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A c k n o wl e d g e m e nts 

T his w or k w a s c arri e d o ut at t h e M a x Pl a n c k i nstit ut e f or M ari n e Mi cr o bi ol o g y a s p art of t h e I nt er n ati o n al 

M a x Pl a n c k R e s e ar c h S c h o ol of M ari n e Mi cr o bi ol o g y ( M ar Mi c). M ar Mi c is a j oi nt pr o gr a m b et w e e n t h e M a x 

Pl a n c k I nstit ut e f or M ari n e Mi cr o bi ol o g y ( M PI- M M), t h e U ni v ersit y of Br e m e n ( U ni B), t h e Alfr e d W e g e n er 

I nstit ut e - H el m h olt z C e nt er f or P ol ar a n d M ari n e R e s e ar c h ( A WI), a n d t h e C o nstr u ct or U ni v ersit y Br e m e n 

( C U B). 

I w o ul d li k e t o e x pr e ss m y gr atit u d e a n d r e s p e ct t o S us a n n e f or b ei n g s u c h a m oti v ati n g a n d e n c o ur a gi n g 

s u p er vis or. F or gi vi n g t h e fr e e d o m t o p urs u e a n d d e v el o p m y o w n i d e a s, as w ell a s si n c er el y t elli n g m e w h e n 

I s h o ul d n ot, y o ur h o n e st y is, a n d will al w a ys b e m ost a p pr e ci at e d I c a n s a y t h at it w as a j o y t o w or k al o n g 

s o m e o n e w h o g e n ui n el y c ar e s a b o ut e v er y o n e ar o u n d t h e m.  

I w o ul d li k e t o e x pr e ss m y d e e p a p pr e ci ati o n t o all t h e c o- a ut h ors a n d c oll a b or at ors wit h o ut w h o m t his w or k 

w o ul d n ot h a v e b e e n p ossi bl e. I w o ul d als o li k e t o t h a n k t o all p a st a n d pr es e nt m e m b ers of t h e ar c h a e al 

vir ol o g y gr o u p, f or t h eir u n w a v eri n g s u p p ort a n d all t h e fr uitf ul di s c ussi o n al o n g t h e w a y. It w a s al w a ys a 

pl e as ur e t o w or k i n s u c h a p ositi v e a n d s u p p orti n g e n vir o n m e nt. T o o ur t e c h ni ci a ns, D a nil a a n d I n gri d f or 

t h eir i n v al u a bl e h el p i n t h e l a b a n d t o all t h e st u d e nts t h at c oll a b or at e d i n o ur w or k. T o m y c oll e a g u es a n d 

cl as s m at e s, f or t h eir fri e n ds hi p a n d b ei n g al w a ys u p f or s o m e i nt er e sti n g di s c ussi o ns n o m att er t h e t o pi c.  

I w o ul d li k e t o t h a n k m y f a mil y f or t h eir u n w a v eri n g s u p p ort, a n d al w a ys b ei n g t h er e f or m e e v e n at a di st a n c e. 

T o m y p ar e nts, f or al w a ys b eli e vi n g i n m e, i n hi g hs a n d l o w s, a n d f or al w a ys e n c o ur a gi n g m e t o b e b ett er, it 

t o o k a w hil e, b ut I t hi n k I s o m e h o w g ot it. T o m y T at a, t h at di d n ot m a k e it t o s e e t hi s t hr o u g h, b ut I a m pr ett y 

s ur e h e w o ul d h a v e h a d t h e p erf e ct j o k e li n e d u p f or t h e o c c a si o n.  

T o all m y fri e n ds, t o w h o m I will b e s elli n g l o w b y j ust s a yi n g t h at t h e y h a v e m a d e t hi s ti m e a n d e x p eri e n c e 

e nj o y a bl e a n d m e m or a bl e. L a st b ut i n n o w a y l e ast, t o C at a f or al w a ys b ei n g t h er e a n d h a vi n g m y b a c k, w or ds 

c a n n ot e v e n c o m e cl os e t o e x pr ess h o w I f e el, b ut it is a r e al pri vil e g e t o n a vi g at e t h e i ntri c at e p at hs of lif e 

al o n gsi d e y o u.  
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“ T h e o nl y s ur e w a y t o a v oi d m a ki n g mist a k e s is t o h a v e n o n e w i d e as. ” 

— Al b e rt Ei nst ei n 
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List of o ri gi n al p u bli c ati o ns 

T his t h e si s is b a s e d o n t h e f oll o wi n g s ci e ntifi c arti cl e s, a n d str u ct ur e d wit h e a c h m a n us cri pt c orr e s p o n di n g t o 

a n i n di vi d u al c h a pt er: 

  Al a r c ó n- S c h u m a c h e r, T o m as , A dit N a or, Uri G o p h n a a n d S us a n n e Er d m a n n. “Is ol ati o n of a vir us 

c a usi n g a c hr o ni c i nf e cti o n i n t h e ar c h a e al m o d el or g a nis m H al of e r a x v ol c a nii  r e v e als a nti vir al 

a cti viti e s of a pr o vir us ”. P r o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s  1 1 9. 3 5 ( 2 0 2 2): 

e 2 2 0 5 0 3 7 1 1 9. 

  Al a r c ó n- S c h u m a c h e r, T o m as , F a bi a n R o el offs, J uli a n S c h mit z, Al e x a n d er Gr ü n b er g er a n d S us a n n e 

Er d m a n n. “ U n d erst a n di n g t h e i m p a cts of pl e oli p o vir us c hr o ni c i nf e cti o ns i n h ost fit n e ss a n d e c ol o g y ”. 

I n Pr e p.  

  Al a r c ó n- S c h u m a c h e r, T o m as , D o mi ni k L ü c ki n g a n d S us a n n e Er d m a n n. “ R e visiti n g e v ol uti o n ar y 

tr aj e ct ori e s a n d t h e or g a ni z ati o n of t h e Pl e oli p o viri d a e f a mil y ”. P L O S g e n eti c s , U n d er r e vi e w 

 

A d diti o n al p u bli c ati o ns 

  Al a r c ó n- S c h u m a c h e r, T o m as , a n d S us a n n e Er d m a n n. " A tr o v e of As g ar d ar c h a e al vir us e s. " N at ur e 

Mi c r o bi ol o g y 7. 7 ( 2 0 2 2): 9 3 1- 9 3 2. 

  G e b h ar d, L. J o h a n n a, Zl at a V ers hi ni n, T o m ás Al a r c ó n- S c h u m a c h e r , J err y Ei c hl er, a n d S us a n n e 

Er d m a n n. "I nfl u e n c e of N- Gl y c os yl ati o n o n Vir us – H ost I nt er a cti o ns i n H al or u br u m 

l a c us pr of u n di. " Vir us e s  1 5, n o. 7 ( 2 0 2 3): 1 4 6 9. 

  E xtr a c ell ul ar v e si cl e s ar e t h e m ai n c o ntri b ut or t o t h e n o n- vir al pr ot e ct e d e xtr a c ell ul ar s e q u e n c e s p a c e ”. 

D o mi ni k L ü c ki n g , C or ali n e M er ci er , T o m as Al a r c ó n- S c h u m a c h e r , S us a n n e Er d m a n n *. Is m e 

c o m m u ni c ati o ns.  U n d er r e vi e w. 
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S u m m a r y 

Vir us e s ar e t h e m ost a b u n d a nt bi ol o gi c al e ntiti e s i n a n y gi v e n e n vir o n m e nt. T h e h a v e t h e a bilit y t o r e g ul at e 

mi cr o bi al a b u n d a n c e s t hr o u g h t h eir l yti c c y cl es, a n d a cti v el y p arti ci p at e i n h ori z o nt al g e n e e x c h a n g e. 

I ntri g ui n gl y, n ot all vir us e s kill t h eir h osts, a s s o m e e st a blis h c hr o ni c a n d l o n g-t er m i nt er a cti o ns wit h t h eir 

h osts t h at r e s ult i n p arti cl e pr o d u cti o n wit h o ut c ell l ysis. S o f ar, o ur k n o wl e d g e o n t h e i m p a ct of c hr o ni c vir al 

i nf e cti o ns o n h ost m et a b oli s m, a s w ell a s, o n t h e di v ersit y of vir us e s p erf or mi n g t his lif e c y cl e i n pr o k ar y oti c 

s yst e ms r e m ai ns s c ar c e.  

I n t his w or k, w e is ol at e d a n d c h ar a ct eri z e d a n o v el pl e o m or p hi c vir us fr o m t h e Pl e oli p o viri d a e  f a mil y - 

H al of er a x pl e o m or p hi c vir us 1 ( H F P V- 1) - i nf e cti n g t h e ar c h a e o n H al of e r a x v ol c a nii . T his vir us is a bl e t o 

e st a blis h a c hr o ni c i nf e cti o n i n its h ost t h at l e a ds t o effi ci e nt a n d c o nst a nt vir al r el e a s e wit h o ut si g nifi c a nt 

eff e cts o n h ost fit n e ss n or a p p e ar a n c e of r esist a nt c ells. R e m ar k a bl y, i nf e cti o n wit h H F P V- 1 pr o m pt e d a 

m a ssi v e r e m o d eli n g of h ost tr a ns cri pt o mi c pr o gr a m, w hil e s p e cifi c all y i n d u ci n g t h e d o w nr e g ul ati o n of h ost 

d ef e ns e m e c h a ni s m s. F urt h er m or e, w e s h o w e d t h at t h e o ut c o m e of t h e i nf e cti o n is h e a vil y i nfl u e n c e d b y t h e 

cr oss t al k b et w e e n H F P V- 1 a n d r e si d e nt pr o vir us e s o n t h e h ost g e n o m e. A d diti o n all y, w e u n c o v er e d t h at vir al 

i nf e cti o n i n hi bit e d t h e tr a nsiti o n i nt o t h e m or p h ol o g y of h ost c ells i n a t e m p er at ur e d e p e n d e nt m a n n er, f urt h er 

hi g hli g hti n g t h e e c ol o gi c al i m p a cts of c hr o ni c i nf e cti n g vir us e s. N ot a bl y, H F P V- 1 e x hi bits a u ni q u el y br o a d 

h ost r a n g e a m o n g pl e o m or p hi c vir us e s, a s it i s c a p a bl e t o i nf e ct effi ci e ntl y a l ar g e di v ersit y of h ost s i n cl u di n g 

m e m b ers fr o m diff er e nt f a mili e s t o t h e h ost of is ol ati o n, w hi c h c o ul d pr o v e cr u ci al i n t h e d e v el o p m e nt of 

n o v el g e n eti c s yst e ms f or s o f ar n o n- m a ni p ul a bl e h al o ar c h a e a. F urt h er m or e, w e gr e atl y e x p a n d e d t h e di v ersit y 

of pl e oli p o vir us e s b y pr o d u ci n g a n d s ur v e yi n g m et a g e n o mi c d at as et, r e v eli n g t h at t h e di v ersit y of 

pl e oli p o vir us e s is l ar g er t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht. T h us, w e pr o p os e a n e w or g a ni z ati o n f or t h e Pl e oli p o viri d a e  

f a mil y, w hil e als o pr o vi di n g f urt h er e vi d e n c e t h at t h e y li k el y r es h a p e d t h eir g e n o m e s t hr o u g h r e c o m bi n ati o n 

wit h diff er e nt gr o u ps of pl as mi ds or ot h er m o bil e g e n eti c el e m e nts. 

