The putative amino acid sequences of 7. urticae associated vOTU
were used for phylogenetic analyses. All ORFs were translated in silico using ORF finder (cut
off >300nt, ATG start codon) on Geneious 1.7% and aligned with the corresponding proteins
fragments of relative viruses deposited on GenBank nr database using MUSCLE 3.7 (16
iterations) with default settings®. Aligned sequences were manually edited to remove gaps.

Maximum likelihood phylogenetic trees were produced from these alignments using PhyML

135

=
| —



3.1*"*® with substitution models chosen as the best-fit using Prottest 2.4*°. One thousand

bootstrap replicates were used to test the support of branches. Trees were visualized with
FigTree 1.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software%20/figtree/). Outgroups were used when

possible, otherwise trees were mid-point rooted.

Database screening. Sequences of all viral contigs were used as queries to perform BLASTn
searches within the 7. urticae genome: RefSeq genomic database (GCF_000239435.1, 641
sequences), WGS (CAEY00000000.1, 2035 sequences) and transcriptomes: EST (txid32264,
80855 sequences) and TSA (BioProject 78685, 9614 sequences; BioProject 78689, 17739
sequences; BioProject 6829 sequences) with and an percentage of identity cutoff of >95% and

a e-value cutoff of <107.

Validation of a full-length viral sequence. To confirm the presence of 7. urticae associated
Parvoviridae in our samples and to validate its complete coding sequence, we screened our
pools of mite populations with PCR specific overlapping primers (Table S2). PCR amplicons
were sequenced using the Sanger method. In order to obtain the ITRs, RACE PCR, using the
5°/3> RACE Kkit, 2" Generation (Roche), was used unsuccessfully due to the difficulty to

amplify and sequence Parvoviridae ITRs.
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Table 2: Abundance of the viral contigs found in 7. urticae viromes. In bold: viral contigs

representing > 0.1 of read abundance.

Baltimore classification Viral Family Viral contig Portuguese population | French population
ssDNA Parvoviridae Tetranychus urticae associated ambidensovirus 28,84% 28,29%
X . Tetranychus urticae associated entomobirnavirus Segment A 0,34% 0,00%
dsRNA Birnaviridae -
Tetranychus urticae associated entomobirnavirus Segment B 3,46%)| 0,00%
Tetranychus urticoe associated nodavirus Segment AL 0,15%, 0,00%
Tetranychus urticae associated nodavirus Segment A2 0,36%)| 0,00%
Nodaviridae Tetranychus urticoe associated nodavirus Segment B1 0,31% 0,00%
Tetranychus urticae associated nodavirus Segment B2 0,10%) 0,00%
Tetranychus urticae associated nodavirus Segment B3 0,43%)| 0,00%
ss+RMNA - Tetranychus urticae associated dicistrovirus 1 4,47%)| 0,38%)|
Dicistroviridae
Tetranychus urticae associated dicistrovirus 2 3,01% 0,00%
Aphis glycines virus 1 9,36%)| 0,13%)
Unclassified Picornavirales | Tetranychus urticae associated picorna-like virus 1 10,60% 2,70%)
Tetranychus urticae associated picorna-like virus 2 0,30% 0,00%
Narnaviridoe Tetranychus urticoe associated narnavirus 0,15% 0,25%,
Total 31,75% 61,80%

Table 3: Summary of the number of sequences found in found in Tetranychus urticae
genomic and/or transcriptomic databases (Refseq genomic, EST and TSA) that display
homologies with viral species discovered in the viromes generated in this study (for further

details, see Table S1).

Tetranychus uticae genomic/transcriptomic datasets
Viral species Contig length [nt}| ref seq genomics EST TSA
Tetranychus urticae associated Parvoviridae 2859 0 0 0
Tetranychus urticae associated Birnaviridae Segment A 2899 0 0 0
Tetranychus urticae associated Birnaviridae Segment B 2501 ] 0 0
Tetranychus urticae associated Nodaviridae Segment A 1 3230 0 0 0
Tetranychus urticae associated Modaviridae Segment A 2 2538 0 0 0|
Tetranychus urticae associated Modaviridae Segment B 1 1661 0 1 0|
Tetranychus urticae associated Nodaviridae Segment B 2 1658 0 0 0
Tetranychus urticae associated Modaviridae Segment B 3 1570 0 0 0
Tetranychus urticae associated Dicistroviridae 1 8290 ] 0 0
Tetranychus urticae associated Dicistroviridae 2 3449 0 0 0
Tetranychus urticae associated Picorna-like virus 1 8590 0 105 0|
Tetranychus urticae associated Picorna-like virus 2 8151 0 0 14
Tetranychus urticae associated Picorna-like virus 3 6432 0 0 0
Tetranychus urticae associated Narnaviridae 2431 ] 0 0
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Figure 1. (A) Viruses common and uncommon to 7. urticae laboratory and wild populations

(overlapping and not overlapping circles, respectively). Numbers of virus species are
indicated in the circles. (B) Relative abundance of viral species in 7. urticae laboratory and
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Figure 2. Maximum Parvoviridae likelihood phylogenetic tree based on partial SF3 domain
of the NSI1 protein, including 77 parvovirus species and Tetranychus urticae associated
ambidensovirus (in bold). The alignment of 126 amino acids in length was produced using
MUSCLE 3.7 (16 iterations) and was hand ungapped. The tree was rooted with the SF3
domain of the Variola virus D5 protein. Bootstrap values > 50% are indicated at each node.
Scale bars correspond to amino acid substitutions per site. Genera of the Parvoviridae family
are indicated in brackets. Genomic organization of Tetranychus urticae associated
Ambidensovirus is also indicated. Grey arrows and rectangles: predicted open reading frames
(ORF), Light grey: putative non-structural protein; dark grey: putative structural protein.

Arrow: complete ORF; Rectangle: truncated ORF.
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Figure 3. Maximum Birnaviridae likelithood phylogenetic tree based on the partial
polyprotein, including 8 birnavirus species and Tetranychus urticae associated
entomobirnavirus (in bold). The alignment of 328 amino acids in length was produced using
MUSCLE 3.7 (16 iterations) and hand ungapped. The tree was mid-point rooted. Bootstrap
values > 50% are indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions
per site. Genera of the Birnaviridae family are indicated in brackets. Genomic organization of
Tetranychus urticae associated entomobirnavirus is also indicated. Grey arrows and
rectangles: predicted open reading frames (ORF), Light grey: putative non-structural protein;

dark grey: putative structural protein. Arrow: complete ORF; Rectangle: truncated ORF.
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Figure 4. Maximum Nodaviridae likelihood phylogenetic tree based on the partial capsid
protein, including 14 nodavirus species and Tetranychus urticae associated nodaviruses (in
bold). The alignment of 122 amino acids in length was produced using MUSCLE 3.7 (16
iterations) and hand ungapped. The tree was mid-point rooted. Bootstrap values > 50% are
indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions per site. Genera of
the Nodaviridae family are indicated in brackets. Genomic organization of Tetranychus
urticae associated nodaviruses is also indicated. Grey arrows and rectangles: predicted open
reading frames (ORF), Light grey: putative non-structural protein; dark grey: putative

structural protein. Arrow: complete ORF; Rectangle: truncated ORF.
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Figure 5. Maximum Picornavirales likelihood phylogenetic tree based on the partial
polymerase protein, including 86 species and Tetranychus urticae associated picornaviruses
(in bold). The alignment of 325 amino acids in length was produced using MUSCLE 3.7 (16
iterations) and hand ungapped. The tree was mid-point rooted. Bootstrap values > 50% are
indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions per site. Families of
the Picornavirales order and genera of the Dicistroviridae family are indicated in brackets.
Genomic organization of Tetranychus urticae associated picornaviruses is also indicated.
Grey arrows and rectangles: predicted open reading frames (ORF), Light grey: putative non-
structural protein; dark grey: putative structural protein. Arrow: complete ORF; Rectangle:

truncated ORF.
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Figure 6. Maximum Narnaviridae likelihood phylogenetic tree based on the partial
polymerase protein, including 29 narnavirus species and Tetranychus urticae associated
narnavirus (in bold). The alignment of 127 amino acids in length was produced using
MUSCLE 3.7 (16 iterations) and hand ungapped. The tree was mid-point rooted. Bootstrap
values > 50% are indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions
per site. Genera of the Narnaviridae family are indicated in brackets. Genomic organization
of Tetranychus urticae associated narnavirus is also indicated. Grey arrows and rectangles:
predicted open reading frames (ORF), Light grey: putative non-structural protein; dark grey:

putative structural protein. Arrow: complete ORF; Rectangle: truncated ORF.
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Supplementary figures

Table S1: Detailed information about sequences found in found in Tetranychus urticae

genomic and/or transcriptomic databases (Refseq genomic, EST and TSA) that display

homologies with viral species discovered in the viromes generated in this study.
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Abstract

Viral metagenomics is a powerful tool to decipher virus diversity and prevalence in
agroecosystems, which may help to improve their functioning and their management. Toward
that goal, we need to bring ecological concepts into virology, first establishing an inventory of
viruses circulating between plants and insects. We defined prototypic agroecosystems in
Montpellier area, made of two adjacent ecosystems, alfalfa field and grassland. In these fields
and localities, we sampled plants and three invasive pest species, cotton bollworm
(Helicoverpa armigera) and alfalfa weevil (the curculionid Hypera postica) larvae and pea
aphids (Acyrthosiphon pisum). The viromes of about 4000 individuals, grouped in 169
samples, were obtained by viral metagenomics. We discovered a high diversity of new
potential arthropod and plant virus species. Arthropod viruses’ composition differs completely
between pest species, and plants viruses were shared between pest and plants. Finally, we
analyzed the distribution of thirteen abundant viral species found in crop pests’ viromes in
arthropod communities using PCR approach. Sampled arthropods represent twelve orders
grouping about 3500 individuals. Five virus contigs found in pest viromes were associated
with other arthropod species, and were mainly present in predators. Our results showed that
coupling viral metagenomics with PCR give insights into the viral diversity and distribution

in arthropods.

Key Words

Crop pests, Arthropod communities, Viral metagenomics, Viral discovery, Viral ecology
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Introduction

Agroecosystems, e.g. agricultural ecosystems, represent about 10% of emerging lands.
They are mainly constituted of fields and grasslands which differ in term of plant diversity,
and therefore in arthropod diversity and abundance (Lewinsohn and Roslin, 2008; Nyman et
al., 2012; Siemann et al., 1998). There is an increasingly evidence that the level of internal
regulation of function in agroecosystems is largely dependent on the level of plant and animal
biodiversity present. Biodiversity performs a variety of ecological services, including for
example suppression of undesirable organisms and thus can enhance the production of food
(Altieri, 1999). But over the last decades the rural areas have undergone habitat
homogenization and fragmentation. The development of agricultural production thus resulted
in a diminution of plant species and plant genetic diversity and in increasing in the densities

and surfaces of field crops (Planning et al., 2002).

These factors are responsible for the presence of arthropod pests in agroecosystems.
Arthropods are the most abundant and diverse animals in agroecosystems. Less than 0.5% of
arthropod species are considered as pests, however, some of them are a serious threat to crops

(http://www.fao.org/). Indeed, they are responsible for the loss of almost 1/15 of the total

annual agricultural production, due to their herbivory. Moreover, the role of some of them in
the propagation of phytoviruses also contributes to the reduction of agricultural yields. For
example, the Tomato spotted wilt virus, transmitted by thrips, was responsible for yields

reduction estimated at more than $ 1 billion in the 1990s (Scholthof ez al., 2011).

The regulation of crop pest populations is mainly achieved through the use of
chemicals. However, the use of pesticides poses many problems, such as loss of biodiversity,
impact on human health and the selection of resistant arthropod pests populations (Tilman et
al., 2002). Therefore, there is an urgent need for sustainable alternatives to pesticides.
Biological control, i.e. the use of auxiliary organisms to prevent or reduce damage caused by
pests, has gained in interest in recent years as it is less dangerous to human health and more
selective than chemical insecticides (Lacey, Frutos, Kaya, & Vail, 2001). Entomopathogenic
viruses, that naturally occurring in arthropod populations, represent largely unexplored
biological control resources. Indeed, viruses are known to play a major role in the regulation
of their host populations, as shown by the impacts of some of the emerging viruses on

humans, crops and livestock (Jones et al., 2008; Woolhouse and Gowtage-sequeria, 2005),
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which can have up to fundamental consequences in biochemical processes on a global scale
(Suttle, 2007; Yoon et al., 2011). However, only few viruses belonging to the Baculoviridae
family are currently used in biological control (Lacey et al., 2015). However, baculoviruses
already show their limitations as resistances have appeared in target insect populations. All
these facts highlight the need to explore new pathogenic viral resources for arthropod pests

regulation.

For all the reasons mentioned above, the characterization of viral communities
associated with agroecosystems, and particularly with arthropod pests, is important in both
terms of theoretical and applied outcomes in cultivated plants health. Viral metagenomics that
represents without molecular a priori viral enrichment technics coupled to high throughput
sequencing is a powerful tool for exploring viral diversity. The use of viral metagenomics
allowed to gain exponential knowledges of viral communities diversity found in a high
varieties of hosts and ecosystems (Labont¢ and Suttle, 2013; Lecuit and Eloit, 2013;
Mohiuddin and Schellhorn, 2015; Rosario and Breitbart, 2011; Roux et al., 2016; Zablocki et
al., 2014). A first step toward the comprehension of viral importance in agroecosystems is to
establish an inventory of viruses circulating between plants and insects. However, to our
knowledge, the only published arthropod pests viromes are those of whiteflies (Bemisia

tabaci), and the authors of these study focused on phytoviruses present in this insect species

(Ngetal.,2011; Rosario et al., 2015, 2014).

To gain insights into diversity and composition of agroecosystems viral communities,
we defined prototypic agroecosystems in Montpellier area, made of two adjacent ecosystems:
alfalfa field and grassland. Alfalfa (Medicago sativa), cultivated as forage to livestock,
represents the most cultivated legume in the word, with an annual production of 454 million
of tons/year (FAO, 2002). Alfalfa is attacked by many pests, as alfalfa weevils and caterpillars
that cause direct damage to the foliage. Some of them, as pea aphid (as Acyrthosiphon pisum),
can be vectors of plant viruses (Frame ef al., 1998), as the alfalfa mosaic virus that has caused

yield losses of 24% to 67% (Forster et al., 1997).

In these ecosystems, we sampled three invasive pest species displaying a worldwide
geographical distribution: the cotton bollworm Helicoverpa armigera (Lepidoptera,

Noctuidae) (http://www.cabi.org/isc/datasheet/26757), the alfalfa weevil Hypera postica

(Coleoptera, Curculionidae) (http://www.cabi.org/isc/datasheet/28335) and the pea aphid

Acyrthosiphon pisum (Hemiptera, Aphididae) (http://www.cabi.org/isc/datasheet/3147). We
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also sampled plants: Alfalfa (Medicago sativa) and grassland plants. The viromes of about
4000 individuals, grouped in 169 samples, were obtained by viral metagenomics.

Finally, to analyze the circulation of arthropod pest associated viruses, PCR screening
was performed in arthropod communities that comprise twelve orders grouping about 3500
individuals. Coupling viral metagenomics with PCR gave us insights into viral diversity and

distribution in arthropods.

Material and Methods

Arthropod pests, predators and plants sampling

Arthropod species and plant species were collected from two adjacent ecosystems that
were not treated with pesticides: alfalfa fields and grasslands. The same sampling effort was
carried out for both ecosystems. Helicoverpa armigera larvae individuals (cotton bollworm,
Lepidoptera) were sampled between 2014 and 2016 in 5 different localities in Southern
France (Prades le Lez, Mauguio, Lattes, St Martin de Londres and Candillargues) and in
Spain (Sevilla and Cordoba). In April 2015, Hypera postica (alfalfa weevil, Coleoptera)
larvae and Acyrthosiphon pisum (aphid, Hemiptera) individuals were collected in Prades le
Lez. Arthropods were collected using nets on a surface of 100m*/samples. Alfalfa (Medicago
sativa, Fabales) and grassland plants were randomly collected in each ecosystem between
2015 and 2016 (Fig. 1 - Tab. 1. — SM1). After collection, samples were maintained in ice and
transferred to the lab within 5h and stored at -80°C without addition of any preservative

solutions.

Virome preparation and sequencing

Viromes were obtained by the method described by Candresse et al. (Candresse et al.,
2014). Briefly, one gram of insect or plant material were processed using a virion-associated
nucleic acids (VANA) based metagenomics approach to screen for the presence of DNA and
RNA viruses. After material grounding, supernatant were then filtered through a 0.45 um
filter. The filtrate was then centrifuged at 140000g for 2.5 hrs to concentrate viral particles.

The resulting pellet was suspended and nonencapsidated nucleic acids were eliminated by
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adding DNase and RNase incubation at 37°C for 1.5 hrs. Total nucleic acids were extracted.
After reverse transcription and creation of the complementary strand, random PCR
amplification was carried out. Tagging steps occurred during RT and PCR steps. Amplified
and tagged DNA products produced by the VANA approach were sequenced using an
[llumina platfom (MiSeq sequencing: 2x300 bp and 2x250 bp paired-end sequencing with V3

chemistry, Beckman Coulter Genomics, USA).

Viromes cleaning, de novo assembly, mapping, and taxonomic assignment

Raw reads were first demultiplexed using a agrep (Wu and Manber, 1992). Illumina
adaptors were removed using Cutadapt 1.9 (Martin, 2011) and they were filtered for quality
(q30, elimination of reads < 15 nt length) and. The cleaned reads were subjected to de novo
assembly using SPAdes (different kmer sizes: 21,33,55,77,125) (Bankevich et al., 2012)
followed with CAP3 with default parameters (Huang, 1999). Mapping step of cleaned reads
was performed on contigs produced by de novo assembly using Bowtie 2.1.0 (with local and
very sensitive options on) (Langmead, 2010; Toland et al., 2013). All contigs and
unassembled reads were then subjected to BLASTx searches against the non-redundant
GenBank protein sequences database for taxonomic attribution (e-value cutoff of < 107
Altschul et al., 1990). Putative viral genomes ORF were obtained using ORF finder on
Geneious 1.7 (Kearse et al., 2012). Viral contigs were classified as viral operational
taxonomic units (vVOTU). In order to remove inter-sample and laboratory contamination, we
focused on the most abundant vOTU by using an arbitrary abundance cutoff of <0.1% that
was applied for each vOTU in all samples. Each viral species found below this threshold was
discarded from further analyses. Moreover, samples containing <5000 reads, resulting from a
failed nucleic acid extraction, were discarded for further analyses. To assess whether vOTUs
represent novel or already described viruses, their full-length proteins were aligned and
compared with their closest relative viral proteins (found in GenBank database) using
MUSCLE 3.7 (16 iterations) according to the species demarcation thresholds recommended
within the online (9" or 10™) Reports of the ICTV (https://talk.ictvonline.org/ictv-

reports/ictv_online report/).
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Arthropods communities sampling and viral screening

To analyze the prevalence of viruses found in arthropod pests in the ecosystems,
arthropods communities were also sampled in the same fields and grasslands than those where
crop species were sampled. The sampling was carried out in 2016 over June-November. The
sampling was carried out with net on a surface of 300 m’. The harvested arthropods were
pooled by species, a sample being composed of individuals of the same species collected at a
given date, location and ecosystem (Fig.1). We next screened these pools for the presence of
thirteen abundant viral species found in crop pests’ viromes using PCR approach (Tab. 2).

PCR primers were tested with success on arthropod pest samples.

Samples were washed with MilliQ water before adding of 200 — 500 pl of PBS buffer.
For steel balls of 2-3 mm in diameter were placed in each samples, and they were grounded
for 3 min using Tissue Lyser (Qiagen). RNA extraction was performed on grounded samples
using RNeasy Mini Kit (Qiagen) floowing manufacturer instructions. Reverse transcription
step was carried out using SuperScript III Reverse Transcriptase kit (Invitrogen) according to
manufacturer’s instructions. PCR mix was prepared using Hot Star Master mix (Qiagen) using
manufacturers protocol. PCR was performed with the following cycling conditions: 95°C for
2 min, 35 cycles of 95°C for 2 min, 55°C for 1 min, 72°C for 2 min and an additional final
extension for 5 min at 72°C. Visualization, purification and sequencing of the PCR products

has been performed as previously described.

Identification of arthropod species

Arthropod species were identified visually and by PCR barcoding using the COI gene
primers Uni-MinibarF1: 5'-TCC ACT AAT CAC AAR GAT ATT GGT AC-3' and Uni-
MinibarR1: 5'- GAA AAT CAT AAT GAA GGC ATG AGC-3’ (Meusnier et al., 2008).
Insect DNA was extracted from 1 to 10 grinded individuals using Wizard DNA purification
kit (Promega). The amplification was performed by PCR using the HotStarTaq Master Mix
Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol. PCR products were purified using
Wizard cleanup kit (Promega) according to the manufacturer's protocol. The following
cycling conditions were used: one cycle of 95°C for 2 min, 5 cycles of 95°C for 1 min, 46°C
for 1 min, 72°C for 30 sec and 35 cycles of 95°C for 1 min, 53°C for 1 min, 72°C for 30 sec.
An additional final extension for 5 min at 72°C was then performed. The yield of the PCR
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products was verified by migration of 8ul of PCR products to agarose gel and visualized by
staining with ethidium bromide. PCR products were cleaned up using Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up kit (Promega) according to the manufacturer's protocol. The cleaned PCR
products were sequenced using Sanger’s method (Beckman Coulter Genomics, France). After
quality cleaning, taxonomic assignment was performed by comparing sequences against

BOLD database by BLASTn (Ratnasingham and Herbert, 2007).

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using R 3.3.3. Viral diversity accumulation curves
of Helicoverpa armigera viromes were made using the Vegan package (Oksanen, 2016).
Differences in viromes diversity and composition of arthropod pest species and plants were
analyzed using Venn diagrams. The impact of the spatio-temporality, of arthropod taxonomy
and of the number of individuals per sample on viral presence and abundance was analyzed

by global linearized models (GLM).

Database screening

All the near complete viral genomes were used as queries to perform BLASTn
searches within the Helicoverpa armigera, Acyrthosiphon pisum, and Medicago sativa

RefSeq (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) and WGS genomic databases

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/wgs/), as well as in EST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/) and TSA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tsa)

transcriptomic databases with a minimum percentage of nucleotides similarity cutoff of

>95% and an e-value cutoff of <107'°.

Phylogenetic analyses

The putative amino acid sequences of viral polymerase proteins viral were used for
phylogenetic analyses. All ORFs were translated in silico using ORF finder (cut off >300bp)
on Geneious 1.7 (Kearse et al., 2012). They were aligned with the corresponding polymerase
fragments of relative viruses deposited on Genbank nr database using MUSCLE 3.7 (16
iterations) with default settings (Edgar, 2004). Aligned sequences were edited by Gblocks
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0.91 with default setting to eliminate poor aligned regions (Talavera and Castresana, 2007), or
were manually edited to remove GAPs (Parvoviridae and Picornavirales alignments).
Maximum likelihood phylogenetic trees were produced from these alignments using PhyML
3.1 (Dereeper et al., 2008; Guindon et al., 2010) with substitution models chosen as the best-
fit using Prottest 2.4 (Abascal et al., 2005). One thousand bootstrap replicates were used to
test the support of branches. Trees were visualized with FigTree 1.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software /figtree/). Outgroups were used when possible, otherwise

trees were mid-point rooted.

Results

Viromes overview

After reads quality cleaning and low quality samples removal, we obtained cleaned
viromes of three arthropod pests and plants. Helicoverpa armigera cleaned viromes were
obtained for 132 samples (114 field samples - 18 grassland samples) comprising 1590
individuals. A total of 9 318 409 cleaned reads were obtained from H. armigera viromes
(representing on average 70 600 reads/sample). Hypera postica viromes were obtained for 14
samples (11 field samples - 3 grassland samples), comprising about 1400 individuals. A total
of 2928 803 cleaned reads were obtained from these viromes (~210 000 reads/sample).
Acyrthosiphon pisum viromes contained 4 samples (2 field samples- 2 grassland samples) of
about 400 individuals. 1450 147 cleaned reads were obtained (~362 536 reads/sample).
Medicago sativa (alfalfa) and grassland plants viromes were obtained from 530 individuals
(10 field samples - 9 grassland samples). 1 423 462 cleaned reads were obtained from plant
viromes (~75 000 reads/sample) (Tab. 1 - SM1).

H. armigera viromes are dominated by arthropod virus sequences (5% of reads), as
well as H. postica viromes (72%) (Fig. 2). A. pisum viromes are dominated by one
bacteriophage species: Acyrthosiphon pisum associated bacteriophage (NC_000935) which
infects its secondary endosymbiont Candidatus Hamiltonnella defensa (56%). A. pisum
viromes also contained arthropod virus sequences (9%). Arthropod viromes finally contained
a significant proportion of plant virus sequences: 5,8% for H. postica and 0,6% for H.

armigera. A. pisum viromes do not contained plant virus sequences. Finally, plant viromes
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were dominated by plant virus sequences (12,5% of reads), and traces of arthropod viruses

and bacteriophages (0,1% and 0,22%, respectively) (Fig. 2).

Viral discovery

Based on species demarcation threshold recommended by the ICTV on the most
complete virus coding sequences obtained by de novo assembly; a total of 21 new arthropod
virus species and of 6 new plant virus species could have been discovered in the viromes of
the three crop pest species (H. armigera: 10 arthropod viruses and 2 plant viruses; H. postica:
6 arthropod viruses and 4 plant viruses and 4. pisum: 5 arthropod viruses). Finally, alfalfa
viromes contained contigs that could represent 2 new plant virus species (Tab. 3). Contigs
displaying sufficient length were placed in phylogenetic trees based on polymerase proteins

using maximum likelihood method and bootstraps as branch support.

H. armigera associated Rhabdoviridae contig is clustered with Spodoptera frugiperda
rhabdovirus (NC_025382) with which it shared about 90% of amino acid similarities on its
polymerase protein. This contig is placed in a clade grouping other arthropod associated
unclassified Rhabdoviridae that could represent a new genus-level lineage (Fig. 3). H.
armigera associated Phenuiviridae contig belongs to an unassigned clade (Fig 4). H.
armigera associated Nodaviridae contigs are clustered in the Alphanodavirus genus (SM2).
H. armigera associated Reoviridae contig belongs to an unclassified clade within the
Spinareovirinae subfamily (SM3). 4. pisum associated Parvoviridae contig is clustered in the
Ambidensovirus genus with a densovirus infecting an aphid (Myzus persicae densovirus)
(SM4). A. pisum associated Carmotetraviridae contig is grouped with the Providence virus
(NC _014126) which is the only one described Carmotetraviridae species. H. postica and H.
armigera associated Alphatetraviridae contigs could belong to new genus-level lineage
species within the Alphatetraviridae family (Fig 5). Sinaivirus tree shows that H. armigera
associated sinaivirus contig is clustered into this genus while the H. postica associated
sinaivirus contig is basal to this group, so it could represent a new genus-level lineage (Fig.
6). The Picornavirales order tree grouped 5 new species-level lineages associated with H.

postica and H. armigera, all are clustered within the Iflavirus genus (Fig. 7).

