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ANALISE METAGENOMICA DO VIROMA DE FEZES DE LOBOS-MARINHOS
ENCONTRADOS NA COSTA DO RIO GRANDE DO SUL, BRASIL?.

Autora: Mariana Kluge

Orientadora: Dr2 Ana Claudia Franco

RESUMO

A costa do Rio Grande do Sul recebe sazonalmente uma variedade de
espécies marinhas que incluem aves, tartarugas e mamiferos. Entre elas, os
lobos-marinhos séo observados frequentemente nas praias do litoral,
principalmente durante os meses de inverno. Embora muitos destes animais
procurem as praias para descansar, muitos deles chegam debilitados ou
mortos. Estabelecer quais sdo o0s provaveis agentes microbioldgicos que
possam causar doencas nestes animais e seu potencial para transmissao de
zoonoses é uma tarefa dificil pelos dados disponiveis. O objetivo deste estudo
foi de aplicar uma analise metagen6mica para caracterizar o viroma fecal de
lobos-marinhos encontrados mortos ao longo da costa sul-rio-grandense. Duas
espécies foram examinadas: o lobo-marinho-sul-americano  (Arctocephalus
australis) e o lobo-marinho-subantartico (Arctocephalus tropicalis). Dez
amostras de fezes de A. australis (n=5) e A. tropicalis (n=5) foram coletadas
dos intestinos de lobos-marinhos mortos e as particulas virais foram
purificadas, extraidas e uma PCR randbmica foi realizada. Os produtos
amplificados foram sequenciados por duas plataformas de sequenciamento,
lon Torrent e lllumina, e os contigs foram submetidos ao BLASTx. Ambos os
viromas foram predominados por bacteréfagos, no entanto, virus entéricos de
eucariotos e potenciais novos virus também foram encontrados. Sequéncias de
anelovirus, parvovirus e picornavirus foram identificadas nas duas espécies de
lobos-marinhos. Sequéncias de picobirnavirus e semelhantes a hepevirus
foram identificadas em A. australis, enquanto sapovirus, rotavirus e
sakobuvirus foram encontrados em A. tropicalis. Estes resultados contribuem
para um maior entendimento dos virus que circulam entre as populagbes de
lobos-marinhos.

IDissertacao de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (136
p.) Agosto, 2015.



METAGENOMIC ANALYSIS OF FECAL VIROME OF FUR SEALS FOUND ON
THE COAST OF RIO GRANDE DO SUL, BRAZIL™.
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ABSTRACT

The Rio Grande do Sul coast, the southernmost state in Brazil, seasonally hosts
numerous marine species, including birds, turtltes and mammals. Among the
marine mammals, the Subantarctic and South American fur seals are observed
near and on-shore frequently, particularly during winter months. Although some
reach the coast to rest, several are found dead or debilitated along the shore.
Establishing microbial etiological agents of diseases and the potential for fur
seals to serve as reservoirs of zoonotic diseases remains limited due to
available data. The aim of this study was to apply a metagenomic approach to
characterize the fecal virome of fur seals found dead along the Rio Grande do
Sul coast. Two species were analyzed: the South American fur seal
(Arctocephalus australis) and the Subantarctic fur seal (Arctocephalus
tropicalis). Ten fecal samples from A. australis (n=5) and A. tropicalis (n=5)
were collected from the intestines of dead fur seals and viral particles were
purified, extracted and a random PCR was performed. The amplified products
were sequenced through lon Torrent and Illumina NGS platforms and
assembled reads were subjected to BLASTx searches. Both viromes were
dominated by bacteriophages, however, enteric and potentially novel eukaryotic
viruses were also found. Sequences of anellovirus, parvovirus and picornavirus
were identified in both fur seal species. Sequences of picobirnavirus and a
hepevirus-like were identified in A. australis; while sapovirus, rotavirus and
sakubovirus were found in A. tropicalis. These findings contribute to a better

understanding of the viruses that occur in fur seal populations.

IMaster of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brazil. (136 p.) August, 2015.
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1. INTRODUCAO

Sazonalmente, a costa do Rio Grande do Sul recebe um grande
namero de espécies marinhas, constituindo uma rica biodiversidade, entre as
quais se destacam tartarugas, aves, cetdceos e pinipedes. Dentre os
pinipedes, os principais visitantes sdo os lobos-marinhos. Embora o Rio
Grande do Sul ndo possua coldnias reprodutivas de lobos-marinhos, esses
animais chegam ao litoral principalmente durante o inverno, por influéncia da
corrente das Malvinas (PINEDO, 1990; MOURA & SICILIANO, 2007;
FERREIRA et al., 2008). De acordo com o CECLIMAR (2014), os lobos-
marinhos mais freqiientemente! encontrados no litoral do Rio Grande do Sul
sado o lobo-marinho-sul-americano (Arctocephalus australis), o lobo-marinho-
subantartico  (Arctocephalus tropicalis) e o lobo-marinho-antartico
(Arctocephalus gazella). Os lobos-marinhos tém o hébito de fazer paradas para
descanso, todavia, muitos sdo encontrados debilitados ou mortos ao longo da
costa e a determinacdo da causa mortis nem sempre é possivel (SIMOES-
LOPES, et al., 1995, OLIVEIRA et al., 2010). Estudos sobre os patégenos que
podem infectar esses animais ja foram conduzidos, mas ainda ha muito a ser

investigado, especialmente ao se tratar dos virus (de BRUYN et al., 2008;

! Esta dissertacdo segue as normas ortograficas da lingua portuguesa anteriores ao Acordo
Ortografico de 1990, promulgado em 2008 e cuja aplicagdo se torna obrigatéria apenas a partir
de 31 de dezembro de 2015, conforme decreto n° 7.875 de 27 de dezembro de 2012
(http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2007-2010/2008/Decreto/D6583.htm).



KATZ et al., 2012; WALTZEK et al., 2012; SIKORSKI et al., 2013). Além disso,
uma vez que esses animais estdo sujeitos a entrar em contato com
frequentadores da praia e outros animais, € importante que o0 risco de

zoonoses seja avaliado.

O pouco conhecimento da composi¢cdo do viroma de mamiferos
marinhos que circulam pela costa brasileira, o risco de transmissédo de doencas
e a limitacdo de métodos de identificacdo de patdgenos (soroldgicos,
moleculares e de cultivo) para novos agentes estimulam novos estudos que
busquem a caracterizacdo da diversidade viral destes animais. Para alcancgar
tal objetivo, a metagendmica surge como uma ferramenta importante que vem
sendo amplamente utilizada para a identificacdo de virus até entdo
desconhecidos. Desta forma, através da metagendmica € possivel contribuir
para 0 monitoramento epidemiologico das populacdes de lobos-marinhos
encontrados na costa sul-rio-grandense. Tendo em vista que o trato
gastrointestinal € um dos habitats microbianos mais densamente povoados
(WHITMAN et al., 1998), amostras de fezes constituem em um rico material a
ser analisado por estudos de metagendomica, buscando a identificacdo das

familias virais que estejam circulando nessas espécies.

1.1 Objetivo geral

» Caracterizar a diversidade viral do trato gastrointestinal de duas
espécies de lobos-marinhos encontrados na costa do Rio Grande
do Sul, Brasil: lobo-marinho-sul-americano (Arctocephalus

australis) e lobo-marinho-subantértico (Arctocephalus tropicalis).



1.2 Objetivos especificos

* Analisar, por meio de ferramentas de bioinformatica, os dados
provenientes do sequenciamento de alto desempenho das

amostras em duas plataformas distintas: lon Torrent e lllumina.

e ldentificar as familias virais que compdem o viroma fecal de
lobos-marinhos e comparar os agentes virais encontrados com
bancos de dados disponiveis a fim de identificar possiveis

patdgenos, bem como novos agentes virais.

» Comparar as populacdes de virus de eucariotos encontradas nas
diferentes espécies de lobos-marinhos, utilizando os dados das

duas plataformas de sequienciamento de alto desempenho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Superfamilia dos pinipedes

Os pinipedes sdao mamiferos marinhos que se dividem em trés
familias: Otariidae, representada por lobos e ledes-marinhos; Odobenidae,
representada pelas morsas; e Phocidae, representada pelas focas e elefantes-
marinhos (CECLIMAR, 2014). Comparados com 0s cetaceos, 0s pinipedes sdo
menos adaptados para a vida aquatica e necessitam do ambiente terrestre
para a sua reproducdo. Os pinipedes sdo carnivoros e sua dieta inclui krill e
outros crustaceos, moluscos e peixes. Estdo geograficamente distribuidos em

regides polares e temperadas (WILSON & REEDER, 2005).

Embora o Rio Grande do Sul ndo possua colonias reprodutivas de
pinipedes, seu litoral recebe sazonalmente varios animais pertencentes a esta
superfamilia, que costumam aparecer na costa sul-rio-grandense com o inicio
do inverno por influéncia de correntes maritimas ou como resultado de
movimentos erraticos (SIMOES-LOPES et al., 1995; CECLIMAR, 2014). Dentre
as espécies com registro de ocorréncia na costa brasileira estdo: o ledo-

marinho-do-sul (Otaria  flavescens), o] lobo-marinho-sul-americano



(Arctocephalus australis), o lobo-marinho-antartico (Arctocephalus gazella), o
lobo-marinho-subantartico (Arctocephalus tropicalis), a foca-caranguejeira
(Lobodon carcinophagus), a foca-leopardo (Hydrurga leptonyx) e o elefante-

marinho-do-sul (Mirounga leonina) (CECLIMAR, 2014).

2.1.1 Lobo-marinho-sul-americano

O lobo-marinho-sul-americano (Figura 1) é a espécie de lobo-
marinho mais avistada no litoral do Rio Grande do Sul, dada a proximidade de
sua maior coldnia reprodutiva, localizada na Ilha dos Lobos no Uruguai. A
maioria dos espécimes encontrados no sul do Brasil é juvenil (OLIVEIRA,
1999). Sua populacdo esta estimada em cerca de 300.000 a 450.000
individuos distribuidos ao longo da costa sul-americana, desde o Peru até o sul
do Brasil, e também nas ilhas Falkland (VAZ-FERREIRA, 1982; SEAL
CONSERVATION SOCIETY, 2015). Machos adultos medem, em média, 188,5
cm de comprimento e pesam até 159 kg, enquanto fémeas adultas medem
1425 cm e pesam 48,5 kg, em média. Sua alimentacdo se constitui

principalmente de peixes e crustaceos (VAZ-FERREIRA, 1982).



Arctocephalus australis

FIGURA 1 — Lobo-marinho-sul-americano (Fonte: CECLIMAR).

2.1.2 Lobo-marinho-subantartico

O lobo-marinho-subantértico (Figura 2) € uma espécie que possui
ampla distribuicdo que se estende desde o sul do oceano Atlantico ao oceano
indico, habitando ilhas situadas ao norte da Convergéncia Antartica. A coldnia
reprodutiva mais proxima ao Brasil situa-se a mais de 4.000 km de distancia,
nas ilhas de Gough e Tristdo da Cunha, no Atlantico Sul (VAZ-FERREIRA,
1982; PINEDO, 1990). Os espécimes mais comumente encontrados na costa
brasileira sdo adultos, subadultos e juvenis (SIMOES-LOPES, 1995;
OLIVEIRA, 1999). Sua populacdo esta estimada entre 277.000 a 356.000
individuos (SEAL CONSERVATION SOCIETY, 2015). Em média, machos
adultos podem medir 150 cm de comprimento e pesar 150 kg, enquanto as
fémeas adultas podem medir 120 cm e pesar 50 kg (WILSON, D. E. &
REEDER, 2005). A dieta destes animais inclui principalmente moluscos e

peixes (BESTER, 1987; KERLEY, 1987).



.ﬂiiﬁtdcnphafus tropicalis

FIGURA 2 — Lobo-marinho-subantartico (Fonte: CECLIMAR).

2.2 Virus detectados em pinipedes

A deteccdo de agentes virais em pinipedes ja foi reportada por
alguns estudos, incluindo uma andlise metagendémica de lebes-marinhos da
California (LI et al., 2011a). Ja foram identificados rotavirus, calicivirus,
parvovirus, anelovirus, influenza virus, herpesvirus, adenovirus, picornavirus,
picobirnavirus, astrovirus, entre outros (DIERAUF & GULLAND, 2001; CORIA-
GALINDO et al., 2009; LI et al., 2011a; NG et al., 2011; ARBIZA et al., 2012;
WOO et al.,, 2012; PHAN et al.,, 2014; BODEWES et al., 2015). Esses virus
podem fazer parte do viroma desses animais sem necessariamente estarem
associados a manifestagbes clinicas ou podem ser agentes patogénicos,
oportunistas ou ndo. Ha também os virus que utilizam os lobos-marinhos como
reservatorios e transmissores para outras espécies, como humanos ou outros

animais.



Dentre os virus que podem infectar os pinipedes e ser transmitidos
aos humanos encontram-se 0s poxvirus, que podem causar lesdes na pele
através do contato com as maos (WILSON & REEDER, 2000).
Ocasionalmente, 0 contato com outras espécies animais representa um risco
para as populacdes de pinipedes, como ja foi relatado em casos fatais de
hepatite aguda em leGes-marinhos associados ao contato com adenovirus

canino tipo 1 (GOLDSTEIN et al., 2011).

Apesar dos esforgos até entdo realizados para identificar os virus
que infectam pinipedes, a maioria dos estudos concentra-se em populacdes de
pinipedes do hemisfério norte, e pouco se sabe sobre 0s virus que circulam
pelas espécies do hemisfério sul. Da mesma forma, ndo se conhece como esta

diferenca geografica se reflete no viroma destes animais.
2.3 Metagendmica

Os microrganismos sao os seres mais predominantes da biosfera.
Estima-se que somente as bactérias chegam ao ntimero de 5 x 10%° de células
enquanto o nimero de particulas virais chegam a 10°!. Todavia, apesar de
estarem em numero significativamente elevado, conhece-se apenas 5% deste
total. O isolamento e identificacdo de novas espécies virais e microbianas
foram, por mais de um século, dependentes da capacidade de cultivo em
laboratorio. Isso representava uma grande limitagdo no descobrimento e na
caracterizacdo de novas espécies, uma vez que a maioria dos microrganismos
ndo € cultivavel, especialmente 0s presentes em amostras ambientais

(HANDELSMAN et al.,, 1998, HANDELSMAN, 2004; SINGH et al., 2009;



MOKILI et al., 2011). Com o avanco da biologia molecular, a identificacdo de
espécies foi facilitada por técnicas de amplificacdo do material genético, tais
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequienciamento, que s&o
independentes de cultura. A vista disso, iniciou-se uma nova era na
microbiologia, preocupada em explorar as comunidades microbianas até entao

desconhecidas.

Em 1998, o termo “metagenoma” foi utilizado pela primeira vez por
Handelsman e colaboradores para designar o conjunto de todo o material
genético presente em um ambiente, sendo que a metagendmica pode ser
definida pela analise funcional baseada em seqiiéncias de genomas de
comunidades microbianas encontradas em uma amostra ambiental
(RIESENFELD et al., 2004). A metagen6mica, portanto, consiste em analisar
as populagdes microbianas extraidas diretamente do ambiente, dispensando o
seu cultivo (SINGH et al., 2009). Atualmente, é notavel o grande numero de
estudos que buscam identificar e classificar todos 0s microrganismos presentes
tanto em amostras ambientais quanto clinicas, e tentam identificar suas
possiveis interagbes com o ambiente e relagbes entre si (LECUIT & ELOIT,

2013; POPGEORGIEV et al., 2013).

Os primeiros estudos de metagendmica realizavam a clonagem dos
fragmentos de &cidos nucléicos extraidos do ambiente, seguida do seu
sequenciamento (SCHLOSS & HANDELSMAN, 2003; RIESENFELD et al.,
2004). Nos ultimos anos, o desenvolvimento das técnicas de sequenciamento
revolucionou os estudos de metagendmica, que ja dispensam a clonagem dos

fragmentos gendmicos para a construcdo de bibliotecas. Ao ser comparado
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com método de Sanger, o sequenciamento de alto desempenho é capaz de
gerar um volume de dados muito maior em menos tempo e com uma
consideravel reducdo de custo. Dentre as principais plataformas de
sequenciamento de alto desempenho destacam-se a Roche 454, Illlumina, lon

Torrent e SOLID (LOGARES et al., 2012).

Outra ferramenta importante para os estudos da biodiversidade
microbiana é a utilizacdo de marcadores filogenéticos: sequéncias altamente
conservadas entre as espécies que auxiliam na identificacdo de espécies
desconhecidas. Dentre estes marcadores, destaca-se o gene 16S rRNA, que
esta presente tanto em Bacteria quanto em Archaea (WOESE, 1987; STEIN et

al. 1996).

