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d at a - s h ari n g  pr ot o c ol s,    m et a d at a  pr o vi si o n  a n d i nt er di s ci pli n ar y  c oll a b or ati o n s

a n d   off er  s p e ci fi c  e x a   m pl e s  a s  st arti n g  p oi nt s.  S e c o n d,  a s  a n  e   m er g e nt  fi el d,   w e

r e c o g ni z e  t h e  n e e d  t o  i n c or p or at e  c utti n g - e d g e  t e c h n ol o gi e s  a n d  k n o  wl e d g e

e arl y  a n d   oft e n t o i   m pr o v e   o   mi c - b a s e d  vir al  d et e cti o n  a n d  a n n ot ati o n  a s  n o v el

c a p a biliti e s r e v e al  n e  w  bi ol o g y.  T hir d,   w e  u n d er s c or e t h e si g ni fi c a n c e   of  E  C R s i n

f o st eri n g  i nt er n ati o n al   p art n er s hi p s  t o   pr o   m ot e  i n cl u si vit y  a n d  e q uit y  i n  vir u s

di s c o v er y  eff ort s.  T h e  pr o p o s e d  c o n s e n s u s fr a   m e  w or k  s er v e s  a s  a  r o a d   m a p f or

t h e s ci e ntifi c  c o   m   m u nit y t o  c oll e cti v el y  c o ntri b ut e t o t h e tr e   m e n d o u s  c h all e n g e

of  u n v eili n g t h e   R  N A  vir o s p h er e.
K E Y   W  O  R  D S

R  N  A   vi r u s    di s c o v e r y,   vi r al    m et a g e n o   mi c s,    R  N A - d e p e n d e nt    R  N A    p ol y   m e r a s e,   vi r al

g e n o   m e  a n n ot ati o n,   m et a g e n o   mi c    m et a d at a  st a n d ar d s,  vir u s  e v ol uti o n  a n d   di v er sit y
fr o nti er si n. or g0 2
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1 I ntr o d u cti o n

R  N  A  vir us es  ( Ort h or n a vir a e  )  ar e  g e n eti c  el e  m e nts   wit h   R  N  A-

b as e d  g e n o  m es t h at r e pli c at e  usi n g t h eir  e n c o d e d   R  N  A- d e p e n d e nt

R  N  A   p ol y  m er as e  ( R d R p)  a n d   b y   hij a c ki n g  t h eir   h ost  ’s  c ell ul ar

m a c hi n er y.   Pr o g e n y  vir us es  ar e  t h e n  tr a ns  mitt e d  t o   n e  w   h osts

eit h er  v erti c all y,  or  h ori z o nt all y    m ost  oft e n i n  pr ot ei n- b as e d  vir al

p arti cl es  t h at  c a n  s o  m eti  m es  b e  s urr o u n d e d  b y  a  li pi d  e n v el o p e.

Vir us es  ar e    wi d el y  di v ers e,  i nf e ct  all  lif e  f or  ms  (  1 ),  a n d  i n cl u d e

m a n y    h u  m a n   p at h o g e n s   of    m e di c al   a n d   e pi d e  mi ol o gi c al

i  m p ort a n c e  (2 ),  as   w ell  as  v ari o us  s p e ci es   wit h  str o n g  d el et eri o us

i  m p a ct  i n  a gri c ult ur e  (3 ).    A d diti o n all y,   b y  i nf e cti n g   u ni c ell ul ar

e u k ar y oti c  a n d  pr o k ar y oti c lif e f or  ms,   R  N  A  vir us es  pl a y  a  r ol e i n

s h a pi n g    mi cr o bi al  e c os yst e  ms, fr o  m  t h e  o c e a ns  t o  t h e  h u  m a n  g ut

(4 – 8 ).

Hist ori c all y,   R  N  A  vir us  dis c o v er y  a n d  c h ar a ct eri z ati o n  r eli e d

o n   dir e ct  c ulti v ati o n   or  is ol ati o n   of  t h e  i nf e cti v e   a g e nts   vi a

e x p eri  m e nts  t h at  ar e  oft e n  l a b ori o us  a n d  i n h er e ntl y  r estri ct e d  t o

vir us es  i nf e cti n g   h osts  a  m e n a bl e  t o  l a b or at or y  c ulti v ati o n   or

pr o p a g ati o n.    T h e  pr o c e d ur es  t y pi c all y  i n v ol v e  t h e  c o n c e ntr ati o n

of i nf e cti o us  p arti cl es  fr o  m  s y  m pt o  m ati c  or  dis e as e d  h ost  c ells  or

ti s s u e s,  f oll o  w e d   b y   v a ri o u s  i d e ntifi c ati o n  t e c h ni q u e s  li k e

mi cr os c o p y  (i  m a gi n g),  n e utr ali z ati o n  ( a nti b o d y),  h e  m a ds or pti o n,

h e  m a g gl uti n ati o n  a n d  pl a q u e  ass a ys,  a n d  a ni  m al,  pl a nt,  tiss u e  or

c ell  c ult ur e  i n o c ul ati o n.  I n    m ost  c as es,  is ol at e d  c o n c e ntr at e d

p a rti cl e s    w o ul d  t h e n   u n d e r g o  ( vi r al)    R  N  A   e xt r a cti o n   a n d

p uri fi c ati o n,  f oll o  w e d   b y  r e v ers e  tr a ns cri pti o n  i nt o  c  D  N  A  a n d

s u bs e q u e nt  s e q u e n ci n g  e n a bli n g  f urt h er  g e n o  mi c  i n v esti g ati o ns

( p h yl o g e n y,  g e n ot y pi n g,  et c).
1. 1   R e c e nt   d e v el o p   m e nt s i n   o   mi c - b a s e d
R  N A  vir u s   di s c o v er y:    m or e,   bi g g er, f a st er i s
t h e   n e  w   p a c e

T he  a d v e nt  of  t he  g e n o  mi c  er a  h as  gr a d u all y  e x p a n de d   R  N  A

vir us   dis c o v er y   b e y o n d  e x p eri  m e nt al  c ulti v ati o n  a n d  is ol ati o n

m et h o d ol o gi es.    T h e  s u bst a nti al  d e cr e as e  i n  c osts  ass o ci at e d    wit h

hi g h-t hr o u g h p ut  n ucl ei c  a ci d s e q u e n ci n g,  c o u pl e d   wit h  a d v a n ces i n

c o  m p ut ati o n al  c a p a citi es f or  bi g  d at a st or a g e  a n d  pr o c essi n g  gr e atl y

f acilit at es t h e  d e v el o p  m e nt  of   R  N  A  vir us  dis c o v er y  pr oje cts t hr o u g h

l ar ge-s c al e s e q u e n ci n g ( o  mi c- b as e d).I  m p ort a ntl y, t his g e n o  mi c- d at a-

dri v e n e x pl or ati o n of t h e   R  N  A vir os p h er e  usi n g c o  m p ut ati o n al t o ols

off ers a  u ni q ue  o p p ort u nit y t o b y p ass   m a n y bi as es a n d li  mit ati o ns  of

tr a diti o n al  a p pr o a c h es,  a n d  g o es  h a n d  i n  h a n d    wit h  t h e  gr o  wi n g

r ec o g niti o n  of gl o b al vir al  di v ersit y i n e c ol o gi c al s yste  ms as a   w h ol e,

i n cl u di n g  p u bli c  h e alt h  a n d  o n e  h e alt h  [“p a n de  mi c  pr e p ar e d ness ”,

s ur veill a n c e - (9 )].

Wit h a n e x p a n d e d di v ersit y of e n vir o n  m e nts s a  m pl e d as   w ell as

a  gr o  wi n g r e- ass ess  m e nt  of  p u bli cl y  a v ail a bl e s e q u e n ci n g  d at a  a n d

t h e  c o nti n u o us  d e v el o p  m e nt  of  t o ols  a n d  r es o ur c es,  t his  fi el d  h as

e x p eri e n c e d    m assi v e  gr o  wt h  i n  r e c e nt  y e ars,    wit h   n o  si g ns   of

d e c el er ati o n i n si g ht ( Fi g ur e  1 ) (8 , 1 0 – 2 9 ).
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1. 2 I nt er di s ci pli n arit y   n at ur e   of t h e  fi el d
li   mit s   d at a   u nif or   mit y  a n d  st a n d ar di z ati o n

R  N  A vir us dis c o v er y is at t h e i nt erf a c e of v ari o us dis ci pli n es (  i. e.

vir ol o g y,    m ol e c ul ar,  a n d  str u ct ur al  bi ol o g y,  e v ol uti o n,  g e n o  mi cs,

e c ol o g y,  a n d  c o  m p ut ati o n al  s ci e n c es)  a n d  s p a ns  v ari o us   fi el ds

wit hi n   vir ol o g y  its elf,  e a c h    wit h  its  s p e ci  fi c   vir us   gr o u ps   of

i nt er est,  pri oriti es,  a p pr o a c h es,  c o n c e pts,  r es o ur c es,  et c. l e a di n g t o

a p p ar e nt   dis cr e p a n ci es  t hr o u g h o ut  t h e  s ci e nti fi c   pr o c ess.    T his

h et er o g e n eit y    m a nif ests  i n  b ot h  t h e  e x p eri  m e nt al  d esi g n,  i n  t h e

i nt er pr et ati o n  of t h e  d at a a n d i n t h e e v e nt u al c o n cl usi o ns a n d  d at a

s h ari n g ( n o v elt y esti  m ati o n,  h ost i nf er e n c e, ris k ass ess  m e nt, c h oi c e

of  d at a  d e p ositi o n l o c ati o n).

T his  gr o  wi n g  l a c k   of  st a n d ar di z ati o n   dir e ctl y  a n d  s e v er el y

h a  m p ers  i nt er o p er a bilit y  -   i. e.  t h e  a bilit y  t o  r e vi e  w,  c o  m p ar e,

r e pr o d u c e,  s h ar e,  a n d  b uil d  o n  e a c h  ot h er ’s  eff orts.  F or  i nst a n c e,

w h at  o n e st u d y   m a y  c o nsi d er  as  a  n e  w   R  N  A  vir us  gr o u p  b as e d  o n

c o at  or   m o v e  m e nt  pr ot ei n  s e q u e n c e si  mil arit y,  a n ot h er st u d y   m a y

c o nsi d er  p art  of  a n  e xisti n g  gr o u p  usi n g t h e   R d R p  c o  m p aris o n.