Concerning plant viruses, contigs that potentially belong to five new Sobemovirus
species-level lineages were found in our viromes. They are clustered in a monophyletic clade

separated from the other sobemoviruses (Fig. 8). Concerning the Tymoviridae family, M.
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sativa associated Tymoviridae contig is clustered within the Marafivirus genus (Fig. 9). H.
postica associated Alphaflexiviridae contig is clustered within the genus Sclerodarnavirus
genus (SMS). The two M. sativa associated Partitiviridae contigs coding for polymerase
proteins are clustered within the Alphapartitivirus genus (SM6). Overall, 80% of the contigs
placed in phylogenetic trees could represent new species-level lineages. Moreover,
phylogenetic analyses show that 5 of these contigs could represent viruses belonging to

undescribed genus-level lineages.

Diversity and composition of crop pests viromes

H. armigera viromes contained contigs belonging to 15 arthropod families and
unclassified genera. They belong to dsDNA viruses: Baculoviridae (H. armigera granulovirus
(NC 010240.1) and Xestia c¢ nigrum granulovirus (NC _002331.1), Nudiviridae and
Polydnaviridae (Hyposoter didimator ichnovirus and fragments of another species-level
lineage). They also contained ssDNA viruses: Bidnaviridae, Parvoviridae; dsSRNA viruses:
Reoviridae, sstRNA viruses Flaviviridae, Nodaviridae (2 potential species-level lineages),
Tetraviridae, Dicistroviridae (Aphid lethal paralysis virus), Iflaviridae (2 potential species-
level lineages), Negevirus (1 potential species-level lineage), Sinaivirus (1 potential species-
level lineage) and ss-RNA viruses: Phenuiviridae (1 potential species-level lineage),

Rhabdoviridae (1 potential species-level lineage) (SM7).

The three most prevalent arthropod virus families present in H. armigera viromes are
Phenuiviridae (present in 51,5% of samples), Baculoviridae (present in 36,4% of samples),
and Rhabdoviridae (present in 19,7% of samples) (Fig.10A). The influence of the spatio-
temporal factors and of the number of individuals sampled on viral species presence was
tested by GLM models. Statistical analyses show that Phenuiviridae are more present in crops
than in grasslands (Chisq test, p=9,7x107) and that there is a correlation between the presence
of H. armigera associated Phenuiviridae and H. armigera associated Rhabdoviridae species
(Chisq test, p=8.4x107). The presence of one of these viruses increased by a factor two the
probability that the other is present in the same sample (IC 95%: relative risk between 1,5 -
2,5). H. armigera viromes contained fragments of dsSDNA bacteriophages: Podoviridae (18%
of samples), Siphoviridae (16%) and Mpyoviridae (2%); and ssDNA bacteriophages
Microviridae (3%). H. armigera viromes finally comprise contigs belonging to 8 phytovirus

families: ssDNA: Gemicirculavirus, dSRNA: Amalgaviridae and Partitiviridae, and ss+tRNA:
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Alfaflexiviridae, Bromoviridae, Tymoviridae, Virgaviridae and Sobemovirus. They finally
contained one fungus virus family: Totiviridae (1SRNA). The three most prevalent families of
plant or fungus viruses in H. armigera viromes are Partitiviridae (37,1% of samples),
Totiviridae (17,4% of samples) and Sobemovirus (9% of samples) (SM7). Statistical analyses
show that the sampling date and locality have a statistical influence on the presence of

Partitiviridae and Totiviridae in H. armigera viromes (Chisq test, p<0,0009).

Accumulation curve made on H. armigera viromes reaches an asymptote, so the viral
family diversity present in this arthropod species was correctly represented (Fig. 11)
Statistical analyses show that the ecosystems sampled have an influence on arthropod virus
richness in H. armigera viromes: there are less arthropod viruses on grasslands than in crops
(F test, p=0,003). This result can be correlated to the fact that, for the same sampling effort
between crop and grassland ecosystem, there are less H. armigera individuals in grasslands
(55 individuals) than in crops (1535 individuals) (F test, p=0,002). The model finally also
show that increase the number of individuals sampled increased also the number of plant
viruses detected (F test, p=0,007) and the probability of detecting Phenuiviridae (F test,

p=0,0002) in H. armigera viromes.

H. postica viromes contained contigs that could belong to 6 arthropod virus species,
all are ss+tRNA viruses belonging to Alphatetraviridae, Iflaviridae (3 potential species),
unclassified Picornavirales (2 potential species), and Sinaivirus. The three most prevalent
arthropod viruses species found in H. postica, present in all samples, are H. postica associated
Iflaviridae 1 (average read abundance of 36%), H. postica associated Iflaviridae 3 (~28%),
H. postica associated Iflaviridae 2 (~7,6%). They represent the core virome of H. postica
(Fig. 10B — SM8). H. postica viromes contained contigs that could belong to 4 plant virus
species-level lineages. The three most prevalent plant viruses families found in H. postica
viromes are Partitiviridae (present in all samples — average read abundance of 2,8%),
Luteoviridae (present in 92% of samples — average read abundance of 0,45%) and

Alphaflexiviridae (present in 79% of samples — average read abundance of 1,9%) (SM8).

A. pisum viromes contained contigs that could represent 7 arthropod virus species:
ssDNA viruses belonging to Parvoviridae family (1 species), and ss+tRNA viruses:
Carmotetraviridae (1 species), Ilfaviridae (H. postica associated Iflaviridae 3 present in one

sample at low abundance), Negevirus (2 species), and two unclassified viruses: Wuhan aphid
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virus 2 and one other unclassified virus. The three most prevalent arthropod viruses species
found in A. pisum viromes are A. pisum associated Parvoviridae (present in % samples —
average read abundance of 7,5%), 4. pisum associated unclassified ss+RNA virus (present in
% samples — average read abundance of 2,9%) and A4. pisum associated Negevirus 1 (present
in all samples — average read abundance of 1,4%) (Fig. 10C — SMS8). Statistical analyses
show that ecosystems sampled don’t have a statistical influence on virus presence nor on
abundance in H. postica and A. pisum viromes, but these results should be taken with caution

because of the low number of samples.

Alfalfa and grassland plants viromes contained contigs belonging to 10 families of
plant or fungus infecting viruses: ssDNA viruses (Geminiviridae), dsRNA viruses
(Amalgaviridae (1 potential species), Partitiviridae (2 potential species), Totiviridae, and
sstRNA viruses (4lphaflexiviridae (1 potential species), Bromoviridae (Alfalfa mosaic virus),
Luteoviridae (Bean leafroll virus), Potyviridae (1 potential species), Secoviridae (1 potential
species), and Tymoviridae (1 potential species)). The most prevalent viral families found in
plant viromes are Amalgaviridae (present in 16/19 samples — average read abundance of
2,8%), Partitiviridae (present in 14/19 samples — average read abundance of 5,4%),
Totiviridae (present in 10/19 samples — average read abundance of 1,4%) and Bromoviridae
(present in 10/19 samples — average read abundance of 2,2%) (Fig. 10D — SM9). Plants
viromes also contain traces of arthropod viruses (between 0% and 0,32% of read abundance
per plant sample) and traces of bacteriophages (between 0% and 2,75%) (SM9). Concerning
the 19 plant viromes, spatio-temporal factors don’t show a statistical influence on virus
diversity and abundance. But these results should be taken with caution because of the small

number of samples.

Arthropod virus virome composition differs totally between the three crop pest
species. H. armigera viromes are dominated — in terms of prevalence - by ss-RNA viruses
(Phenuiviridae and Rhabdoviridae) and by dsDNA viruses (Baculoviridae) while H. postica
viromes are dominated by ss+RNA viruses (Picornavirales) and those of 4. pisum by the
Acyrthosiphon pisum associated bacteriophage (NC_000935) (dsDNA virus). The arthropod
viruses found in common between two pests are present a very low read abundance and were

identified in only one sample, this could reflect inter sample contamination rather than
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infecting viruses (Fig. 12A). These results are confirmed by GLM models analyses showing
that the presence of arthropod viruses (Chisq test, p=0,0004) and of Acyrthosiphon pisum
associated bacteriophage (Chisq test, p=0,0006) are statistically explained by the host

taxonomy.

Some plant viruses are shared between the crop pests and plants. Sequences from five
plant virus contigs are shared between plants and two crop pest species, they represent the
most abundant plant viruses identified in viromes (e.g. H. postica associated
Alphaflexiviridae, M. sativa associated Partitiviridae 1, M. sativa associated Tymoviridae, M.
sativa associated Amalgaviridae and Alfalfa mosaic virus). Four viruses are shared between
H. armigera and plants and 1 virus contig is shared between H. postica and plants (Fig. 12B).
Finally, 3 plant viruses were only found in pest viromes while two plant viruses were only

found in plant viromes.

Worldwide distribution of viruses found in crop pests and in alfalfa viromes

To obtain insights into the geographical distribution of the viruses found in this study,
they were searched in genomic and transcriptomic databases with a threshold of >95% of
nucleotide identity. Five of eight aphid virus contigs were found in the transcriptome of 4.
pisum: Acyrthosiphon pisum bacteriophage, Aphid lethal paralysis virus, Acyrthosiphon
pisum associated Negevirus 1, Wuhan aphid virus 2 and Acyrthosiphon pisum associated
unclassified ss+RNA virus. A. pisum transcriptome came from an English strain (Cambridge).
The A. pisum symbiont bacteriophage was also found in its genome derived from an USA
strain, which suggests that this bacteriophage may have a wide geographical distribution
(Tab. 4, SM10). These findings ask questions about the impact of these viruses on aphid
fitness as infected individuals come from laboratory rearing. Moreover, the two aphid viruses
that belong to already described species were described in USA (Aphid lethal paralysis virus)
or in China (Wuhan aphid virus 2) (Liu et al., 2014; Shi et al., 2016).

The Baculoviridae species found in H. armigera viromes were described in Japan

(Hayakawa et al., 1999).

Finally, two alfalfa associated viruses were also found in alfalfa transcriptomes:

Medicago sativa associated Amalgaviridae, and Medicago sativa associated Partitiviridae 2.

165

=
| —



These transcriptomes came from studies made in China (TSA) and in USA (EST) (Aziz et al.,
2005).

Thus, all these viruses could also have a worldwide distribution.

Distribution of crop pest viruses in arthropod communities

Arthropod communities’ samples represent 295 pools of individuals containing
sufficient RNA amount for RT-PCR. These sampled comprise 12 orders containing a total of
3492 individuals. To be sure that there was the same sampling effort between communities
sampled, we tested the influence of the date, the ecosystem, the locality and the taxonomy on
the number of sampled individuals. Globally, the spatio-temporal factors don’t show
significant influence on the number of individuals sampled, showing that there was the same
sampling effort between the communities sampled. Only the taxonomy had a significant
influence on the number of individuals, with four orders grouping about 80% of individuals:
Hemiptera (23%), Hymenoptera (23%), Coleoptera (20%) and Orthoptera (13%) (Tab. 5) (F
test, p=6,2x107'%). The principal factor structuring arthropod communities is the ecosystem
from which they came: there are more individuals sampled in fields than in grasslands in 3/13
orders (Hemiptera, Lepidoptera and Arenae) (F test, p<0,001). On the other side, sampling
date played a significant role in the presence of 2/13 orders: there are more Hemiptera and
Arenae sampled in summer than in autumn (F test, p<0,003). Finally, Hemiptera seemed to be

more abundant in one locality than in other localities (F test, p=0,004).

These communities were screened for the presence of contigs that could belong to 13
arthropod virus species that are abundant in arthropod pest species: 6 H. armigera associated
virus species, 4 A. pisum associated virus species, 2 H. postica associated virus species and
Aphid lethal paralysis virus (NC_004365) than was found in a virome of aphid predator
Coccinella septempunctata (Coleoptera, Coccinellidae) (Tab. 2).

Eight virus species were not found in arthropod communities samples: all A. pisum
associated viruses, H. postica associated Iflaviridae 3, H. armigera associated reoviruses and

Xestia c-nigrum granulovirus (NC _002331).
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Three viruses were found in low prevalence in arthropod communities. H. postica
associated Iflaviridae 1 (2,4% of positive pools) and H. armigera associated
Alphatetraviridae (1,7% of positive pools) are only present in predators (as spiders, daddy-
long-legs, ladybugs and ants). H. armigera associated Nodaviridae 2 (4,1% of positive pools)
are mainly present in predators but also in crickets pools (Tab. 5). These results could rather

represent predator diet contamination rather than infection.

Virus absence - or presence in few samples - could reflect host low abundance in
arthropod communities: for example 4. pisum were absent in sampled communities and none
of its viruses were found in these communities. They could also represent viruses that are
found in low frequencies in their hosts (rare viruses), although H. postica associated
Iflaviridae 3 and Xestia c-nigrum granulovirus (NC 002331) were highly present in crop pest

viromes.

Finally, two viruses are prevalent in arthropod communities - particularly in predators.
Aphid lethal paralysis virus (NC_004365) (10,8% of positive pools) is particularly present in
ladybugs. This virus has been shown to have a wide host range as it can infect leathoppers
(Liu et al., 2014). This virus is also present in low abundance in one plant virome. And H.
armigera associated Iflaviridae 2 (21,4% of positive pools) is present in Diptera and
Lepidoptera (Tab. 5). Statistical analyses show these 2 virus species are statistically more
present in fields than in grasslands (F test, p<0,0007). This result could reflect differences in
host abundance between to the ecosystem (3% of H. armigera individuals were sampled from
grasslands). Moreover, H. armigera Iflaviridae shows a prevalence peak in summer (Chisq

test, p=2,4x10°).

To conclude, the 5/13 pest viruses present in arthropod communities are present in
predators (particularly in spiders, daddy-long-legs and ladybugs), potentially indicating viral

accumulation by trophic network.
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Discussion

Viruses are among the most abundant and diverse biological entities on Earth (Suttle,
2005). With the expansion of viral metagenomics, we gained exponential knowledges about
viral diversity (Rosario and Breitbart, 2011). However viral diversity associated with
agroecosystems, and particularly with arthropods, is poorly documented. This can be
explained by the lack of viral diversity studies on non-bloodsucking arthropods compared to
huge number of viral diversity studies on Human, economically important vertebrates and
cultivated plants (Junglen and Drosten, 2013). However, gaining knowledges on viral
communities present in agroecosystems may help to improve their functioning and their
management. Toward that goal, we need to bring ecological concepts into virology, first
establishing an inventory of viruses circulating in plants and insects communities. To develop
such approach, we sampled three pest species displaying a worldwide distribution: the cotton
bollworm (Helicoverpa armigera), larvae of the alfalfa weevil (Hypera postica) and aphids
(Acyrthosiphon pisum), and plants, in alfalfa fields and grasslands in the Montpellier area.
The viromes of about 4000 individuals, grouped in 169 samples, were obtained by viral

metagenomics.

Crop pests and alfalfa viromes contained contigs representing already described
viruses, and their presence is congruent with literature that already reported these viruses in
the same hosts. But our viromes could contain a majority of new virus-species lineages (80%
of contigs). These results are congruent with those obtained from other arthropod viral
diversity studies (Li et al., 2015; Shi et al., 2015; Tokarz et al., 2014; Webster et al., 2015).
Moreover, phylogenetic analyses show that some of these viruses could belong to undescribed
genus-level lineages. These results reflect our lack of knowledge about arthropod viral
diversity. The high viral diversity found in arthropods is consistent to the fact that, taken into
account the co-evolution between some of virus and the arthropods, the arthropod viral

diversity may overcome the vertebrate viral diversity (Li ef al., 2015; Marklewitz et al., 2015;

Shi et al., 2016).

The composition of arthropod virus communities differs totally between the three crop
pests. H. armigera viromes are dominated — in terms of read abundance - by ss-RNA viruses
(Phenuiviridae and Rhabdoviridae) and by dsDNA viruses (Baculoviridae) while H. postica

viromes are dominated by ss+RNA viruses (Picornavirales) and those of A. pisum by the
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Acyrthosiphon pisum associated bacteriophage (NC _000935) (dsDNA virus). It is interesting
to note that there was no effect of the read number per sample on the viral diversity; however,
reads number has significant influence in viral genomes reconstitution. For example, H.
postica and A. pisum viromes contained a higher sequencing depth than H. armigera viromes
(3 to 5 fold); and are dominated by small viruses (<10 kb in length) unlike H. armigera
viromes in which baculoviruses (80-180 kb in length) are highly present. Consequently, H.

armigera viral genomes are more scattered than those of the other two crop pest species.

In our viral diversity analyses, viruses that were present in low abundance (<0.1%)
were not taken into account. These restrictions have for consequence to greatly reduce the
overestimation of viral diversity and laboratory contaminations, at the expense of not taking
into account rare viruses that could be present in samples. Moreover, our sampling was made
on regional or local scales. So our sampling is not representative of the whole viral diversity
found in the sampled hosts, and complementary studies are needed draw a general conclusion
about the diversity and composition of these crop pest viral communities. However, it is to
notice that 20% of virus species were found in crop pest and alfalfa genomes and
transcriptomes or belong to species already described in England, China and USA and Japan.
Thus, these viruses seemed to display a large geographical distribution and could thus

constitute crop pests and alfalfa core viromes.

To better apprehend viral circulation in agroecosystems, plants and arthropod
communities were sampled. Viromes of arthropod pests and plants were obtained, and the
presence of some pest associated viruses was tested on the other members of arthropod
communities. The results seemed to show viral accumulation by trophic network. Indeed,
plants viromes contained a majority of phytoviruses and traces of arthropod viruses that could
be due to contamination of plant surface by infected arthropod feces (Francois et al., 2014).
On the other side, arthropod pests contained significant proportion of plant viruses, while
there was arthropod pests associated viruses in arthropod predators that indicates that they
could be used as monitors for virus surveillance in agroecosystems, as it was tested with
success in other viral metagenomics studies (Dayaram ef al., 2014, 2013; Ng et al., 2011,

Rosario et al., 2015).

One of the main caveats of this study, as well as other viral metagenomic studies, is an
uncertainty about the newly discovered viruses host range. As this study is only based on

virus sequences presence, even if some of them are very abundant in the viromes, it is not a
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proof that the organisms from which the viromes were prepared are their hosts (Mokili et al.,
2012). Further studies are needed to identify the hosts, as well as the virulence, of these

VIruses.

To conclude, viral metagenomics represent a without molecular a priori approach
allowing viral discovery; while PCR approach allows the screening of known viral taxa in a
high number of samples. The combination of these two approaches gave us insights into the
diversity and composition of agroecosystems viral communities. That may help to improve

agroecosystems functioning and management.
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Figures

Figure 1: Summary of sampling places. Silhouettes represent the arthropod sampled.
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Figure 2: Percentage of arthropod viruses (blue), plant viruses (green) and bacteriophages

(red) found in crop pests and in predators viromes.
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Figure 3: Maximum Rhabdoviridae likelihood phylogenetic tree based on partial polymerase

protein, including 81 rhabdovirus species

and Helicoverpa armigera associated

Rhabdoviridae (in red). The alignment of 148 amino acids in length was produced using

MUSCLE 3.7 (16 iterations) and was hand ungapped. The tree was midpoint rooted.

Bootstrap values >50% are indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid

substitutions per site. Genera of the Rhabdoviridae family are indicated in brackets.
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Figure 4: Maximum Phenuiviridae likelihood phylogenetic tree based on partial polymerase
protein, including 51 phenuivirus species and Helicoverpa armigera associated Phenuiviridae
(in red). The alignment of 351 amino acids in length was produced using MUSCLE 3.7 (16
iterations) and was hand ungapped. The tree was midpoint rooted. Bootstrap values >50% are
indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions per site. Genera of

the Phenuiviridae family are indicated in brackets.
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Figure 5: Maximum Tetraviridae likelihood phylogenetic tree based on partial polymerase
protein, including 9 tetravirus species and Helicoverpa armigera associated
Alphatetraviridae, Hypera postica  Alphatetraviridae and  Acyrthosiphon  pisum
Carmotetraviridae (in red). The alignment of 400 amino acids in length was produced using
MUSCLE 3.7 (16 iterations) and was hand ungapped. The tree was midpoint rooted.
Bootstrap values >50% are indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid

substitutions per site. Genera of the Tetraviridae are indicated in brackets.
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Figure 6: Maximum Sinaivirus likelihood phylogenetic tree based on partial polymerase
protein, including 11 sinaivirus species and Helicoverpa armigera associated Sinaivirus,
Hypera postica associated Sinaivirus (in red). The alignment of 535 amino acids in length
was produced using MUSCLE 3.7 (16 iterations) and was hand ungapped. The tree was
midpoint rooted. Bootstrap values >50% are indicated at each node. Scale bars correspond to

amino acid substitutions per site.
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Figure 7: Maximum Picornavirales likelihood phylogenetic tree based on partial polymerase
protein, including 71 picornavirales species and 5 viromes picornavirales (in red). The
alignment of 494 amino acids in length was produced using MUSCLE 3.7 (16 iterations) and
was hand ungapped. The tree was midpoint rooted. Bootstrap values >50% are indicated at
each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions per site. Families of the

Picornavirales order are indicated in brackets.
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Figure 8: Maximum Sobemovirus likelihood phylogenetic tree based on partial polymerase
protein, including 18 sobemovirus species and 5 viromes sobemoviruses (in red). The
alignment of 127 amino acids in length was produced using MUSCLE 3.7 (16 iterations) and
was hand ungapped. The tree was midpoint rooted. Bootstrap values >50% are indicated at

each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions per site.
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Figure 9: Maximum Tymoviridae likelihood phylogenetic tree based on partial polymerase

protein, including 37 tymovirus species and 1 viromes tymovirus (in red). The alignment of

727 amino acids in length was produced using MUSCLE 3.7 (16 iterations) and was hand

ungapped. The tree was midpoint rooted. Bootstrap values >50% are indicated at each node.

Scale bars correspond to amino acid substitutions per site. Genera of the Tymoviridae family

are indicated in brackets.
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Figure 10: Percentage of samples for which viral families presence was found for
Helicoverpa armigera viromes (A), Hypera postica viromes (B), Acyrthosiphon pisum

viromes (C), and plants viromes (D).
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Figure 11: Accumulation curves of viral families in Helicoverpa armigera viromes. This

accumulation curve is based on viral families that were represented by >0.1% of total reads.
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Figure 12: Venn diagrams on arthropod viruses shared between crop pest species (A) and of

plant viruses shared between crop pests species and plants (B).
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Table 1: Summary of arthropods and plants sampled in alfalfa fields and in grasslands.

-
am
.
'@

Host Number of Number of Number of
o8 samples individuals cleaned reads
Helicoverpa armigera 132 1590 9318 409
Hypera postica 14 = 1400 2928 803
Acyrthosiphon pisum 4 = 400 1450 950
Medicago sativa + 19 530 1423 462
grassland plants




including PCR primers sequences.

Table 2: Summary of crop pests associated viruses searched in arthropods communities,

Viral species Foward Primer Reverse Primer

Xestia c-nigrum granulovirus - Baculoviridae (NC_002331) ACCCGACTGCATGTTCTGGACT TCGCGACTCCAACTCGTCGTAT
Helicoverpa armigera associated Reoviridae 1 GCGCAGCTCTGGATTCAGTACG CCATGCCTTTCACATCCGCACA
Helicoverpa armigera associated Reoviridae 2 CTGGTAAGGCAGAGCCAGGAGT TTGATCCGCCGTTGGAAACCAC
Helicoverpa armigera associated Iflaviridae 2 ACAGGTAAGACAGAGCTCGCCC GTTAGCTGCACGCATAGTGGCA
Helicoverpa armigera associated Nodaviridae 2 GCGACCCCAAGTTGACACGAAA CGCGCGTGGTGAATCTTATGGT
Helicoverpa armigera associated Alphatetraviridae GATGGACAGCGGTAAAGTCGGC GAGCGATGCGTACAGGGTCAAC
Hypera postica associated Iflaviridae 1 GCTGGCTTTTCAGACGGCTCTA TGGATTACCGCTAGGCATCCCA

Hypera postica associated Iflaviridae 3 GCCACTGAGGGAAGATTGCACA TGCAGGGACTAGGGTCTCAAGG
Acyrthosiphon pisum bacteriophage APSE-1 {(NC_000935) GCCTGGTTCAAAGACACACGCT CGTAAAAATTGCCGTGCCCGTG
Acyrthosiphon pisum associated Parvoviridae TACATGCAGCTCCAAATGCGGG GGGCCTTGTAAAGGAGCATCGC
Acyrthosiphon pisum associated Negevirus TTTGATGTCGCGACCGTTGACC CGCGCCAGATAACATGGCTTCA
Acyrthosiphon pisum associated Unclassified ss+ RNA virus AGCTTCACTTCCAGACCGAGGG CGGACCTGGGGCTTATGTTCCT
Aphid lethal paralysis virus (NC_004365) GAGCACAGGCCCCGGTATATGA AGAGCAGTCTTCACGCTTCCCA

=

186

'




1romes.

