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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

=
| —



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).
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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.

16

=
| —



Introduction

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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Droplet-shaped  Lemon-shaped

R

ST Rod-shaped Bottle-shaped
Ovoidal with tails :

Bacilliform Coil-shaped

Prolate-Elipsoid —~—
Filamentous

g\i\/\ .~ Spherical/

Bullet-shaped AT Polyhedral - Head.-tail

/e=y 9 s - Bacterioviruses
Allantoid Spikes Doupée.

o oo capsi

Twinned Flexuous/open circles

Eukaryoviruses

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
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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
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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).
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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.
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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%

232
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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.
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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 clas