 O ur w or k d e m o nstr at e s t h at pl e oli p o vir us e s ar e f ar m or e di v ers e t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht a n d t h at t h e y c a n 

h e a vil y aff e ct h ost fit n es s a n d e c ol o gi c al r ol e, hi g hli g ht t h e i m p ort a n c e of u n d erst a n di n g t h e s e c hr o ni c-

i nf e cti n g vir us e s a n d t h eir i m p a ct o n h ost m et a b olis m a n d e c ol o g y i n diff er e nt e n vir o n m e nts. 
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Z us a m m e nf a ss u n g 

Vir e n si n d di e a m h ä ufi gst e n v or k o m m e n d e n bi ol o gis c h e n Ei n h eit e n i n j e d e m L e b e nsr a u m a uf di es e m 

Pl a n et e n. Si e si n d i n d er L a g e, di e A b u n d a n z v o n Mi kr o or g a ni s m e n d ur c h i hr e l ytis c h e n Z y kl e n z u r e g uli er e n, 

u n d n e h m e n a kti v a m h ori z o nt al e n G e n a ust a us c h t eil. J e d o c h, t öt e n ni c ht all e Vir e n i hr e Wirt e, ei ni g e g e h e n 

c hr o nis c h e u n d l a n gfristi g e I nt er a kti o n e n mit i hr e n Wirt e n ei n, di e z ur P arti k el pr o d u kti o n o h n e Z elll ys e 

f ü hr e n. Bisl a n g ist u ns er Wi ss e n ü b er di e A us wir k u n g e n c hr o nis c h er Vir usi nf e kti o n e n a uf d e n St off w e c hs el 

d e s Wirt s s o wi e ü b er di e Vi elf alt d er Vir e n, di e di es e n L e b e ns z y kl us i n pr o k ar y otis c h e n S yst e m e n v oll zi e h e n, 

n o c h b e gr e n zt.  

I n di e s er Ar b eit h a b e n wir ei n n e u arti g e s pl e o m or p h e s Vir us a us d er F a mili e d er Pl e oli p o viri d a e  - H al of er a x 

pl e o m or p hi c vir us 1 ( H F P V- 1) - is oli ert u n d c h ar a kt erisi ert, w el c h e s d a s Ar c h a e o n H al of e r a x v ol c a nii  

i nfi zi ert. Di e s e s Vir us ist i n d er L a g e, ei n e c hr o nis c h e I nf e kti o n i n s ei n e m Wirt z u et a bli er e n, di e z u ei n er 

effi zi e nt e n u n d k o nst a nt e n Vir usfr ei s et z u n g f ü hrt, o h n e d a b ei si g nifi k a nt e A us wir k u n g e n a uf di e Fit n e ss d e s 

Wirts z u h a b e n, o d er d as A uftr et e n v o n r e sist e nt e n Z ell e n z u b e wir k e n. B e m er k e ns w ert er w eis e f ü hrt e di e 

I nf e kti o n mit H F P V- 1 z u ei n er m as si v e n U m g e st alt u n g d e s Tr a ns kri pt o ms d es Wirt s, w ä hr e n d gl ei c h z eiti g 

di e H er u nt err e g uli er u n g d er A b w e hr m e c h a nis m e n d e s Wirts g e zi elt i n d u zi ert w ur d e. D ar ü b er hi n a us k o n nt e n 

wir z ei g e n, d a ss d as Er g e b nis d er I nf e kti o n st ar k v o n I nt er a kti o n e n z wi s c h e n H F P V- 1 u n d r e si d e nt e n Pr o vir e n 

i m Wirts g e n o m b e ei nfl usst w ur d e. W eit er hi n h a b e n wir h er a us g ef u n d e n, d a ss w ä hr e n d ei n er Vir usi nf e kti o n 

d er Ü b er g a n g i n d er M or p h ol o gi e d er Wirts z ell e n i n ei n er t e m p er at ur a b h ä n gi g e n W ei s e g e h e m mt wir d, w a s 

di e ö k ol o gis c h e n A us wir k u n g e n v o n c hr o nis c h i nfi zi er e n d e n Vir e n v er d e utli c ht. 

D e s W eit er n wi e s H F P V- 1 ei n u nt er d e n pl e o m or p h e n Vir e n ei n zi g arti g br eit e s Wirtss p e ktr u m a uf, d a e s i n 

d er L a g e ist, ei n e gr o ß e Vi elf alt v o n Wirt e n z u i nfi zi er e n, d ar u nt er Mit gli e d er v ers c hi e d e n er t a x o n o mis c h er 

F a mili e n. Di e s k ö n nt e si c h als e nts c h ei d e n d er F a kt or, f ür di e E nt wi c kl u n g n e u arti g er g e n etis c h er S yst e m e f ür 

bis h er ni c ht g e n etis c h m a ni p uli er b ar e H al o ar c h a e a er w ei s e n. D ar ü b er hi n a us h a b e n wir di e Vi elf alt d er 

Pl e oli p o vir e n d ur c h di e Erst ell u n g u n d U nt er s u c h u n g m et a g e n o mis c h er D at e ns ät z e er h e bli c h er w eit ert u n d 

d a d ur c h e nt h üllt, d ass di e Vi elf alt d er Pl e oli p o vir e n gr ö ß er ist als bis h er a n g e n o m m e n. D a h er s c hl a g e n wir 

ei n e n e u e Or g a nis ati o n f ür di e F a mili e d er Pl e oli p o viri d a e v or u n d li ef er n gl ei c h z eiti g w eit er e B e w eis e d af ür, 

d a ss si e i hr e G e n o m e w a hrs c h ei nli c h d ur c h R e k o m bi n ati o n mit v ers c hi e d e n e n Gr u p p e n v o n Pl as mi d e n o d er 

a n d er e n m o bil e n g e n eti s c h e n El e m e nt e n u m g e st alt et h a b e n. 

 U ns er e Ar b eit e n z ei g e n, d ass Pl e oli p o vir e n w eit a us vi elf älti g er si n d als bis h er a n g e n o m m e n u n d d ass si e di e 

Fit n e ss u n d di e R oll e d e s Wirts i m Ö k os yst e m st ar k b e ei nfl uss e n k ö n n e n. Di e s u nt erstr ei c ht di e B e d e ut u n g 
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ei n es b e ss er e n V erst ä n d niss e s di e s er c hr o ni s c h i nfi zi er e n d e n Vir e n u n d i hr er A us wir k u n g e n a uf d e n 

St off w e c hs el u n d di e Ö k ol o gi e i hr er Wirts or g a nis m e n i n u nt ers c hi e dli c h e n L e b e nsr ä u m e n. 
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2. I nt r o d u cti o n 

2. 1 A r c h a e a, t h e t hi r d d o m ai n of lif e 

T h e dis c o v er y of “ Ar c h a e b a ct eri a ” b y C arl W o es e 4 5 y e ars a g o, a n d t h e r e c o g niti o n of t h e m a s a li n e a g e t h at 

f or m e d a n e w d o m ai n i n t h e tr e e of lif e ( W o e s e a n d F o x 1 9 7 7), f or e v er c h a n g e d o ur u n d erst a n di n g of mi cr o bi al 

di v ersit y a n d t h e e v ol uti o n ar y tr aj e ct ori e s of c ell ul ar lif e o n E art h. T h e e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi p s of t hi s 

gr o u p, c o m m o nl y k n o w n a s ar c h a e a t o d a y, c o nti n u e s t o b e a t o pi c of h e at e d dis c ussi o n a n d p os e n e w q u esti o n 

f or r e s e ar c h ers i n m a n y diff er e nt ar e a s of st u d y. Alt h o u g h t h e i n h er e nt m or p h ol o gi c al si mil ariti e s b et w e e n t h e 

b a ct eri al a n d ar c h a e al c ells i niti all y s u g g e st e d t h at t h e y w er e cl os el y r el at e d, ar c h a e a h a v e pr o v e n t o b e m or e 

of a m os ai c of b a ct eri al a n d e u k ar y oti c f e at ur es.  

W hil e ar c h a e a a n d b a ct eri a s h ar e m a n y m et a b oli c p at h w a ys of t h eir c e ntr al m et a b olis m a n d e n er g y 

c o ns er v ati o n, t h e pr ot ei ns r el at e d t o D N A m et a b olis m a n d i nf or m ati o n pr o c e s si n g ar e m or e si mil ar t o t h eir 

e u k ar y oti c c o u nt er p arts ( All ers a n d M e v ar e c h 2 0 0 5). N e v ert h el e ss, a l ar g e pr o p orti o n of ar c h a e al- e n c o d e d 

g e n e s, ar e e x cl usi v e t o t his gr o u p, a n d h a v e pr o v e n t o b e k e y f or t h e dis c o v er y of n e w pr ot ei n bi o c h e mistr y 

a n d m et a b olis ms ( K ö n n e k e et al. 2 0 0 5; L a s o- P ér e z et al. 2 0 1 6). A d diti o n all y, t h e c h e mi c al c o m p ositi o n of 

ar c h a e al m e m br a n es i s disti n ct fr o m b a ct eri a a n d e u k ar y ot es ( M a di g a n et al. 2 0 1 3). 

