UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Bioldgicas

Programa Interunidades de Pos-graduaciao em Bioinformatica

THIAGO MENDONCA DOS SANTOS

EXPLORANDO A DIVERSIDADE GENETICA E TAXONOMICA NO GRUPO
EXTENDED Asfarviridae: Um estudo de gendmica comparativa.

Belo Horizonte

2024



THIAGO MENDONCA DOS SANTOS

EXPLORANDO A DIVERSIDADE GENETICA E TAXONOMICA NO GRUPO
EXTENDED Asfarviridae: Um estudo de gendmica comparativa.

Tese apresentada ao Programa Interunidades de
Pos-graduagdo em  Bioinformatica da
Universidade Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial para obten¢do do titulo de

“Doutor em Bioinformatica”.

Orientador: Dr. Luiz Eduardo Vieira Del-Bem.

Belo Horizonte

2024



043

Santos, Thiago Mendonca dos.

Explorando a diversidade genética e taxondmica no grupo extended
Asfarviridae: uma analise de gendmica comparativa [manuscrito] / Thiago
Mendonga dos Santos. — 2024.

109 f. . il.; 29,5 cm.

Orientador: Dr. Luiz Eduardo Vieira Del-Bem.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biologicas. Programa Interunidades de Pos-Graduacao em
Bioinformatica.

1. Bioinformatica. 2. Asfarviridae. 3. Genémica. 4. Virus Gigantes. 5.
Taxonomia |. Del-Bem, Luiz Eduardo Vieira. Il. Universidade Federal de Minas
Gerais. Instituto de Ciéncias Bioldgicas. IIl. Titulo.

CDU: 573:004

Ficha catalografica elaborada pela bibliotecaria Fabiane C M Reis — CRB 6 - 2680




L bk L T
PRI

TR
"‘1!-.1‘.1"

T INCIPIT WVITA BOVA & & =

=
20,
.......

ul I{..“ I"-+"|. -
gt T
"l{-'l'! E.E.E-"

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

o
oo
.s';'-
LN Fa
.

FOLHA DE APROVAGCAO
Thiago Mendoncga dos Santos

"Explorando a diversidade genética e taxondmica no grupo extended Asfarviridae: Uma
anélise de gendmica comparativa”

Tese aprovada pela banca examinadora constituida pelos Professores:

Prof. Luiz Eduardo Vieira Del Bem - Orientador
UFMG

Prof. André Felipe Streck
UCSs

Prof. Siomar de Castro Soares
UFTM

Prof. Rodrigo Araujo Lima Rodrigues
UFMG

Prof. Pedro Milet Meirelles
UFBA

Belo Horizonte, 19 de junho de 2024.

sel o

eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Rodrigo Aratjo Lima Rodrigues, Professor do
Magistério Superior, em 20/06/2024, as 11:49, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no art. 5° do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

il
Sel o
assinatura L
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Siomar de Castro Soares, Usuario Externo, em
20/06/2024, as 13:56, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.




1
el
e &)
assinaiura
eletronica

Documento assinado eletronicamente por Pedro Milet Meirelles, Usuario Externo, em
21/06/2024, as 11:19, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

il
Sel o
assinatura
eletronica

Documento assinado eletronicamente por Andre Felipe Streck, Usuario Externo, em
24/06/2024, as 15:57, conforme horéario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n°® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

1
el
' ;
assinatura
eletronica

Documento assinado eletronicamente por Luiz Eduardo Vieira Del Bem, Professor do
Magistério Superior, em 26/06/2024, as 14:47, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no art. 5° do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?

Referéncia: Processo n° 23072.231201/2024-94 SEI n® 3296777



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco ao meu orientador, Dr. Luiz Eduardo Vieira DelBem, pela
orientagdo extraordinaria e pelas valiosas sugestdoes. Sua didatica, pensamento inovador e
constante estimulo foram fundamentais ndo somente para o desenvolvimento deste trabalho,
mas também para o meu desenvolvimento pessoal, politico e profissional. O pesquisador que
sou hoje ¢ em grande parte atribuido a ele. Sou extremamente grato e me sinto muito sortudo

pela oportunidade de o ter tido como orientador.

Ao Dr. Jonatas Abrahao, pelo auxilio na idealizag¢ao deste projeto, pelas valiosas

contribuigdes e por ser uma fonte de orgulho e inspiragao na UFMG.

Aos meus colegas de pesquisa no DelBem Lab, especialmente Breno Lisboa e
Wenderson Rodrigues, por estarem sempre solicitos quando precisei e por serem fontes de
inspiragdo ao longo da minha jornada. A parceria e a amizade formadas durante esse periodo
foram, também, de extrema importancia. Agradeco imensamente pelo conhecimento adquirido
e pelas valiosas ligdes compartilhadas ao longo do tempo, que foram, sem duvida, fundamentais

para meu crescimento académico e profissional.

A Marcus, agradeco por ter sido minha base, meu suporte, em todos os sentidos,
especialmente na reta final (e por ter me ajudado com algumas analises, figuras e slides). Seu
encorajamento constante e seu apoio nos momentos de desanimo, foram fundamentais para me
manter focado e determinado. Cada palavra de incentivo, cada gesto de confianca renovava
minha determinagdo me lembrando do meu potencial. Sua presenca foi mais do que um apoio;

foi um alento. Obrigado!

Agradeco profundamente a minha familia pelo apoio incondicional ao longo desta
jornada. Sem o amor, encorajamento e suporte deles, nada disso seria possivel. Em especial,
expresso minha gratiddo a minha avd, Jovelina, cuja dedica¢do incansavel e inspiracdo
constante foram fundamentais em cada passo do caminho. Nunca mediu esfor¢cos em me ajudar,
movendo céus e terra. Sou imensamente grato por sua presenca € dedicagdo que sempre me

cercou.

Ao Programa de P6s-Graduagdo em Bioinformatica pela alta qualidade.

A CAPES, pelo financiamento pessoal durante boa parte do Doutorado.



“O verdadeiro inicio da atividade cientifica consiste mais em descrever
fenomenos e depois em proceder para agrupa-los, classificda-los e

correlaciond-los” (Freud S., 1915).



RESUMO

A familia de virus gigantes Asfarviridae abrange oficialmente apenas espécies do género
Asfivirus, entretanto, observa-se uma associagao genética com outros virus, como Faustovirus,
Kaumoebavirus, Pacmanvirus e Abalone asfar-like virus, formando assim o grupo extended
Asfarviridae. Apesar da associagdo genética, hd uma falta de consenso sobre a classificacao
desses virus como um taxon coeso. Esse trabalho visa investigar a diversidade gendmica e a
taxonomia dos virus do grupo extended Asfarviridae. A metodologia adotada abrangeu uma
analise detalhada das caracteristicas genomicas desses virus, incluindo tamanho de genoma,
quantidade de proteinas preditas e contetido G+C, identidades médias de aminoéacido (AAI) e
nucleotideo (ANI), frequentemente utilizadas em taxonomia viral. Além disso, foi realizado um
estudo do pangenoma do grupo extended Asfarviridae ao agrupar as sequéncias de proteinas
em grupos de ortologos. Adicionalmente, a natureza aberta ou fechada do genoma foi
investigada, bem como a identificagdo de genes core e acessorios. A andlise filogenética,
realizada por meio de Maxima Verossimilhanga, permitiu a construgdo de uma arvore
filogenética com base nos genes core, proporcionando entendimentos sobre a relacao evolutiva
entre esses virus. A investigacdo da manutencdo da colinearidade génica entre os diferentes
grupos de virus também foi realizada. Os resultados obtidos revelaram uma diversidade
genOdmica considerdvel dentro do grupo extended Asfarviridae, o que contrasta com a
uniformidade esperada em membros de um mesmo tdxon. Essa diversidade se manifesta em
diferencas significativas nos genomas, tanto em termos de tamanho quanto de conteudo G+C.
O pangenoma de extended Asfarviridae mostrou-se aberto, com um core restrito, de 37 genes,
e um genoma acessorio amplo. Além disso, foram observadas variagdes na identidade de
aminodacidos e nucleotideos entre os membros desse grupo, indicando uma ampla diversidade
genética. Adicionalmente, foi identificada uma falta de conservacao na ordem génica entre
esses virus. Com base nos resultados obtidos, juntamente com os dados fenotipicos, propde-se
uma revisao na taxonomia desses virus, que ndo mais os agrupe em uma Unica familia. Sugere-
se, portanto, a possivel separa¢do de Faustovirus e Asfivirus, Kaumoebavirus e Pacmanvirus
em multiplas espécies distintas. Essas descobertas enfatizam a necessidade continua de
investigacao para uma compreensao mais precisa da diversidade genética e evolutiva dos virus
gigantes, além de suas implica¢des taxonomicas e bioldgicas.

Palavras-chave: Asfarviridae; gendmica comparativa; virus gigantes; pangenoma; taxonomia.



ABSTRACT
The giant virus family 4sfarviridae officially encompasses only species of the genus Asfivirus,
however, a genetic association with other viruses such as Faustovirus, Kaumoebavirus,
Pacmanvirus, and Abalone asfar-like virus has been observed, thus forming the “extended
Asfarviridae” group. Despite the genetic association, there is a lack of consensus on classifying
these viruses as a cohesive taxon. This work aims to investigate the genomic diversity and
taxonomy of viruses in the extended Asfarviridae group. The adopted methodology included a
detailed analysis of the genomic characteristics of these viruses, including genome size,
predicted protein count, and G+C content, as well as average amino acid (AAI) and nucleotide
(ANI) identities, commonly used in viral taxonomy. Additionally, a study of the extended
Asfarviridae group's pangenome was conducted by clustering protein sequences into
orthologous groups. Furthermore, the open or closed nature of the genome was investigated,
along with the identification of core and accessory genes. Phylogenetic analysis, performed
through Maximum Likelihood, allowed the construction of a phylogenetic tree based on core
genes, providing insights into the evolutionary relationship between these viruses. The
investigation of gene collinearity preservation among different virus groups was also
conducted. The obtained results revealed considerable genomic diversity within the extended
Asfarviridae group, contrasting with the expected uniformity among members of the same
taxon. This diversity is manifested in significant genome differences, both in terms of size and
G+C content. The extended Asfarviridae pangenome demonstrated to be open, with a restricted
core of 37 genes and a broad accessory genome. Additionally, variations in amino acid and
nucleotide identity were observed among members of this group, indicating wide genetic
diversity. Furthermore, a lack of conservation in gene order among these viruses was identified.
Based on the obtained results, together with phenotypic data, a revision in the taxonomy of
these viruses is proposed, no longer grouping them into a single family. Therefore, the possible
separation of Faustovirus and Asfivirus, Kaumoebavirus and Pacmanvirus into multiple distinct
species is suggested. These findings emphasize the ongoing need for research for a more precise
understanding of giant virus genetic and evolutionary diversity, as well as their taxonomic and

biological implications.

Keywords: Asfarviridae; comparative genomics; giant viruses; pangenoma; taxonomy.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A defini¢do abrangente e precisa de virus permanece desafiadora, dada sua natureza
dinamica e diversificada (Koonin et al., 2021). Inicialmente conceituados por Lwoff na década
de 1950, os virus foram caracterizados como elementos genéticos simples e moveis,
dependentes de um hospedeiro celular para replicagdo e envolvidos por uma capa proteica
(Lwoff, 1957; Lwoff & Tournier, 1966). Contudo, o paradigma viral foi profundamente
alterado em 2003 com a descoberta do Acanthamoeba polyphaga Mimivirus (APMV),
desafiando as caracteristicas tradicionais dos virus (Scola et al., 2003).

Os virus gigantes, exemplificados pelo APMV, apresentam caracteristicas singulares,
como virions visiveis ao microscopio de luz, genomas maiores que alguns organismos
unicelulares, repertorio génico inédito e diversificado (Raoult et al., 2004). Essa descoberta
revolucionou a virologia, questionando conceitos estabelecidos, destacando a necessidade de
revisitar as defini¢des convencionais e criando a necessidade de novos estudos de isolamento e
sequenciamento a fim de se descobrir novos virus desse tipo, por muito tempo nao estudados.
Este cendrio motivou a formag¢do e uma possivel expansdo da familia de virus gigantes
Asfarviridae, originando o clado "extended Asfarviridae" para incluir Asfivirus e virus
geneticamente relacionados, como faustovirus, kaumoebavirus, pacmanvirus e Abalone asfar-
like virus (AbALV) (Andreani et al., 2017).

Contudo, persiste uma lacuna de entendimento entre os pesquisadores quanto a inclusao
oficial desses virus associados na familia Asfarviridae. Surgem questionamentos acerca de sua
possivel condigdo como membros fundadores de outras familias, além da busca pela elucidagao
das reais associagdes genéticas e evolutivas entre essas entidades virais. Essa incerteza
evidencia a complexidade subjacente a classificacdo taxondmica desses virus, suscitando a
necessidade continua de estudos aprofundados para clarificar essas relagdes e consolidar a
compreensdo da diversidade e evolucao no contexto desse clado.

Neste contexto, a realizagdo de uma caracterizagdo gendmica e funcional abrangente,
juntamente com a constru¢do de um pangenoma que reflita o conteudo génico de extended
Asfarviridae, desempenha um papel crucial na ampliacio do nosso entendimento sobre a
diversidade viral desse grupo. Isso nos capacita a responder a questoes fundamentais sobre sua
classificagdo como uma familia e proporcionar uma estrutura organizada que reflete
precisamente as relagdes evolutivas entre esses organismos. Essa contribui¢do ¢ alcangada ao

oferecer esclarecimentos aprofundados sobre padrdes de variabilidade genética, identificagao
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de marcadores genéticos distintivos, eventos evolutivos especificos e relagdes filogenéticas
entre essas linhagens virais.

Para atingir esses objetivos, o presente estudo emprega uma abordagem in silico,
combinando genomas disponibilizados publicamente de diversas espécies e isolados virais
dentro desse clado, por meio de técnicas avancadas de bioinformatica. Esse processo envolveu
métodos como clusterizacdo de proteinas por homologia, determinagdo de co-ortologia,
analises de sequéncias de aminodcidos e nucleotideos, bem como a ordem génica. Essa
investigacdo vai além da classificacdo taxondmica, explorando as similaridades e diferencas
genéticas entre as espécies desse clado. Este enfoque mais amplo fornece dados cruciais para
compreender a relacdo evolutiva entre as diferentes linhagens, desvendar a complexa estrutura
gendmica que as caracteriza e explorar a diversidade funcional que contribui para a ecologia
viral Unica dentro desse clado. A andlise da dindmica de ganho e perda de novos genes dentro
das diferentes espécies do clado também ¢é possivel. Esses eventos genéticos estdo
intrinsecamente associados a funcionalidade génica dos virus e a sua capacidade de se adaptar
ao ambiente circundante. Compreender esses processos de adaptacao € essencial para desvendar
a complexidade da ecologia viral e as estratégias evolutivas adotadas por extended Asfarviridae.

Portanto, ao abordar essa lacuna no conhecimento, esse estudo ndo apenas contribuira
para a classificagdo mais precisa desses virus como uma familia, mas também lancara luz sobre
os intricados mecanismos genéticos subjacentes a sua diversidade, evolugdo e adaptacao

ambiental.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 VIRUS GIGANTES

Devido a sua natureza dindmica e diversificada, atualmente ainda nio existe uma
defini¢do precisa de virus estabelecida (Koonin et al., 2021). Embora imprecisa, a defini¢do
corrente mais habitual, cunhada por Lwoff na década de 1950 baseado em critérios negativos,
caracteriza os virus como pequenos elementos genéticos moveis, simples que dependem de um
hospedeiro celular para se multiplicar e sdo constituidos pelo seu material genético — seja RNA
ou DNA — envolto por uma capa proteica protetora (Lwoff, 1957; Lwoff & Tournier, 1966).

Uma particula viral completa, conhecida como virion, desempenha o papel de entregar
sua carga genética a cé¢lula hospedeira, o que viabiliza a expressdo génica por meio de
transcricdo e traducdo, utilizando a maquinaria bioquimica das células eucaridticas ou
procaridticas. Fora do ambiente celular hospedeiro, os virus permanecem inertes por nao
possuirem por completo a maquinaria propria necessaria para sua replicagdo (Gelderblom,
1996; Modrow et al., 2013).

O material genético viral, que pode ser RNA de fita unica (ssRNA) e dupla (dsRNA) ou
DNA de fita unica (ssDNA) e dupla (dsDNA), frequentemente acompanhado por proteinas
basicas, forma o nucleocapsideo — um complexo que compreende o acido nucleico associado a
proteinas. Nos virus envelopados, o nucleocapsideo ainda é envolto por uma bicamada lipidica
derivada da membrana da célula hospedeira. Devido ao seu tamanho fisico reduzido, os
genomas virais geralmente codificam um niimero limitado de proteinas estruturais e proteinas
reguladoras nao estruturais envolvidas no processo de replicacdo viral (Gelderblom, 1996;
Modrow et al., 2013).

Posto isso, algumas das caracteristicas presentes na cldssica definicdo de virus foram
desafiadas no ano de 2003, quando um organismo que por onze anos havia sido classificado
como bactéria passava a ser o primeiro virus gigante de ameba descrito, o APMV (Scola et al.,
2003). Apesar de compartilhar muitas caracteristicas com os virus candnicos, o APMV
apresenta diversas caracteristicas presentes em outros microrganismos. A maioria dos virus ¢é
menor do que o menor comprimento de onda de luz, o que significa que ndo podem ser
observados com microscopia de luz visivel (Daaboul et al., 2017). Para o APMV e outros virus
gigantes, seus virions, ao contrario, sao visiveis através do microscopio de luz (Scola et al.,
2003), tém genomas maiores que algumas bactérias e repertorio génico mais diverso que outros
virus (Raoult et al., 2004). Ainda, o APMV possui proteinas nunca antes encontradas em virus
como fatores de traducdo e sintetases de aminoacil-tRNA além de seis tRNAs (Raoult et al.,

2004). Além disso, ao contrario dos outros virus conhecidos até entdo, o APMV pode entrar em
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células hospedeiras por fagocitose devido ao seu grande tamanho, sem a necessidade de
interacoes especificas virus-hospedeiro, (Ghigo et al., 2008).