rthropod pests and plants v

iral contigs found in a

Summary of v

Table 3

%00T =3 (526000 0N) 25eydoniateq wnsid uoydisounAoy pauIssERUN SepuInopod vNasp sefeydonaies
%0°'SE [9/6/9dY 8 SNIIA 341|-0WIQOS 13GNH uiz104d aneIng 2802 Z Shul. q EIa3ILLIE Bdl TET)
%8'8E EVBLEEGOD dA 0T SPUIA J3PIIS J338M BIXUES 7 uiz10ad amiEIng
P T0cEe0T TSR EVET P 0681 T snunowagos pajeposse exsdiuue edianoaaH
%88V 7B00EEGO0 dA 62 STUIA 3%1|-0W3G05 13aNH uI3104d pisde)
%6TT TE667E600 A 6 SNIIA 331|-0W3005 139NH U15101d 55815 WA[Od e £ STUIROW3GOS Pa1enosse eansod eiadi SnIIAOWSODS papssepun
%E'6E 0SYZFEGOD dA tsnuIA apadiluad a5n0y UBYNAL uiz104d pisded
%T5S TShZrEBO0 dA TSN Spadinu=2 95N0Y UEUNM U1310.d 35eWAI0d ovse Zsnunowaqos psjenosse ednsod eisdiy
%L TL TE00EE600_dA 0Z SUIA 331[-0WSG0S 13GNH uis10.d pisde) WY +55
%ETY TT6LEEG00 dA €1 snuin e133dip 13gnH uzjoud asesawd|og Sree T SnIAOWISGOS pajeiposse eafisod esadAn
%CpE $E00011Y T SMUIAIJEIBL EAINES OBE3IPAIN U15101d 55815 WA[Od ) SEPUINOWAL PSIEIo05SE BALLES DBEDIDSIN SRIINEJEIEN SEpUINOWAL
%00T 965 {69€£00 DN) SBPLIADSINT SNUIA ||01jE3| UBDE SniiAo=Im
sasniia ueld
£€02 (520200 DN) E¥NY 2EPLIAOLIOIE STUIA JIESOW BHELY
%00T £65C (720700 ON) TVINY SEPLIAOLIOIG SNUIA DIESOL B EJY sy 2epuIoWoIg
vroE (S65T00 ON] TWNY SEPLIIAOWIOIG STUIAJIESOW BJ[el]Y
CET6000V CESILEE) u15101d 55EISWAIOG TroL SEpLIAIGIEYd]Y P1EDOSSE B31S00 BISAH SRIIAELIOPS[3S SepLineleRdly
Svo0cvaa SnainondAu eijojAd snikd U13103d pisden i 210355 Z 3EPLINIILE PaIED05SE BATIES 0JE0IPIN
0500071 T snuAniLedend|e ennes 0ZEaIpaIN U1310.d 35eWAI0d SolT T 1USWE35 Z SePLINILIEd P12 00SSE BAIES O3EIIPIIN
1500011 T snunmedeqd|e BAnes OBeoIpaIN Uis10:d pisden 2991 Z1USWE35 T SEPLINTIILIEd P31ED0SSE EAIES OBEIIPaIN srainedeydiy SepLInLEd
Ziso9vea snanpedeydie 1eag Uis101d BsEIRWAIOG B TIUsWESS T SEPUIAIILIE PaIED0SSE BARES OFEOIPaY vNE P
VOEBBEE00 A T ShIIAEB[EWE UoEulds 15101 UD[shy
Sv0RTNYD WNSUELIZIGNS WNIOJLL u13104d pisde) 923 SEPLINES|ELIY PBIEI0SSE BAILES 0EIIPAIN snuineSjewy sepLineSjewy
SrO9TNYD WN3UeLIRIGNS WNIOJLL ui2304d UOISNS
OTEVE0B00 dh SnaInopaEY epiadiEny ei31dopods ENEET
G0EVE0600 dA SnaInopGEY epiadiEny, eia1dopods W UI310id
ZEVITINY ep1=diznyy e123dopods auisiold veszt sepuLInOpqeyY palenOsse elafiue edIBN0dIBH paipssepun sepuinopgeyy
TL568NSY SNIAOPGEL EPI5a AN E121d0POaS N US101d WNY 55
ZTEYE0600 dA SNIIAOPGEY EpJadianyy e1a1dopods (1) wia101d asesawihjod
€8Z0€E600 dA T snuia eszidopida) 1zanH uisiold aseszwih|od Gzl 73USWH3S FEPLIAINUS U PR3EIO0SSE BJaTIMIE ECIA0OIIRH
7ST0EE600 dh T snuin e;vdopidal RanA UIz101d00AD vizs 10335 32PUININUSYd Pa1E0SSE BISBILIE 2dian0dIIaH peuE=Epun
ESVTFEGOD dA uisj0ud pisde) 760T T UsWBss snuIA yNY+55 PSYIsse|oun paieinosse whnsid uoydisoypfoy
LOVTVEGO0 dA ZUis101d sAREING
0VTYEGO0 dh T2 SAIIA 135501 UEgRA Wis101d SAREING czoe T1UBWSSS SNUIA YNH+SS Pa1jIsse|aun palelnosse winsid uoydisoyuioy
[8E6LTE00 dh Z snuia plude ueyna uiz104d aneIng payisseRun paijisseRun
R e pide G o 1002 LA p JuBWEas 7 snui pryde ueynp paenosse wnsid uoydisoyuhoy
6LE6LT600 dh Z snaia piude uegnn U13100d SN otre JUBLIEA £ JUSWIES ¢ SNUIA PIYdE UBYNNA PaE0sSE Wnsid UoudIsoumAoy.
BCTEBSSY. T SNUIA 1BUIS 5YET pisded
CEYRBEGO0 dA 3N SNUIA 18015 SYET 3SeIBWA|Od veLs snuineuss pajeidosse essBiuue edianooieH
VGYEBEGOD dA T340
€0S88E600 dA pisded
BET6THIV SNJIA [BUIS BYET ssesswih|od 995 snuineuls pateraosse eonsod esadAn
B6E8SSY. T snuin teus oveT T390
LEBTCER0D A SNIIA 015101 € usi0.d sAneINg
90vSSZOY SNIIA B313[1583 7 uis301d sAEINg 0coE SNIASE5N PEIRI0SSE EIDJILLE EAISAOOIEH
605T6HYE SRR ASEIN sserawhiod
IEVTPEGOD dh T snain spadnueo 25n0y UEGNA € ureyoad sAREIng sasnuia podoaypy
OEVEVEE00 dA T snain 5padRuE) 55N0Y UEGNA Zuis0id aAneng 6156 7 snuinaBaN payenosse wnsid uoydisoyuhoy snanaBan
CEVTPEGOD dh T SnIIA 5p5ARUE) 55N0Y UEYNA sserswA|og WY 455
0BETFEBOD dh 5 SIIA 199501 VBN £ U13101d SANEING
CEGYVEGOD dA FEDTS eI Zuisi0ad amiEIng ovo6 1 snuina3an parenosse wnsid uoydisoyuAay
VEGUVEGOD A 8 SMUIADB5UL UBUNM SserswAlog
TLELEEC00 GA £ st sp-ewiooid 19GnH Uiz301d sAREING GELY S3IEJINELIOOIg PALISSEPUN Pa1E0sSE Ba1s0d BISTAH
CTETYERO0 dA £ SIA 3padijusd a5noy UBUNm uiE101dA[0d [Fcad £ SEPUIAE]J| Pa1EI0SSE Eans0d BIBHAH
GSO0EEE00 dA TE SnuIA 3yi|-ewi0did 13gnH uia101dA|og L Z aepuie|J pa1enosse eansod eradAn
GSO0EEE00 dA TE snuIA 231j-eul0a1d 1I2gnH uizyoudAjod 2798 T 2epLIAR|Y PR3eRosse eansod exadAy
TSIZEEG00 dh V€ snain sy-ew00id 1BaNH uim0idAiog = Z @EpLIne]j] paie0ssE e1BBIULE edIBN0O3H
780ET1SY Snan pooIgoes Uim01dAi0d 118 T SEpLINe]}] PalE0SSE B1BBIULE EAIBR0O3H paussepun SEPUINENSIOINULEY
869vZaYY SNJIA JUNYS BJSBIULE BAISADONSH sserswA|og e SEPLINENG1EYd]Y PoIBII0SSE EISB|ULIE EAISAOIIEH
LLZLEE600 A T SniIA 31| E1a10INad 13GNH pisden
96TZBIE00 dh Z Sniin Buopuo3saeq SceiawAd 8Ly aepuinenzieydiy paienosse eansod eiadin
28T9ZHIV T snuin 1euis sveT pisden
%0 L 765029500 ah T Seahiog 120 SEPLIAENE10ULIE) Pa1eOsse Wnsid UoydiSouuAY snuiAenE1ouULEEYd]Y
STTTLEAY SNIINEPOU UBUNAY ded 00T T JUSWE3S ¢ SEPLIAEPON Pa1ei0sse edlaA0a][aH
STORTANY sniiAepou elkwozim asesawA|0d 808T T1uaWwd3s Z 3epUIABPON Pa1e130sse edi3A00![3H sniAepoueyd|y 3EPUIABPON
QOBLEEBO0 dh T SR 193501 0E3UENGS SceiawAOd 50Te TIUSWi535 T SEPIIAEPON PaIeI005SE EAI3A00I3H
T0SZ6¢ A SNAIAC3] E3EWNI] £1234d01300 Sserawhiod 1= T SePLIACSY PAIRIN0SSE EAIAA0OIEH DaIISSEPUN - FEULIAC3IRUIdS SepUInGaY YNu P
OETFI99T0 dX wnsid uoydisoypfoy (dn) pisde
TrEObTE0T ax LETIE e e sEwAed 6oEE SEPUINGAIEd P31EIOSSE WNSI UOYAISOYLIADY SRIIAOSUSPIGUIY sepuIAonEd VNGO SS
wsiuediosasoly uiz301d pdua aweu Jpuod 13095, Rjwe3 UORESY[SSEP BI0WRIEg

Auiouoxe jenn

187



Table 4: Summary of the number of sequences found in putative host genomic and/or
transcriptomic databases (Refseq genomic, WGS, EST and TSA) that display significant

homologies with viral species discovered in the viromes generated for this study.

Host Viral species Database Number of sequences
Acyrthosiphon pisum bacteriophage APSE-1 B I z
EST 2
Acyrthasiphon pisum IAphld Igt}1a\ para\\,.rfﬂs virus : EST 25
Acyrthosiphon pisum associated Negevirus 1 EST 39
Wuhan aphid virus 2 EST 4
Acyrthosiphon pisum associated Unclassified ss+RNA virus EST 4
Medicago sativa associated Amalgaviridae TSA 1
Medicago sativa EST 30
B Medicago sativa associated Partitiviridae 2 Segment 1 T<A 3

Table 5: Summary of the five crop pests associated viruses that were found in arthropods and

molluscs viromes, and details about the composition of arthropods and molluscs communities.

. . . Helicoverpa armigera Hypera postica )
" Helicoverpa armigera Helicoverpa armigera . Aphid lethal
Host taxonomy| Pools (%) Individuals (%) ) ) N ) associated associated o
associated Iflaviridae 2 | associated Nodaviridae 2 o ) paralysis virus
Alphatetraviridae Iflaviridae 1
Blattodea 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Coleoptera 16%) 20% 15% 0% 0% 6% 17%
Dermaptera 2%, 1% 0% 0% 0% 0%) 0%
Diptera 5% 6% 40% 0% 0% 0%)| 0%
Hexapoda Hemiptera 20%) 23% 22% 2% 0% 2%) 15%
P Hymenoptera 5% 23% 33% 13% 0% 7% 33%
Lepidoptera 13%) 4% 18% 0% 0% 0%)| 0%
Mantoptera 1% 0% 33% 0% 0% 0%| 0%
Neuroptera 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Orthoptera 20%)| 13% 10% 2% 0% 0%)| 3%
Chelicerata Araneae 12%) 7% 41% 9% 9% 3%) 15%
Opiliones 4% 3% 33% 42% 17% 8% 25%
Total 100% 100% 21,4% 4,1% 1,7% 2,4%) 10,8%
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SM1: Detailed information about crop pests and plants samples.
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SM2: Maximum Nodaviridae likelihood phylogenetic tree based on partial polymerase

protein, including 14 nodavirus species and 2 Helicoverpa armigera associated nodaviruses

(in red). The alignment of 762 amino acids in length was produced using MUSCLE 3.7 (16

iterations) and was hand ungapped. The tree was midpoint rooted. Bootstrap values >50% are

indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions per site. Genera of

the Nodaviridae family are indicated in brackets.

1000

Le Blanc nodavirus NC_028133

679

1000

929

1000

1000

721

0.5

Striped Jack nervous necrosis virus NC_003448

Santeuil nodavirus NC_015069

Orsay virus NC 028097

Barfin flounder nervous necrosis virus NC 013458
993

Tiger puffer nervous necrosis virus NG_013480 Betanodavirus

Redspotted grouper nervous necrosis virus NG_008040
280

Senegalese sole lberian betanodavirus NC_ 024492
Boolarra virus NC_004142

1000 & Black beetle virus NC 001411

997
Flock house virus NC 004146

Helicoverpa armigera associated Nodaviridae 1

Alphanodavirus
Macrobrachium rosenbergii nodavirus NC_005094

1000]
Penaeus vannamei nodavirus NC_014978
Helicoverpa armigera associated Nodaviridae 2
Nodamura virus NC_002690
[ 100 )



SM3: Maximum Reoviridae likelihood phylogenetic tree based on partial polymerase protein,
including 54 nodavirus species and Helicoverpa armigera associated Reoviridae (in red). The
alignment of 287 amino acids in length was produced using MUSCLE 3.7 (16 iterations) and
was hand ungapped. The tree was midpoint rooted. Bootstrap values >50% are indicated at
each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions per site. Genera of the

Reoviridae family are indicated in brackets.

Micromonas pusilla reovirus NC 008171

|_|-_ Chum salmon reovirus NC 007582
544 801 Etheostoma fonticola aguareovirus NC_030405 | Mimoreovirus
[ Golden shiner reovius NC_005166

805 American grass carp reovirus NC_010584

African horsesickness virus NC_006021
Palyam virus NC_005830
Changuinola virus NC_022639
Wallal virus NC 022553
Fengkai orbivirus NC_027803
wOrh\wrus NC 033782
Bluetongue virus NC_008023
1ge= Epizootic hemonhagic disease virus NC 013306
Chobar Gorge virus NC_027553 il ke
e St Croix river virus NC 005097 Orbivirus
Stretch Lagoon orbivirus NG 012754
oroe Umatilla virus NC_024503
. Great Island virus NC 014522
enuda vius NC_027534 Sedoreovirinae
Wad Medani virus NC_027533
Peruvian horse sickness virus NC_007748
Mobuck virus NC 022626
508k= Yynnan orbivirus NC_007656

508

J* Aedes pseudoscutellaris reovirus NC_007666 ; . i
To00k= Fako vius NG, 025467 I Dinovernavirus

Rice gall dwarf virus NC_009248
—lmgga .EHoma\odisca vitripennis reovirus NG 012535 | Phytoreovirus
Rice dwarf virus NC_ 003773

Kadipiro virus NC_004210
giEUaa ning virus NC_007736
668 Banna virus NC_004211
Rotavirus | NC 026825
050 Adult diartheal rotavirus NC 007548
= Human rotavirus B NC_021541
090%= Rotavirus G NG_021580

Hotavirus A NC_011507
*m@m F NC_021625
i Rotavirus C NC_007547
) Rotavirus D NC_014511

Callinecles sapidus recvirus 1 NC_020904
Inachis io cypovirus 2 NC_ 023481
o34 Lutzomyia reovirus 1 NC_027567

J Nilaparvata lugens reovirus NC 003654

w01 Fiji disease virus NC_007159 L
o l_m[E_Mal de Rio Cuarto virus NC 008733 Fijivirus
o1 Rice black streaked dwarf virus NC 003728
876" Southem rice black-streaked dwarf virus NC_ 014714

I~ Helicoverpa armigera associaled Reoviridae 1 i L.
000%= Operophtera brumata NG_007559 Spinareovirinae
Cimodo virus NC_023420

Eyach virus NC_003696 —
620 1000 Colorado fick fever virus NC_004181 I Coltivirus
g3 Mycoreovirus 1 NC_010743
w78 Mycoreovirus 3 NC_007535 Mycoreovirus
or2 Sclerotinia sclerotiorum mycoreovirus 4 NC_030158

Seadornavirus

Rotavirus

0.5
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SM4:

Maximum Parvoviridae likelihood phylogenetic tree based on partial polymerase

protein, including 77 parvovirus species and Acyrthosiphon pisum associated Parvoviridae (in

red). The alignment of 158 amino acids in length was produced using MUSCLE 3.7 (16

iterations) and was hand ungapped. The tree was rooted using variola D5 protein. Bootstrap

values >50% are indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions per

site. Genera of the Parvoviridae family are indicated in brackets.

Varicla DS NC_001611

IPenaeus merguiensis hepandensovirus DQ458781
r Penasus monodon hepandensovirus 1 DQOD2873

655

981

05

Eidolon helvum i
3| [ Porcine hokovirus 77
717~ Human parvovirus 4 AY622843
768

W00 P Panasus monodon hepandsnsovirus 4 FJ410757
Perasus chinensis hepandensovirus AY00B257
Fenneropenasus chinensis hepandensovirus JNOB2231
Perasus monodon hepandsnsovirus 2 EU247528
9221 Penasus monodon hepandensovirus 3 EUS88991
Perasus monodon penstyldensovirus 2 AY1248G7
gga | Penasus monodon penstyldensovirus 1 GQ411199
o Penaeus styliostris penstyldensovirus 2 GQ475%2
Aedes albopictus densovirus 2 X74945
o] Aedes albopictus densovirus 3 AY310877
Hasmagogus equinus densovirus AYB05055
Aedss albopictus densovirus 1 AY0S6351
53] Culex pipiens pallens densovirus EFS79771
a0 Anopheles gambias densovirus EUZ33812
Asdes asgypti densovirus 2 FJ360744
Aedes aegypti densovirus 1 M37899
Mosquito densovirus BRO7 GU452720
Acyrthosiphon pisum associated Pamvovirdas
= Myzus persicae densovirus AY148187
Dysaphis plantaginea densovirus FJ040357
Cherax quadricarinatus densovirus KP410261
Sea star densovirus KMD52275
Periplaneta fuliginosa densovirus AF182260
Culex pipiens densovirus FJ810125
Helizoverpa armigera densovirus JQ894?84
Mythimna loreyi densovirus AY481507
Galleria mellonella densovirus L3289
710f Diatrasa saccharalis densovirus AFO38333
soe| Junonia coenia densovirus KCBE3STB
5954 Psaudoplusia includens densovirus JX645046
Diaphorina citri densovirus KX165268
Acheta domesticus mini ambidensovirus KF275669
Acheta domesticus densovirus HQBZ7781
Planococcus citri densovirus AY 032882
Soknopsis invicta densovirus KC991097
Blattslle germanica densovirus AY 185548
Blattellh germanica densovirus-ike \rlrus JQ3203?6
Helicoverpa armigera densovirus HQE132
Dendrolimus punctatus densovirus AY665654
Parilio polyxenes densovirus JX110122
5oe | Casphal extranea densovirus AF37529%6
Sibine fusca densovirus JX020762
Bombyx mori densovirus AY033435
Danaus plexippus plexippus densovirus KF983252
Hordsum marinum iteradensovirus KMS76800
rvovirus 1 JQO37753
2008

Hepandensovirus

Penstyldensovirus

Brevidensovirus

Ambidensovirus

Iteradensovirus

Tetraparvowvirus

Bovine hokovirus EU200869
Hurman_parvovirus B19 1 Erythroparvovirus

Turkey parvovirus GUR14706 | Aveparvovirus
Porcine bocavirus 1 HMO53593

Feline bocavirus JQB92585
%9 = Human bocavirus 1 JQE23422
997k Hurran bocavirus 4 FJS73561
Canine bocavirus 1 JNE4B103
California ssa lion bocavirus 1 JN420361
Canine minute virus FJ214110
Porcine bocavirus § HQ223038
Porcine bocavirus 3 JF425834
Bovine parvovirus 2 AF406566
Porcine parvovirus 4 GQ387459
Gooss parvovirus GPU25749
California ssa lion adeno-associated virus 1 JN420372
Bat adsno-associted virus GU226571
Adsno-associated virus 1 AFOB3497
Adeno-assochted virus 5 AFOB5716
Aleutian mink diseass virus JN0O40434
@7 Gray fox amdovirus JN202450
Bufavirus 1 JX027296
Porcine parvovirus PT4 PPU44578
Canine parvovirus M15296
Rat parvovirus NTU1 AFD38710
Mouss parvovirus 1 MPU12469
780" Mouss parvovirus 3 NC_008185

Bocaparvovirus

Copiparvovirus

Dependoparvovirus

Amdoparvovirus

Protoparvovirus
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SMS: Maximum flexiviruses likelthood phylogenetic tree based on partial polymerase
protein, including 69 flexivirus species and Hypera postica associated Alphaflexiviridae (in
red). The alignment of 337 amino acids in length was produced using MUSCLE 3.7 (16
iterations) and was hand ungapped. The tree was midpoint rooted. Bootstrap values >50% are
indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions per site. Genera of

the flexiviruses are indicated in brackets.

Donkey orchid symploml(iss virus NC_022894 | Platypuvirus
Botrytis virus X NC_005132 | Botrexvirus
Blackberry virus E NC_015706
Arachis pintoi virus NG_032104 o
Garlic virus A NC_003375 Allexivirus
Garlic virus B NC_025789
741= Shallot virus X NC_003795
—T Hypera postica associated Alphaflexiviridae .
Sclerotinia sclerotiorum RNA virus NC_007415 |Sclerodarnavirus
Cassava common mosaic virus NG 001658
Clover yellow mosaic virus NC_ 001753
Potato wvirus X NC_011620
Schlumbergera virus X NC_011659
Lolium latent virus NC_010434
Yam virus X NC_025252
Foxtail mosaic virus NC_001483
Bamboo mosaic virus NC_001642
Strawberry mild yellow edge virus NC_003794
Mint virus X ;00694
Lily virus X NC_007192
F’ha.liuds_ \~'iru$t X N'_G_010t295 NG 003093
ndian citrus ringspot virus ; i
000" Gitrus yellow vein clearing virus NG_026592 Mandarivirus
White clover mosaic virus NG 003820
Cymbidium mosaic virus NG_001812
Potato aucuba mosaic virus NG 003632
F’epijglolmosaic_ virus m_%gg;qos
stroemeria virus x -
Lettuce virus X NG_010832 Potexvirus
Malva mosaic virus NC_008251
Scallion virus X NC_003400
Asparagus virus 3 NC_010416
Actinidia virus X NC_028649
Narcissus mosaic virus NG 001441
Grapevine Pinot gris virus NC_015782
Cherry mottle leaf virus NC_002500
Apple chlorotic leaf spot virus NC_001409
Citrus leaf blotch virus NC_003877
T000 Apricot vein clearing associated virus NC_023295
== Apple stem grooving virus NC_001749
TO00 b Yacon wirus A NC_030657
Potato virus T NC_011062
Prunus virus T NC_024686
Grapevine virus B NC_003602
Gragevine virus A NC_003604
Cherry virus A NC_00368!
Currant virus A NGC_029301
Hardenbergia virus A NC_015395
Diuris virus A NG_019029
Banana mild mosaic virus NC_002729
African oil palm ringspot virus NG_012519 R
Sour cherry green n%g mottle virds NC 001946 Betaflexiviridae
Cherry necrofic rusty mottle virus NC_002468
Cherry rusty mottle associated virus NG_020996
Sugarcane striate mosaic-associated virus NG_003870
Rubus canadensis virus 1 NG 019025
Rupestris stem pitting associated virus-1 NG_001948
Asian prunus virus 2 NGC_028868
Asian prunus virus NG_025388
Peach chlorotic mottle virus NG_009892
Apricot latent virus NC_014821
A;ﬂale stem pitting virus NC_003462
erine latent virus NG 028111
Garlic common latent virus NC_016440
Potato virus S NG_007289
Blueberry scorch wirus NC_003499
Cowpea mild mottle virus NC_014730
Potato wirus M NC_001361
Alfalfa latent virus NG 026616
1000* Pea streak virus NC_027527

1000

Potexvirus
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SMé6: Maximum Partitiviridae likelithood phylogenetic tree based on partial polymerase
protein, including 47 partitivirus species and Medicago sativa associated partitiviruses (in
red). The alignment of 173 amino acids in length was produced using MUSCLE 3.7 (16
iterations) and was hand ungapped. The tree was midpoint rooted. Bootstrap values >50% are
indicated at each node. Scale bars correspond to amino acid substitutions per site. Genera of

the Partitiviridae family are indicated in brackets.

Botryosphaeria dothidea virus 1 NC_033476
pr— | ]ctilagincidea virens partitivirus 2 NG_021873
Penicillium stoloniferum virus S NG_005976
Pssudogymnoascus destructans virus NC_030480
Gremmeniella abistina ANA virus NC_004018
Penicillium aurantiogrissum partitivirus 1 NC_028499 Gammapartitivirus
Botryotinia fuckeliana partitivirus 1 NC_010349

94k Discula destructiva virus 2 NC_003710
Penicillium stoloniferum virus F NG_007221
Raphanus safivus cryptic virus 3 NG 011705

— %52 Sinapis alba cryptic virus 1 NC_030243
825 Parsimmon cryptic virus NG_017989
Pepper cryptic virus 2 NC_034159 e
317 Fig cryptic virus NG 015494 Deltapartitivirus
817 Raphanus sativus cryptic virus 2 NC_010343

a77 Fragaria chiloensis cryptic virus NC_009512
994k Aose cryptic virus 1 NC_010346

Ceratocystis polonica partitivirus NG_010705
L 1000Y Coratocystis resinifera partitivius NC_010735
T Fusarium poae partitivirus 2 NC_030878
Rhizoctonia solani virus 717 NC_003801
Fusarium poae virus 1-240374 NC_030882
09Rosellinia necatrix parfitivicus 1-W8 NC_007537
Pleurctus ostreatus virus 1 NC_006961 Betapartitivirus
Rossllinia necatrix partitivirus 6 NC_028251
Hed clover cryptic virus 2 NC_021096
op trefoil cryptic virus 2 NC_021098
Vhite clover cryptic virus 2 NC_021094
Dill cryptic virus 2 NC_021147
Primula malacoides virus NC_013109

603% Cannabis cryplic virus NC_031134
Rhizoctonia solani dsRNA vius 3 NC_032150
Sophora japonica powdery mildew-associated partitivirus NC_030875
Selerotinia sclerotiorum partitivirus S NG_013014
Rossllinia necatrix partitivirus 2 NC_020234
Medicago sativa associated Paritiviridas 1
Medicago safiva associated Paritiviridae 2
948k= Arabidopsis halleri pariifivius 1 NC_030883
Raphanus sativus cryptic virus 1 NC_008191 Alphapartitivirus
Rhizoctonia solani dsANA virus 2 NC_023684
Spinach cryptic virus 1 NC_033770
Dill eryptic virus 1 NC_022614
Best cryptic virus 1 NC_011556
Red clover cryptic virus 1 NC_022616
White clover cryptic virus 1 NC_006275
Amasya cherry dissass-associated mycovirus NC_006441
Vicia erypfic virus NC_007241
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SM7: Detailed information about the abundance of viral families (in terms of read number)

found in Helicoverpa armigera viromes.

Arthropod viruses Flant viruses a.a.nn ha
dsDNA iR SeRNA [ serna $3DNA dsRNA | SHRNA 1 dvDN 5EDNA)
Sample | Bacuio | Nudi_ FRea. | Flavi.| Noda. | Alphatetra,| Dicistro. | s, | |Phenui. [Anabdo. |Gemini [ [Partiti.] Toti. |Alfafles |Bromo. [Tymo. [virga. [sateliites| Myo. | Podo. [Sipho | Micro.
[swpB7 0,00%| 0,00%| 71,83%] 0,00%] oo0%  oo0%| oo0%| o00%| 000 0,00%| 0,00%[ 0,00%|0.00%| 0,00%| 0,00%] 0,00%| 0,00%| 0,005 0,00%] 0,28%| 0,00%]
EEER 0% 0.00%[0.00%] 0.00% _ o.00% 0.00%|  o.00%| 1L60%| 0.00%] 000%|  0.00%| 0.00%| 0.00%|0,00%| 0.00%| 0.00%] 0.00%]0, 0,00%]__0,00%| 0.00%| 0,12%) 0,00%) 0.00%)
0% | 0,00%| 0,00%)

0,005
0,00%)
0,004

{0 /00K X X 00%|
mmi o00%[000%] 0, X o.con| o005 0,00%/0.00%| 0,008
0,005 0,00%]0,00% ) 0.00%[ 0,00%| 0,00%0,00% _0,00%| 0,00%
0,00%| 0,00%]0,00%| X . 0,00%| 0,00%| 0.11%|0,00%|  0.00%| 0,00%) o] 0.00%]0,00%| 0,00% 0,00%] 0.
000% 0,00%]0.00% 0, X X 0,00%] 0,00% 1.08%) n,m 0,00%|_0,00%] %] 0,00%| 0,00%| 0,00%] 0,00%]
00%| 0,00%| 0.

o, 00| m
e [ T mm

0,00%] 0,00%| 0,00
Em 0.73% u,m mﬂi Bllﬁh ﬂm 0.00%| 0,00%| 0,00%
0,00%|_0,53%| _0,00%) 0.00%| 0.19% 0,005 0,00%| 0,00%] 0, o
ool 0.12%| 0,00% 0,00%| 000%| 0.34%|0,00%|  0.00%| 0,00% unaei 0,00% u,m 0,00%] 0,00%] 0.
o.00%] o.00% 0,00%) 0,00%| 0.00%| 0,00%|0,00% 0,00%] 0.00%| X 0,00%] _0,00%] 0,00%[ 0,25%[ 0,00%] 0.
o.00%] o.00%] .00 :\s o00%| 0,00%| 1.34%|0.00%  0,00%| 0.18%] 0, X 0,00%| 0,00%|_0,00%! 0,00%] o
0.00%| 27.29%| 1506l ook  o.00%| 0.00%[ 0.00%|0.00% 0.00%[ 0.00%] X 0.00%! 0,005 0.00%] 0,00%] ,00%] 0.
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SM8: Detailed information about the abundance of viral families (in terms of read number)
found in Hypera postica, Acyrthosiphon pisum, Coccinella septempunctata and Synaema

globosum viromes.