Ar c h a e a w er e i niti all y r e c o g ni z e d as r ar e mi cr o b es t h at t hri v e d o nl y i n e xtr e m e e n vir o n m e nt s s u c h a s s ol ar 

s alt ers a n d h ot s pri n gs. H o w e v er, t h e a d v e nt of n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s r e v e al e d t h eir 

u ni v ers al g e o gr a p hi c al distri b uti o n. S u bs e q u e ntl y, ar c h a e a w er e r e c o g ni z e d t o b e pl a yi n g k e y m et a b oli c r ol e s 

i n e v er y k n o w n e c os yst e m ( S p a n g, C a c er e s, a n d Ett e m a 2 0 1 7; W o e s e, K a n dl er, a n d W h e eli s 1 9 9 0).  

2. 2 T h e e x pl osi o n of a r c h a e al di v e r sit y  

Ar c h a e a w er e ori gi n all y pr o p os e d t o b e di vi d e d i n t w o m aj or li n e a g e s b y C arl W o e s e i n 1 9 9 0, Cr e n ar c h a e ot a  

a n d t h e  E ur y ar c h a e ot a ( W o e s e, K a n dl er, a n d W h e elis 1 9 9 0). W hil e t h e Cr e n ar c h a e ot a cl a d e w a s a r el ati v el y 

p h ysi ol o gi c all y h o m o g e n e o us gr o u p of t h er m o- a n d t h er m o a ci d o p hil e or g a ni s m s, a n d w a s t h o u g ht t o b e t h e 

a n c estr al p h e n ot y p e of ar c h a e a, t h e E ur y ar c h a e ot a  pr e s e nt e d a c o nst ell ati o n of m or e di v ers e or g a nis ms. T his 

cl a d e c o m pr e h e n d e d t h e m et h a n o g e ns a n d t h eir r el ati v es, al o n g wit h e xtr e m e h al o p hil e s a n d t h er m o p hil e s of 

t h e T h e m o pl as m a , T h er m o c o c c us  a n d P yr o c o c c us  g e n er a ( W o e s e, K a n dl er, a n d W h e eli s 1 9 9 0). 

T h e s u bs e q u e nt dis c o v er y of n o v el ar c h a e al li n e a g e s, t h at di v er g e d fr o m t h e pr o p os e d t w o- ar c h a e al ki n g d o m 

str u ct ur e a n d t h at dis pl a y e d diff er e nt lif e st yl e s or n o v el m et a b olis ms, hi nt e d t o w ar ds a f ar l ar g er di v ersit y of 
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t h e ar c h a e al d o m ai n. O n e i niti al dis c o v er y w a s t h e i d e ntifi c ati o n of 1 6r R N A s e q u e n c e s fr o m u n c ulti v at e d 

or g a ni s m s i n a h ot s pri n g fr o m Y ell o w st o n e N ati o n al P ar k. T h e s e s e q u e n c e s br a n c h e d d e e p er i n t o t h e ar c h a e al 

tr e e t h a n a n y pr e vi o usl y cl a ssifi e d ar c h a e a, a n d w er e pr o p os e d t o f or m t h e ki n g d o m K or ar c h a e ot a ( B ar ns et 

al. 1 9 9 6). T his w as f oll o w e d b y t h e di s c o v er y of t h e n a n osi z e d N a n o ar c h a e a e q uit a ns  i n a h ot s u b m ari n e v e nt, 

w hi c h w as cl a ssifi e d i nt o t h e n e w p h yl a N a n o ar c h a e ot a, f urt h er e x p a n di n g t h e k n o w n di v ersit y of t h e d o m ai n, 

w hil e als o pr o vi di n g first e vi d e n c e s of s y m bi oti c lif est yl e s i n ar c h a e a ( H u b er et al. 2 0 0 2). F urt h er m or e, t h e 

is ol ati o n of a m m o ni a- o xi di zi n g or g a nis ms fr o m t h e p h yl u m T h a u m ar c h a e ot a fr o m m ari n e s a m pl es, a d d e d t o 

t h e c o m pl e xit y of t h e ar c h a e al d o m ai n a n d r e affir m e d t h e n oti o n t h at, r at h er t h a n b ei n g r e stri ct e d t o e xtr e m e 

e n vir o n m e nt s, ar c h a e a w er e pl a yi n g i m p ort a nt r ol es i n gl o b al c ar b o n a n d nitr o g e n bi o g e o c h e mi c al c y cl e s 

( K ö n n e k e et al. 2 0 0 5; D e L o n g 1 9 9 2).  

T h e d e v el o p m e nt of n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi es a n d t h eir us e i n e n vir o n m e nt al s ur v e ys i n t h e 

2 0 1 0’s h a s ai d e d t o t h e di s c o v er y of m ulti pl e n o v el cl a d e s, a n d r es h a p e d o ur u n d erst a n di n g of t h e m et a b oli c 

v ers atilit y a n d lif e st yl e s of ar c h a e a. T h e r e c o v er y of m et a g e n o mi c a ss e m bl e d g e n o m e s ( M A G s) fr o m t h e d e e p 

br a n c hi n g Ai g ar c h a e ot a p h yl u m, s h o w e d t h at ar c h a e a e n c o d e i ntri g ui n g e u k ar y oti c f e at ur es, a m o n g w hi c h 

w er e e u k ar y oti c-li k e u bi q uiti n-r el at e d g e n e s ( N u n o ur a et al. 2 0 1 1). Si mil arl y, a n ot h er m o n o p h yl eti c gr o u p 

wit h v ers atil e m et a b oli s m s, t h e B at h y ar c h a e ot a, w a s di s c o v er e d t o b e e xtr e m el y a b u n d a nt i n m ari n e s e di m e nt s 

w orl d wi d e ( E v a ns et al. 2 0 1 5). M e m b ers of t his cl a d e li k el y p erf or m d e gr a d ati o n of s e v er al c ar b o n s o ur c e s 

a n d r e c al citr a nt c ar b o n c o m p o u n ds, a s w ell a s e x hi bit h o m ol o g u e s t o m c r  g e n e s, pr o vi di n g e vi d e n c e t h at 

m et h a n o g e n e sis w a s n ot stri ctl y r e stri ct e d t o t h e E ur y ar c h a e ot a cl a d e as pr e vi o usl y t h o u g ht ( B a k er et al. 2 0 2 0; 

E v a n s et al. 2 0 1 5).  

T h e e v er- e x p a n di n g g e n o mi c s d at a l e a d t o t h e dis c o v er y of s e v er al r el at e d li n e a g es k n o w n a s t h e D P A N N 

s u p er p h yl u m (i. e. Di a p h er otrit e s, P ar v ar c h a e ot a, A e ni g m ar c h a e ot a, N a n o ar c h a e ot a, N a n o h al o ar c h a e ot a, 

W o e s e ar c h a e ot a a n d P a c e ar c h a e ot a, Alti ar c h a e ot a, H u b er ar c h a e ot a a n d Mi cr ar c h a e ot a). T h es e gr o u ps, s h ar e d 

s o m e f e at ur e s wit h t h e pr e vi o usl y d es cri b e d N a n o ar c h a e ot a, s u c h a s s m all c ell si z e a n d r e d u c e d g e n o m es, 

l a c ki n g s e v er al bi os y nt h eti c p at h w a ys, al o n g wit h u ni q u e i ntr o ns i n t h e 1 6s r R N A a n d t R N A g e n e s, all 

si g n at ur es of a s y m bi oti c lif est yl e ( B a k er et al. 2 0 1 0; 2 0 2 0; Y o uss ef et al. 2 0 1 5).  

 

 



 
 

3 
 

  

Fi g u r e 1 : C hr o n ol o g y of ar c h a e al t a x o n o m y a n d cl a ssifi c ati o n. A d a pt e d fr o m ( S p a n g et al., 2 0 1 7 a n d B a k er et al 2 0 2 0). A. First s e p ar ati o n of t h e 
ar c h a e a a s a disti n cti v e d o m ai n-r a n k e d cl a d e. B.  S e p ar ati o n of t h e ar c h a e al d o m ai n i n t w o m aj or p h yl a E ur y ar c h a e ot a a n d Cr e n ar c h a e ot a. C.  
Ar c h a e al p h yl o g e n eti c tr e e, a c c o u nti n g t h e dis c o v er y a n d is ol ati o n of n e w s p e ci es al o n g wit h t h e d e v el o p m e nt of m a s si v e s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi es.  
D.  R e c e nt v ersi o n of t h e ar c h a e al p h yl o g e n y, a c c o u nti n g t h e e x pl osi o n of ar c h a e al di v ersit y t hr o u g h m et a g e n o mi c ass e m bl e d g e n o m es ( M A Gs). 

D  
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2. 3 T h e r ol e of a r c h a e a i n e u k a r y oti c e v ol uti o n 

I n r e c e nt y e ars, t h e st u d y of a p arti c ul ar cl a d e of ar c h a e a, di s c o v er e d i n m ari n e s e di m e nts, h a s r ei g nit e d t h e 

dis c us si o n o n t h e e v ol uti o n ar y ori gi n of e u k ar y ot e s. T h e A s g ar d ar c h a e a cl a d e, c o m p os e d b y 

H ei m d all ar c h a e ot a, T h or ar c h a e ot a, O di n ar c h a e ot a, H el ar c h a e ot a a n d t h e r e c e ntl y c ulti v at e d L o ki ar c h a e ot a 

(I m a c hi et al. 2 0 2 0), ar e a b u n d a nt i n d e e p-s e a s e di m e nt s. T h e s e gr o u ps h a v e b e e n s h o w n t o e n c o d e a n 

u n pr e c e d e nt e d n u m b er of g e n e s h o m ol o g u e t o e u k ar y oti c si g n at ur e pr ot ei ns ( E S Ps), s u c h as c yt os k el et o n-

a ss o ci at e d a cti n, t h e e n d os o m al s orti n g c o m pl e x r e q uir e d f or tr a ns p ort ( E S C R T) w hi c h ar e i n v ol v e d i n 

m e m br a n e tr affi c ki n g a n d pr ot e a s o m e f or m ati o n, a n d u bi q uiti n m o dif yi n g s yst e ms ( S p a n g et al. 2 0 1 5). 