Virus gigantes sdo virus que apresentam uma ampla gama de formas e tamanhos de
virions. A maioria dos virions possui tamanhos entre 200 e 400 nm (Schulz et al., 2022). O
maior virus descrito até o momento, em termos de tamanho fisico, € o Pithovirus sibericum,
com 1,500 nm de comprimento (Legendre et al., 2014), superando algumas bactérias pequenas,
como Mycoplasmas, e at¢ mesmo alguns Eucariotos unicelulares, a exemplo de algas da classe
Prasinophyceae, as quais também sdo infectadas por outros virus gigantes (Bellec et al., 2009;
Sandaa et al., 2001). O P. sibericum foi descoberto em 2014 a partir de uma amostra de
permafrost siberiano de mais de 30.000 anos (Legendre et al., 2014). Foi “revivido” e ainda
demonstrou a capacidade de infectar amebas em condig¢des laboratoriais. Esse resultado suscita
discussdes mais amplas, ndo apenas sobre a diversidade viral, mas também sobre os impactos
do aquecimento global (Alempic et al., 2023; Khan et al., 2020).

Os virus gigantes foram inicialmente ignorados devido as praticas de filtragem que
presumiam que todos os virus eram de tamanho diminuto. A descri¢cdo de virus gigantes desafia
as convengdes tradicionais na virologia, especialmente a nocao historica de “filtrabilidade”
como critério distintivo que separaria os virus de outros microrganismos. Este conceito, que
remonta ao isolamento do virus da doenca do mosaico do tabaco em 1892, presumia que todos
os virus seriam suficientemente pequenos para passarem através de filtros com poros de até 200
nm (Claverie & Abergel, 2016).

Além de seu tamanho fisico, o genoma desses virus ¢ maior do que os outros virus
conhecidos e até mesmo maior que alguns genomas bacterianos, apresentando genomas acima
de 2 Mb (figura 1), como no caso do Pandoravirus salinus (Philippe et al., 2013). Esses virus
possuem genomas de dsDNA, semelhantes aos de seus hospedeiros celulares. A variacao no
tamanho dos genomas desses virus ¢ significativa, oscilando de aproximadamente 100 kb em

alguns iridovirus a cerca de 2,5 Mb em pandoravirus (Koonin & Yutin, 2019).

Figura 1 — Média dos tamanhos de particula e de genoma de diferentes familias/grupos de virus

gigantes.
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Ao longo dos anos, outras espécies de virus gigantes foram descritas e agrupadas
atualmente em onze familias virais oficiais, todas pertencentes ao grupo taxonOmico
denominado Nucleo-Cytoplasmic Large DNA Viruses (NCLDVs), devido a caracteristica de
replicagdo no nucleo e citoplasma (Monttinen et al., 2021), o qual hoje forma o filo
Nucleocytoviricota (Monttinen et al., 2021). O avango na descoberta desse grupo de virus
ocorreu através do seu isolamento em co-cultivo com eucariotos unicelulares, como amebas,
particularmente Acanthamoeba castellanii, que serviu como um excelente sistema modelo. 4.
castellanii levou ao isolamento de diversas espécies de pitovirus, cedratvirus, faustovirus,
pacmanvirus, marseillevirus, dentre diversos outros (Schulz et al., 2022). Além de A.
castellanii, o uso de hospedeiros eucariotos unicelulares alternativos, como Vermamoeba spp.
e espécies de microalgas, permitiu a identificagdo de varias outras espécies de virus gigantes
(Schulz et al., 2022).

Hoje, sabe-se que os virus pertencentes a este filo infectam uma ampla variedade de
hospedeiros eucariodticos, que vao desde os menores coanoflagelados unicelulares conhecidos
até animais e algas multicelulares (Ruiz Martinez et al., 2023; Sun et al., 2020). Virus gigantes
que infectam Acanthamoeba penetram na célula por fagocitose ou fusdo de membranas (Sobhy,
2017). No caso de fagocitose, apds a abertura do capsideo, a membrana que reveste o interior

da particula viral funde-se com a membrana do fagossomo liberando o DNA do virus no interior
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celular juntamente com proteinas associadas no citoplasma (Schulz et al., 2022; Sobhy, 2017).
A depender do tipo de virus, a replicacdo segue caminhos distintos. Virus como os mimivirus
e pitovirus contam com sua propria maquinaria de transcri¢do dentro dos virions junto com seus
genomas. Dessa forma, permanecem no citoplasma, onde desenvolvem grandes fabricas virais
sem a necessidade de adentrar o nucleo celular (Schulz et al., 2022). Em contraste, os
pandoravirus e molivirus ndo t€ém maquinaria de transcricdo nas particulas virais, portanto,
precisam transportar seus genomas para o nicleo celular a fim de acessar as fungdes necessarias
para iniciar seu ciclo de replicacdo (Schulz et al., 2022). Os marseillevirus, por sua vez,
comportam-se como um intermediario entre virus citoplasmaticos e nucleares. Apesar da
auséncia de maquinaria de transcri¢ao nas particulas virais, ao recrutar a maquinaria necessaria
do nucleo para o citoplasma por determinado tempo, eles acabam instalando suas fabricas virais
no citoplasma (Rodrigues et al., 2020). Com exce¢do dos phaeovirus, o ciclo de replicacdo dos
virus gigantes ¢ litico, culminando na montagem de virions maduros que sdo liberados por

exocitose ou lise celular (Miiller et al., 1996; Ruiz Martinez et al., 2023).

2.2 TAXONOMIA VIRAL

A taxonomia ¢ uma disciplina fundamental no estudo de qualquer nova entidade
biologica. Esse processo, que remonta pelo menos ao século XVIII, quando Carl Linnaeus
definiu os principios da taxonomia moderna, envolve a classificagao e nomeagao de organismos
com base em caracteristicas distintivas (Lefkowitz et al., 2018). A taxonomia ¢ conduzida por
cientistas que publicam seus trabalhos, apresentando evidéncias para a classificacdo proposta.
A medida que novos dados surgem, seja sobre organismos previamente estudados ou
relacionados, a hierarquia de classificagdo pode ser ajustada.

A taxonomia viral, por sua vez, fundamenta-se na analise e comparagdo de diversas
caracteristicas que delineiam a natureza do virus. Essas caracteristicas englobam a composi¢ao
molecular (DNA ou RNA) e a configuragdo do genoma (simples ou dupla fita, linear ou
circular, inteiro ou segmentado), a arquitetura e composicao do capsideo, as vias responsaveis
pela expressao génica viral, o local de replicacdo do material genético, a amplitude de
hospedeiros, o modo de replicacdo, a patogenicidade e a similaridade de sequéncia (Adams et
al., 2015; Lefkowitz et al., 2018).

Embora todas essas caracteristicas desempenhem papel crucial, as comparagdes
gendmicas, tanto em termos de similaridade composicional quanto de filogenia, emergiram
como elementos-chave na delimitagdo e distingdo das categorias virais (Simmonds et al., 2017).

Os métodos gendomicos desempenham um papel crucial na delimitacdo das categorias virais,
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principalmente em tdxons mais basais, utilizando tanto andlises baseadas em aminoécidos
(AAS) quanto em nucleotideos (NS) (figura 2). O alinhamento de sequéncias de aminoacidos
e a analise de Average Aminoacid Identity (AAl), ou identidade média de aminoacidos,
fornecem perspectivas sobre a composigdo e relacionamentos genéticos das proteinas virais,
enquanto o alinhamento de sequéncias de nucleotideos, contetido G+C e a Average Nucleotide
Identity (ANI), ou identidade média de nucleotideos, revelam similaridades no nivel do DNA
(Romiguier et al., 2010; Simmonds et al., 2023). Além disso, o suporte de ramificac¢do (branch
support) em filogenias fornece medidas estatisticas sobre a forca de um clado filogenético,
enquanto a sintenia de genes destaca a conservagdo estrutural genomica ao longo do tempo
(Simmonds et al., 2017; Y. Wang et al., 2012). Esses métodos gendmicos sao essenciais para

uma taxonomia viral precisa, proporcionando uma abordagem robusta e atualizada.

Figura 2 - Classificagdo hierarquica utilizada na taxonomia de virus associada as metodologias que podem ser
empregadas para determinar as relagdes evolutivas. AAS - Similaridade de Sequéncia de Aminoacidos; NS -
Similaridade de Sequéncia de Nucleotideos.
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Fonte: Simmonds et al., 2023.

Com base na avaliagdo dessas caracteristicas, estabelece-se uma rela¢do hierarquica que
agrupa virus com propriedades semelhantes. Essas propriedades definem taxons em diferentes
niveis, desde reinos até espécies. Por exemplo, a ordem Picornavirales inclui virus nao
envelopados, com particulas icosaédricas contendo um ou dois segmentos de RNA de sentido
positivo. Membros da familia Picornaviridae, uma das varias familias pertencentes a ordem

Picornavirales, apresentam um genoma nao-segmentado e organizacdo gendmica conservada.
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O género Enterovirus compartilha mais de 42% de identidade de aminoacidos. Na ponta final,
exemplares da espécie Enterovirus C compartilham mais de 70% de identidade de aminoacidos,
além de uma limitada gama de hospedeiros e receptores (Lefkowitz et al., 2018).

O atual relatorio do Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) lista 11,273
espécies de virus e viroides distribuidas em 2,818 géneros, 128 subfamilias, 264 familias e 72
ordens (Current ICTV Taxonomy Release | ICTV, 2022). Ha também um capitulo de virus nao
classificados, representando possiveis novos géneros ou familias. A classificagdo taxondmica
de virus ¢ uma ciéncia dindmica, sujeita a atualizagdes regulares para refletir as ltimas decisdes
taxondmicas. O ICTV é uma entidade internacional dedicada a taxonomia de virus, incumbida
de desenvolver, curar e manter uma taxonomia universal de virus. Atuando com o apoio da
divisdo de virologia da Unido Internacional de Sociedades Microbiologicas, o ICTV
desempenha um papel crucial na orientagdo das diretrizes para a nomeacao de taxons e na
aprovagdo da taxonomia e nomes propostos por pesquisadores antes de sua oficializagdo
(Introduction to Virus Taxonomy | ICTV, 2011). O capitulo dedicado a virus ndo classificados
no nono relatorio destaca a conscientizacao do ICTV sobre a presenga de virus que ainda nao
puderam, devido a caracteristicas Unicas, ser totalmente categorizados. Esses virus representam
potencialmente novos géneros ou familias, destacando a necessidade continua de atualizagdes
e revisdes na classificacdo taxondmica para acomodar a crescente complexidade do mundo
viral, principalmente advindo de estudos genomicos (Santos-Medellin et al., 2021; Suttle,
2005). Dentre os virus sem classificagdo, encontram-se os faustovirus, kaumoebavirus,
pacmanvirus e AbALV.

A diversidade viral ¢ vasta, com estimativas sugerindo a existéncia de 10°! particulas
virais na Terra (Mushegian, 2020). As recentes técnicas de sequenciamento, como a
metagendmica, t€m revelado um viroma extenso e diversificado. No entanto, a classificagdo
viral a partir desses dados desafia os critérios tradicionais, principalmente devido a falta de
informacdes fenotipicas sobre muitos desses virus detectados. Nesse caso, ainda se depende
muito de abordagens tradicionais como isolamento desses virus em culturas laboratoriais. A
taxonomia viral ndo é uma ciéncia estatica, mas sim um campo em constante evolugdo. A
medida que avangamos na era da genomica, a classificagdo automatica com base em sequéncias
gendmicas pode se tornar uma realidade.

Sua importancia reside ndo apenas na organiza¢do do vasto mundo viral, mas também
na compreensao das relagdes evolutivas entre esses agentes infecciosos, um desafio continuo
enfrentado pelos cientistas na busca por uma compreensao abrangente da vida microscopica. A

correta classificagdo dos virus é fundamental para compreender sua biologia, evolucdo e, mais
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importante, em se tratando de virus de interesse para a satide humana e animal, para aprimorar
a eficacia das intervencdes médicas e de saude publica através de métodos diagndsticos mais
precisos, desenvolvimento de vacinas e descoberta de farmacos. No ambito ambiental e
puramente cientifico, a taxonomia viral desempenha um papel crucial ao proporcionar uma
compreensao mais profunda e abrangente da diversidade viral, incluindo fendmenos como os
virus gigantes. Identificar e classificar esses virus permite aos cientistas explorar os papéis
ecologicos desses agentes virais, bem como compreender suas interagdes com outros
organismos presentes no ambiente. A classificagdo taxondmica ¢ essencial para investigar a
evolucdo viral ao longo do tempo. Isso inclui a compreensdo de eventos evolutivos Unicos,
como a descoberta de virus gigantes, que desafiam as concepgdes tradicionais na virologia e

acrescentam conhecimentos importantes para a biologia viral.

2.3 FILOGENIA E EVOLUCAO DE VIRUS GIGANTES

A filogenia e evolugdo dos virus gigantes tém sido objetos de intensa investigagao.
Atualmente, o filo Nucleocytoviricota (ou NCLDVs) engloba onze familias virais oficiais e
diversos grupos e espécies taxonomicamente ainda ndo designados. Ainda hoje, a filogenia
desse clado ¢ bastante dindmica e sujeita a novas alteragdes conforme novos isolados e
sequéncias de virus gigantes sdo descobertos. A constru¢do da filogenia dos NCLDVs segue
uma abordagem semelhante a rotineiramente utilizada para formas de vida celular, por meio da
construcdo de arvores filogenéticas para genes marcadores universais, presentes em virus desse
grupo, como genes de capsideo, DNA polimerase, ATPases e Helicases (Koonin & Yutin,
2019). No entanto, devido a escassez de genes conservados em todos os membros do grupo, a
escolha de marcadores para a constru¢ao da filogenia ¢ limitada. Ao analisar clusters de genes
ortélogos (COQG) presentes em todos os NCLDVs, Yutin et al. (2009) determinou um grupo
core de 47 genes. Nos ultimos anos, filogenias dos NCLDVs foram elaboradas para o crescente
conjunto de genomas identificados, utilizando genes individuais quase-universais ou cole¢des
de 3 a 7 genes (Koonin & Yutin, 2019). A arvore filogenética de NCLDV's mais recente (figura
3) consegue agrupar e definir clados monofiléticos com altos branch support indicando a

criacdo de algumas familias virais bem definidas nesse clado.
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Figura 3 — Arvore filogenética baseada em sete genes marcadores compartilhados entre todos os membros do filo
Nucleocytoviricota (NCLDVs). Ordens virais representadas por diferentes cores.
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O primeiro ramo na filogenia dos NCLDVs abrange as familias A/lomimiviridae,
Mesomimiviridae e Schizomimiviridae, recentemente derivadas da familia Mimiviridae. Ha
também a familia Phycodnaviridae ¢ Mamonoviridae, junto com os Pandoravirus, ainda sem

familia definida. Os Mimiviridae sdo conhecidos por seu tamanho excepcional, complexidade
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gendmica, e por terem sido os primeiros a serem identificados como gigantes em tamanho
(Raoult et al., 2004). Incluem virus como o APMV, que possui um genoma grande € uma
variedade de genes relacionados a sintese de proteinas e ao metabolismo energético (Raoult et
al., 2004). Os Phycodnaviridae, por sua vez, sdo predominantes em ambientes aquaticos e
infectam algas, apresentando uma ampla gama de tamanhos genomicos (Wilson et al., 2009).

O segundo ramo compreende as familias Marseilleviridae, Iridoviridae e Ascoviridae.
Os Marseilleviridae, sdo caracterizados por sua relagdo com protistas e animais (Aherfi et al.,
2014). Os Iridoviridae abrangem uma ampla gama de virus, incluindo iridovirus, que infectam
invertebrados, vertebrados (Chinchar et al., 2017). A familia Ascoviridae é conhecida por conter
virus que parasitam insetos, e apresentam formas de virion ovoides (Federici et al., 2009).

O terceiro ramo retne as familias Poxviridae e Asfarviridae, juntamente com os
faustovirus, pacmanvirus, kaumoebavirus e AbALV. Os Poxviridae também sdo notaveis pela
sua morfologia unica, apresentando virions em formato de tijolo (Condit et al., 2006). Incluem
virus como o virus da variola, que infecta mamiferos, e outros que afetam uma variedade de
hospedeiros animais. Membros oficiais de Asfarviridae, por sua vez, sdo caracterizados por
infec¢do em suinos e por apresentarem virions com morfologia tipica de icosaedro (Liu et al.,
2019). Os faustovirus, pacmanvirus e kaumoebavirus foram identificados como
filogeneticamente associados aos Asfivirus, levando a criacdo da terminagdo "extended
Asfarviridae".

O reconhecimento das caracteristicas notaveis dos virus gigantes tem suscitado
propostas conceituais inovadoras. Um dos conceitos mais proeminentes ¢ a sugestdo de que os
virus gigantes representam um "quarto dominio da vida", distinto, mas comparavel aos trés
dominios celulares reconhecidos: bactérias, arqueias e eucariotos (Boyer et al., 2010). Esta
proposta tem fundamentos na observacao de caracteristicas "semelhantes as células" dos virus
gigantes, referindo-se tanto ao tamanho dos virions quanto ao genoma desses virus. Entretanto,
a continua descoberta de novos isolados destaca que os virus gigantes ndo sdo anomalias, mas
sim entidades anteriormente negligenciadas devido a praticas de filtragem fisica estabelecidas.
Essa observagao sugere que, embora a ideia de um quarto dominio da vida seja uma abordagem
conceitual util para caracterizar o carater "celular", em termos de tamanho, dos virus gigantes,
a classificag@o desses virus como um dominio distinto pode ser erronea. Analises filogenomicas
abrangentes indicam que a hipdtese do quarto dominio ndo ¢ sustentada (Yutin et al., 2014). Os
virus gigantes, apesar de seu tamanho incomum e complexidade genética, compartilham um

conjunto central de genes que os vincula ao grupo NCLDV, esse por sua vez, geneticamente
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associado a outros virus na grande arvore filogenética viral (Bickstrom et al., 2019; Yutin et
al., 2014).