YT Ty T

SM9: Detailed information about the abundance of viral families (in terms of read number)

found in plants viromes.

Arthropod viruses Plant viruses Bacteriophages

Sample|dsRNA ss+RNA ss-RNA ssDNA dsRNA ss+RNA satellites| dsDNA
Reo. [Dicistro.| Unclassified Picornavirales |Phenui.| Geminicirculavirus| Amalga. | Partiti.| Toti. |Alfaflexi.|Bromo. |Luteo. | Poty. | Seco. | Tymo. Myo. | Sipho.
RIL 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,00%| 9,88%|23,32%| 0,00%| 0,00%| 0,22%| 1,68%|0,00%|0,00%| 0,00%| 0,00%|0,00%| 0,00%
R1P 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,00%| 20,80%| 2,53%| 0,00%| 0,00%| 0,00%| 0,00%|0,00%|0,00%| 1,40%| 0,00%|0,00%| 0,00%
L1L 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00%| 0,00%| 2,21%| 4,40%| 0,30%| 0,00%| 6,71%| 0,00%|0,00%|0,00%| 0,26%| 0,00%|0,00%| 0,00%
L2L 0,00%| 0,00% 0,32%| 0,00% 0,72%| 0,00%]19,09%| 0,40% 0,00%| 0,00%)/ 0,00%)0,00%0,00%)| 0,00% 0,00%] 0,00%| 0,00%
L3L 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,92%|17,28%| 0,00% 0,00%| 0,25%)| 0,00%)0,00%0,00%)| 0,00% 0,44%] 0,00%| 0,00%
L1P 0,12%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,00% 0,91%| 3,60%| 0,55% 0,00%| 0,00%| 0,00%)0,24%|0,00%| 0,50% 0,00%] 0,00%| 0,00%
L2r 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,60%| 0,26%| 6,41% 0,00%| 1,26%| 0,00%)|0,00%/0,00%]| 0,00% 0,00%] 0,00%| 0,00%
L3P 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,00%| 1,36%| 0,00%| 0,30% 0,00%| 0,00%| 0,00%)|0,00%0,00%)| 0,00% 0,00%]0,17%| 0,25%)
S1L 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00%)| 0,00%| 5,43%)| 4,06%| 0,00% 0,00%| 0,00%| 0,00%]|0,00%(0,00%)| 0,00% 0,00%)] 0,00%| 0,00%
SaL 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,00%| 1,30%| 2,63%| 1,37%| 0,00%| 1,20%| 0,00%|0,00%|0,21%| 0,00%|  0,00%|0,00%| 0,00%
3L 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,22%14,76%| 0,23%| 0,00%| 3,25%| 0,00%|0,00%|0,68%| 0,00%| 0,00%|0,00%| 0,00%
S1P 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,65%| 5,95%| 0,18%| 0,00% 0,00%| 15,98%)/ 0,00%)0,00%0,00%)| 0,00% 0,00%] 0,00%| 0,00%
S2P 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,19%| 0,00%| 1,72% 0,00%| 0,00%)/ 0,00%)0,00%0,00%)| 0,00% 0,00%] 0,00%| 0,30%)
S3P 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,10%) 0,13%| 0,00%| 0,11%| 0,17% 0,00%| 0,00%)/ 0,00%)0,00%0,00%)| 0,00% 0,00%] 0,00%| 0,00%
CiL 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,95%| 7,82%| 0,00% 0,89%| 4,48%| 0,00%)|0,00%0,00%)| 0,18% 0,00%] 0,00%| 0,00%
C2L 0,00%| 0,30% 0,00%| 0,00% 3,62%| 0,69%| 1,65%| 0,00% 0,00%| 8,09%| 0,00%)|0,00%0,00%)| 0,26% 0,00%] 0,00%| 0,00%
CaL 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00%)| 0,12%| 1,76%)| 0,00%)15,10% 0,00%| 0,00%| 0,00%]| 0,00%(0,00%)| 0,00% 0,00%)] 0,00%( 2,75%)
cip 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00%| 0,00%| 0,00%| 0,00%| 0,00%| 0,00%|0,00%|0,00%| 0,00%| 0,00%|0,00%| 0,20%]
c2p 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,13%| 0,00%| 0,00%| 0,00%| 1,06%| 0,00%|0,00%|0,00%| 0,00%| 0,00%|0,00%| 0,43%|
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SM10: Detailed information about sequences found in putative host genomic and/or
transcriptomic databases (Refseq genomic, WGS, EST and TSA) that display significant

homologies with viral species discovered in the viromes generated for this study.

Host Virus name Length(bp)|  Database | Number of sequences| Query cover| E-value |ldentity (%) Accession
2% 0.0 100% CN761186.1
refseq_genomics 2
0% 2,00E-51 100% DV749266.1
A pisum bacteriophage NC 000335 36524
cor R 2% 0.0 100% CN761186.1
0% 6,00E-43 |  100% DV749266.1
4% 0.0 96% DV749361.1
5% 0.0 96% DV751603.1
4% 0.0 96% DV749431.1
4% 0.0 96% DV743430.1
4% 0.0 96% DV750722.1
4% 0.0 96% DV750355.1
4% 0.0 96% DV748456.1
4% 0.0 96% DV749149.1
3% 1,00E-150 96% DV750549.1
3% 1,00E-150 96% DV749958.1
3%  |8,00E-147] 96% DV751827.1
3%  |8,00E-147]  36% DV751741.1
Aphid lethal paralysis virus variant 9654 EST 25 3% 8,00E-147 96% DV751084.1
3% 8,00E-147 96% DV751032.1
3%  |9,00E-146] 96% DV748735.1
3%  |9,00E-146]  36% DV748734.1
5% 0.0 95% DV751679.1
3% 6,00E-148 95% DV751453.1
3% |4,00e-124]  95% DV747564.1
3%  |500E-143]  35% DV751165.1
3% 2,00E-141 95% DV748338.1
3% 6,00E-136 95% DV751955.1
3% |6,006-136]  95% DV749466.1
3%  |6,00E-136]  35% DV748115.1
2% 1,00E-119 95% DV743000.1
6% 0.0 99% CN764043.1
A, pisum ass. Negevirus 1 part 1 7582 EST 3 6% 0.0 35% CN753768.1
6% 0.0 99% CF587975.1
64% 0.0 99% CN760792.1
60% 0.0 9%% CN758286.1
60%. 0.0 99% CN587220.1
59% 0.0 99% CN759304.1
59% 0.0 99% CN585454.1
58% 0.0 9%% CN757075.1
A. pisum
59% 0.0 35% CN757076.1
58% 0.0 99% CN586131.1
57% 0.0 99% CN753370.1
56% 0.0 9%% CN760230.1
56% 0.0 35% CN760332.1
56% 0.0 99% CN758603.1
56% 0.0 99% CN761242.1
56% 0.0 99% CN760750.1
56% 0.0 35% CN754655.1
56% 0.0 99% CN760556.1
56% 0.0 99% CN760281.1
. . 54% 0.0 99% CN758122.1
A. pisum ass. Negevirus 1 part 3 1348 EST 36
53% 0.0 35% CN758072.1
51% 0.0 99% CF588152.1
51% 0.0 99% CN762532.1
9% 0.0 99% CN760579.1
a7% 0.0 35% CN759603.1
46% 0.0 99% CF587515.1
45% 0.0 97% CN763153.1
1% 0.0 99% CN582708.1
37% 0.0 35% CN583966.1
26% 0.0 99% CN757673.1
2% 4,00E-151 99% CN583759.1
21%  [1,00e143]  99% CN759282.1
21%  [1,00E-143]  99% CN584074.1
20% 7,00E-141 99% CN586207.1
20% 3,00E-139 99% CN760018.1
20%  [3,00e133]  99% CN754997.1
20%  [100E-131] 98% CN761487.1
19% 2,00E-130 99% CN753903.1
. 34% 0.0 99% CN758075.1
Wuhan aphid virus 2 segment 3 variant 2410 EST 2
25% 0.0 9%% CN584239.1
29% 0.0 98% CN763493.1
Wuhan aphid virus 2 segment dvariant [ 2601 EST 2
29% 0.0 98% CN755338.1
A. pisum ass. ss+RNA virus segment 1 3625 EST 1 10%  [3,00E177] 98% CN5824581.1
42% 0.0 99% CN754325.1
A. pisum ass. ss+RNA virus segment 2 2097 EST 3 32% 0.0 99% CN753576.1
28% 0.0 96% CN760896.1
M. sativa ass. Amalgaviridae 3375 TSA 1 99% 0.0 99% GAFF01077243.1|
33% 0.0 99% C0513857.1
33% 0.0 35% C0511770.1
33% 0.0 99% C0512252.1
33% 0.0 99% CO512165.1
32% 0.0 99% C0513128.1
32% 0.0 9%% C0512026.1
32% 0.0 98% C0514819.1
31% 0.0 99% C0512123.1
31% 0.0 99% C0514073.1
30% 0.0 9%% C0513583.1
30% 0.0 98% C0514197.1
28% 0.0 99% C0O513743.1
2% 0.0 98% C0512507.1
27% 0.0 9%% C0515433.1
ST 20 27% 0.0 100% C0O513931.1
M. sativa M. sativa ass. Partitiviridae 2 segment 1 1766 28% 0.0 98% CO516496.1
27% 0.0 99% C0515236.1
26% 0.0 98% €0512002.1
26% 0.0 99% C0514204.1
26% 0.0 99% CO515987.1
24% 0.0 99% C0512467.1
2% 0.0 9%% EX525599.1
22% 0.0 97% C0O516459.1
17% 3,00E-158 99% C0514372.1
18% 4,00E-157 98% CO515560.1
15%  [3,00E126| 97% C0515895.1
13% 3,00E-114 98% C0O516393.1
1% 7,00E-103 100% C0O513780.1
10% 2,00E-83 97% C0O511693.1
5% 400E-42|  100% C0516226.1
TSA 1 95% 0.0 35% | GAFF01144675.1
33% 0.0 99% GAFF01172912.1|
M. sativa ass. Partitiviridae 2 segment 2 1185 TSA 2
63% 0.0 99% | GAFF01168043.1

197



Chapitre I1I — Diversité des communautgés virales associées a des arthropodes ravageurs de cultures

Bilan et perspectives

Etant donné notre manque d’information sur la diversité des virus d’arthropodes, afin
de comprendre le role qu’occupent ces virus dans le fonctionnement des agroécosystémes, et
en particulier ceux associés aux espéces d’arthropodes ravageurs de cultures, il est d’abord
nécessaire d’établir un inventaire des virus circulants chez ces arthropodes, puis de comparer

leur distribution dans différents environnements spatio-temporels occupés par leurs hotes.

Nos ¢études ont permis de mettre en évidence que la composition des viromes différait
drastiquement entre les especes de ravageurs étudiées. En outre, certaines séquences virales
ont été retrouvées dans 1’ensemble des viromes d’une méme espeéce de ravageurs. Il est
néanmoins nécessaire de pondérer ces résultats par I’effort d’échantillonnage limité réalisé ici,
allant d’un prélévement unique a plusieurs prélevements réalisés durant deux ans a une
échelle spatiale régionale, ne permettant pas d’étudier la diversité virale inféodée aux especes
d’arthropodes testées de maniere holistique (Breitbart, 2012). De plus, 1’utilisation d’un filtre
d’abondance — ici fix¢é arbitrairement - lors du traitement bioinformatique des données, afin de
limiter les contaminations inter-échantillons, a pu éliminer des virus y étant faiblement
abondants. Ainsi, la diversit¢ virale contenue dans les échantillons traités n’a pas été
enticrement explorée. Cependant, la présence de virus qui seraient inféodés a des especes
d’arthropodes particuliéres pose la question de I’impact de ces virus sur leurs hotes, ainsi que
celle de la prévalence de ces virus dans leurs populations d’hdtes a une échelle géographique

plus large.

Ces deux études ont également permis de mettre en évidence une grande variété¢ de
contigs pouvant représenter des membres de nouvelles especes — voire de nouveaux genres-
de virus entomopathogenes ou phytopathogénes. Ainsi, 1’étude de viromes de ravageurs de
cultures permet d’améliorer notre appréhension de la diversité virale associée aux arthropodes

ainsi qu’aux plantes dont ils se nourrissent.

Enfin, la distribution de virus associ€s aux ravageurs d’arthropodes a été étudice a
I’échelle des communautés d’arthropodes. Sur les 13 contigs viraux testés, 5 ont ét¢ mis en
¢vidence par PCR chez différentes espeéces d’arthropodes. De plus, ces virus sont presque
exclusivement présents chez des espeéces prédatrices, ce qui indiquerait d’avantage leur

présence dans le bol alimentaire des prédateurs que leur infection par ces virus.
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Chapitre I1I — Diversité des communautgés virales associées a des arthropodes ravageurs de cultures

En effet, bien que nos études ont mis en évidence la présence de virus potentiellement
entomopathogeénes chez des espéces d’arthropodes données, cela ne signifie pas
nécessairement que ces virus infectent ces especes : ils peuvent étre issus de contaminations
du bol alimentaire par I’ingestion de matériel souillé, ou présents sur la cuticule des
arthropodes testés. Il est donc nécessaire de réaliser des études complémentaires pour

déterminer le potentiel infectieux de ces virus chez les ravageurs de cultures étudiés.

Quant aux virus potentiellement entomopathogénes découverts dans ces viromes, de
nombreuses études restent a faire pour tester leur potentiel réel pour la lutte biologique,
notamment leur spectre d’hote et leur spécificité. En effet, répandre un virus dans
I’environnement requiert des connaissances préalables sur son impact phénotypique sur les
especes ciblées ainsi que sur ses potentialités d’infection d’autres especes d’arthropodes

(Lacey et al., 2015).

En conclusion, la métagénomique virale représente un ensemble d’outils puissants
permettant d’étudier, de mani¢re fondamentale, I’écologie virale dans les agroécosystémes.
Intégrée a des études fonctionnelles portant sur la virulence et le spectre d’hdte des virus
découverts, elle pourrait aider a améliorer le fonctionnement et le management des

agroécosysteémes.
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Discussion

Résumé des travaux réalisés lors de la these

Les travaux réalisés au cours de cette thése ont permis des avancées de notre
connaissance de la diversité et de la distribution des communautés virales associées aux

arthropodes.

Dans un premier temps, I’étude de la diversité génétique et du spectre d’hote de la
famille des Parvoviridae, réalisée a partir d’analyses de données issues de génomique et de
transcriptomique, a permis de mettre en évidence leur présence au sein d’une trés grande
diversité d’animaux, ce qui indique la potentielle ubiquité de ces virus dans le régne animal
(Chapitre I). De plus, cette étude a montré que ces virus sont bien plus diversifiés
génétiquement que ne le laissent supposer les souches isolées jusqu’ici, ce qui a permis

d’améliorer notre point de vue sur leur histoire évolutive.

Dans un second temps, nous avons mis en place un protocole de métagénomique
virale, basé¢ sur la purification de particules virales et I’amplification aléatoires des acides
nucléiques, permettant la préparation ainsi que 1’analyse de viromes a partir d’échantillons
d’arthropodes et de plantes. Notre méthode permet de multiplexer des échantillons et de
caractériser des virus appartenant a I’ensemble de la classification de Baltimore (Chapitre II).
L’utilisation de ce protocole nous a permis d’analyser la diversité ainsi que la composition de
communautés virales associées a quatre especes d’arthropodes ravageurs de cultures (Chapitre
IIT). Ces analyses ont notamment permis de mettre en évidence la présence d’un virome
spécifique de chaque espéce hodte étudiée, ainsi que de mettre en évidence une grande
diversité génétique de virus d’arthropodes et de plantes. Ces découvertes ont permis
d’améliorer nos connaissances sur la diversité des virus circulants dans les agroécosystémes,

et pourraient avoir des applications potentielles en lutte biologique.

L’ensemble de ces résultats ont ainsi apporté des éléments de réponses a des questions
fondamentales plus larges concernant 1’histoire évolutive des virus ainsi que leur prévalence
dans les écosystemes. Cependant, la métagénomique virale se heurte a des défis d’ordres

techniques et conceptuels.
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Développement de la métagénomique virale : de nombreux défis a
relever

L’important développement des disciplines «omiques» - en particulier la
métagénomique - a bouleversé notre conception de la diversité et de I’'impact des virus au sein
des écosystemes et de leurs hotes. Cependant, la métagénomique virale fait face a de
nombreux défis, autant techniques que conceptuels, qui limitent pour 1’instant son utilisation

dans le cadre de 1’épidémiologie et du diagnostic.

Limites méthodologiques

Il existe plusieurs limitations d’ordre technique liées a I'usage des approches de

métagénomique virale.

Outre les biais liés a 1’échantillonnage, inhérents a tout type d’études, la méthode de
traitement des échantillons utilisée peut entrainer des biais dans la représentativité des virus
au sein des viromes. Tout d’abord, 1’utilisation d’un filtre peut amener a 1’élimination de virus
de grande taille (Halary et al., 2016). De plus, chaque technique d’amplification des acides
nucléiques peut induire des biais d’amplification. Par conséquent, la métagénomique virale ne
peut pas caractériser les communautés virales de fagon strictement quantitative (Kim et Bae,
2011). Les analyses de viromes indiquent donc une tendance générale des différentes
quantités de chaque type de virus présents initialement dans 1’échantillon sous forme de
virions. Il est donc nécessaire de mettre en place des protocoles robustes de préparation de
viromes, et des réplications d’analyses pour permettre des analyses statistiques rigoureuses,
afin de remplacer ces données qualitatives par des données quantitatives. Par exemple, on
pourrait tester I’impact de différents protocoles de purification et d’amplification, a partir de
communautés virales préalablement connue provenant d’échantillons diversifiés et dont la
quantit¢ de chaque type de virions a préalablement ét¢ quantifiée, afin d’évaluer si les
quantités de séquences virales concordent avec la composition initiale du virome (Conceigao-
neto et al., 2015). Enfin, la contamination des jeux de données par des virus présents dans les
laboratoires d’études ou dans les kits d’extraction et/ou d’amplification peut nuire a notre
appréhension de la diversité des communautés virales (Naccache et al., 2013; Smuts et al.,

2014). Une solution contre ce type de contamination consiste notamment a ne prendre en
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compte que les séquences virales les plus abondantes dans les viromes, au risque de ne pas

prendre en compte certains virus rares.

En outre, bien que les technologies de séquencage a haut débit soient puissantes, elles
présentent elles aussi des limitations. Il existe de nombreuses méthodes de séquencage qui
générent des quantités de données différentes, ainsi que différents niveau d’erreurs de
séquengage (Genohub-ngs-instrument-guide). Cette diversité de résultats issus du séquencage
a haut débit a rendu nécessaire la création d’outils bioinformatiques spécifiques dédiés a leur
analyse. Un grand nombre de pipelines, de logiciels et de bases de données dédiés a 1’étude
des viromes est actuellement disponible, mais souvent 1’évaluation comparative de ces outils,
ainsi que leur mise a jour, n’est pas effectuée (Roossinck, 2016), ce qui rend leur utilisation

confuse pour un scientifique ne réalisant pas de veille bibliographique réguliére.

Enfin, les biais liés a I’analyse des données par traitement bioinformatique peuvent
aussi induire des biais dans la représentativit¢ des viromes. Par exemple, les outils
d’attribution taxonomique les plus utilisés reposent sur 1’utilisation de bases de données
incomplétes, restreignant nos connaissances des virus a des formes connues. Autre exemple,
des biais bioinformatiques induisent une surestimation de la proportion de mati¢re noire dans
les viromes, ce qui entraine une surestimation de la diversité génétique qui y est présente.
Enfin, des erreurs pouvant se produire lors de 1’assemblage des reads en contigs peuvent
mener a la création de chiméres artéfactuelles (Charuvaka et Rangwala, 2011). Ces biais
techniques ont des répercussions importantes, car ils ont une influence directe sur notre vision

du monde viral.

Cette pléthore de méthodes de génération et d’analyse de viromes induisant différents
types de biais, rend les études transversales (e.g. comparatives des différents types de
viromes) difficiles a mettre en place. Il est donc nécessaire de mettre en place des protocoles

permettant I’étude comparative de viromes (Lin et al., 2017).

Enfin, des technologies de séquencage de plus en plus performantes en matiere de
quantités d’informations produites, et sont utilisées de manicre de plus en plus régulicre. Par
exemple, le dernier instrument de séquengage de la plateforme Illumina, le NovaSeq 6000 S4,
disponible depuis 2017, permet d’obtenir au maximum 10 milliards de reads d’une longueur

de 150 nt, ce qui représente 3000 Go de données (Genohub-ngs-instrument-guide). En
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comparaison, lors de mon doctorat, j’ai analysé pres de 120 millions de séquences de 250 a
300 nt de longueur, ce qui a représenté 70 Go de données. Les grandes quantités de données
produites par les approches « omiques » posent le probléme de leur traitement, de leur
stockage a long terme, de leur partage et de leur communication (Vayssier-Taussat et al.,

2014).

Limites conceptuelles

En plus d’étre liée aux limitations techniques citées précédemment, la métagénomique
virale se heurte a des problémes d’ordre conceptuel concernant notamment la classification
virale, I’intégration des virus au sein de 1’holobionte, ainsi que les interprétations écologiques

ou thérapeutiques des données.

Métagénomique virale et classification taxonomique des virus

Comme expliqué en introduction, les différentes études menées en métagénomique
virale ont permis la description d’une diversit¢ virale trés importante, auparavant
insoupgonnée, dans une grande diversité d’environnements et d’étres vivants (Brum et
Sullivan, 2015; Chandler et al., 2015; Fierer et al., 2012; Houldcroft, 2015; Whon et al.,
2012). Une partie des séquences virales caractérisées lors de ces ¢tudes a été déposée dans des
bases de données, dont le contenu a augmenté de maniere exponentielle ces derniéres années

(Fig. 12).
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Figure 12 : Nombre de séquences virales et de viroides déposées dans la base de
données « International Nucleotide Sequence Database Collaboration » (ligne noire), et
dans la base de données RefSeq virus (GenBank) (histogramme). Les segments de virus
de la grippe déposés sur la base de données « International Nucleotide Sequence Database
Collaboration » n’ont pas été inclus dans ce graphique. Tirée de Brister, Ako-adjei, Bao, &

Blinkova, 2015.

Afin d’intégrer les nombreux virus découverts ces derniéres années au sein de la
taxonomie virale (n’incluant actuellement que 4404 especes) (ICTV, mai 2017), un
assouplissement des conditions d’intégration a récemment été accepté. Elle repose a présent
uniquement sur la caractérisation des séquences virales, la caractérisation phénotypique des
virus devenant optionnelle (Simmonds et al, 2017). Cette modification des critéres
d’acceptation permet de mieux appréhender la diversité des virus, notamment en prenant en
compte les séquences virales possédant des similitudes trés faibles avec celles actuellement

présentes dans les bases de données.

Cependant, il est a noter que le concept d’espéce virale étant évolutif (i.e. soumis a une
révision constante), cela pose des problémes quant a I’attribution taxonomique des séquences
virales. En effet, lors des affiliations taxonomiques, il est nécessaire d’imposer des seuils
permettant de délimiter les taxas. La définition du seuil est cruciale si I’on veut interpréter la

variabilit¢ génomique des virus. Concernant les bactéries, un seuil de pourcentage de
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similarité¢ supérieur a 97% au niveau du gene codant pour ’ARN ribosomal 16S permet de
délimiter des séquences appartenant a la méme espece (Thompson et al., 2013). Or, I'ICTV a
déterminé un seuil propre a la démarcation des especes spécifique a chaque famille de virus.
Ces changements de seuil de démarcation des familles virales sont expliqués par des
caractéristiques biologiques propres aux virus appartenant aux familles concernées et au
nombre de virus connus dans une famille donnée; cependant, ils compliquent 1’étude de la
diversité des virus a I’échelle de 1’espéce. De plus, des phénomeénes de recombinaison viables
entre des virus ne partageant que 80% d’identité au niveau nucléotidique ont été reportés
(Vuillaume et al., 2011). Ces limitations illustrent le fait que la notion d’espece pourrait étre

remplacée par la notion d’OTU chez les virus.

Intégration des virus a I’holobionte

Les technologies de séquengage a haut débit ont permis de changer 1’échelle d’étude
des virus ainsi que des microorganismes, passant d’une espéce en particulier a celui des
communautés. Les nombreuses découvertes qui en résultérent, notamment sur I’influence
qu’ont certains microorganismes symbiotiques sur leurs hotes, ont mené a la création du
concept d’holobionte. L holobionte est ici défini comme un métaorganisme, i.e. un organisme
et I’ensemble des microorganismes qui lui sont associés ainsi que les virus (Guerrero et al.,

2013).

Au sein des différents membres de cet holobionte, il existe un continuum entre
parasitisme et mutualisme obligatoire, certains virus ayant des impacts positifs sur la survie
ou la reproduction de leurs hotes de par leurs impacts négatifs sur d’autres organismes
(Roossinck et Bazan, 2017). Par exemple, le bactériophage APSE-3 (Podoviridae), infectant
la bactérie Hamiltonella defensa, encode une toxine qui participe a la défense de 1’hote de
cette bactérie, le puceron vert du pois (Acyrthosiphon pisum, Hémiptere), contre le
développement d’ceufs de parasitoides (Oliver et al., 2009). Autre exemple, le virus nommé
D. coccinellae paralysis virus (Iflaviridae), stocké dans les oviductes d’une guépe parasitoide
(Dinocampus coccinellae, Hyménoptere), est transmis a [’hote de cette guépe, la coccinelle
maculée (Coleomegilla maculata, Coléoptere), lors de la ponte de 1’ceuf de la guépe dans la
coccinelle. Ce virus se réplique dans le systéme nerveux de la coccinelle, ce qui induit une
modification du comportement de cette derniere lorsque la larve de la guépe émerge de son

corps et entame sa pupation. La coccinelle est alors paralysée par I’action du virus, et protege
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la larve de la guépe jusqu’a I’émergence de la guépe adulte. Ensuite, la coccinelle récupéere de

ces symptomes, retournant a son état normal (Dheilly ez al., 2015).

Or, la majorité de la communauté scientifique consideére encore les virus uniquement
en tant qu’agents pathogenes; leur role positif sur I’holobionte est donc sous-évalué
(Roossinck et Bazan, 2017). De plus, les communautés de virologues et de microbiologistes
sont encore cloisonnées. En conséquence, le nombre d’études incorporant I’analyse des
communautés virales a celle des autres représentants de I’holobionte est extrémement réduit,
ce qui limite I’apport de connaissances concernant la place qu’occupent les virus au sein de
I’holobionte. Ainsi, il est a prévoir que l’instauration de collaborations entre ces deux

communautés de scientifiques permettra d’obtenir une vision holistique de I’holobionte.

De la description a la prédiction : diversité virale et écologie

La grande majorité des études menées en métagénomique virale se basent sur I’analyse
d’un seul ou d’un faible nombre d’échantillons. Ces études descriptives ne permettent donc
pas d’inférer des hypothéses ou des modeles explicatifs des variations de diversité et de

composition des communautés virales observées entre les échantillons.