2.3.1 Plataformas lon Torrent e lllumina

A plataforma lon Torrent faz o enriquecimento das amostras através
de uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em emulsdo, com o0 uso de
beads. Apds a reacdo, os beads contendo os fragmentos amplificados s&o
carregados em um chip semicondutor sensivel a alteracdes de pH que ocorrem
quando uma base nitrogenada € incorporada, permitindo o seqienciamento
(LIFE TECHNOLOGIES, 2015). A plataforma lllumina faz o enriquecimento das
amostras por PCR em fase solida, através de uma amplificacdo em ponte dos
fragmentos sobre uma placa. O sequenciamento € feito através da
incorporacdo de nucleotideos marcados com croméforos (ILLUMINA, 2015).
Estudos comparativos mostram que a plataforma lllumina apresenta uma

menor taxa de erro de sequenciamento, gerando sequencias de maior
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qualidade e com maior cobertura. A plataforma lon Torrent oferece a vantagem
de um tempo médio menor de corrida a um custo menor por amostra, mas
apresenta uma taxa de erro maior, especialmente em sequéncias com
repeticbes de bases (LOMAN et al.,, 2012; QUAIL et al., 2012; CHEN et al.,

2014).
2.3.2 Bioinformatica

Além do uso de técnicas moleculares, a metagenémica depende de
outra ferramenta crucial e imprescindivel: a bioinformatica. Os dados
provenientes do sequenciamento requerem uma analise robusta das
sequéncias geradas a fim de identificar e distinguir os diferentes genomas
presentes nas amostras avaliadas. Para tanto, a bioinformética consiste néo
somente em uma etapa fundamental para qualquer estudo metagenémico, mas
também uma das mais complexas (CHEN & PACHTER, 2005). Ap6s a
obtencdo dos reads' do seqiienciamento, ou seja, os fragmentos de
sequéncias gerados, € realizada uma série de passos - 0 pipeline - até o
produto final da analise. Estes passos incluem o descarte de reads com baixa
gualidade, a trimagem de iniciadores e adaptadores, a montagem de contigs,
binning (classificacdo taxondmica), predicdo de genes e anotacdo (KUNIN et

al., 2008; BZHALAVA & DILLNER, 2013).

Ha uma série de programas de computadores que realizam estas
etapas e cabe ao pesquisador escolher os mais adequados para atingir seu
objetivo. A primeira andlise consiste em avaliar a qualidade dos reads, o que

pode ser feito através da nota Phred que estima a probabilidade de erro de



12

cada base de nucleotideos. Uma nota Phred de 20 implica em uma
probabilidade de 1% de erro, 30 implica em 0,1% e 40 em 0,01%. A remocao
de iniciadores e adaptadores também deve ser feita antes da montagem dos

contigs (KUNIN et al., 2008; PHRAP, 2015).

Varios programas de computadores de montagem estéo disponiveis,
e 0s mais indicados para montagem de reads curtos sdo os que utilizam os
grafos de Bruijn. Grafos de Bruijn sdo grafos orientados, ou seja, um conjunto
de elementos representados por nodos ou vértices ligados por arestas
direcionadas. Brevemente, os reads sdo quebrados em fragmentos menores de
tamanho fixo, os k-mers. Estes k-mers sao utilizados para construir um grafo,
em que cada k-mer € um vértice. O objetivo € construir um caminho euleriano
em que cada vértice pode ser visitado apenas uma vez, formando arestas. O
resultado final € uma sequéncia consenso denominada contig (COMPEAU et
al., 2011). Uma informacé&o importante para os programas de montagem € se 0
sequenciamento foi feito de forma single-read ou paired-end. Quando a forma
single-read é utilizada, apenas uma extremidade do fragmento de DNA sera
sequenciada, gerando um read por fragmento amplificado. Ja com o
sequenciamento paired-end, ambas as pontas sdo sequenciadas, gerando dois
reads por fragmento. Uma vez que se conhece o tamanho dos fragmentos e
consequentemente a distancia entre os reads, esta informacdo pode ser

utilizada na montagem dos genomas, que fica mais precisa (ILLUMINA, 2015).

Outro fator importante para a montagem dos genomas € a cobertura.
A cobertura de um genoma é definida pelo numero médio de reads que se

anelam a cada base consenso. Quando o tamanho dos reads é pequeno, é
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necessaria uma cobertura minima que garanta que os reads se sobreponham e
permitam a reconstrucdo do genoma (WOOLEY et al, 2010). Em
metagendmica, estimar a cobertura necessaria para obter o genoma completo
de todos 0s microrganismos presentes em uma amostra é uma tarefa complexa
que depende do numero total de espécies, do tamanho do genoma de cada
uma e da sua abundancia relativa. As curvas de rarefacdo auxiliam nesse
sentido, pois fornecem uma visdo geral da cobertura da amostra analisada.
Essas curvas relacionam o numero de espécies ou unidades taxondmicas
operacionais (OTU') de uma amostra com o nimero de sequiéncias obtidas.
Uma vez que o numero de espécies/OTUs em uma amostra é finito, espera-se
gue um seqguenciamento que cubra todas as espécies acabe atingindo um platd

(GOTELLI & COLWELL, 2001; WOOLEY et al., 2011).

Os atuais programas para analise e processamento de
metagenomas, contudo, ainda encontram dificuldades no processamento de
metadados, dada a sua complexidade. Uma vez que os dados dizem respeito a
uma populacdo heterogénea, a montagem dos reads torna-se um desafio
maior, podendo facilmente gerar as denominadas quimeras. Além disso, a falta
de bancos de dados mais completos resultam em um grande numero de
buscas improdutivas (no hits), fazendo com que a maioria das sequéncias

permaneca desconhecida (SCHOLTZ et al., 2012).
2.3.3 Metagendmica viral

Os virus sdo os seres mais abundantes e ubiquos do universo,

chegando a um nUmero estimado de 10% particulas virais na Terra
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(WOMMACK & COLWELL, 2000; ANGLY et al., 2005; BREIBART et al., 2005).
Em ambientes aquaticos, o nimero de particulas virais pode variar entre 10* a
10%/ml, compondo o que se denomina de virioplancton, cujos principais
representantes sdo os bacteriéfagos (BERGH et al.,, 1989; PROCTOR &
FUHRMAN, 1990; COCHLAN et al., 1993; SUTTLE, 1994; JIAO et al., 2006).
Todavia, mesmo estando presentes em maiores quantidades, grande parte da
diversidade viral permanece desconhecida (ROHWER & EDWARDS, 2002;

WOMMACK et al., 2012).

O primeiro estudo de metagendmica viral foi realizado em 2002 por
Breibart e colaboradores em amostras de aguas marinhas. Diferentemente das
bactérias, os virus ndo apresentam um gene comum a todas as familias,
dificultando seu rastreamento por marcadores filogenéticos (ROHWER &
EDWARDS, 2002), o que requer outra abordagem de estudo. Duas principais
técnicas obtiveram destaque nos primeiros estudos de metagendmica viral:
linker amplified shotgun library (LASL) e amplificacdo por deslocamento
multiplo (MDA). Mais tarde, outros métodos foram desenvolvidos tais como
sequence-independent single primer amplification (SISPA), analise de diferenca
representacional (RDA) e PCR randomica (REYES & KIM, 1991; AMBROSE &
CLEWLEY, 2006; KARLSSON et al.,, 2013) e atualmente varios estudos
metagenb6micos sao conduzidos tanto para virus de genoma de DNA quanto

RNA.

Diversos tipos de amostras ja foram utilizados para estudos de
metagendmica viral. A caracteriza¢do do viroma, isto €, 0 componente viral do

microbioma, € uma linha de estudo bastante explorada, incluindo o viroma do
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trato gastrointestinal humano (MINOT et al, 2011). Amostras de solo
provenientes da Antartica e de arrozais ja foram utilizadas em estudos de
diversidade viral (KIM et al., 2008; SRINIVASIAH et al., 2013) e o viroma de
oceanos como o Pacifico e Indico também foi explorado (WILLIAMSON et al.,
2012; HURWITZ & SULLIVAN, 2013). Amostras de saliva e biofilmes também
ja foram utilizadas para pesquisas por bacteriofagos (SEDGHIZADEH et al.,
2013) e analises metagendmicas do viroma fecal de animais como gatos,
morcegos e suinos foram realizadas (DONALDSON, et al., 2010; SHAN et al.,
2011; ZHANG et al., 2014). Desta forma, surge um grande interesse em
caracterizar as populacdes virais de diferentes ambientes, contribuindo para
um melhor entendimento da dinamica entre microrganismos e outros seres

vivos, bem como para a identificacdo de novas espécies de virus.
2.4 Virus de DNA
2. 4.1 Anelovirus

Anelovirus séao virus nédo-envelopados, com cerca de 30 nm de
didametro, simetria icosaédrica. Pertencem a familia Anelloviridae, que possui
onze géneros reconhecidos. Seu genoma € de DNA circular de fita simples,
apresentando duas ORFs principais, ORF1 e ORF2, que se sobrepbem
parcialmente. Conforme a espécie, outras ORFs adicionais podem aparecer e 0
tamanho do genoma pode variar entre 2-4 kb (Figura 3). As diferentes espécies
de anelovirus apresentam alta variabilidade entre si, sendo que estudos

comparativos entre membros desta familia utilizam sequéncias completas da
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ORF1, que codifica proteinas do capsideo viral e envolvidas na replicacéo

(BIAGINI et al., 2011).

GC rich
region ,;;}

Anellovirus
(TTV) 3.8 Kb

FIGURA 3 - Representacdo do genoma circular dos anelovirus, utilizando o

Torque teno virus (TTV) como modelo. (Fonte: ViralZone, 2015)

O primeiro anelovirus foi descoberto em 1997 no Japdo, em um
paciente com hepatite poés-transfusional (NISHIZAWA et al., 1997). Desde
entdo, outros anelovirus ja foram isolados de humanos, outros primatas,
animais domeésticos e selvagens, incluindo pinipedes, tanto em amostras de
fezes quanto em outros tecidos (NG et al.,, 2009; OKAMOTO, 2009; van den
BRAND et al.,, 2012). Sua transmissdo da-se por via fecal-oral, transfuséo
sanguinea e vertical e, até 0 momento, seu papel como agente patogénico ndo

foi estabelecido (MARTINEZ-GUINO et al., 2009; OKAMOTO et al., 2009).).
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2. 4.2 Parvovirus

Parvovirus séo virus ndo-envelopados, com 18-26 nm de diametro e
de simetria icosaédrica. Pertencem a familia Parvoviridae que € dividida em
duas subfamilias: Parvovirinae, que infecta vertebrados, e Densovirinae, que
infecta invertebrados. Seu genoma é de DNA circular de fita simples, com
tamanho que varia entre 4 a 6 kb, e € dividido em dois cassetes de genes: o
gene NS, que codifica as proteinas envolvidas na replicagéo, e o gene VP, que
codifica as proteinas estruturais (Figura 4). A proteina NS1 possui dominios
conservados entre as espécies, sendo a proteina de escolha para andlises

filogenéticas (TIJSSEN et al., 2011, COTMORE et al., 2014).

Parvowvirinae. all genera
teravins, Brevidensovirus and some ninclassified parvovimses
L=ft ORF Right ORF

- =

— REP (NS) H CP (VP) —

FIGURA 4 - Representacdo do genoma de membros da subfamilia
Parvovirinae, ilustrando os dois cassetes de genes: NS e VP. (Fonte: TIJSSEN

et al., 2011)

A subfamilia Parvovirinae infecta uma gama de hospedeiros que
inclui aves, répteis e mamiferos, incluindo pinipedes, sendo isolados de fezes,
sangue e outros tecidos. A transmissdo pode ocorrer via fecal-oral, através de

secrecdes respiratorias e contato com sangue, e as manifestacdes clinicas das
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parvoviroses em diferentes espécies como caes e humanos sao variadas e vao
desde assintomaticas a leucopenias, miocardites, gastroenterites e
abortamentos (STEINEL et al.,, 2001; IKEDA et al.,, 2002; HOELZER &

PARRISH, 2010).
2.5 Virus de RNA
2.5.1 Picobirnavirus

Picobirnavirus sao virus n&o-envelopados, com 33-37 nm de
didmetro e de simetria icosaédrica. Pertencem a familia Picobirnaviridae, cujo
anico género é Picobirnavirus. Possuem genoma de RNA de fita dupla e
bisegmentado, com cerca de 4 kb. O primeiro segmento € o mais longo e
possui trés ORFs, enquanto o segundo segmento codifica a RNA-polimerase-
RNA-dependente (RpRd) (Figura 5). Os picobirnavirus sdo classificados em
dois genogrupos, Gl e Gll, baseado nas similaridades das sequéncias da RpRd

(DELMAS, 2011; GANESH et al., 2014).

Human picobirnavirus, PBV

Segment 1
48 165 828 2484

ORF1 ORF3
-|Q i ORE2 2525

157 829

Segment 2
58 1648
RdRg

FIGURA 5 — Representacdo do genoma dos picobirnavirus com seus dois
segmentos. (Fonte: DELMAS, 2011).
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O primeiro picobirnavirus reportado foi detectado em ratos no Brasil
(PEREIRA et al., 1988), sendo encontrado desde entdo em fezes humanas e
de outros animais, incluindo um picobirnavirus de otariideos encontrado em
ledes-marinhos (WOO et al., 2012; MALIK et al., 2014). Os picobirnavirus tém
transmissdo fecal-oral e ja foram detectados tanto em individuos
assintomaticos quanto em aqueles que apresentavam quadro diarréico, sendo
dificil estabelecer uma associacdo etiolégica como causadores de
gastroenterites. (BHATTACHARYA et al.,, 2007; GIORDANO et al., 2008;

MALIK et al., 2014; CARRUYO-NUNEZ et al., 2014).
2.5.2 Picornavirus

Os picornavirus sao virus nao-envelopados, com cerca de 30 nm de
diametro e de simetria icosaédrica. Pertencem a familia Picornaviridae que, até
0 momento, tem 29 géneros reconhecidos. Seu genoma é de RNA fita simples
e polaridade positiva, que pode variar de 7 a 8,8 kb, e codifica uma Unica
poliproteina. Esta poliproteina é dividida em trés regides funcionais: P1, que
codifica proteinas estruturais, e P2-P3 que codificam proteinas envolvidas na
replicacdo (Figura 6). E através da andlise destas regibes que os géneros e
espécies de picornavirus sao classificados (KNOWLES et al., 2011; ADAMS et

al., 2013).
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FIGURA 6 — Representacdo do genoma dos picornavirus, sua poliproteina e

peptideos virais gerados por clivagem proteolitica (Fonte: ViralZone, 2015).

2.5.2.1Sakobuvirus

Sakovirus € um novo género da familia Picornaviridae descoberto
em fezes de gatos em Portugal, cujo Unico representante é o Sakobuvirus
felino A. O genoma do Sakobuvirus felino A possui 7,8 kb e esta
filogeneticamente relacionado aos géneros Kobuvirus, Salivirus e Passerivirus
(NG et al.,, 2014). Os kobuvirus e salivirus ja foram associados a casos de
gastroenterites em humanos e suinos, enquanto 0s passerivirus foram
encontrados em swabs traqueias e cloacais de aves e sua patogenicidade é

desconhecida (SHAN et al., 2010, KHAMRIN, et al., 2014; NG et al., 2014).
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2.5.2.2 Virus da Hepatite A (HAV)

O HAV é o unico membro do género Hepatovirus. Seu genoma
possui 7,4 kb e h& apenas um sorotipo de HAV, que tem suas propriedades
antigénicas conservadas. O HAV é causador da hepatite A, de transmissao
fecal-oral e que se manifesta por infec¢cdes agudas cujos sintomas sao febre,
ictericia, fezes claras, dores abdominais e diarréia (KNOWLES et al., 2011). Os
humanos sdo o principal hospedeiro do HAV, embora este virus ja tenha sido

reportado em outros primatas (BALAYAN, 1992).

2.5.2.3 Virus da Encefalomielite Aviaria (AEV)

O AEV é o Unico representante do género Tremovirus e seu genoma
possui 7 kb. Dentro da familia Picornaviridae, o AEV € mais filogeneticamente
relacionado com o HAV, apresentando 39% de identidade de aminoéacidos,
comparado com cerca de 20% em relacdo aos demais géneros dessa familia.
Até o momento, apenas um sorotipo € conhecido. O AEV é causador da
encefalomielite aviaria e sua transmissdo da-se via fecal-oral e vertical

(KNOWLES et al., 2011; MARVIL et al., 1999).

2.5.3 Rotavirus

Os rotavirus sdo virus nao-envelopados, com diametro de 80 nm e
de simetria icosaédrica. Possuem genoma de RNA de fita dupla segmentado
(onze segmentos), de aproximadamente 18 kb (Figura 7), e estdo inseridos na
familia Reoviridae, género Rotavirus. Baseado em analises soroldgicas e da
sequéncia da proteina estrutural VP6, o género Rotavirus comporta sete

espécies, também denominado grupos, de A a G, e recentemente um novo
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grupo H foi proposto. Alem da VP6, a proteina VP1, correspondente a RNA

polimerase, também € utilizada para analises filogenéticas dentro do género e

da familia Reoviridae (ATTOUI et al., 2011; MATTHIIJNSSENS et al., 2012).
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FIGURA 7 — Representacdo dos onze segmentos do genoma dos rotavirus

(Fonte: ViralZone, 2015).

Os rotavirus foram detectados em fezes de aves e mamiferos,

incluindo pinipedes (CORIA-GALINDO et al.,, 2009; OTTO et al., 2012). Os

rotavirus tem transmisséao fecal-oral e podem causar gastroenterites. Entre os

grupos de rotavirus, o grupo A € 0 que mais acomete seres humanos e animais

domeésticos e é um dos principais agentes causadores de diarréia em criancas

de até cinco anos (CAPRIOLI et al, 1996; MIDTHUN & KAPIKIAN, 1996).

Outros grupos, tais como o rotavirus do grupo C, ja foram associados com
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surtos esporadicos de gastroenterites em humanos e outros animais como
suinos e bovinos (GABBAY et al., 1999; KIM et al., 1999; MAWATARI et al.,

2004; ESONA et al., 2008).