I n r e c o g niti o n of t h es e iss u es as d etri  m e nt al t o t h e a d v a n c e  m e nt

of  t h e   fi el d,    w e  r e c e ntl y  h el d  t h e   fi rst  “ R d R p  s u  m  mit ”  (htt ps://

r dr p.i o/)  -  a  dis c ussi o n- c e ntri c  e v e nt    wit h  t h e  g o als  of  f ost eri n g

r e pr o d u ci bilit y, c oll a b or ati o n a n d i nt er o p er a bilit y i n o  mi cs- d eri v e d

R  N  A   vi r u s   di s c o v e r y.    T h e   e v e nt    w a s   att e n d e d   b y   o v e r   7 0

p arti ci p a nts ( 6 0  % i n- p ers o n  a n d  4 0  %  r e  m ot el y), fr o  m  5 0  r es e ar c h

i nstit uti o ns  a cr oss t h e   w orl d.   M ost  att e n d e es   w er e  E  C Rs,   wit h  h alf

of t h e p arti ci p a nts list e d as P h  D st u d e nts.   T o pr o  m ot e i n cl usi o n a n d

e x c h a n g es  b et  w e e n all  p arti ci p a nts, t h e   m e eti n g f e at ur e d  b ot h  o p e n

di s c u s si o n  s e s si o n s   a n d  t r a diti o n al  l e ct u r e s,   gi v e n   b y   k e y

bi oi nf or  m ati ci a ns  a n d  e x p eri  m e nt alists.    H er ei n,    w e  s u  m  m ari z e

t h e   m aj or i nsi g hts a n d c o ns e ns us t h at e  m er g e d fr o  m t h e   w or ks h o p.
2   C urr e nt  c h all e n g e s i n   R  N A
vir u s   di s c o v er y

2. 1   M ulti pli cit y   of  e x p eri   m e nt al  a n d
c o   m p ut ati o n al   pr a cti c e s i n   R  N A  vir u s
di s c o v er y   w or k fl o  w s

T h e  i niti al  s o ur c e  a n d  t y p e  of  e n vir o n  m e nt,  t h e  pr es er v ati o n,

a n d  pr e p ar ati o n  of   R  N  A i n p ut  h a v e  pr of o u n d i  m pli c ati o ns  o n t h e

w h ol e a n al ysis a n d   fi n al   R  N  A  vir us  dis c o v er y.   T h e i n p ut f or   R  N  A-

vir us   m et a g e n o  mi c st u di es is  oft e n t h e t ot al  e xtr a ct a bl e   R  N  A fr o  m

a n  e n vir o n  m e nt al,  v e ct or  or  h ost- ass o ci at e d  s a  m pl e  ( 1 2 , 1 7 , 3 0 ).

Alt er n ati v el y,  st u di es  c a n  f o c us  o n  a  si z e-s el e ct e d  fr a cti o n   w h er e

h ost c ells ar e e x cl u d e d a n d vir us-li k e- p arti cl es (  V L Ps) ar e e nri c h e d

usi n g  fi ltr ati o n a n d/ or c e ntrif u g ati o n,  ot h er  wis e  k n o  w n as vir o  mi cs

or  viri o n- ass o ci at e d  n u cl ei c  a ci ds  (  V  A  N  A)- b as e d  s e q u e n ci n g  ( 2 2 ,

3 1 ).    D o u bl e-str a n d e d    R  N  A  ( ds R  N  A)   p urifi c ati o n  c a n  als o   b e

a p pli e d  t o  t ot al   R  N  A  s a  m pl es  t o  s p e ci fi c all y  t ar g et  ds R  N  A  vir us

g e n o  m es  a n d  r e pli c ati v e  i nt er  m e di at e   of  si n gl e-str a n d e d    R  N  A

( s s R  N  A)   vi r u s e s  i n st e a d   of  si n gl e- st r a n d e d  t r a n s c ri pt s   a n d
fr o nti er si n. or g
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ri b os o  m al    R  N  As  ( 3 2 ).    B e y o n d   ds R  N  A   e nri c h  m e nt,  t ar g et e d

a p pr o a c h es  s u c h  as  t h e  Fr a g  m e nt e d  a n d  pri  m er- Li g at e d  ds R  N  A

S e q u e n ci n g ( F L  D S)   m et h o d als o f e at ur e t h e a bilit y t o s e q u e n c e b ot h

e n ds  of  t h e  g e n o  m e  ( 3 3 , 3 4 ),  fr o  m   w hi c h  p airs  of  s e g  m e nt e d  or

m ulti p artit e  vir al  g e n o  m es  c a n  b e s e ar c h e d (  3 3 ).   D e e p  s e q u e n ci n g

of  s  m all   R  N  As  (s R  N  As)  c a n  als o  b e  a d v a nt a g e o us  t o  pl a nt  a n d

m y c o vir us dis c o v er y, b y usi n g v ari o us s R  N  A si z e pr o  fi l es d e p e n di n g

o n t h e  or g a nis  m f or   R  N  A  g e n o  m e  ass e  m bl y ( 3 5 – 4 0 ).   O n t h e  ot h er
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h a n d,  u nt ar g et e d t ot al   R  N  A e xtr a cti o n f oll o  w e d  b y   R  N  A-s e q  b ett er

r efl e cts  t h e  gl o b al  s a  m pl e  c o  m pl e xit y,  i n cl u di n g   h ost  a n d  vir al

di v ersit y,  a n d  c a n  assist   wit h  h ost  ass o ci ati o n,  f urt h er  a ns  w eri n g

e c ol o gi c al  q u esti o ns  ( 4 1 ).   H o  w e v er,  t h e  c h oi c e  of  t h e  kit  us e d f or

R  N  A e xtr a cti o n c a n s u bst a nti all y i n fl u e n c e t h e d o  w nstr e a  m a n al ysis

(4 2 ).   Pri or  t o  s e q u e n ci n g,  cl assi c al  tr e at  m e nts  i n cl u d e  g e n o  mi c

D  N  A   di g esti o n   a n d  eit h er  t ar g et e d  ri b os o  m al    R  N  A  (r R  N  A)

d e pl eti o n,   o r   p ol y (  A )   e n ri c h  m e nt   st e p s   p ri o r  t o   r e v e r s e
B

A

FI  G  U  R E  1

T h e r e c e nt  e x p a n si o n   of t h e   o   mi c - b a s e d   R  N A  vir u s  di s c o v er y   fi el d.  ( A) E x a   m pl e s   of   R d R p - b a s e d  vir al    m et a g e n o   mi c  st u di e s  a n d t o ol s ( P  MI  D  ar e

i n di c at e d i n  gr e y); ( B) M ulti pli cit y   of  p u bli cl y  a v ail a bl e  s e q u e n c e s i n t h e  S e q u e n c e   R e a d   Ar c hi v e  b a s e d   o n  h u   m a n ( pi n k  b ar s)  a n d   ot h er  h o st

( gr e y  b ar s)  c o   m p o siti o n ( b ar  c h art, l eft  a xi s)  a n d t ot al  c u   m ul ati v e  n u   m b er   of  b a s e s ( bl u e li n e, ri g ht  a xi s).   D at a t a k e n fr o   m  S R A    m et a d at a  a v ail a bl e  vi a

Bi g  Q u er y ( ni h - sr a - d at a st or e. sr a.   m et a d at a).
fr o nti er si n. or g
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tr a ns cri pti o n   of    R  N  A  i nt o  c  D  N  A.    Al o n g    wit h  t h e  c h oi c e   of

s e q u e n ci n g   pl atf or  ms/t e c h n ol o gi es,  t h os e    m et h o ds    will   dir e ctl y

i  m p a ct t h e s u bs e q u e nt   R  N  A  vir us fi n d a bilit y  a n d i d e nti fi c ati o n.

C urr e nt  c o  m p ut ati o n al  i d e nti  fi c ati o n   of    R  N  A  vir us es  fr o  m

“ - o  mi c’’  d at a  (  m ai nl y  tr a ns cri pt o  mi c  a n d    m et atr a ns cri pt o  mi c

s e q u e n ci n g,  i. e.  b ul k    R  N  A-s e q  of  eit h er  a  si n gl e  or g a nis  m  or  a

c o  m  m u nit y  of  or g a nis  ms,  r es p e cti v el y)  is  t y pi c all y  c o n d u ct e d  vi a

dir e ct  c o  m p ar ati v e  a p pr o a c h es  f oll o  wi n g   q u alit y  c o ntr ol  a n d

fi lt eri n g   of  r a  w  r e a ds  a n d  d e   n o v o   ass e  m bl y.    T h e   dis c o v er y   of

vir us es  t hr o u g h   o  mi cs   d at a   pri m aril y   d e p e n ds   o n  i d e ntif yi n g

s e q u e n c e  si  mil ariti es    wit h  e xisti n g    R  N  A  vir us  g e n o  m es,  pr ot ei n

s e q u e n c es,  or  pr ot ei n s e q u e n c e  pr o fi l es.   T his is  oft e n a c c o  m plis h e d

usi n g    m et h o ds  s u c h  as    Hi d d e n    M ar k o v    M o d els  (  H   M   Ms)   or

P ositi o n- S p e ci fi c  S c ori n g    M atri c es  ( P S S  Ms).  Si  mil arit y  is  d e fi n e d

as  a  s et   of    mi ni  m al  st atisti c al  t hr es h ol ds;  t y pi c all y  est a blis h e d

ar bitr aril y  i n  e a c h  st u d y  a n d  t h us  f urt h er  str ess es  t h e  n e e d  f or

st a n d ar di z e d  pr ot o c ols.

Pr e d o  mi n a ntl y, t h e   R d R p,   w hi c h is t h e  o nl y  pr ot ei n s h ar e d  b y

all  k n o  w n   R  N  A  vir us es, is  us e d  as t h e   m ar k er  g e n e f or   R  N  A  vir us

i d e ntifi c ati o n ( 1 4 ).   Vir us   R d R ps s h ar e a ri g ht- h a n d-s h a p e str u ct ur e,

t y pi c al  of    D  N  A/ R  N  A  p ol y  m er as es,   wit h  a  p al  m- b as e d  a cti v e  sit e

c o  m prisi n g  s e v er al  c at al yti c  a n d  str u ct ur al    m otifs,    w hi c h    m a y

r e q uir e  a d diti o n al  h ost  f a ct ors  t o  c o nstit ut e  a    m at ur e,  c o  m pl et e

r e pli c as e   d o  m ai n  ( 4 3 ).    Assi g n  m e nt   of  a   q u er y  s e q u e n c e  as  a

p ot e nti al  vir al   R d R p  us u all y  r e q uir es  t h e  i d e nti fi c ati o n  of  at l e ast

t h e t hr e e “ c or e ”  m otifs, c o  m  m o nl y r ef err e d t o as   A,  B, a n d   C,   wit h

t h e pr es e n c e of a n y a d diti o n al   m otifs i n cr e asi n g t h e r eli a bilit y of t h e

assi g n  m e nt   a n d  t h e   pr es u  m e d  c o  m pl et e n ess   of  t h e   a n al y z e d

s e q u e n c e  (4 4 ).    T h e   pr es e n c e   of  t h es e    m otifs  ( or  r o u g hl y  t h e

r e gi o n  t h e y  o c c u p y)  is    m ost  oft e n  i d e nti fi e d  vi a  s e q u e n c e  s e ar c h

e n gi n es  ( B L  A S T,    DI  A  M  O  N  D,    M  Ms e qs,  et c)  ( 4 5 – 4 7 )  or  pr ofi l e-

b as e d  a p pr o a c h es  (  H  M  M  vi a    H  H- S uit e  or    H  M  M E R,  or   P S S  M/

P   W   M   u si n g    P SI- B L  A S T   or    M E   M E)  ( 4 8 – 5 0 ),   oft e n   us e d  i n

c o nj u n cti o n   wit h  p u bli c  d at a b as es  a n d  r e p osit ori es  of   R  N  A  vir us-

d eri v e d   R d R p   e. g.  s u bs etti n g    N  C BI  nr,  or  c ust o  m  d at a b as es  li k e

T S  A- d at a b as e  d eri v e d   R d R ps  ( 2 9 ),   N e o R d R p  (2 3 ),  P al  ms c a n  (5 1 ),

or   R d R p-s c a n ( 1 8 ).