Récemment, des métaanalyses ont été menées sur des milliers de viromes dans le but
de caractériser I’impact de la distance géographique ainsi que du type d’environnement sur la
structuration des communautés virales (Brum et al., 2015; Paez-Espino et al., 2016). Ces
analyses, portant en majorité sur des viromes océaniques, ont mis en évidence un impact
important du type d’habitat, en comparaison de I’impact de la distance géographique, sur la
structuration des communautés virales. D’autres é¢tudes comparatives, menées a des échelles
spatiales plus faibles, ont testé I'impact de la distance géographique ou temporelle sur la

composition des communautés virales (Gustavsen et al., 2014; Johannessen ef al., 2017).

Cependant, ce type d’étude est réalisé de manicre parcellaire et est encore peu répandu
en comparaison des études de phylogéographie virale menées a 1’échelle intraspécifique qui
permettent régulierement de décrire la variabilité et la distribution de certains virus a 1’échelle
mondiale (Dudas et al., 2017; Faria et al., 2015; Global Consortium for HSN8 and Related
Influenza Viruses., 2016). En outre, I’impact des facteurs biotiques (i.e. immunitaires, régime

alimentaire, stress) sur la structuration des communautés virales est sous-étudié¢ (Vayssier-
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Taussat et al., 2014). Enfin, afin de permettre le développement des métaanalyses de viromes,
il est nécessaire de développer des méthodes d’analyses statistiques ainsi que de mettre en

place des modeles mathématiques adaptés a leur étude comparative (Anthony et al., 2015).

Métagénomique virale et diagnostic

La métagénomique virale a permis d’identifier des virus pathogénes, comme le virus
de Merkel (Polyomaviridae) responsable d’un cancer cutané humain nommé « carcinome de
Merkel » (Feng et al., 2008). Le virus de Schmallenberg (Orthobunyaviridae), responsable de
malformations et de mortalit¢ de foetus de bétail et transmis par des moucherons
hématophages (Culicoides sp., Diptere) a également été¢ découvert par métagénomique virale

(Hoffmann et al., 2012).

Cependant, I’utilisation de la puissance des outils de métagénomique virale en santé
humaine, animale et végétale reste essentiellement limitée — pour des raisons que nous
verrons plus tard - a la surveillance de la circulation de virus pathogénes dans des animaux
d’élevage (Blomstrom et al., 2009; Munang’andu, 2016), des plantes cultivées (Idris et al.,
2014; Palanga et al., 2016), des animaux vecteurs (Rosario et al., 2016; Temmam et al.,
2014), des aliments (Nieuwenhuijse et Koopmans, 2017) ou d’espéces animales menacées
d’extinction (Conceicao-neto et al., 2017). Ces études fournissent ainsi une stratégie
prophylactique pour « surveiller » la circulation de virus pathogeénes. Bien que ’utilisation
des technologies de séquencage a haut débit permette actuellement la caractérisation de
génomes viraux en prés de 48h (Roossinck et al., 2015), I’utilisation de la métagénomique
virale dans le cadre du diagnostic est restreinte a I’étude descriptive de maladies pour
lesquelles aucun agent causal n’est identifié. Ce type d’études passe par la comparaison entre
les viromes d’individus asymptomatiques et d’individus malades (Fancello et al., 2014; Li et

al.,2015; Zhang et al., 2017).

Ces faits sont explicables par le fait que la plus grande limitation de la métagénomique
virale repose sur le fait qu’elle permet seulement de mettre en évidence la présence de
génomes viraux dans un échantillon donné, ce qui ne permet pas de déterminer leur spectre

d’hote ni si ils sont a I’origine des symptomes observés. Afin de compléter les résultats issus
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de métagénomique il est actuellement nécessaire de procéder a une étape de vérification en
retournant a des études de virologie classiques reposants sur 1’isolation des virus et I’infection

des hotes potentiels (Soueidan et al., 2014).

Pour ce faire, on revient aux postulats de Koch établis en1890 : (1) L’organisme
soupgonné doit étre présent dans tous les individus malades et absent des individus sains ; (2)
L’organisme candidat doit étre isolé et cultivé en laboratoire ; (3) L’organisme cultivé doit
provoquer la maladie chez un individu sain ; (4) Le méme organisme doit pouvoir étre isolé
de I’individu ainsi inoculé. Si toutes ces conditions sont remplies, on peut conclure que
I’organisme étudié est responsable de la pathologie. Les postulats de Koch ont notamment
permis d’identifier 1’agent responsable de la tuberculose, et sont encore d’une grande utilité
en médecine. En revanche, ils rencontrent assez vite leurs limites : (1) on ne peut actuellement
pas cultiver tous les microorganismes ni tous les virus ; et (2) on commence a décrire des
maladies ou plusieurs microorganismes et/ou virus sont impliqués a la fois, et dans ce cas,
c’est une analyse de corrélation qui pourra nous dire quels microorganismes pourraient étre

causatifs des maladies observées (Vayssier-Taussat et al., 2014).

Une solution intermédiaire pour [’utilisation des résultats issus des disciplines
« omiques » en diagnostic passe par une actualisation des postulats de Koch (Mokili et al.,
2012). Une de ces approches, décrite par Mokili et al., repose sur la comparaison de
marqueurs moléculaires, comme peuvent 1’étre les marqueurs métatranscriptomiques et/ou
métaprotéomiques, entre individus sains et malades (Fig. 13). Une autre approche, décrite par
Lipkin, consisterait a : (1) mettre en évidence 1’agent pathogeéne dans les séquences ; (2)
trouver le méme agent dans des cellules malades, qu’il soit similaire a d’autres agents
pathogeénes connus, trouver des taux élevés d’anticorps indiquant une exposition récente et (3)
prévenir la maladie par des médicaments, anticorps ou vaccins spécifiques (Lipkin, 2013). Le
critere (3) ne s’appliquant pas aux phytopathogénes, des petits ARN interférents (siRNA)
pourraient étre utilisés en tant que preuve d’une réponse de défense par la plante (Roossinck,

2016).

En résumé, I’utilisation d’une approche actualisée des postulats de Koch ainsi que
d’outils permettant une caractérisation non biaisée des viromes pourrait permettre la création

d’un nouveau type de diagnostic des maladies infectieuses virales.
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Figure 13 : Actualisation des postulats de Koch pour leur utilisation en métagénomique.
La comparaison entre un animal sain et un animal malade indique une différence significative
au sein des données obtenues (représentées par les histogrammes montrant par exemple
I’abondance relative de reads). Pour vérifier les postulats de Koch en métagénomique, il faut
(1) que des traits « omiques » du sujet malade soient significativement différents du sujet sain,
(2) que I’inoculation d’échantillons provenant de 1’animal malade a un animal sain induise la
maladie, (3) que I’inoculation des traits purifiés dans un animal sain induise la maladie. Tirée

de Mokili et al., 2012.
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La métagénomique appliquée a la virologie est une sous-discipline scientifique en
plein essor qui a permis la découverte et la description d’une biodiversité virale extraordinaire
et jusque-la largement sous-évaluée. Elle a entrainé un bouleversement de notre perception du
role évolutif et écologique des virus. Nous sommes a I’ére du naturalisme moléculaire,
passant par la réalisation d’inventaires génétiques d’especes virales et microbiennes. Il en
résulte que la majorit¢ de ces études sont essentiellement descriptives. Or, ces travaux
montrent surtout qu’il est extrémement difficile de décrire I’ensemble de la diversité virale.
En effet, cela demanderait un effort d’échantillonnage colossal afin de prendre en compte les
virus les moins prévalents dans les hotes ou les écosystémes étudiés, ce qui demanderait des
moyens financiers trés importants. Par exemple, il a été¢ estimé que chez les mammiferes,
regroupant prés de 6 000 especes, il resterait pres de 320 000 espéces virales a découvrir
(Anthony et al., 2013). Si I’on accepte I’hypothese que la diversité virale est proportionnelle a
la diversité¢ des hdtes, ce nombre donne une idée de la quantité de virus restant a découvrir
chez les arthropodes possédant plus d’un million d’espéces. De plus, la description pure est
d’un intérét restreint pour notre compréhension holistique du réle écologique et évolutif des

virus, ainsi que pour des problématiques plus appliquées en épidémiologie et en diagnostic.

Il est a prévoir que les progres qui seront réalisés dans 1’organisation et I’analyse de la
masse de données provenant du séquencage a haut débit permettront de dépasser un niveau
encore majoritairement descriptif des résultats en leur donnant du sens dans le contexte des
différents fronts de recherche. Les données qualitatives actuellement obtenues seront enrichies
par des données quantitatives robustes basées sur les réplications d’analyses dans le temps et
dans I’espace, et soumises a des analyses statistiques rigoureuses. Le développement de
I’utilisation des technologies liées au séquencage haut débit, et plus particulicrement la
métagénomique virale, permettraient ainsi leurs applications plus larges en évolution, en
écologie, en épidémiologie, ou en diagnostic. De plus, la métagénomique virale a permis la
découverte d’une importante diversité génétique qui pourrait étre explorée dans le cadre de
son utilisation en biotechnologie ou en médecine (par exemple, la rétrotranscriptase, utilisée
en biologie moléculaire, est d’origine virale) (Rosario & Breitbart, 2011), ainsi que dans le
cadre de la lutte biologique (Valles et al., 2013). Enfin, ces travaux permettront de faire
évoluer notre conception des virus et de leur place au sein de la biosphére. L utilisation de ces

nouveaux outils serait ainsi bénéfique pour la biologie toute enticre.
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De tout petits virus, un peu partout

Résumé. Les densovirus (DV) sont des parvovirus d’arthropodes responsables
d’épizooties chez les insectes et les crustacés. Structurellement simples, ces petits
virus & ADN présentent une grande diversité de séquences et d’organisations
génomiques, diversité probablement sous-estimée au regard des récentes décou-
vertes de ces virus dans des hétes inattendus. Les densovirus représentent un
modele de choix pour étudier a différentes échelles les interactions virus-hotes
et leurs évolutions. Nous proposons de revisiter les connaissances fondamen-
tales sur les densovirus qui ont essentiellement été établies par des approches
mécanistiques et envisageons les nouvelles perspectives d’études permises par
des approches plus globales. Pour conclure, nous décrivons les applications pos-
sibles de ces virus comme outils biologiques, notamment pour le contrdle de
populations d’insectes dits « nuisibles ».

Mots clés : densonucléose, épizooties, diversité virale, barriere intestinale, lutte
biologique

Abstract. Densoviruses (DVs) are parvoviruses of arthropods and causative
agents of natural epizootics in insects and crustaceans populations. Structurally
simple, these small DNA viruses, display a large diversity of genomic sequences,
structures and organizations. Such diversity, together with the diversity of their
invertebrate hosts, from shrimps to mosquitoes and recently including sea stars,
suggests that DVs are largely unknown and ubiquitous in the environment. Den-
soviruses are considered as a model of choice to study virus-host interactions and
their evolution at different scales, from individuals to populations. This review
summarizes the knowledge on densovirus biology obtained through mechanistic
and global approaches. Finally, the potential use of these viruses as biological
control agents against insect pests and disease-vectors are exposed.

Key words: densonucleosis, epizootics, viral diversity, gut barrier, biological
pest control

a partir de cadavres de ces insectes infectés, ces particules
virales non enveloppées, parmi les plus petites connues

Les densovirus ont initialement été découverts en France
dans les années 1960, au cours d’épizooties affectant les éle-
vages de chenilles de la fausse teigne de la ruche (Galleria
mellonella) utilisées comme appat de péche [30]. Ces virus
doivent leur nom a la pathologie cellulaire observée lors
de ces infections et décrite comme une « maladie & noyaux
denses » ou « densonucléose », ¢’est-a-dire une hypertro-
phie nucléaire liée & I’accumulation de particules virales
dans le noyau des cellules infectées [44]. [solées et purifiées

Tirés a part : A.-S. Gosselin Grenet

Virologie, Vol 19, n® 1, janvier-février 2015

chez les virus d’animaux, contenaient une unique molé-
cule d’ADN linéaire et simple brin. Ces caractéristiques
structurales et génomiques ont permis de classer ces virus
dans la famille des Parvoviride, comprenant deés lors deux
sous-familles, les Densovirinee et les Parvovirine, définie
selon leur spectre d”hote puisqu’infectant, respectivement,
les invertébrés et les vertébrés [10]. Le premier densovi-
rus a été nommé Galleria mellonella densovirus (GmDYV),
nom d’espéce virale donné en référence au nom de son pre-
mier héte. Depuis, les densovirus ont été découverts lors
d’épizooties dans des populations d’autres 1épidopteres, de
moustiques, de blattes et de pucerons. Leur découverte a
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ensuite dépassé la classe des insectes et ils ont été retrouvés
chez les crustacés, notamment les crevettes, chez lesquels
ils sont régulierement responsables d’importantes mortali-
tés dans les élevages. Trés récemment, les densovirus ont été
associés a des épizooties importantes d’échinodermes, élar-
gissant ainsi la diversité et la distribution de cette famille
de virus 2 plusieurs phyla animaux [21, 22]. A ce jour,
une cinquantaine de densovirus ont été caractérisés, leur
nom générique masque leur spécificité, stricte ou relative
(une espece virale peut infecter plusieurs espéces d’hotes
d’un méme ordre). Leur distribution dans des hotes phy-
logénétiquement et géographiquement distants, occupant
des écosystemes terrestres et aquatiques, suggerent que
ces virus sont ubiquitaires dans 1’environnement et que
I’essentiel de leur diversité reste probablement & découvrir.
L’élargissement des échantillonnages environnementaux et
le développement des analyses métagénomiques devraient
enrichir nos connaissances sur la prévalence et la diver-
sité de cette famille de virus et permettre d’améliorer notre
compréhension de leur histoire évolutive.

Une classification
en perpétuelle évolution

Les densovirus sont de petits virus non enveloppés, possé-
dant une capside icosaédrique de 18 a 28 nm protégeant une
molécule d’ADN monocaténaire linéaire non segmentée
de 3,7 a 6,3 kilobases et dont les extrémités sont compo-
sées pour la plupart, de répétitions terminales inversées
(ITRs) [15]. Leur génome code deux types de protéines :
les protéines non structurales (NS), multifonctionnelles, qui
permettent notamment la réplication du génome viral, et les
protéines structurales (VP) qui s’assemblent pour former la
capside virale (figure 1A).

Le concept d’espece densovirale a été récemment redéfini,
entrainant une modification de la classification des den-
sovirus [16]. La définition d’une espéce est basée sur la
séquence de la protéine de réplication NS1, protéine sous
forte contrainte fonctionnelle et dont les motifs enzyma-
tiques sont conservés chez tous les Parvoviride. A présent,
une espece est définie par rapport a une autre par une
différence d’identité de séquence de plus de 15 % au
niveau de NS1 et les espéces appartenant au méme genre
doivent posséder entre elles plus de 30 % d’identité sur
NSI1. Cette classification prend également en compte le
spectre d’hdtes des virus et certaines de leurs caractéris-
tiques moléculaires : le nombre et la taille de leurs cadres
ouverts de lecture (ORF), I'organisation de leur génome
(monosens ou ambisens) et les caractéristiques des extré-
mités du chromosome viral (des ITRs notamment). Ainsi,
au sein des Densovirine, 15 espéces ont été définies et
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sont réparties en 5 genres reconnus par 1'International
Commitee on Taxonomy of Viruses (ICTV) : Ambidenso-
virus, Brevidensovirus, Hepandensovirus, Iteradensovirus
et Penstyldensovirus [16] (figure 1B). Certains densovirus
restent non classés car trop divergents pour étre associés a
I'un de ces 5 genres.

Cette classification évoluera encore. En effet, les densovirus
sont essentiellement décrits dans des arthropodes d’intérét
économique, médical ou vétérinaire, comme les vers a soie,
les crevettes, les moustiques, les tiques ou les phlébotomes,
suggérant d’avantage un biais d’échantillonnage qu’une
description exhaustive de la diversité de ces virus et de leurs
hétes.

De la pathogenése aux pathologies

La pathogenése virale décrit les processus par lesquels un
virus induit une maladie, depuis ’entrée du virus dans un
organisme héte jusqu’a sa transmission a un autre orga-
nisme. A ce jour, la pathogenése n’est connue que pour
quelques densovirus, notamment le Junonia coenia denso-
virus JeDV, virus type du genre Ambidensovirus, infectant
la chenille Spodoptera frugiperda, un 1épidoptere ravageur
de cultures (figure 2) [31].

La principale voie d’infection décrite pour les densovirus
est alimentaire, les particules virales étant ingérées avec de
la nourriture contaminée, et résulte d’une transmission entre
individus, dite transmission horizontale. La transmission
verticale, pour laquelle le virus est transmis a la descen-
dance, a été décrite pour quelques densovirus [32, 37], mais
nous nous limiterons ici a la description des mécanismes
d’infection impliquant une transmission horizontale.

Une fois ingérées, les particules virales atteignent I’ intestin
de I’hote grace au péristaltisme et sont internalisées rapi-
dement dans les cellules intestinales. Leur devenir dépend
ensuite de I'espéce virale. Deux groupes de densovirus
peuvent étre distingués selon leur tropisme tissulaire, ceux
dont le tropisme est large (polytropique) et ceux pour les-
quelsil estrestreint aun seul tissu (monotropique). Les virus
appartenant aux genres Ambidensovirus, Brevidensovirus et
Hepanvirus sont polytropiques et pour la plupart traversent
Iintestin sans se répliquer [7, 11, 29]. Les virus appartenant
au genre lteradensovirus, notamment les densovirus du ver
a soie Bombyx mori, sont généralement monotropiques et
restreints aux cellules columnaires de I’ intestin moyen [24].

Le franchissement de la barriére intestinale

Comme pour tout virus a transmission orale, I'intestin est
la premiere barriere que les densovirus doivent franchir
pour initier I'infection. Chez les insectes, 1’intestin est un
épithélium monocouche composé de 3 parties d’origines

Virologie, Vol 19, n® 1, janvier-février 2015
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Figure 1. Structure et organisation génomique des Densovirinae. A) Les densovirus sont des virus nus qui possédent une capside
icosaédrique de 18 a 28 nm de diamétre. Cette capside est constituée par I'assemblage de 60 protéines de structure (VP) et protége
le génome viral constitué d’une molécule d’ADN monocaténaire et linéaire [15]. B) Le génome des densovirus est une molécule d’ADN
simple brin de 3,7 a 6,3 kilobases, dont les extrémités contiennent des répétitions terminales inversées qui se replient en structures de
type « épingles a cheveux » et servent a la réplication virale. Il posséde des génes codant deux types de protéines : les protéines non
structurales (NS, en bleu) et les protéines de capside (VP, en rouge). Les fléches bleues et rouges indiquent les promoteurs initiant la
transcription des génes codant, respectivement, les protéines NS et les protéines VP. La localisation du motif phospholipase A2 (PLA2) est
indiquée par une étoile. Les virus du genre Ambidensovirus possédent un génome ambisens, celui des 4 autres genres (lteradensovirus,
Brevidensovirus, Hepandensovirus et Penstyldensovirus) est monosens.

embryonnaires et de fonctions physiologiques différentes.
Les régions antérieures et postérieures, d’origine ecto-
dermique, sont recouvertes d’une cuticule, une structure
acellulaire imperméable qui empéche toute absorption et
les protege du milieu extérieur, notamment des pathogénes.
L’intestin moyen, d’origine endodermique, est dépourvu
de cuticule mais protégé par une membrane péritrophique
composée d'un réseau de fibrilles de chitine dans une

Virologie, Vol 19, n° 1, janvier-février 2015
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matrice de carbohydrates et de protéines glycosylées de
type mucines [42, 48]. Les interstices de cette membrane,
de 20 4 40 nm selon les insectes, limitent I’entrée des patho-
genes en fonction de leur taille. L’intestin moyen occupe
la majeure partie de I'intestin, c’est le lieu d’absorption
et d’échange avec le milieu extérieur et la porte d’entrée
principale des pathogénes. Il est composé de 2 types cel-
lulaires principaux associés par des jonctions serrées, dites
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Figure 2. Pathogenése du densovirus JcDV chez le Iépidoptére Spodoptera frugiperda. Les particules virales, ingérées par la chenille
via I'alimentation, rejoignent rapidement l'intestin moyen et traverse I'épithélium intestinal sans réplication virale pour atteindre les tissus
cibles sous-jacents, principalement les hémocytes, les trachées et I'épiderme. La multiplication virale dans ces tissus bloque les mues et
entraine 'asphyxie des chenilles par obstruction des trachées, ce qui conduit a la mort de I'héte, 5 a 10 jours aprés I'ingestion initiale.
L'image d'immunofluorescence présentée au centre montre la multiplication virale dans I'épiderme d’'une chenille & 5 jours p.i. (tirée de
[31]). JeDV (en rouge) est mis en évidence a l'aide d'un anticorps primaire de souris dirigé contre les protéines de capside (VP) et d’'un
anticorps secondaire anti-souris Alexa Fluor® 594 (Invitrogen).

septées. Les cellules columnaires sont les plus abondantes et
présentent des microvillosités apicales offrant une large sur-
face d’absorption ; les cellules caliciformes (ou cellules « a
mucus ») régulent notamment le pH de I"intestin (figure 3A).
Un troisieme type cellulaire, les cellules souches, assure le
renouvellement des cellules intestinales. Ces cellules sont
situées a la base de I’épithélium et n’établissent pas de jonc-
tions septées avec les autres types cellulaires. La barriere
intestinale est ainsi composée de deux types de structures,

qui impliquent des interactions moléculaires multiples et
d’affinités variables avec les capsides virales.

Le franchissement de cette barriére par les densovirus n’a
été étudié que pour JcDV [50] (figure 3C). Il semble impli-
quer dans ce cas une premiere étape de reconnaissance de la
membrane péritrophique sur laquelle les particules virales
se concentrent rapidement aprés leur ingestion (figure 3B).
La taille des densovirus est, en théorie, suffisamment petite
pour permettre leur passage passif & travers cette membrane

une membrane péritrophique acellulaire et un €pithélium,  péritrophique. La reconnaissance de cette structure suggére

Figure 3. Franchissement de la barriére intestinale du Iépidoptére Spodoptera frugiperda par le densovirus JcDV (d’apreés [49]).
A) Image d'immunofluorescence sur coupe semi-fine d'intestin moyen de S. frugiperda montrant 'organisation de I'épithélium intestinal.
L’actine (en vert) est visualisée a I'aide de phalloidine-FITC et les noyaux (en bleu) a I'aide de Hoechst. B) Image d'immunofluorescence sur
coupe semi-fine d’intestin moyen de S. frugiperda montrant la localisation des particules virales (en rouge) 15 min aprés leur ingestion par
la chenille. La fleche indique la position de la membrane péritrophique (PM). C) Schéma résumant les mécanismes de franchissement de
la barriere intestinale par JcDV. Dans l'intestin moyen, les particules virales se concentrent majoritairement sur la membrane péritrophique
et les microvillosités apicales de I'épithélium intestinal. JeDV entre ensuite dans les cellules columnaires par un mécanisme d’endocytose
dépendante de la dynamine et de la cavéoline et traverse I'épithélium intestinal par transcytose sans réplication virale. La transcytose du
virus entraine une augmentation de la perméabilité intestinale résultant de I'ouverture partielle des jonctions septées. Les mécanismes
précis (directs ou indirects) permettant cette ouverture ne sont pas encore connus. D) Micrographie électronique sur coupe ultrafine
d'intestin moyen de S. frugiperda montrant la structure en échelle des jonctions septées reliant les cellules intestinales. E) Micrographie
électronique sur coupe ultra-fine d’intestin moyen de S. frugiperda montrant 'ouverture des jonctions septées consécutive a 'infection virale
(10 min p.i.).

Barre d’échelle A et B : 20 pm. Barre d’échelle D et E : 100 nm.

Ni : non infecté ; cc : cellule columnaire ; gc : cellule caliciforme ; Lum : lumiére de Fintestin ; HemoL : hémolymphe ; bl : lame basale ;

Tr : trachée.
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une forte affinité des capsides pour des molécules glycosy-
lées, et pose donc la question du mécanisme par lequel les
virions s’en détachent pour accéder a 1’épithélium intesti-
nal. On ne peut exclure un mécanisme actif de transport des
virus au travers de la membrane qui impliquerait d’autres
facteurs de I’environnement intestinal.

La deuxiéme étape concerne le franchissement de
I’épithélium, impliquant la reconnaissance puis
I'internalisation des virions par les cellules. Cette
internalisation s’effectue par un mécanisme d’endocytose
dépendant de la dynamine et de la cavéoline. Les particules
virales sont ensuite transportées par transcytose a travers
I’épithélium pour étre délivrées dans le milieu intérieur de
I’organisme (figure 3C). Cette transcytose virale entraine
une augmentation de la perméabilité intestinale résultant
d’une ouverture partielle des jonctions septées (figure 3D
et E). De nombreuses questions restent encore en suspens,
notamment la nature du/des récepteur(s) intestinaux des
densovirus ainsi que le mécanisme de l’ouverture des
jonctions septées et son role dans la pathogenése virale.

La capside des densovirus : une simplicité relative

La capside est le premier composant viral interagissant
avec I’h6te. Chez les densovirus, elle est constituée par
I’assemblage de 60 protéines de structure VP (nombre de
triangulation T=1) (figure IA). Selon les densovirus, un &
2 genes codent 2 a 4 VP (VP1 a VP4) qui partagent géné-
ralement une méme région C-terminale mais possédent des
régions N-terminales différentes. Elles sont produites en
proportions différentes probablement par un mécanisme de
« leaky scanning ». La stabilité de la capside ainsi assem-
blée permet aux virions de résister aux variations de pH et
de température en milieu naturel.

La topographie de surface de la particule virale des Parvo-
virinee présente des reliefs et des motifs déterminants pour
I’interaction du virion avec le(s) récepteur(s) cellulaire(s),
et donc pour la spécificité d’hotes, le tropisme tissulaire et
la virulence (pour revue, voir [3]). La structure des capsides
de Densovirinee n’a été résolue que pour quelques espeéces
seulement, par cristallographie ou par cryo-microscopie
électronique [10, 26, 39]. Contrairement aux Parvovirine,
la surface de ces densovirus présente peu de reliefs, ce qui
pourrait &tre une conséquence de pressions de sélection dif-
férentes chez les arthropodes, notamment celles du systeme
immunitaire [43]. Les Ambidensovirus, GmDV et JcDV,
présentent 94 % d’identité de séquence dans la protéine de
capside majoritaire VP4 (figure 4A4) mais un spectre d’hote
différent. Les analyses structurales comparées de ces 2 virus
ont prédit notamment qu’un motif de 4 acides aminés (posi-
tions 121, 165, 172 et 175 de la séquence de VP4) formant
un relief relatif dans I'axe de symétrie 5° du virus, était
impliqué dans la spécificité d’hotes (figure 48) (ces 4 acides
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aminés correspondent a ceux annotés en position 123, 167,
174 et 177 dans [10, 30]). Cette prédiction structurale a été
testée biologiquement en remplagant les 4 résidus de JcDV
par ceux de GmDV et en analysant les changements éven-
tuels de spécificité des virus ainsi pseudotypés [30]. Les
résultats montrent que ces substitutions n’inversent pas le
spectre d’hotes mais altérent spécifiquement la capacité du
virus JeDV pseudo-typé a franchir 1'épithélium intestinal
chez son hote [30, 50]. La surface de ce motif semble donc
étre impliquée spécifiquement dans la reconnaissance d’un
récepteur intestinal et en conséquence dans le trafic infec-
tieux des virions a travers 1’épithélium, 1I’étape initiale clé
de la pathogenese virale.