I nt er e sti n gl y, p h yl o g e n eti c a n al ys e s s h o w e d t h at t his cl a d e f or ms a m o n o p h yl eti c gr o u p t o g et h er wit h t h e 

e u k ar y ot e s, br a n c hi n g fr o m wit hi n t h e ar c h a e a i n t h e tr e e of lif e, w hi c h w o ul d s u p p ort a t w o- d o m ai ns tr e e of 

lif e ( E m e et al. 2 0 1 7; Z ar e m b a- Ni e d z wi e d z k a et al. 2 0 1 7). D et ail e d st u di e s of t h e p h ysi ol o g y of L o ki ar c h a e o n 

C a n di d at us Pr o m et h e o ar c h a e u m s y ntr o p hi c u m  r e v e al e d t h at t h er e is a s y ntr o p hi c e x c h a n g e of f or m at e a n d 

h y dr o g e n wit h a c o- c ult ur e d s ulf at e-r e d u ci n g d elt a- pr ot e o b a ct eri u m. M or e o v er, mi cr os c o p y i n di c at e d t h at C a. 

P. s y ntr o p hi c u m is a bl e t o g e n er at e m e m br a n e pr otr usi o n or a p p e n d a g e s t h at mi g ht h a v e pr o vi d e d a 

m e c h a ni s m s f or t h e e n g ulf m e nt of a n e n d os y m bi o nt (I m a c hi et al. 2 0 2 0). I n t his e v ol uti o n ar y s c e n ari o, a n 

a n c est or of t h e As g ar d ar c h a e a w o ul d h a v e b e e n t h e h ost f or a n e n d os y m bi oti c pr ot e o b a ct eri u m, t h at l at er 

e v ol v e d i n t o t h e mit o c h o n dri a, a pr o c ess t h at g a v e ris e t o t h e e arl y e u k ar y oti c c ell s ( B a k er et al. 2 0 2 0). 

H o w e v er, t his h y p ot h e sis is f ar fr o m a c o ns e ns us i n t h e s ci e ntifi c c o m m u nit y a n d t h e r el ati o ns hi p b et w e e n 

ar c h a e a a n d e u k ar y ot e s, as w ell a s t h e r ol e of ar c h a e a i n t h e e v ol uti o n of e u k ar y ot e s, r e m ai n s a hi g hl y 

c o ntr o v ersi al t o pi c. 

T h e c o nti n u o us dis c o v er y of n o v el ar c h a e al cl a d es, t o g et h er wit h i m pr o v e m e nts i n t h e bi oi nf or m ati c s fi el d, 

h a s l eft t h e t a x o n o m y a n d p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi ps a m o n g ar c h a e al cl a d e s i n c o nst a nt fl u x. T h e f a ct t h at 

m ost cl a d e s ar e o nl y k n o w n as M A Gs, t o g et h er wit h t h e s u c c e ssi v e a d diti o n, s plitti n g a n d r e n a mi n g of 

ar c h a e al cl a d es h a s l e d t o m aj or i n c o nsist e n ci e s i n t h eir t a x o n o mi c cl a ssifi c ati o n. T h us, eff orts t o st a n d ar di z e 

t h e cl a ssifi c ati o n of ar c h a e al li n e a g e s h a v e b e c o m e i n di s p e ns a bl e t o ai d t h e a d v a n c e of t h e fi el d. As s u c h, a 

st a n d ar di z e d ar c h a e al t a x o n o m y w a s r e c e ntl y d e v el o p ( Ri n k e et al. 2 0 2 1). C o m bi ni n g t h e c o n c at e n at e d 

p h yl o g e n y of 1 2 2 si n gl e- c o p y m ar k er g e n e s a n d a r el ati v e e v ol uti o n ar y di v er g e n c e- b as e d r a n k, t h e G e n o m e 

T a x o n o m y D at a b as e ( G T D B) r e cl a ssifi e d t h e ar c h a e al t a x o n o m y i nt o 1 6 p h yl a. T h e s e m o n o p h yl eti c gr o u ps 

c o m pris e t h e r e c e ntl y dis c o v er e d gr o u ps, a s w ell as r e cl a ssif y t h e f or m er E ur y ar c h a e ot a a n d D P A N N i nt o 

s e v er al i n d e p e n d e nt p h yl a, as w ell a s u nif y t h e f or m erl y k n o w n T A C K s u p er p h yl u m ( T h a u m ar c h a e ot a –

Ai g ar c h a e ot a – Cr e n ar c h a e ot a – K or ar c h a e ot a) i nt o t h e si n gl e p h yl u m T h er m o pr ot e ot a ( Fi g 2). 
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Fi g u r e 2 : R a n k- n or m ali z e d ar c h a e al G T D B t a x o n o m y A d a pt e d fr o m ( Ri n k e et al., 2 0 2 1). T h e bl u e ri n g d e n ot es t h e r a n k- n or m ali z e d t a x o n o m y, 

w hil e i n n er or a n g e ri n g i n di c at e t h e f or m er N C BI p h yl a. Bl u e l a b els i n di c at e p h yl a ( o ut er l a b els), cl a ss a n d or d er (i n n er l a b els). Bl u e d ot m ar ks 

i n di c at e B o otstr a p v al u es o v er 9 0. S c al e b ar i n di c at es r el ati v e e v ol uti o n ar y di v er g e n c e ( R E D). 

N o n et h el e ss, o nl y a f e w of t h e ar c h a e al cl a d es h a v e a ct u al c ulti v at e d r e pr e s e nt ati v e s. T h er ef or e, t h eir 

p h ysi ol o g y a n d m et a b oli s m r e m ai ns l ar g el y h y p ot h eti c al, pr o vi di n g t h e o p p ort u nit y t o u n c o v er n e w 

bi o c h e mi c al p at h w a ys a n d e c ol o gi c al r el ati o ns hi ps i n t his di v ers e a n d e ni g m ati c gr o u p.  

2. 4 A r c h a e al m o d el s yst e ms 

Gi v e n o ur li mit e d a bilit y t o c ulti v at e t h e v a st m aj orit y of ar c h a e al cl a d e s, c urr e nt k n o wl e d g e of t h eir 

p h ysi ol o g y pri m aril y c o m e s fr o m o nl y a h a n df ul of gr o u ps s u c h a s h y p ert h er m o p hili c ar c h a e a a n d 

m et h a n o g e ns, w hil e a l ar g e p orti o n of t h es e i s ol at e d or g a nis ms b el o n gi n g t o t h e H al o b a ct eri ot a p h yl u m 

(f or m er E ur y ar c h a e ot a). T hi s gr o u p i n cl u d es or g a nis ms t h at e x hi bit a br o a d di v ersit y of m et a b oli s m s a n d 

o c c ur i n m a n y diff er e nt e n vir o n m e nts. T h e first m e m b ers of t hi s cl a d e w er e c h ar a ct eri z e d e v e n b ef or e ar c h a e a 
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w a s c o nsi d er e d a s e p ar at e d o m ai n, a s t h e first m et h a n e- pr o d u ci n g or g a nis m s ( St a dt m a n a n d B ar k er 1 9 5 1). 

T h e s e s o- c all e d m et h a n o g e ns, t o g et h er wit h or g a nis m s i s ol at e d fr o m hi g h s alt e n vir o n m e nts fr o m t h e cl a ss 

H al o b a ct eri a, c o m pris e t o d a y t h e l ar g e st n u m b er a n d di v ersit y of li n e a g e s t h at h a v e b e e n br o u g ht i nt o c ult ur e 

( B a k er et al. 2 0 2 0). M et h a n o g e ns us u all y t hri v e i n a n o xi c e n vir o n m e nts, w h er e t h e y pr o d u c e m et h a n e a s a 

b y pr o d u ct of t h eir e n er g y m et a b olis m. H o w e v er, m et h a n o g e n e sis i s n ot a m o n o p h yl eti c tr ait, a s m e m b ers of 

s e v er al p h yl a, i. e. H al o b a ct eri ot a, M et h a n o b a ct eri ot a, a n d T h er m o pr ot e ot a (f or m er T A C K), h a v e t h e g e n o mi c 

r e p ert oir e r e q uir e d t o c arr y o ut m et h a n o g e n esis a n d, i n s o m e i nst a n c e s, a cti v el y pr o d u c e m et h a n e i n c ult ur e 

( B er g h uis et al. 2 0 1 9; El ki ns et al. 2 0 0 8; S p a n g, C a c er es, a n d Ett e m a 2 0 1 7; L a s o- P ér e z et al. 2 0 1 6).  

M e m b ers of t h e sist er cl a ss H al o b a ct eri a ar e c o m m o nl y f o u n d i n hi g h s alt e n vir o n m e nts, w er e t h e y us u all y 

o ut n u m b er b a ct eri a a n d ar e t h e d o mi n a nt m e m b ers of t h e mi cr o bi al c o m m u nit y ( Or e n 2 0 0 2), w hi c h r e pr e s e nt s 

a n a d v a nt a g e f or t h eir c ulti v a bilit y. T his h a s l e d t o t h e is ol ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n of n u m er o us s p e ci e s a n d 

t h e d e v el o p m e nt of m ulti pl e g e n eti c t o ols, m a ki n g t h e m a m o d el s yst e m f or t h e st u d y of ar c h a e a c ell bi ol o g y 

a n d g e n eti c s ( All ers et al. 2 0 0 4; S o p p a 2 0 0 6) 

2. 5 H y p e r s ali n e e n vi r o n m e nt s  

H y p ers ali n e e n vir o n m e nts ar e t h os e w er e s alt c o n c e ntr ati o ns ar e hi g h er t h a n s e a w at er, a n d ar e e xtr e m el y 

di v ers e i n t er ms of t h eir ori gi n, o v er all i o n c o m p ositi o n a n d c o n c e ntr ati o ns ( M c G e nit y a n d Or e n 2 0 1 2). 