F urt h er  m or e,  t h e  e n h a n c e  m e nt  of    R  N  A  e xtr a cti o n    m et h o ds,

s e q u e n ci n g  t e c h n ol o gi es,   a n d   t h e  r a pi d   a d v a n c e  m e nt  i n  t h e

d e v el o p  m e nt  of  n e  w   AI- b as e d t e c h ni q u es,  a  m o n g  ot h er f a ct ors, is

pl a yi n g  a  cr u ci al  r ol e  i n  a d v a n ci n g    R  N  A  vir us  dis c o v er y.    T h es e

a d v a n c es  f a cilit at e  t h e  i  m pr o v e d  i d e nti fi c ati o n of   p ot e nti all y

di v e r g e nt   a n d  l o  w- c o n c e nt r at i o n   vi r u s e s    wit hi n   o v e rl o o k e d

e n vir o n  m e nt al  or  h ost t a x a.   N e v ert h el ess, t h es e  d e v el o p  m e nts  als o

r ei nf or c e t h e   m et h o d ol o g y  g a ps  a n d  h et er o g e n eit y  b et  w e e n st u di es

a n d s e v er el y li  mit i nt er o p er a bilit y.
2. 2   C o n s e q u e n c e s   of   pr o c e d ur al
i n c o n si st e n c y f or  c o   m p ar ati v e  a n al y s e s
a cr o s s  st u di e s

C h oi c es i n b ot h t h e e x p eri  m e nt al pr o c e d ur es a n d s u bs e q u e nt   i n

silic o  a n al ys es  pl a y  a  cr u ci al  r ol e  i n  h o  w  diff er e nt  st u di es  h a n dl e,

s h ar e,  r e p ort,  a n d  r e a c h  c o n cl usi o ns  r e g ar di n g t h e  s us p e ct e d  vir al

s e q u e n c es i n t h e  c orr es p o n di n g  d at a.   Dis c ussi o ns  h el d  d uri n g t his
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fi rst   R d R p  s u  m  mit  pi n p oi nt e d  t h e  gl o b al  l a c k  of  pr o c e d ur e  a n d

g o o d   pr a cti c e  st a n d ar ds  at  e v er y  l e v el  (s a  m pli n g,  e xtr a cti o n,

s e q u e n ci n g,  r e a d  a n d  c o nti g  pr o c essi n g,  as    w ell  as  d at a  a n al ysis,

st or a g e,  s u b  missi o n,    mi ni n g,  s ur v e y,  et c)  ( Fi g ur e  2 ).    Ulti  m at el y,

t h os e diff er e n c es i n t h e c o  m p ut ati o n al a n d e x p eri  m e nt al as p e cts c a n

c o nstit ut e str o n g o bst a cl es f or t h e a bilit y t o a d e q u at el y c o  m p ar e t h e

r es ults   of   diff er e nt  st u di es  a n d  it  s e e  m e d  i  m p ort a nt  t o   fi rst

i d e ntif y t h e  m.

R e g ar di n g   R  N  A  vir us  d et e cti o n its elf, t h er e is  a  cr u ci al l a c k  of

st a n d ar d    mi ni  m al  ali g n  m e nt  st atisti cs  ( e- v al u e,    %I  D,    % c o v er a g e,

et c).   Als o, t h e i n c o nsist e n c y  of   w h at is  c o nsi d er e d  a  g e n ui n e  vir al

g e n o  m e/ vir al hit/ vir al s e q u e n c e v ers us a p ot e nti al  “ f als e- p ositi v e” or

c o nt a  mi n a nt  p os es a   m aj or ris k  of   misi nt er pr et ati o n  of r es ults.   T h e

a bilit y  t o  i d e ntif y  a n d   dis cri  mi n at e  tr u e  r e pli c ati v e    R  N  A  vir us

si g n als  fr o  m  a cti v e  or  i nt e gr at e d  vir us es  r e pli c ati n g  vi a  r e v ers e-

tr a ns cri pt a s e s  ( R T)  ( di v e r g e nt  ot h er   p al  m-li k e   p ol y  m er as es)

( ki n g d o  m  P ar ar n a vir a e ),  e n d o g e n o us  vir al  el e  m e nts  ( E  V Es),  a n d

n o n- vir al  hits  or  c o nt a  mi n a nts,  is  a bs ol ut el y  cr u ci al  i n  o ur   fi el d.

H o  w e v er, t h er e is c urr e ntl y n o   wi d el y a gr e e d- u p o n c o ns e ns us a b o ut

d e fi ni n g  q u alit y  st a n d ar ds  f or  vir al  s e q u e n c es  a n d  h o  w  t o  e ns ur e

t h eir i d e ntifi c ati o n  as  s u c h.   C o  m p o u n di n g t his iss u e is t h e l a c k  of

d e fi niti o n  f or  r e al    R  N  A- vir us   d eri v e d  s e q u e n c es  t h at  ar e  eit h er

c hi  m eri c  or    mis ass e  m bl e d,  a n d  t h us  ar e  n ot  li k el y  t o  r e pr es e nt  a

f u n cti o n al i nf e cti o us  e ntit y.  Pl us,  e x p a n di n g  o ur  k n o  wl e d g e  of t h e

R  N  A  vir os p h er e  r e v e al e d  a n  e v er-i n cr e asi n g  pl ur alit y  of  g e n o  m e

ar c hit e ct ur es  a n d   R d R p  pr o p erti es,   w hi c h    m a k e it  e v e n  h ar d er  t o

d e fi n e o n e si n gl e r ul e f or all of t h e  m.   T h e r e c e ntl y- d es cri b e d di vi d e d

R d R ps c o n fi r  m e d a n d v ali d at e d i n silic o (5 2 – 5 4 ),   w hi c h ar e e n c o d e d

b y t  w o  disti n ct   O R Fs fr o  m  s e p ar at e  g e n o  mi c  s e g  m e nts,  c o nstit ut e

t h e  b est  e x a  m pl e  of  s u c h  u n e x p e ct e d  pl ur alit y.  S u c h  c h all e n g es

r e q uir e c o nti n u o us a d a pt ati o n of st a n d ar d pr a cti c es a n d   m oti v at e t o

est a blis h  c o  m  m u nit y- dri v e n,   u p-t o- d at e   g ui d eli n es  f or    R  N  A

vir us  dis c o v er y.

St a n d ar di zi n g   R  N  A  vir us  d et e cti o n    w o ul d  str o n gl y  r e q uir e  a

c o  m  m u nit y - b uilt   c o n s e n s u s   a b o ut   p e rf o r  m a n c e   e v al u ati o n

pi p eli n es  (s e nsiti vit y,  r e c all,   F 1,   pr e cisi o n,  al g orit h  m  r esili e n c e,

et c.),  si  mil arl y t o t h e  o n g oi n g  eff orts i n   mi cr o bi al  a n d   D  N  A  vir us

m et a g e n o  mi c s  (  5 5 – 5 8 ).    Di r e ctl y  li n k e d  t o  t hi s,   u n e q ui v o c al

a gr e e  m e nts  o n t h e  pl ur alit y  of  o p er ati o n al t a x o n o  mi c  u nit (  O T  U)

d e fi niti o ns,  cl ust eri n g  t hr es h ol ds,  a n d    mi ni  m al   pr o c e d ur e  f or

g e n o  m e  c o  m pl et e n ess  esti  m ati o n  of  n o v el  a n d  di v er g e nt  vir us es

will  h el p s et g ol d st a n d ar ds f or t h e s ci e nti  fi c c o  m  m u nit y ( Fi g ur e 2 ).

T h e  af or e  m e nti o n e d  c o nsi d er ati o ns    w o ul d  als o   dr a  m ati c all y

d e cr e as e  c o  m  m o n  i n c o nsist e n ci es  r e g ar di n g  t h e    m ulti pli cit y   of

r e p osit ori es t h at  h ost t h e  d at a  as   w ell  as   m et a d at a  ass o ci at e d   wit h

vir al    m et a g e n o  mi cs   pr oj e cts   d e p osit e d  i n  st a n d ar d   d at a b as es.

I n d e e d,  o n e  c o ul d   n ot e  t h e    m aj or  c o nf usi o n  b et  w e e n  h ost  a n d

s a  m pl e  s o ur c e,  ar bitr ar y  t a x o n o  m y  assi g n  m e nt  a n d  g e n e,  pr ot ei n,

a n d g e n o  m e a n n ot ati o ns, t h e l a c k of i nf or  m ati o n r el ati n g t o s a  m pl e

p r e p a r ati o n,   s e q u e n ci n g,   a n d   c o  m p ut ati o n al   a n al y si s,  t h e

i n a d e q u a c y  of  c urr e nt  t o ols  f or   u pl o a di n g  vir us es    wit h   di vi d e d

R d R ps   or  s e g  m e nt e d   g e n o  m es,   or  s e q u e n c es    wit h  alt er n ati v e

S T  A R T c o d o ns,  a n d  t h e  i n a bilit y  f or  e xt er n al  us ers  t o  r e vis e/r e-

ass ess/ e dit/ a n n ot at e t h e  d e p osit e d   m et a d at a.   All  of   w hi c h l e a ds t o

a n a bs ur d r at e of  u n cl assi fi e d/ u n a n n ot at e d s e q u e n c es   w h e n  d e ali n g

wit h r e  m ot e  h o  m ol o g y s e ar c h es.
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C o nsi d eri n g  t h e  risi n g  s c al e  of  vir al    m et a g e n o  mi c  st u di es  a n d

t h e p a c e of vir us t a x o n o  m y e x p a nsi o n, s u c h   mis a n n ot ati o ns or   mis-

assi g n  m e nts i n r ef er e n c e d at a b as es c a n h a v e dr a  m ati c c o ns e q u e n c es

w h e n   pr o p a g at e d  t o   n e  w  st u di  es   a n d   d at a  s u b  missi o n,   a n d

dr asti c all y  li  mit  t h e  s c o p e  a n d  ef fi ci e n c y  of  d at a    mi ni n g  pr oj e cts,

y et  ar e i n cr e asi n gl y  ess e nti al i n  o ur  fi el d.
3  S ol uti o n s  a n d f ut ur e   p er s p e cti v e s

W hil e  i n cr e di bl y  v al u a bl e,  t h e  i nt er dis ci pli n arit y  i n  t h e   R  N  A

vir us dis c o v er y  fi el d als o r e q uir es c o n c ert e d eff orts fr o  m r es e ar c h ers

t o  b uil d c o n n e cti o ns  b et  w e e n t h os e c o  m  m u niti es, s h ar e,  a n d  a d a pt

o ur  r es p e cti v e   pr a cti c es,  t o ols,  v o c a b ul ar y,  t er  mi n ol o gi es,  a n d

st a n d ar ds t o  fi t i n   wit h  e v er y o n e’s  d o  m ai n l a n g u a g e.