Existem duas propostas de modelos para a evolugdo dos virus gigantes. Segundo o
modelo redutivo, um genoma celular ancestral teria passado por um processo de redu¢do em
seu tamanho e conteudo génico, o que resultaria na dependéncia do genoma resultante em
relagdo as células hospedeiras (Brandes & Linial, 2019). Uma evidéncia consistente com essa
teoria ¢ a presenca de genes que desempenham fungdes celulares em praticamente todos os
virus gigantes. A outra proposta, mais aceita dentre os virologistas evolutivos, sustenta um
modelo de expansdo. De acordo com essa hipdtese, os virus gigantes atuais teriam se originado
de virus ancestrais menores, contendo apenas algumas dezenas de genes, e, por meio de
duplicagdes génicas e transferéncias horizontais de genes, teriam experimentado um rapido
processo de expansdo e diversificagdo (Filée & Chandler, 2010; Iyer et al., 2006; Krupovic &
Koonin, 2015; Yutin et al., 2014). Pesquisas metagenomicas e a recente onda de descobertas de
virus gigantes, que indicam uma intensa troca génica entre esses virus e diversas formas de
organismos compartilhando os mesmos ecossistemas, corroboram com esse modelo

(Béackstrom et al., 2019).

2.4 EXTENTED Asfarviridae

O clado "extended Asfarviridae" passou por uma trajetoria evolutiva complexa desde a
primeira inclusdo do Virus da Peste Suina Africana (ASFV) como parte da familia Iridoviridae
em 1984. Em 1998, genotipos associados ao ASFV receberam o género “Asfivirus” e foram
designados para a nova familia Asfarviridae (Alonso et al., 2018). Andlises aprofundadas das
estratégias de replicacdo e dos genes virais revelaram que o ASFV esta relacionado a outros
virus gigantes de dsDNA originando o grupo dos NCLDVs (Iyer et al., 2001). Dentro de
Asfarviridae, conforme novas espécies virais relacionadas filogeneticamente a essa familia
foram sendo identificadas, o grupo se expandiu de tamanho em nimero de individuos.
Entretanto, até agora, somente espécies de Asfivirus compdem oficialmente essa familia e, por
1ss0, criou-se a denominagdo “extended Asfarviridae”, ou “Asfarviridae estendida”, em 2019 a
fim de acomodar essas outras espécies temporariamente.

O crescimento significativo da familia Asfarviridae ocorreu a partir de 2015, quando o
inicio dos co-cultivos de isolados virais utilizando Vermamoeba vermiformis como hospedeiro,
especialmente para faustovirus (Benamar et al., 2016). Esse método representou um
afastamento do modelo classico para virus gigantes de Acanthamoeba spp., marcando um passo

significativo na compreensao da diversidade dessa familia viral.
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Portanto, além do ASFV, agora o grupo extended Asfarviridae abrange uma variedade
de virus, como faustovirus, kaumoebavirus, pacmanvirus e o AbALV, que, de certa forma,
compartilham uma proximidade genética dos ASFV (figura 4). Especula-se que esses quatro
grupos virais possuem um ancestral em comum e que os kaumoebavirus foram os primeiros a
divergir (Andreani et al., 2017).

Anteriormente limitada ao ASFV, a familia Asfarviridae expandiu-se para incluir outras
espécies virais que infectam diferentes hospedeiros e apresentam variagdes gendmicas notaveis.
A importancia desse clado, tanto em termos de saude animal quanto de entendimento da
diversidade viral génica, destaca a necessidade continua de pesquisas e estudos com o clado

"extended Asfarviridae".
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Figura 4 — Arvore filogenética de extended Afarviridae baseada no gene da DNA polimerase B. A raiz da arvore

esta baseada em virus de Poxviridae.
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2.4.1 Asfivirus
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O ASFV, pertencente ao género Asfivirus ¢ membro fundador da familia Asfarviridae,

¢ o causador da Peste Suina Africana (ASF), uma doenga devastadora para suinos. Sua historia

remonta a década de 1920, quando foi inicialmente descrita no Quénia (Eustace Montgomery,

1921). Atualmente, a ASF ¢ considerada uma das mais sérias ameacas para a indudstria suina

global, especialmente para pequenos produtores, devido a sua alta contagiosidade e alta taxa de

mortalidade, atingindo tanto suinos domésticos quanto selvagens (Berthe, 2020).

A analise da estrutura de seu virion por microscopia eletronica (figura SA) revelou uma

particula com aproximadamente 200 nm de diametro enquanto que a microscopia crioeletronica

revela com detalhes a configuracdo icosaédrica de seu capsideo (figura 5B) (Andrés et al.,
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2020; Liu et al., 2019). O virion do faustovirus ¢ formado por uma morfologia em
multicamadas composta por varios dominios: o nucleo interno formado pelo genoma central
contém o nucleodide, que é revestido por uma espessa camada proteica denominada matriz ou
involucro interno do nucleo; uma membrana lipidica interna envolvendo o nucleo e, por fim, o
capsideo icosaédrico, que constitui a camada mais externa dos virions intracelulares (figura
5C). Essa configuracdo icosaedral ¢ compartilhada pelos outros membros do clado, como o
faustovirus, kaumoebavirus, pacmanvirus ¢ AbALV (Klose et al., 2016; Liu et al., 2019;
Matsuyama et al., 2023). Os virions extracelulares possuem uma camada lipidica externa
adicional obtida quando o virus brota através da membrana plasmatica da célula hospedeira

(figura 5C) (Andrés et al., 1997; G. Li et al., 2020; Liu et al., 2019).

Figura S — Estrutura do virion do ASFV. (A) Micrografia eletronica do virion, barra representa 200 nm (B)
Reconstrugdo cryo-EM do capsideo do ASFV cepa BA71V, colorida de acordo com a distancia radial do centro
do virus (C) Representacdo esquematica e simplificada da estrutura multicamada do virion do ASFV.
Fonte: (A) Pippa Hawes, Institute for Animal Health, Reino Unido, Disponivel em:

Membrana externa
Membrana externa

Capsideo

Membrana interna

Capsideo interno

Nucledide

Espicula

https://ictv.global/report/chapter/asfarviridae/asfarviridae. (B) Andrés et al., 2020, (C) elaborado pelo autor
(2024).

O genoma do ASFV ¢ composto por uma molécula linear de dSDNA, com um tamanho
variando entre 170 e 190 kb, que pode resultar na codificacdo de mais de 150 Open Reading
Frames (ORFs) (Kabra et al., 2020). A variagdo no tamanho do genoma entre diferentes
i1solados resulta do ganho ou perda de copias de genes pertencentes as familias multigénicas e
a variagdo no numero de repeticdes em tandem em regides ndo codificantes do genoma do

ASFV (Chapman et al., 2008; Dixon et al., 2013). Sua complexidade gendmica ¢ evidenciada
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pela presenga de sequéncias terminais invertidas e complementares, bem como por blocos de
unidades repetitivas de 2,1 kb adjacentes as extremidades. Essas ORFs estdo densamente
compactadas, presentes em ambas fitas de DNA, com distancias intergénicas geralmente
inferiores a 200 nt, algumas contendo pequenas sequéncias repetidas em tandem (Alonso et al.,
2018).

A transmissao do ASFV ocorre principalmente por intermédio do carrapato
(Ornithodoros spp.) (figura 6A), além do contato direto de animais sadios com animais
infectados. E importante destacar que esse virus é o Gnico arbovirus de DNA conhecido
(Cwynar et al., 2019). Trés ciclos de transmissdo foram identificados em areas endémicas: (i)
ciclo entre o javali-africano (Phacochoerus africanus) (figura 6B) e o carrapato, mais comum
na Africa; (ii) ciclo do suino doméstico (Sus domesticus) (figura 6C), onde o ASFV &
transmitido para esses porcos através de carrapatos na Africa e Europa e (iii) o ciclo do porco
doméstico (Sus domesticus) com o Javali (Sus scrofa) (figura 6D), onde o ASFV ¢ diretamente
transmitido entre esses animais, sem a necessidade da presenca do carrapato (Kabra et al.,
2020). Além disso, outras rotas de transmissdo incluem a ingestdo de subprodutos animais
contaminados, contato com suinos infectados, tecidos, carcagas ou picadas de carrapatos
infectados, importacdo de produtos suinos infectados e contaminagdo por fomites (Gaudreault

et al., 2020).

Figura 6 — Hospedeiros conhecidos do ASFV. (A) Carrapato (Ornithodoros spp.), vetor. (B) Javali Africano
(Phacochoerus africanus), (C) Porco doméstico (Sus domesticus), (D) Javali (Sus scrofa).

Fonte: Wikipédia.
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O ASFV demonstra afinidade por células do sistema mononuclear-fagocitario, como
macrofagos e linhagens especificas de células reticulares. A entrada do virus nas células ¢
predominantemente mediada por endocitose mediada por clatrina, macropinocitose e fagocitose
(Basta et al., 2010; Galindo et al., 2015; Sanchez et al., 2012). O processo de desencapsulagao
do ASFV depende de fatores do hospedeiro encontrados durante sua fusdo endossomal, com a
desmontagem do capsideo ocorrendo no pH acido do interior endossomal (Galindo & Alonso,
2017). Apds a degradagdo do capsideo e a fusdo da membrana, os nticleos virais sao liberados
dos endossomos. A sintese inicial de mRNA tem inicio imediatamente apds a entrada,
utilizando enzimas e fatores empacotados no nucleo viral (Galindo & Alonso, 2017). A
replicacdo e montagem do DNA viral ocorrem em areas perinucleares, nas "fabricas virais",
bem comum em NCLDVs, préximas ao centro organizador de microtibulos apos um breve
periodo de replicagdo no nucleo (Hernaez et al., 2006; Quetglas et al., 2012; Simdes et al.,
2019). A saida do virus ocorre por transporte microtubular até a superficie celular, onde a
liberacao viral por brotamento resulta em virions extracelulares cobertos por um envoltério
lipidico adicional (Jouvenet et al., 2004; Salas & Andrés, 2013).

A infec¢@o por ASFV em suinos resulta em alta morbidade e mortalidade, com taxas de
mortalidade que podem chegar a 100% (Penrith & Vosloo, 2009). Os sinais clinicos variam de
formas hiperagudas a cronicas. A capacidade do virus de eficientemente induzir citopatologia
em macrofagos € um fator critico para a viruléncia. Suinos que sobrevivem a infec¢do podem
permanecer persistentemente infectados, sem sinais clinicos, por um periodo ainda
desconhecido (Kabra et al., 2020).

Atualmente, a ASF é endémica em grande parte da Africa, afetando cerca de 35 paises,
incluindo Madagascar (Penrith et al., 2019). Até 1999, a presenca deste virus estava restrita a
Africa; entretanto, em 2007, a partir da Georgia, o virus se disseminou para na¢des da Europa
Oriental, Caucaso e Federacdao Russa, ocasionando surtos expressivos. Na Unido Europeia,
Lituania e Polonia foram os primeiros a notificar casos em javalis em 2014, seguidos pela
propagacdo para Estonia, Letonia e Lituania (Gaudreault et al., 2020). Em 2018, o ASFV
também afetou a China, o maior produtor de carne suina mundial. Apods isso, mais 8 paises
asiaticos foram afetados, resultando na morte de mais de 5 milhdes de suinos (Gaudreault et al.,
2020). O Brasil, e outros paises da América, como o México, também ja foram afetados pelo
ASFV. Aqui, um surto aconteceu entre 1978 ¢ 1979 e, ap6s um intenso programa de erradicagao
organizado pelo governo brasileiro, incluindo o exterminio de mais de 66 mil suinos, o pais foi

declarado zona livre de ASF em 1984 (De Paula Lyra et al., 1986). Mais de 60 paises em todo
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o mundo j4 apresentaram surtos de ASF desde a primeira identificagdo do virus em 1921, e os
surtos globais desde 2018 apresentaram aumento de 25 % (A4 global battle against African swine
fever - Global Times, 2019).

O controle da ASF ¢ desafiador devido a complexidade dos ciclos de manutengdo do
virus, a persisténcia ambiental e a falta de vacinas eficazes. A erradicag¢do ¢ complicada pela
alta taxa de transmissao e pelas possiveis reintroducdes do virus em areas livres de ASF. ASF
representa uma s€ria ameaga para a seguranca alimentar global, com implicagdes significativas
na economia e na saide animal. Estratégias integradas de vigilancia, biosseguridade e
colaboragdo internacional sdo essenciais para conter e erradicar a propagagdo desse virus

altamente contagioso.

2.4.2 Faustovirus

Descoberto em 2015 a partir de amostras de aguas residuais na Franga e Senegal (Reteno
etal., 2015), o faustovirus foi isolado a partir de estudos conduzidos em V. vermiformis (figura
7A). Além disso, esse virus ja foi detectado em mosquitos hematofagos Culicoides imicola e
em seus hospedeiros roedores, assim como em amostras humanas, sugerindo uma ampla
distribuicdo (Temmam et al., 2015). Como V. vermiformis ¢ amplamente encontrada no
ambiente humano, incluindo redes de 4gua hospitalar (Pagnier et al., 2015; Thomas et al., 2006),
agua potavel (A. Marouf Et Al., 2021; Javanmard et al., 2017), fezes humanas (Bradbury,
2014), swabs nasais (Arab-Mazar et al., 2019) e lentes de contato de pacientes com ceratite
(ABEDKHOJASTEH et al., 2013; HAJIALILO et al., 2015; Kennedy et al., 1995), levantam-
se discussdes sobre a possivel associagdo desse virus com os seres humanos (Rolland et al.,
2019). Apesar dessa associagdo, desconhece-se efeitos patogénicos do faustovirus em humanos;
mais pesquisas sdo necessarias para determinar o modo de infeccdo e as possiveis
consequéncias dessa infeccdo, se existirem.

O genoma do faustovirus ¢ composto por dsDNA, geralmente ultrapassando 450 kb,
abrigando mais de 450 ORFs, com um conteido de G+C compreendido entre 36,2% e 39,6%
(Reteno et al., 2015). O faustovirus possui um genoma com formato circular, exceto pelo
isolado Faustovirus liban, para o qual foi identificado um genoma linear (Benamar et al., 2016).
Apesar de ser classificado como um virus pertencente ao clado NCLDV, os faustovirus
compartilham menos de um quarto de seus genes com outros NCLDVs; no entanto,
aproximadamente 46% sao homologos a genes bacterianos, enquanto o restante consiste em
genes Orfaos (ORFans) — sem homologia em bancos de dados (Benamar et al., 2016). Destaca-

se também a presenca significativa de genes pardlogos (com multiplas cdpias no mesmo



33

genoma). Outra caracteristica que o diferencia ¢ uma regido de 17 kb no genoma do Faustovirus
que abriga cinco ORFs, responsaveis pela codificagao de polipeptideos relacionados a Major
Capsid Protein (MCP), incorporando introns e éxons, diferenciando-se notavelmente da
estrutura observada em outros virus em termos da presenca desses elementos ndo codificantes,
os quais sdo raros em espécies virais (Klose et al., 2016). Por exemplo, em Asfivirus, o gene
que codifica a MCP ¢ um unico fragmento genomico de cerca de 2 kb. No faustovirus,
entretanto, a MCP ¢ codificada por 13 éxons separados por 12 introns extensos (Klose et al.,
2016). Posteriormente, também foi identificada a presenca de introns tipo-I na sequéncia
genomica de kaumoebavirus (Bajrai et al., 2016).

O virion do faustovirus exibe um tamanho de 200-240 nm (figura 7B), com
configuragdo icosaédrica apresentando (figura 7C), pela primeira vez no grupo, um capsideo
proteico de dupla camada (figura 7C) (Klose et al., 2016). Sua estrutura lembra a dos Asfivirus,
mas sem a presenca da membrana externa e a substituicdo da membrana interna pelo capsideo
interno (figura 7D). A configuracdo de dupla camada proteica a fim de encapsidar o genoma
surge como uma novidade para virus de DNA, usualmente os virus possuem uma combinagao
de camada proteica com ou sem membrana lipidica. Em vez disso, a membrana interna que
geralmente encapsula o genoma viral em muitos outros NCLDVs foi substituida por uma
camada adicional de proteina. E necessario investigar, com base em novas identificagdes virais,
se esse fenomeno ¢ exclusivo do faustovirus ou se representa um exemplo de evolucao
divergente. Neste ultimo cenario, alguns membros dos NCLDVs poderiam ter adquirido uma
membrana para salvaguardar seu material genético, enquanto outros desenvolveram uma

camada de protecao secundaria fundamentada em proteinas (Klose et al., 2016).
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Figura 7 — Faustovirus e seu hospedeiro conhecido. (A) Vermamoeba vermiformis, protozoario hospedeiro dos

faustovirus. (B) Micrografia eletronica do virion do Faustovirus E12, (C) Reconstrug@o cryo-EM do capsideo,
colorida de acordo com a distancia radial do centro do virus, (D) Representacdo esquematica e simplificada da
estrutura multicamada do virion.
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Fonte: (A)Wikipédia, (B,C) Klose et al., 2016, (D) elaborado pelo autor (2024).

De acordo com Reteno et al. (2015), o ciclo replicativo do faustovirus, com duragdo de
18 a 20 horas, inicia-se com a ameba ingerindo particulas virais individuais por meio de
fagocitose. Cerca de 2 a 4 horas apds a infec¢do, as particulas virais sdo internalizadas por meio
de vacuolos fagociticos. Embora as particulas aparegam proximas ao nucleo do hospedeiro, nao
ha evidéncias de que o virus esteja dentro do ntcleo ou interaja com a membrana nuclear.
Similarmente ao mimivirus, no qual um canal ¢ criado para a passagem de proteinas e DNA
das particulas, as particulas do faustovirus esvaziam seus compartimentos internos no
citoplasma da ameba com a fusdo da membrana lipidica interna que delimita o nucleo da
particula com a membrana do vactiolo. A célula hospedeira passa por uma reorganizagao, de
modo que, de 8 a 10 horas apds a infecgdo, hd o surgimento da fabrica viral no citoplasma.
Entre 12 e 18 horas apos a infeccdo, a fabrica viral ocupa todo o citoplasma, que estd
completamente preenchido com novas particulas virais. Entre 18 e 20 horas ap6s a infecgdo, as

particulas virais sdo liberadas por lise celular.