G e n er all y, s alt- w at er b o di e s c a n o c c ur i nl a n d, i n e n d or h ei c b asi ns (l a k e s t h at d o n ot fl o w t o t h e s e a), or i n 

c o a st al r e gi o ns u n d er ti d al i nfl u e n c e. Al s o fl ui ds c o nt ai ni n g c o n c e ntr ati o ns t h at e x c e e d > 5 % of s alt ( k n o w n 

a s bri n es), c a n b e f o u n d i n d e e p-s e a m u d p o ols, a n ci e nt s u b gl a ci al bri n e s, s el d o m-fl o o d e d s alt d e p osit s or i n 

m ari n e-i c e bri n e c h a n n els i n p ol ar r e gi o ns ( B o eti us a n d J o y e 2 0 0 9). R e g ar dl e s s of t h eir ori gi n, h al o p hili c 

or g a ni s m s h a v e s u c c e ssf ull y c ol o ni z e d h y p ers ali n e e n vir o n m e nt s. H al o p hili c or g a ni s m s ar e cl assifi e d i n t hr e e 

m aj or c at e g ori e s: sli g ht h al o p hil e s, wit h a n o pti m al gr o wt h at 0. 2 – 0. 8 5 M N a Cl ( 1 – 5 %); m o d er at e h al o p hil e s, 

w hi c h gr o w o pti m all y at 0. 8 5 – 3. 4 M N a Cl ( 5 – 2 0 %); a n d e xtr e m e h al o p hil e s, w h os e o pti m al gr o wt h is at 3. 4 –

5. 1 M N a Cl ( 2 0 – 3 0 %) ( D a s S ar m a a n d D as S ar m a 2 0 1 2).  

I n or d er t o c ol o ni z e t h e s e e n vir o n m e nt s s u c c e ssf ull y, or g a nis ms pr e s e nt diff er e nt a d a pt ati o ns t o s ali nit y 

c o n diti o ns, a s t h e y n e e d t o b al a n c e t h eir i nt er n al s ol ut e c o n c e ntr ati o n wit h t h eir e n vir o n m e nt a n d a c hi e v e 

os m oti c b al a n c e. O n e of t h e m o st pr o mi n e nt str at e g y is t h e a c c u m ul ati o n of c o m p ati bl e s ol ut es, s u c h a s 

gl y c er ol, tr e h al os e or gl y ci n e b et ai n e. T h e or g a nis ms s y nt h eti z e t his s m all, oft e n u n c h ar g e d c o m p o u n ds t o 

i n cr e a s e t h e os m ol arit y a n d m at c h t h e s alt c o n c e ntr ati o ns of t h eir e n vir o n m e nt. T hi s pr o vi d e s t h e or g a ni s m s 

wit h pl e nt y of fl e xi bilit y t o a d a pt t o diff er e nt a n d c h a n gi n g s alt c o n c e ntr ati o ns, at t h e e x p e ns e of a r el ati v el y 

hi g h e n er g eti c c ost of s y nt h eti zi n g t h e s e c o m p o u n ds a n d is t y pi c all y o bs er v e d i n h al o p hili c b a ct eri a a n d 

e u k ar y ot e s. A n ot h er str at e g y, c o m m o nl y k n o w n as s alt-i n, c o nsists of t h e a c c u m ul ati o n of i o ni c c o m p o u n ds 
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( m ai nl y K+ ) t o m at c h t h e s alt c o n c e ntr ati o ns of t h eir e n vir o n m e nt; t h e s alt-i n str at e g y is wi d es pr e a d i n 

H al o b a ct eri a a n d o bli g at e h al o p hil e s. T his str at e g y is r el ati v el y n o n- e x p e nsi v e w h e n c o m p ar e d t o t h e s y nt h e si s 

of c o m p ati bl e s ol ut es, a s it us e s tr a ns p ort s yst e ms t o u pt a k e s ol ut es. H o w e v er, it r e q uir es t h e a d a pt ati o n of t h e 

e ntir e e n z y m ati c m a c hi n er y a n d p h ysi ol o g y t o t h e s e hi g h s alt c o n c e ntr ati o ns, a n d it i s li k el y t h e pr o d u ct of a 

l o n g e v ol uti o n ar y pr o c e ss ( Or e n 2 0 1 1). T h e s e or g a nis ms ar e c h ar a ct eri z e d b y a hi g hl y a ci di c pr ot e o m e a n d 

e n z y m e s t h at ar e o nl y a cti v e u n d er hi g h-s alt c o n diti o ns ( D as S ar m a a n d D a s S ar m a 2 0 1 2; B e c k er et al. 2 0 1 4). 

H y p ers ali n e e n vir o n m e nts pr es e nt a r el ati v el y l o w c o m m u nit y c o m pl e xit y, h o w e v er, c o m m u niti es c a n r e a c h 

hi g h d e nsiti e s of 1 0 7 – 1 0 8  c ells ml- 1 or hi g h er i n bri n e a n d s e di m e nt s ( Or e n 1 9 9 4). E u k ar y oti c m a cr o or g a ni s m s 

ar e li mit e d t o a f e w s p e ci e s, s u c h as t h e gl o b all y di stri b ut e d al g a e D u n alli el a , t h e m et a z o a n Art e mi a s ali n a 

a n d a f e w f u n g al r e pr es e nt ati v es ( Or e n 2 0 0 5; B e nll o c h et al. 2 0 0 1; G u n d e- Ci m er m a n, R a m os, a n d Pl e m e nit a š 

2 0 0 9). ( Or e n 2 0 0 2). Si mil arl y, o nl y a f e w b a ct eri al gr o u ps h a v e b e e n i d e ntifi e d i n t h e s e e n vir o n m e nts, wit h 

m e m b ers of t h e S ali ni b a ct e r g e n us, fr o m t h e B a ct er oi d et es cl a d e, a s o n e of t h e b ett er-st u di e d r e pr es e nt ati v e s. 

I nt er e sti n gl y, u nli k e ot h er b a ct eri a, S ali ni b a ct er  e x hi bits a n u m b er of disti n cti v e f e at ur e s, s u c h a s a n a ci di c 

pr ot e o m e a n d pr ef erri n g t h e s alt-i n str at e g y. T h e s e f e at ur e s w er e li k el y a c q uir e d t hr o u g h h ori z o nt al g e n e 

tr a nsf er fr o m t h e H al o b a ct eri a, a n d h el p t o u n d erst a n d t h eir wi d e s pr e a d distri b uti o n i n h y p ers ali n e 

e n vir o n m e nt s ( A nt ó n et al. 1 9 9 9; M o n g o di n et al. 2 0 0 5).  

Ar c h a e a fr o m t h e H al o b a ct eri a cl a ss ar e t h e m o st a b u n d a nt a n d di v ers e or g a ni s ms i n h y p ers ali n e 

e n vir o n m e nt s. T h e y d o mi n at e mi cr o bi al c o m m u niti e s a n d t h eir r el ati v e a b u n d a n c e p ositi v el y c orr el at e s wit h 

s alt c o n c e ntr ati o ns, wit h mi ni m u m c o n c e ntr ati o ns of s alt r e q uir e d f or t h eir gr o wt h ( 1 0- 1 5 %).  

I nt er e sti n gl y, b a ct eri o v or y b y u ni c ell ul ar e u k ar y ot e s w as s h o w n t o b e r at h er l e ss pr o n o u n c e d i n h y p ers ali n e 

e n vir o n m e nt s, a n d c orr el at es n e g ati v el y wit h t h e i n cr e as e i n s ali nit y ( G ui x a- B oi x ar e u et al. 1 9 9 6). T h us, t h e 

r ol e of vir us e s i s p arti c ul arl y i ntri g ui n g i n t h e s e e n vir o n m e nt s, as t h e a b u n d a n c e of vir al p arti cl es c a n oft e n 

e x c e e d pr o k ar y oti c c ells i n o n e or t w o or d ers of m a g nit u d e, a n d c ell l ysi s b y vir us e s a p p e ars f ar m or e 

i m p ort a nt t h a n b a ct eri o v or y. F urt h er m or e, t h e a b u n d a n c e of vir al-li k e p arti cl e s ( V L Ps) o bs er v e d i n t h e s e 

e n vir o n m e nt s p ositi v el y c orr el at e s wit h t h e i n cr e as e i n s ali nit y ( Si m e- N g a n d o et al. 2 0 1 1; Or e n, Br at b a k, a n d 

H el d al 1 9 9 7; B o uj el b e n et al. 2 0 1 2). T hi s m a k e s vir us e s m aj or r e g ul at ors of mi cr o bi al c o m m u nit y 

c o m p ositi o n i n h y p ers ali n e e n vir o n m e nts ( G ui x a- B oi x ar e u et al. 1 9 9 6). 

 

2. 6 T h e H al o b a ct e ri a cl ass 

Si mil arl y t o m et h a n o g e ns, h al o ar c h a e a w er e dis c o v er e d b ef or e t h e f or m al s e p ar ati o n of ar c h a e a i nt o t h eir o w n 

d o m ai n, wit h H al o b a ct e ri u m s ali n ar u m  b ei n g is ol at e d m or e t h a n a c e nt ur y a g o fr o m c o d fi s h ( H arris o n a n d 
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K e n n e d y 1 9 2 2; V e nt os a a n d Or e n 1 9 9 6). Si n c e t h e n, t h e y h a v e s er v e d as a b a sis f or i m p ort a nt s ci e ntifi c 

a d v a n c es, a s it w as i n H. s ali n ar u m  t h at t h e dis c o v er y of t h e li g ht- dri v e n pr ot o n p u m p b a ct eri or h o d o psi n, 

w hi c h e m pl o ys a r h o d o psi n-r eti n ol s yst e m t o p u m p pr ot o ns f or e n er g y c o ns er v ati o n w a s m a d e ( O est er h elt a n d 

St o e c k e ni us 1 9 7 1). M e m b ers of t h e H al o b a ct eri a cl as s ( h al o ar c h a e a) ar e m o stl y c h e m o or g a n otr o p hs a n d t h e 

is ol ati o n of a d diti o n al t y p e str ai ns, li k e H al of e r a x v ol c a nii  ( M ull a k h a n b h ai a n d L ars e n 1 9 7 5), pr o vi d e d f urt h er 

i nsi g ht s i nt o g e n e tr a nsf er m e c h a nis ms ( M e v ar e c h a n d W er c z b er g er 1 9 8 5). M e a n w hil e, t h e d e v el o p m e nt of 

g e n eti c t o ol s t o m a ni p ul at e t his or g a nis ms h a v e gr e atl y c o ntri b ut e d t o o ur u n d erst a n di n g of ar c h a e al g e n eti c s 

a n d p h ysi ol o g y ( Cli n e a n d F or d D o olittl e 1 9 8 7; Cli n e et al. 1 9 8 9).  