T o t a c kl e t h e  fi rst c h all e n g e c o nsisti n g of est a blis hi n g   mi ni  m u  m

st a n d ar ds f or   R  N  A  vir us  g e n o  m e ( or  vir al   R d R p) a n n ot ati o ns, c ut-

off f or  p ar a  m et ers ( ali g n  m e nt s c or es,  e- v al u es,  q u er y  a n d r ef er e n c e

l e n gt hs,  et c.)  n e e d  t o  b e  a gr e e d  u p o n   w h e n  c o  m p ari n g  c a n di d at e

s e q u e n c es t o k n o  w n v ali d   R d R p s e q u e n c e d at a b as e vs . d e c o y - ( R T)-

li k e  -  d at a b as es  a n d  s ets  of  u n cl assifi e d/ u n a n n ot at e d  s e q u e n c es.

A n n ot ati o n  c o ul d  t h e n  b e  a ut o  m ati c all y  assi g n e d  b as e d  o n  t h es e

c o  m p a ri s o n  s c o r e s  (t r u e   c o  m pl et e    R d R p   vs   R T-li k e   hit s   vs
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u n cl assi fi e d/ u n k n o  w n).    Dis c ussi o ns  a n d  l e ct ur es  at  t h e  s u  m  mit

al s o   hi g hli g ht e d  t h e  i  m p o rt a n c e   of  i nt e g r ati n g   a d diti o n al

pr o c e d ur es  i nt o  cl assi c al    w or k fl o  ws  s u c h  as   pl a c e  m e nt    wit hi n

p h yl o g e ni es,  g e n o  mi c  c o nt e xt  s c a n  ( u ntr a nsl at e d  r e gi o ns,    R  N  A

str u ct ur e,  n u cl e oti d e  a n d  k  m er  c o  m p ositi o n  a  m o n g  ot h ers),  a n d

str u ct ur al   h o  m ol o g y   ass ess  m e nt   usi n g  c utti n g- e d g e    AI- b as e d

pr e di cti o n  t o ols  ( 5 9 , 6 0 ),  ess e nti al f or  dist a nt  h o  m ol o g y  d et e cti o n

or v ali d ati o n.    W hil e s o  m e  q u alit y crit eri a a n d c ut- offs c a n e asil y  b e

b uilt i n, s o  m e  ot h ers   m a y  b e v er y c h all e n gi n g.   D e fi ni n g  b o u n d ari es

f or t h e   R d R p  g e n e (  mi ni  m al l e n gt h t o  d es cri b e  a   R d R p,  str u ct ur al

attri b ut es,    mi ni  m al   pr es e n c e   of   t h e  c at al yti c    m otifs,   pr es e n c e/

a b s e n c e   of   a d diti o n al   d o  m ai n s,   s u c h   a s    Ni d o vi r u s    R d  R p

ass o ci at e d   n u cl e oti d yl  tr a nsf er as e   d o  m ai n  -    Ni R  A  N)  r e  m ai ns  a

c o  m pl e x  t as k  a n d  r e q uir es  e x p ertis e  a n d  e xt e n d e d  k n o  wl e d g e  of

t h e  vir al str ai n (6 1 – 6 3 ).

I n  a d diti o n, t h e st a n d ar di z ati o n  eff ort s h o ul d  als o  pr o  m ot e t h e

i nt e gr ati o n i nt o t h e st a n d ar d  dis c o v er y  pi p eli n es  of t h e   m ost r e c e nt

a n d st at e- of-t h e- art c o n c e pts i n   R  N  A vir ol o g y s u c h as t h e s e ar c h f or

p ot e nti al  a d diti o n al  s e g  m e nts  ( 6 4 ),  t h e  s cr e e n  f or  di vi d e d    R d R p

(5 2 – 5 4 ),  et c.

A n ot h er  c h all e n g e  c o nsists  of  h o  m o g e ni z ati o n  of    m a n u al  a n d

a ut o  m ati c  cl ust eri z ati o n  pr o c e d ur es  a n d t a x o n o  mi c  assi g n  m e nt  of

vir al-li k e s e q u e n c es.  F or  m al vir us cl assi fi c ati o n b y t h e I nt er n ati o n al
FI  G  U  R E  2

M ai n  c h all e n g e s i d e nti  fi e d i n t h e   o   mi c - b a s e d   R  N A  di s c o v er y  fi el d  a n d  pr o p o s e d  s ol uti o n s.
fr o nti er si n. or g

https://doi.org/10.3389/fviro.2024.1371958
https://www.frontiersin.org/journals/virology
https://www.frontiersin.org


C h ar o n  et  al. 1 0. 3 3 8 9 /f vir o. 2 0 2 4. 1 3 7 1 9 5 8
C o  m  mitt e e  o n   T a x o n o  m y  of   Vir us es  (I  C T  V)  pl a ys  a  vit al  r ol e i n

pr o vi di n g  a  r ef er e n c e  l a n g u a g e  f or  s ci e ntists  t o  c o  m  m u ni c at e,

c oll a b or at e,  a n d  s h ar e  k n o  wl e d g e  a b o ut  vir us es.  B y  c o u pli n g  t h e

r o b ust,  u p d at e d,  a n d  st a n d ar di z e d  I  C T  V  cl assi fi c ati o n  fr a  m e  w or k

wit h  t h e   p o  w er   of   o  mi c- b as e d    R  N  A   vir us   dis c o v er y,    w e  c a n

c oll e cti v el y  i  m pr o v e  o ur  d es cri pti o n  a n d  gl o b al  u n d erst a n di n g  of

R  N  A  vir us  di v ersit y ( 6 5 ).

C o n cr et el y,  all  t h es e  pr o p os als    will  b e  p urs u e d  b y  t h e   R d R p

s u  m  mit c o  m  m u nit y   wit h diff er e nt i niti ati v es t h at ar e i nt e n d e d t o b e

m ai nt ai n e d a n d  u p d at e d  o v er ti  m e  b y t h e c o  m  m u nit y   m e  m b ers. I n

p arti c ul ar, t h e  c o  m  m u nit y   will f o c us  o n:
Fr o nt
I)  B uil di n g a c e ntr al i nfr astr u ct ur e f or t h e   R  N  A vir us dis c o v er y

c o  m  m u nit y,   w hi c h   w o ul d   w or k  as  a  c e ntr al  r e p osit or y f or

d at a  a n d  k n o  wl e d g e.

II)   Cr e ati n g  a  c ur at e d  d at a b as e   wit h  a ut o  m at e d  q u alit y s c or es

f or d at a d e p ositi o n b as e d o n t h e i nf or  m ati o n pr o vi d e d.   T h e

d at a b a s e  s h o ul d   b e   c o  m  m u nit y- d ri v e n   a n d   o p e n  t o

f e e d b a c k fr o  m  e n d  us ers t o  ai d f urt h er  c ur ati o n.

III)   C o ns oli d ati n g st ate- of-t he- art e x peri  me nt al a n d c o  m p ut ati o n al

res o urces a n d  k n o wle d ge t o e ns ure t he  best  u p-t o- d ate  pr actices

a  m o n g  t he  c o  m  m u nit y  ( pi peli nes,  s cri pts,  pr ot oc ols,  gl oss ar y,

g ui des,  i nter n ati o n al  j o ur n al  cl u b).   A  m o n g  ot hers,  t his  c o ul d

c o nsist   of  r e c o  m  m e n d e d    w or k fl o  ws  f or  t h e  c h all e n gi n g

i de ntifi c ati o n  of  n o vel/re  m ote  R d R p,  t he    D o ’s  a n d   D o n’ts  of

a n n ot ati n g   n e  w,   u n c ulti v at e d    R  N  A   vir us   g e n o  m es,  a n d

met a d at a rec o  m  me n d ati o ns f or  R  N  A  vir uses.

I  V) I n t h e s a  m e   m a n n er as t h e  E ur o p e a n   Vir us  Bi oi nf or  m ati cs

C e nt er  (  htt ps:// e v b c. u ni-j e n a. d e/ ),  p arti c ul ar  eff ort   will  b e

p ut  i nt o  e n h a n ci n g  t h e  c o  m  m u ni c ati o n  a n d  u niti n g  o ur

e x p a n di n g  c o  m  m u nit y  i nt o   o n e  si n gl e  s p ot  t hr o u g h  a

p ot e nti al    m e  m b e r s hi p  s y st e  m,  f o r u  m s,  r o u n d  t a bl e s,

w or ks h o ps,  o nli n e  c h at  c h a n n els,  et c.
T o  c o n cl u d e, t h e   m aj or  c o ns e ns us t h at  e  m er g e d fr o  m t h e  ri c h

dis c ussi o ns l e d d uri n g t his  fi rst   R d R p s u  m  mit li es i n t h e c urr e nt l a c k

of  i nt er o p er a bilit y  a n d  r e pr o d u ci bilit y  i n  o ur   fi el d  b ut  als o  t h e

p ossi bl e  c o n cr et e  s ol uti o ns  t o  t a c kl e  t h es e  o bst a cl es  (s u  m  m ari z e d

i n Fi g ur e  2 ).

