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ABSTRACT. Study of viral diversity in aquatic ecosystems continues to be relevant, including the threat 
of the emergence of new infectious diseases of animals and humans. The aim of this work was to study 
the diversity of viral communities associated with the Baikal endemic mollusks Benedictia baicalensis 
(Caenogastropoda, Benedictiidae) using metagenomic analysis. Our study revealed a high diversity of 
viruses in mollusk samples, which indicates the important role of gastropods in the bioaccumulation and 
circulation of bacteria and viruses in the ecosystem of Lake Baikal.

Keywords: viruses, mollusks, metagenomic analysis, Lake Baikal

1. Introduction

Mollusks are one of the richest groups of inverte-
brates in terms of the number of species and diversity 
of forms. They are distributed throughout the Earth, 
living in various marine and freshwater bodies, as well 
as on land (Bouchet, 2015). Mollusks are believed to 
have highly effective innate immunity and resistance to 
infectious diseases (Green et al., 2015).

Viruses are the most abundant and diverse 
inhabitants of aquatic ecosystems, where they play an 
important ecological role and affect the vital function 
of hydrobionts. Recently, interest in studying viruses 
in mollusks as well as other invertebrates, has been 
steadily growing (Shi et al., 2016; Zhang et al., 2022). 
Mollusks are known to be able to bioaccumulate a vari-
ety of viruses from a wide range of organisms in their 
bodies (Le Guyader et al., 2012). In general, the viruses 
and viromes of mollusks, especially freshwater ones, 
remain poorly understood.

About 180 species of mollusks live in the waters 
of Lake Baikal, most of which are endemic. Gastropods 
(Gastropoda) make up the largest part in terms of the 
number of species and dominate in biomass among the 
inhabitants of the benthos. The Baikal gastropods par-
ticipate in the self-purification of the lake and play a 
significant role in the biological processes of the lake.

The aim of this study was to investigate the 
diversity of viral communities associated with the 

mollusks Benedictia baicalensis (Caenogastropoda, 
Benedictiidae), one of the largest, most widespread and 
abundant endemics of Lake Baikal, using metagenomic 
analysis (DNA sequencing). Previously, the first data 
on the diversity of viruses (mainly RNA viruses) in B. 
baicalensis samples were published based on metatran-
scriptomic analysis (Butina et al., 2023).

2. Materials and methods

Samples of the mollusks Benedictia baicalensis 
were collected at two stations of South Baikal, in the 
area of the Listvyanka settlement (in June and October 
2022) and near the settlement Bolshie Koty (Varnachka 
pad, June 2022), as well as at the station of North 
Baikal, in the area of the Ushkany Islands (Butina et al., 
2023). Total DNA isolation and purification from sam-
ples of B. baicalensis were carried out using CTAB buffer 
(Panova et al., 2016). The concentration and quality of 
nucleic acids were assessed using electrophoresis and a 
Qubit 4.0 fluorometer.

DNA libraries were obtained at the Institute of 
Genome Analysis LLC (Moscow, Russia) and samples 
were sequenced in paired-end reading mode using a 
DNBSEQ-400 sequencer (MGI Tech, China).

To analyze the data sets, read quality control 
and filtering of the primary fastq data were carried out 
using the FastQC and Trimmomatic programs. Using 
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the Kaiju v.1.9.0 program and the NCBI nr database, the 
obtained reads were analyzed and sequences belonging 
to viruses were identified.

3. Results and discussion

This work resulted in bioinformatic analysis 
of metagenomic datasets obtained from B. baicalensis 
mollusk samples. In direct analysis of the reads (using 
the Kaiju program), 98.2–99.1% of the reads were 
mollusk genome sequences, with the rest belonging to 
bacteria, microeukaryotes, archaea, and viruses (0.7-
1.7%, 0.1-0.3%, 0.0003-0.0007% and 0.007-0.049%, 
respectively).