H al o ar c h a e a c a n b e cl a ssifi e d i nt o ni n e f a mili es wit h c ulti v at e d r e pr e s e nt ati v e s ( H al a d a pt a c e a e , 

H al al k ali c o c c a c e a e , H al o ar c ul a c e a e , H al o b a ct e ri a c e a e , H al of e r a c a c e a e,  N atri al b a c e a e, 

N atr o n o ar c h a e a c e a e  a n d S ali ni a r c h a e a c e a e ) a n d at l e a st s e v e n ot h er cl a d e s t h at r e m ai n u n c ulti v at e d ( Ri n k e 

et al. 2 0 2 1). I nt er e sti n gl y, m e m b ers of t h e diff er e nt f a mili e s of h al o ar c h a e a e x hi bit a wi d e r a n g e of 

m or p h ol o gi e s, n o n e m or e i ntri g ui n g t h a n t h e s q u ar e d-s h a p e ar c h a e o n H al o q u a dr at u m w als b yi  

(H al of e r a c a c e a e ). T his ar c h a e o n w a s r e p ort e d f or t h e fir st ti m e i n 1 9 8 0 b y T o n y W als b y i n bri n e s a m pl e s 

c oll e ct e d i n t h e Si n ai P e ni ns ul a ( W als b y 1 9 8 0). S u bs e q u e ntl y, t hr o u g h 1 6 S r R N A s e q u e n c e s a n d fl u or es c e n c e 

i n-sit u h y bri di z ati o n ( FI S H), H. w als b yi  w as r e c o g ni z e d a s a pr o mi n e nt m e m b er of mi cr o bi al c o m m u niti e s 

w orl d wi d e ( A nt ó n et al. 1 9 9 9). W hil e it t o o k m or e t h a n 2 0 y e ars t o bri n g it t o c ult ur e ( B ur ns et al. 2 0 0 7), t his 

f a s ci n ati n g ar c h a e o n a n d ot h ers wit h si mil arl y s ur prisi n g m or p h ol o gi e s, s u c h a s t h e tri a n g ul ar ar c h a e o n 

H al o ar c ul a j a p o ni c a ( T a k a s hi n a et al. 1 9 9 0), r e d efi n e d t h e b o u n d ari es of pr o k ar y oti c m or p h ol o gi c al 

c o m pl e xit y. A d diti o n all y, it p os e d f urt h er q u e sti o ns o n h o w t h e s e or g a nis ms ar e s o s u c c e ssf ul a n d a b u n d a nt 

d e s pit e t h eir o b vi o us di s a d v a nt a g e s i n t er ms of s urf a c e-t o- v ol u m e r ati o ( Y o u n g 2 0 0 6).  

Ar c h a e al c ells l a c k p e pti d o gl y c a n, a n d i nst e a d, ar e s urr o u n d e d b y a ri gi d pr ot ei n a c e o us s urf a c e l a y er 

( c o m m o nl y k n o w n a s S-l a y er). T his s urf a c e l a y er is n or m all y c o m p os e d of o n e or t o pr ot ei ns ( or 

gl y c o pr ot ei ns), t h at or g a ni z e i n diff er e nt l atti c e s ( R o dri g u e s- Oli v eir a et al. 2 0 1 7). I n h al o ar c h a e a, m ost 

or g a ni s m s e x hi bit a S-l a y er gl y c o pr ot ei n or g a ni z e d i n h e x a g o n al l atti c e a n d c o m pl e m e nt e d wit h p e nt a m eri c 

d ef e cts i n hi g hl y c ur v e d ar e a s of t h e c ell, f urt h er pr o vi di n g c o nti n uit y t o t h e c ell s urf a c e, a s it h a s b e e n r e c e ntl y 

s h o w n i n at o mi c-r e s ol uti o n d es cri pti o ns of H. v ol c a nii  n ati v e c ell s ( v o n K ü g el g e n, Al v a, a n d B h ar at 2 0 2 1) 

H al o ar c h a e a e x hi bit a wi d e r a n g e of m et a b olis ms. T h e m aj orit y ar e o x y g e ni c h et er otr o p hs or 

p h ot o h et er otr o p hs ( b y e n c o di n g r h o d psi ns f or e n er g y c o ns er v ati o n) t h at d e gr a d e s u g ars t hr o u g h cl a ssi c 

gl y c ol ysis a n d s o m e m o difi e d v ersi o n of t h e E nt n er- D o u d er off ( E D) p at h w a y ( S utt er et al. 2 0 1 6). M a n y c a n 

dir e ctl y gr o w o n si m pl e c ar b o n s o ur c e s s u c h a s gl y c er ol, w hi c h is hi g hl y a b u n d a nt i n h y p ers ali n e 

e n vir o n m e nt s d u e t o its us e a s c o m p ati bl e s ol ut e b y ot h er or g a ni s m s ( K a uri, W all a c e, a n d K us h n er 1 9 9 0; Z h o u 

et al. 2 0 0 8). Alt er n ati v el y, t h e ar c h a e o n H. v ol c a nii c a n gr o w o n a c et at e a s s ol e c ar b o n s o ur c e, w hi c h u n d er 
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a er o bi c c o n diti o ns is c o m m o nl y e x cr et e d a s w a st e pr o d u ct a n d c a n i n hi bit t h e gr o wt h of s o m e or g a ni s m s at 

hi g h c o n c e ntr ati o ns ( K u pr at et al. 2 0 2 0).  

U n d er a n a er o bi c c o n diti o ns, m e m b ers of t h e H al o b a ct eri a c e a e f a mil y c a n n or m all y gr o w b y f er m e nt ati o n of 

ar gi ni n e a n d usi n g alt er n ati v e el e ctr o n a c c e pt ors, s u c h a s nitr at e i n t h e c a s e of t h e ar c h a e o n H. m e dit e r r a n ei  

( Ll e d ó et al. 2 0 0 4). A d diti o n all y, s ulf ur c o m p o u n d c a n b e us e d a s alt er n ati v e el e ctr o n a c c e pt ors, s u c h a s 

di m et h yl s ulf o xi d e ( D M S O) or el e m e nt al s ulf ur ( S or o ki n et al. 2 0 1 6; Qi et al. 2 0 1 6). 

O n e p arti c ul ar or g a nis m,  H al of e r a x v ol c a nii, h a s b e e n t h e s u bj e ct of e xt e nsi v e r e s e ar c h i n v ari o us ar e a s d uri n g 

t h e p a st d e c a d e s, b e c a us e H. v ol c a nii  is e a s y t o c ulti v at e a n d c a n gr o w u n d er a er o bi c or a n a er o bi c c o n diti o ns. 

A d diti o n all y, a n u m b er of g e n eti c a n d bi o c h e mi c al t o ols h a v e b e e n d e v el o p e d t o st u d y its p h ysi ol o g y a n d 

g e n eti c s, tr a nsf or mi n g it i nt o a m o d el or g a ni s m f or h al o ar c h a e a ( P o hls c hr o d er a n d S c h ul z e 2 0 1 9). T h e st u d y 

of t his ar c h a e o n h a s pr o vi d e d i nsi g ht s i nt o m e c h a nis ms of D N A r e pli c ati o n, tr a ns cri pti o n al r e g ul ati o n a n d c ell 

di vi si o n, m or p h ol o g y a n d s urf a c e or g a ni z ati o n ( v o n K ü g el g e n, Al v a, a n d B h ar at 2 0 2 1; Br e u ert et al. 2 0 0 6). 

2. 7 T h e vi r us c o n c e pt a n d t a x o n o mi c o r g a ni z ati o n  

Lif e a s w e k n o w it c e nt ers ar o u n d t h e r e pli c ati o n a n d tr a ns missi o n of g e n eti c i nf or m ati o n i n s o m e f or m of 

n u cl ei c a ci ds t o t h e offs pri n g. C ells c o nt ai n di sti n cti v e u nit s of r e pli c ati o n wit h a d e gr e e of a ut o n o m y, s u c h a s 

a c hr o m os o m e or a n e pis o m al el e m e nt li k e a pl as mi d (J a c o b, Br e n n er, a n d C u zi n 1 9 6 3). H o w e v er n ot all 

g e n eti c el e m e nts ar e u n d er t h e c e ntr ali z e d c o ntr ol of t h e c ell ul ar r e pli c ati o n m a c hi n er y, a n d t h es e s e mi-

a ut o n o m o us g e n eti c el e m e nt s, k n o w n as m o bil e g e n eti c el e m e nt ( or M G Es), e xi st wit hi n t h e g e n e p o ols of 

al m ost e v er y or g a nis m. T h e s e el e m e nts oft e n h a v e t h eir o w n r e g ul ati o n a n d tr a ns missi o n m e c h a ni s m, a n d 

gi v e n t h at t h e y o p er at e at l e a st p artl y i n d e p e n d e nt, t h e y ar e disti n ct u nits of e v ol uti o n a n d f oll o w t h eir o w n 

e v ol uti o n ar y tr aj e ct ori e s ( K o o ni n a n d St ar o k a d o ms k y y 2 0 1 6). T h e di v ersit y of r e pli c at ors a n d t h eir g e n eti c 

c o nt e nt is i n cr e di bl y hi g h a n d t h e att e m pts t o or g a ni z e a n d diff er e nti at e M G Es fr o m b o n a fi d e vir u s es u n d er 

stri ct b o u n d ari e s h a s oft e n f ail e d, b e c a us e i n t h e g e n eti c s p a c e of M G Es, n o g e n es ar e u ni v ers al t o all vir us e s 

( K o o ni n, S e n k e vi c h, a n d D olj a 2 0 0 6).  

T h e n, h o w d o w e diff er e nti at e a n y gi v e n M G E fr o m a vir us ? 