2.5.4 Sapovirus

Os sapovirus sao virus nao-envelopados, com diametro de 35-39 nm
e simetria icosaédrica da familia Caliciviridae e género Sapovirus. Seu genoma
€ de RNA fita simples de polaridade positiva e possui de 7,3 a 8,3 kb. O
genoma € organizado em trés ORFs, duas com fun¢bes conhecidas: a ORF1
codifica a poliproteina, que origina proteinas ndo-estruturais e a VP1; e a ORF2
codifica a VP2 (Figura 8). Até o presente, cinco genogrupos de Sapovirus
foram reconhecidos, baseados na analise das sequéncias do gene da VP1

(CLARKE et al., 2011).
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FIGURA 8 — Representacdo do genoma dos sapovirus. (Fonte: ViralZone,
2015)
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Os sapovirus foram primeiramente encontrados em um surto de
gastroenterite em criangas na cidade de Sapporo, Japao (CHIBA et al., 2000).
Desde entdo, os sapovirus foram detectados em fezes de humanos e outros
animais e ja foram detectados em pinipedes. Os sapovirus tém transmisséo
fecal-oral e ja foram associados a casos de diarréia (WANG et al., 2006; LI et

al., 2011a; Ll et al., 2011b; SOMA et al., 2015).

2.5.5 Hepevirus

Os hepevirus sédo virus ndo-envelopados, com 27-34 nm de diametro
e simetria icosaédrica, pertencentes a familia Hepeviridae. Seu genoma é de
RNA de fita simples e polaridade positiva, contendo entre 6,6 a 7,3 kb e trés
ORFs (Figura 9). As analises filogenéticas entre membros da familia
Hepeviridae sdo complicadas, dada a dificuldade de alinhamento de
sequéncias genbmicas de diferentes variantes. No entanto, sub-regides
conservadas da ORF1, tais como as que codificam a helicase, RpRd e metil-
transferase, podem ser utilizadas para distinguir diferentes géneros (SMITH et

al., 2014).

O virus da Hepatite E (HEV) € um conhecido agente da familia
Hepeviridae, pertencente ao género Hepevirus. O HEV infecta humanos e
também ja foi isolado de outros animais, tanto em amostras de fezes quanto de
outros tecidos. O HEV tem transmissdo fecal-oral e pode causar desde
infeccbes assintomaticas até hepatite aguda, podendo ser responsavel por

zoonoses (BIHL & NEGRO, 2010). Outros membros da familia Hepeviridae
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foram encontrados em aves e peixes (HAQSHENAS et al., 2001; MENG, 2010;

BATTS et al., 2011).
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FIGURA 9 — Representacdo do genoma do HEV. (Fonte: ViralZone,
2015)



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

As amostras utilizadas neste estudo foram de amostras de fezes de
lobos-marinhos encontrados mortos no litoral do Rio Grande do Sul
pertencentes as espécies A. australis e A. tropicalis. Estas amostras foram
coletadas e fornecidas pelo CECLIMAR (Centro de Estudos Costeiros,
Limnol6gicos e Marinhos), 6rgdo vinculado ao Instituto de Biociéncias da
UFRGS, e obtiveram autorizacdo para atividades com finalidade cientifica
concedida pelo Ministério do Meio Ambiente (numero da licenga SISBIO:

20185-4).

A coleta das amostras foi feita entre julho de 2012 a setembro de 2013.
O procedimento de coleta das amostras foi realizado diretamente do intestino
dos animais, seguindo técnicas asseépticas. Instrumentos estéreis (bisturi ou
tesoura) foram utilizados para realizar a abertura da porcédo final do intestino
grosso dos espécimes de lobos-marinhos e o conteudo fecal (40 mL) foi

coletado com o auxilio de uma espatula estéril e armazenado em frascos
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estéreis. Estes frascos foram mantidos sob refrigeracdo durante o transporte

até o laboratério, onde posteriormente foram congelados em freezer -80°C.

Os cadaveres dos espécimes utilizados neste estudo encontravam-
se em grau de decomposicdo 2 e 3 na escala estabelecida por Geraci &
Lounsbury (1993), o que correspondem a cadaveres frescos (grau 2) e em
estagio inicial de decomposi¢do porém com 6rgaos basicamente intactos (grau
3). No total foram processadas dez amostras de fezes, sendo cinco de A.
australis e cinco de A. tropicalis. Os locais de coleta e descricdbes dos
espécimes utilizados estdo contidos na Tabela 1 e podem ser visualizados nas

Figuras 10, 11 e 12.



TABELA 1 — Amostras utilizadas neste estudo
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Pool . Comprimento Massa Cc')d.igo de Geolocalizagdo
o Ne°. Espécie Sexo* | classificacdo | Data de coleta Local de coleta . :
ne. (cm) (kg) d o Latitude/Longitude
a carcassa
Lobo-marinho-sul-
1 G1529 americano 94.2 10.6 M 2 02/08/2012 Osorio, RS ?,gg;glzlzgi
(Arctocephalus australis) T
Lobo-marinho-sul-
1 | G1560 americano 92 9.5 M 2 09/08/2012 Cidreira, RS -30.165946/
. -50.197728
(Arctocephalus australis)
Lobo-marinho-sul-
1 G1574 americano 89.4 10.8 M 2 16/08/2012 Imbé, RS ggfgggfé
(Arctocephalus australis) )
Lobo-marinho-sul- ~
1 | G1604 americano 92 155 | M 2 31/08/2012 | Capdo daCanoa, -29.657469/
. RS -49.954338
(Arctocephalus australis)
Lobo-marinho-sul-
1 G1657 americano 88 12 M 2 11/09/2013 Imbé, RS 25%(‘1‘5;%/
(Arctocephalus australis) )
Lobo-marinho- x
2 | G1535 subantartico 91.9 8.4 M 2 02/08/2012 | Capdo da Canoa, -29.730323/
S RS -49.995557
(Arctocephalus tropicalis)
Lobo-marinho- =
2 | G1537 subantartico 90.6 9 M 2 02/08/2012 | ©APA© A Canoa, | 2900549
(Arctocephalus tropicalis) )
Lobo-marinho-
2 G1561 subantartico 91.9 8.8 M 2 09/08/2012 Cidreira, RS -30.174591/
L -50.200809
(Arctocephalus tropicalis)
Lobo-marinho-
> | 61577 subantartico 80.5 7.1 M 3 16/08/2012 Osorio, RS -29.917806/
L -50.091768
(Arctocephalus tropicalis)
Lobo-marinho-
2 G1640 subantartico 157.5 40.9 M 2 25/07/2013 Tramandai, RS 35%11‘;2573";/
(Arctocephalus tropicalis) )

Legenda: *Sexo: M (macho). **Cédigo de classificacdo de carcassa de acordo com Geraci & Lounsbury (1993): recentemente mortos (2);
em decomposi¢do, mas com 0rgdos basicamente intactos (3).
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FIGURA 10 - Mapa do trecho do litoral do Rio Grande do Sul com a localizacao
dos espécimes coletados para este estudo. Em vermelho, espécimes de A.

australis; em amarelo, espécimes de A. tropicalis.
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FIGURA 11 — Espécime de A. australis (G1537) no local de coleta. (Fonte:

CECLIMAR).

FIGURA 12 — Espécime de A.tropicalis (G1640) no local de coleta. (Fonte:

CECLIMAR).
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3.2 Processamento das amostras de fezes

As amostras de fezes coletadas foram processadas em pools de
cinco animais para cada espécie. Para cada pool, aproximadamente 2 g de
fezes por amostra foram adicionados a um tubo de 50 mL, no qual se
acrescentou beads de vidro (em torno de 5 mL) e completou-se o volume com
solugdo de Hank's 1x (1,261 mM CacCl,; 0,49 mM MgCl, . 6H,0; 0,406 mM
MgSO, . 7H,0; 5,33 mM KCI; 0,441 mM KH,POg4; 137,93 mM NacCl; 0,336 mM
Na,HPO, . 7H,0; 5,55 mM dextrose). Os tubos foram agitados por 4 minutos e
centrifugados a 2500 x g por 90 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido para
tubos de 1,5 mL e novamente centrifugado por 10 min a velocidade maxima. O
sobrenadante final foi filtrado em uma membrana de 0.45 ym com o auxilio de
uma seringa. As amostras foram armazenadas em freezer -80°C até futuro

processamento, realizado no dia seguinte.

3.3 Ultracentrifugagéo em colch&o de sacarose

Para a purificacdo e concentracdo das particulas virais, as amostras
foram submetidas a uma etapa de ultracentrifugacdo em colch&o de sacarose
25% (25 g em 100 mL de TNE — 50 mM Tris, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 8),
na qual foram ultracentrifugadas a 190000 x g (40000 rpm) por 4h a 4°C
(ultracentrifuga Sorvall ODT Combi, rotor AH-650). Os pellets foram
ressuspendidos em TE 1X e agitados vigorosamente. Ao volume final foi
adicionado cloroférmio em mesma proporcéo, que foi misturado por inverséo
durante 30 min. Os tubos foram centrifugados por 5 min a velocidade maxima e

0 sobrenadante foi aliguotado em novos tubos, desprezando-se a fase
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organica. O volume final foi completado com TE 1X para 500 pL e congelado

em freezer -80°C.

3.4 Tratamento com DNase e RNase e extracdo de &cid os

nucléicos

Uma aliquota de 500 pL de cada pool foi tratada com 20 U de RNase
(Invitrogen) e 100 U de DNase | (Roche) por 2h a 37°C para a eliminacao de
DNA e RNA exdgenos. As amostras foram posteriormente extraidas utilizando o
kit comercial PureLink® Viral RNA/DNA (Invitrogen) para a extracdo de DNA e
o kit comercial RNeasy® Mini Kit (Qiagen) para e extracdo de RNA, seguindo
instrucdes dos fabricantes. A partir da extracdo, as amostras de RNA e DNA
foram processadas separadamente, conforme descrito por Allander et al.

(2005), com pequenas modificacdes.

3.5 Processamento do RNA viral

A partir do RNA total extraido, foi realizada a sintese de cDNA por
transcricdo reversa, utilizando o iniciador K-randoms (GAC CAT CTA GCG
ACC TCC ACM NN MNM), descrito por Stang et al., 2005. A segunda fita de
cDNA foi sintetizada com o fragmento Klenow da DNA polimerase 1 de
Escherichia coli, utilizando o mesmo iniciador da reacédo anterior. A reacao foi
conduzida nas seguintes condi¢des: para a sintese de cDNA foram utilizados
10 pL de RNA total extraido, 3 pL iniciador K-randoms (20 uM) e 2 uL dNTP (10
mM) que foram incubados a 75°C por 5 min e seguidos de mais uma incubacéo
no gelo por 5 min. Em seguida, foram adicionados 2 pL de tampéo RT (10X), 1

puL DTT (0,2 M), 40 U RNaseOUT (Invitrogen) e 200 U da enzima
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transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen). Ap0s uma incubacgéo por 1h a 42°C
e 10 min a 90° C, foi adicionada 1 U da enzima Klenow (New England Biolabs),
seguido de uma incubacéao por 1h a 37°C e inativacdo da enzima a 75°C por 10

min.

3.6 Processamento do DNA viral

O processamento do DNA extraido ocorreu de forma similar ao do
RNA, sendo que, em vez da sintese de cDNA seguida da sintese da segunda
fita, a reacdo de Klenow foi realizada duas vezes utilizando o iniciador K-
randoms (GAC CAT CTA GCG ACC TCC ACM NN MNM). As condicdes das
reacoes foram: 5 pL de DNA extraido, 2 pL iniciador K-randoms (20 uM), 1 L
dNTP (10 mM), 2.5 pL de tampédo Klenow (10X) e 15,5 pL agua ultra-pura
foram incubados a 94°C por 2 min e colocados sobre o gelo em seguida. Foi
adicionado 1 U da enzima Klenow (New England Biolabs) e a reacao foi

incubada por 1h a 37°C e por fim inativada a 75° C por 10 min.

3.7 Amplificacdo independente de sequéncia por PCR

convencional e sequenciamento de alto desempenho

Apés a obtencdo de uma fita dupla de DNA com os iniciadores K-
randoms incorporados a partir das amostras de RNA e DNA, foi realizada a

PCR, em condi¢cbes adaptadas de Stang et al., 2005.

Brevemente, as reacdes ocorreram em um volume final de 50 pL,
contendo 5 puL de amostra, 0,8 uM do iniciadores K-s (GAC CAT CTA GCG
ACC TCC AC), 0.2 mM de cada dNTP, 1X de tampao PCR, 2,5 mM de MgCl,,

e 1 U de Taq DNA polimerase. As reacdes foram conduzidas nas seguintes



condicdes: 1 ciclo de 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturacéo a
95°C por 1 min, anelamento a 53°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min; e
extensao final a 72°C por 7 min. Os produtos de PCR foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose 1% e encaminhados para seqiienciamento de
alto desempenho. Duas plataformas de sequenciamento foram utilizadas: lon
Torrent (PGM) e MiSeq da lllumina, e a etapa de PCR foi repetida para cada
uma delas. O sequenciamento com o lon Torrent utilizou um chip lon 316 e foi
realizado pelo laboratério do Centro de Exceléncia em Pesquisa e Inovacao em
Petréleo, Recursos Minerais e Armazenamento de Carbono (CEPAC) da
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS). O
seguenciamento da lllumina utilizou o kit v2 (2x150 paired-end) e foi realizado
pelo Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF) em

Eldorado do Sul, RS.
3.8 Bioinformatica

Os reads gerados pelo lon Torrent foram trimados utilizando o
PRINSEQ (prinseq.sourceforge.net) e a qualidade das sequéncias foi analisada
com o] programa de computador FastQC
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/). Os reads trimados foram
montados de novo atraves do MetaVelvet! v1.2.01
(metavelvet.dna.bio.keio.ac.jp) com um k-mer de 51. Os reads provenientes da
lllumina tiveram seus iniciadores trimados pelo Geneious 8.1.3 e foram

montados de novo através do SPAdes? 3.5.0 (bioinf.spbau.ru/spades). Os

! As linhas de comando utilizadas para o montador MetaVelvet seguiram as instrucdes
disponiveis em: http://metavelvet.dna.bio.keio.ac.jp/MV.html.

2 As linhas de comando utilizadas para o montador SPAdes seguiram as instrucdes disponiveis
em: http://spades.bioinf.spbau.ru/release3.5.0/manual.html.
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contigs resultantes das montagens acima de 100 pb foram submetidos ao
BLASTX contra o banco de dados nao-redundante de proteinas do National
Center for Biotechnology Information (NCBI - www.ncbi.nlm.nih.gov) e também
contra o banco de dados de proteinas virais do NCBI. O valor de cut-off
escolhido para os E-values foi de 10°. Baseado nos menores valores de E-
value, os contigs foram classificados como virus de eucariotos, bacteriofagos,
bactérias, eucariotos e desconhecido. Os contigs atribuidos a virus de
eucariotos de cada plataforma de sequenciamento foram combinados para que

se obtivesse contigs finais maiores.

Os reads trimados de ambas as plataformas de sequenciamento
também foram submetidos ao servidor online Metavir (ROUX et al., 2014) para

a obtencao das curvas de rarefacao.
3.9 Analise filogenética

As sequéncias de nucleotideos ou traduzidas em aminoacidos
provenientes dos contigs de anelovirus, parvovirus, picornavirus,
picobirnavirus, rotavirus, sapovirus e hepevirus foram alinhadas com
sequéncias homologas do NCBI utilizando 0 MUSCLE
(www.drive5.com/muscle). As arvores filogenéticas foram construidas através
do MEGAG6 (http://www.megasoftware.net/). O método utilizado para a
montagem das arvores foi o de Neighbor-Joining (NJ) com bootstrap de 1000
réplicas, pelo modelo de p-distance e as gaps foram tratadas como pairwise

deletion.



4. RESULTADOS

As PCRs randdmicas resultaram em produtos de diferentes tamanhos e
concentracbes. As amostras de DNA amplificado utilizadas para o
sequenciamento de alto desempenho apresentaram concentracdo entre 3,1-

13,1 ng/pL.

4.1 Visao geral do viroma fecal em A. australis e A. tropicalis

Uma fracdo consideravel dos contigs >100pb gerados pela
montagem dos reads de ambas as espécies de lobos-marinhos ndo apresentou
similaridade significativa a nenhuma seqiéncia de aminoacidos até entédo
depositados no banco de dados do GenBank do NCBI. Na plataforma lon
Torrent, cerca de 70% dos contigs ndo apresentaram hits significativos nas
buscas com o BLASTx. Ja na plataforma Illumina, este nimero ndo passou de
35%. Quando os reads de ambas as plataformas foram combinados, a fragéo

de contigs desconhecidos alcancou os 65%.

A fracdo de contigs classificados como bactérias ficou em torno de

25% para a plataforma lon Torrent e em 60% para a Illumina, independente da
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espécie de lobo-marinho analisada. Combinadas, a fracdo bacteriana néo
ultrapassou os 30%. A porcao atribuida a eucariotos ndo ultrapassou 1% do
total, independente da espécie ou plataforma utilizada. Em relacdo ao
componente viral, os contigs representaram entre 4-5% do total em ambas as
plataformas de sequenciamento, independente da espécie de lobo-marinho

examinada.