T he  o  mi c- b as e d   R  N  A  vir us  dis c o v er y  c o  m  m u nit y,  as  a n  o p e n

s ci e n c e-t o-s o ci et y- ori e nt e d  c o  m  m u nit y, s h o ul d  b e  a  w ar e  of its  r ol es

a n d r es p o nsi biliti es t o   m a k e its s c o p e as tr a ns p ar e nt a n d a cc essi bl e as

p ossi bl e.   T hr o u g h t h e c oll ecti v e d e v el o p  m e nt of a  us er-fri e n dl y o p e n

pl atf or  m,   w e  ai  m  t o  b uil d  a  s oli d  f o u n d ati o n  f or  c o  m  m u ni c ati n g,

s h ari n g,  a n d  p erf or  mi n g  c o  m p ar a bl e  a n al ys es   usi n g  o pti  m al  a n d

st at e- of-t h e- art  t o ols  a cr oss  a   wi d e  arr a y  of  bi ol o gi c al  c o nt e xts  b y

r e a c hi n g t h e  br o a d est a u die n c e  p ossi bl e.   Wit h si  mil ar iss u es f a c e d i n

mi cr o bi al   m et a g e n o  mi cs  a n d  o  mi c- b as e d   D  N  A  vir us  dis c o v er y,   w e

als o i nt e n d t o i ns pir e fr o  m t h e e  m er gi n g s ol uti o ns a n d i nfr astr u ct ur es

b ei n g   d e v el o p e d  i n  t h es e  r el at e d   fi el ds  a n d  l e ar n  fr o  m  t h eir

e x p eri e n c es i n t ac kli n g t h es e c h all e n ges ( e. g.  6 6 – 6 8 ).

W e  b eli e v e  t h es e  eff orts   will  l a y  t h e  gr o u n d  w or k  t o  pr o  m ot e

E  C Rs i ns erti o n i nt o t h e c o  m  m u nit y, b est pr a cti c es a n d r e p e at a bilit y,

a n d  ulti  m at el y  e ns ur e  t h e  b est  f ut ur e  f or  o ur  e x pl or ati o n  of  t h e

R  N  A  vir os p h er e.
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D at a  a v ail a bilit y  st at e   m e nt

T h e  ori gi n al  c o ntri b uti o ns  pr es e nt e d i n t h e st u d y  ar e i n cl u d e d

i n  t h e  arti cl e/s u p pl e  m e nt ar y    m at eri al.   F urt h er  i n q uiri es  c a n   b e

dir e ct e d t o t h e  c orr es p o n di n g  a ut h or.

A ut h or  c o ntri b uti o n s

J  C:     Writi n g  –   ori gi n al   dr aft,     Writi n g   –   r e vi e  w    &  e diti n g,

C o n ce pt u ali z ati o n,   Pr oj ect  a d  mi nistr ati o n.  I  O:    Writi n g   –   ori gi n al

dr aft,    Writi n g   –   r e vi e  w    &  e diti n g,    Vis u ali z ati o n.    M F:    Writi n g  –

ori gi n al  dr aft,    Writi n g   –   re vie  w    &  e diti n g.  L C:    Writi n g  –   ori gi n al

dr aft,   Writi n g  –  re vie  w   & e diti n g,   Vis u aliz ati o n. L  H:   Writi n g –  ori gi n al

dr aft,   Writi n g  –  r e vi e  w   & e diti n g. S R:   Writi n g –  ori gi n al dr aft,   Writi n g

–  r e vi e  w   &  e diti n g.   A K:    Writi n g  –  ori gi n al  dr aft,    Writi n g  –  re vie  w   &

e diti n g.   H  D:    Writi n g  –  ori gi n al  dr aft,    Writi n g  –  re vie  w   &  e diti n g.  S S:

Writi n g   –  ori gi n al  dr aft,    Writi n g  –  re vie  w   &  e diti n g.   R T:    Writi n g  –

ori gi n al dr aft,   Writi n g  –  re vie  w   & e diti n g. S  N:   Writi n g –  ori gi n al dr aft,

Writi n g   –  re vie  w   &  e diti n g.   A B a:    Writi n g  –  ori gi n al  dr aft,    Writi n g  –

re vi e  w   & e diti n g.   A  A:   Writi n g –  re vie  w   & e diti n g.   N B:   Writi n g –  r e vi e  w

& e diti n g.   K B:    Writi n g   –  re vi e w   &  e diti n g.   K B  M:   Writi n g  –  r e vi e  w   &

e diti n g.    A B u:    Writi n g   –   r e vi e  w    &  e diti n g.    A C:    Writi n g  –   r e vi e  w

&  e diti n g.  F C:    Writi n g   –  r e vie  w   &  e diti n g.   G C:    Writi n g  –  r e vi e  w   &

e diti n g.    Y C:    Writi n g   –   r e vi e  w   &  e diti n g.   L  D C:   Writi n g  –   re vi e  w

&  e diti n g.   T  D:    Writi n g   –  r e vi e  w   &  e diti n g.   G  D:    Writi n g  –  r e vie  w   &

e diti n g. J  D:   Writi n g –  re vie  w   & e diti n g. S  G:   Writi n g –  re vie  w   & e diti n g.

E  H:     W riti n g   –   r e vi e  w    &   e diti n g.   FJ:     W riti n g   –   r e vi e  w    &

e diti n g.    D K:    Writi n g  –   re vie  w    &  e diti n g.  S L:    Writi n g  –   r e vi e  w    &

e diti n g.  S  M K:    Writi n g –   r e vi e  w &  e diti n g.  J  M:    Writi n g   –   r e vi e w

&  e diti n g.   Y  N:   Writi n g   –  re vie  w   &  e diti n g.   A  O:    Writi n g  –  re vie  w   &

e diti n g.    M R:    Writi n g   –   r e vi e  w    &  e diti n g.    R R:    Writi n g  –   r e vie  w

&  e diti n g.  S S:    Writi n g   –   r e vie  w    &  e diti n g.  S S:    Writi n g  –   r e vie  w    &

e diti n g. J S:   Writi n g –  r e vi e  w   & e diti n g.   H S:   Writi n g –  re vie  w   & e diti n g.

E S:    Writi n g  –  r e vi e  w   &  e diti n g.    M S:    Writi n g  –  r e vie  w   &  e diti n g.   Y S:

Writi n g   –  re vie  w   &  e diti n g.    M   W:    Writi n g  –  re vie  w   &  e diti n g.   YI   W:

Writi n g   –   r e vie  w    &  e diti n g.    N Z:    Writi n g  –   re vie  w    &  e diti n g.    U  N:

W riti n g   –   o ri gi n al    d r aft,     W riti n g   –   r e vi e  w    &   e diti n g,

C o n c e pt u ali z ati o n,  S u p er visi o n.
F u n di n g

T h e  a ut h or(s)  d e cl ar e   fi n a n ci al  s u p p ort    w as  r e c ei v e d  f or  t h e

r es e ar c h,  a ut h ors hi p,  a n d/ or   p u bli c ati o n   of  t his  arti cl e.  J  C    w as

s u p p ort e d   b y  t h e   Fr e n c h    N ati o n al    R es e ar c h    A g e n c y  (  A  N R- 2 1-

C E 3 5- 0 0 0 9).    U  N    w a s  s u p p o rt e d   b y   t h e    E u r o p e a n    R e s e a r c h

C o u n cil  ( E R  C-  A d  G   7 8 7 5 1 4)   a n d   b y   a  f ell o  w s hi p  f r o  m  t h e

E d  m o n d J.  S afr a   C e nt er f or  Bi oi nf or  m ati cs  at   T el   A vi v   U ni v ersit y,

a n d  b y  f ell o  ws hi p  fr o  m  t h e  S h  m u nis  S c h o ol  of  Bi o  m e di ci n e  a n d

C a n c er   R es e ar c h.   T h e   w or k  c o n d u ct e d  b y t h e   U. S.   D e p art  m e nt  of

E n er g y J oi nt   G e n o  m e I nstit ut e ( S. R.) ( htt ps://r or. or g/ 0 4 x  m 1 d 3 3 7 ),

a   D  O E   Offi c e  of  S ci e n c e   Us er  F a cilit y, is s u p p ort e d  b y t h e   Of fi c e  of

S ci e n c e  of t h e   U. S.   D e p art  m e nt  of  E n er g y  o p er at e d  u n d er   C o ntr a ct

N o.   D E-  A  C 0 2- 0 5  C  H 1 1 2 3 1.   A B   w as s u p p ort e d  b y t h e  p ost d o ct or al

f ell o  w s hi p  f r o  m   F o n d ati o n    R e c h e r c h e    M é di c al e  ( F R   M)   a n d
fr o nti er si n. or g
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C a n a di a n  I nstit ut es  f or    H e alt h   R es e ar c h  ( PJ T- 4 9 6 7 0 9).    A B u    w as

s u p p ort e d  b y  a  p ost d o ct or al f ell o  ws hi p fr o  m  F o n d ati o n   R e c h er c h e

M é di c al e  ( F  R   M).    K B   M    w a s  s u p p o rt e d   b y  t h e     Mi ni st r y   of

A gri c ult ur e  of  t h e    C z e c h    R e p u bli c,  i nstit uti o n al  s u p p ort  (  M Z E-

R  O 0 4 2 3).    R T    w as  f u n d e d  b y  t h e  B el gi a n  F e d er al  P u bli c  S er vi c e

H e alt h,  F o o d   C h ai n  S af et y  a n d  E n vir o n  m e nt t hr o u g h t h e  c o ntr a ct

(  G e n o P R E  DI  C T  -    R F   2 2/ 6 3 5) .    E S    w as  s u p p ort e d   b y    M ari e

S kl o d o  ws k a-  C uri e  f ell o  ws hi p   “ DI  V  O BI S  ”   a  w ar d e d   b y    H ori z o n

E ur o p e  2 0 2 2.  S  N   w as  s u p p ort e d  b y   K  A  K E  N  HI    Gr a nt-i n-  Ai d  f or

S ci e nti fi c    R es e ar c h   o n  I n n o v ati v e    Ar e as   1 6  H 0 6 4 2 9,   1 6  K 2 1 7 2 3,

1 9  H 0 4 8 4 3  a n d  b y J S T   C R E S T J P  MJ  C R 2 0  H 6.   YI   W   w as  s u p p ort e d

b y i ntr a  m ur al f u n ds  of t h e   U S   D e p art  m e nt  of   H e alt h  a n d   H u  m a n

S er vi c es  (  N ati o n al  I nstit ut es   of    H e alt h,    N ati o n al   Li br ar y   of

M e di ci n e).  E  H   w as  s u p p ort e d  b y   AI R  @I n n o  H  K  a d  mi nist er e d  b y

t h e  I n n o v ati o n  a n d   T e c h n ol o g y   C o  m  misi o n,    H o n g   K o n g  S p e ci al

A d  mi nistr ati v e   R e gi o n,   C hi n a.   A  O- B   w as s u p p ort e d  b y  a   N ati o n al