I n a si m plifi e d w a y, vir us e s ar e m ol e c ul ar p ar asit e s e ss e nti all y c o m p os e d of n u cl ei c a ci ds (si n gl e or d o u bl e 

str a n d e d D N A or R N A) a n d a n e n v el o p e, t y pi c all y a pr ot ei n s h ell c all e d c a psi d, or a li pi d m e m br a n e d e c or at e d 

wit h viri o n pr ot ei ns. Stri ctl y, vir us e s ar e d efi n e d i n t h e I nt er n ati o n al C o d e of Vir us Cl a ssifi c ati o n a n d 

N o m e n cl at ur e (I C V C N) a s:  
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“ … a t y p e of M G Es t h at e n c o d e at l e ast o n e pr ot ei n t h at is a m aj o r c o m p o n e nt of t h e viri o n e n c asi n g t h e 

n u cl ei c a ci d of t h e r e s p e cti v e M G E a n d t h e r ef o r e t h e g e n e e n c o di n g t h e m aj or viri o n pr ot ei n its elf; or M G E s 

t h at a r e cl e arl y d e m o nstr a bl e t o b e m e m b e rs of a li n e of e v ol uti o n ar y d e s c e nt of s u c h m aj or viri o n pr ot ei n-

e n c o di n g e ntiti e s. ”  

T h us, t h e d efi ni n g c h ar a ct eristi c of a vir us i s t h at it e n c o d e s at l e a st o n e pr ot ei n t h at f or ms t h e vir al p arti cl e 

( viri o n), w hi c h c o nf ers t h e a bilit y t o tr a n sf er it s g e n eti c i nf or m ati o n; or, t h at t h e m o bil e g e n eti c el e m e nt i n 

q u e sti o n is a dir e ct d e s c e n d a nt of a li n e a g e t h at w e r e c o g ni z e as a tr u e vir us. 

Vir al g e n o m e s u s u all y c o nsi st of disti n ct str u ct ur al a n d r e pli c ati o n m o d ul e s t h at fr e q u e ntl y r e c o m bi n e wit h 

e a c h ot h er a n d ot h er M G Es. T h er ef or e, it is n ot r ar e t h at w e oft e n s e e diff er e nt r e pli c ati o n str at e gi e s wit hi n a 

si n gl e gr o u p of vir us e s. T hi s o bs er v ati o n, t o g et h er wit h t h e a bs e n c e of h all m ar k g e n e s c o ns er v e d a cr oss t h e 

f ull vir al s p e ctr a d u e t o t h eir diff er e nt e v ol uti o n ar y ori gi ns, h a v e b e e n m aj or r o a d bl o c ks o n t h e w a y t o 

g e n er ati n g a c o nsist e nt a n d c o h er e nt t a x o n o mi c cl a s sifi c ati o n of vir us e s. 

D e s pit e t hi s, r e c e nt eff ort s t o or g a ni z e vir al di v ersit y t hr o u g h t h e i d e ntifi c ati o n a n d e v ol uti o n ar y a n al ys e s of 

vir al h all m ar k g e n e s h as yi el d e d a m or e r o b ust a n d c o h er e nt cl a ssifi c ati o n t h a n t h e pr e vi o us n u cl ei c a ci d-

b a s e d ( B alti m or e cl a ssifi c ati o n) or o p er ati o n al d efi niti o n- b a s e d cl a s sifi c ati o ns. T his all o w e d t h e i d e ntifi c ati o n 

of at l e a st si x s u p er vir al h all m ar k g e n es ( V H G s), w hi c h e n c o d e str u ct ur al vir al pr ot ei ns, a s w ell a s pr ot ei ns 

i n v ol v e d i n g e n o m e r e pli c ati o n ( K o o ni n et al. 2 0 2 0).  

 

Fi g u r e 3 : R e pr es e nt ati o n of t h e 6 “ s u p er vir al h all m ar k g e n es ” i n vir us g e n o m es of t h e s e v e n B alti m or e cl as s es. A d a pt e d fr o m ( K o o ni n et al., 

2 0 2 0). Ri b b o n di a gr a ms of t h e r e pr es e nt ati v e pr ot ei n str u ct ur es s h o w t h e “ s u p er vir al h all m ar k pr ot ei ns ”. T h e li n es c o n n e ct t h e pr ot ei ns wit h t h e 

vir us es of B Cs i n w hi c h t h e y ar e pr es e nt. T h e t hi c k n ess of e a c h c o n n e cti n g li n e r o u g hl y r efl e cts t h e a b u n d a n c e of a gi v e n “ s u p er h all m ar k ” g e n e 

i n a gi v e n B C. T h e si x h all m ar k g e n es e n c o d e t h e f oll o wi n g pr ot ei ns: DJ R- C P, d o u bl e-j ell y-r oll c a psi d pr ot ei n; R C R E, r olli n g- cir cl e r e pli c ati o n 

(i niti ati o n) e n d o n u cl e a s e; R d R p, R N A- dir e ct e d R N A p ol y m er as e; R T, r e v er s e tr a ns cri pt as e; S 3 H, s u p erf a mil y 3 h eli c as e; SJ R- C P, si n gl e-j ell y-

r oll c a psi d pr ot ei n.  
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T h e p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi p s of t h es e s u p er h all m ar k g e n es i n c o m bi n ati o n wit h g e n e s h ari n g n et w or k 

a n al ysis h a s l ai d t h e f o u n d ati o ns t o t h e est a blis h m e nt of f o ur vir al r e al m s: Ri b o vi ri a , M o n o d n a viri a , 

V ari d n a viri a , a n d D u pl o d n a viri a  ( K o o ni n et al. 2 0 2 0). S u bs e q u e ntl y, t w o a d diti o n al vir al r e al ms h a v e b e e n 

a d d e d t o a c c o u nt f or or p h a n cl a d es t h at h a v e diff er e nt e v ol uti o n ar y hist ori es a n d f or m t h eir o w n li n e a g es. T h e 

r e al m Ri b oz y viri a  w a s cr e at e d t o a c c o u nt f or h e p atiti s D vir us ( H D V), w hi c h d e p e n ds o n h e p atitis B vir us a s 

a h el p er, h a s a ri b o z y m e- c o nt ai ni n g n e g ati v e-s e ns e si n gl e-str a n d e d cir c ul ar R N A g e n o m e a n d e n c o d e s a 

pr ot ei n t h at bi n ds t h e g e n o mi c R N A f or mi n g a ri b o n u cl e o pr ot ei n c o m pl e x ( S zir o vi c z a 2 0 2 2). T h e s e c o n d 

r e al m a d d e d w a s t h e A d n a vi ri a , w hi c h c o nt ai ns ar c h a e al fil a m e nt o us vir us es t h at dis pl a y a li n e ar A-f or m 

ds D N A g e n o m e, a n d t h eir c a psi d pr ot ei ns t h at b el o n g t o i n d e p e n d e nt li n e a g es, n ot r el at e d t o ot h er vir us e s 

( Kr u p o vi c et al. 2 0 2 1).  

Alt o g et h er, t h e distri b uti o n of V H G s a n d r e al m or g a ni z ati o n p oi nt o n c e m or e t o w ar ds a p ol y p h yl eti c n at ur e 

of vir us e s, a n d s u g g e sts t h at t h e y li k el y e m er g e d fr o m m ulti pl e i n d e p e n d e nt e v ol uti o n ar y e v e nts.  

2. 8 Vi r us o ri gi n a n d e v ol uti o n 

As dis c uss e d a b o v e, vir us e s d o n ot s h ar e a u ni v ers al h all m ar k g e n e, a n d t h er ef or e it is li k el y t h at t h e y h a d 

diff er e nt e v ol uti o n ar y ori gi n s. A c c or di n gl y, at l e a st t hr e e m aj or h y p ot h e sis h a v e b e e n pr o p os e d t o e x pl ai n t h e 

ori gi n of vir us e s ( F ort err e 2 0 0 6). T h e vir us first h y p ot h e si s ( or vir us w orl d) pr o p os e s t h at vir us es pr e c e d e d 

t h e c ell ul ar e ntiti e s, a n d t h at t h e y ar e s o m e h o w i nt er m e di ari e s b et w e e n t h e pr e bi oti c a n d c ell ul ar lif e. T h e 

r e d u cti o n h y p ot h e si s, p ost ul at e s t h at vir us es ar e a ct u all y e xtr e m e c a s e s of g e n o m e r e d u cti o n of c ell ul ar f or ms, 

w hi c h b e c a m e o bli g at e d i ntr a c ell ul ar p ar asit e s a n d l ost t h eir ri b os o m al a n d ot h er u n n e c ess ar y f e at ur es. Fi n all y, 

t h e e s c a p e h y p ot h esis st at e s t h at vir us e s ori gi n at e d i n m ulti pl e o c c a si o ns fr o m s elfi s h M G Es, w hi c h a c q uir e d 

str u ct ur al pr ot ei ns fr o m t h eir h osts a n d a d o pt e d a n i nf e cti o us b e h a vi or. Gi v e n vir al di v ersit y a n d p ol y p h yl y, 

it i s pl a usi bl e t h at m or e t h a n o n e, if n ot all or a c o m bi n ati o n of t h e pr o p os e d s c e n ari os gi v e ris e diff er e nt gr o u p 

of vir us e s, h o w e v er, it is u nli k el y t h at b o n a fi d e vir us e s w er e a bl e t o e xist wit h o ut a h ost.  

C o ns e q u e ntl y, h y bri d m o d els f or t h e ori gi n of vir us e s h a v e b e e n pr o p os e d, s u c h a s a c hi m eri c ori gi n f or 

vir us e s. I n t hi s s c e n ari o, t h e r e pli c ati o n m a c hi n er y of M G E s w as li k el y pr es e nt b ef or e c ell ul ar lif e ar os e, a s 

m a n y vir al or M G E- d eri v e d r e pli c ati o n pr ot ei ns d o n ot h a v e h o m ol o gs i n t h eir c ell ul ar c o u nt er p art s. If tr u e, it 

is wit hi n r e a s o n t o s u g g e st t h at at l e a st s o m e gr o u p of vir us e s ar os e fr o m t h e r e cr uit m e nt a n d a d a pt ati o n of 

c ell ul ar pr ot ei ns b y a n M G E ( Kr u p o vi c, D olj a, a n d K o o ni n 2 0 1 9).  