De uma forma geral, quando uma mesma plataforma foi comparada
entre espécies distintas, as proporcdes de virus, bactérias, eucariotos e contigs
desconhecidos foram muito semelhantes. Quando plataformas distintas foram
comparadas entre si, a proporcao de bactérias e contigs desconhecidos foram
diferentes, mas as de virus e eucariotos foram semelhantes. Estes dados

podem ser mais bem visualizados na Figura 13.
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FIGURA 13 - Representacdo da classificacdo taxondmica dos contigs (>100
pb) baseada no melhor E-score do BLASTx contra o banco de dados né&o-

redundante de proteinas e de virus.
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Analisando apenas o componente viral e considerando os contigs
provenientes de ambas as plataformas somados, a maioria dos hits foi
classificada como bacteriéfagos (67 a 89% do total de hits atribuidos a virus
em A. tropicalis e A. australis, respectivamente). O lobo-marinho-subantartico
apresentou a maior proporcao de virus de eucariotos (95 hits, correspondendo
a 33% do total de contigs atribuidos a virus), enquanto o lobo-marinho-sul-
americano teve uma propor¢ao menor (53 hits, correspondendo a 11% do total
de contigs atribuidos a virus). Estas propor¢cées podem ser visualizadas na
Figura 14. As curvas de rarefacdo de cada viroma geradas pelo servidor

Metavir estao representadas na Figura 15.
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FIGURA 14- Classificacdo taxondmica do componente viral dos contigs (>100
pb) provenientes das plataformas lon Torrent e lllumina, baseada no melhor E-

score do BLASTx contra o banco de dados nao-redundante de proteinas e de

virus.
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FIGURA 15 - Curvas de rarefagdo geradas pelo servidor Metavir. Sequéncias
atribuidas a virus sdo comparadas entre si e as que apresentam similaridade
igual ou maior que 75% séo agrupadas em um cluster. Estes clusters (eixo y)
sdo comparados com o numero total de reads (eixo x). Um platd é atingido
quando todas as sequéncias presentes em uma amostra estiverem
representadas pelo seqienciamento. As curvas de regressao ndo-linear estao
representadas em preto, com seus respectivos coeficientes de determinacao
(R?. (a) A. australis — plataformas lon Torrent (azul) e lllumina (vermelho). (b)

A. tropicalis — plataformas lon Torrent (azul) e lllumina (vermelho).
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4.2 Viroma de lobo-marinho-sul-americano

O sequenciamento proveniente da plataforma lon Torrent gerou um
total de 475.511 reads com um comprimento médio de 191 pb, os quais foram
trimados a um nuamero final de 282.732 reads apods analise de qualidade pelo
PRINSEQ e FASTQC. A montagem dos reads trimados, realizada atraves do
MetaVelvet, resultou em 10.801 contigs (>100 pb). Os resultados do BLASTXx
revelaram seqiéncias com similaridade as seguintes familias de virus de
eucariotos: Parvoviridae (11 contigs), Anelloviridae (5), Picornaviridae (10),
Picobirnaviridae (5) e Nimaviridae (1). A média de tamanho dos contigs com

similaridade aos virus de eucariotos foi de 320 pb.

O sequenciamento proveniente da plataforma Illumina gerou um total
de 496.016 paired-end reads, com um comprimento médio de 149 pb. Estes
reads tiveram os iniciadores trimados pelo programa Geneious, e nenhum read
foi descartado apés a analise de scores de qualidade. A montagem realizada
pelo montador SPAdes resultou em 2.053 contigs (>100 pb). Os resultados do
BLASTX revelaram sequiéncias com similaridade as seguintes familias de virus
de eucariotos: Parvoviridae (3 contigs), Anelloviridae (3), Picornaviridae (5),
Picobirnaviridae (3) e Hepeviridae (1), e outros virus que infectam peixes,
pequenos invertebrados e insetos (7). A média de tamanho dos contigs com

similaridade aos virus de eucariotos foi de 416 pb.

4.3 Viroma de lobo-marinho-subantartico

O sequenciamento proveniente da plataforma lon Torrent gerou um

total de 784.917 reads com um comprimento médio de 184 pb, os quais foram
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trimados a um nuamero final de 288.611 reads apds analise de qualidade pelo
PRINSEQ e FASTQC. A montagem dos reads trimados pelo MetaVelvet
resultou em 6.690 contigs (>100 pb). Os resultados do BLASTx revelaram
sequéncias com similaridade as seguintes familias de virus de eucariotos:
Parvoviridae (24 contigs), Anelloviridae (2), Picornaviridae (19), Reoviridae
(13), Caliciviridae (18), virus de insetos (2) e um hit circovirus-like (1). A média

de tamanho dos contigs com similaridade aos virus de eucariotos foi de 280 pb.

O sequenciamento proveniente da plataforma Illumina gerou um total
de 1.253.988 paired-end reads, com um comprimento médio de 144 pb. Apoés a
trimagem dos iniciadores destes reads pelo programa Geneious, nenhum read
foi descartado pela analise de scores de qualidade. A montagem realizada pelo
montador SPAdes resultou em 628 contigs (>100 pb). Os resultados do
BLASTX revelaram sequéncias com similaridade as seguintes familias de virus
de eucariotos: Parvoviridae (9 contigs), Anelloviridae (1), Picornaviridae (3),
Caliciviridae (3) e Reoviridae (1). A média de tamanho dos contigs com

similaridade aos virus de eucariotos foi de 464 pb.

Os contigs finais, resultantes da combinagdo das sequéncias

consenso de ambas as plataformas, podem ser visualizados na tabela abaixo.



TABELA 2 — Descri¢do dos contigs

a) Lobo-marinho-sul-americano  (Arctocephalus australis)

Numero de acesso | Tamanho el i Descrigado do melhor hit LEMIEEES ElE E-
Contig ou Genoma Produto ¢ aminoacidos
(GenBank) (pb) o (BLASTX) value
Geénero (%)
. , ORF1 [Seal anellovirus 5]
58 KR261062 1292 Anelloviridae ssDNA putative ORF1 (KM262782) 35 5e-61
. , ORF1 [Seal anellovirus 5] )
59 KR261063 480 Anelloviridae ssDNA putative ORF1 (KM262782) 45 le-14
- . ORF1 [Torque teno sus
62 KR816222 1080 Anelloviridae ssDNA putative ORF1 virus 1a] (HM633252) 84 0.0
Parvoviridae : : VP2 [Tusavirus 1] )
53 KR261066 616 Parvovirinae ssDNA capsid protein (K1495710) 46 8e-46
Parvoviridae putative capsid capsid protein [Canine i
54 KR261067 334 Parvovirinae SSDNA protein parvovirus 2a](HM042734) 50 2e-29
Parvoviridae . NS1 [Solwezi bufavirus]
55 KR261068 460 Parvovirinae ssDNA putative NS1 (LC011438) 43 le-23
Parvoviridae putative capsid VP2 [Fox parvovirus] )
57 KR261070 237 Parvovirinae SSDNA protein (KC692368) 46 3e-11
Parvoviridae NS1 [Tusavirus 1]
63 KR816220 344 Parvovirinae ssDNA NS1 KJ495710) 82 le-65
FAdopenden | Gependen A
29 KR106194 217 Picobirnavirus dsRNA RNA polymers . 52 3e-13
picobirnavirus]
polymerase (AB517735)
R depercent | R ERendenL A
30 KR106195 968 Picobirnavirus dsRNA RNA polymerase 71
picobirnavirus] 169
polymerase (KC692366)
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RNA-dependent

putative RNA-dependent
RNA polymerase

31 KR106196 240 Picobirnavirus dsRNA RNA [Dromedary 77 3e-34
polymerase picobirnavirus]
(KM573806)
hypothetical protein
33 KR106198 293 Picobirnavirus dsRNA capsid protein [Human picobirnavirus] 35 le-08
(GU968923)
putative RNA-dependent
RNA-dependent RNA polymerase
64 KR816216 330 Picobirnavirus dsRNA RNA [Dromedary 82 3e-61
polymerase picobirnavirus]
(KM573806)
. - , polyprotein [Hepatitis A
34 KR106199 561 Picornaviridae + SSRNA polyprotein virus] (FJ360731) 36 3e-15
: . , capsid protein [Hepatitis A
35 KR106200 707 Picornaviridae + ssRNA polyprotein virus] (AF365952) 37 le-39
putative 3C [Avian
36 KR106201 519 Picornaviridae + ssRNA polyprotein encephalomyelitis virus] 39 2e-26
(NP 653151)
polyprotein [Bat
37 KR106202 285 Picornaviridae + SSRNA polyprotein picornavirus] (KJ641684) 38 5e-12
1B VP2 mature peptide
65 KR816213 466 Picornaviridae + SSRNA polyprotein [Hepatitis A virus] 52 2e-50
(NP _041008)
hypothetical protein [Avian
67 KR816215 318 Picornaviridae + ssRNA polyprotein encephalomyelitis virus] 32 2e-09
(AJ006950)
nonstructural protein
73 KR827461 661 Hepevirus-like + ssRNA polyprotein [Hepatitis E virus] 27 4e-07

(JQ026407)
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b) Lobo-marinho-subantértico

(Arctocephalus tropicalis)

Familia/Subfamilia

Identidade de

. Numero de acesso | Tamanho Descri¢cao do melhor hit NP E-
Contig (GenBank) (o) ou Genoma Produto (BLASTY) aminoéacidos value
Género (%)
ORF2 [Torque teno
52 KR261065 347 Anelloviridae ssDNA putative ORF2 zalophus virus 1] 78 5e-18
(NC_012126)
- putative ORF2 ORF1 [Torque teno sus )
72 KR816223 467 Anelloviridae ssDNA and ORF1 virus 1a] (HM633252) 88 4e-39
Parvoviridae : : VP2 [Tusavirus 1]
40 KR261071 1519 Parvovirinae ssDNA capsid protein (KJ495710) 39 le-85
Parvoviridae NS1 [Miniopterus Te-
41 KR261072 1648 Parvovirinae ssDNA NS1 schreibersii parvovirus] 57 131
(KC154061)
Parvoviridae nonstructural protein NS1
42 KR261073 628 Parvovirinae ssDNA NS1 [Tumor virus X] 44 2e-43
(KJ631100)
Parvoviridae NS1 [Turkey parvovirus
43 KR261074 565 Parvovirinae ssDNA NS1 TP1-2012/HUN] 36 2e-13
(KF925531)
Parvoviridae : . putative VP1 [Tusavirus 1] )
44 KR261075 612 Parvovirinae ssDNA capsid protein (KJ495710) 39 2e-18
Parvoviridae VP protein [Canine
46 KR261077 349 Parvovirinae ssDNA VP1 parvovirus](KM235293) 55 2e-26
non-structural protein 1
47 KR261078 957 Parvoviridae sSDNA NS1 [Chipmunk parvovirus] 37 16-26

Parvovirinae

(U86868)
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Parvoviridae

capsid protein [Canine

48 KR261079 301 Parvovirinae ssDNA capsid protein | parvovirus 2b] (JQ730016) 53 6e-25
Parvoviridae : . putative VP1 [Tusavirus 1] )
68 KR816217 438 Parvovirinae SsDNA capsid protein (K3495710) 42 le-18
Parvoviridae capsid protein VP2
69 KR816218 322 Parvovirinae ssDNA capsid protein [Mpulungu bufavirus] 36 le-07
(NC_026815)
Parvoviridae NS1 [M!_niopteru_s
70 KR816221 319 Parvovirinae ssDNA NS1 schreibersii parvovirus] 41 le-14
(KC154061)
AEV polyprotein [Avian
61 KR337994 438 Picornaviridae + ssRNA polyprotein encephalomyelitis virus] 34 4e-15
(NC_003990)
. . polyprotein [Feline i
12 KR072975 1271 Pécaolggsx\l/riliie + ssRNA polyprotein sakobuvirus A] 58 f§6
(NC_022802)
Picornaviridae polyprotein [Kobuvirus
13 KR072976 477 Sakobuvirus + ssRNA polyprotein SZAL6-KoV/2011/HUN] 52 4e-12
(KJ934637)
Picornaviridae polyprotein [Feline
14 KRO72977 289 Sakobuvirus + SSRNA polyprotein sakobuvirus A] 66 3e-22
(NC _022802)
Picornaviridae , VP3 [Feline sakobuvirus
15 KR072978 273 SakobuUVirus + ssRNA polyprotein A] (YP 008802588) 66 le-34
Picornaviridae , VP1 [Feline sakobuvirus
16 KR072979 227 Sakobuvirus + ssRNA polyprotein Al (YP_008802588) 59 2e-12
Picornaviridae : 2C [Feline sakobuvirus A|
18 KR072981 466 SakobuVirus + ssRNA polyprotein (YP_008802588) 59 3e-58
Picornaviridae , 3D [Feline sakobuvirus A] 3e-
20 KR072982 767 Sakobuvirus + ssRNA polyprotein (YP_008802588) 65 117
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Picornaviridae

3D [Feline sakobuvirus A]

22 KR072984 430 Sakobuvirus + SSRNA polyprotein (YP_008802588) 73 le-67
Reoviridae nonstr_uctural p_rotein 2
23 KR072985 469 Rotavirus dsRNA NSP2 [Bovine rotavirus C] 69 3e-66
(AB874653)
nonstructural protein 3
24 KR072986 412 Reovindae dsRNA NSP3 [Bovine rotavirus C] 45 6e-33
otavirus (AB874654)
Reoviridae VP1 [Bovine rotavirus C] 2e-
25 KR072987 928 Rotavirus dsRNA VP1 (AB738412) 69 137
Reoviridae VP3 [Human rotavirus C]
26 KR072988 442 Rotavirus dsRNA VP3 (HQ185645) 51 5e-41
Reoviridae viral protein 3 [Bovine
21 KR072989 357 Rotavirus dsRNA vP3 rotavirus C] (AB874621) 65 6e-46
Reoviridae outer capsid pro_tein VP7
28 KR072990 360 Rotavirus dsRNA VP7 [Human rotavirus C] 59 9e-42
(JQ177070)
Caliciviridae _ polyp_rotein [Ca_lifornia sea
01 KR072991 209 Sapovirus + ssRNA polyprotein lion sapovirus 1] 96 2e-36
(JN420370)
Caliciviridae _ polyp_rotein [Ca_lifornia sea
02 KR072992 2932 Sapovirus + ssRNA polyprotein lion sapovirus 1] 98 0.0
(JN420370)
Caliciviridae polyprotein [California sea
06 KR072994 1400 Sapovirus + sSRNA polyprotein lion sapovirus 1] 98 0.0
(JN420370)
L . polyprotein [California sea
07 KR072995 2408 céggngZf + sSRNA poWPGﬁg”a”d lion sapovirus 1] 96 0.0

(JN420370)
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4.4 Anelovirus

Sequéncias de genomas de anelovirus foram encontradas em fezes
de ambas as espécies de lobos-marinhos. Algumas sequiéncias provenientes
da espécie A. australis apresentaram alta similaridade ao anelovirus de foca
tipo 5. O percentual de identidade de aminoacidos entre o contig 58
(KR261062) e o anelovirus de foca tipo 5 foi de 35%, cobrindo 67% da regido
codificada pela ORF1 e com identidade nucleotidica (pairwise identity) de
41,1%. Outra sequéncia (contig 52 — KR261065), desta vez proveniente da
espécie A. tropicalis, apresentou maior similaridade ao Torque teno zalophus
virus, com idendidade de aminoacidos de 78% e cobertura de 69% da regido
codificada pela ORF2. Ambas as espécies de lobos-marinhos também
apresentaram sequéncias com maior similaridade ao anelovirus de suinos, o
Torque teno sus virus la. O contig 62 (KR816222) apresentou identidade de
aminoacidos de 84%, cobrindo 56% da regido codificada pela ORF1 do Torque

teno sus virus 1a, e com identidade nucleotidica (pairwise identity) de 73,8%.

As analises filogenéticas de sequéncias parciais de regides
codificadas pela ORF1 de anelovirus obtidas da espécie A. australis mostraram
os diferentes anelovirus agrupados em clusters distintos: um mais proximo dos
anelovirus de foca, enquanto o outro € posicionado junto aos anelovirus de

suinos (Figura 16).
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100 Seal anellovirus 4 (NC 026138)
81 Seal anellovirus 5 (KM262782)
B Fur seal anellovirus (KR261062)

Pine marten torque teno virus 1 (JN704611)

Torque teno canis virus (GU951508)

100

Torque teno canis virus (NC 014071)
Torque teno sus virus k2b (JQ406844)

100 ——— Porcine torque teno virus 2 (GU376737)
100 L—— Torque teno sus virus 1b (HM633227)
Rodent torque teno virus 1 (KJ194623)

100 L——— Rodent torque teno virus 1 (KJ194624)
Porcine torque teno virus 1 (JX173482)

100 — Torque teno sus virus (GU450331)

100 L Torque teno sus virus 1b (NC 027059)
100 — [ Furseal anellovirus (KR816222)

100 [ Torque teno sus virus 1a (HM633242)
100 L Torque teno sus virus 1a (HM633252)

Human torque teno virus (AB054648)

Simian torque teno virus 32 (NC 026664)
Simian torque teno virus (KP296806)

100 Human torque teno virus (KP036971)

0,1

FIGURA 16 - Arvore filogenética construida por NJ utilizando 21 seqiiéncias
parciais preditas de aminoacidos (233 aa) da ORF1 de anelovirus. Os torque
teno virus humano e simio foram usados como grupos externos. As
sequéncias referentes a este estudo estdo marcadas com quadrados pretos e

0S numeros de acesso ao GenBank estdo entre parénteses.
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Sequéncias de parvovirus foram detectadas em fezes das duas

espécies de lobos-marinhos. Todos os contigs tiveram similaridade com

parvovirus de mamiferos, membros da subfamilia Parvovirinae, com identidade

de aminoacidos da proteina NS1 que varia entre 36-82%. A analise filogenética

com base nas sequéncias dessa proteina, conservada entre 0S parvovirus,

posicionou os parvovirus de lobos-marinhos entre representantes do género

Protoparvovirus, ficando filogeneticamente distantes de outros parvovirus ja

isolados em pinipedes (Figura 17).