H e alt h  a n d    M e di c al    R es e ar c h    C o u n cil  (  N  H  M R  C)  I n v esti g at or

Gr a nt  (  G  N T 2 0 1 7 1 9 7)  a  w ar d e d  t o   Pr of.   E d  w ar d    C.    H ol  m es.    Y S

w as  s u p p ort e d  b y    H o n g    K o n g    R es e ar c h    Gr a nts    C o u n cil  ( R  G  C)

G e n er al    R es e ar c h  F u n d  (  G R F)  ( 1 1 2 0 6 8 1 9,  1 1 2 1 7 5 2 1)  a n d    H o n g

K o n g  I n n o v ati o n  a n d   T e c h n ol o g y  F u n d  (I T F)    M R P/ 0 7 1/ 2 0 X.   R R

w as s u p p ort e d  b y f u n di n g t o   V er e n a ( vir al e  m er g e n c e. or g) fr o  m t h e

U. S.   N ati o n al  S ci e n c e  F o u n d ati o n, i n cl u di n g   N S F  BII  2 0 2 1 9 0 9 a n d

N S F  BII 2 2 1 3 8 5 4 a n d b y a   C h a n   Z u c k er b er g I niti ati v e (  C ZI)   Gl o b al

V oi c e   Tr a v el   A  w ar d fr o  m   C ZI,   R e d  w o o d   Cit y,   C alif or ni a,   U S  A.   Y  C

a n d    Y  N    w er e  s u p p ort e d   b y  J S P S    K  A  K E  N  HI    Gr a nt    N u  m b er

J P 2 2  H 0 5 7 1 4.    Y  C    w a s  s u p p o rt e d   b y  J S P S    K  A  K E  N  HI    G r a nt

N u  m b er J P 2 3  KJ 1 9 9 5.   T  D   w as  s u p p ort e d  b y t h e   R es e ar c h   C o u n cil

of  Fi nl a n d  gr a nt  3 3 0 9 7 7  a n d t h e   K o n e  F o u n d ati o n  gr a nt.  F  M   w as

s u p p ort e d  b y  a    C h a n    Z u c k er b er g  I niti ati v e  (  C ZI)    Gl o b al    V oi c e

Tr a v el   A  w ar d fr o  m   C ZI,   R e d  w o o d   Cit y,   C alif or ni a,   U S  A.   D  K  a n d

A  K    w er e  s u p p ort e d  b y  t h e    Gr a d u at e  S c h o ol  E x p eri  m e nt al  Pl a nt

S ci e n c es  ( pr oj e ct   V-  G E  N E),  L  D  C   w as  s u p p ort e d  b y  t h e   R es e ar c h

F o u n d ati o n  Fl a n d ers  ( 1 1 L 1 3 2 3  N).  I  O  a n d   K B   w er e  s u p p ort e d  b y

W ell c o  m e   Tr ust 2 2 0 8 1 4/ Z/ 2 0/ Z a  w ar d e d t o  Pr of   A n dr e  w  Firt h.   H S

w as  s u p p ort e d   b y   Fl a n d ers    M ari n e  I nstit ut e  (  V LI Z).    A  C    w as

s u p p ort e d  b y    Mi nist eri o  d e    Ci e n ci a  e  I n n o v a ci o n  of  S p ai n  a n d

F E  D E R  gr a nt  PI  D 2 0 2 0- 1 1 6 0 0 8  G B-I 0 0  a  w ar d e d  t o    M ar c os  d e  l a

P e ñ a.  J S    w as  s u p p ort e d  b y  t h e  S o ut h    Afri c a n    M e di c al    R es e ar c h

C o u n cil  ( S  A   M  R  C)    wit h  f u n d s  r e c ei v e d  f r o  m  t h e    N ati o n al

D e p art  m e nt   of    H e alt h.    M S    w as  s u p p ort e d   b y  t h e    U S    N ati o n al

S ci e n c e  F o u n d ati o n  a  w ar ds  #  O  C E 1 8 2 9 8 3 1  a n d   A BI # 2 1 4 9 5 0 5.  F  C

a n d  S  G    w er e  s u p p ort e d   b y  t h e   Fr e n c h    Dir e cti o n    G e  n e  r al e   d e

l’Ali  m e nt ati o n  ( gr a nt   C- 2 0 2 3- 0 1 6).  L  H   w as  s u p p ort e d  b y t h e   U. S.
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D e p art  m e nt of E n er g y (  D  O E),   Of  fi c e of S ci e n c e,   Of fi c e of  Bi ol o gi c al

a n d  E n vir o n  m e nt al    R es e ar c h  ( B E R),    G e n o  mi c  S ci e n c e  Pr o gr a  m,

a  w ar d n u  m b er   D E- S  C 0 0 2 3 1 2 7 gr a nt t o J o a n n e B. E  m ers o n, gr a nt PI

S y d n e y   Gl ass  m a n.  S S   w as  s u p p ort e d  b y   K  A  K E  N  HI   Gr a nt-i n-  Ai d

f or  S ci e ntifi c   R es e ar c h ( 2 2  K 1 4 9 9 9).
A c k n o  wl e d g   m e nt s

W e    w o ul d  li k e  t o  t h a n k    A  m y    H e at h er  Fit z p atri c k,    A n ast asi a

G ul y a e v a,    C hi e n- F u    W u,    H eli    M ö ntti n e n,   Li u b o v    C h u pri k o v a,

F a bi a n a    N e v e s,    Ni k ol a y   Si  m a n k o v,    N o ri k o    C a s s  m a n,    N u ri a

F o nt d e vil a   P ar et a,    R e b e c c a    Gri  m  w o o d,  St e p h a ni e    W all er,    Zi vil e

B ui v y d ait e,    Al e x a n d er    All  m a n,    Art e  m   B ai d ali u k,   B e nj a  mi n   L e e,

C a d hl a  Firt h,    C h u a n    C a o,    Cl ar e n c e  L e,  L u c a    Nis hi  m ur a,    D e h a n

C ai,    M a nj a    M ar z,  Eli z a b et h  F a hs b e n d er,   G a bri el  L e n ci o ni  L o v at e,

H ass a n  Z.   A. Is h a g, Is a d e   Vri es, J a n ell e   Wi er e n g a, J a vi er   R o dri g u e z-

Grill e,  J or d a n   T a yl or,    K at ari n a  B a c ňi k,   K atri n a    K al a nt ar,  L a ur e n

Li  m,   M ar k  P a ul  S.   Ri v ar e z,   Ni n a   A.   H.    M a ds e n,   N ol  w e n n   D h eill y,

Ol v e  P e ers e n,   R o b ert  E d g ar,  S a n dr a   Tri e b el,  S at y a br at a  S at a p at h y,

S u n g   w o n  Li  m,   X u b o   T a n g a n d   Y u a n y u a n   Z h a n g f or t h eir  pr e ci o us

c o ntri b uti o n  t o  t h e   R d R p  s u  m  mit  a n d  t h e fr uitf ul  e x c h a n g es.    W e

ar e  als o  t h a n kf ul  t o  t h e  s p o ns ors  of  t h e  fi rst   R d R p  s u  m  mit,  t h e

C h a n- Z u c k er b er g  I niti ati v e  (  C ZI)  a n d  Fr o nti ers  i n    Vir ol o g y,  f or

t h eir s u p p ort.
C o n  fl i ct   of i nt er e st

T h e  a ut h ors  d e cl ar e  t h at  t h e  r es e ar c h    w as  c o n d u ct e d  i n  t h e

a bs e n c e  of  a n y  c o  m  m er ci al  or  fi n a n ci al r el ati o ns hi ps t h at  c o ul d  b e

c o nstr u e d  as  a  p ot e nti al  c o n fl i ct  of i nt er est.

T h e  a ut h or(s)   d e cl ar e d  t h at  t h e y    w er e  a n  e dit ori al   b o ar d

m e  m b er   of   Fr o nti ers,  at  t h e  ti  m e   of  s u b  missi o n.    T his   h a d   n o

i  m p a ct  o n t h e  p e er r e vi e  w  pr o c ess  a n d t h e fi n al  d e cisi o n.
P u bli s h er ’s   n ot e

All cl ai  ms e x pr esse d i n t his arti cl e ar e s ol el y t h os e  of t he a ut h ors

a n d d o n ot n e c ess aril y r e pr es e nt t h os e of t h eir af fi li at e d or g a ni z ati o ns,

or t h os e  of t h e  p u blis h er, t h e e dit ors a n d t h e r e vie  wers.   A n y  pr o d u ct

t h at   m a y b e e v al u at e d i n t his articl e, or cl ai  m t h at   m a y b e   m a d e b y its

m a n uf a ct ur er, is  n ot  g u ar a nt e e d  or e n d ors e d  b y t h e  p u blis h er.
R ef er e n c e s
1.    D o  mi n g u e z-  H u ert a   G,    W ai n ai n a  J  M,   Z a y e d   A  A,   C ull e y   AI,   K u h n  J  H,  S ulli v a n
M B.   T h e   R  N  A vir os p h er e:   H o  w bi g a n d di v ers e is it?   E n vir o n   Micr o bi ol . ( 2 0 2 3) 2 5: 2 0 9–
1 5.  d oi:  1 0. 1 1 1 1/ 1 4 6 2- 2 9 2 0. 1 6 3 1 2

2.  J o nes   K E,  P atel   N  G, Le v y   M  A, St ore y g ar d   A,  B al k   D,   Gittle  m a n J L, et al.   Gl o b al tre n ds
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3.  S a v ar y  S,    Will o c q u et  L,  P et h y bri d g e  SJ,  Es k er  P,    M c R o b erts   N,   N els o n   A.   T h e
gl o b al b ur d e n of p at h o g e ns a n d p ests o n   m aj or f o o d cr o ps.  N at Ec ol E v ol  . ( 2 0 1 9) 3: 4 3 0–
9.  d oi:  1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 5 9- 0 1 8- 0 7 9 3- y
4.   L a n g    A S,    Ris e    M L,    C ull e y    AI,  St e  w ar d    G F.    R  N  A  vir us es  i n  t h e  s e a.   F E  M S
Micr o bi ol   R e v  . ( 2 0 0 9)  3 3: 2 9 5– 3 2 3.  d oi:  1 0. 1 1 1 1/j. 1 5 7 4- 6 9 7 6. 2 0 0 8. 0 0 1 3 2. x

5.  St e  w ar d   G F,   C ull e y   AI,   M u ell er J  A,    W o o d-  C h arls o n  E  M,  B el c ai d   M,  P oiss o n   G.
Ar e   w e   missi n g  h alf  of t h e  vir us es i n t h e  o c e a n?   I S  M E J. ( 2 0 1 3)  7: 6 7 2– 9.  d oi:  1 0. 1 0 3 8/
is  m ej. 2 0 1 2. 1 2 1