2.4.3 Kaumoebavirus
O segundo grupo de virus gigante isolado ap6s o inicio de estudos de co-cultura em V.

vermiformis (figura 7A) foi o kaumoebavirus, também uma nova adi¢ao ao clado de extended
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Asfarviridae. Este virus gigante foi inicialmente identificado em amostras de aguas residuais
na regido sul de Jeddah, na Arabia Saudita, em 2016, por pesquisadores da King Abdulaziz
University, de onde origina-se o nome desse virus (Bajrai et al., 2016). Posteriormente, uma
segunda cepa denominada LCC10 também foi isolada a partir de 4guas residuais no sul da
Franc¢a, ampliando assim nosso conhecimento sobre a diversidade biologica e distribui¢ao desse
grupo de virus.

O genoma do kaumoebavirus, com uma extensao entre 350 e 362,6 kb, revelou-se como
uma molécula de dsDNA linear, contendo mais de 450 ORFs, com conteido G+C global de
43,7%, apresentando terminagdes em formato de hairpin covalentemente fechadas,
diferenciando-se dos faustovirus (Bajrai et al., 2016). Observou-se que entre 67% e 76% do
conteido génico do kaumoebavirus sdo ORFans, sem correspondéncia alguma com outras
proteinas no banco de dados do non-reduntant database (nr) do NCBI (Hannat et al., 2023). Ha
ainda, assim como nos faustovirus, a presenga de regides intronicas no genoma desse virus,
incluindo a regido correspondente ao gene MCP. Em regides intergénicas de seu genoma,
percebe-se uma preferéncia por sequéncias ricas em AT, especialmente os motifs TATTT e
TATATA, compartilhando essa caracteristica com os faustovirus (Oliveira et al., 2018). Esses
motifs desempenham um papel crucial como promotores, reforcando a ideia de uma possivel
origem ancestral comum entre esse grupo de virus gigantes. Por fim, hd um viés de codificacao
génica em de uma das fitas de seu DNA para ao menos dois ter¢os de seu genoma, caracteristica
ainda ndo observada em outros membros de extended Asfarviridae. Essa observagao foi feita
nos dois isolados de kaumoebavirus, indicando um surgimento ancestral em sua linhagem ou
até mesmo em Asfarviridae e posteriormente perdido (Geballa-Koukoulas, Andreani, et al.,
2021).

A estrutura fisica do kaumoebavirus ainda nao foi intensamente estudada. O que sabe-
se, através de microscopia eletronica, € que seus virions sdo particulas icosaedrais possuindo
um conformagdo em multi-camada, apresentando didmetro de aproximadamente 250 a 260 nm

(figura 8) (Bajrai et al., 2016; Geballa-Koukoulas, Andreani, et al., 2021).
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Figura 8 — Micrografia eletronica do virion do Kaumoebavirus KLCC10.

Fonte: Geballa-Koukoulas.

No ambito da replicagdo, o ciclo replicativo do kaumoebavirus, conta com a mesma
duracdo que a dos faustovirus, entre 16 e 20 horas, e envolve as mesmas etapas, desde a
fagocitose, fusdo de membranas, fabrica viral e a liberacdo das particulas por meio da lise
celular (Bajrai et al., 2016; Geballa-Koukoulas, Andreani, et al., 2021). Notoriamente, ao
contrario do faustovirus, o kaumoebavirus ndo induz alteracdes morfologicas no nticleo da
célula hospedeira durante seu ciclo replicativo (Bajrai et al., 2016; Geballa-Koukoulas,

Andreani, et al., 2021).

2.4.4 Pacmanvirus
A descoberta do pacmanvirus, recentemente isolado de co-cultura com A. castellanii,

amplia significativamente nosso entendimento sobre o clado extended Asfarviridae. Este novo
virus, denominado Pacmanvirus A23, foi isolado pela primeira vez em 2017 a partir de amostra
ambiental coletada na Argélia (Andreani et al., 2017). O segundo exemplar desse grupo, o
Pacmanvirus S19, foi isolado de 4guas residuais, também na Argélia (Geballa-Koukoulas,
Abdi, et al., 2021).

O genoma dsDNA linear do Pacmanvirus A23 abrange 395 kb, menor somente que os
faustovirus, com um conteudo G+C de 33,62%. Distingue-se por uma alta densidade de
codificagdo, compreendendo por volta de 465 ORFs e auséncia de grandes regides repetitivas
(Andreani et al., 2017). O pacmanvirus € o unico virus desse clado que contém gene que
codifica tRNA (ile), provavelmente para se adaptar a alguma necessidade traducional durante
a infeccdo (Dreher, 2010). Com relacdao ao seu conteudo génico codificante, o pacmanvirus

exibe uma propor¢do de 52.5% de genes ORFans, sem correspondéncia com nenhum registro
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no banco de dados do nr (Andreani et al., 2017). A presenca de pardlogos no genoma do
pacmanvirus foi determinada, indicando poucas familias de genes pardlogos, caso semelhante
ao do faustovirus, sugerindo uma limitacdo espacial ainda presente no genoma (Andreani et al.,
2017).

A estrutura fisica de seu virion € caracterizada por particulas icosaédricas irregulares,
apresentando uma média de 175 nm (figura 9A) (Andreani et al, 2017). A analise
tridimensional por microscopia crioeletronica revela uma arquitetura icosaedral (figura 9B)
semelhante a dos outros membros de seu clado, porém com a distingdo de apresentar uma
membrana lipidica interna em vez de uma proteica (figura 9C), como nos faustovirus (Andreani
et al., 2017). O locus gendmico responsavel pelo MCP assemelha-se ao dos Asfivirus, sendo
codificado por uma tinica ORF, sem a presenga de introns (Andreani et al., 2017). Algumas das
primeiras micrografias eletronicas revelaram estruturas capsidiais defeituosas o que inspiraram

0 nome pacmanvirus, se referindo ao personagem de video game.

Figura 9 — Estrutura do Pacmanvirus e seu hospedeiro conhecido. (A) Acanthamoeba castellanii, hospedeiro do
Pacmanvirus, (B) Micrografia eletronica do virion do Pacmanvirus A23, (C) Reconstrugio cryo-EM do
capsideo, colorida de acordo com a distancia radial do centro do virus, (D) Representagdo esquematica e

simplificada da estrutura multicamada do virion.

Espicula
Capsideo
Membrana interna

Nucledide

Fonte: (A) Wikipédia; (B-C) Andreani et al., 2017; (D) elaborado pelo autor (2024).

O Pacmanvirus demonstra uma replicagdo excepcionalmente rapida em A. castellanii,
com a lise da ameba completando em apenas 8 horas apds a entrada do virion. O ciclo infeccioso
envolve as mesmas etapas dos faustovirus e kaumoebavirus, incluindo a fagocitose do virion,

fusdo de membranas, surgimento da fabrica viral no citoplasma e a liberagdo das particulas por
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meio da lise celular da ameba, a Unica possivel diferenca ¢ uma provavel interacdo com a

mitocondria, ainda a ser provada (Andreani et al., 2017).

2.4.5 Abalone asfar-like virus (AbALYV)

Abalones sdo moluscos gastropodes marinhos pertencentes ao género Haliotis,
conhecidos por suas conchas espiraladas com interior iridescente, encontrados em diversas
regides costeiras ao redor do mundo e utilizada na alimentacdo humana. O Abalone asfar-like
virus (AbALV), designado provisoriamente dessa maneira, foi identificado como o agente
etiologico responsavel por mortalidade em massa entre esses moluscos (Matsuyama et al.,
2020). A doenca, denominada amiotrofia de abalone, foi inicialmente reconhecida na década
de 1980 (Nakatsugawa et al., 1988), porém os esfor¢os para identificar um agente causador nao
obtiveram resultados na época. A amiotrofia de abalone resulta em mortalidade em massa de
abalones jovens, apresentando sintomas iniciais como atrofia muscular nos pés e alteragdes na
pigmentacao da concha. Esta doenga tem um impacto significativo na industria pesqueira,
especialmente na Asia, e afeta também a produgido de madrepérola, obtida das conchas de
abalone (Matsuyama et al., 2021).

A recente descoberta desse virus ocorreu por meio de sequenciamento de nova geragao
(NGS) e pesquisas epidemiologicas baseadas em PCR. Amostras de abalones doentes foram
coletadas em instalagdes de cultivo onde ocorreram mortalidades em massa (Matsuyama et al.,
2020).

O genoma do AbALV possui um tamanho de 281 kb e mais de 300 ORFs preditas. E
um genoma de dsDNA linear, com contetdo G+C de 31,32%, o menor de extended
Asfarviridae, e ndo codifica tRNAs, ao contrario dos Pacmanvirus. Andlises de sua estrutura
genomica e filogenias o colocaram como pertencente ao clado extended Asfarviridae
(Matsuyama et al., 2023).

A morfologia das particulas virais do AbALV ainda ndo ¢ totalmente resolvida, porém,
imagens de microscopia eletronica revelam uma estrutura semelhante a do ASFV (Matsuyama
et al., 2023). Apresentam uma forma icosaédrica com aproximadamente 200 nm de tamanho
(figura 10), composta por nucledide, um provavel capsideo interno e o capsideo externo. Assim
como todos os NCLDVs, particulas virais sdo observadas no citoplasma das células infectadas.
Mas, apesar de ser comum aos outros membros NCLDVs, fabricas virais nao foram observadas

no citoplasma.
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Figura 10 — AbALV e seu hospedeiro conhecido. (A) Micrografia eletronica do virion do AbALV. (B) Haliotis
madaka, uma das espécies de abalone que servem como hospedeiro para AbALV.

Fonte: (A) Matsuyama et al., 2023, (B) Wikipedia.

2.5 CONCEITOS FUNDAMENTAIS DE PANGENOMA
A complexidade da diversidade bioldgica de uma espécie demanda uma quantidade

significativa de informagdes gendmicas. O aumento da quantidade de DNA sequenciado ¢ a
evolucao das tecnologias de sequenciamento, com consequente redugdo do tempo e o custo de
sequenciamento, tem resultado em um aumento exponencial no nimero de genomas
disponiveis em bancos de dados. Isso tem dado origem a novas areas de pesquisa, como a
gendmica comparativa, que explora campos como a evolugdo gendmica. Nesse contexto, o
termo "pangenoma" foi cunhado por Tettelin et al. (2005), especificamente para descrever o
conteudo génico total de varias cepas de Streptococcus agalactiae, principal causador de
infec¢@o neonatal em humanos. Este conceito revela-se fundamental na genémica comparativa,
que busca comparar o conteiido genético de micro-organismos taxonomicamente relacionados.

Tettelin sugere que o pangenoma apresenta uma estrutura estratificada, dividida em trés
subgrupos, que desempenham um papel fundamental na compreensdo da complexidade e da
diversidade genomica: genoma central ou core, genoma acessorio e genes singleton, ou
especificos da cepa (figura 11). O grupo dos genes core abriga o nucleo dos genes essenciais,
compartilhados por todas as cepas analisadas, muitos dos quais desempenham papéis vitais na
sobrevivéncia do organismo. Esse conjunto ¢ majoritariamente formado pelos genes chamados
de housekeeping, genes que mantém a maquinaria essencial de fungdes metabolicas e
genomicas.

O genoma acessorio, muitas vezes de forma controversa chamado de “genoma
dispensavel”, € composto por genes presentes em mais genomas, mas nao em todos. Esse

conjunto de genes ¢ altamente varidvel e frequentemente associado a adaptacdes ambientais
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especificas, representando caracteristicas adquiridas por cada espécie ao longo de sua evolugao.
Esses genes desempenham um papel crucial na capacidade de uma espécie responder e se
adaptar a diferentes ambientes, constituindo uma rica fonte de variabilidade genética que
confere flexibilidade a popula¢do de um organismo para explorar ambientes diversos.

A distribuigdo dos genes no genoma acessorio pode ser classificada em diferentes
categorias, como soft core, shell e cloud, de acordo com sua presenca nas espécies. O soft core
engloba os genes presentes em pelo menos 90% das espécies, indicando uma certa estabilidade
e importancia funcional compartilhada por uma grande parte das espécies do grupo, mas nao
tdo necessaria a ponto de estar em todos os genomas. Por sua vez, o grupo shell compreende os
genes presentes em menos de 90% das espécies, porém em mais de duas espécies, refletindo
uma diversidade intermedidria e uma adaptabilidade a ambientes varidveis. Ja o cloud consiste
nos genes presentes em uma ou duas espécies apenas, sugerindo uma variacao genética mais
restrita e especifica.

Dentro do grupo dos genes cloud ha a presenca dos genes singleton, os quais
representam uma categoria especial, sendo genes presentes exclusivamente em uma tnica cepa
e muitos dos quais também podem ser genes ORFans, ou seja, sem qualquer homologia ainda
descoberta nos bancos de dados (Siew & Fischer, 2003). Esses genes singulares também podem
desempenhar papéis em caracteristicas especificas da cepa, conferir vantagens seletivas em
determinados contextos, assim como 0s acessorios. Sao muitas vezes resultado de eventos
evolutivos tnicos como transferéncia génica horizontal (HGT), evolucao devido ao acimulo de
mutagdes em genes pré-existentes ou até mesmo ao processo de surgimento de genes de novo
(Costa et al., 2020). O surgimento de genes singletons pode estar relacionado a adaptagdo de

um organismo a pressdes ambientais novas ou variaveis (Ezzatpour et al., 2023).
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Figura 11 - Diagrama de Venn ilustrando os subgrupos de um pangenoma formado por trés
organismos.

Organismo 1

Singletons

Acessorios Acessorios

Organismo 2 Organismo 3

Singletons Singletons

Pangenoma

Fonte: elaborado pelo autor (2024)

Ao buscar genes homologos, a analise pangendmica desempenha um papel fundamental
na compreensdo da evolucdo gendmica, categorizando-os em dois subgrupos distintos:
ortdlogos e paralogos. Os genes ortélogos sdo caracterizados por compartilharem uma origem
ancestral comum que existia antes da especiacdo. Eles mantém fung¢des biologicas equivalentes
em diferentes organismos ou cepas, refletindo uma conservacao significativa ao longo do tempo
evolutivo. Essa conservacao de funcao bioldgica sugere que os ortdlogos desempenham papéis
essenciais para a sobrevivéncia e adaptacdo dos organismos em seus respectivos ambientes
(Koonin, 2005; Padro et al., 2022; Willger et al., 2012). Em contraste, os genes paralogos tém
sua origem em duplicagdes génicas, eventos que ocorrem durante a evolugdo e resultam na
presenca de multiplas copias de um gene na mesma espécie ou linhagem (Fitch, 1970; Koonin,
2005). Essas copias, ou paralogos, sao propensas a sofrer mutagdes ao longo do tempo, gerando
variagdo em suas sequéncias e, consequentemente, em suas fungdes bioldgicas (Fitch, 1970;
Koonin, 2005).

A analise pangendmica, com um foco particular nos produtos génicos, envolve o
emprego de ferramentas de bioinformatica avancadas que realizam a clusterizagdo das proteinas
de acordo com sua similaridade. Os algoritmos, como o BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) e similares, destacam-se como os mais comuns (Vernikos, 2020). Eles agrupam proteinas
ao considerar similaridades em suas sequéncias de aminoacidos por meio de alinhamentos
todos-vs-todos par-a-par (Camacho et al., 2009). Outro método importante ¢ o uso de grafos,
como o algoritmo Markov Cluster, que agrupa proteinas com base em suas interagdes

representadas como grafos. Nessa abordagem, os nos representam entidades, como proteinas, €
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as arestas representam relacdes ou interagdes entre essas entidades (W. Li et al., 2012). H4 ainda
o uso de algoritmos que realizam a contagem de palavras em sequéncias, sejam elas de
nucleotideos ou aminoécidos. Esses algoritmos, como exemplificado pelo CD-HIT, utilizam a
contagem de palavras para avaliar similaridades entre as sequéncias, sem a necessidade de
realizar alinhamentos diretos (Fu et al., 2012). O agrupamento de proteinas facilita a
identificacao de familias de genes, proporcionando uma compreensao das relagdes evolutivas.
Além disso, ela fornece informag¢des cruciais sobre homologias, identificagao de ortélogos e
paralogos.

Conforme sugerido por Tettelin et al. (2008), um pangenoma pode ser classificado como
aberto ou fechado: em um pangenoma aberto, seu tamanho (em genes) aumenta
indefinidamente ao adicionar novos genomas; assim, a adi¢do de novos genomas
provavelmente resultard em genes inéditos. Por outro lado, em um pangenoma fechado, a
inclusdo de novos genomas nao resultard na descoberta de novos genes. Essa categorizagao
pode ser realizada através da aplicagdo da Lei de Heap e de uma lei de poténcia. A Lei de Heap
¢ expressa como:

n = KNy

Onde n representa o tamanho do pangenoma, N ¢ o nimero de genomas utilizados, ¢ k
e y sdo os parametros de ajuste. O expoente y ¢ crucial para determinar se o pangenoma
apresenta uma caracteristica aberta. Quando y < 0, o pangenoma ¢ considerado fechado, e seu
tamanho se aproxima de uma constante a medida que mais genomas sao incorporados. Por outro
lado, quando y > 0, o pangenoma ¢ classificado como aberto, e seu tamanho aumenta com a
inclusdo de mais genomas. A propriedade aberta de um pangenoma especifico também pode
ser estimada utilizando um modelo de lei de poténcia com base na férmula:

An = kN-a

Em que An é o niimero de genes recém-adicionados, N ¢ o numero de genomas
utilizados, e k e @ sdo os parametros de ajuste. Se a > 1, o pangenoma ¢ considerado fechado;
enquanto o < 1, o pangenoma ¢ considerado aberto. A Lei de Heap e a lei de poténcia
compartilham similaridades matematicas.

Exemplificando a importancia da analise pangendmica, os primeiros pangenomas a
serem implementados, centrados em bactérias, identificaram genes variaveis relacionados a
viruléncia bacteriana e a vias biologicas ndo essenciais (Tettelin et al., 2005). A partir disso,
houveram estudos subsequentes que, ao aplicar a abordagem pangendmica, realizaram a
descoberta de vias bioquimicas novas, como sistemas de defesa (Doron et al., 2018) e

conduziram estudos evolutivos bacterianos de adaptacdo a diferentes hospedeiros (Lebreton et
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al., 2017). Além disso, desde o inicio da era gendmica, os genomas de referéncia individuais
para cada espécie tém sido a base para compreender a variagdo genética. A pangenOmica surge
como uma ferramenta que complementa informagdes genéticas ausentes em um Unico genoma
de referéncia, revelando variagdes genéticas ocultas e demonstrando a verdadeira diversidade
genética em nivel de espécie (Eisenstein, 2023).