100

98

100 ’ Minute virus of mice (DQ196317)
73 Mouse parvovirus (NC011618)

Tumorvirus X (KJ631100)

69

47

| Porcine parvovirus (EU790642)
100 I Porcine parvovirus (JN400519)

| Canine parvovirus (KP749872)
100 I Canine parvovirus 2¢c (KM457121)

Tusavirus 1 (KJ495710)

100

B Furseal parvovirus (KR261072)

100

100

Mpulungu bufavirus (NC 026815)
Miniopterus schreibersii parvovirus (KC154061)

Myotis ricketti parvovirus (KC154060)

100

Gray fox amdovirus (JN202450)

98

Aleutian mink disease virus (KM494943)

Raccoon dog amdovirus (KJ396348)

100

California sea lion sesavirus (NC 026251)

0.05

Seal parvovirus (KF373759)

Protoparvovirus

Amdoparvovirus
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FIGURA 17 - Arvore filogenética construida por NJ utilizando 17 seqiiéncias
parciais preditas de aminoacidos (261 aa) da NS1 de parvovirus. Parvovirus de
foca e sesavirus de lobos-marinhos da Califérnia foram usados como grupos
externos. As sequéncias referentes a este estudo estdo marcadas com
quadrados pretos e 0s numeros de acesso ao GenBank estdo entre

parénteses.

4.6 Picobirnavirus

Sequéncias de picobirnavirus foram detectadas em fezes da espécie
A. australis, apresentando maior similaridade com membros dos genogrupo I.
Andlises filogenéticas do gene RpRd (743 pb foram usados na andlise, cerca
de 44% do gene) corroboraram a classificacdo no genogrupo | (Figura 18), com

uma identidade nucleotidica que varia de 60-68% entre outros virus do mesmo

grupo.
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100 Dromedary picobirnavirus (KM573802)
69 Dromedary picobirnavirus (KM573807)
70 Human picobirnavirus (AB517736)
Human picobirnavirus (AB517739)
27 Otarine picobirnavirus (JQ776552)
Porcine picobirnavirus (KJ650569)

91

08 Dromedary picobirnavirus (KM573806)
| 92 Human picobirnavirus (AF246939)

GI

100 Human picobirnavirus (GU968924)
Human picobirnavirus (AB517734)

—1 32 Human picobirnavirus (AB186898)
15 Fox picobirnavirus (KC692366)

— 38 B Furseal picobirnavirus (KR106195)
Turkey picobirnavirus (KJ495690)

Microtus picobirnavirus (JF755420)
Bovine picobirnavirus (GQ221268)
Human picobirnavirus Gll (AF246940)

0.05

FIGURA 18 - Arvore filogenética construida por NJ utilizando 17 seqiiéncias
parciais de nucleotideos (743 pb) do gene RpRd de picobirnavirus.
Picobirnavirus humano do genogrupo Il foi usado como grupo externo. As
seqgUéncias referentes a este estudo estdo marcadas com quadrados pretos e

0s numeros de acesso ao GenBank estédo entre parénteses.

4.7 Picornavirus

Sequéncias de picornavirus mais proximas ao HAV e AEV foram

detectadas em fezes das duas espécies de lobos-marinhos examinadas, com
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uma identidade de aminoacidos

entre 32-39% a ambos 0s géneros,

Hepatovirus e Tremovirus, que sao filogeneticamente proximos. Uma das

seqgUéncias obtidas (contig 65 — KR816213) apresentou 52% de identidade de

aminoacidos com a proteina VP2 de HAV. Anadlises filogenéticas foram

realizadas com sequéncias parciais

das regides P1 e P3 da poliproteina de

picornavirus. A analise da regido P1 mostrou o picornavirus de lobo-marinho

formando um grupo monofilético co

m 0S géneros Hepatovirus e Tremovirus,

porém em um ramo separado (Figura 19). As analises da regido P3 resultaram

em uma arvore similar (Figura 20).

68
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100

Hepatitis A virus (EU849136)
Hepatitis A virus (AB300206)
Hepatitis A virus (KF006847)
Hepatitis A virus (KF006841)
Hepatitis A virus (AF365952)
Hepatitis A virus (AB618529)

Hepatovirus

Hepatitis A virus (NP 041008)

99

100 L— Avian encephalomyelitis virus (AY225320)

— Avian encephalomyelitis virus (NP 653151)

- Hepatitis A virus (AF394945)
:| Tremovirus

M Fur seal picornavirus (KR106200)

Seal aquamavirus A1 (YP 001497152) ] Aquamavirus

0.1

Porcine kobuvirus (AB624493)

FIGURA 19 - Arvore filogenética construida por NJ utilizando 13 seqiiéncias

parciais preditas de aminoacidos (219 aa) da regido P1 da poliproteina de

picornavirus. Kobuvirus suino foi usado como grupo externo. As sequéncias
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referentes a este estudo estdo marcadas com quadrados pretos e 0s nUmeros

de acesso ao GenBank estdo entre parénteses.

|— Hepatitis A virus (NP 041008)
10

66

Hepatitis A virus (AY644671)

Hepatitis A virus (AB258605) Hepatovirus

9 Hepatitis A virus (AJ299464)
Hepatitis A virus (Q9DWR1)

Avian encephalomyelitis virus (NP 653151)
73] Avian encephalomyelitis virus (NC 003990)
> Avian encephalomyelitis virus (Q6R325)

pyos Avian encephalomyelitis virus (Q6WQ42)

— Avian encephalomyelitis virus (KF979338)
M Fur seal picornavirus (KR106201)

Human cosavirus (FJ442995)

——o

0.05

FIGURA 20 - Arvore filogenética construida por NJ utilizando 12 seqiiéncias
parciais preditas de aminoacidos (122 aa) da regido P3 da poliproteina de
picornavirus. Cosavirus humano foi usado como grupo externo. As sequéncias
referentes a este estudo estdo marcadas com quadrados pretos e 0s numeros

de acesso ao GenBank estdo entre parénteses.

Outro picornavirus, distinto do que apresenta similaridade com HAV
e AEV, foi identificado apenas na espécie A. tropicalis. Com excecado de uma
sequéncia (contig 13 — KR072976), que possui maior similaridade a um

kobuvirus, todos os demais contigs apresentam maior identidade de

Tremovirus
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aminoacidos com o Sakobuvirus felino A (género Sakobuvirus), variando entre

58-73% e cobrindo 59% de toda poliproteina. Andlises filogenéticas foram

realizadas com sequéncias parciais das regides P2 (Figura 21) e P3 (Figura 22)

e revelaram o picornavirus de A. tropicalis no mesmo cluster que o Sakobuvirus

Bovine kobuvirus (NC 004421)
Sheep kobuvirus (GU245693)

Ferretkobuvirus (KF006987)

r Porcine kobuvirus (AB624500)
Kobuvirus

100 L Aichi virus C (AB904932)

Aichivirus 1 (DQ028632)
Feline kobuvirus (KJ958930)
Canine kobuvirus 1 (KM068051)
Feline sakobuvirus A (NC 022802)

B Fur seal sakobuvirus (KR072975)

0.05

felino A.
98
100
100
100
100
100
100
—

Sicinivirus 1 (NC 023861)

:| Sakobuvirus

FIGURA 21 - Arvore filogenética construida por NJ utilizando 11 seqiiéncias

parciais preditas de aminoacidos (409 aa) da regido P2 da poliproteina de

picornavirus. Sinicivirus 1 foi usado como grupo externo. As sequéncias

referentes a este estudo estdo marcadas com quadrados pretos e 0s numeros

de acesso ao GenBank estdo entre parénteses.
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59 - Porcine kobuvirus (KP202708)

69 Porcine kobuvirus (YP 002456506)
100 L porcine kobuvirus (KF597279)

Porcine kobuvirus (KF494342)
Caprine kobuvirus (YP 009000902)
Bovine kobuvirus (NP 740257)
100 [— Aichi virus 1 (NP 047200)
L Aichi virus 1 (GQ927704)

Feline kobuvirus (KJ958930)

75

100

Kobuvirus

100

100

100 Canine kobuvirus 1 (KC161964)
Feline sakobuvirus A (YP 008802588)
90 M Fur seal sakobuvirus (KR072982)

Callifornia sea lion sapelovirus 2 (JN420367)

:| Sakobuvirus

0.05

FIGURA 22 - Arvore filogenética construida por NJ utilizando 13 seqiiéncias
parciais preditas de aminoacidos (255 aa) da regido 3D da poliproteina de
picornavirus. Sapelovirus de lobo-marinho da California tipo 2 foi usado como
grupo externo. As seqiéncias referentes a este estudo estdo marcadas com
quadrados pretos e 0s numeros de acesso ao GenBank estdo entre

parénteses.

4.8 Rotavirus

Sequéncias de rotavirus foram detectadas em fezes da espécie A.
tropicalis, apresentando identidade de aminoacidos entre 45-69% a proteinas
do rotavirus do grupo C. Analises filogenéticas foram feitas com sequéncias

parciais com cobertura de 30% da proteina VP1, usada para analises do
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género Rotavirus, e mostraram maior proximidade com membros do grupo C

do que os demais grupos (Figura 23).

g7 | Human rotavirus (HQ185632)
100 { Humanrotavirus (HQ896710)
- Human rotavirus (NC 007547)
49— Humanrotavirus (KP776591)
Porcine rotavirus (P26190)
Bovine rotavirus (AB874610)
100 00| r Bovinerotavirus (AB738412)
90 L Bovinerotavirus (AB738405)
B Fur seal rotavirus (KR072987)
go - Humanrotavirus (KJ751801) ]

99

Group C

100

92 [L Human rotavirus (KJ721728)
100 Bovine rotavirus (AB573079)  [Group A

100 L Ratrotavirus (KJ879448)
| | Murine rotavirus (HQ540509)
o1 Chicken rotavirus (NC 021625)  ]GroupF
79 Chicken rotavirus (NC 014511) ] GroupD
Rotavirus strain J19 (DQ113897) ] GroupH
100 Avianrotavirus (KJ752084) ] GroupG
7] Porcine rotavirus (KR052714) ] GroupB

0.1

FIGURA 23 - Arvore filogenética construida por NJ utilizando 19 seqiiéncias
parciais preditas de aminoacidos (307 aa) da VP1 de rotavirus. Sequéncias
dos grupos B, G e H foram usadas como grupos externos. As sequéncias
referentes a este estudo estdo marcadas com quadrados pretos e 0s nUmeros

de acesso ao GenBank estdo entre parénteses.
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4.9 Sapovirus

Sequéncias de sapovirus foram detectadas em fezes da espécie A.
tropicalis. Os contigs apresentam 98% de identidade nucleotidica com o
sapovirus de ledo-marinho da Califérnia tipo 1 e cobrem 90% do genoma.
Andlises filogenéticas foram realizadas com o gene completo da VP1 (Figura

24) e quase completo da VP2 (Figura 25).

100 California sea lion sapovirus 1 (JN420370)
100 L W Furseal sapovirus (KR072995)
Human calicivirus (AY289803) ]GV

72 Human sapovirus (U65427) ]Gl

Rodent sapovirus 2 (KJ950882) :|GII

99 Human sapovirus (AB622441)

89

Dogsapovirus (JN387134)
Swine sapovirus (AY826426) | GIII

Human norovirus GI (KF039737)

0.05

FIGURA 24 - Arvore filogenética construida por NJ utilizando nove seqiiéncias
de nucleotideos do gene completo da VP1 de calicivirus. Norovirus humano foi
usado como grupo externo. As sequéncias referentes a este estudo estdo
marcadas com quadrados pretos e 0s numeros de acesso ao GenBank estao

entre parénteses.
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100 — California sea lion sapovirus 1 (JN420370)

96

— M Fur seal sapovirus (KR072995)

Human sapovirus (AB924385)
Qv
100 ——— Human sapovirus (AY289803)
Human sapovirus (AF435814) ] GIV

96

Human sapovirus (U65427) ] GI

Human sapovirus (AB622441) ]GII

Swine sapovirus (AY826426) ]GIII

Human norovirus Gl (KF039737)

0.05

FIGURA 25 - Arvore filogenética construida por NJ utilizando nove seqiiéncias

de nucleotideos do gene quase completo (489 pb) da VP2 de calicivirus.

Norovirus humano foi usado como grupo externo. As sequéncias referentes a

este estudo estdo marcadas com quadrados pretos e 0s numeros de acesso

ao GenBank estdo entre parénteses.

4.10 Hepevirus

Uma sequéncia de 661 pb (contig 73 — KR827461) com uma baixa

identidade de aminoacidos (27%) a poliproteina de hepevirus foi encontrada

em fezes da espécie A. australis. Analises filogenéticas de sequéncias parciais

da poliproteina de hepevirus e hepevirus-like foram realizadas (Figura 26).
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51 Hepatitis E virus (JQ026407)
37 {_Swine hepatitis E virus (EU723513)
- Swine hepatitis E virus (FJ998015)
Hepatitis E virus (KF922359)
- Hepatitis E virus (JQ953666)
- Hepatitis E virus (HM055578)
3L Hepatitis E virus (FJ956757)
— Hepatitis E virus (AB221502)
Avian hepatitis E virus (GU954430)
98 Bathepevirus (KJ562187)
| Cutthroat trout virus (YP 004464917)
100 | Cutthroat trout virus (NC 015521)
B Fur seal Hepatitis E virus-like (KR827461)
Hepelivirus (JQ898340)
82 Fesavirus 2 (KM017737)

44

1o

100

Hepeviridae

91
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FIGURA 26 - Arvore filogenética construida por NJ utilizando 15 seqiiéncias
parciais preditas de aminoacidos (182 aa) da poliproteina de hepevirus.
Hepelivirus e fesavirus 2 foram usados como grupos externos. As sequéncias
referentes a este estudo estdo marcadas com quadrados pretos e 0s numeros

de acesso ao GenBank estdo entre parénteses.



5. DISCUSSAO

O uso de duas plataformas de sequienciamento, lon Torrent e
lllumina, para obtencdo de seqiéncias virais em amostras fecais de lobos-
marinhos que ocorrem na costa do Rio Grande do Sul mostrou que a fracao do
componente viral detectada nas duas espécies foi semelhante, independente
da técnica de sequenciamento utilizada. O uso das duas diferentes plataformas
de sequenciamento permitiu ndo somente a confirmacdo dos resultados
obtidos separadamente, como também possibilitou uma maior cobertura dos
genomas, resultando em contigs finais maiores. As sequencias de familias
virais detectadas por uma plataforma foram, com raras excec¢des, também

detectadas pela outra, corroborando sua presenca nas amostras analisadas.

Neste estudo, dois programas de montagem foram utilizados:
MetaVelvet e SPAdes. MetaVelvet € um montador conservador que garante
uma boa qualidade de seus contigs, e para atingir tal qualidade costuma usar
uma pequena percentagem dos reads (VAZQUEZ-CASTELLANOS et al.,
2014), e foi o montador de escolha para os reads provenientes do lon Torrent.
Ja SPAdes é um montador que possui a vantagem de testar multiplos k-mers

na mesma montagem, resultando em um arquivo final com os contigs gerados.
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SPAdes foi originalmente projetado para a plataforma lllumina e resultados
melhores sdo obtidos quando se obtém reads de alta qualidade (BANKEVICH
et al., 2012). O programa SPAdes foi o de escolha para a montagem dos reads
da plataforma lllumina pois possuem, em meédia, qualidade superior quando
comparados aos da lon Torrent - o que também foi constatado neste estudo
(Phred quality score dos reads: lon Torrent 62,4% Q30, lllumina 98% Q30). De
uma forma geral, a montagem do Metavelvet dos reads do lon Torrent resultou
em contigs mais curtos, porém em maior nimero em relacdo a montagem dos

reads do lllumina pelo SPAdes.

As curvas de rarefacdo geradas pelo servidor Metavir mostram que
nenhum dos seqlienciamentos atingiu o platd, ou seja, nem todas as espécies
presentes nas amostras processadas foram seqlenciadas. No entanto, €
possivel observar que o seqiienciamento da plataforma lllumina gerou uma
curva com coeficiente angular menor em relacdo a plataforma lon Torrent. Ou
seja, o sequenciamento Illumina ficou mais préximo de um platé, indicando
uma cobertura maior dos reads sequenciados quando comparado a plataforma
lon Torrent. Todavia, quando o numero de diferentes clusters de seqiéncias €
observado, nota-se que a plataforma lon Torrent foi capaz de sequenciar uma
maior diversidade de seqiiéncias quando comparado a plataforma Illumina.
Sendo assim, observa-se que o0 sequenciamento lllumina resultou em uma
menor diversidade de seqliéncias, porém proporcionou uma maior cobertura
dos reads sequenciados. Ja a plataforma lon Torrent apresentou menor
cobertura de reads, mas resultou em uma maior diversidade de sequéncias.

Isso, de fato, p6de ser observado quando os contigs provenientes de cada



plataforma foram analisados separadamente. De uma forma geral, a plataforma
lon Torrent resultou em diversos contigs que cobriram diferentes partes do
genoma de cada espécie de virus, porém com menor cobertura, enquanto os
contigs provenientes da plataforma lllumina tiveram maior cobertura, mas
concentraram-se a apenas uma ou poucas regides do genoma de cada espécie

de virus.

5.1 Virus encontrados

Os resultados aqui expostos mostram que, entre as sequéncias
obtidas a partir das amostras de fezes de ambas as espécies de lobos-
marinhos, foram detectadas sequéncias correspondentes a virus entéricos,
muitos deles conhecidos por causar doencas em mamiferos. A fracdo do
componente viral detectada nas duas espécies foi semelhante, independente
da técnica de seqienciamento utilizada. Estas fracdes foram semelhantes as
encontradas em outros estudos sobre o viroma fecal de morcegos e
dromedarios (WU et al., 2012; HE et al., 2013; WOO et al. 2014). Além disso, a
baixa similaridade de alguns contigs aos virus conhecidos até o presente pode

representar a descoberta de novos virus.