La multiplication virale
et la prise de contréle de la cellule

Les génomes de densovirus sont parmi les plus petits
génomes connus chez les virus et ils expriment un nombre
trés limité de protéines virales (de 3 a 7). Les densovi-
rus sont ainsi particulierement dépendants de la cellule
héte et de leur capacité a détourner les grandes fonc-
tions cellulaires pour assurer leur multiplication. Ces virus
infectant des organismes non-modeles, notre compréhen-
sion des interactions moléculaires qui s’établissent entre les
densovirus et la machinerie cellulaire est souvent limitée
par la rareté des lignées cellulaires supportant la réplica-
tion virale et/ou d’outils moléculaires permettant de suivre
I'odyssée des particules virales dans la cellule. Le pro-
cessus infectieux de JcDV a été étudié dans une lignée
cellulaire issue du 1épidoptere Lymantria dispar, Ld652Y
(figure 5A) [47]. L’entrée des virions dans ces cellules
s’effectue par un mécanisme d’endocytose dépendante de
puits recouverts de clathrine (figure 5B). Ce mécanisme,
différent de ’entrée du virus dans les cellules intestinales,
implique probablement d’autres récepteurs qui sont éga-
lement a découvrir. Le trafic intracellulaire des virions
s’effectue ensuite, via le cytosquelette, dans des endosomes
précoces puis tardifs, dans lesquels 1’acidification progres-
sive joue probablement un role dans la libération du génome
viral [47]. Chez les Parvovirinee, I’exposition d’un motif
de type phospholipase A2 (PLA2) au cours du trafic intra-
cellulaire faciliterait I'introduction du génome viral dans
le compartiment nucléaire [51]. La plupart des densovi-
rus possedent ce motif PLA2. Chez JcDV, il est situé dans
I'extrémité C-terminale de la protéine VP1 , il est indispen-
sable au cycle infectieux mais son role précis au cours du
trafic intracellulaire reste a étudier [2].

La réplication virale se déroule dans le noyau et débute
probablement pendant la phase S du cycle cellulaire. Elle
est notamment orchestrée par I’ADN polymérase cellu-
laire et les activités enzymatiques des protéines virales non
structurales. Les mécanismes de réplication des densovi-
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FRTNRIAFETSSTETKQATLNQI SNVQTAIGLNKLGWGI NRAFTAFQSDQPMIPTATEAP 167
KYEPBMTGERTGYRGMIADY YGADSTNDAAFGNAGNY PHHQVGSFTF IQONYYCMYQQTNQGT 227
KYEPMT GYRGMIADYYGADSTNDTAFGNAGNYPHHQVS SFTFLONYYCMYQQTNQGT 227
GGWPCLAEHLQQFDSKTVNNQCL I DVTYKPKMGLI KP PLNYKI IGQPTAKGT I SVGDNLV 287
GGWPCLAEHLQQFDSKTVNNQCL I DVTYKPKMGLIKS PLNYK I IGQPTVKGT [ SVGDNLV 287
NMRGAVVINPPEATQSVTESTHNLTRNFPANLFNIYSDIEKSQI LHKGPWGHENPQ IQPS 347
NMRGAVVINPPEATQNVAESTHNLTRNFPADLFNIYSDI EKSQVLHKGPWGHENPQ IQPS 347
VHIGIQAVPALTTGALLVNS SPLNSWTDSMGY I DVMS SCTVMESQPTHF PF STDANTNPG 407
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NTIYRINLTPNSLTSAFNGLYGNGATLGNV 437
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Figure 4. Localisation des acides aminés de la protéine de capside VP4 impliqués dans le tropisme intestinal de JcDV. A) Alignement
des séquences protéiques des VP4 de JcDV et de GmDV (437 acides aminés, 94 % d'identité). Les acides aminés qui différent entre les
2 virus sont surlignés ; les 4 acides aminés (positions 121, 165, 172 et 175) impliqués dans le tropisme intestinal de JcDV sont surlignés
en rouge [30]. B) Gros plan de la capside de JcDV montrant la topographie au niveau de I'axe de symétrie 5 et |a localisation des 8 acides
aminés de VP4, exposés a la surface, qui different de ceux de GmDV (en rouge) (modifié a partir d’'une image fournie gracieusement par
A. Bruemmer [10]). Les chiffres « 5 » et « 2 » en blanc sur la figure indiquent, respectivement, la position de 'axe de symétrie 5 (au centre
du plateau en étoile) et celle de I'axe de symétrie 2. Barre d’échelle : 2 nm.
AA : acides aminés.
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rus sont peu connus et les modeéles proposés sont issus des
connaissances acquises pour les Parvovirine (figure 5D).
1ls font intervenir les régions terminales palindromiques en
« épingle a cheveux » comme origines de réplication [15] et
les activités endonucléase, ATPase et hélicase de la protéine
NS1 [19]. Chez JcDV, la protéine NS3 est également indis-
pensable a la réplication mais son role exact est inconnu [1].
Rien n’est connu concernant la protéine NS2 pourtant for-
tement exprimée lors du cycle infectieux de JcDV (données
non publiées).

La multiplication virale est associée a des modifications
morphologiques cellulaires importantes, notamment une
augmentation drastique de la taille des cellules et une
augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique se tradui-
sant par une densonucléose (figure 5C). Elle entraine une
demande accrue en énergie pour produire les constituants
cellulaires nécessaires a la synthese des protéines virales.
Ainsi, les virus ciblent trés souvent les voies de signali-
sation impliquées dans la croissance et la survie cellulaire
dont les 3 acteurs principaux sont la phosphatidylinositol-3
kinase (PI3K), la sérine/thréonine kinase Akt et la pro-
téine TOR [12, 14, 38]. Nos résultats récents montrent que
I'infection des cellules Ld652Y par JcDV régule négati-
vement la voie TOR et que I'inactivation de cette voie
favoriserait la synthése des protéines virales et la multi-
plication virale (F. Salasc, données non publiées).

Les symptémes et les pathologies

La virulence de I’infection et les pathologies associées
dépendent du tropisme viral et donc, de I’espece virale
considérée. Concernant les Ambidensovirus pathogénes de
Iépidopteres, la mort de I'hdte survient une dizaine de jours
apres I'infection; ce temps varie selon la dose de virus ino-
culée et le stade de développement de I'héte au moment
de I’infection. Les symptémes génériques observés sont un
arrét du développement larvaire et le blocage des mues,
suivis d’une anorexie, d’une léthargie et d’une lente méla-
nisation aboutissant a la mort de I’insecte [29, 31]. De
facon caractéristique, les blattes infectées par le Periplaneta
fuliginosa densovirus (PfDV) développent, dans la partie
postérieure de I'intestin, un ulcere li€é a 1’accumulation
d’hémocytes autour des cellules épithéliales infectées [40].
Chez les moustiques, I'infection induit des symptomes de
paralysie, les larves perdent leur mobilité dans 1’eau, le

corps est déformé et perd sa pigmentation [7]. Enfin, les
pathologies associées aux densovirus de crevettes sont par-
ticulierement étudiées en raison des pertes économiques
importantes causées par les épizooties (pour revue, voir
[18]). Le Penaeus stylirostris densovirus (ou virus de la
« nécrose hypodermique et hématopoiétique infectieuse »)
provoque une mortalité massive (jusqu'a 90 %) chez la cre-
vette bleue P. stylirostris. Ce virus est, en revanche, peu
pathogeéne pour la crevette a pattes blanches P. vannamei,
mais induit chez les larves infectées une réduction de la
taille et une variété de déformations cuticulaires du rostre,
des antennes, du thorax et de I’abdomen connues sous le
nom de « syndrome de déformation de 1’avorton ». Le
virus hépatopancréatique (HPV) provoque, quant a lui, une
atrophie de I’hépatopancréas, une anorexie et un important
retard de croissance chez les crevettes infectées [18].

Analyse globale et découverte
de nouveaux densovirus :
vers un changement de paradigme ?

La diversité génomique et structurale des densovirus ainsi
que la diversité de leurs hétes contraste avec le faible
nombre de génomes identifiés a ce jour. La phylogénie
actuelle des densovirus présente une séparation attendue
entre parvovirus et densovirus, mais sa robustesse s’avére
toute relative, laissant présager que 1’introduction de nou-
velles séquences pourrait bousculer notre perception de leur
histoire évolutive (figure 6).

L’essor du séquencage a haut débit, qui permet d’explorer
sans a priori la diversité virale dans un environnement
donné, a permis de montrer que les virus sont les enti-
tés les plus abondantes sur Terre [36]. Ces approches de
métagénomiques virales ont permis de découvrir de nom-
breux virus dans des environnements et hotes divers, qu’ils
soient symptomatiques ou non (pour revue voir [35]). Ces
découvertes ont montré la diversité des interactions virus-
hétes dans le régne animal et végétal, certains virus pouvant
méme avoir des effets positifs sur leur hote [6, 34].

Le rythme des découvertes de nouveaux virus s’est ainsi
considérablement accéléré ces derniéres années. Les virus
restant a4 découvrir seraient donc bien plus nombreux

Figure 5. Cycle de multiplication de JcDV et stratégie de réplication des Parvoviridse. A) Cycle de multiplication de JcDV dans les
cellules Ld652Y (d’apres [47]). B) Micrographie électronique montrant I'entrée par endocytose des particules virales dans les cellules
Ld652Y. Les fleches indiquent les puits (0 min p.i.) et les vésicules (5 min p.i.) recouvertes de clathrine. Barre d’échelle : 100 nm. [47].
C) Micrographie électronique montrant la densonucléose caractéristique de l'infection densovirale dans les cellules Ld652Y a 6 jours p.i.
Barre d’échelle : 10 um. (Marc Ravallec). D) Schéma présentant la stratégie de réplication des Parvoviridae. Le brin parental est en bleu,

le brin néosynthétisé en rouge. (Adapté de [15].).
NS1 : Non-Structural protein 1.
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Figure 6. Arbre phylogénétique des Parvoviridze.
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que ceux déja connus. I a par exemple été estimé que
320 000 virus restaient a découvrir chez les quelques
5 500 espeéces connues de mammifeéres [4]. Avec une esti-
mation de 5 a 10 millions d’especes d’arthropodes, on
mesure I'immensité d’espeéces virales a découvrir dans ce
phylum parmi les plus diversifiés sur terre. Pour faire face
a une future « explosion » de connaissance de génomes
viraux, 'ICTV arécemment accepté d’inclure de nouvelles
especes virales uniquement sur la base d’une séquence
génomique compléte, en 1’absence de toute propriété bio-
logique, notamment la nature de I’héte. Par exemple, une
de nos études récentes menée sur des viromes de plantes
de Camargue a permis d’identifier le génome complet d’un
nouvel Iteradensovirus [20]. Mais nous ne savons pas si
ce densovirus circulait dans la plante, comme le densovi-
rus du puceron Myzus persice [45], ou s’il provient d’une
contamination de la plante par un insecte infecté. Les don-
nées issues de la métagénomique posent donc de nouvelles
questions sur I’écologie virale.

Par ailleurs, des séquences completes ou partielles de
densovirus ont été mis en évidence lors de recherches
d’endogénisation virale [25, 28]. L’endogénisation consiste
en lintégration d’une partie (ou de l’ensemble) d’un
génome viral au sein du génome de son hote, suivie de
la transmission du génome viral i la descendance de I’héte.
Ce phénomene est bien documenté pour les rétrovirus, car
il constitue une composante essentielle de leur cycle de
vie. Environ 8 % du génome humain serait ainsi issu de
séquences de rétrovirus endogénéisées. Elle est également
décrite chez d’autres types de virus, comme chez les Cir-
coviridee, les Hepadnaviride et les Parvoviridee [23]. Des
séquences virales apparentées aux densovirus ont ainsi été
identifiées dans les génomes d’hotes inattendus, comme un
schistosome, une tique et la cione [28].

De mani¢re générale, la mise en évidence de séquences
densovirales au sein d’une diversité croissante de génomes
d’animaux [8, 25, 43] suggere que le spectre d’hdte des
densovirus est, ou a été, plus important que celui que I’on
connait actuellement. Ces nouvelles données remettent en
question la validité taxonomique de la séparation entre
Parvovirinee et Densovirine, cette dichotomie étant basée
sur une vision simplificatrice de leur spectre d hétes res-
pectifs. Au regard de la diversité des hotes, la diversité

des séquences, structures et organisations génomiques des
densovirus suggerent, en effet, des histoires évolutives
autrement plus complexes, et peut-étre plus dynamiques,
que celles illustrées par les phylogénies actuelles [28].
Ces observations soulignent la nécessité de caractériser de
maniére précise et approfondie les propriétés biologiques et
I’écologie des virus nouvellement identifiés. Cela participe
également du changement de paradigme en cours concer-
nant les relations hotes-pathogeénes qui consiste a dépasser
la notion de pathogénicité pour considérer tous les types de
relations trophiques.

Les densovirus
et la « chasse aux papillons »...

Depuis I’avénement de la chimie industrielle au milieu du
20¢ siécle, la lutte contre les insectes ravageurs de culture ou
les vecteurs de maladies a recours aux insecticides de syn-
these. L utilisation intensive de ces produits phytosanitaires
a enfrainé I’accumulation dans I’environnement de molé-
cules toxiques, notamment pour la santé humaine, ainsi que
la sélection de phénotypes résistants dans les populations
d’insectes ciblées.

Depuis les années 1970, la lutte biologique utilisant des
virus entomopathogenes apparait comme une stratégie
alternative aux produits chimiques prometteuse en raison
de son innocuité pour I'homme et de sa spécificité. Peu
de ressources virales ont été jusque-1a explorées et seuls
les baculovirus sont actuellement commercialisés. Comme
pour les insecticides, des résistances au baculovirus sont
observées parmi les espéces cibles [5]. Dans ce contexte,
les densovirus suscitent un regain de considération pour
des applications en lutte biologique. Ils présentent I’ intérét
d’étre spécifiques et décrits dans les principaux groupes
d’insectes d’importance agronomique, médicale ou vétéri-
naire chez lesquels ils sont transmissibles par voie orale, et
pathogeénes pour les stades larvaires.

Pour savoir si les densovirus peuvent étre utilisés de
maniére durable et sans risque pour I’environnement, il
est nécessaire de comprendre les mécanismes de spécifi-
cité et leur évolution a I’échelle 1) d’un insecte cible, 2) des

Figure 6. Suite

Cet arbre regroupe les densovirus répertoriés a ce jour par 'lCTV, ainsi que des parvovirus représentatifs de chacun des genres des
Parvovirinae. |l a été construit par la méthode du maximum de vraisemblance en utilisant PHYML 3.1 & partir d’un alignement de 127 acides
aminés appartenant au domaine hélicase SF3 de la protéine NS1. La robustesse des nceuds de 'arbre a été testée par ré-échantillonnage
selon la méthode du bootstrap (avec 500 itérations). La protéine D5 du virus de la variole humaine est utilisée comme groupe externe.
Seules les valeurs de bootstrap supérieures a 50 % sont indiquées. L’échelle représente le taux de substitution par acide aminé et par
position. Les genres auxquels appartiennent les virus sont indiqués a droite. Les hotes associés sont représentés par des couleurs de
branches différentes (vertébrés en rouge, insectes en orange et crustacés en jaune). Les branches terminales notées en noir correspondent

a des Parvoviridze dont les hétes sont inconnus.
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populations d’insectes cibles et 3) des populations natu-
relles d’insectes non-cibles. Cela suppose également de
caractériser la capacité des insectes cibles a développer des
résistances, ainsi que la capacité des virus a contourner
ces résistances. La petitesse des génomes de densovirus
constitue en ce sens un atout précieux pour explorer ces
questions.

A T'instar des parvovirus associés aux adénovirus (AAV)
développés comme vecteurs pour le transfert de genes
chez I’homme, les densovirus peuvent présenter un inté-
rét pour transférer des genes chez I'insecte [13]. Ainsi,
I'introduction de génes hétérologues exprimant une toxine
ou un ARN interférant permettant de contrdler le déve-
loppement larvaire augmenterait la virulence et donc
I’efficacité des densovirus en lutte biologique. La vecto-
risation de génes via des capsides de densovirus a été
validée chez les moustiques [32, 33]. L’idée d’améliorer
Pefficacité de virus n’est pas nouvelle en matiére de
lutte biologique. Cela nécessite notamment des études de
virologie fondamentale pour comprendre les mécanismes
d’interactions afin de contrdler la rémanence des virus dans
I’environnement et anticiper un risque de transmission a des
espéces non cibles. Une alternative consistant a rendre ces
virus déficients pour la réplication et/ou la transmission est
actuellement & 1’étude dans notre laboratoire.

Conclusion

L’ étude des densovirus illustre la diversité des questions de
virologie posées aujourd’hui et participe au changement
de paradigme sur les virus amorcé par le développe-
ment du séquencage a haut débit. Initialement restreints
aux arthropodes, les densovirus sont mis en évidence
dans une diversité d’environnements et d’hétes jusque-1a
insoupconnés et pourraient illustrer la citation des micro-
biologistes Baas-Becking et Beijering écrivant dés 1934
« tout est partout mais I’environnement sélectionne » [17].
A la description de la diversité virale dans les écosystémes,
il faut désormais associer des concepts d’écologie des
communautés et des approches mécanistiques d’étude des
interactions a différentes échelles et notamment a 1’échelle
de I’hdte, qui est, en soi, un écosystéme complexe. La réus-
site de I'infection d’un organisme dépend d’interactions
cellulaires/moléculaires variées a4 chacune des étapes du
processus infectieux. De nombreuses questions sont encore
en suspens concernant les mécanismes de I’infection, par
exemple celles concernant I'identification des récepteurs
cellulaires et la réponse immunitaire des insectes face a
I’infection virale. Décortiquer ces mécanismes permettra
de reconstruire les réseaux d’interactions virus-cellule pour
comprendre les contraintes structurant leur évolution.
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Des travaux récents ont montré I’'impact du microbiote sur le
succes d’une infection virale [27]. Dans ce contexte, nous
devons remplacer le concept de « pathogéne » par celui
de « pathobiome » reflétant d’avantage la complexité des
interactions dans un environnement hote [46].

Ces travaux sur les densovirus illustrent I’ étroite relation qui
doit exister entre virologie fondamentale et virologie appli-
quée pour permettre leur utilisation durable sur des cibles
et sans risques pour des non cibles. En outre le dévelop-
pement d’élevages d’insectes pour I’alimentation animale
et humaine demandera également de prévenir les risques
d’épidémies causées par les densovirus [51]. Cela passe
aussi par une connaissance de leur biologie et leur évolution.
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Densoviruses (DVs) infect arthropods and belong to the Parvoviridae family. Here, we report the complete coding sequence of a
novel DV isolated from the plant Hordeum marinum (Poaceae) by viral metagenomics, and we confirmed reamplification by
PCR. Phylogenetic analyses showed that this novel DV is related to the genus Iteradensovirus.
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Densoviruses (DVs) are small nonenveloped icosahedral vi-
ruses infecting arthropods, including pests and vectors for
which they are considered biocontrol agents. They contain a
single-strand linear DNA genome ranging from 4 to 6 kb, ended
by inverted terminal repeats (ITRs) (1). Only 15 DV species are
referenced in GenBank so far (2); they display a large diversity of
sequences, structures, and organizations. Such diversity, together
with the diversity of their invertebrate hosts, suggests that DVs are
largely unknown and ubiquitous in the environment. It is crucial
to understand the densovirus diversity and prevalence for both
fundamental and applied virology issues.

A novel densovirus was detected from sea barley (Hordeum
marinum) using a virion-associated nucleic acid (VANA) viral
metagenomic approach (3). To complement this genome, we per-
formed Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) (Roche), and
the products were cloned in the pGEM-T Easy Vector (Promega)
and sequenced. The sequences were assembled using Geneious
7.14 and compared to database sequences using BLASTn,
BLASTp, and tBLASTx (4). The results were considered to be in-
dicative of significant homology when BLAST E values were
<<1073. The genome of this novel DV consists of 4,734 nucleotides
(nt), with short ITRs of 130 and 77 nucleotides (nt) at the 3’ and 5
ends, respectively. The iteravirus genome size is about 5 kb, with
ITRs of 250 nt, suggesting that the ITRs of this novel densovirus
are not complete (5). The genomic organization of this densovirus
is monosense, with three predicted intronless open reading frames
(ORFs) encoding two nonstructural proteins (NS) and one struc-
tural protein (VP). ORF1 (nt 253 to 2505) has a coding capacity of
750 amino acids (aa) and contains the typical nonstructural 1
(NS1) helicase superfamily III. ORF2 (nt 2559 to 4568) encodes a
669-aa protein corresponding to VP, and it contains the charac-
teristic phospholipase A2 motif (6). ORF3 (nt 380 to 1729) has a
coding capacity for NS2 of 449 aa and typically overlapped NS1.
The alignment of the VP and NS protein sequences using Clustal
W 1.8.1 (7) revealed that this genome had the highest identity
(84.9%) with Danaus plexippus plexippus densovirus (DpplDV)
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(GenBank accession no. KF963252) (8). This genome was indepen-
dently purified from leaves of the original plant stored at —80°C (Qia-
gen plant DNeasy kit). The PCR products were obtained from differ-
ent leaves using 15 pairs of primers covering the whole genome that
were sequenced using Sanger’s method (Cogenics). Recombination
analyses using RDP4.18 (9) revealed that this novel DV might result
from an intragenus recombination event between DpplDV and Den-
drolimus punctatus densovirus (DpDV).

No insect has been found in any part of this plant, no reads
obtained from this plant were assigned to arthropods, and no
products were obtained using an insect DNA bar coding based on
the PCR amplification of a fragment of the mitochondrial cyto-
chrome ¢ oxidase subunit I gene (10). This densovirus might come
from contamination of the plant aerial part by infected arthropods
or circulate systemically in planta, as already reported (11). This
virus was tentatively named H. marinum densovirus (HormaDV).

Nucleotide sequence accession number. The GenBank acces-
sion no. of HormaDV is KM576800.
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ABSTRACT

Little is known about the prevalence, diversity, evolutionary processes, genomic structures and popu-
lation dynamics of viruses in the divergent geminivirus lineage known as the capulaviruses. We deter-
mined and analyzed full genome sequences of 13 Euphorbia caput-medusae latent virus (EcmLV) and 26
Alfalfa leaf curl virus (ALCV) isolates, and partial genome sequences of 23 EcmLV and 37 ALCV isolates.
While EcmLV was asymptomatic in uncultivated southern African Euphorbia caput-medusae, severe
alfalfa disease symptoms were associated with ALCV in southern France. The prevalence of both viruses
exceeded 10% in their respective hosts. Besides using patterns of detectable negative selection to identify
ORFs that are probably functionally expressed, we show that ALCV and EcmLV both display evidence of
inter-species recombination and biologically functional genomic secondary structures. Finally, we show
that whereas the EcmLV populations likely experience restricted geographical dispersion, ALCV is
probably freely moving across the French Mediterranean region.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

diversity of environmental single stranded DNA (ssDNA) viruses (Can-
dresse et al., 2014; Filloux et al, 2015b; Kraberger et al,, 2015; Ng et al.,

Next Generation Sequencing and metagenomics-based study designs 2014, 2009, 2011; Roossinck et al., 2015; Rosario and Breitbart, 2011).
have impacted our appreciation of the prevalence, pervasiveness and Among the best studied of these ssSDNA viruses have been the plant-
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infecting viruses in the family Geminiviridae. The past four decades have
seen the worldwide emergence of several major plant diseases caused
by geminiviruses and also the discovery of hundreds of previously
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unknown, and sometimes highly divergent, geminiviral species (Ber-
nardo et al.,, 2013; Briddon et al,, 2010; Liang et al.,, 2015; Loconsole et al.,
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2012; Ma et al., 2015; Roumagnac et al,, 2015; Varsani et al,, 2009; Yazdi
et al, 2008). The rate at which new geminiviruses are being discovered
has recently been accelerated through the development and application
of sequence-non-specific virus discovery approaches (Roossinck et al,
2015; Rosario et al,, 2012) such as rolling circle amplification (RCA) based
virus cloning and sequencing (Haible et al, 2006; Inoue-Nagata et al,,
2004; Shepherd et al., 2008) and VANA (virion-associated nucleic acids)
or siRNA based metagenomics (Candresse et al, 2014; Filloux et al.,
2015a; Kreuze et al, 2009). In studies exploring the diversity of these
viruses, such approaches have facilitated the expansion of sampling
efforts to include both insects (both virus vectors and their predators)
and uncultivated host species (Bernardo et al, 2013; Ng et al, 2011;
Rosario et al, 2011, 2015). The application of these improved sampling
and virus discovery strategies have revealed that geminivirus diversity
exceeds that which is currently known (Haible et al, 2006; Ng et al,
2011; Schubert et al., 2007). Such studies have also led to a reevaluation
of the known geographical ranges of the different geminivirus genera
with, for example, the overturning of the long-held view that members
of the genus Mastrevirus do not occur in the Americas (Agindotan et al,
2015; Candresse et al, 2014; Kreuze et al,, 2009).

Since some of the geminiviruses discovered over the past few
years are highly divergent, and, in some cases, have unique genome
architectures (Briddon et al., 2010; Loconsole et al.,, 2012; Varsani et
al., 2009; Yazdi et al., 2008), three new geminivirus genera were
created and approved in 2014 (Becurtovirus, Turncurtovirus, and
Eragrovirus; Varsani et al., 2014b) and at least three others are likely
to follow (Bernardo et al., 2013; Krenz et al., 2012; Loconsole et al.,
2012); among which are the capulaviruses (Bernardo et al., 2013).
Three distinct species of this new lineage were discovered between
2010 and 2011 infecting, respectively, a wild spurge, Euphorbia
caput-medusae in South Africa (Euphorbia caput-medusae latent
virus, EcmLV; Bernardo et al, 2013), alfalfa (Medicago sativa) in
France  (Alfalffa leaf curl wvirus, ALCV; Roumagnac
et al, 2015), and French bean (Phaseolus vulgaris) in India (French
bean severe leaf curl virus, FbSLCV; Accession number NC_018453).
In addition to their high degree of sequence divergence, these
viruses also exhibit a genome organization that is unique among
the geminiviruses (Bernardo et al., 2013; Roumagnac et al., 2015).
ALCV and FbSLCV cause severe symptoms in alfalfa and French
bean, respectively, and it has recently been shown that ALCV is
transmitted by Aphis craccivora (Roumagnac et al., 2015); an inva-
sive aphid species with an almost global distribution (CIE, 1983).

We here collected hundreds of alfalfa and E. caput-medusae
plants from France and South Africa, respectively, and compara-
tively analyze the genome sequences of 13 isolates of EcmLV and 26
ALCV along with that of FbSLCV. We show that both EcmLV and
ALCV have high prevalence (12-13%) in their respective host species
in the Western Cape region of South Africa and in three Southern
regions of France. We also present a new codon-model based nat-
ural selection detection approach to reveal open reading frames
that are probably functionally expressed in capulaviruses genomes.
We further demonstrate that, as with other geminiviruses, capula-
virus genomes display evidence of both inter-species recombination
and biologically functional secondary structures.