Em resumo, os pangenomas representam uma abordagem inovadora na gendmica
comparativa, abrindo portas para uma compreensdo mais profunda da diversidade genética,
evolucdo e adaptacdo de espécies, contribuindo significativamente para o avanco da pesquisa

cientifica.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a diversidade genOmica e a taxonomia dos virus do grupo extended Asfarviridae,

visando aprimorar a compreensao de sua biologia e evolugao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar as diferengas gendmicas entre os membros do grupo extended Asfarviridae,
destacando variagdes no tamanho do genoma, conteido G+C, e nimero e fungdo das
proteinas codificadas.

Construir o pangenoma desses virus, identificando os genes core e determinar sua
natureza aberta ou fechada.

Analisar a taxonomia desses virus, utilizando métodos filogenéticos e métricas de
identidade genética para determinar suas relacdes evolutivas, e investigar a adequagao
das classificacdes taxonomicas (familia, género e espécie) existentes para esse grupo

viral.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO DOS GENOMAS E ANOTACAO GENICA.

Genomas de isolados virais de membros de extended Asfarviridae disponibilizados
publicamente foram baixados por busca ativa no banco de dados do NCBI. Apenas genomas
completos foram baixados. Uma re-anotacao génica foi realizada para cada um desses genomas,
objetivando a eliminagdo do viés do método de anotacdo e homogeneizagdo metodoldgica. Os
genomas foram submetidos ao GeneMarkS v4.28 (Besemer et al., 2001) para predi¢do das
regides de codificagdo. Essa ferramenta possui os melhores benchmarkings para predicao

génica em virus que infectam eucariotos (Gonzalez-Tortuero et al., 2021).

4.2 AGRUPAMENTO DAS SEQUENCIAS PROTEICAS

Afim de estipular as familias de genes ortdlogos entre as diferentes espécies virais, as
sequéncias aminoacidicas de proteinas preditas foram agrupadas em clusters de elementos
possivelmente ortélogos com o auxilio da ferramenta Proteinortho v6.0.14 (Klemm et al., 2023;
Lechner et al., 2011). Os parametros de 60% de cobertura e 20% de identidade para
agrupamento das proteinas foram adotados com base em Andreani et al., 2017.

O pangenoma foi categorizado da seguinte maneira de acordo com o nivel de

compartilhamento dos genes:

Grupo Genes presentes em
Core 100% dos genomas

Soft 90% dos genomas

core

Shell > 3 genomas, < 90% genomas
Cloud <2 genomas

Com o objetivo de compreender a dindmica de compartilhamento de genes ortdlogos
entre as diversas espécies virais, foi desenvolvida uma matriz numérica que representa a
intersecdo entre os genes compartilhados nos diferentes genomas virais. Os valores foram
normalizados pela quantidade total de proteinas de cada genoma e, em seguida, visualizados
com um heatmap produzido no R com o pacote pheatmap v1.0.12 (Kolde, 2019).

Scripts em Python foram aplicados para conversao da tabela gerada pelo Proteinortho
em uma matriz bindria de presenca e auséncia de genes e a criacdo de uma curva de acumulagao
do pangenoma total e genes core (github.com/isabelschober/proteinortho _downstream). A lei
de Heaps foi aplicada a matriz de presenca e auséncia de genes para o calculo do valor de o

com o intuito de predizer se o pangenoma ¢ de natureza aberta ou fechada. O calculo foi
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realizado no R com o pacote Micropan (Snipen & Liland, 2015) no modo “random” com 1.000
permutagdes.

A matriz de presenca e auséncia de genes, excluindo o grupo dos genes core, também
foi utilizada para andlise de componentes principais (PCA) associados a composi¢do génica
assessoria. A funcdo prcomp do R foi utilizada para o célculo dos componentes principais e
variancia explicada, combinando-os com uma tabela de metadados que inclui o género/grupo
dos virus, o hospedeiro, a arquitetura do genoma e tamanho do genoma. O tamanho do genoma
foi categorizado em pequeno, médio e grande, com base nos quartis calculados com a funcao

quantile, no R. Os graficos de PCA foram gerados com o ggplot2 (Wickham et al., 2024).

4.3 DESCRICAO DAS CARACTERISTICAS GENOMICAS

Os valores referentes ao tamanho do genoma (kb), ao numero de proteinas preditas e ao
contetdo G+C de cada virus foram utilizados para a constru¢do de boxplots no R com o pacote
ggplot2 (Wickham et al., 2024). Adicionalmente, para verificar possiveis diferencas nas médias
entre os pares de grupos, foi conduzido o teste de Mann-Whitney, considerando um nivel de
significancia de p < 0,05.

O tamanho das proteinas, expresso em numero de aminoacidos, foi calculado utilizando
o modulo ProtParam do Biopython (Cock et al., 2009). As proteinas foram entdo agrupadas de
acordo com seu grupo pangenomico, ¢ o teste de Mann-Whitney foi novamente aplicado para
investigar eventuais diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os diferentes
grupos. Para ilustrar essa analise, Violin plots foram gerados com o ggplot2 (Wickham et al.,

2024).

4.4 ANALISE FILOGENETICA COM BASE NOS GENES CORE.

As sequéncias de aminodcidos correspondentes a cada um dos genes core encontrados
foram alinhados utilizando o MAFFT v7 (Katoh et al., 2002), através da estratégia L-INS-i. Os
alinhamentos multiplos resultantes foram entdo concatenados com auxilio do script Python
catfasta2phyml.py (disponivel em github.com/nylander/catfasta2phyml). Posteriormente, o
alinhamento resultante foi refinado utilizando o Gblocks (Castresana, 2000) para eliminar
regides fracamente alinhadas.

O alinhamento multiplo final dos genes core foi submetido ao FastTree v2.1 (Price et
al., 2010) para constru¢ao da arvore de Maxima Verossimilhanga aplicando o modelo LG,
sugerido pela ferramenta ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) como melhor modelo de

evolucdo de sequéncias para esses dados. Valores de suporte de ramo (Shimodaira-Hasegawa
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(SH)) foram calculados. A arvore filogenética gerada foi visualizada no FigTree v1.4.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e editada no Inkscape v1.2.1 (2022).

4.5 ANALISE FUNCIONAL DAS PROTEINAS

Para prever as fungdes das proteinas agrupadas, as sequéncias de aminoacidos em seus
diferentes grupos pangenomicos foram submetidas ao eggNOG-mapper v2.1.12 (Cantalapiedra
et al., 2021; Huerta-Cepas et al., 2019). Essa ferramenta realiza anotagdes funcionais por meio
da busca de ortologia em um banco de dados que contém clusters de proteinas pré-calculados,
os quais sdo comparados com diversos bancos de dados de anotagdo funcional, incluindo COG
(Clusters of Orthologous Groups), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) €
Pfam. Para essa analise, foi gerado um grafico de barras empilhadas no ggplot2 (Wickham et
al., 2024).

Além disso, para o grupo dos genes core, foi conduzida uma busca funcional manual
através da comparacao de similaridade com BLASTp contra o banco de proteinas do nr. Foram
adotados parametros minimos de e-value minimo de 1e-3 e cobertura minima de 30%. Os cinco
principais hits foram considerados para cada proteina representativa. As proteinas hipotéticas,
sem anota¢do funcional definida tanto pelo eggNOG-mapper quanto pelo BLASTp, foram
submetidas a uma terceira abordagem, na tentativa de inferir funcionalidade via estrutura. Elas
tiveram sua estrutura tridimensional modelada pelo ColabFold v1.5.5 (Mirdita et al., 2022),
uma implementa¢do do AlphaFold2 no google Colab, com subsequente busca de homologia
estrutural no Foldseek (van Kempen et al., 2024) se utilizando do modelo rank 1 produzido
pelo ColabFold. Apenas as estruturas com e-value < le-05, probabilidade acima de 0.8, e

pertencentes ao AFDB (AlphaFold Database) e PDB100 foram consideradas.

4.6 CALCULO DE AAI e ANI

Com o proposito de estimar os niveis de similaridade entre os genomas em termos de
composicdo nucleotidica e aminoécidica, os genomas e as sequéncias de aminodcidos,
respectivamente, foram submetidos ao ANI/AAI calculator (Rodriguez-R & Konstantinidis,
2016) a fim de calcular os valores de Average Aminoacid Identity (AAl) e Average Nucleotide
Identity (ANI). Essa ferramenta estima a identidade média de nucleotideos e aminoacidos
através de BLAST usando uma abordagem bidirecional onde os best hits (one-way ANI/AAI)
e os best hits reciprocros (two-way AAI/ANI) entre dois conjuntos de dados gendmicos de
proteinas sao computados.

Matrizes foram criadas com os valores par-a-par e submetidas ao R para geracdo de

heatmaps com o pheatmap v1.0.12 (Kolde, 2019). Em seguida, c/usters hierarquicos foram
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calculados com a fung¢ao Aclust do R, utilizando o método de ligagdo completa, e os genomas
foram reorganizados em dendogramas com o pacote dendsort (Sakai & Biederstedt, 2021). Para
fins de comparagdo, valores médios de AAI também foram calculados para genomas de outras
familias de NCLDV (Iridoviridae, Marseilleviridae, Ascoviridae, Mimiviridae) e entao

plotados com ggplot2.

4.7 ANALISE DE SINTENIA

A manuten¢do da ordem génica ¢ um indicativo importante de historia evolutiva
compartilhada. Para essa andlise, as sequéncias das proteinas preditas foram empregadas em
um BLASTp (le-5) todos-contra-todos. A tabela resultante do BLASTp foi filtrada,
selecionando hits com p-ident > 20% e > 70%. Em seguida, MCScanX, uma ferramenta que
detecta a colinearidade de genes em pares de genomas (Y. Wang et al., 2012), foi utilizada para
essa finalidade. MCScanX entdo utilizou as tabelas do BLASTp em conjunto com os arquivos
GFFs, gerados pelo GeneMarkS contendo a localizagdo das proteinas preditas, para avaliar a
presenca de blocos génicos sinténicos entre os pares de genomas. Foram realizadas duas
analises, uma para p-ident > 20% e outra para p-ident > 70%. Os resultados foram empregados
na criagdo de uma matriz de sintenia, visualizada e baixada através do Synvisio (Bandi &

Gutwin, 2020). Posteriormente, as duas matrizes foram combinadas e editadas no Inkscape

v1.2.1 (2022).



5. RESULTADOS

5.1 VARIACOES GENOMICAS SIGNIFICATIVAS EM EXTENDED Asfarviridae

A busca por genomas de espécies virais de extended Asfarviridae no banco de dados do
NCBI resultou em 39 genomas completos, sendo 18 ASFV, 16 faustovirus, 2 kaumoebavirus,
2 pacmanvirus e 1 AbALV, obtidos no formato “.fasta”. Os atributos analisados incluiram o
comprimento do genoma, sua arquitetura e conteudo G+C. Posteriormente, os genomas foram

submetidos a anotag¢ao utilizando a ferramenta GeneMarksS, e a quantidade de proteinas preditas

também esta evidenciada na tabela 1.

Tabela 1. Lista de genomas de extended Asfarviridae selecionados para o estudo. Descritos estdo o niimero de
proteinas preditas na anotag@o, o comprimento do genoma em base pairs (bp), a arquitetura do genoma, o contedo

G+C e o identificador do NCBI.

Comprimento .
Virus Prlj:e?r(:as do genoma ;T(;Iﬂg CG(_):ICte(l(l)z()) NCBI ID
(bp)

AbALV 355 281,224 linear 31.3 LC637659.1
ASFV OG10 Italy 163 182,906 linear 38.6 NC _044947.1
ASFV 47/ss/2008 166 184,638 linear 38.5 NC_044955.1
ASFV BA71V 148 170,101 linear 38.9 NC 001659.2
ASFV Benin 97/1 164 182,284 linear 38.6 NC 044956.1
ASFV E75 171 181,187 linear 38.7 NC _044958.1
ASFV Georgia 2007/1 172 190,584 linear 38.4 NC_044959.2
ASFV ken05/TK1 175 191,058 linear 38.3 NC_044945.1
ASFV ken06.Bus 167 184,368 linear 38.5 NC 044946.1
ASFV Kenya 1950 173 193,886 linear 38.4 NC 044944.1
ASFV L60 167 182,362 linear 38.6 NC _044941.1
ASFV Malawi 1983 174 187,612 linear 38.0 NC _044954.1
ASFV Mkuzi 1979 178 192,714 linear 38.4 NC 044953.1
ASFV NHV 158 172,051 linear 38.9 NC 044943.1
ASFV OURT 88/3 158 171,719 linear 38.9 NC _044957.1
ASFV Pretoriuskop/96/4 173 190,324 linear 38.4 AY261363.1
ASFV Tengani 62 169 185,689 linear 38.6 NC _044951.1
ASFV Warmbaths 177 190,773 linear 38.4 NC 044950.1
ASFV Warthog 173 186,528 linear 38.6 NC 044949.1
Faustovirus D3 492 455,803 circular 37.8 KUS556803.1
Faustovirus D5a 489 466,051 circular 36.2 KU702950.1
Faustovirus D5b 496 464,523 circular 37.7 KU702949.1
Faustovirus D6 494 462,011 circular 37.7 KU702951.1
Faustovirus E12 489 466,265 circular 36.2 KJ614390.1
Faustovirus E23 489 465,956 circular 36.2 KU702952.1
Faustovirus E24 489 466,012 circular 36.2 KU702948.1
Faustovirus E9 521 491,024 linear 39.6 MT335755.1
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Faustovirus LCD7 515 477,407 linear 39.9 MN830294.

Faustovirus liban 492 470,731 circular 36.7 MN534311.1
Faustovirus M6 505 472,803 linear 39.8 MNR830295.1
Faustovirus S17 498 476,423 linear 39.6 MN830296.1
Faustovirus ST1 506 470,659 linear 36.7 LT839607.1

Faustovirus VV10 479 456,714 circular 37.7 MN956669.1
Faustovirus vv57 508 478,172 linear 39.7 MN830297.1
Faustovirus VV63 510 479,542 linear 39.7 MN830298.1
Kaumoebavirus KLCC10 513 362,586 linear 43.1 MT334784.1
Kaumoebavirus Sc 461 350,731 circular 43.7 NC _034249.1
Pacmanvirus A23 470 395,405 linear 33.6 NC 034383.1
Pacmanvirus S19 505 418,588 linear 33.2 MZ440852.1

AbALV — Abalone asfar-like virus; ASFV — African swine fever virus.

Para fins de comparagao, os valores de tamanho do genoma, contetido G+C e quantidade
de proteinas preditas foram contabilizados em boxplots (figura 12). O tamanho dos genomas
dentro de cada grupo revela uma distribui¢do centrada em torno da mediana. Ao comparar entre
0s grupos, observa-se uma clara tendéncia de aumento na seguinte ordem: ASFV > AbALV >
kaumoebavirus > pacmanvirus > faustovirus (figura 12). Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas (Mann-Whitney p < 0,05) entre os tamanhos dos genomas de
pacmanvirus e kaumoebavirus, mas houveram divergéncias significativas durante a
comparacio dos outros grupos. E interessante notar a grande diferenca no comprimento do
genoma entre ASFV e o grupo com o maior genoma do clado, os faustovirus. Os faustovirus
possuem, em média, um genoma 2,5 vezes maior que os ASFV.

Faustovirus e asfarvirus ndo apresentaram diferengas significativas no conteido G+C
entre seus membros. AbALV possui o menor contetido G+C do grupo, sendo quase 40% menor
que o maior conteudo G+C, encontrado em Kaumoebavirus Sc. Destaca-se a separagao dos
faustovirus em trés faixas de conteudo G+C: Faustovirus D5a, E12, E23, E24, Liban, ST1, com
média de 36.3%; Faustovirus D3, D5b, D6, VV10, com média de 37.7%; e Faustovirus E9,
LCD7, M6, S17, vv57, VV63, com média de 39.5%.

No que diz respeito ao nimero de proteinas preditas, os ASFV continuam a apresentar
os menores valores (figura 12), enquanto kaumoebavirus, pacmanvirus e faustovirus nao
demonstram diferencas estatisticamente significativas. E notavel que, apesar de os genomas de
kaumoebavirus e pacmanvirus serem algumas bases de pares mais curtas, eles ainda mantém
um nimero de proteinas proximo ao dos faustovirus, o grupo com o maior numero médio de

tamanho de genoma.
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Figura 12 — Boxplots representando a variagdo em tamanho do genoma, nlimero de proteinas preditas e conteudo
G+C em 39 membros de extended Asfarviridae separados por grupo. Letras mintisculas diferentes representam
diferencga estatisticamente significante (Mann-Whitney p < 0.05).
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AbALV — Abalone asfar-like virus.

5.2 EXTENDED Asfarviridae APRESENTA UM PANGENOMA ABERTO EXTENSO E
UM CORE LIMITADO.

O processo de agrupamento das sequéncias proteicas com base na similaridade resultou
em um total de 2.483 clusters de proteinas ortélogas ou genes singletons para extended
Asfarviridae. Apenas 37 proteinas sdo encontradas em todos os 39 genomas pesquisados,
enquanto 973 proteinas foram consideradas singletons (figura 13), ou seja, ndo foram
encontradas em dois ou mais genomas.

Em relagdo aos genes core, observou-se que, para cada linhagem analisada,
correspondiam a aproximadamente 7~8% do total de genes nos faustovirus, kaumoebavirus e
pacmanvirus. No entanto, o cenario ¢ diferente no caso do AbALV, no qual os genes core
representam 10% do total de genes, e nos ASFV, onde essa propor¢do varia de 20 a 25% do

genoma.
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Por outro lado, considerando os genes singlefons, a propor¢do varia significativamente
entre as linhagens. Para os faustovirus, a variacao vai de 0 a 5, enquanto para os ASFV ¢ de 0
a 6%. O AbALV apresenta uma proporc¢ao de 83% de singletons, enquanto o pacmanvirus e o

kaumoebavirus tém proporcdes entre 14% e 20%, e 29% e 35%, respectivamente.