A large number of reads identified as viral were 
similar to unclassified viruses (17.4–21.6%). The most 
abundant DNA viruses (virotypes) in metagenomic data 
sets were representatives of the realms Duplodnaviria 
(1.3-13.9%), Varidnaviria (1.0-7.5%) and the family 
Polydnaviridae (modern name: Polydnaviriformidae) 
(0,6-2.5%). The dominant DNA bacteriophages 
(Duplodnaviria) in the list of virotypes were “unclassi-
fied Siphoviridae sp.” (taxon ID: 2170413) and “uncul-
tured Caudovirales phage” (taxon ID: 2100421), each 
averaged more than 2% of reads per sample. The anal-
ysis also revealed an abundance of viruses close to 
insect viruses Cotesia vestalis bracovirus (Polydnaviridae; 
on average, more than 1.5% of reads) and Bloomfield 
virus (unclassified virus; more than 17%) (Chen et al., 
2011; Webster et al., 2015). A large number of viral 
reads were assigned to RNA viruses (realm Riboviria; 
56.7–75.3% of reads). Among all RNA virotypes, a 
virus close to Drosophila C virus of the Dicistroviridae 
family predominated (on average, more than 25% of 
reads per sample) (Huszar and Imler, 2008). In general, 
the diversity of viruses in B. baicalensis samples, accord-
ing to the Chao1 and ACE indices, varied from 67 to 
124 and from 61 to 114 species, respectively. The list of 
identified virotypes included a wide variety of viruses 
from a wide range of hosts.

As noted previously (Butina et al., 2023), the 
involvement of viruses in horizontal gene transfer 
leads to the presence of fragments in the host genomes 
that are similar to viral sequences, and when analyz-
ing short reads, these fragments can be identified as 
viruses. Therefore, for a more accurate analysis, assem-
bly of primary reads and subsequent analysis of the 
identified viral scaffolds/contigs are required.

4. Conclusions

Metagenomic analysis of B. baicalensis samples 
allowed us to supplement previously obtained data 
(Butina et al., 2023) on the composition of viral com-
munities associated with Baikal gastropods. Mollusks B. 
baicalensis are known to be omnivorous, living on dif-
ferent substrates (stones, pebbles, and sand) in a wide 
range of depths (from 1.5 to 100 m) (Roepstorf et al., 

2003; Sitnikova and Roepstorf, 2004). Therefore, our 
data indicate the important role of gastropods in the 
bioaccumulation and circulation of viruses in the eco-
system of Lake Baikal.
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АННОТАЦИЯ. Исследования разнообразия вирусов в водных экосистемах не теряют своей 
актуальности, в том числе в связи с угрозой возникновения новых инфекционных заболева-
ний животных и человека. Целью данной работы стало исследование разнообразия вирусных 
сообществ, ассоциированных с байкальскими эндемичными моллюсками Benedictia baicalensis 
(Caenogastropoda, Benedictiidae), с помощью метагеномного анализа. В результате исследования 
выявлено высокое разнообразие вирусов в образцах моллюсков, что свидетельствует о важной 
роли брюхоногих моллюсков в биоаккумуляции и циркуляции вирусов в экосистеме оз. Байкал.

Ключевые слова: вирусы, моллюски, метагеномный анализ, оз. Байкал

1. Введение

Моллюски – одна из наиболее богатых по 
числу видов и разнообразию форм группа беспо-
звоночных; они распространены по всему земному 
шару, обитают в различных морских и пресново-
дных водоемах, а также на суше (Bouchet, 2015). 
Считается, что моллюски обладают высокоэффек-
тивным врожденным иммунитетом и устойчиво-
стью к инфекционным заболеваниям (Green et al., 
2015).

Вирусы являются наиболее многочисленными 
и разнообразными обитателями водных экосистем, 
где они выполняют важную экологическую роль 
и влияют на жизнедеятельность гидробионтов. В 
последнее время интерес к изучению вирусов в мол-
люсках, как и других беспозвоночных, неуклонно 
растет (Shi et al., 2016; Zhang et al., 2022). Известно, 
что моллюски способны биоаккумулировать в 
своем организме разнообразные вирусы широкого 
круга организмов (Le Guyader et al., 2012). В целом 
вирусы и виромы моллюсков (особенно пресново-
дных) остаются малоизученными.

В водах озера Байкал обитает около 180 видов 
моллюсков, большинство из которых эндемичны. 
Брюхоногие моллюски (Gastropoda) составляют 
наибольшую часть по числу видов и доминируют по 
биомассе среди обитателей бентоса. Байкальские 

брюхоногие участвуют в самоочищении озера и 
играют значительную роль в биологических процес-
сах озера.

Целью настоящей работы стало исследо-
вание разнообразия вирусных сообществ, ассо-
циированных с моллюсками Benedictia baicalensis 
(Caenogastropoda, Benedictiidae) – одних из самых 
крупных, распространенных и многочисленных 
эндемиков оз. Байкал – с помощью метагеном-
ного анализа (ДНК-секвенирования). Ранее были 
опубликованы первые сведения о разнообразии 
вирусов (главным образом РНК-вирусов) в образ-
цах B. baicalensis, полученные на основе метатранс-
криптомного анализа (Butina et al., 2023).