Sequéncias de anelovirus foram detectadas em ambas as espécies
de lobos-marinhos, com similaridade a anelovirus de outros pinipedes e de
suinos. Dada a grande variabilidade entre as diferentes espécies de anelovirus,
recomenda-se que as analises filogenéticas sejam feitas com sequéncias
completas da ORF1 (BIAGINI et al., 2011). Com base na anélise da ORF1, os

critérios para classificacdo taxonémica dos anelovirus seguem os valores de
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cut-off de >56% e >35% de divergéncia entre sequéncias para género e
espécie, respectivamente (BIAGINI et al., 2011). Com base na identidade
obtida pelo alinhamento aos pares das sequéncias aqui encontradas, um dos
contigs apresentou maior similaridade ao anelovirus de foca previamente
descrito (BODEWES et al., 2015). Entretanto, houve cerca de 60% de
divergéncia entre essas sequéncias, 0 que sugere que 0 virus encontrado no
presente trabalho faca parte de um novo género de anelovirus. Ja o contig com
maior similaridade ao anelovirus suino apresentou uma divergéncia de 26%,
indicando que o virus aqui encontrado pertence ao mesmo género do Torque
teno sus virus la, lotatorquevirus. Anelovirus ja foram detectados em lebes-
marinhos e focas, e acredita-se que sua circulacdo seja freqlente entre
pinipedes, sendo inclusive relacionados a eventos de mortalidade nestas
populacdes (NG et al., 2009; LI et al., 2011a; NG et al., 2011; FAHSBENDER et

al., 2015).

Sequéncias de parvovirus foram detectadas nas duas espécies de
lobos-marinhos, com similaridades a diferentes membros da subfamilia
Parvovirinae. De acordo com os critérios de demarcacdo dos parvovirus,
representantes do mesmo género devem compartilhar uma identidade de
aminoacidos minima de 30% de sequéncias preditas do gene da NS1
(COTMORE et al., 2014). Todas as sequéncias deste estudo apresentaram
identidade maior que 30% com os demais Protoparvovirus, sugerindo que
identificamos uma nova espécie dentro desse género. Parvovirus ja foram

detectados em pinipedes (BUREK, et al., 2005; BODEWES et al., 2013) e
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diferentes géneros, como Bocaparvovirus e Dependoparvovirus, foram

encontrados em ledes-marinhos. (LI et al., 2011a; PHAN et al., 2015).

Potenciais novos virus entéricos também foram detectados nas duas
espécies de lobos-marinhos. Um picobirnavirus do genogrupo | foi detectado
nas amostras do lobo-marinho-sul-americano. Este picobirnavirus €
filogeneticamente distante do picobirnavirus otarino previamente encontrado
em ledes-marinhos da California (WOO et al., 2012) e pode representar uma

nova espécie do género.

Membros da familia Picornaviridae foram identificados nas amostras
de ambas as espécies de lobos-marinhos. Picornavirus ja foram encontrados
em mamiferos marinhos (KAPOOR et al., 2008) e também foram detectados
neste estudo. Um possivel novo picornavirus foi encontrado nas duas espécies
de lobos-marinhos examinadas, semelhante aos géneros Hepatovirus e
Tremovirus, que sao filogeneticamente préximos. De acordo com os critérios de
demarcacdo da familia Picornaviridae, diferentes géneros devem apresentar
menos que 40%, 40% e 50% de identidade de aminoacidos das proteinas
codificadas pelas regides genomicas P1, P2 e P3 da poliproteina,
respectivamente (PICORNAVIRUSES, 2015). Apesar de apenas sequéncias
parciais terem sido amplificadas, todas apresentaram valores abaixo deste cut-
off, com a excecdo de uma sequéncia que apresentou identidade de 52% com
outros géneros da familia Picornaviridae. No entanto, trata-se de uma
sequéncia da regido da VP2, e, de acordo com outro estudo que comparou 0s
genomas do HAV e AEV (MARVIL et al., 1999), é esperada uma identidade

maior nesta regido quando diferentes géneros da familia sdo comparados.
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Portanto, as analises dessas seqiéncias sugerem um novo género de

Picornaviridae identificado em A. australis e A. tropicalis.

Outro picornavirus foi identificado em amostras do lobo-marinho-
subantartico. As analises dessas sequUéncias revelam uma identidade de
aminoacidos acima de 50% com o Sakobuvirus felino A em todas as regifes da
poliproteina, o que indica que pertencem ao mesmo género (Sakobuvirus). Até
entdo, o Sakobuvirus felino A era a Unica espécie representante desse género
e este é o primeiro relato da presenca de um sakobuvirus em outra espécie de

animal diferente de felinos.

Sequéncias de rotavirus filogenicamente relacionadas ao grupo C
foram encontradas nas amostras do lobo-marinho-subantéartico. Anticorpos
contra o grupo A ja foram detectados em ledes e lobos-marinhos de Galapagos
e sequéncias de rotavirus realacionadas ao grupo B foram encontradas em
ledes-marinhos da Califérnia (CORIA-GALINDO et al., 2009; LI et al., 2011a).
Os resultados do presente estudo mostram pela primeira vez a circulacdo de
rotavirus do grupo C na espécie A. tropicalis e indicam que rotavirus de outros

grupos, além do A e B, podem circular entre pinipedes.

Calicivirus ja foram isolados de mamiferos marinhos e recentemente
uma nova espécie de sapovirus foi detectada em ledes-marinhos da California
(SMITH et al., 1973; BUREK et al., 2005; LI et al., 2011a). Sequéncias de um
sapovirus quase idéntico (98% de identidade nucleotidica) ao Sapovirus de
ledo-marinho da Califérnia tipo 1 foram detectadas nas amostras de lobo-

marinho-subantartico. Estes resultados mostram que o mesmo sapovirus
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circula em populacdes de pinipedes nativas dos hemisférios norte e sul, sendo,

portanto, amplamente distribuido entre esses animais.

Um virus relacionado aos da familia Hepeviridae foi encontrado em
fezes do lobo-marinho-sul-americano, ainda que de baixa identidade de
aminoacidos (<30%) com outros membros dessa familia. Outros virus com
baixa similaridade aos hepevirus foram previamente detectados em amostras
de esgoto e fezes de gato, denominados hepelivirus e fesavirus-2,
respectivamente (NG et al., 2012; ZHANG et al.,, 2014). As andlises
filogenéticas revelaram maior proximidade do virus de lobo-marinho com
membros da Hepeviridae do que os hepelivirus e fesavirus-2, o que talvez
represente um novo género da familia. Este é o primeiro relato do qual se tem

conhecimento de um hepevirus-like em pinipedes.

O contato de mamiferos marinhos com humanos e outros animais
pode representar um risco de transmissdo de patdgenos e zoonoses
(WALTZEK et al., 2012). No caso dos lobos-marinhos encontrados nas praias
do Rio Grande do Sul, ndo é raro encontrar caes em contato com as carcacas
destes animais. Além disso, estes animais despertam a curiosidade de
banhistas e habitantes do litoral que também podem se aproximar dos lobos-
marinhos (CECLIMAR, 2015). Virus cuja transmissédo ja foi reportada entre
animais selvagens, de criagdo ou domeésticos (GELBERT et al., 1982; ALLISON
et al.,, 2012, 2013) foram identificados neste estudo, como parvovirus,
calicivirus e hepevirus. Um caso historico de transmissao inter-espécie ocorreu
com o virus de ledes-marinhos de San Miguel - um calicivirus que infecta

pinipedes. Este virus é muito similar ao virus do exantema vesicular de suinos,
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que esta erradicado desde 1956. Todavia, mesmo apos a erradicacdo, suinos
alimentados com restos de carcacas de pinipedes apresentaram 0S mesmos
sinais clinicos do virus extinto, uma vez que as carcacas estavam

contaminadas com o virus de San Miguel (GELBERT et al., 1982).

Picornavirus, anelovirus e parvovirus foram detectados nas duas
espécies de lobos-marinhos examinadas, e também em outras espécies de
pinipedes do hemisfério norte (KAPOOR et al., 2008; NG et al., 2009, 2011; LI
et al., 2011a), indicando uma distribuicdo global de certas familias de virus em
pinipedes. Neste estudo, rotavirus e sapovirus foram somente encontrados no
lobo-marinho-subantartico, enquanto picobirnavirus e hepevirus-like foram
detectados apenas no lobo-marinho-sul-americano. Os virus detectados neste
estudo representam espécies diferentes das que até entdo ja foram
encontradas em pinipedes. A Unica excec¢do trata-se do Sapovirus de ledo-
marinho da Califérnia tipo 1, que foi detectado no lobo-marinho-subantartico (LI
et al.,, 2011a). Um resultado interessante que mostra a circulacdo da mesma
espécie de virus em diferentes géneros de pinipedes que por sua vez sao de

hemisférios diferentes e ndo entram em contato entre si.

O viroma de cada espécie analisada neste estudo pode ter sido
influenciado por fatores como idade e dieta de cada animal (MINOT et al.,
2011; SACHSENRODER et al., 2014). Com excec¢édo de um espécime adulto,
todos os demais lobos-marinhos utilizados neste estudo foram classificados
como juvenis, que podem ser mais susceptiveis a infeccdes virais em relacéo

aos individuos adultos. Além disso, virus de insetos e crustaceos foram
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encontrados em ambas as espécies de lobos-marinhos, o que pode refletir a

dieta destes animais.

Embora as sequéncias deste estudo nao representem genomas
completos, esta caracterizagdo inicial permitiu identificar potenciais novas
espécies de virus e géneros. Estes resultados contribuem para um maior
entendimento de como infec¢des virais podem afetar as populacdes de lobos-
marinhos e que riscos podem representar para a transmissao de doencas a

outras espécies de animais.



6. CONCLUSOES

As plataformas de sequenciamento utilizadas foram capazes de detectar
familias virais de eucariotos, sendo que a maioria das familias detectadas

foram sequenciadas por ambas.

Uma maior diversidade de sequiéncias foi obtida através do sequienciamento do
lon Torrent, enquanto o seqienciamento da plataforma lllumina apresentou

scores mais elevados de qualidade.

Os contigs obtidos a partir da plataforma lon Torrent tiveram, em média, um

tamanho menor em relagéo aos contigs provenientes da plataforma lllumina.

Uma parte consideravel dos contigs gerados deste estudo ndo apresentou
similaridade com os bancos de dados de proteinas do NCBI disponiveis até o

momento.

O viroma das duas espécies de lobos-marinhos analisadas (A. australis e A.

tropicalis) foi predominado por bacteriéfagos.
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Virus de eucariotos que infectam mamiferos das familias Anelloviridae,
Parvoviridae, Picornaviridae, Picobirnaviridae, Reoviridae, Caliciviridae,

Hepeviridae foram encontrados em lobos-marinhos.

Anelovirus, parvovirus e um picornavirus semelhante ao HAV e AEV foram

encontrados nas duas espécies de lobos-marinhos.

Rotavirus provavelmente pertencente ao grupo C, um novo membro do género
Sakobuvirus e Sapovirus de ledo-marinho da Califérnia tipo 1 foram detectados

na espécie A. tropicalis.

Uma provavel nova espécie de picobirnavirus e um virus semelhante aos

hepevirus foram encontrados na espécie A. australis.
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SUMMARY (ABSTRACT)

The Brazilian South coast seasonally hosts numerous marine species, including fur
seals, observed particularly during winter months. Some animals are found dead or
weakened along the shore and can harbor in their microbiota potential pathogens. In
the present study, a metagenomic approach was performed to characterize the fecal
virome of fur seals found deceased along the coast of the state of Rio Grande do Sul.
Two fur seal species were examined: the South American fur seal (Arctocephalus
australis) and the Subantarctic fur seal (Arctocephalus tropicalis). Fecal samples from
10 specimens (A. australis, n= 5; A. tropicalis, n=5) were collected and viral particles
were purified, extracted and amplified with a random PCR. The products were
sequenced through lon Torrent and lllumina platforms and assembled reads were
submitted to BLASTx searches. Both viromes were dominated by bacteriophages. A
number of potentially novel virus genomes were identified in both species. Sequences
of picobirnaviruses, picornaviruses and a hepatitis E like virus were identified in A.
australis. A rotavirus closely related to group C and a novel member of the Sakobuvirus
were found in A. fropicalis. In addition, California sea lion sapovirus 1 and sequences
of putative members of the Anellovirus and Parvovirus genera were detected in both
species of fur seals. These findings shall contribute to a better understanding of the

complexity of the virome present in the intestinal microbiota of fur seals.
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INTRODUCTION

Every year, hundreds of marine species arrive at the coast of Rio Grande do Sul, the
southernmost state in Brazil. Among these species, which include birds, turtles and
mammals, fur seals are regular visitors that can be observed near or on-shore. These
animals tend to come to this region particularly during winter months, driven by the
Malvinas current (Ferreira et al., 2008; Moura & Siciliano, 2007; Pinedo, 1990).
Although some fur seals may reach the coast to rest, several are found dead or
debilitated along the shore. While natural selection processes play an important role on
those animals, the cause of their weakness or death cannot always be determined
(Oliveira et al., 2011; Simbes-Lopes, et al., 1995). Only few studies regarding the
identification of pathogens that infect these populations and their roles as etiological
agents of diseases and as potential zoonotic agents have been conducted, especially
those concerned with viruses (Arbiza et al., 2012; de Bruyn et al., 2008; Katz et al.,
2012; Sikorski et al., 2013; Waltzek et al., 2012).

The virome of marine mammals has already been investigated (Li et al., 2011a);
however, these studies have been restricted to species native to the northern
hemisphere. Little is known about the viruses that infect marine mammals limited to the
southern hemisphere and the effects of this geographical difference. Here, we
evaluated the viral diversity of two pinnipeds from the Otariidae family from the
southern hemisphere: the South American fur seal (Arctocephalus australis) and the
Subantarctic fur seal (Arctocephalus tropicalis). While the South American fur seal is
found along the Pacific and Atlantic coast of South America, the Subantarctic fur seal
has a broader range that extends from the South Atlantic to Indian ocean islands. The
South American fur seal is more frequently sighted in Rio Grande do Sul coast, mostly
juveniles, due to the proximity of its closest breeding colony, located in the neighboring
country of Uruguay. By contrast, the closest Subantarctic fur seals colonies are located
at more than 4,000 km away at the south Atlantic islands of Gough and Tristan da
Cunha (Pinedo, 1990; Vaz-Ferreira, 1982). Juveniles and adults specimens of
Subantarctic fur seals reach the Atlantic coast with the help of ocean currents, and it is
known that juveniles do not stay in the colonies during breeding seasons, while adults

can travel long distances after mating (Ferreira et al., 2008; Riedman, 1990).

In order to identity the viruses that circulate among these distinct fur seal populations,
the aim of this study was to examine the fecal virome of two species of fur seals whose

cadavers were found along the shore of Rio Grande do Sul state.
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RESULTS
Virome overview

A substantial proportion of the assembled reads detected in both fur seals species
have no significant similarity to any of the sequences deposited to date at GenBank.
About 70% of the assembled reads from the lon Torrent platform had no significant
hits, whereas in lllumina NGS apparatus the sequences with no identified matches
reached 35%. The same divergence was observed with the number of bacterial hits,
however, lon Torrent had the lowest number of hits (about 25%) when compared to
lllumina (about 60%).

The viral component detected in either of the sequencing platforms represented 4-5%
of total sequences, regardless of the fur seal species analyzed. Most of the viral hits
were from bacteriophages, in agreement with previous studies of bats and dromedary
fecal viromes (He et al., 2013; Woo et al., 2014; Wu et al., 2012). Some of the contigs
from eukaryotic viruses displayed low similarity to currently known viruses and, as
such, may represent novel viruses. The Subantarctic fur seal was found to carry a
larger proportion of identifiable sequences of eukaryotic viruses (95 hits, corresponding
to 33% of total assembled reads assigned to viruses) when compared to the South
American fur seal (53 hits, corresponding to 11% of total assembled reads assigned to
viruses). The proportional taxonomic composition of the assembled reads is shown in
Fig. 2.

South American Fur Seal (Arctocephalus australis)

lon Torrent sequencing generated a total of 475,511 reads with an average length of
191 bp which were trimmed to a final number of 282,732 reads. MetaVelvet de novo
assembly of trimmed reads resulted in 10,801 contigs (>100 bp). lllumina sequencing
generated a total of 496,016 paired-end reads (average length of 149 bp) which were
trimmed for primers and assembled de novo with St. Petersburg genome assembler
(SPAdes) into 2,053 contigs (>100 bp). BLASTx results from the lon Torrent contigs
revealed sequences with similarity to the eukaryotic virus families Parvoviridae (11
contigs), Anelloviridae (5), Picornaviridae (10), Picobirnaviridae (5) and Nimaviridae
(1). HNlumina contigs displayed similarity to genomes of members of the families
Parvoviridae (3), Anelloviridae (3), Picornaviridae (5), Picobirnaviridae (3) and
Hepeviridae (1), among other viruses that infect fish, small invertebrates and insects
(7). Contigs with significant BLASTx hits and their GenBank accession numbers are
shown in Table S1(a).
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Subantarctic Fur Seal (Arctocephalus tropicalis)

lon Torrent sequencing generated a total of 784,917 reads with an average length of
184 bp which were trimmed into 288,611 reads. Trimmed reads were de novo
assembled with MetaVelvet into 6,690 contigs (>100 bp). lllumina sequencing
generated a total of 1,253,988 paired-end reads (average length of 144 bp) which were
trimmed for primers and de novo assembled with SPAdes into 628 contigs (>100 bp).
For lon Torrent contigs, the eukaryotic virus families with significant similarity to results
from BLASTx searches were Parvoviridae (24 contigs), Anelloviridae (2),
Picornaviridae (19), Reoviridae (13), Caliciviridae (18), other insect viruses (2) and a
circovirus-like hit (1). lllumina contigs had similarity with Parvoviridae (9), Anelloviridae
(1), Picornaviridae (3), Caliciviridae (3) and Reoviridae (1). Contigs with significant

BLASTX hits and their GenBank accession numbers are shown in Table S1(b).
Anellovirus

Anelloviruses are small, non-enveloped, circular ssDNA viruses belonging to the
Anelloviridae family (Biagini et al., 2011). Anellovirus genome sequences were
detected in both fur seal species. Few sequences from the South American fur seal
had the closest similarity to Seal anellovirus 5, with an amino acid identity ranging from
35-45% and covering up to 65% of ORF1. Another sequence from the Subantarctic fur
seal had the closest similarity to Torque teno zalophus virus1 (TTZV), with 78% amino
acid identity and covering 69% of ORF2 of TTZV. Both fur seal species had sequences
with the closest similarity to Torque teno sus virus 1a, with an amino acid identity

ranging from 84-88% and coverage of up to 56% of ORF1.