Figura 13 — Flower Plot mostrando os genes core, acessorios e singletons de 39 membros de extended
Asfarviridae. O flower Plot exibe o nimero de genes core (no centro), o nimero de genes acessorios (dentro do
anel) e o nimero de genes singletons (nas pétalas). AbALV — Abalone arfar-like virus; ASFV — African swine
fever virus.
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Figura 14 — Heatmap representando a proporgéo de genes compartilhados entre cada par de membros de
extended Asfarviridae. AbDALV — Abalone arfar-like virus; ASFV — African swine fever virus.
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A dinamica de compartilhamento de genes neste clado revela uma distingdo clara entre
os grupos, conforme ilustrado na figura 14. Olhando a variacdo intragrupo, nos ASFVs, o
compartilhamento de genes varia de 41% a 49%, enquanto nos faustovirus varia entre 32% e
50%. Os genomas dos dois kaumoebavirus, apesar de possuirem maior proximidade genética,
compartilham apenas 33% de suas proteinas, representando a maior propor¢do de
compartilhamento entre kaumoebavirus e qualquer outro genoma. Os pacmanvirus
compartilham um pouco mais, cerca de 41% das proteinas. Em relagdo a este aspecto, o AbALV

mostra maior proximidade com os ASFVs, compartilhando aproximadamente 10 a 11% das
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proteinas. Todos os outros genomas, quando comparados com virus fora de seus grupos ou

géneros, compartilham menos de 10% das proteinas.

Figura 15 — Curva de acumulagdo de genes para o pangenoma total e genes core de extended Asfarviridae. O
valor de a indica a lei de poténcia de Heaps para o nlimero médio de novos genes por genoma apos 1.000
permutagdes do pangenoma. Abaixo de 1 indica que o pangenoma estd em estado "aberto" (Tettelin et al., 2005).
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A inclusdao sequencial de genomas representantes de extended Asfarviridae nao
evidencia claramente a formagao de um platd ao final da curva, sugerindo que novas inclusdes
ainda podem aumentar o nimero de novos genes (figura 15). No eixo x, estdo representados os
39 genomas adicionados sequencialmente, enquanto o eixo y mostra os nimeros de ortélogos
que surgem ap6s cada adigdo. Apds a aplicacdo da regressdo de poténcia (n = kN—a) sobre o
numero total de genes em diferentes combinagdes de linhagens, o pardmetro o foi estimado
como 0,71. A interpretacdo desse parametro a (o < 1 € aberto), juntamente com a auséncia de
um claro platd ao final da curva, indica que o nimero de genes Unicos no pangenoma de
extended Asfarviridae ainda ndo atingiu um patamar com o aumento do nimero de linhagens,
sugerindo um pangenoma "aberto" para esse clado. E importante destacar que a curva de genes
core estabiliza rapidamente. Ao contrario da curva de pangenoma, esse grupo de genes core se

mostra conservado € com pouca variacao a medida que novos genomas sdo incluidos.
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Ao estratificar os clusters de proteinas ortdlogas conforme seu grupo pangendémico, ou
seja, de acordo com o nivel de compartilhamento das proteinas, os padrdes observados sdao
ilustrados na figura 16. O histograma retrata a frequéncia génica de ortélogos em cada genoma,
enquanto o grafico de pizza ilustra a propor¢do das proteinas em cada grupo pangendmico no
pangenoma global. O histograma indica que a maioria dos genes esta presente em um numero
reduzido de genomas (genes acessoOrios), enquanto poucos genes estdo presentes em todos os
genomas (genes core), sugerindo uma alta variagdo no contetido génico dos virus neste clado.
Além disso, nota-se uma predominancia das proteinas singletons/cloud nos clusters, embora as

proteinas shell liderem em termos de nimero total de proteinas no grafico de pizza.

Figura 16 — Histograma das distribuigdes dos genes nos grupos pangendmicos core, soft core, shell e cloud. O
grafico de pizza exibe o niimero total de genes com as porcentagens entre parénteses.
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As proteinas desse clado apresentam variagdes significativas em seu tamanho quando
agrupadas por grupo pangendmico (figura 17). Notavelmente, as proteinas do grupo core
tendem a ser as maiores em comparagdo com 0s outros grupos de virus, além de serem as
maiores em média em relagdo a todas as proteinas do pangenoma. Em termos de tamanho, as
proteinas do grupo core sdo seguidas pelas do soft core, shell e cloud, e todas mostraram
diferencas estatisticamente significantes em suas médias (Mann-Whitney, p < 0.05). Por outro

lado, as proteinas do grupo cloud tendem a ser as menores, em todos os cenarios.
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Figura 17 — Tamanho médio das proteinas preditas do pangenoma de extended Asfarviridae separadas por grupo
pangendmico ou total. AbALV — Abalone asfar-like virus. Letras minusculas diferentes representam diferenca
estatisticamente significante (Mann-Whitney p < 0.05).
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A Andlise de Componentes Principais (PCA) ¢ utilizada como uma ferramenta
estatistica para explorar a diversidade gendmica e identificar possiveis associacdes entre
genomas com base no conteudo génico e extrapolar para algum metadado associado. Nesse
método, a matriz binaria de presenca/auséncia de genes, sem o grupo de genes core, ¢
transformada em um conjunto de componentes principais, 0s quais capturam a variacdo no
conteudo génico entre os diferentes genomas. Esses componentes principais sdo entdo plotados

em um espago bidimensional, onde cada ponto representa um genoma. A posicao de cada ponto
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reflete seu contetido génico, e a distancia entre os pontos indica a divergéncia entre os genomas
em termos de conteudo génico.

Os resultados da Analise de Componentes Principais (PCA), conforme mostrado na
figura 18, revelam uma clara segregacdo dos genomas com base em seus genes acessorios,
observada pela formacgdo de agrupamentos principalmente ao longo dos Componentes
Principais 1 (PCAT1) e 2 (PCA2). Essa distribuicao, juntamente com os metadados associados,
sugere uma possivel associacdo entre o conteudo genético acessorio € o grupo/género viral,
ilustrando que a taxonomia consegue refletir o contetido génico, bem como possiveis vinculos
com o hospedeiro e at¢ mesmo com o tamanho do genoma, indicando que esses fatores podem
ser determinantes significativos do conteido génico. Essa associacdo ¢ principalmente
capturada pelo Componente Principal 1. Nao parece haver influéncia da arquitetura do genoma

sobre o conteudo génico acessorio

Figura 18— Analise de Componentes Principais (PCA) baseada na presenga/auséncia de genes acessorios para
39 genomas de extended Asfarviridae. Os individuos sdo plotados de acordo com seus escores nos dois maiores
componentes principais. As varidncias explicadas para cada componente principal se encontram entre parénteses.
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Observa-se uma distingdo (PC1) entre os virus que infectam eucariotos unicelulares
(faustovirus, kaumoebavirus e pacmanvirus) e aqueles que afetam eucariotos multicelulares

(ASFV e AbALV), indicando uma possivel influéncia do fator uni ou multicelularidade na
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composi¢do gendmica. Além disso, a proximidade entre kaumoebavirus e pacmanvirus nos
painéis sugere um compartilhamento de genes acessorios entre esses virus independente do
hospedeiro, ja que eles foram isolados de diferentes hospedeiros. O papel do hospedeiro parece
ser menos determinante, pois, caso fosse, kaumoebavirus estaria mais préximo de faustovirus,
ambos compartilhando o mesmo hospedeiro. Outro aspecto relevante ¢ a proximidade genética
entre ASFV e AbALYV, sugerindo uma possivel relacao evolutiva ou funcional entre esses dois

grupos virais, talvez relacionada a adaptagao a multicelularidade.

5.3 ANOTACAO FUNCIONAL EM EXTENDED 4sfarviridae APRESENTA DESAFIOS
Apenas 4,67% dos clusters de proteinas ortélogas apresentaram correspondéncia com o

banco de dados do COG, sendo 24% do core, 29% do soft core, 4,4% do shell e 1,6% do cloud
(figura 19).

Figura 19 — Classificacgo funcional dos clusters de proteinas ortdlogas do pangenoma de extended Asfarviridae
com base no banco de dados do Clusters of Orthologous Groups (COG). Todos as proteinas preditas foram
alinhadas ao banco de dados COG a fim de prever fungdes. As letras maitsculas no eixo Y indicam as categorias
COG conforme legenda. A porcentagem sinalizada abaixo do grupo pangenomico indica a proporc¢ao de
transcritos classificados para a totalidade de cada grupo.
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Quando se consideram todos os grupos pangendmicos, a categoria mais comum de
acordo com 0 COG ¢ a"S", que corresponde a proteinas sem funcao conhecida (figura 19). No

grupo soft core, a categoria mais frequente é a "L", relacionada a replica¢do, recombinagdo e
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reparo, indicando a manutencdo da importincia desse processo mesmo em um grupo menos

restrito, seguida por "S", "F": Metabolismo e transporte de nucleotideos, e "E": Transporte e

metabolismo de aminoacidos. O grupo shell foi o grupo com a maior diversidade de fungoes,

as categorias mais presentes sdo "L", ainda presente mas em menor propor¢ao que o soft core,

"S" e "O": Modificagdo pds-traducional, reciclagem de proteinas e chaperonas. Ja no grupo

cloud, predominam as categorias "S", "O", "T" Mecanismos de transdugao de sinal, e "L".

O grupo core apresentou uma taxa de anotagao significativa, atingindo 94,6% quando

considerados os trés métodos de anotacdao funcional adotados (banco de dados do COG,

BLASTDp e Alphafold + FoldSeek) (tabela 2).

Tabela 2. Genes do grupo core do pangenoma de extended Asfarviridae ¢ suas fungdes preditas por diferentes
metodologias. Marcados em azul claro estdo os Ginicos genes que ndo sdo encontrados no genoma core de

Core
gene

10

11

12

eggNOG-mapper
N-methyltransferase
activity

DNA-directed RNA
polymerases 11

Ulpl1 protease, C-terminal
catalytic domain

DNA gyrase B

N-methyltransferase

Ribonucleotide reductase,
small chain

Ribonucleotide reductase,
barrel domain

NCLDV.

BLASTp

DNA helicase

DNA-directed RNA
polymerases 11

Yqaj recombinase

Cysteine protease

DNA gyrase B

RNA III

pH339R ASFV protein

Helicase

Proliferating cell nuclear
antigen

Transcription factor S-1I

Ribonucleotide reductase,
small chain

Ribonucleotide reductase,
barrel domain

Alphafold +
Foldseek

Function

DNA replication,
recombination and
repair
Transcription and RNA
processing

DNA replication,
recombination and
repair
Other metabolic
functions

DNA replication,
recombination and
repair
Transcription and RNA
processing

Transcription and RNA
processing

DNA replication,
recombination and
repair
DNA replication,
recombination and
repair
Transcription and RNA
processing

Nucleotide metabolism

Nucleotide metabolism
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18

19

20

21

22

23

27

28

29

30

31

RNA polymerase beta
subunit

FtsJ-like methyltransferase

Polynucleotide
adenylyltransferase

N-methyltransferase
activity

DNA polymerase family B

RNA polymerase beta
subunit

FtsJ-like methyltransferase

RNA ligase

Hypothetical protein

Polynucleotide
adenylyltransferase

Putative TFIIB

DNA-directed RNA
Polymerase sub 6

Helicase

DNA packaging ATPase

VLTEF3 late transcription
factor

VLTF2-like transcription
factor

TATA box binding protein

Early transcription factor

DNA polymerase family B

Protein kinase
domain-
containing
protein

60

Transcription and RNA
processing

Other metabolic
functions

Transcription and
RNA processing

Other metabolic
functions

Transcription and RNA
processing

Transcription and RNA
processing

Transcription and RNA
processing

DNA replication,
recombination and
repair

Virion maturation

Transcription and RNA
processing

Transcription and RNA
processing

Transcription and RNA
processing

Transcription and RNA
processing

DNA replication,
recombination and
repair
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34

35

36

37

RNA polymerase Rpbl,
domain 3

DNA ligase (ATP) activity

mRNA capping enzyme

Phosphatase activity

RNA polymerase Rpbl,
domain 3

DNA ligase (ATP) activity

mRNA capping enzyme

mRNA decapping protein

Hypothetical protein

RNA pol 2
(18kDa subunit)

61

Transcription and RNA
processing

DNA replication,
recombination and
repair
Transcription and RNA
processing

Transcription and RNA
processing

Transcription and RNA
processing

Das 21 proteinas do grupo core que nao foram identificadas pelo banco de dados do

COQG, sua anotacao foi complementada através de uma busca manual no BLASTp contra o

banco de dados nr, a qual se mostrou bastante exitosa. Apesar dessa abordagem, quatro

proteinas ainda permaneceram sem correspondéncia com proteinas anotadas e com funcao

conhecida, um desafio comumente encontrado em virus gigantes. Essas proteinas foram entao

submetidas a uma terceira analise, que envolveu a modelagem tridimensional de suas estruturas,

seguida pela busca de homologia estrutural em bancos de dados de estruturas proteicas. Para

duas das quatro proteinas hipotéticas, foram encontradas estruturas homologas. A proteina core

19 possui uma estrutura homologa a um dominio quinase enquanto que a proteina core 37

possui uma estrutura homoéloga a uma subunidade (18kDa) da RNA polimerase II de Vaccinia

virus (figura 20).
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Figura 20 — Alinhamento de estruturas tridimensionais de proteinas hipotéticas presentes no genoma core de
extended Asfarviridae com estruturas homologas.
RMSD — Root Mean Square Deviation

@ Core protein 19 @ Core protein 37
Human Haspin (kinase domain) Vaccinia virus RNA Polimerase

Ao analisar os resultados das trés etapas de anotagdo para o grupo core, observa-se que
as proteinas estdo envolvidas predominantemente em processos bioquimicos relacionados ao
dogma central (replicagdo, transcricdo) €, em menor numero, metabolismo e estrutura viral.
Comparando esse resultado com o grupo de 47 genes core ancestrais dos NCLDVs (Yutin et
al., 2009), constata-se que 78% dos genes core de extended Asfarviridae estdo presentes nesse
conjunto de genes core.

Observa-se a auséncia da proteina estrutural Major Capsid Protein (MCP) nos
resultados obtidos. Essa proteina desempenha um papel fundamental na formacao do capsideo
viral e ¢ comumente encontrada em todos os genomas virais de espécimes do reino
Bamfordvirae, ao qual pertencem os NCLDV. No entanto, sabe-se que, nos Faustovirus, esse
gene esta fragmentado ao longo do genoma (Cherif Louazani et al., 2018), o que pode ter
afetado a etapa de clusterizacdo. Portanto, foi decidido localizar os fragmentos génicos
correspondentes ao MCP nos Faustovirus para validar sua presenca nos genomas. Isso foi
realizado por meio de uma busca de similaridade utilizando o BLASTp. Como resultado, foram
identificados 43 transcritos correspondentes ao MCP nos Faustovirus, confirmando sua
presenca, com uma média de 2,6 transcritos para cada genoma do grupo. Os genes foram entao
alinhados com todos os outros MCPs dos outros membros do grupo utilizando o MAFFT v7,
estratégia L-INS-i, e o alinhamento multiplo resultante foi visualizado no AliView (Larsson,

2014) (figura 21).
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Figura 21 — Alinhamento de multiplas sequéncias de amino acidos do gene Major Capsid Protein (MCP)
presente em 39 genomas de extended Asfarviridae. Genomas de faustovirus possuem 2,6 sequencias por genoma
em média.
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5.4 FILOGENIA DOS GENES CORE EVIDENCIA A DISTANCIA EVOLUTIVA ENTRE

OS MEMBROS DE extended Asfarviridae
Objetivando investigar as relagdes entre os membros de extended Asfarviridae e

comparar as arvores filogenéticas dos genes core e de genes individuais (como a DNA
polimerase), uma arvore filogenética de méxima verossimilhanga foi construida com os 37
genes core concatenados. Em geral, a topologia da arvore baseada na DNA polimerase foi
mantida (figura 22). Houve um suporte baixo para alguns dos nos mais externos em faustovirus
e ASFV, mas, em geral, a analise dos valores de suporte de ramo indicou um suporte forte. E

notavel a distancia filogenética entre os membros desse grupo, com destaque para o isolamento

de ASFV.

Figura 22 — Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga com base em 37 genes core concatenados de
extented Asfarviridae. Valores de suporte de ramo sdo baseados em SH-aLRT
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5.4 OS GRUPOS DE extended Asfarviridae APRESENTAM ASSINATURAS
PARTICULARES DE AMINOACIDOS E NUCLEOTIDEOS

As andlises de identidade média de aminoacidos (AAI) e identidade média de
nucleotideos (ANI) foram conduzidas com o propdsito de comparar a distancia gendmica entre
os diferentes espécimes virais em duas perspectivas distintas. Essas andlises sdo métodos
comuns empregados para determinar a similaridade entre genomas bacterianos e virais. O AAI
compara a similaridade entre as sequéncias de aminoacidos das proteinas codificadas pelos
genes dos genomas, enquanto o ANI avalia a similaridade entre as sequéncias de nucleotideos
dos genomas em questdo. Essas andlises sdo fundamentais para compreender a relagdo
evolutiva e a diversidade genética entre os organismos em estudo. A matriz geral de AAI

evidencia claramente a proximidade e distancia entre os grupos (figura 23).

Figura 23 — Heatmap de valores de identidade média de aminoacidos (AAI) par-a-par entre 39 genomas de
extended Asfarviridae. Barra de cores é segmentada pelos quartis dos valores de AAL. AbALV — Abalone asfar-
like virus; ASFV — African Swine Fever Virus.
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A clusterizagdo de dados hierdrquicos na matriz do heatmap e a formagdo do
dendrograma sao técnicas utilizadas para identificar padroes de similaridade entre os elementos
de um conjunto de dados. No contexto deste estudo, essas técnicas foram aplicadas para analisar
a proximidade genética, em termos aminoacidos, entre diferentes linhagens de virus. O método
de ligagdo completa, utilizado neste caso, avalia a similaridade entre todos os pares de
observagdes e, com base nisso, agrupa os elementos em clusters de acordo com sua distancia
genética. O dendrograma resultante permite visualizar a relagdo de parentesco entre as
linhagens, mostrando quais estdo mais proximas umas das outras e quais formam grupos
distintos.