2. Materials and methods
2.1. Plant sampling

In 2014, 238 M. sativa plants were randomly collected (i.e. irre-
spective of the presence of potential symptoms) from three regions
of Southern France, including the Rhéne delta (seven sampling
locations), the Montpellier region (four sampling locations) and the
Toulouse region (two sampling locations; Supplementary Fig. 1).
The symptom status of the 238 plants was assessed and plants were

then stored at — 80 °C prior to virus detection and characterization.
A further 43 symptomatic and 15 asymptomatic M. sativa plants
were collected later in 2014 from the same three areas (Supple-
mentary Fig. 1). An additional four symptomatic alfalfa plants col-
lected in 2012 and 2013 from the Ebro valley region of the Zaragoza
province of Spain were also included for further analysis. Collec-
tively, 300 alfalfa plants were obtained from France and Spain
between 2012 and 2014.

In 2012, 302 asymptomatic Euphorbia caput-medusae were
randomly collected from seven separate locations within the
Western Cape region of South Africa (Supplementary Fig. 1). These
samples were stored at —80 °C. In 2015, 14 additional samples
were collected from an eighth location at the University of the
Western Cape Nature Reserve (Supplementary Fig. 1).

2.2. DNA extraction, amplification, cloning and sequencing

Total DNA from alfalfa and E. caput-medusae plant samples was
extracted as previously described by Bernardo et al. (2013).

PCR-mediated detection of ALCV from the 296 alfalfa plants
collected in France, and four plants from Spain was performed using
two pairs of PCR primers (ALCV-187F forward primer 5-TGG AAT
ATT GTG CTG CIT GG-3' and ALCV-971R reverse primer 5-ATT TTG
GGA CTT GTG CTC CA-3'; and ALCV-986F forward primer 5'-ATG
ATG GAT AAT TCA AAC CC-3" and ALCV-1202R reverse primer 5'-TTC
TTC TGG GTA TTT GCA TA-3"). Amplification conditions consisted of
94 °C for 2 min; 30 cycles at 94 °C for 1 min, 58 °C for 1 min (primer
pair 1)/55 °C for 30 s (primer pair 2), 72 °C for 50 s; and 72 °C for
5 min. Amplicons were directly sequenced using automated Sanger
sequencing (Beckman Coulter Genomics). Circular DNA molecules
from samples that tested positive by at least one of the two PCR
assays were enriched using RCA (using TempliPhi™, GE Healthcare,
USA) as previously described (Shepherd et al., 2008). The RCA
products were used as a template for PCR using an abutting pair of
primers designed from the 44-1E ALCV complete genome (Acces-
sion number KP732474; Roumagnac et al., 2015); Cap-ncolF: 5'-CCA
TGG CCT TCA AAG GTA GCC CAA TTC AAY ATG G-3' and Cap-ncolR:
5'-CCA TGG GGC CTT ATY CCT CKG YGA TCG-3' using KAPA HiFi
Hotstart DNA polymerase (Kapa Biosystems, USA). Amplification
conditions consisted of: 96 °C for 3 min, 25 cycles at 98 °C for 20s,
60 °C for 30s, 72 °C for 165 s, and 72 °C for 3 min. The amplicons
were gel purified, cloned into pJET2.1 (Thermo Fisher, USA) and
Sanger sequenced by primer walking at Macrogen Inc. (Korea). In
addition, RCA products were digested with EcoRI, BamH]I, Dral, Ncol
or Ndel for 3 h at 37°C in order to screen for the presence of a
potential DNA-B geminiviral component or satellite sequences.

PCR-mediated detection of EcmLV from the 316 E. caput-medusae
plants was performed using two pairs of PCR primers: (i) Dar-136F
forward primer 5'-CGA AGA GGT CAT TGG GAC AT-3' and Dar-730R
reverse primer 5'-CGG GTC TGG CTA AGA GAG TG-3' as previously
described by Bernardo et al. (2013) and (ii) Dar-1775F forward primer
5'-TTG AAT TGC ATG GGC ACT TA-3' and Dar-2433R reverse primer
5'-GCC CTT TTG GTC ATT TTG AA-3'. Amplification conditions con-
sisted of: 95 °C for 5 min; 30 cycles at 94 °C for 1 min, 56 °C for
1 min, 72 °C for 50s; and 72 °C for 5 min. Circular DNA molecules
from samples that tested positive by at least one of the two PCR
assays was enriched using RCA as described above for alfalfa. RCA
products were all digested with EcoRI for 3 h at 37 °C. Subsequently,
samples that could not be cleaved using EcoRI were digested with
BamHI for 3 h at 37 °C. Geminivirus-like genomes from 13 E. caput-
medusae samples were cloned in pGEM-T Easy (Promega Biotech)
using methods described by Bernardo et al. (2013).

Prevalence was defined as the proportion of alfalfa or E. caput-
medusae plants being infected by ALCV or EcmLV from the alfalfa
or E. caput-medusae populations that were randomly collected in
France or South Africa, respectively.
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2.3. Sequence analysis

Sequence contigs were assembled using BioNumerics Applied
Maths V6.5 (Applied. Maths, Ghent, Belgium) and were compared to
sequences in the GenBank database using BLASTn and BLASTx (Alt-
schul et al, 1990). All pairwise identity analyses of the full genome
nucleotide sequences, capsid protein (CP) amino acid sequences, and
replication associated protein (Rep) amino acid sequences were car-
ried out using the MUSCLE-based pairwise alignment (Edgar, 2004)
option implemented in SDT v1.2 (Muhire et al,, 2014b).

2.4. Detection of conserved secondary-structural elements within
capulavirus genomes

The computer program Nucleic Acid Secondary Structure Pre-
dictor (NASP) (Semegni et al., 2011) was used as previously described
(Muhire et al., 2014a) to identify the conserved secondary-structural
elements present within 45 capulavirus genomes (EcmlLV, n=16;
ALCV, n=27; FbSLCV, n=2). In each of the data sets, secondary-
structural elements were first inferred using a minimum free-energy
(MFE) approach implemented in hybrid-ssmin (a component of the
UNAFold package; (Markham and Zuker, 2008). From amongst sets of
plausible whole genome secondary structures (approximately ~ 10
alternative folds per genome) NASP identified subsets of conserved
high-confidence structural elements - referred to as high-confidence
structure sets (HCSSs). For the NASP analysis, sequences were folded
as circular ssDNA at 25 °C under 1 M sodium. In subsequent analyses,
only nucleotides identified as being base-paired within the HCSSs
were treated as paired sites, whereas all other nucleotides were
treated as unpaired sites. The ALCV and EcmLV datasets contained
enough sequences that were sufficiently divergent to test for evi-
dence of evolutionary pressures favoring the maintenance of base-
pairing interactions within the HCSSs (Muhire et al., 2014a). Three
different tests, all designed to test whether sequences were evolving
in a way consistent with the evolutionary preservation of biologically
functional structural elements, were applied exactly as recently
described (Muhire et al., 2014a). First, at the whole-genome-scale an
allele frequency spectrum permutation test (Fu and Li, 1993; Tajima,
1989), which compares frequencies of alternative alleles at paired vs
unpaired sites, was used to compare degrees of negative selection
(selection disfavoring change) at paired vs unpaired sites. Second,
within the CP and Rep gene coding regions, a Maximum Likelihood
codon-model based test (based on the FUBAR method (Murrell et al.,
2013) implemented in HyPhy (Pond et al., 2005) was used to com-
pare synonymous substitution rates in codons containing paired and
unpaired third codon position nucleotides. Third, the complementary
coevolution detection method (Muhire et al., 2014a) (based on the
SPIDERMONKEY method (Poon et al., 2008), also implemented in
HyPhy) was used to test whether pairs of nucleotides that were base-
paired within the HCSSs also displayed any evidence of com-
plementary coevolution (i.e. coevolution specifically favoring the
maintenance of base-pairing). Structures were visualized and, based
on the various analyses performed, ranked in order of their likely
biological functionality using the computer program, DOOSS (http://
dooss.computingforbiology.org; Golden and Martin, 2013).

2.5. Identification of open reading frames (ORFs) and capulavirus
genome organizations

Identification of open reading frames (ORFs) was initially per-
formed using the ORF Finder ncbi graphical analysis tool (http://
www.ncbinlm.nih.gov/gorf/gorfhtml). In addition, we devised a
computational tool, named “ORFunc” that detects all ORFs above a
user defined length that are both conserved within a multiple
sequence alignment (in this case an alignment of all available capu-
lavirus sequences) and are evolving under a detectable degree of

purifying selection (i.e. selection that disfavoring non-synonymous
substitutions). ORFunc ranks ORF in order of their likely functional
expression based on the degree of detected purifying selection against
changes in the potentially encoded amino acid sequence. Specifically,
given a multiple sequence alignment in FASTA format, ORFunc per-
forms a preliminary scan of the alignment to generate a list of unique
ORFs sharing greater than a predetermined pairwise sequence iden-
tity (in the present analyses 0.80 to ensure the sequences within each
of the resulting sub-alignments were credibly aligned) and above a
given sequence length (in the present analyses 100nt; a size slightly
below that of any currently known geminivirus gene). A local BLAST
search (Altschul et al, 1990) is performed using the command-line
version of NCBI-BLAST (available from ftp://ftp.ncbinlm.nih.gov/blast/
executables/blast+ /) whereby each ORF is used as a query to search a
local BLAST database produced from the input alignment so as to
obtain matches for other sequences: matches that are then used to
produce a codon alignment. For each codon alignment thus produced,
synonymous substitution rates (dS), non-synonymous substitution
rates (dN) and the probability of negative selection (dS > dN) at each
codon site are estimated using the FUBAR method (Murrell et al,
2013). This approach enabled the determination of whether inferred
ORFs within the various EcmLV and ALCV genomes were evolving
under negative selection (identified by their constituent codons on
average displaying significantly higher synonymous substitution rates
than non-synonymous substitution rates). ORF-wide probabilities of
negative selection are then estimated by combining the p-values of
non-negative selection at each individual codon-site (Theiler and
Bloch, 1996). To test the reliability of this approach, two geminivirus
datasets for which genes have already been well-characterized
(Tomato yellow leaf curl virus [TYLCV] and Maize streak virus [MSV];
Dry et al., 1993; Lazarowitz et al., 1989) were used as controls. ORFunc
is written in python and is available from: web.chio.uctac.za/
~ brejnev/downloads/ORFunc.tar.gz

2.6. Analysis of potential recombination events

Evidence of potential recombination events was detected within
the 45 capulavirus full-genome alignment using the RDP, GENE-
CONV, BOOTSCAN, MAXIMUM CHI SQUARE, CHIMAERA, SISCAN
and 3SEQ recombination detection methods that are implemented
in RDP4.50 with default settings (Martin et al., 2015). Only recom-
bination events detected with three or more distinct groups of
methods (where RDP and GENECONV were each considered as
distinct methods and BOOTSCAN/SISCAN and MAXIMUM CHI
SQUARE/CHIMAERA/3SEQ were considered as single distinct
method groups) and that also had significant phylogenetic support,
were considered credible evidence of recombination.

2.7. Phylogenetic analysis

The evolutionary relationships of capulaviruses and other
geminiviruses were reconstructed using Rep and CP amino acid
sequences (i.e. the only proteins that are clearly homologous across
all geminiviruses). Datasets consisting of 45 predicted capulavirus
Rep and CP amino acid sequences together with the corresponding
homologous sequences from Grapevine cabernet franc-associated
virus (GCFaV, JQ901105; Krenz et al., 2012) chosen as a divergent
non-capulavirus outlier used to root the Rep and CP phylogenies.
Predicted Rep and CP amino acid sequences were aligned using
MUSCLE. Maximum likelihood phylogenetic trees of the Rep and CP
were inferred using PhyML3 (Guindon et al.,, 2009) implemented in
MEGA with the rtREV+G+F amino acid substitution model chosen
as the best-fit using ProtTest (Abascal et al, 2005). Five hundred
bootstrap replicates were used to test the support of branches. In
addition, 64 ALCV gene fragments (ALCV 44-1 genomic positions
260-806) 547 nt in length encompassing the V3 ORF and part of the
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cp ORF were aligned using the MUSCLE method (Edgar, 2004)
implemented in MEGA (with default settings). A maximum like-
lihood phylogenetic tree was constructed using PhyML3 with a
K2+G+1 nucleotide substitution model (selected as best fit by
MEGA) and 500 bootstrap replicates were used to test the support
of branches. Finally, all 45 currently available whole capulaviruses
genome sequences were aligned using MUSCLE. A maximum like-
lihood phylogenetic tree was constructed using PhyML3 with a
TN93+G nucleotide substitution model (selected as best fit by
MEGA) with 500 bootstrap replicates used to test the support of
branches.

2.8. Statistical analyses

Mantel (1967) tests conducted using XLSTAT (10.000 permuta-
tions) were used to test for evidence of correlation between genetic
and geographic distances for 39 x 508 nt long EcmLV gene fragments
(EcmLV-Dar10 genomic positions 1877-2384) encompassing the C3
ORF and part of the C1 ORF and for 41 x 547 nt long ALCV gene
fragments (ALCV 44-1 genomic positions 260-806) encompassing
the V3 ORF and part of the cp ORF. Samples collected at the regional
scale (Southern regions of France for ALCV and Western Cape region
for EcmLV) were used (Supplementary Fig. 1). The genetic distance
matrix was obtained using MEGA 5.2.1 (CLUSTALW alignment fol-
lowed by uncorrected pairwise distance estimation using the pair-
wise deletion option) and the geographic distance matrix was
obtained using the program Geographic Distance Matrix Simulator
1.2.3 (http://biodiversityinformatics.amnh.org/open_source/gdmg).

3. Results and discussion
3.1. Characterization of a collection of ALCV isolates from France

Based on the discovery of ALCV in 2010 (Roumagnac et al., 2015),
broad sampling surveys in three regions of Southern France and in
one region of Spain were conducted during 2012-2014 (Supple-
mentary Fig. 1). PCR analysis of the collected samples revealed that
ALCV was present in all four regions. Because the virus was detected
in 32/238 plants that were randomly collected in France the per-
centage of infected plants (13.4%) is likely a valid estimate of the
prevalence of ALCV in alfalfa across the three French regions
(Supplementary Fig. 1). The prevalence of ALCV at each of the
thirteen French sampling sites ranged from 1.2% (La Tour du Valat,
Rhéne delta region) to 45.8% (Petit Bastiéres, Rhéne delta region).

Visual comparisons of the 32 ALCV-positive plants with plants that
tested negative revealed that, relative to non-infected plants, all ALCV-
infected plants were stunted and consistently displayed varying
degrees of leaf curling, crumpling and shriveling (Supplementary
Fig. 2). These potential symptoms unequivocally resemble those
observed in alfalfa plants infected by aphid-inoculation with the 44—
1E infectious clone of ALCV (Roumagnac et al., 2015). It is noteworthy
that enations such as those observed in 44-1E agroinoculated faba
beans (Roumagnac et al, 2015) were neither observed in the sampled
plants, nor in 44-1E aphid-inoculated alfalfa plants (Roumagnac et al,,
2015). Based on the presence or absence of these conspicuous
symptoms, an additional 43 symptomatic and 15 asymptomatic plants
were collected later in 2014 from the three previously sampled regions
of Southern France (Supplementary Fig. 1). A diagnostic PCR detected
ALCV in 39/43 of the symptomatic plants but in none of the asymp-
tomatic plants, suggesting that the symptoms observed in the field are
likely caused by ALCV infection.

Twenty-six ALCV complete genome sequences were obtained
that ranged in size from 2737 nt to 2769 nt in length and shared
> 82.5% genome-wide pairwise identity (Supplementary Fig. 3).
This degree of similarity is above the species demarcation

thresholds recommended for all of the geminivirus genera (Muhire
et al,, 2013; Varsani et al., 2014a, 2014b) except for the begomo-
viruses (which have a species demarcation threshold of 91% (Brown
et al, 2015) showing that the 26 isolates from which these genomic
sequences were obtained could be reasonably, albeit tentatively,
classified as ALCV variants. The circular DNA molecules obtained
using RCA were tentatively considered to be the complete genomes
of geminiviruses infecting the alfalfa plants, because only one band
was resolved by electrophoresis of the digested RCA products.

3.2. Characterization of a collection of EcmLV isolates from South
Africa

In order to both assess the diversity of EcmLV genome
sequences, and determine the prevalence of EcmLV within the
Western Cape province of South Africa, 316 asymptomatic E. caput
medusae plants from eight dispersed locations were sampled in
this region (Supplementary Fig. 1). Using a diagnostic PCR, EcmLV
was detected in 38/316 plants sampled in 5/8 of the sampling
locations. This indicates an overall EcmLV prevalence of 12% at the
Western Cape regional scale: a prevalence very similar to that of
13.4% found for ACLV in alfalfa in Southern France. The local pre-
valence of EcmLV ranged from 5% (at the Silver Stream sampling
site) to 30% (at the Paternoster site).

The 13 EcmLV complete genome sequences that were obtained
together with three full genomes previously described (Bernardo
et al, 2013) had pairwise identities ranging between 92.8 and
99.7% (Supplementary Fig. 3), confirming that all isolates belong to
the same species (Bernardo et al., 2013). As for ALCV, the circular
DNA molecules obtained using RCA were tentatively considered to
be the complete genomes of geminiviruses infecting the E. caput-
medusae plants, because only one band was resolved by electro-
phoresis of the digested RCA products.

3.3. Characterization of capulavirus genome organizations

ORFunc was used to identify the potential functional genes of
EcmlV and ALCV, with the well-known geminiviruses Maize streak
virus (MSV) and Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) being used as
controls for the validation of this new tool. ORFunc is designed to
detect and rank ORFs in order of the likelihood of their functional
expression based on overall evidence of negative selection detected
across all of their constituent codon sites. It is expected that the
majority of functional ORFs should be evolving under some degree
of negative selection favoring the maintenance of functionally
important amino acid sequences. By implementing such a
selection-based approach, ORFunc goes beyond simply annotating
genomic fragments delimited by start and stop codons. As a proof-
of-concept, ORFunc consistently identified significant degrees of
negative selection across all four known functional genes of MSV
(Fig. 1 and Supplementary Dataset 1) and the rep (C1), transcription
activator protein (C2), replication enhancer protein (C3) and coat
protein (V1) genes of TYLCV (Fig. 1 and Supplementary Dataset 1).
ORFunc did not identify any potentially functional genes other than
those illustrated in Fig. 1. In addition, the failure to obtain statisti-
cally significant evidence of negative selection in the V2 and C4
ORFs in TYLCV should not be equated with the absence of negative
selection in these ORFs. The C4 gene is completely contained within
the rep gene, which means that very few possible substitutions in
this ORF would be synonymous (i.e. almost all possible substitu-
tions that would not change the encoded amino acid sequence
encoded by C4 would change the amino acid sequence of Rep and
would, therefore, not be synonymous). In the case of V2 whereas
10/134 individual codon sites are apparently evolving under a sig-
nificant degree of negative selection (with a p-value cutoff of 0.1), 1/
134 codon sites are apparently evolving under a significant degree
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Fig. 1. Genomic organization of ALCV strain A, ALCV strain B, EcmLV, MSV and TYLCV showing the arrangements of potential genes. Open reading frames (ORFs) larger than
100 nucleotides that contain predicted codon sites that are collectively evolving under significant degrees of negative selection (i.e. for which ORF-wide estimates of
synonymous substitution rates are significantly higher than non-synonymous substitution rate estimates) are indicated in pink (*=p-value < 0.05, **=p-value < 0.01, and

Eed

=p-value < 0.001; see Supplementary Dataset 1). ORFs containing predicted codons that are not evolving under significant degrees of negative selection (p > 0.05) are

indicated in blue (with the associated p-value for the synonymous substitution rate being lower than or equal to the non-synonymous rate indicated in brackets; see

Supplementary Dataset 1),

of positive selection. Most importantly, however, ORFunc yielded no
false-positive evidence of functionally expressed ORFs in MSV and
TYLCV (Fig. 1 and Supplementary Dataset 1).

Of the seven large ORFs identified by the ncbi ORF Finder
graphical analysis tool that are apparently conserved between the
various capulavirus genomes (V1-V4 and C1-C3; Fig. 1), three (V1,
C1 and C3), five (V1, V3, V4, C1 and C2) and five (V1, V3, C1, C2 and
C3) were detectably evolving under significant ORF-wide negative

selection (associated p-value < 0.05) in ALCV strain A (see below
regarding ALCV strain A and B demarcation), ALCV strain B, and
EcmLV, respectively (Fig. 1 and Supplementary Dataset 1). The V2
ORF did not display significant ORF-wide evidence of negative
selection in any of the three groups, suggesting that this ORF
might not be functionally expressed. It should be noted, however,
that absence of a significant negative selection signal is not proof
that this ORF is not functionally expressed. Bigger and more
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Fig. 2. (A) Secondary structures associated with the 5' end of capulavirus C2 ORFs. The similarities between these structures include homologous stem-loop sequences (highlighted in
yellow), and a highly conserved sequence motif found in the ALCV, EcmLV and FbSLCV data sets (highlighted in blue). This structure is ranked highly within the high confidence structure
sets of all data sets (seventh out of 44 for EcmLV, second out of 76 for ALCV and fourth out of 31 for FbSLCV). Nucleotide sequence variability at each nucleotide site is reflected by a
sequence logo at each position. For the ALCV and EcmLV structures substitution rate estimates are represented by the color of nucleotide triplets falling within individual predicted codon
sites (ranging from blue to green). Low synonymous substitution rates are observable in the stem region, which is consistent with a high degree of evolutionary conservation of the
nucleotides comprising these codons. Nucleotides falling outside of the gene or for which synonymous substitution rates could not be estimated due to too few sequences being available
for analysis (as in the FbSLCV), are shaded gray. (B) Capulavirus secondary structure predicted in the long intergenic region (LIR). The AT-rich stem-loop structure, with a 12 nt conserved
sequence (highlighted in pink), is highly ranked in all of the analyzed capulavirus datasets (first out of 76 HCSS structures for ALCV, second out of 44 in EcmLV and 17th out of 31 for
FbSLCV). In the case of ALCV and EcmlV, base-paired sites displaying significant degrees of complementary coevolution (P value < 0.05) are indicated by the red lines between the
nucleotides in the stem region of each structure, It is plausible that this highly conserved structural element either contains the complementary strand origin of replication or is involved in
the regulation of virion and/or complementary gene expression.
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diverse capulavirus genomic sequence datasets will substantially
increase the power of ORFunc to detect low degrees of negative
selection within this ORF: possibly to the point where it is able to
confirm the functional expression of V2.

3.4. Detection of conserved secondary-structural elements within
capulavirus genomes

Recent computational analyses of geminiviruses in the genera
Mastrevirus and Begomovirus have revealed evidence of evolutio-
narily conserved (and hence likely biologically functional) genomic
secondary structures (Muhire et al., 2014a). Using NASP, we iden-
tified 76, 44, and 31 high-confidence structural elements within the
ALCV, EcmLV, and FbSLCV genome datasets, respectively.

Besides a conserved stem-loop structure at the presumed
virion-strand origin of replication that resembles those found in
other geminiviruses (Lazarowitz, 1992), a further 12 uncharacter-
ized but potentially biologically functional genomic and/or mRNA
structural elements that are clearly conserved across all three of
the analyzed capulavirus species were identified. Amongst these
are two particularly interesting uncharacterized structural ele-
ments that display high degrees of evolutionary conservation
across both the capulaviruses and geminiviruses in other genera
(Fig. 2). The first of these structural elements, which is highly
ranked within the HCSSs of all three capulavirus species, is a
conserved hairpin-loop structure with a 10-20 nt long stem within
the C2 ORF (Fig. 2). This structure is possibly homologous to a
similarly situated secondary structure previously identified using
these same computational methods at the 5' end of MSV C2 ORF.

The second particularly conserved new structural element
identified is another hairpin located within the long intergenic
region (LIR) of all the analyzed capulavirus species. It contains an A-
T rich sequence (Fig. 2) and resembles a structure previously
identified in two different mastrevirus species (MSV and Panicum
streak virus). In diverse ssDNA viruses, virion strand origins of
replication (v-oris) consist of hairpin structures with highly con-
served AT-rich loop sequences that generally occur within inter-
genic regions (IRs). It is plausible that this second conserved
structural element may be either associated with the as yet
undiscovered capulavirus complementary strand origin of replica-
tion (which in begomoviruses is close to the v-ori), or to the reg-
ulation of transcription and replication (both of which are known to
be regulated by sequence elements within the IRs of various other
geminiviruses; Arguello-Astorga et al,, 1994; Gutierrez et al., 2004).

It is noteworthy that these analyses also identified what appears
to be a repeated 8 bp sequence (with the consensus 5'-AGGCCCAA-
3") within the stem regions of multiple structural elements within
the HCSSs identified in the various capulavirus datasets. The con-
sensus of the repeated sequence is almost identical to functional
sequence motifs previously detected in three other settings. Specifi-
cally, it bears a striking resemblance to (i) the 3' ends (3'-AGGCCCA-
5" of predicted viral miRNA hairpins (Li et al., 2008); (ii) a regulatory
promoter heptamer element involved in the development of plant
tissues (5'-AGGCCCA-3') (Obayashi et al, 2007), and (iii) a 7 bp
sequence motif (5-AGGCCCA-3') located upstream of ribosomal
protein transcription initiation sites in Arabidopsis thaliana (Thomp-
son et al.,, 1992). It is plausible therefore, that many of the secondary
structures identified in these capulavirus genomes (Supplementary
Dataset 2) may play a role in modulating the sensitivity of capula-
virus genomes to RNA interference (Schubert et al,, 2005).

Although their high degree of interspecific evolutionary con-
servation suggests that the highest ranked of the structural elements
identified within the various capulavirus HCCSs are indeed biologi-
cally functional, we also tested whether evidence of this biological
functionality was apparent within the patterns of nucleotide sub-
stitution that the EcmLV and ALCV genomes have undergone (the

two capulavirus species with sufficient available data to perform
these analyses). Towards this end, the ALCV and EcmLV genomes
were partitioned into “paired” and “unpaired” site sets and, focusing
only on variable sites (invariant sites were removed), the frequency
spectra of the “minor alleles” (i.e. those present at the lowest fre-
quencies within the sampled viruses) were compared at these sites
within the paired and unpaired genome partitions. This revealed that
while minor allele frequencies were lower at paired sites in both the
ALCV and EcmLV genomes (a finding consistent with stronger
negative selection acting on paired sites than on unpaired sites), the
difference was statistically significant only for EcmLV (permutation
test p-value=0.01, Fu and Li's F test; Supplementary Table 1). Also
consistent with the hypothesis that paired sites are evolving under
stronger negative selection than unpaired sites was the detection
within both the ALCV and EcmLV Rep and CP coding regions of sig-
nificantly reduced synonymous substitution rates in codons, which
have base-paired third-position nucleotides (respective multiple
comparison-corrected Mann-Whitney U test p-values=0.013 and
0.032 for ALCV and 0.0005 and 0.0235 for EcmLV; Supplementary
Table 2). Furthermore, within the EcmLV dataset a very strong
association between nucleotide sites that are complementary coe-
volving and nucleotide sites that are base-paired (Chi squared p-
value=0.0001096) was detected (Supplementary Table 3).
Collectively, these results provide evidence that many of the
detected structural elements within the EcmLV and ALCV genomes
are likely being actively preserved by natural selection, and, in the
case of EcmLV at least, that there is substantial evolutionary pressure
for the maintenance of specific biologically important base-pairing
interactions. Further experimental assays should of course be carried
out both to test whether these predicted functional secondary
structural elements are indeed functional, and, if they are, to deter-
mine the precise aspects of capulavirus biology that they impact.