Due to the high divergence within anelloviruses, ORF1 sequences are the most
indicated to phylogenetic analyses (Biagini et al., 2011). Phylogenetic trees of partial
ORF1 amino acid sequences obtained from South American fur seals showed that
distinct anelloviruses grouped in different clusters: one most closely related to seal
anelloviruses, whereas the other sequence was placed on the same clade as swine

torque teno viruses (Fig. 3a).
Parvovirus

Parvoviruses are non-enveloped linear ssDNA viruses, members of the Parvoviridae
family. In this study, both fur seals species had sequences more closely related to
carnivore parvoviruses of the Parvovirinae, a subfamily that infects vertebrates and is
currently divided into eight genera (Tijssen et al., 2011). The amino acid identity of

those sequences with members of the Parvovirinae ranged from 36-82%. Phylogenetic
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analysis of partial NS1 sequences, conserved within parvoviruses, showed that the fur
seal parvovirus clustered with members of the Protoparvovirus genus, distant from

previously described pinniped parvorviruses (Fig. 3b).
Picornavirus

Picornaviruses are small, non-enveloped, positive sense ssRNA viruses of the
Picornaviridae family, which has, to date, 29 recognized genera, though often
increasing (Adams et al., 2013; Knowles et al., 2012; www.picornaviridae.com).
Picornavirus sequences more related to Hepatits A (HAV) and Avian
encephalomyelitis viruses (AEV) were detected in both fur seal species examined. HAV
belongs to Hepatovirus and AEV to Tremovirus, which are closely related genera
(Marvil et al., 1999). The sequences obtained here displayed between 32-39% of
amino acid identity to both Hepatovirus and Tremovirus members, and one sequence
shared 52% amino acid identity with HAV VP2. Phylogenetic analyses were based on
the picornavirus polyprotein functional regions: P1, which encodes for structural
proteins, and P2-P3, which encode for proteins involved in replication (Knowles et al.,
2011). The analysis of partial P1 sequences identified here showed the fur seal
picornavirus forming a monophyletic group with the Hepatovirus and Tremovirus
genera, but on a different branch (Fig. 4a). When partial sequences of P3 region were
analyzed they still shared the same root, with the fur seal picornavirus placed in a

similar way (Fig. 4b).

In addition to the above-mentioned picornaviruses, distinct members of this family were
found only in Subantarctic fur seals. With the exception of one sequence whose best
BLASTX hit had 52% of amino acid identity to a kobuvirus, all other contigs displayed
the highest amino acid identity to Feline sakobuvirus A (FSVA), which ranged from 58-
73% with a total coverage of 59% of its polyprotein. Phylogenetic analyses of partial P2
and P3 regions showed the fur seal picornavirus, temporarily named Fur seal
sakobuvirus (FSSV), clustered with FSVA, member of the Sakobuvirus genus (Fig. 4c
and Fig. 4d).

Picobirnavirus

Picobirnaviruses are small, non-enveloped, bisegmented dsRNA viruses of the
Picobirnaviridae family. These highly variable viruses are classified in a sole genus,
Picobirnavirus, which on its turn is divided into two genogroups (I and Il), based on
sequence similarities of the RNA-dependent-RNA-polymerase gene (RdRp) (Delmas,

2011; Ganesh et al., 2014). Sequences of picobirnavirus RdRps were detected in the
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South American fur seal samples, having the highest similarity with members of
genogroup |, with an amino acid identity ranging from 35-82%. Phylogenetic analyses
of the partial RdRp gene (743 bp, which corresponds to 44% of the RdRp gene)
confirmed that the fur seal picobirnavirus identified here clustered with members of

genogroup |, with a nucleotide identity ranging from 60-68% (Fig. 5a).
Rotavirus

Rotaviruses are non-enveloped segmented dsRNA viruses from the Reoviridae family.
They belong to the Rotavirus genus and their genomes contain 11 segments. Based on
sequence and serological analyses of the structural protein VP6, there are seven
species, also known as groups, of rotaviruses (A-G), and recently a new group H has
been proposed (Matthijnssens et al., 2012). Rotavirus sequences were detected in the
Subantarctic fur seal with an amino acid identity from 45-69% to group C rotavirures.
The phylogenetic analysis, performed with a partial VP1 sequence, covering 30% of
the complete gene, confirmed closer relatedness to group C rotaviruses (Fig. 5b). The
VP1 gene, which encodes the RdRp, is well conserved within the genus and may be

also used for to differentiate rotavirus species (Attoui et al., 2011; Ogden et al., 2012).
Hepevirus

Hepevirus is the only genus of the Hepeviridae family, consisting of non-enveloped,
positive sense ssRNA viruses (Meng, 2010). In this study, a sequence of 661bp with
low amino acid identity (27%) to the polyprotein gene of hepeviruses was detected in
the South American fur seal. Phylogenetic analysis of partial sequences of the

polyprotein of hepeviruses and hepevirus-like viruses was performed (Fig. 6).
Sapovirus

The genus Sapovirus consists of non-enveloped, positive sense ssRNA viruses of the
Caliciviridae family. At present, five genogroups have been recognized based on VP1
sequence analyses (Clarke et al., 2011). Sapovirus sequences were detected in the
Subantarctic fur seal samples and results include contigs covering over 90% of the
California sea lion sapovirus 1 (CslSaV1) genome while sharing 98% nucleotide
sequence identity. Phylogenetic analysis of complete VP1 gene and nearly complete
VP2 are shown in Fig. 7(a) and Fig. 7(b).
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DISCUSSION

This study has detected enteric viruses in the fecal samples of two species of fur seals
that occur in the coast of Rio Grande do Sul, South of Brazil. Such viruses are either
apathogenic or known to cause disease in mammals. Anelloviruses were detected in
both species of fur seals examined. Based on anelloviruses demarcation criteria, ORF1
sequences must have a divergence higher than 56 and 35% for genus and species,
respectively (Biagini et al., 2011).The sequences with the highest similarity to seal
anelloviruses displayed a 60% divergence, suggesting that we found a new genus of
Anelloviridae. For the sequences with higher similarity to Torque teno sus virus 1a, the
divergence was of 36%, which may indicate a new species of the genus
lotatorquevirus. Anelloviruses, whose pathogenesis is still unknown, have been
associated to mortality events in seals and sea lions and virus-specific seroconversion
of seals has been demonstrated, suggesting that such animals are indeed susceptible
to a productive infection following natural contact with the virus (Fahsbender et al.,
2015; Li, et al., 2011a; Ng et al., 2009, 2011).

Parvovirus sequences were detected in the two species of fur seals. Members of a
same genus within the Parvoviridae should share at least 30% amino acid identity in
the predicted NS1 sequence, and less than 30% identity when compared to other
genera (Cotmore et al., 2014). Although only partial sequences from NS1 were
detected in both species, all of them share more than 30% amino acid identity with
members of the Protoparvovirus genus, which was also shown by phylogenetic
analysis, suggesting a new species within the genus. Parvoviruses have been detected
in pinnipeds (Bodewes et al., 2014; Burek, et al., 2005), and members of different
genera, including bocaviruses, dependoviruses and a novel parvovirus named
Sesavirus have been detected in California sea lions (Li et al., 2011a; Phan et al.,
2014). Parvoviruses cause infections that can manifest through a variety of illnesses
including leukopenia, myocarditis, gastroenteritis, as well as asymptomatically, and
have been detected in healthy and debilitated pinnipeds (Burek, et al., 2005; Hoelzer &
Parrish, 2010; Ikeda et al., 2002; Phan et al., 2014; Steinel et al., 2001). Parvoviruses
are also known to be transmitted between wild and domestic species (Allison et al.,
2012, 2013).

Picornaviruses, which have been found in marine mammals (Kapoor et al., 2008), have
also been detected in this study. Here, two distinct picornaviruses were detected: one
more similar to HAV and AEV and other similar to FSVA. According to the

Picornaviridae genus demarcation criteria, different genera should share less than



301
302
303
304
305
306
307
308
309

310
311
312
313
314
315
316

317
318
319
320
321
322
323
324
325

326
327
328
329
330
331
332
333
334

10

40%, 40% and 50% amino acid identity in P1, P2 and P3, respectively
(www.picornaviridae.com). Analyses of partial sequences of the polyprotein of the
picornavirus similar to HAV and AEV showed that the amino acids identities to
members of Hepatovirus and Tremovirus genera were below these cut-offs. The only
exception was one sequence that shared 52% amino acid identity with HAV VP2. A
higher identity in this region, however, can be expected within members of Hepatovirus
and Tremovirus according to previous studies (Marvil et al., 1999). Based on these
values, a proposed novel picornavirus genus more closely related to HAV and AEV

was detected in both fur seal species.

In addition, a new putative species within the recently recognized genus Sakobuvirus
was identified in the Subantarctic fur seal, here named Fur seal sakobuvirus (FSSV).
These share an amino acid identity of at least 50% with Feline sakobuvirus A when
comparing all polyprotein coding regions, indicating that FSSV belongs to the same
genus. To date, FSVA was the sole member of the genus; the genome reported here
corresponds to the first description of a sakobuvirus in another animal species, which

was first found in cat feces (Ng et al., 2014).

Other potential novel enteric virus was also identified. A genogroup | picobirnavirus
was detected in South American fur seals. This fur seal picorbirnavirus is distinct from
the Otarine picobirnavirus previously found in California sea lions (Woo et al., 2012)
and may represent a new species within the genus. Picobirnaviruses have been
detected both in asymptomatic and symptomatic animals, including humans, and an
etiologic association with diarrhea is not fully established. However, coinfections of
picobirnaviruses with other enteric viruses are not uncommon, can be opportunistic,
and may also have a synergistic effect (Bhattacharya et al., 2007; Carruyo-Nufiez et
al., 2014; Giordano et al., 2008; Malik et al., 2014).

A rotavirus more closely related to group C was found in Subantarctic fur seals. Group
C rotaviruses have been associated with sporadic outbreaks in humans and other
animals such as pigs and bovines (Esona et al., 2008; Gabbay et al., 1999; Kim et al.,
1999; Mawatari et al., 2004). Other studies have detected rotaviruses in marine
mammals: anti-group A rotavirus antibodies were first found in Galapagos sea lions
and fur seals (Coria-Galindo et al., 2009) and RNA sequences from rotaviruses related
to lineage B were also detected in California sea lions (Li et al., 2011a). Here, results
show that more groups of rotaviruses, other than groups A and B, can circulate in

marine mammals.
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A hepatitis E like virus sequence was detected in South American fur seals. Hepatitis E
virus (HEV) is the main species in the genus Hepevirus and hepeviruses have been
detected in mammals and birds (Hagshenas et al., 2001; Meng, 2010). HEVs can
cause asymptomatic infections to acute hepatitis and are known zoonotic agents (Bihl
& Negro, 2010). Recently, a new member of the Hepeviridae family was identified in
cutthroat trout, a fish that occurs in the Pacific ocean in North America (Batts et al.,
2011) and unclassified hepatitis E like virus sequences named hepelivirus and
fesavirus-2 were detected in untreated sewage and cat feces, respectively (Ng et al.,
2012; Zhang et al., 2014). Phylogenetic analysis of the predicted partial polyprotein
sequences of the hepatitis E like virus identified here showed closer relatedness to
other members of the Hepeviridae family than to the unclassified hepelivirus and
fesavirus-2. Its lower amino acid identity (<30%) likely indicates a novel hepatitis E like
virus, which might be more taxonomically allocated to a new genus within the

Hepeviridae family.

A sapovirus was detected in samples from Subantarctic fur seals, which belongs to the
same sapovirus species (CslSaV1) that was previously detected in a California sea lion
with severe osteomyelitis and nephrolithiasis (Li et al., 2011a). Subantarctic fur seals
are found in South Atlantic and Indian oceans and our data shows that the same
sapovirus species also circulates among fur seals from the southern hemisphere, in
addition to the ones that occur in the northern hemisphere. Caliciviruses have been
isolated from marine mammals and are known to cause vesicular lesions and diarrhea
in those animals (Burek et al., 2005; Smith et al., 1973; Waltzek et al., 2012).
Sapoviruses can cause gastroenteritis and have been associated with diarrhea in
animals (Li et al., 2011b; Soma et al., 2015; Wang et al., 2006).

Knowledge on viruses in wildlife is still a barely explored field. Occasionally, viral
infections have been associated to epidemics in marine mammals, such as
anelloviruses infections (Ng et al., 2009, 2011). Additionally, marine mammals may on
occasions be exposed to humans, farm animals or pets, which may represent a risk of
cross-species transmission of pathogens and zoonoses (Waltzek et al., 2012). Such
risk of transmission to humans, for example, was reported with an avian influenza virus
isolated from harbor seals (Karlsson et al., 2014). Besides, it is not uncommon to find
dogs in contact with carcasses of these animals found ashore, which may give rise to
emerging infectious diseases and transmission of known viruses, as already reported
with morbilliviruses (Kennedy et al., 2000). An historical example of cross-species
transmission occurred with San Miguel sea lion virus that infects marine mammals.

This calicivirus is nearly identical to Vesicular exanthema of swine virus, eradicated in
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swine since 1956, and was able to cause an identical disease in pigs fed with infected
carcasses of pinnipeds (Gelberg et al, 1982). Sequences of viruses known to be
transmitted between wild, domestic and farm animals were detected in the present

study: parvoviruses, hepeviruses and caliciviruses.

Indisputably, factors such as diet, age and different geographical distributions factors
could have contributed to the virome profile of both fur seal species (Dierauf & Gulland,
2001). Based on their lengths and weight, most of the fur seals were classified as
juveniles - only one Subantarctic fur seal was an adult animal — and one can expect
that juvenil animals are more susceptible to viral infections than adults. Fur seals are
carnivores and can feed on a variety of preys. Subtantarctic fur seals mostly feed on
fish and cephalopods whereas South American fur seals main diet consists of fish and
crustaceans (Bester, 1987; Kerley 1987; Vaz-Ferreira, 1982). Their diet could explain
the detection of eukaryotic viruses that do not infect mammals, such as shrimp.
Rotaviruses and sapoviruses were only detected in Subantarctic fur seals whereas
picobirnaviruses and a hepatitis E like virus were only found in South American fur
seals. Sequences of anelloviruses, parvoviruses and picornaviruses were detected in
both species of fur seals. These have also been reported in seals from the northern
hemisphere, indicating the widespread distributions of viruses of such families in
pinnipeds (Kapoor et al., 2008; Li et al., 2011a; Ng et al., 2009, 2011). Furthermore, the
occurrence of the same sapovirus species that infects California sea lions in
Subantarctic fur seals shows that viruses previously isolated in the North can also

circulate in the South, infecting pinniped populations over a large geographical range.

Although the nucleotide sequences reported in this study do not comprise full
genomes, this initial characterization has identified potential novel viruses and that may
be of interest for future studies. The findings presented here are expected to contribute
to the understanding of how viral infections in pinnipeds may impact the health of the
pinniped population and its potential as sources of viruses which may potentially infect

other animal species.

METHODS
Sample collection

Fecal samples from 10 specimens (A. australis, n= 5; A. tropicalis, n=5) were collected
directly from the intestines of deceased fur seals found along shores between August

2012 and September 2013 by the Center for Coastal, Limnology and Marine Studies
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(CECLIMAR) team. Samples for each species were pooled and kept at -80°C until
processing. The location and information about the specimens are provided in Table 1

and Fig. 1.
Viral particle purification and nucleic acid extraction

Fecal samples were resuspended in Hank's balanced salt solution, vigorously vortexed
and then centrifuged at 2500 x g for 90 min at 4°C. The supernatant was again
centrifuged for 10 min at maximum speed and then filtered through a 0.45 uM syringe
filter (MF-Millipore). The viral particles were harvested and pelleted on a 25% sucrose
cushion by ultracentrifugation at 190000 x g for 4h at 4°C. The pellet was resuspended
in TE buffer and clarified by emulsifying with 1/1 (v/v) chloroform and centrifugation. In
order to remove nucleic acids not protected by the capsid, the purified samples were
treated with 100 U of DNase | (Roche) and 20 U of RNase (Invitrogen) at 37°C for 2h,

as similar to other studies (Donaldson et al., 2010; Victoria et al., 2009).