Os ASFV compartilham, internamente, um indice de AAI muito alto, acima de 95%,
enquanto os valores de AAI entre os ASFV e outros grupos sdo significativamente mais baixos,
por volta de 30%. Ainda assim, de acordo com o dendrograma, ha separagdo de grupos. O
AbALYV ¢ o que mais se aproxima dos ASFV em termos de AAI compartilhando até¢ 32% de
identidade.

Para o grupo dos faustovirus, ¢ evidente a formagao de quatro grupos com altos indices
de AAI (acima de 95%), tanto visualmente no heatmap quanto pelo agrupamento do
dendrograma: 1- Faustovirus E12, D5a, E23, E24; 2- Faustovirus ST1 e Liban; 3- Faustovirus
E9, M6, S17, LCD7, vw57, VV63; e 4- Faustovirus D6, D5b, D3, VV10. Essa mesma separacao
surge na analise de conteiddo G+C, com a tnica diferenga de que, na analise de G+C, os grupos
1 e 2 estdo unidos. A comparagdo de AAI entre membros de grupos distintos resulta em uma
queda no indice AAI, para cerca de 50 a 60%. Assim como os ASFV, o indice de AAI dos
faustovirus com outros grupos € baixo, em torno de 30%.

Pacmanvirus e kaumoebavirus mostraram alta afinidade em AAI somente intragrupo e,
mesmo assim, nao ¢ tdo alta como intra-linhagens de faustovirus e intra-ASFV. Os dois
kaumoebavirus exibem indice de AAI somente de 63% e entre os dois Pacmanvirus ¢ um pouco
mais alto, de 83% (figura 24). Quando esses dois grupos sdo comparados com ASFV,
faustovirus e AbALYV, os indices de AAI caem ainda mais entre 29 ¢ 35%.

Ao considerar o valor de AAI calculado por grupo viral (figura 24), nota-se uma maior
proximidade entre faustovirus, kaumoebavirus e pacmanvirus em comparacdo com ASFV e seu
grupo mais proximo, o AbALV. Destaca-se também o baixo indica intra-kaumoebavirus (63%)

e intra-faustovirus (67,86%).
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Figura 24 — Heatmap de valores de identidade média de aminoacidos (AAI) par-a-par entre todos os genomas
agrupados em seus respectivos grupos. AbALV — Abalone asfar-like virus; ASFV — African Swine Fever Virus.
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A média de AAI calculada para todos os 39 membros de extended Asfarviridae resultou
em 49% (figura 25), um valor superior aos calculados para Ascoviridae, Iridoviridae,
Marseilleviridae e Mimiviridae para fins de comparacao. No entanto, ha uma maior variagao

nos dados, como evidenciado pela barra de desvio padrao.

Figura 25 — Médias de valores par-a-par de identidade de aminoacidos (AAI) entre membros de cada familia de
NCLDVs. Barras de erro indicam desvio padrdo da média.
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AAI — Average Aminoacid Identity
As analises de ANI foram realizadas individualmente para cada grupo, devido a sua

limitagdo metodoldgica ao comparar grupos com alta divergéncia entre si. Essa limitacdo, aliada
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a sua resolucdo, torna-o mais indicado para analises a nivel de espécie, sendo considerados de
mesma espécie os organismos com genoma acima de 95% de ANI (Goris et al., 2007).
Considerando os ASFV, os subgrupos identificados foram os seguintes: 1- ASFV Malawi 1983;
2- ASFV ken05/tk1, Kenya 1950, ken06.Bus; 3- ASFV Georgia 2007/1, Mkuzi 1979, Tengani
62, Warmbaths, Pretoriouskop/96/4 e Warthog; e 4- englobando todos os outros ASFV,
formando o terceiro subgrupo (figura 26A). Todos esses grupos acomodam genomas acima de
95% de ANI.

Por outro lado, os Faustovirus constituem um grupo ainda mais divergente em termos
de ANI do que os ASFV. Os quatro grupos identificados na analise de AAI permanecem
consistentes na andalise de ANI, com valores superiores a 98% intragrupo (figura 26B). No
entanto, as comparagdes intergrupos revelam valores significativamente mais baixos, inferiores
a 78%, aproximando-se do limite de confiabilidade da técnica.

H4 uma notavel divergéncia gendémica entre Kaumoebavirus KLCCIO e
Kaumoebavirus Sc, com valores de ANI significativamente baixos, atingindo 77,93%. Em
contraste, os Pacmanvirus A23 e Pacmanvirus S19 exibem um nivel ligeiramente mais elevado
de ANI, alcangando 85,64%. Essa diferenca sugere uma maior similaridade gendémica entre os
dois pacmanvirus em comparag¢ao com os dois kaumoebavirus entretanto, ambas comparagdes

abaixo de 95% de ANI.
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Figura 26 — Heatmap de valores de identidade média de nucleotideos (ANI) par-a-par entre (A) 18 genomas de

Asfivirus e (B) 16 genomas de Faustovirus. ASFV — African Swine Fever Virus.
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5.4 ANALISE DE SINTENIA REVELA VARIACOES NA CONSERVACAO DA ORDEM
GENICA EM VIRUS DE EXTENDED Asfarviridae

Anadlises de sintenia em dot-plot oferecem uma visdo abrangente da organizagdo
genomica. Foi empregado BLASTp em dois limiares de identidade (20 e 70%) em conjunto
com MCScanX, ferramenta que detecta sintenia. Os resultados revelaram que a conservagado da
ordem génica ¢ particular para cada grupo de virus, mesmo quando se reduz a similaridade entre
as proteinas. Ao comparar intergrupos, observou-se que apenas AbALV e ASFV apresentaram
colinearidade génica por meio de blocos génicos segmentados no genoma (figura 27),
especialmente quando a similaridade de proteina (p-ident) foi diminuida.

Dentro dos grupos, os ASFV demonstraram alta conservagdo da ordem génica, exceto
pelo grupo formado por ASFV BA71V, Benin 97/1 e E75, que ndo mostrou colinearidade com
o grupo formado por ASFV ken05/tk1, Kenya 1950, ken06.Bus. Por outro lado, os Faustovirus
exibiram variagdes na manuten¢do da ordem génica, indo desde a completa auséncia até a
conservagao total, dependendo dos membros especificos do grupo. Ainda em faustovirus, ha o
fendmeno da inversao das sequéncias gendmicas, como visto nas linhas diagonais indo da parte
inferior esquerda para a superior direita. Caixas brancas representam auséncia de similaridade

entre o par analisado.
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Figura 27 — Analise de sintenia de 39 membros da familia extented Asfarviridae (Linhas azuis: identidade
minima de 70%, Linhas vermelhas: identidade minima de 20%). Cada bloco correspondente representa a
comparagdo de colinearidade de dois virus. Se ndo houver sequéncia de aminoacidos colinear entre dois virus, o
bloco estara em branco. AbALV — Abalone asfar-like virus; ASFV — African Swine Fever Virus.
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6. DISCUSSAO

A denominagdo "extended Asfarviridae" surgiu como uma classificagdo tempordaria para
abarcar uma variedade de virus gigantes, incluindo AbALV, faustovirus, kaumoebavirus e
pacmanvirus, além de possiveis outros virus a serem descobertos que apresentem algum nivel
de similaridade filogenética com os ASFV, os membros originais desse clado. A inclusdo desses
novos membros resulta em uma ampla diversidade bioldgica dentro do extended Asfarviridae.
Estes virus tém a capacidade de infectar uma variedade de hospedeiros, tanto eucariotos
unicelulares quanto multicelulares, em ambientes marinhos e terrestres. Suas implicagdes
abrangem areas como saude animal, evolucao viral, ecologia viral e microbiana.

Compreender adequadamente os ASFV e AbALV, especialmente no contexto da peste
suina africana e amiotrofia de abalones, ¢ vital devido as enormes perdas econdmicas que essas
doencas causam a industria alimenticia e agropecudria, decorrentes da morte de porcos
domésticos e abalones (Matsuyama et al., 2021; Penrith & Vosloo, 2009). A taxonomia de virus
desempenha um papel crucial nesse entendimento, pois permite que as caracteristicas clinicas,
bioldgicas e evolutivas de um virus sejam organizadas em uma estrutura que acomoda e conecta
todos os virus, fornecendo assim um valor pratico inestimavel. Além disso, os virus de
eucariotos unicelulares presentes nesse grupo, como os faustovirus, kaumoebavirus e
pacmanvirus, desempenham um papel importante no entendimento da evolucdo viral e da
ecologia dos ambientes aquaticos e terrestres.

Uma taxonomia precisa ¢ fundamental para entender as relagdes evolutivas entre esses
virus e seus hospedeiros, bem como para explorar seu potencial impacto sobre os ecossistemas.
A taxonomia incorreta pode levar a interpretacdes erroneas dos dados gendmicos quando
utilizados em estudos mais abrangentes ou até mesmo estudo mais focalizados (Almeida et al.,
2023; Bortolus, 2008), prejudicando a compreensdo da biologia viral e comprometendo as
estratégias de controle viral. Analises, estudos e politicas baseados em classificagdes
inadequadas podem resultar em agdes ineficazes ou mesmo prejudiciais para a saude publica e
0 meio ambiente e interpretagdes evolutivas equivocadas (Vogel Ely et al., 2017).

A andlise dos genomas dos virus pertencentes ao grupo extended Asfarviridae revelou
padrdes distintos de diversidade gendmica e evolutiva. Os atributos dos genomas foram
analisados, incluindo o comprimento do genoma, contetdo G+C e quantidade de proteinas
preditas. Esses padrdes genomicos fornecem informagdes rapidas e valiosas para a classificacao
e compreensdo gendmica viral. O conteudo de G+C varia entre diferentes organismos e se
correlaciona com caracteristicas da historia evolutiva do virus (Romiguier et al., 2010). Esse

parametro ¢ frequentemente usado em descri¢cdes taxondmicas de espécies e género, variando
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ndo mais que 1% entre espécies (Meier-Kolthoff et al., 2014). Além disso, o par de base G+C
aumenta o acumulo de energia no genoma do organismo, tornando o DNA mais suscetivel a
mutagdes. Hipotetiza-se que, com o tempo, as espécies tendem a diminuir o conteido G+C,
tornando o DNA mais estavel (Chen & Skylaris, 2021). O estudo por Witt et al., (2024) revela
que o contetdo G+C de virus em familias de Nucleocytoviricota ¢ majoritariamente
discrepante, com exce¢ao de uma maior uniformidade encontrada entre os membros de
Marseilleviridae. Esse trabalho demonstra na pratica que o conteudo G+C provavelmente nao
¢ um bom indicador taxondmico de familia em Nucleocytoviricota. Nesse contexto, 0s
faustovirus se aproximam de Asfivirus, enquanto os outros grupos divergem entre si. Ainda em
faustovirus, a separacao dos genomas em trés faixas principais de conteudo G+C reforga a ideia
da separagao de grupos dentro de faustovirus.

Ja a quantidade de proteinas codificadas também pode estar relacionada com a
taxonomia em virologia. O nimero de proteinas codificadas ndo costuma variar muito dentro
do mesmo grupo viral (Rangel-Pineros et al., 2023). Este padrdo ¢ observado nos membros de
faustovirus, pacmanvirus e kaumoebavirus, onde o numero de proteinas codificadas se mantém
consistente. Ainda, ha pouca divergéncia entre eles, portanto, o nimero de proteinas codificadas
¢ um fator que une esses trés grupos. Por outro lado, ASFV diverge de todos os grupos ao
codificar a menor quantidade de proteinas.

Embora a quantidade de proteinas esteja correlacionada com o tamanho do genoma,
especialmente em virus, a densidade de codificagdo pode variar. Nos faustovirus,
kaumoebavirus e pacmanvirus, essa variacdo estd relacionada principalmente a densidade
génica, com um numero semelhante de proteinas sendo codificadas por genomas de tamanhos
distintos. Em termos de tamanho do genoma, a diferenga significativa entre ASFV, AbALV,
kaumoebavirus+pacmanvirus e faustovirus evidencia suas disparidades. O faustovirus, com o
maior genoma médio, € 2,5 vezes maior que o genoma médio de ASFV, que possui o menor
tamanho gendomico do grupo. Genomas virais de membros de mesma familia taxondmica

tendem a apresentar consisténcia em seu comprimento (Yuan et al., 2022).

O pangenoma, representado pela totalidade dos genes de uma espécie, € uma fonte
crucial de conhecimento ainda ndo totalmente explorada. A conservacao de func¢des biologicas
dos ortélogos indica seus papéis essenciais na sobrevivéncia e adaptagdo dos organismos
(Koonin, 2005; Padro et al., 2022; Willger et al., 2012). Compreender o pangenoma ¢ essencial
para desvendar a diversidade genética intraespecifica, impulsionando a compreensdao da

evolucdo, adaptacdo e interagdes ecologicas das espécies. Uma andlise anterior do pangenoma
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de extended Asfarviridae por Karki et al. (2021) focou principalmente a investigacdo em
Metagenomic Assembled Genomes (MAQG) aquaticos, € sem estratificar o pangenoma em seus
diversos grupos ou calcular a natureza aberta ou fechada do pangenoma. No presente estudo,
uma abordagem mais detalhada foi adotada, agrupando 39 genomas de espécies isoladas de
extended Asfarviridae, examinando minuciosamente cada grupo pangendmico e investigando
suas caracteristicas distintivas, tanto em termos de composi¢ao quanto de funcionalidade das
proteinas.

A literatura cientifica ndo oferecia uma defini¢do precisa acerca da natureza, aberta ou
fechada, do pangenoma de extended Asfarviridae. Este estudo abordou essa questdo mediante
a aplicacdo da formula de Heaps, proposta por Tettelin et al, (2005), e pela elaboragdao de uma
curva de acumulacao pangendmica, com o intuito de avaliar este aspecto. Os resultados indicam
que o pangenoma do extended Asfarviridae é considerado aberto. Tal categorizagdo implica
que a descoberta e incorporacdo de novos genomas tendem a acrescentar novos genes ao
pangenoma, insinuando, assim, que a diversidade de extended Asfarviridae ainda nao ¢
completamente conhecida. Em contrapartida a muitos grupos virais, cujos pangenomas sao
fechados devido ao ntimero limitado de genes, os NCLDV podem apresentar genomas
desprovidos dessa limita¢do, resultando em pangenomas abertos, como o observado neste
estudo. Exemplos de outros grupos virais com pangenomas abertos incluem os Pandoravirus
(Aherfi et al., 2018), a familia Herpesviridae (Sharma et al., 2016) e os proprios ASFV a nivel
de espécie (L. Wang et al., 2020).

O pangenoma aberto de extended Asfarviridae indica sua expansao continua através de
diferentes estratégias de aquisicdo génica. Essa natureza aberta ¢ consistente com a hipdtese de
que espécies que habitam uma ampla gama de ambientes tendem a ter um pangenoma aberto
(Medini et al., 2005; Tettelin et al., 2005), estando em linha com os virus de extended
Asfarviridae, os quais infectam organismos unicelulares e multicelulares em ambientes
aquaticos e terrestres. Além disso, sugere-se que o estado aberto do pangenoma pode estar
ligado a instabilidade genomica (Rajput et al., 2023), associag@o essa que estd em conformidade
com a alta propor¢ao de G+C nas espécies de extended Asfarviridae, o qual esta relacionado
com aumento da mutagdo (Chen & Skylaris, 2021).

Na andlise da curva pangenomica, o grupo de genes core revela-se conservado e com
pouca varia¢do a medida que novos genomas sdo incorporados, estabilizando rapidamente apds
uma reducgdo abrupta, evidenciando a alta dissimilaridade entre esses genomas. Além disso,
trata-se de um genoma core diminuto nesse clado, composto por apenas 37 genes, em

comparagdo com o tamanho do pangenoma, que totaliza 2.483 clusters de ortdlogos. Tal
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propor¢do ¢ inferior a observada nos genomas core de outros virus gigantes, como o0s
Pandoravirus, com 425 genes core correspondendo de 15 a 30% do genoma total das espécies
(Aherfi et al., 2018), Mimiviridae, com 267 genes core (Assis et al., 2017) correspondendo a
22 a28% do genoma de espécies dessa familia e Marseilleviridae, com 202 genes core (Dornas
et al., 2016), representando cerca de 44% do genoma total. A questdo da classificagdo
taxondmica dos virus pertencentes ao clado dos pithovirus, que engloba cedratvirus e
orpheovirus, também tem sido objeto de debate na literatura cientifica. Em um estudo
conduzido por Queiroz et al. (2023), por meio de uma analise gendmica comparativa
abrangente, foi estabelecido um conjunto de 52 genes core essenciais para esse grupo, nimero
mais proximo de extended Asfarviridae. Essa investigagao sugere que a unidade taxondmica
desses virus como uma familia coesa pode ser questionavel.

Destaca-se a observacao que o genoma core de extended Asfarviridae se assemelha ao
dos NCLDVs em numero e composi¢do, os quais apresentam 47 genes no genoma ancestral e
atualmente 40 genes (Yutin et al., 2009). Essa observacao sugere que a comparacao do contetido
génico realizada aqui tende a alcangar o nivel basal do genoma core desse grande grupo,
evidenciando a comparacao de elementos distintos uns dos outros. Se os membros de extended
Asfarviridae fossem mais geneticamente proximos entre si, ¢ razoavel supor que o genoma core
seria mais amplo. Por exemplificagdo, o genoma core do género Asfivirus ¢ composto por 86
genes (L. Wang et al., 2020), 2,3 vezes maior que o genoma core de extended Asfarviridae, e
correspondente a 53% do genoma de virus desse género. Essa observacao sugere que o tamanho
do genoma core pode servir como uma métrica util para avaliar a proximidade genética entre
os virus de determinado grupo.