2. Материалы и методы

Пробы моллюсков Benedictia baicalensis были 
отобраны на двух станциях Южного Байкала – в 
районе пос. Листвянка (в июне и октябре 2022 г.) 
и недалеко от пос. Большие Коты (падь Варначка, 
июнь 2022 г.), а также на станции Северного Байкала 
– в районе Ушканьих островов (Butina et al., 2023). 
Выделение и очистку суммарной ДНК из образ-
цов моллюсков B. baicalensis проводили с помощью 
СТАВ буфера (Panova et al., 2016). Концентрацию 
и качество нуклеиновых кислот оценивали с помо-
щью электрофореза и флуориметра Qubit 4.0
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В ООО «Институт Геномного Анализа» (г. 
Москва) были получены ДНК-библиотеки и про-
ведено секвенирование образцов в режиме пар-
ноконцевого чтения с использованием прибора 
DNBSEQ-400 (MGI Tech, China).

Для анализа наборов данных проводился 
контроль качества прочтений и фильтрация пер-
вичных fastq данных с помощью программ FastQC 
и Trimmomatic. C помощью программы Kaiju v.1.9.0 
и базы данных NCBI nr был проведен анализ полу-
ченных прочтений и выявлены последовательности, 
принадлежащие вирусам.

3. Результаты и обсуждение

В результате работы проведен биоинформа-
тический анализ метагеномных наборов данных, 
полученных из образцов моллюсков B. baicalensis. 
При прямом анализе прочтений (с помощью про-
граммы Kaiju) 98,2–99,1% ридов представляли 
собой последовательности генома моллюсков, 
остальные принадлежали бактериям, микроэукари-
отам, археям и вирусам (0.7-1.7%, 0.1-0.3%, 0.0003-
0.0007% и 0.007-0.049%, соответственно).

Большое количество прочтений, идентифи-
цированных как вирусные, было сходно с некласси-
фицированными вирусами (17,4-21,6%). Наиболее 
многочисленными ДНК-вирусами (виротипами) 
в метагеномных наборах данных оказались пред-
ставители реалмов Duplodnaviria (1,3-13,9%), 
Varidnaviria (1,0-7,5%) и семейства Polydnaviridae 
(современное название: Polydnaviriformidae) (0,6-
2,5%). Доминирующими ДНК-бактериофагами 
(Duplodnaviria) в списке виротипов были: 
“unclassified Siphoviridae sp.” (taxon ID: 2170413) и 
“uncultured Caudovirales phage”(taxon ID: 2100421), 
каждый в среднем составлял более 2% прочтений 
на образец. При анализе также выявлено обилие 
вирусов, близких вирусам насекомых: Cotesia vestalis 
bracovirus (Polydnaviridae; в среднем более 1,5% про-
чтений) и Bloomfield virus (неклассифицированный 
вирус; более 17%) (Chen et al., 2011; Webster et al., 
2015). Большое количество вирусных прочтений 
было отнесено к РНК-вирусам (реалм Riboviria; 56,7-
75,3% прочтений). Среди всех РНК-виротипов пре-
обладал вирус, близкий Drosophila C virus семейства 
Dicistroviridae (в среднем более 25% прочтений на 
образец) (Huszar and Imler, 2008). В целом, видо-
вое разнообразие вирусов в пробах B. baicalensis, 
согласно индексам Chao1 и ACE, варьировало от 67 
до 124 и от 61 до 114 видов, соответственно. Список 
выявленных виротипов включал большое разноо-
бразие вирусов широкого спектра хозяев.

Как отмечалось ранее (Butina et al., 2023), 
участие вирусов в горизонтальном переносе генов 
приводит к наличию в геномах хозяина фрагментов, 
сходных с вирусными последовательностями и при 
анализе коротких прочтений эти фрагменты могут 
быть идентифицированы как вирусные. Поэтому 
для более точного анализа требуется сборка корот-
ких прочтений и последующий анализ выявленных 
вирусных скаффолдов/контигов.

4. Выводы

Метагеномный анализ образцов моллюсков 
B. baicalensis позволил нам дополнить полученные 
ранее данные (Butina et al., 2023) о составе вирус-
ных сообществ, ассоциированных с байкальскими 
гастроподами. Как известно, B. baicalensis всеядны, 
обитают на разных субстратах (камнях, гальке и 
песке) в широком диапазоне глубин (от 1,5 до 100 
м) (Roepstorf et al., 2003; Sitnikova and Roepstorf, 
2004). Поэтому наши результаты свидетельствует 
о важной роли брюхоногих моллюсков в биоакку-
муляции и циркуляции вирусов в экосистеме оз. 
Байкал.
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