6.   Li a n g   G,   B us h  m a n  F  D.   T h e  h u  m a n  vir o  m e:  as s e  m bl y,  c o  m p ositi o n  a n d  h ost
i nt er a cti o n s.  N at    R e v    Mi cr o bi ol  .  ( 2 0 2 1)   1 9: 5 1 4– 2 7.   d oi:   1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 7 9- 0 2 1-
0 0 5 3 6- 5
fr o nti er si n. or g
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C h ar o n  et  al. 1 0. 3 3 8 9 /f vir o. 2 0 2 4. 1 3 7 1 9 5 8
7.    D o  mi n g u e z-  H u ert a   G,    W ai n ai n a  J  M,   Z a y e d   A  A,   C ull e y   AI,   K u h n  J  H,  S ulli v a n
M B,  et  al.   T h e   R  N  A  vir os p h er e:   H o  w  bi g  a n d  di v ers e is it?   E n vir o n   Micr o bi ol . ( 2 0 2 2)
2 5: 2 0 9 – 1 5.  d oi:  1 0. 1 1 1 1/ 1 4 6 2- 2 9 2 0. 1 6 3 1 2

8.    N eri   U,    W olf   YI,   R o u x  S,   C a  m ar g o   A P,  L e e  B,   K a zl a us k as   D, et  al.  E x p a nsi o n  of
t h e gl o b al   R  N  A vir o  m e r e v e als  di v ers e cl a d es  of b a ct eri o p h a g es. C ell . ( 2 0 2 2) 1 8 5: 4 0 2 3–
3 7. e 1 8.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 2 2. 0 8. 0 2 3

9.    K e us c h    G T,    A  m u asi  J  H,    A n d ers o n    D E,    D as z a k   P,   E c k erl e  I,   Fi el d    H,  et  al.
P a n d e  mi c   ori gi ns  a n d  a    O n e    H e alt h  a p pr o a c h  t o   pr e p ar e d n ess  a n d   pr e v e nti o n:
S ol uti o ns  b as e d  o n  S  A R S-  C o  V- 2  a n d  ot h er   R  N  A  vir us es.   Pr oc    N atl   Ac a d  Sci    U S  A .
( 2 0 2 2)  1 1 9: e 2 2 0 2 8 7 1 1 1 9.  d oi:  1 0. 1 0 7 3/ p n as. 2 2 0 2 8 7 1 1 1 9

1 0.   Li   C,  S hi    M,   Ti a n  J,  Li n   X,   K a n g   Y,   C h e n  L,  et  al.    U n pr e c e d e nt e d  g e n o  mi c
di v ersit y  of   R  N  A  vir us es  i n  art hr o p o ds  r e v e als  t h e  a n c estr y  of  n e g ati v e-s e ns e   R  N  A
vir us es.  Elif e . ( 2 0 1 5): e 0 5 3 7 8.  d oi: 1 0. 7 5 5 4/ e Lif e. 0 5 3 7 8

1 1.    Kris h n a  m urt h y S R, J a n o  ws ki   A B,   Z h a o   G, B ar o u c h   D,   W a n g   D.   H y p er e x p a nsi o n
of    R  N  A   b a ct e ri o p h a g e   di v e r sit y.   P L o S    Bi ol .  ( 2 0 1 6)   1 4: 1– 1 7.   d oi:   1 0. 1 3 7 1/
j o ur n al. p bi o. 1 0 0 2 4 0 9

1 2.  S hi    M,  Li n   X-  D,   Ti a n  J-  H,   C h e n  L-J,   C h e n   X,  Li   C- X,  et  al.   R e d e fi ni n g  t h e
i n v ert e br at e   R  N  A  vir os p h er e. N at ur e  . ( 2 0 1 6)  5 4 0: 5 3 9– 4 3.  d oi:  1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 2 0 1 6 7

1 3.  S hi   M, Li n   X-  D,   C h e n   X,  Ti a n J-  H,   C h e n L-J, Li   K, et al.   T he e v ol uti o n ar y hist or y of
v ert e br at e   R  N  A  vir uses.  N at ur e  . ( 2 0 1 8)  5 5 6: 1 9 7– 2 0 2.  d oi:  1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 8 6- 0 1 8- 0 0 1 2- 7

1 4.    W olf   YI,   K a zl a us k as   D,  Ir a n z o  J,  L u c ı a- S a n z   A,   K u h n  J  H,   Kr u p o vi c    M,  et  al.
Ori gi ns  a n d  e v ol uti o n   of  t h e   gl o b al    R  N  A   vir o  m e.   M Bi o  .  ( 2 0 1 8)   9: e 0 2 3 2 9– 1 8.
d oi:  1 0. 1 1 2 8/  m Bi o. 0 2 3 2 9- 1 8

1 5.  St arr  E P,   N u cci o  E E,  P ett- Ri d g e J,  B a n fi el d J F,  Firest o ne   M K.   M et atr a nscri pt o  mi c
r e c o nstr ucti o n r e v e als   R  N  A vir uses   wit h t h e p ot e nti al t o s h a p e c ar b o n c ycli n g i n s oil. Pr oc
N atl   Ac a d  Sci   U  S   A  . ( 2 0 1 9)  1 1 6: 2 5 9 0 0– 8.  d oi:  1 0. 1 0 7 3/ p n as. 1 9 0 8 2 9 1 1 1 6

1 6.    C all a n a n J,  St o c k d al e  S R,  S h k o p or o v   A,   Dr a p er  L  A,   R oss   R P,   Hill   C.  E x p a nsi o n
of  k n o  w n  ss R  N  A  p h a g e  g e n o  m es:  Fr o  m  t e ns  t o  o v er  a  t h o us a n d.   Sci   A d v .  ( 2 0 2 0)  6:
e a a y 5 9 8 1.  d oi:  1 0. 1 1 2 6/s ci a d v. a a y 5 9 8 1

1 7.    W olf   YI,  Sil as  S,    W a n g   Y,    W u  S,  B o c e k   M,   K a zl a us k as   D, et al.   D o u bli n g  of t h e
k n o  w n  s et   of    R  N  A  vir us es   b y    m et a g e n o  mi c  a n al ysis   of  a n  a q u ati c  vir o  m e.   N at
Micr o bi ol  . ( 2 0 2 0)  5: 1 2 6 2– 7 0.  d oi:  1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 6 4- 0 2 0- 0 7 5 5- 4

1 8.    C h ar o n  J,   B u c h  m a n n  J P,  S a di q  S,    H ol  m es  E  C.    R d R p-s c a n:    A  bi oi nf or  m ati c
r es o ur c e  t o  i d e ntif y  a n d  a n n ot at e  di v er g e nt   R  N  A  vir us es  i n    m et a g e n o  mi c  s e q u e n c e
d at a.  Vir us  E v ol  . ( 2 0 2 2)  8: 1– 1 5.  d oi:  1 0. 1 0 9 3/ v e/ v e a c 0 8 2

1 9.    C h e n   Y  M,  S a di q  S,   Ti a n J  H,   C h e n   X,  Li n   X  D,  S h e n JJ, et al.   R  N  A  vir o  m es fr o  m
t err estri al  sit es  a cr oss    C hi n a  e x p a n d  e n vir o n  m e nt al  vir al  di v ersit y.  N at    Micr o bi ol  .
( 2 0 2 2)  7: 1 3 1 2– 2 3.  d oi:  1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 6 4- 0 2 2- 0 1 1 8 0- 2

2 0. C h e n g   D-  Q,   K ol u n d z ǐj a S,  L a ur o  F  M.   Gl o b al  p h yl o g e n eti c a n al ysis  of t h e   R  N  A-
d e p e n d e nt   R  N  A  p ol y  m er as e   wit h    Or  Vi T  (  Ort h or n a  Vir a e   Tr e e).   Fr o nt   Vir ol .  ( 2 0 2 2)
2: 9 8 1 1 7 7.  d oi:  1 0. 3 3 8 9/f vir o. 2 0 2 2. 9 8 1 1 7 7

2 1.   E d g ar   R  C,   T a yl or J,  Li n   V,   Alt  m a n   T,  B ar b er a  P,    M el es h k o   D,  et  al.  P et a b as e-
s c al e  s e q u e n c e   ali g n  m e nt  c at al ys es   vir al   dis c o v er y.   N at ur e  .  ( 2 0 2 2)   6 0 2: 1 4 2– 7.
d oi:  1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 8 6- 0 2 1- 0 4 3 3 2- 2

2 2.    Hill ar y  L S,   A dri a e nss e ns  E  M,  J o n es   D L,    M c  D o n al d  J E.   R  N  A- vir o  mi cs  r e v e als
di v ers e  c o  m  m u niti es   of  s oil    R  N  A   vir us es    wit h  t h e   p ot e nti al  t o  aff e ct  gr assl a n d
e c o s y st e  m s   a c r o s s    m ulti pl e  t r o p hi c  l e v el s.   I S   M E    C o  m  m u n .  ( 2 0 2 2 )   2: 1– 1 0.
d oi:  1 0. 1 0 3 8/s 4 3 7 0 5- 0 2 2- 0 0 1 1 0- x

2 3.  S a k a g u c hi  S,    Ur a y a  m a  SI,    T a k a ki    Y,    Hir os u n a    K,    W u    H,  S u z u ki    Y,  et  al.
N e o  R d  R p:    A   c o  m p r e h e n si v e   d at a s et  f o r  i d e ntif yi n g    R  N  A - d e p e n d e nt    R  N  A
p ol y  m er a s es   of   v ari o us    R  N  A   vir us es  fr o  m    m et atr a ns cri pt o  mi c   d at a.   Mi cr o b es
E n vir o n . ( 2 0 2 2)  3 7: 1– 7.  d oi:  1 0. 1 2 6 4/J S  M E 2.  M E 2 2 0 0 1

2 4.    Z a y e d   A  A,   W ai n ai n a J  M,   D o  mi n g u e z-  H u ert a   G,  P ell eti er  E,   G u o J,   M o hss e n   M,
et al.   Cr y pti c a n d a b u n d a nt   m ari n e vir us es  at t h e e v ol uti o n ar y  ori gi ns  of  E art h ’s   R  N  A
vir o  m e.  Sci e nc e . ( 2 0 2 2)  3 7 6: 1 5 6– 6 2.  d oi:  1 0. 1 1 2 6/ S  CI E  N  C E.  A B  M 5 8 4 7

2 5.    C h o n g  L  C,  L a u b er   C.   Vir oi d-li k e   R  N  A- d e p e n d e nt   R  N  A  p ol y  m er as e- e n c o di n g
a  m bi vir us es  ar e  a b u n d a nt  i n  c o  m pl e x  f u n gi.   Fr o nt    Micr o bi ol .  ( 2 0 2 3)  1 4: 1 1 4 4 0 0 3.
d oi:  1 0. 3 3 8 9/f  mi c b. 2 0 2 3. 1 1 4 4 0 0 3