3.5. Phylogenetic and recombination analyses

Both CP and Rep phylogenetic trees indicate that the new ALCV
and EcmlLV isolates cluster with the other described capulaviruses
isolates (Fig. 3).

Whereas the EcmLV Rep sequences all cluster within a single
group of variants sharing > 92.8% genome-wide nucleotide
sequence identity (Fig. 3), ALCV Rep sequences cluster within two
distinct groups (tentatively referred to here as strain A and strain
B), with the isolates in each group differing at ~17.5% of sites
relative to those in the other group (Supplementary Fig. 3). Strain
A isolates are slightly over-represented among the 64 ALCV iso-
lates for which a 547 nt long fragment encompassing the V3 ORF
and part of the cp ORF was sequenced (37/64; 58%). Whereas ALCV
strain A isolates were found at 11/14 of the sampling sites
(including the Spanish one; Supplementary Fig. 4), strain B isolates
were only found at 8/14 of the sampling sites (including the
Spanish one; Supplementary Fig. 4).

Efforts were made to detect and characterize recombination
events that could have occurred among the current dataset of 45
capulavirus full genomes. Fourteen apparently unique recombination
events were detected, including one event in the EcmLV genomes
and 13 in the ALCV genomes (Table 1, Supplementary Table 4 and
Fig. 4). Interestingly, all of the examined ALCV and EcmLV isolates
display traces of recombination events, with ALCV isolates displaying,
on average, evidence of 2.7 events (Supplementary Table 4).

Three out of the 13 ALCV recombination events apparently
involved exchanges of sequences between ALCV variants (events 2,
7 and 14) whereas the other detected events (10 in ALCV and one
in EcmLV), apparently involved inter-species sequence transfers
(events 1, 3 to 6 and 8-13; Table 1 and Fig. 4). Interestingly, these
inter-species sequence transfers all appear to have involved at
least one parent that is related to a currently known capulavirus
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Fig. 3. (A) and (B) Maximum-likelihood phylogenetic trees of, respectively predicted CP and Rep amino acid sequences of 45 isolates of the three capulavirus species.
Branches associated with a filled dot have bootstrap supports above 85% whereas those with an unfilled dot have bootstrap supports above 50%. The maximum-likelihood
phylogenetic trees (A) and (B) are rooted with the Grapevine cabernet franc-associated virus (GCFaV, AHL69795) Rep and (GCFaV, AFI71938) CP, respectively.

Table 1

Recombination events detected in capulaviruses.

Event

Recombinant(s)

Major parent

Minor parent

Methods®

Breakpoints positions”

W NV AW =

10
1
12
13
14

ALCV_VAU14_LUZ142
ALCV_PB14_LUZ178
ALCV_PB14_GS6
ALCV_PB14_LUZ165
ALCV_PB14_LUZ171
ALCV_PB14_LUZ184
ALCV_ASS514_Assas2
ALCV_PB14_GS4
ALCV_PB14_LUZ178
ALCV_PB14_LUZ171
EcmlLV_CM243
ALCV_VAU14_LUZ136
ALCV_AS514_Assasl
ALCV_PB14_LUZ188

ALCV_ASS34_Assasl
ALCV_ASS34_Assasl
Unknown

Unknown

Unknown
ALCV_GAG13_LUZ193
ALCV_GAG13_LUZ193
ALCV_GAG13_LUZ193
EcmLV_MP4C
ALCV_PB13_LUZ165
Unknown
ALCV_PB13_LUZ188
ALCV_PB13_LUZ188
ALCV_TDV13_48-2 A

Unknown
ALCV_PB14_LUZ171
ALCV_ASS14_Assas1
ALCV_ASS14_Assas1
ALCV_PB14_LUZ184
EcmLV_CM251
ALCV_TDV12_48-2 A
Unknown

Unknown

Unknown

FbSLCV-1

Unknown

Unknown
ALCV_ALB14_LUZ147

RGBMC
RGBMCST
RGBMCST
RGBMCST
RGBMCST
RGBM
RGMCT
RMST
RBMCS
RGMC
GBC
RGBMCST
GBMS
RGM

1433-2708

866-1046

1357-2112

2757-908

1033 (nad) - 1716
884-969

3011 (nad)—346 (nad)
2375 (nad)—642 (nad)
531-1009 (nad)
2382-2726 (nad)
2366-2652 (nad)

451 (nad) - 1599 (nad)
1196 (nad)—1599 (nad)
451 (nad) - 1599 (nad)

* RDP (R), GENECONV (G), BOOTSCAN (B), MAXIMUM CHI SQUARE (M), CHIMAERA (C), SISCAN (S) and 3SEQ (T) recombination detection methods.
b Begin and end breakpoints positions in the recombinant sequence.
© nad: not accurately determined.
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(i.e. EcmLV, FbSLCV or ALCV; Table 1) and another involving either
an undescribed capulavirus species, or even perhaps a virus from
an undescribed geminivirus genus.

Events 9 and 11 are respectively shared by all ALCV and EcmLV
isolates (Supplementary Table 4), which indicates that these two
events predate the most recent common ancestors of the analyzed
ALCVs and EcmLVs and are, therefore, more ancient than the rest of
the identified events. In addition, inter-species recombination event
1 and inter-ALCV strain recombination event 7 may account for the
clear divergence of the ALCV-A and -B strains from one another.

3.6. Comparisons between the spatial distribution and genetic
diversity of ALCV and EcmLV

Mantel tests were used to determine whether there was any
correlation between the genetic and geographical distances of the
sampled isolates. For ALCV, no significant correlation was observed
between geographic distance and genetic distance for the frag-
ment encompassing the V3 ORF and part of the cp ORF (Mantel R
correlation scores of —0.034 with an associated p-value=0.230;
Supplementary Fig. 5). This result suggests free movement of ALCV
across the French Mediterranean region.

It is interesting that symptoms in alfalfa plants that resemble in
some respect those described here (including plant stunting and
leaf curling, crumpling and shriveling) have been described
throughout the Mediterranean basin (France, Bulgaria, Romania,
Spain and Saudi Arabia) from the late 1950s to the 1980s (Alliot et
al., 1972; Blattny, 1959; Cook and Wilton, 1984; Leclant et al., 1973;
Rodriguez Sardifia and Novales Lafarga, 1973) and, more recently, in
Argentina (Bejerman et al., 2011). However, enations, which were
associated with alfalfa leaf curling in these reports, have not been
observed in ALCV infected plants either in the field or the labora-
tory. Attempts to identify viral particles by electron microscopy in
some of the earliest reports revealed that the tissues within ena-
tions contained bullet-shaped, rhabdovirus-like particles with the
viral species producing these particles being tentatively named
Lucerne enation virus (LEV) (Alliot et al., 1972; Rodriguez Sardiiia
and Novales Lafarga, 1973). Additional experiments indicated that
both grafting and A. craccivora (but not Acyrthosiphon pisum)
transmission could successfully spread LEV symptoms between
alfalfa plants. On the other hand, mechanical and leathopper (Cal-
ligypona pellucida F.) transmission failed (Alliot et al., 1972; Blattny,
1959; Leclant et al., 1973; Rodriguez Sardina and Novales Lafarga,
1973). It was therefore concluded that LEV was a circulatively
transmitted virus within the family Rhabdoviridae (Alliot et al.,
1972). However, because differences in the types of symptoms
observed depended on the mode of transmission, Rodriguez Sar-
difia and Novales Lafarga (1973) hypothesized that another virus
might frequently be present in co-infection with LEV (Rodriguez
Sardifia and Novales Lafarga, 1973). To test if, apart from Alfalfa
mosaic virus, which is ubiquitous in alfalfa, another virus could be
present in co-infections, we examined four rhabdovirus-infected
alfalfa plants collected from Spain and discovered that all of them
were indeed co-infected with ALCV. Besides indicating that the
geographical range of ALCV extends beyond the borders of France,
this result is consistent with the hypothesis of Sardifia and Lafarga:
i.e. that the disease attributed to LEV in the 1970s could potentially
be caused by a complex of two or more viruses, one of which we
now know is likely to be ALCV. This hypothesis will need to be
further tested by examining further symptomatic alfalfa plants from
around the Mediterranean basin.

For EcmLV, geographic distances between sampling locations
were significantly correlated with genetic distances between the rep
gene fragments of the viral isolates (Mantel r correlation
score=0.142, p-value=0.002; Supplementary Fig. 5). This indicates
that a degree of differentiation exists between EcmLV populations

at a sub-regional scale within the Western Cape, which in turn
suggests that there are likely restrictions on the free movement of
EcmlLV across the region.

The observed differences between the spatial distribution and
genetic diversity of ALCV and EcmLV might reflect general differences
between viruses that infect cultivated and non-cultivated hosts.
Relative to viruses such as ALCV that infect cultivated hosts, the
population genetic structures of viruses such as EcmLV that pre-
ferentially infect uncultivated hosts are likely to be impacted by a
more complex combination of biotic parameters. Variable distribu-
tions and population densities of suitable host plants within natural
environments can influence the probability that viruliferous insect
vectors will successfully transmit viruses to an appropriate host
(Keesing et al., 2006). Also, the variable life-spans of host plants, the
possibility of long-term vertical transmission chains when hosts are
vegetatively propagated, and the potential for sporadic vector trans-
mission will all contribute to the selection processes that ultimately
shape the population genetic structure of viruses that are adapted to
infecting uncultivated species such as E. caput-medusae. It is entirely
plausible, however, that, as with ALCV, EcmLV is also transmitted by A.
craccivora (which is polyphagous, very widely distributed and has
even been repeatedly observed on E. caput-medusae; Supplementary
Fig. 6), further studies are needed to test this hypothesis.

4. GenBank accession numbers

Full genomes of: Alfalfa leaf curl virus (KT214350-KT214375);
Euphorbia caput-medusae latent virus (KT214376-KT214388). V3
ORF and part of the cp ORF of Alfalfa leaf curl virus (KT214391-
KT214427). C3 ORF and part of the C1 ORF of Euphorbia caput-
medusae latent virus (KT964062-KT964084).

Acknowledgments

We wish to express our sincere thanks and appreciation to Mr
Paul Loubser and colleagues from Buffelsfontein Game & Nature
Reserve and to Mrs. Hestelle Melville and Miss Laurenda Van
Breda from the University of the Western Cape Nature Reserve
Unit. We also thank Michel Peterschmitt for helpful discussions
and Stéphane Blanc for effective manuscript review. DPM, AV and
GWH are supported by the National Research Foundation of South
Africa (Grant N° TTK1207122745). PH is supported by the Poly-
omyelitis Research Foundation (Grant N° 15/102). This work was
supported by Direction Générale de I'Armement (Grant N°
201160060) (Ministére de la Défense, France), The Métapro-
gramme INRA «Meta-omics of microbial ecosystems» (Grant N°
24000466) and CIRAD.

Appendix A. Supplementary material

Supplementary data associated with this article can be found in
the online version at http://dx.doi.org/10.1016/j.virol.2016.03.016.

References

Abascal, F, Zardoya, R., Posada, D., 2005. ProtTest: selection of best-fit models of
protein evolution. Bioinformatics 21, 2104-2105.

Agindotan, B.O., Domier, L.L., Bradley, CA., 2015. Detection and characterization of
the first North American mastrevirus in switchgrass. Arch. Virol. 160,
1313-1317.

Alliot, B., Signoret, P.A., Giannott., J., 1972. Presentation of bacilliform virus-particles
associated with enation disease of alfalfa (Medicago-Sativa L). Cr Acad. Sci. D
Nat. 274, 1974-1976.



152 P. Bernardo et al. / Virology 493 (2016) 142-153

Altschul, S.F, Gish, W., Miller, W., Myers, EW., Lipman, D.J., 1990. Basic local
alignment search tool. ]. Mol. Biol. 215, 403-410.

Arguello-Astorga, G.R., Guevara-Gonzalez, R.G., Herrera-Estrella, LR., Rivera-
Bustamante, R.F,, 1994. Geminivirus replication origins have a group-specific
organization of iterative elements: a model for replication. Virology 203,
90-100.

Bejerman, N., Nome, C., Giolitti, F, Kitajima, E., de Breuil, S., Pérez Fernindez, J.,
Basigalup, D., Cornacchione, M., Lenardon, S., 2011, First report of a rhabdovirus
infecting alfalfa in Argentina. Plant Dis. 95 771-771.

Bernardo, P., Golden, M., Akram, M., Naimuddin, Nadarajan, N., Fernandez, E.,
Granier, M., Rebelo, A.G., Peterschmitt, M., Martin, D.P., Roumagnac, P., 2013.
Identification and characterisation of a highly divergent geminivirus: evolu-
tionary and taxonomic implications. Virus Res. 177, 35-45.

Blattny, C., 1959. Virus papillosity of the leaves of lucerne. Folia Microbiol. 4,
212-215.

Briddon, R.W., Heydarnejad, ]., Khosrowfar, F., Massumi, H., Martin, D.P., Varsani, A.,
2010. Turnip curly top virus, a highly divergent geminivirus infecting turnip in
Iran. Virus Res. 152, 169-175.

Brown, J.K., Zerbini, F.M., Navas-Castillo, ]., Moriones, E., Ramos-Sobrinho, R., Silva, |.
C., Fiallo-Olive, E., Briddon, RW., Hernandez-Zepeda, C., Idris, A., Malathi, V.G.,
Martin, D.P,, Rivera-Bustamante, R., Ueda, S., Varsani, A., 2015. Revision of
Begomovirus taxonomy based on pairwise sequence comparisons. Arch. Virol.
160, 1593-1619.

Candresse, T, Filloux, D., Muhire, B., Julian, C., Galzi, S., Fort, G., Bernardo, P., Dau-
grois, J.H., Fernandez, E. Martin, D.P, Varsani, A, Roumagnac, P, 2014,
Appearances can be deceptive: revealing a hidden viral infection with deep
sequencing in a plant quarantine context. Plos. One 9, e102945.

CIE, 1983. Distribution Maps of Plant Pests, in: Proceedings of the CAB International,
N.W., Wallingford, Oxfordshire, OX10 8DE, UK. (Ed.). CAB International Wall-
ingford UK.

Cook, A.A., Wilton, A.C., 1984, Alfalfa enation virus in the Kingdom of Saudi Arabia.
FAO Plant Prot. Bull. 32, 139-140.

Dry, L.B., Rigden, J.E., Krake, LR, Mullineaux, P.M., Rezaian, M.A., 1993. Nucleotide
sequence and genome organization of tomato leaf curl geminivirus. ]. Gen.
Virol. 74, 147-151.

Edgar, R.C., 2004. MUSCLE: a multiple sequence alignment method with reduced
time and space complexity. BMC Bioinf. 5, 113.

Filloux, D., Dallot, S., Delaunay, A., Galzi, S., Jacquot, E., Roumagnac, P, 2015a.
Metagenomics approaches based on virion-associated nucleic acids (VANA): an
innovative tool for assessing without a priori viral viversity of plants. Methods
Mol. Biol. 1302, 249-257.

Filloux, D., Murrell, S., Koohapitagtam, M., Golden, M., Julian, C., Galzi, S., Uzest, M.,
Rodier-Goud, M., D’'Hont, A., Vernerey, M.S., Wilkin, P., Peterschmitt, M., Winter,
S., Murrell, B, Martin, D.P,, Roumagnac, P, 2015b. The genomes of many yam
species contain transcriptionally active endogenous geminiviral sequences that
may be functionally expressed. Virus Evol. 1, 1-17.

Fu, Y.X,, Li, W.H., 1993. Statistical tests of neutrality of mutations. Genetics 133,
693-7009.

Golden, M., Martin, D., 2013. DOOSS: a tool for visual analysis of data overlaid on
secondary structures. Bioinformatics 29, 271-272.

Guindon, S., Delsuc, F, Dufayard, J.F., Gascuel, O., 2009. Estimating maximum
likelihood phylogenies with PhyML. Methods Mol. Biol. 537, 113-137.

Gutierrez, C., Ramirez-Parra, E., Mar Castellano, M., Sanz-Burgos, A.P,, Luque, A.,
Missich, R., 2004. Geminivirus DNA replication and cell cycle interactions.
Veter. Microbiol. 98, 111-119.

Haible, D., Kober, S., Jeske, H., 2006. Rolling circle amplification revolutionizes
diagnosis and genomics of geminiviruses. |. Virol. Methods 135, 9-16,

Inoue-Nagata, A.K., Albuquerque, L.C,, Rocha, W.B,, Nagata, T, 2004, A simple
method for cloning the complete begomovirus genome using the bacterioph-
age phi 29 DNA polymerase. ]. Virol. Methods 116, 209-211.

Keesing, F., Holt, R.D., Ostfeld, R.S., 2006. Effects of species diversity on disease risk.
Ecol. Lett. 9, 485-498,

Kraberger, S., Farkas, K., Bernardo, P,, Booker, C., Arguello-Astorga, G.R., Mesleard, F,
Martin, D.P,, Roumagnac, P., Varsani, A., 2015. Identification of novel Bromus-
and Trifolium-associated circular DNA viruses. Arch. Virol. 160, 1303-1311.

Krenz, B., Thompson, ].R., Fuchs, M., Perry, K.L., 2012. Complete genome sequence of
a new circular DNA virus from grapevine. |. Virol. 86, 7715.

Kreuze, ].F., Perez, A., Untiveros, M., Quispe, D., Fuentes, S., Barker, I, Simon, R.,
2009. Complete viral genome sequence and discovery of novel viruses by deep
sequencing of small RNAs: a generic method for diagnosis, discovery and
sequencing of viruses. Virology 388, 1-7.

Lazarowitz, S.G., 1992. Geminiviruses - genome structure and gene-function. Crit.
Rev. Plant Sci. 11, 327-349.

Lazarowitz, S.G., Pinder, A]., Damsteegt, V.D., Rogers, S.G., 1989. Maize streak virus
genes essential for systemic spread and symptom development. EMBO J. 8,
1023-1032,

Leclant, F., Alliot, B., Signoret, P.A., 1973. Transmission et épidémiologie de la
maladie a énations de la luzerne (LEV). Premiers résultats. Ann. Phytopathol. 5,
441-445.

Li, S.C,, Shiau, C.K,, Lin, W.C,, 2008. Vir-Mir db: prediction of viral microRNA can-
didate hairpins. Nucleic Acids Res. 36, D184-D189,

Liang, P., Navarro, B., Zhang, Z., Wang, H., Lu, M., Xiao, H., Wu, Q., Zhou, X, Di Serio,
F, Li, S., 2015. Identification and characterization of a novel geminivirus with
monopartite genome infecting apple trees. ]. Gen. Virol. 96, 2411-2420.

Loconsole, G., Saldarelli, P., Doddapaneni, H., Savino, V., Martelli, G.P., Saponari, M.,
2012. Identification of a single-stranded DNA virus associated with citrus

chlorotic dwarf disease a new member in the family Geminiviridae. Virology
432, 162-172.

Ma, Y., Navarro, B., Zhang, Z., Lu, M., Zhou, X., Chi, S., Di Serio, F, Li, S., 2015.
Identification and molecular characterization of a novel monopartite gemini-
virus associated with mulberry mosaic dwarf disease. ]. Gen. Virol. 96,
2421-2434.

Mantel, N., 1967. The detection of disease clustering and a generalized regression
approach. Cancer Res. 27, 209-220,

Markham, N.R., Zuker, M., 2008. UNAFold: software for nucleic acid folding and
hybridization. Methods Mol. Biol. 453, 3-31.

Martin, D.P,, Murell, B., Golden, M., Khoosal, A., Muhire, B., 2015. RDP4: detection
and analysis of recombination patterns in virus genomes. Virus Evol. 1, vev003.

Mubhire, B., Martin, D.P,, Brown, J.K., Navas-Castillo, J., Moriones, E., Zerbini, EM.,,
Rivera-Bustamante, R., Malathi, V.G., Briddon, RW. Varsani, A, 2013. A
genome-wide pairwise-identity-based proposal for the classification of viruses
in the genus Mastrevirus (family Geminiviridae). Arch. Virol. 158, 1411-1424.

Muhire, B.M., Golden, M., Murrell, B., Lefeuvre, P, Lett, J.M., Gray, A., Poon, A.Y,,
Ngandu, N.K., Semegni, Y., Tanov, E.P., Monjane, A.L., Harkins, G.W., Varsani, A.,
Shepherd, D.N., Martin, D.P, 2014a. Evidence of pervasive biologically func-
tional secondary structures within the genomes of eukaryotic single-stranded
DNA viruses. ]. Virol. 88, 1972-1989.

Mubhire, B.M., Varsani, A., Martin, D.P., 2014b. SDT: a virus classification tool based
on pairwise sequence alignment and identity calculation. Plos One 9, e108277.

Murrell, B., Moola, S., Mabona, A., Weighill, T., Sheward, D., Pond, S.L.K,, Scheffler, K.,
2013. FUBAR: a fast, unconstrained bayesian approximation for inferring
selection. Mol. Biol. Evol. 30, 1196-1205.

Ng, T.F, Chen, LF, Zhou, Y., Shapiro, B., Stiller, M., Heintzman, P.D., Varsani, A.,
Kondov, N.O., Wong, W., Deng, X., Andrews, T.D., Moorman, B.J., Meulendyk, T.,
MacKay, G., Gilbertson, R.L.,, Delwart, E., 2014. Preservation of viral genomes in
700-y-old caribou feces from a subarctic ice patch. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
111, 16842-16847.

Ng, T.F, Manire, C., Borrowman, K., Langer, T., Ehrhart, L., Breitbart, M., 2009. Dis-
covery of a novel single-stranded DNA virus from a sea turtle fibropapilloma by
using viral metagenomics. ]. Virol. 83, 2500-2509.

Ng, T.EF, Duffy, S., Polston, ].E., Bixby, E., Vallad, G.E., Breitbart, M., 2011. Exploring
the diversity of plant DNA viruses and their satellites using vector-enabled
metagenomics on whiteflies. Plos One 6, e19050.

Obayashi, T,, Kinoshita, K., Nakai, K., Shibaoka, M., Hayashi, S., Saeki, M., Shibata, D.,
Saito, K., Ohta, H., 2007. ATTED-II: a database of co-expressed genes and cis
elements for identifying co-regulated gene groups in Arabidopsis. Nucleic Acids
Res. 35, D863-D869.

Pond, S.LK., Frost, S.D.W., Muse, S.V., 2005. HyPhy: hypothesis testing using phy-
logenies. Bioinformatics 21, 676-679.

Poon, A.F, Lewis, El, Frost, S.D., Kosakovsky Pond, S.L., 2008. Spidermonkey: rapid
detection of co-evolving sites using Bayesian graphical models. Bioinformatics
24, 1949-1950.

Rodriguez Sardifia, J., Novales Lafarga, J., 1973. Una virosis de la alfalfa con pro-
duccion de "enations". An. INIA/Ser. Prot. veg. 3, 132-146.

Roossinck, M.J., Martin, D.P, Roumagnac, P., 2015. Plant virus metagenomics:
advances in virus discovery. Phytopathology 105, 716-727.

Rosario, K., Breitbart, M., 2011. Exploring the viral world through metagenomics.
Curr. Opin. Virol. 1, 1-9,

Rosario, K., Duffy, S., Breitbart, M., 2012. A field guide to eukaryotic circular single-
stranded DNA viruses: insights gained from metagenomics. Arch. Virol. 157,
1851-1871.

Rosario, K., Marinov, M., Stainton, D., Kraberger, S., Wiltshire, E.J., Collings, D.A.,
Walters, M., Martin, D.P,, Breitbart, M., Varsani, A., 2011. Dragonfly cyclovirus, a
novel single-stranded DNA virus discovered in dragonflies (Odonata: Ani-
soptera). J. Gen. Virol. 92, 1302-1308.

Rosario, K., Seah, Y.M., Marr, C., Varsani, A., Kraberger, S., Stainton, D., Moriones, E.,
Polston, J.E., Duffy, S., Breitbart, M., 2015. Vector-Enabled Metagenomic (VEM)
surveys using whiteflies (aleyrodidae) reveal novel begomovirus species in the
new and oldworlds. Viruses 7, 5553-5570.

Roumagnac, P., Granier, M., Bernardo, P., Deshoux, M., Ferdinand, R., Galzi, S., Fer-
nandez, E., Julian, C., Abt, L, Filloux, D., Mesleard, F., Varsani, A., Blanc, S., Martin,
D.P, Peterschmitt, M., 2015. Alfalfa leaf curl virus: an aphid-transmitted
geminivirus. J. Virol. 89, 9683-9688.

Schubert, ], Habekuss, A., Kazmaier, K., Jeske, H., 2007. Surveying cereal-infecting
geminiviruses in Germany-diagnostics and direct sequencing using rolling
circle amplification. Virus Res. 127, 61-70.

Schubert, S., Grunweller, A., Erdmann, V.A., Kurreck, J., 2005. Local RNA target
structure influences siRNA efficacy: systematic analysis of intentionally
designed binding regions. ]. Mol. Biol. 348, 883-893.

Semegni, J.Y., Wamalwa, M., Gaujoux, R., Harkins, G.W,, Gray, A., Martin, D.P., 2011.
NASP: a parallel program for identifying evolutionarily conserved nucleic acid
secondary structures from nucleotide sequence alignments. Bioinformatics 27,
2443-2445,

Shepherd, D.N., Martin, D.P., Lefeuvre, P., Monjane, A.L, Owor, B.E., Rybicki, E.P,
Varsani, A., 2008. A protocol for the rapid isolation of full geminivirus genomes
from dried plant tissue. ]. Virol. Methods 149, 97-102.

Tajima, F., 1989. Statistical method for testing the neutral mutation hypothesis by
DNA polymorphism. Genetics 123, 585-595.

Theiler, J., Bloch, J., 1996. Nested test for point sources. In: Babu, G.J., Feigelson, E.D.
(Eds.), Statistical Challenges in Modern Astronomy II. Springer-Verlag, New
York, pp. 407-408.



P. Bernardo et al. / Virology 493 (2016) 142-153

Thompson, M.D., Jacks, C.M., Lenvik, T.R., Gantt, J.S., 1992. Characterization of rps17,
rp19 and rpl15: three nucleus-encoded plastid ribosomal protein genes. Plant
Mol. Biol. 18, 931-944,

Varsani, A., Martin, D.P., Navas-Castillo, J., Moriones, E., Hernandez-Zepeda, C., Idris,
A., Murilo Zerbini, F., Brown, J.K., 2014a. Revisiting the classification of curto-
viruses based on genome-wide pairwise identity. Arch. Virol. 159, 1873-1882.

Varsani, A., Navas-Castillo, J., Moriones, E., Hernandez-Zepeda, C., Idris, A., Brown, .
K., Murilo Zerbini, F, Martin, D.P., 2014b. Establishment of three new genera in

the family Geminiviridae: Becurtovirus, Eragrovirus and Turncurtovirus. Arch.
Virol. 159, 2193-2203.

153

Varsani, A., Shepherd, D.N., Dent, K., Monjane, A.L., Rybicki, E.P., Martin, D.P., 2009.
A highly divergent South African geminivirus species illuminates the ancient
evolutionary history of this family. Virol. ]. 6, 36.

Yazdi, H.R.B., Heydarnejad, J., Massumi, H., 2008. Genome characterization and
genetic diversity of beet curly top Iran virus: a geminivirus with a novel non-
anucleotide. Virus Genes 36, 539-545.