Viral genomes were extracted via commercial kits (PureLink® Viral RNA/DNA
Invitrogen for DNA extraction; RNeasy® Mini Kit Qiagen for RNA) and processed as
described by Allander et al. (2005) with minor modifications. Briefly, a complementary
strand of extracted DNA (5 ul) was synthesized using the Klenow fragment DNA
polymerase (New England Biolabs) and primer K-randoms (GAC CAT CTA GCG ACC
TCC ACM NN MNM) designed by Stang et al., 2005. For the extracted RNA (10 ul), a
reverse transcription using the primer K-randoms was carried out prior the second

strand synthesis using Klenow fragment DNA polymerase.
Library construction for metagenomic sequencing

A random PCR was performed in a final volume of 50 pL, containing 5 pL of template,
0.8 uM of the fixed portion of primer K-randoms (GAC CAT CTA GCG ACC TCC AC),
0.2 mM of each dNTP, 1X PCR Buffer, 2.5 mM MgCl,, and 1 U of Tag DNA
polymerase. Amplification conditions consisted of an initial denaturation cycle at 95°C
for 5 min, followed by 35 cycles for amplification (95°C for 1 min, 53°C for 1 min and
72°C for 1 min), and final extension at 72°C for 7 min. The products were visualized by
1% agarose gel electrophoresis, purified and processed for lon Torrent (Life
Technologies, USA) using a 316 lon chip, which was performed by the Genomic and
Molecular Biology Laboratory from the Pontifical Catholic University of Rio Grande do
Sul. The same process, including the random PCR, was repeated for Illlumina MiSeq

platform sequencing using Kit v2 in the 300-cycles (2x150) format performed by



438
439

440

441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453

454

455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472

14

Fepagro Animal Health Institute of Veterinary Research Desidério Finamor (IPVDF),
Eldorado do Sul, Brazil.

Bioinformatics

lon Torrent reads were trimmed using PRINSEQ (prinseq.sourceforge.net) and the
quality of the sequences was analyzed with FastQC
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Trimmed reads were assembled
de novo by using MetaVelvet v1.2.01 (metavelvet.dna.bio.keio.ac.jp) with a k-mer of
51. lllumina reads were trimmed for primers using Geneious 8.1.3 and de novo
assembled with St. Petersburg genome assembler (SPAdes) 3.5.0
(bioinf.spbau.ru/spades). The resulting contigs (>100bp) were submitted to BLASTXx
search against the National Center for Biotechnology Information (NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov) non-redundant database (nr) and its viral database by using an
E-value cutoff of 1e-05. The contigs were classified into eukaryotic viruses,
bacteriophages, bacterium, eukaryotes and unknown based on lowest E-value. Contigs
of eukaryotic viruses were used for sequence and phylogenetic analyses and

bacteriophage sequences were not further analyzed.
Phylogenetic analysis

Nucleotide or translated amino acid sequences from the contigs of anellovirus,
parvovirus, picornavirus, picobirnavirus, rotavirus, sapovirus and hepevirus-like were
aligned with MUSCLE (www.drive5.com/muscle) and phylogenetic trees were built
using MEGAG6 (Tamura et al., 2013). Trees were constructed by the neighbor-joining
(NJ) method (Saitou & Nei, 1987) with a bootstrap of 1000 replicates, p-distance
model, and gaps were treated as pairwise deletion. The contig sequences from this

study were compared with other selected gene sequences available in the GenBank.
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TABLES
Table 1 - Samples used in this study
Carcass .
e No. Species Length (cm) | Weight (kg) Sex classification eiip @i En s Collection location
no. code* (dd/mm/yyyy)
1 G1529 | SouthAmerican fur seal 94.2 10.6 Male 2 02/08/2012 Osério, RS
Arctocephalus australis
1 G1560 | SouthAmerican furseal 92 9.5 Male 2 09/08/2012 Cidreira, RS
Arctocephalus australis
1 G1574 | SouthAmerican fur seal 89.4 10.8 Male 2 16/08/2012 Imbé, RS
Arctocephalus australis
1 G1604 | SouthAmerican fur seal 92 15.5 Male 2 31/08/2012 Capio da Canoa, RS
Arctocephalus australis
1 Gles7 | South American fur seal 88 12 Male 2 11/09/2013 Imbé, RS
Arctocephalus australis
Subantarctic fur
2 G1535 seal Arctocephalus 91.9 8.4 Male 2 02/08/2012 Capao da Canoa, RS
tropicalis
Subantarctic fur
2 G1537 seal Arctocephalus 90.6 9 Male 2 02/08/2012 Capao da Canoa, RS
tropicalis
Subantarctic fur
2 G1561 seal Arctocephalus 91.9 8.8 Male 2 09/08/2012 Cidreira, RS
tropicalis
Subantarctic fur
2 G1577 seal Arctocephalus 80.5 7.1 Male 3 16/08/2012 Osorio, RS
tropicalis
Subantarctic fur
2 G1640 seal Arctocephalus 157.5 40.9 Male 2 25/07/2013 Tramandai, RS
tropicalis
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*Code for carcass classification according to Geraci & Lounsbury (1993): freshly dead,
edible (2); and decomposed, but organs basically intact (3).

FIGURES

Fig. 1 - Map indicating the location of where the samples were collected along the
coast of the State of Rio Grande do Sul, Brazil (shaded).

Fig. 2(a) — Pie charts of assembled reads (>100bp) based on BLASTx best E-scores

(cutoff: 10e-05) against the GenBank non-redundant and viral databases.

Fig. 2(b) - Pie charts of assembled reads (>100bp) based on BLASTx best E-scores
(cutoff: 10e-05) against the GenBank non-redundant and viral databases and

taxonomic distribution of viruses for each species.

Fig. 3(a): Neighbor-joining phylogenetic tree based on 21 partial amino acid sequences
(233 aa) of ORF1 from anelloviruses. Human and simian torque teno viruses were
used as outgroup. The anellovirus sequences from South American fur seal identified
in this study are labeled with black squares. The GenBank accession numbers of the

viral sequences are shown in parentheses.

Fig. 3(b): Neighbor-joining phylogenetic tree based on 17 partial amino acid sequences
(261 aa) of NS1 protein from parvoviruses. Seal parvovirus and California sea lion
sesavirus were used as outgroup. The parvovirus sequence from Subantarctic fur seal
identified in this study is labeled with a black square. The GenBank accession numbers

of the viral sequences are shown in parentheses.

Fig. 4(a): Neighbor-joining phylogenetic tree based on 13 partial amino acid sequences
(219 aa) of P1 region of the polyprotein from picornaviruses. Porcine kobuvirus was
used as outgroup. The picornavirus sequence from South American fur seal identified
in this study is labeled with a black square. The GenBank accession numbers of the

viral sequences are shown in parentheses.

Fig. 4(b): Neighbor-joining phylogenetic tree based on 12 partial amino acid sequences
(122 aa) of P3 region of the polyprotein from picornaviruses. Human cosavirus was
used as outgroup. The picornavirus sequence from South American fur seal identified
in this study is labeled with a black square. The GenBank accession numbers of the

viral sequences are shown in parentheses.
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Fig. 4(c): Neighbor-joining phylogenetic tree based on 11 partial amino acid sequences
(409 aa) of P2 region of the polyprotein from picornaviruses. Sicinivirus 1 was used as
outgroup. The sakobuvirus sequence from Subantarctic fur seal identified in this study
is labeled with a black square. The GenBank accession numbers of the viral

sequences are shown in parentheses.

Fig. 4(d): Neighbor-joining phylogenetic tree based on 13 partial amino acid sequences
(255 aa) of 3D region of the polyprotein from picornaviruses. California sea lion
sapelovirus 2 was used as outgroup. The sakobuvirus sequence from Subantarctic fur
seal identified in this study is labeled with a black square. The GenBank accession

numbers of the viral sequences are shown in parentheses.

Fig. 5(a): Neighbor-joining phylogenetic tree based on 17 partial nucleotide sequences
(743 bp) of RARp gene from picobirnaviruses. Human picobirnavirus Gll was used as
outgroup. The picobirnavirus sequence from South American fur seal identified in this
study is labeled with a black square. The GenBank accession numbers of the viral

sequences are shown in parentheses.

Fig. 5(b): Neighbor-joining phylogenetic tree based on 19 partial amino acid sequences
(307 aa) of RpRd (segment 1) from rotaviruses. Sequences of groups B, G and H were
used as outgroup. The rotavirus sequence from Subantarctic fur seal identified in this
study is labeled with a black square. The GenBank accession numbers of the viral

sequences are shown in parentheses.

Fig. 6: Neighbor-joining phylogenetic tree based on 15 partial amino acid sequences
(182 aa) of the polyprotein from hepeviruses. Hepelivirus and Fesavirus 2 were used
as outgroup. The hepatitis E like virus sequence from South American fur seal
identified in this study is labeled with a black square. The GenBank accession numbers

of the viral sequences are shown in parentheses.

Fig. 7(a): Neighbor-joining phylogenetic tree based on 9 complete nucleotide
sequences of VP1 gene from caliciviruses. Human norovirus was used as outgroup.
The sapovirus sequence from Subantarctic fur seal identified in this study is labeled
with a black square. The GenBank accession numbers of the viral sequences are

shown in parentheses.

Fig. 7(b): Neighbor-joining phylogenetic tree based on 9 nearly-complete nucleotide
sequences of VP2 gene from caliciviruses. Human norovirus was used as outgroup.

The sapovirus sequence from Subantarctic fur seal identified in this study is labeled



778
779

780

781

782

783

24

with a black square. The GenBank accession numbers of the viral sequences are

shown in parentheses.
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SUPPLEMENTARY TABLE

Table S1 - Contigs (>200bp) with significant BLASTx hits to known eukaryotic viruses

a) South American fur seal (Arctocephalus australis)

Amino acid

Contig ID Accession number | Length (nt) | Family/Genus | Genome Product Best hit identity (%) E-value
0
58 KR261062 1292 Anelloviridae ssDNA putative ORF1 ORF1 [Seal anellovirus 5] (KM262782) 35 5e-61
59 KR261063 480 Anelloviridae ssDNA putative ORF1 ORF1 [Seal anellovirus 5] (KM262782) 45 le-14
62 KR816222 1080 Anelloviridae ssDNA putative ORF1 ORF1 [Torque teno sus virus 1a] (HM633252) 84 0.0
53 KR261066 616 Parvoviridae | = p\ o capsid protein VP2 [Tusavirus 1] (KJ495710) 46 8e-46
Parvovirinae
54 KR261067 334 Parvovzlrzldae ssDNA | putative capsid protein capsid protein [Canine parvovirus 2a](HM042734) 50 2e-29
Parvovirinae
55 KR261068 460 Parvoviridae | = s putative NS1 NS1 [Solwezi bufavirus] (LC011438) 43 1e-23
Parvovirinae
57 KR261070 237 Parvoviridae 1 \\a | putative capsid protein VP2 [Fox parvovirus] (KC692368) 46 3e-11
Parvovirinae
63 KR816220 344 Parvoviridae 1=\ p NS1 NS1 [Tusavirus 1] K]495710) 82 1e-65
Parvovirinae
29 KR106194 217 Picobirnavirus | dsRNaA | RNA-dependentRNA RNA dependent RNA polymerase [Human 52 3e-13
polymerase picobirnavirus] (AB517735)
30 KR106195 968 Picobirnavirus dsRNA RNA-dependent RNA RNA-dependent RNA polymerase [Fox picobirnavirus] 71 16-169
polymerase (KC692366)
31 KR106196 240 Picobirnavirus dsRNA RNA-dependent RNA putative RNA-(Iiepe-nden.t RNA polymerase [Dromedary 77 36.34
polymerase picobirnavirus] (KM573806)
33 KR106198 293 Picobirnavirus | dsRNA capsid protein hypothetical protein [Human picobirnavirus] 35 1e-08
(GU968923)
64 KR816216 330 Picobirnavirus dsRNA RNA-dependent RNA putative RNA-(liepe_nden.t RNA polymerase [Dromedary 82 36-61
polymerase picobirnavirus] (KM573806)
34 KR106199 561 Picornaviridae | + ssRNA polyprotein polyprotein [Hepatitis A virus] (F]360731) 36 3e-15
35 KR106200 707 Picornaviridae | +ssRNA polyprotein capsid protein [Hepatitis A virus] (AF365952) 37 le-39
36 KR106201 519 Picornaviridae | +ssRNA polyprotein putative 3C [Avian encephalomyelitis virus] 39 2e-26
(NP_653151)
37 KR106202 285 Picornaviridae | +ssRNA polyprotein polyprotein [Bat picornavirus] (K]641684) 38 5e-12
. - . 1B VP2 mature peptide [Hepatitis A virus] i
65 KR816213 466 Picornaviridae | +ssRNA polyprotein (NP_041008) 52 2e-50
67 KR816215 318 Picornaviridae | +ssRNA polyprotein hypothetical protein (%‘gggsggfphalomyehm virus] 32 2e-09
73 KR827461 661 Hepevirus-like | + ssRNA polyprotein nonstructural protein [Hepatitis E virus] (JQ026407) 27 4e-07




b) Subantarctic fur seal (Arctocephalus tropicalis)

. . . . Amino acid

Contig ID Accession number | Length (nt) [ Family/Genus | Genome Product Best hit identity (%) E-value
52 KR261065 347 Anelloviridae ssDNA putative ORF2 ORF2 [Torque teno zalophus virus 1] (NC_012126) 78 5e-18
72 KR816223 467 Anelloviridae ssDNA putatlvgl:g:fj{lFZ and ORF1 [Torque teno sus virus 1a] (HM633252) 88 4e-39
40 KR261071 1519 Ifgzgnggg ssDNA capsid protein VP2 [Tusavirus 1] (KJ495710) 39 1e-85
41 KR261072 1648 iZ;ZZZ;ZZZZ ssDNA NS1 NS1 [Miniopterus schreibersii parvovirus] (KC154061) 57 7e-131
42 KR261073 628 }Izgz ZK;: :Zgi ssDNA NS1 nonstructural protein NS1 [Tumor virus X] (K]631100) 44 2e-43
43 KR261074 565 }IZZ;Z g:;: :Zgi ssDNA NS1 NS1 [Turkey parvovirus TP1-2012/HUN] (KF925531) 36 2e-13
44 KR261075 612 }Izgz ZK;: :Zgi ssDNA capsid protein putative VP1 [Tusavirus 1] (K]495710) 39 2e-18
46 KR261077 349 Parvoviridae ssDNA VP1 VP protein [Canine parvovirus] (KM235293) 55 26-26

Parvovirinae
47 KR261078 957 Parvoviridae ssDNA NS1 non-structural protein 1 [Chipmunk parvovirus] 37 16-26
Parvovirinae (UB6868)
48 KR261079 301 igg ZZ;: :Zgz ssDNA capsid protein capsid protein [Canine parvovirus 2b] (JQ730016) 53 6e-25
68 KR816217 438 ggz Z“Z: :Zgi ssDNA capsid protein putative VP1 [Tusavirus 1] (Kj495710) 42 1e-18
69 KR816218 322 ggx Z“Z: :Zgi ssDNA capsid protein capsid protein VP2 [Mpulungu bufavirus] (NC_026815) 36 1e-07
70 KR816221 319 gg’z Z“::Zgi ssDNA NS1 NS1 [Miniopterus schreibersii parvovirus] (KC154061) 41 le-14
61 KR337994 438 Picornaviridae | + ssRNA polyprotein AEV polyprotein [Avian encephalomyelitis virus] 34 4e-15
(NC_003990)
12 KR072975 1271 P;i%:l?;;?;i? + ssRNA polyprotein polyprotein [Feline sakobuvirus A] (NC_022802) 58 6e-126
Picornaviridae . polyprotein [Kobuvirus SZAL6-KoV/2011/HUN] )

13 KR072976 477 Sakobuvirus +ssRNA polyprotein (KJ934637) 52 4e-12
14 KR072977 289 P;;O]::;;é’;izze + ssRNA polyprotein polyprotein [Feline sakobuvirus A] (NC_022802) 66 3e-22
15 KR072978 273 P ;3::;’;";3‘;3 + ssRNA polyprotein VP3 [Feline sakobuvirus A] (YP_008802588) 66 le-34
16 KR072979 227 P ;;"[:;:"J;Z‘;e + ssRNA polyprotein VP1 [Feline sakobuvirus A] (YP_008802588) 59 2e-12
18 KR072981 466 P ISCaO/: :;:Z;Z‘;e + ssRNA polyprotein 2C [Feline sakobuvirus A] (YP_008802588) 59 3e-58
20 KR072982 767 Picornaviridae | pna polyprotein 3D [Feline sakobuvirus A] (YP_008802588) 65 3e-117

Sakobuvirus




Picornaviridae

22 KR072984 430 . + ssRNA polyprotein 3D [Feline sakobuvirus A] (YP_008802588) 73 le-67
Sakobuvirus
Reoviridae nonstructural protein 2 [Bovine rotavirus C] i
23 KR072985 469 Rotavirus dsRNA NSP2 (AB874653) 69 3e-66
Reoviridae nonstructural protein 3 [Bovine rotavirus C]
24 KR072986 412 Rotavirus dsRNA NSP3 (AB874654) 45 6e-33
25 KR072987 928 Reoviridae dsRNA VP1 VP1 [Bovine rotavirus C] (AB738412) 69 2e-137
Rotavirus
26 KR072988 442 Reoviridae dsRNA VP3 VP3 [Human rotavirus C] (HQ185645) 51 Se-41
Rotavirus
27 KR072989 357 If;"t‘g‘cl’.fgf dsRNA VP3 viral protein 3 [Bovine rotavirus C] (AB874621) 65 6e-46
Reoviridae outer capsid protein VP7 [Human rotavirus C] i
28 KR072990 360 Rotavirus dsRNA VP7 (Q177070) 59 9e-42
Caliciviridae . polyprotein [California sea lion sapovirus 1] i
01 KR072991 209 Sapovirus + ssRNA polyprotein (JN420370) 96 2e-36
02 KR072992 2932 Caliciviridae + sSRNA olvorotein polyprotein [California sea lion sapovirus 1] 98 00
Sapovirus POyP (JN420370) '
Caliciviridae . polyprotein [California sea lion sapovirus 1]
06 KR072994 1400 Sapovirus + ssRNA polyprotein (JN420370) 98 0.0
Caliciviridae . polyprotein [California sea lion sapovirus 1]
07 KR072995 2408 Sapovirus + ssRNA polyprotein and VP2 (_]N420370) 96 0.0