2 6.    D u d as   G,  B ats o n J.   A c c u  m ul at e d   m et a g e n o  mi c st u di es r e v e al r e c e nt   mi gr ati o n,
w h ol e  g e n o  m e  e v ol uti o n,  a n d  u n dis c o v er e d  di v ersit y  of  ort h o  m y x o vir us es.   J    Vir ol.
( 2 0 2 3)  9 7: 1– 1 5.  d oi:  1 0. 1 1 2 8/j vi. 0 1 0 5 6- 2 3

2 7.    H ar v e y  E,    Mifs u d J  C  O,   H ol  m es  E  C,    M a h ar J E.   Di v er g e nt  h e p a ci vir us es,  d elt a-
li k e vir us es, a n d a c h u-li k e vir us i n   A ustr ali a n   m ars u pi al c ar ni v or es ( d as y uri ds). Vir us
E v ol . ( 2 0 2 3)  9: 1– 1 4.  d oi:  1 0. 1 0 9 3/ v e/ v e a d 0 6 1

2 8.    Mifs u d  J  C  O,   C ost a    V  A,  P etr o n e    M E,    M ar zi n elli  E  M,    H ol  m es  E  C,    H ar v e y  E.
Tr a ns cri pt o  m e    mi ni n g  e xt e n ds  t h e  h ost  r a n g e  of  t h e  Fl a vi viri d a e  t o  n o n- bil at eri a ns.
Vir us  E v ol  . ( 2 0 2 3)  9: 1– 1 7.  d oi:  1 0. 1 0 9 3/ v e/ v e a c 1 2 4

2 9.    Ol e n dr ait e  I,  Br o  w n    K,  Firt h    A E.  I d e nti fi c ati o n  of   R  N  A  vir us- d eri v e d   R d R p
s e q u e n c es i n  p u bli cl y a v ail a bl e tr a ns cri pt o  mi c  d at a s ets.  M ol  Bi ol  E v ol  . ( 2 0 2 3) 4 0: 1– 2 4.
d oi:  1 0. 1 0 9 3/  m ol b e v/  ms a d 0 6 0

3 0.    Ni   X B,   C ui   X  M,  Li u J Y,   Y e   R Z,    W u   Y  Q, Ji a n g J F,  et  al.    M et a vir o  m e  of  3 1 ti c k
s p e ci es  pr o vi d es  a  c o  m p e n di u  m  of  1, 8 0 1   R  N  A  vir us  g e n o  m es.  N at    Micr o bi ol  .  ( 2 0 2 3)
8: 1 6 2 – 7 3.  d oi:  1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 6 4- 0 2 2- 0 1 2 7 5-  w

3 1.    M a    Y,    M ar ais    A,   L ef e b vr e    M,    T h eil  S,  S v a n ell a-  D u  m as   L,   F a ur e    C,  et  al.
P h yt o vir o  m e  a n al ysis   of    wil d   pl a nt   p o p ul ati o ns:  c o  m p aris o n   of   d o u bl e-str a n d e d
R  N  A  a n d  viri o n- ass o ci at e d  n u cl ei c  a ci d   m et a g e n o  mi c  a p pr o a c h es.   J   Vir ol. ( 2 0 1 9)  9 4:
e 0 1 4 6 2 – 1 9.  d oi:  1 0. 1 1 2 8/j vi. 0 1 4 6 2- 1 9
Fr o nti er s i n  Vir ol o g y 0 9
3 2.    D e c k er   CJ,  St ei n er   H R,   H o o n-  H a n ks  L L,    M orris o n  J  H,   H aist   K  C,  St a b ell   A  C,
et al.   Ds R  N  A-s e q: I d e nti fi c ati o n of vir al i nf e cti o n b y p urif yi n g a n d s e q u e n ci n g  ds R  N  A.
Vir us es  . ( 2 0 1 9)  1 1: 1– 2 1.  d oi:  1 0. 3 3 9 0/ v 1 1 1 0 0 9 4 3

3 3.    Ur a y a  m a  S,   T a k a ki   Y,   N u n o ur a   T.  F L  D S:   A c o  m pr e h e nsi v e  ds R  N  A s e q u e n ci n g
m et h o d f or i ntr a c ell ul ar   R  N  A  vir us  s ur v eill a n c e.   Micr o b es  E n vir o n  .  ( 2 0 1 6)  3 1: 3 3– 4 0.
d oi:  1 0. 1 2 6 4/js  m e 2.  m e 1 5 1 7 1

3 4.    Hir ai    M,   T a k a ki   Y,   K o n d o  F,    H ori e    M,    Ur a y a  m a  SI,    N u n o ur a   T.   R  N  A  vir al
m et a g e n o  m e  a n al ysis  of  s u b n a n o gr a  m  ds R  N  A  usi n g  fr a g  m e nt e d  a n d  pri  m er  li g at e d
d s  R  N  A  s e q u e n ci n g  ( F L  D S).   Mi cr o b es    E n vi r o n   .  ( 2 0 2 1)   3 6: 1– 6.   d oi:   1 0. 1 2 6 4/
js  m e 2.  M E 2 0 1 5 2

3 5.    Kr e u z e J F,  P er e z   A,   U nti v er os   M,   Q uis p e   D,  F u e nt es S,  B ar k er I, et al.   C o  m pl et e
vir al  g e n o  m e  s e q u e n c e  a n d  dis c o v er y  of  n o v el  vir us es  b y  d e e p  s e q u e n ci n g  of  s  m all
R  N  As:   A  g e n eri c   m et h o d f or  di a g n osis,  dis c o v er y  a n d s e q u e n ci n g  of  vir us es.   Vir ol o g y  .
( 2 0 0 9)  3 8 8: 1– 7.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/j. vir ol. 2 0 0 9. 0 3. 0 2 4

3 6.    V ai ni o   EJ,  J ur v a ns u u  J,  Str e n g  J,    R aj a  m ä ki    M L,    H a nt ul a  J,    V al k o n e n  J P T.
Di a g n osis  a n d  dis c o v er y  of  f u n g al  vir us es  usi n g  d e e p  s e q u e n ci n g  of  s  m all    R  N  As.
J   G e n   Vir ol. ( 2 0 1 5)  9 6: 7 1 4– 2 5.  d oi:  1 0. 1 0 9 9/j g v. 0. 0 0 0 0 0 3

3 7.    N er v a  L,   Ci uff o   M,   V alli n o   M,   M ar g ari a  P,   V ar es e   G  C,   G n a vi   G, et  al.   M ulti pl e
a p pr o a c h es f or t h e d et e cti o n a n d c h ar a ct eri z ati o n of vir al a n d  pl as  mi d s y  m bi o nts fr o  m
a   c oll e cti o n   of    m a ri n e  f u n gi.   Vi r us    R es  .   ( 2 0 1 6 )   2 1 9: 2 2– 3 8.   d oi:   1 0. 1 0 1 6/
j. vir usr es. 2 0 1 5. 1 0. 0 2 8

3 8.    Z h e n g    Y,    G a o   S,   P a d  m a n a b h a n    C,   Li    R,    G al v e z    M,    G uti err e z    D,  et  al.
Vi r u s  D et e ct:    A n   a ut o  m at e d   pi p eli n e  f o r   ef  fi ci e nt   vi r u s   di s c o v e r y   u si n g   d e e p
s e q u e n ci n g of s  m all   R  N  As. Vir ol o g y  . ( 2 0 1 7) 5 0 0: 1 3 0– 8. d oi:  1 0. 1 0 1 6/j. vir ol. 2 0 1 6. 1 0. 0 1 7

3 9.    A d ali a  EJ  M,    Di e z  JJ,  F er n a  n d e z    M  M,   V ai ni o  J  H EJ.   C h ar a ct eri z ati o n  of  s  m all
R  N  As   o ri gi n ati n g  fr o  m    mit o vir us e s  i nf e cti n g  t h e  c o nif er   p at h o g e n   F us ari u  m
circi n at u  m. Arc h   Vir ol  . ( 2 0 1 8)  1 6 3: 1 0 0 9– 1 8.  d oi:  1 0. 1 0 0 7/s 0 0 7 0 5- 0 1 8- 3 7 1 2- 2

4 0.    R a c o    M,    V ai ni o  EJ,  S ut el a  S,  Ei c h  m ei er    A,    H a k al o v a  E,  J u n g   T,  et  al.    Hi g h
di v ersit y  of  n o v el  vir us es  i n  t h e  tr e e  p at h o g e n  P h yt o p ht h or a  c ast a n e a e  r e v e al e d  b y
hi g h-t hr o u g h p ut  s e q u e n ci n g   of  t ot al  a n d  s  m all    R  N  A.   Fr o nt    Mi cr o bi ol .  ( 2 0 2 2)
1 3: 9 1 1 4 7 4.  d oi:  1 0. 3 3 8 9/f  mi c b. 2 0 2 2. 9 1 1 4 7 4

4 1.    C o cl et   C,  S or e ns e n  P  O,   K ar a o z   U,    W a n g  S,  Br o di e  E L,  El o e- F a dr os h  E  A,  et  al.
Vir us di v ersit y a n d a cti vit y is dri v e n b y s n o  w  m elt a n d h ost d y n a  mi cs i n a hi g h- altit u d e
w at ers h e d  s oil  e c os yst e  m.   Mi cr o bi o  m e  .  ( 2 0 2 3)   1 1: 1– 1 9.   d oi:   1 0. 1 1 8 6/s 4 0 1 6 8- 0 2 3-
0 1 6 6 6- z

4 2.    Hj el  ms ø    M  H,    H ell  m e  r    M,  F er n a n d e z-  C assi   X,   Ti  m o n e d a    N,  L u kj a n c e n k o    O,
S ei d el   M,  et  al.  E v al u ati o n  of   m et h o ds f or t h e  c o n c e ntr ati o n  a n d  e xtr a cti o n  of  vir us es
fr o  m  s e  w a g e  i n  t h e  c o nt e xt  of    m et a g e n o  mi c  s e q u e n ci n g.  P L o S   O n e .  ( 2 0 1 7)  1 2: 1– 1 7.
d oi:  1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 1 7 0 1 9 9

4 3.    T e    V elt h uis    AJ   W.    C o  m  m o n  a n d   u ni q u e  f e at ur es   of  vir al    R  N  A- d e p e n d e nt
p ol y  m er as es.  C ell   M ol  Lif e  Sci . ( 2 0 1 4)  7 1: 4 4 0 3– 2 0.  d oi:  1 0. 1 0 0 7/s 0 0 0 1 8- 0 1 4- 1 6 9 5- z
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