Para cada linhagem analisada em extended Asfarviridae, os genes core representam
aproximadamente 7~8% do total nos faustovirus, kaumoebavirus e pacmanvirus. Entretanto,
essa proporcao varia em AbALV, onde os genes core compoem 10% do total, e nos ASFV,
variando de 20 a 25% do genoma. Essa disparidade reflete ndo apenas a diferenca de tamanho
entre os genomas, com os ASFV apresentando genomas consideravelmente menores, mas
também indica a magnitude do genoma acessério. Os membros do extended Asfarviridae
exibem um genoma acessorio robusto, sugerindo um amplo arsenal de genes adaptativos que
potencialmente conferem vantagens na interagdo com a diversidade de ambientes e hospedeiros
desse grupo além de servirem de bergo para adaptagdo em novos ambientes (Alvarez et al.,
2020; Croll & McDonald, 2012). Isso fica claro ao comparar com o tamanho do genoma
acessoOrio menor das outras familias de NCLDV aqui citados, possuindo um espectro tanto de

hospedeiros como de ambiente mais estrito.
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A distribui¢cao do tamanho das proteinas por grupo pangendmico revela uma notavel
dissimilaridade. As proteinas do grupo core demonstram uma tendéncia a serem maiores em
comparagdo com os outros grupos, sugerindo sua importancia funcional e evolutiva. Esta
caracteristica pode indicar que as proteinas do grupo core sdo potencialmente mais antigas, uma
vez que proteinas mais longas tendem a ter uma origem evolutiva mais remota (Toll-Riera &
Alba, 2013). Além disso, dado que a sele¢do natural tende a suprimir mudangas em genes com
transcrigdes mais longas e promover mudangas em genes com transcrigdes menores (Lopes et
al., 2021), isso ressalta a relevancia das proteinas deste grupo. Em contrapartida, as proteinas
do grupo cloud tendem a ser menores, o0 que evidencia sua natureza acesséria e sugere uma
idade mais recente, além de uma maior propensao a acumular mutagdes.

Uma parcela significativa das proteinas presentes no pangenoma de extended
Asfarviridae carece de fun¢do conhecida, uma desvantagem recorrente nos genomas dos
NCLDVs. Desde sua identificagdo inicial, uma diversidade impressionante de genes, até entao
desconhecidos na natureza, tem sido descoberta, com relatos de NCLDVs apresentando mais
de 80% do genoma composto por proteinas ndo caracterizadas (Rigou et al., 2022). O grupo
com a maior propor¢do de proteinas cuja funcdo foi identificada é o grupo core, devido a sua
conservagdo entre diversas espécies e a presenca de genes essenciais ja documentados, fatores
que possivelmente contribuem para a identificacdo da maioria das proteinas nesse grupo. O
proprio processo metodoldgico adotado para atribuicdo de fungdes enfatiza a dificuldade
intrinseca em anotar funcionalmente essas proteinas, exigindo uma abordagem em trés etapas
distintas: processamento em larga escala, com o eggNOG-mapper, curadoria manual, com o
BLASTp, e transicdo da andlise de sequéncias para andlise de estruturas proteicas, com
AlphaFold e FoldSeek.

Sabe-se que diferentes sequéncias de aminoacidos podem adotar uma mesma estrutura
tridimensional por meio de evolucdo convergente; inclusive, sequéncias com similaridade
abaixo de 8% podem apresentar estruturas semelhantes (Rost, 1997). Na biologia estrutural, a
estrutura proteica ¢ considerada um indicativo de fun¢ao. Essa abordagem mostrou-se eficaz ao
identificar a possivel funcao de duas das quatro proteinas hipotéticas presentes no genoma core:
uma subunidade da RNA polimerase II ¢ um dominio quinase. As estruturas preditas das
proteinas hipotéticas apresentam um fold similar a partes dessas proteinas homdlogas. O fato
de a possivel subunidade de RNA polimerase II aqui predita mostrar-se similar a estrutura de
uma proteina de um poxvirus, um virus proximamente relacionado a extended Asfarviridae,
valida ainda mais o modelo. Isso nos leva a considerar como a historia evolutiva desses virus

gerou estruturas proteicas semelhantes as encontradas em maquinarias de replicagdo candnicas
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na biosfera a partir de sequéncias primarias diferentes. Além disso, suscita reflexdes sobre a
importancia dessas estruturas, uma vez que continuam a ser formadas mesmo com sequéncias
aminoacidicas distintas. Esse método oferece uma perspectiva promissora para identificar
funcdes de proteinas desconhecidas em virus gigantes e outras espécies dado a limitagdo
encontrada com busca de homologia por sequéncia.

A maioria das proteinas identificadas no pangenoma de extended Asfarviridae,
especialmente no genoma core, desempenha fungdes relacionadas aos processos do DNA,
como replicagdo, recombinagdo ou reparo, exemplificadas pela presenca de genes como a DNA
polimerase da familia B e a recombinase YqaJ. Ademais, observa-se a presenca de genes
envolvidos no processamento de transcrito, como os que codificam enzimas responsaveis pela
remocao do cap5' de mRNAs, e de proteinas metabolicas, como a metiltransferase do tipo Ftsj
e a protease Ulpl, além de componentes relacionados a transcri¢do e processamento de RNA,
como a RNA polimerase e os fatores iniciadores da transcrigdo IIB e S-II. Tais genes,
comumente denominados housekeeping, sao essenciais para a manutencao bioldgica basica do
genoma desses virus, especialmente em se tratando de virus de DNA e, muitos deles, incluindo
todos os genes citados, estdo presentes no conjunto de genes core dos NCLDV (Yutin et al.,
2009).

E importante ressaltar que o gene da Major Capsid Protein (MCP) nio foi contabilizado
no grupo core, embora seja essencial para a estrutura de todos os virus do extended
Asfarviridae, pois no caso do faustovirus, este gene encontra-se fragmentado ao longo do
genoma (Cherif Louazani et al., 2018). Essa auséncia ndo ¢ incomum em genomas core; em
diversos estudos, ele também ndo ¢ detectado em Pandoravirus e em alguns pithovirus
divergentes (Rigou et al., 2022). Tal limitagdo da técnica de pangenoma evidencia que, em
situagdes em que a estrutura de um determinado gene foge do padrdo convencional, sua
presenca pode ndo ser identificada.

Os demais grupos pangendmicos apresentaram uma anotagao funcional limitada, devido
ao grande numero de proteinas desconhecidas no pangenoma. Entretanto, entre as fungdes
identificadas, observa-se uma predominancia de processos relacionados a replicagao,
recombinagao e reparo de DNA, transporte e metabolismo de aminoacidos, especialmente no
grupo do soft core, e transporte e metabolismo de nucleotideos, modificacdo pds-traducional,
reciclagem de proteinas e chaperonas. Devido a elevada quantidade de genes singletons no
grupo cloud, era esperado um baixo nivel de anotagao funcional, praticamente insignificante.

A analise filogenética dos genes core, mais consistente com evolugdo viral do que

filogenia de gene unico (Yu et al., 2021), juntamente com a avaliagdo de identidade de
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aminoacidos (AAI), identidade de nucleotideos (ANI) e sintenia compdem um conjunto de
fatores cruciais para compreender a proximidade genética dentro do grupo extended
Asfarviridae. A filogenia, baseada em genes essenciais ao genoma viral, € o principal critério
taxonomico, fornecendo uma representacdo precisa das relagdes evolutivas entre os virus
(Gorbalenya & Lauber, 2017). AAI e a ANI, métricas comumente usadas, complementam essa
analise, permitindo comparagdes genomicas mais detalhadas e identificando relagdes genéticas
entre as espécies (Rodriguez-R & Konstantinidis, 2016). A anélise de sintenia, que examina a
conservagdo da organizacdo e ordem gendmica, também é empregada, oferecendo percepgdes
adicionais sobre a evolugdo e a diversidade genomica do grupo (Y. Wang et al., 2012). A
integragao dessas métricas permite uma avaliagdo abrangente da formagao de taxons, revelando
padrdes evolutivos e relacionamentos genéticos mais complexos.

A andlise dos 39 genomas de extended Asfarviridae revela uma notavel diversidade
genética com maior intensidade intergrupos que intragrupo. A filogenia dos genes core destaca
as distincias evolutivas entre os grupos virais, com uma consideravel separacao dos faustovirus,
kaumoebavirus, pacmanvirus ¢ AbALV em relagdo aos ASFV. A utilizagdo do AAI,
recomendada pelo ICTV para delimitacdes taxondomicas em nivel de familia, revelou
similaridade global de 49%, apesar de alta variabilidade, indicando uma identidade comum. No
entanto, a presenca de subgrupos com valores extremos de AAI em contraste com regides de
baixa identidade sugere uma composi¢ao aminoacidica nao uniforme nesse clado. Os resultados
da andlise de sintenia também demonstram essa heterogeneidade, com manutengdo da
colinearidade intragrupo mais comum do que intergrupos, mesmo em valores de identidade (p-
ident) extremos, destacando uma histéria evolutiva distinta e bem delimitada para cada
subgrupo.

Os virus da peste suina africana (ASFV), os tinicos membros oficialmente reconhecidos
da familia Asfarviridae, exibem uma proximidade genética excepcional entre si, formando um
grupo uniforme e coeso com uma similaridade extremamente alta, especialmente quando
avaliados através da AAI, com valores superiores a 95%. Esse valor pode ser utilizado como
limiar na classifica¢do de novos virus no género Asfivirus. Além disso, os resultados de analises
de sintenia revelam uma notavel colinearidade gendmica entre os diferentes membros deste
grupo. Essa coesdo genética se manifesta na formacdo de politomias na arvore filogenética,
sugerindo uma equidistincia genética predominante entre os diversos membros. No entanto,
observa-se uma ligeira separagdo na linhagem composta pelos isolados ASFV ken05/tkl1,
Kenya 1950 e ken06.Bus, os quais também compartilham uma baixa ordem gendmica com os

demais membros do grupo. Adicionalmente, a linhagem ASFV Malawi 1983 se destaca
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consistentemente nas analises como levemente divergente em relagdo aos outros membros. As
analises de ANI corroboram esses resultados, sugerindo a possivel subdivisdo dos ASFV em
trés espécies distintas, caso se adote um critério de similaridade genética superior a 95% de
ANI (Rodriguez-R & Konstantinidis, 2016). Sob essa classificacdo, somados aos resultados da
filogenia e colinearidade, ASFV ken05/tk1, Kenya 1950 e ken06.Bus seriam designados como
isolados de uma espécie, enquanto Malawi 1983 constituiria um isolado de outra. Por fim,
ASFV Georgia 2007/1, Mkuzi 1979, Tengani 62, Warmbaths, Pretoriouskop/96/4, Warthog,
E75, L60, Benin 97/1, OGI10 Italy, 47/Ss/2008, BA71V, NIHV e OURT 93/3 seriam
considerados como isolados de uma terceira espécie do género Asfivirus.

Os faustovirus ndo exibem uma uniformidade tdo marcante em termos de andlise
filogenética como os ASFV, evidenciando uma clara separagdo evolutiva entre eles. A analise
de AAI revela a formagdo de quatro grupos altamente homogéneos entre si, um padrdo que
também ¢ observado na analise de ANI. Esses achados estdo em concordancia com as quatro
linhagens de faustovirus previamente definidas por Benamar et al., (2016).

Um limiar acima de 65% de AAI ¢ frequentemente observado para membros do mesmo
género (Konstantinidis et al., 2017). Quando comparados intergrupos dentro das quatro
linhagens de faustovirus, esse valor varia entre 50% e 60%, indicando estar em um limite critico
quanto a delineacao de género. A organiza¢do gendmica também ¢ influenciada pela linhagem
de faustovirus, mantendo-se mais preservada quando os genomas comparados sao da mesma
linhagem.

A combinagdo dos dados de contetdo G+C, AAI, ANI, filogenia dos genes core e
sintenia sugere que os faustovirus se dividem em quatro espécies virais distintas: Espécie 1
(Faustovirus E12, D5a, E23, E24), Espécie 2 (Faustovirus ST1 e Liban), Espécie 3 (E9, M6,
S17, LCD7, vw57, VV63) e Espécie 4 (D6, D5b, D3, VV10). Entretanto, ao considerar um
limiar entre 95% e 90% de ANI para subespécie, Faustovirus Espécie 1 pode ser considerado
uma subespécie de Faustovirus Espécie 2. No entanto, muitos taxonomistas argumentam pela
extingdo desse tdxon devido a descontinuidade genética observada entre esses organismos
gerando limites mal estabelecidos e por tornar-se irrelevantes e de valor limitado para estudos
que utilizam de frameworks taxonémicos (Venter et al., 2022). Além disso, ha a possibilidade
de que diferentes géneros virais estejam presentes, conforme sugerido pela analise de AAI o
que requer investigacdo adicional a fim de encontrar carateristicas fenotipicas que consigam
diferencia-los

Os kaumoebavirus e pacmanvirus demonstram consistentemente uma maior

uniformidade dentro de seus proprios grupos do que entre grupos, indicando uma proximidade
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genOmica, entretanto, ndo equidistante. As evidéncias sugerem que, apesar da colinearidade
gendmica observada ao longo da maior parte de seus genomas, os dois kaumoebavirus
pertencem a espécies diferentes, conforme indicado pela analise de ANI, e estdo no limite para
serem classificados no mesmo género com base na AAI. Por outro lado, os pacmanvirus
mostram uma maior proximidade entre si em comparacdo com os kaumoebavirus, com valores
de AAI e ANI que sugerem que sao do mesmo género, mas de espécies diferentes.

O AbALV emerge como o membro mais proximo dos ASFV em todas as analises
realizadas. E o inico genoma que exibe colinearidade com os ASFV, embora essa colinearidade
exija uma diminui¢do na identidade (p-ident) para se manifestar. Além disso, esses dois grupos
sdao os unicos do clado a infectar eucariotos multicelulares, o que refor¢a sua proximidade

evolutiva.
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7. CONCLUSAO
O grupo de virus gigantes “extended Asfarviridae” apresenta uma composicao de virus

geneticamente relacionados até certo ponto. O pangenoma revela um compartilhamento,
embora reduzido, de genes ortdlogos entre diversos virus deste clado, além de um conjunto
restrito de genes core compartilhados por todos os membros do grupo. Similaridades também
sdo observadas na forma e estruturacdo do capsideo para a maioria dos membros, bem como no
hospedeiro para dois dos cinco virus analisados. Contudo, as semelhangas limitam-se a esses
aspectos.

A analise comparativa detalhada evidencia uma complexidade gendémica notavel,
caracterizada por diferengas significativas em seus genomas, tanto em termos de composi¢ao
de aminoacidos quanto de nucleotideos. Observa-se um conjunto reduzido de genes core em
comparagdo com outras familias virais, divergéncias filogenéticas acentuadas e auséncia de
manuten¢do da sintenia. Além disso, existem variagdes no tamanho do genoma, no contetdo
de G+C, no nimero de proteinas codificadas, bem como nas caracteristicas fenotipicas,
incluindo o hospedeiro celular e a patologia associada.

Esses achados sugerem que esses virus agregados provavelmente nao se enquadram em
uma unica familia taxondmica, principalmente quando se comparados ao inico membro oficial,
os virus do género Asfivirus. Faustovirus, kaumoebavirus, pacmanvirus e Abalone asfar-like
virus representam um agrupamento de espécies proximas, mas geneticamente diversas, que
provavelmente formardo suas proprias familias. Nesse aspecto, também foi sugerida a divisao
dos 16 faustovirus em 4 espécies distintas, conseguimos sugerir a divisao dos 18 Asfivirus em
trés espécies distintas e sugerir que as duplas de pacmanvirus e kaumoebavirus também
formariam quatro espécies distintas.

Ha uma baixa resolu¢do taxondomica que pode ser atribuida, em parte, a falta de
isolamentos virais representativos o suficiente para capturar toda a diversidade genética desse
grupo. Percebe-se, pela natureza aberta desse pangenoma, que a diversidade nesse grupo ainda
ndo se esgotou. Portanto, a obten¢do de mais sequéncias virais e a realizacdo de estudos
adicionais sdo cruciais para aprimorar nossa compreensao da diversidade genomica e evolutiva
desses virus, bem como sua relagao com os hospedeiros. Possivelmente, a descoberta de novos
faustovirus, kaumoebavirus, pacmanvirus e Abalone asfar-like virus suscite a formacao de
novas familias virais, a fim de acomodar esses membros.

Essa andlise ressalta a importancia da amostragem taxondmica adequada e a
necessidade continua de investigacdo para elucidar de forma mais precisa a posi¢ao filogenética

desses virus. Assim, podemos antecipar que com a descoberta de genomas virais gigantes
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adicionais, a posicao filogenética desses virus serd melhor resolvida, contribuindo para um

entendimento mais abrangente da diversidade viral e sua posi¢ao nos ecossistemas.
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8. PERSPECTIVAS

Este estudo oferece uma visdo abrangente das andlises gendmicas e funcionais,
contribuindo significativamente para o entendimento dos virus gigantes, em especial de
extended Asfarviridae, um campo ainda em expansao com vasto potencial de pesquisa. Ao
estabelecer e descrever o conjunto de genes core desses virus, adicionamos uma camada de
compreensdo crucial para a evolucao desse grupo viral.

Para aprimorar ainda mais nosso conhecimento, abordagens adicionais podem ser
exploradas, como a investigacao das regidoes nao codificantes e a construgao de um pangenoma
de sequéncias nucleotidicas dessas regidoes a fim de investigar o compartilhamento de
sequéncias regulatorias e motifs. Além disso, a incorporagdo de dados gendmicos de virus
recém-descobertos t€ém o potencial de fornecer informagdes valiosas para resolver questdes
pendentes sobre a classificagao taxonomica desses virus.

Paralelamente as analises genomicas, ¢ fundamental realizar estudos funcionais nas
proteinas desses virus para compreender melhor suas caracteristicas bioldgicas. Essa
abordagem pode enriquecer nosso entendimento da diversidade global de proteinas e até¢ mesmo
gerar proteinas com aplicacdes biotecnologicas. Além disso, a identificagdo de fungdes
proteicas pode langar luz sobre os fatores de viruléncia dos Asfivirus e Abalone asfar-like virus,
que sdo patogénicos. A utilizacdo da biologia estrutural para definir a fungdo das proteinas
mostra-se como uma ferramenta complementar valiosa, especialmente em estudos de proteinas
desconhecidas de virus gigantes. Explorar a diversidade funcional das proteinas do grupo cloud
e investigar a origem de novos genes também sdo areas promissoras para futuras pesquisas em

virologia e nascimento de novos genes.
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