F urt h er e vi d e n c e f or t hi s is t h at s o m e of t h e m ost c o m m o n c a psi d pr ot ei ns s e e m t o h a v e e v ol v e d fr o m s o m e 

c ell ul ar a n c e st or. S u c h it is t h e c as e f or c a psi d pr ot ei ns fr o m t h e li n e a g e of t h e si n gl e j ell yr oll ( SJ R) f ol d, 

w hi c h ar e t h e m ost c o m m o n a m o n g ( +) R N A a n d ss D N A vir us e s. Str u ct ur al c o m p aris o n of t h e s e pr ot ei ns 
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r e v e al e d t h at t h e y ar e si mil ar t o D J R d o m ai ns fr o m at l e a st f o ur m aj or gr o u ps of pr ot ei ns: s u g ar bi n di n g 

e n z y m e s ( gl y c os yl h y dr ol a s e s), s u btili si n-li k e pr ot e a s e s, n u cl e o pl a s mi ns ( m ol e c ul ar c h a p er o n e s) a n d 

c yt o ki n e s of t h e T N F s u p erf a mil y ( Kr u p o vi c a n d K o o ni n 2 0 1 7). T h e d o u bl e j ell yr oll f ol d, w hi c h i s pr es e nt i n 

a l ar g e v ari et y of ds D N A vir us e s, h a s b e e n pr o p os e d t o h a v e e v ol v e d t hr o u g h g e n e d u pli c ati o n of SJ R c a psi d 

g e n e s. T hi s, t o g et h er wit h t h e f a ct t h at t h e SJ R f ol d is wi d es pr e a d i n a l ar g e di v ersit y of c ell ul ar e n z y m e s, 

s p e a ks t o a n a n c e str al ori gi n, w hi c h pl a c es t h e r e cr uit m e nt of t his f ol d s h ortl y aft er t h e e m er g e n c e of c ell ul ar 

lif e.  

R e g ar dl e s s of t h e i n di vi d u al e v ol uti o n ar y tr aj e ct ori e s of e a c h gr o u p of vir us e s, o n e f a ct st a n ds o ut, as it i s 

u n mi st a k a bl e t h at t h e e v ol uti o n ar y hist or y of vir us e s is h e a vil y i nt ert wi n e d wit h t h e o n e off n o n- vir al m o bil e 

g e n eti c el e m e nts. Wit h c a psi dl e ss M G Es n ot o nl y pl a yi n g a k e y r ol e i n t h e o ns et of vir us e s, b ut al s o 

i nt er a cti n g, c o e v ol vi n g a n d a cti v el y r e c o m bi ni n g wit h vir us e s t o d a y, a s t h e y all s h ar e si mil ar ni c h es a s 

i ntr a c ell ul ar g e n eti c p ar asit e s.  

2. 9 E c ol o gi c al r ol es of vi r us e s a n d t h ei r lif e st yl e s 

Or g a nis ms fr o m e v er y br a n c h of t h e tr e e of lif e, r e g ar dl e s s of t h eir e c os yst e m, g e n o mi c r e p ert oir e or lif e st yl e, 

ar e s u bj e ct t o vir al i nf e cti o n, a n d h y p ers ali n e e n vir o n m e nt ar e n ot a n e x c e pti o n. Wit h a n e sti m at e d of 4. 8 x 1 0 3 0  

vir us e s o n t h e pl a n et, vir al p arti cl e s o ut n u m b er c ells i n r ati os ar o u n d 0. 1 t o 3 0: 1 vir us-t o- mi cr o b e i n m ost 

e n vir o n m e nt s ( C o bi á n G ü e m e s et al. 2 0 1 6). T h e s e hi g h a b u n d a n ci e s ar e a pr o d u ct of vir us e s a cti v el y 

r e pli c ati n g a n d r el e a si n g i nt o t h e e n vir o n m e nt vi a l ysis of t h eir h ost c ell s or a n ot h er alt er n ati v e m e c h a ni s m. 

T h us, vir us e s str o n gl y i nfl u e n c e t h e c o m m u nit y c o m p ositi o n a n d t h e r el e as e of i ntr a c ell ul ar c o nt e nt u p o n l ysis 

of t h e h ost ( Wil h el m a n d S uttl e 1 9 9 9). H o w e v er, vir us es tr a ns mitti n g t h eir g e n o m e i n viri o ns c o m pri s e o nl y 

a p orti o n of t h e vir os p h er e i n a n e n vir o n m e nt, a s a n u m b er of vir us e s ar e i ntr a c ell ul ar ( as e pis o m al or 

i nt e gr at e d g e n eti c el e m e nts) a n d u n d er g oi n g diff er e nt lif e c y cl e s t h at mi g ht n ot a c c o u nt t o vir us p arti cl e 

a b u n d a n c e i n t h e e n vir o n m e nt at a gi v e n ti m e.  

Vir us e s ar e a cti v el y p arti ci p ati n g i n h ori z o nt al g e n e tr a nsf er, p arti c ul arl y w h e n u n d er g oi n g a l ys o g e ni c c y cl e, 

i n w hi c h t h e g e n o m e of t h e vir us is i nt e gr at e d i nt o t h e h ost c hr o m os o m e a n d is i n h erit e d al o n g wit h t h e h ost 

g e n eti c m at eri al b y t h e off s pri n g. Alt er n ati v el y t o t hi s v erti c al tr a n s mis si o n of t h e vir us, u p o n i n d u cti o n, t h e 

vir al g e n o m e c a n b e e x cis e d a n d e nt er t h e l yti c c y cl e, w hi c h oft e n r e s ults i n t h e i n c or p or ati o n of h ost g e n e s 

t h at c a n b e tr a ns mitt e d t o a n e w h ost. G e n e tr a nsf er m e di at e d b y vir us e s is c all e d tr a ns d u cti o n, a n d it c a n o c c ur 

i n a r a n d o m or s p e cifi c m a n n er. I n g e n er ali z e d tr a ns d u cti o n, a n y gi v e n p orti o n of t h e h ost g e n o m e c a n b e 

p a c k a g e d i n t h e vir al p arti cl e. C o n v ers el y, i n s p e ci ali z e d tr a ns d u cti o n, o nl y t h e r e gi o ns a dj a c e nt t o t h e 

i nt e gr ati o n sit e of t h e vir al g e n o m e ar e c arri e d al o n g a n d e n cl o s e d i n t o t h e c a psi d ( S o u c y, H u a n g, a n d 

G o g art e n 2 0 1 5).  
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T his di c h ot o m y b et w e e n l ysi s a n d l ys o g e n y h a s b e e n t h e pr e v al e nt fr a m e w or k i n t h e st u d y of pr o k ar y oti c 

vir us e s, b e c a us e t h e s e m e c h a nis ms h a v e b e e n e xt e nsi v el y st u di e d f or b a ct eri o p h a g e s. H o w e v er, n at ur e its elf 

is r ar el y di c h ot o mi c b ut r at h er a c o m pl e x mi xt ur e of tr ait s t h at, w h e n pr o p erl y s a m pl e d, r e v e al s m or e of a 

c o nti n u u m t h a n dis cr et e u nits. I n t hi s r e g ar d, vir al lif e c y cl es ar e n ot t h e e x c e pti o n a n d t h eir lif e str at e gi e s ar e 

at l e ast a s v a st a n d di v ers e a s t h e o n e s of t h e h ost s t h e y i nf e ct. O n e e x a m pl e of t his di v ersit y is ps e u d ol ys o g e n y, 

w h er e t h e vir us n u cl ei c a ci ds ar e n eit h er i nt e gr at e d i nt o t h e h ost a s a pr o vir us, n or r el e a s e d i nt o t h e s u p er n at a nt 

a s p arti cl e s t hr o u g h a l yti c c y cl e, wit h t h e vir al g e n o m e m ostl y r e pli c ati n g a s y n c hr o n o usl y t o t h e h ost 

c hr o m os o m e ( Ri p p a n d Mill er 1 9 9 8). T his u n c o u pli n g t o t h e c ell c y cl e a n d di visi o n l e a ds t o a n a s y m m etri c al 

i n h erit a n c e of t h e vir us b y t h e d a u g ht er c ells a n d mi x e d p o p ul ati o ns, w er e o nl y a fr a cti o n of t h e off s pri n g 

c arri es t h e vir al g e n o m e a n d ar e oft e n r esi st a nt t o n e w i nf e cti o ns ( C e n e ns et al. 2 0 1 5). Diff er e nt si g n als h a v e 

b e e n s u g g est e d t o tri g g er t hi s m e c h a nis m, s u c h a s n utri e nt d e pl eti o n or t h e l a c k of r e s p o ns e t o S O S-tri g g eri n g 

i n d u c ers, h o w e v er, n o n e of t h e m ar e c o n cl usi v e, a n d it is still u p f or d e b at e w h et h er ps e u d ol ys o g e n y is a d e 

f a ct o lif e st yl e or j ust s n a ps h ots of a diff er e ntl y r e g ul at e d l ys o g e ni c c y cl e ( M ä nt y n e n et al. 2 0 2 1).  

T h e m ost pr o mi n e nt e x a m pl e of alt er n ati v e lif e c y cl e s ar e c hr o ni c i nf e cti o ns, w h er e viri o n r el e a s e d o es n ot 

r es ult i n h ost c ell l ysi s, b ut r at h er vir al p arti cl es ar e s e cr et e d c o nti n u o usl y t hr o u g h t h e h ost m e m br a n e. T hi s 

p arti c ul ar lif est yl e i s v er y c o m m o n i n m ulti c ell ul ar e u k ar y ot e s, w h er e f or e x a m pl e it h a s b e e n esti m at e d t h at 

e v er y h u m a n h ar b ors b et w e e n 8 a n d 1 2 diff er e nt c hr o ni c i nf e cti n g vir us e s at a n y gi v e n ti m e e v e n if n o 

s y m pt o m s of dis e a s e ar e dis pl a y e d ( Vir gi n, W h err y, a n d A h m e d 2 0 0 9). Vir us e s t h at g e n er at e c hr o ni c 

i nf e cti o ns i n e u k ar y ot e s ar e oft e n a bl e t o e st a bli s h r el ati v el y l o n g-t er m r el ati o ns hi ps wit h t h eir h osts, a s vir al 

a n d h ost g e n e s c o e v ol v e, a n d vir al g e n e s a n d h ost i m m u n e s yst e m t e n d t o b al a n c e e a c h ot h er. It is al s o w ell 

d o c u m e nt e d t h at vir us e s h a v e pl a y e d a k e y r ol e i n t h e e v ol uti o n of e u k ar y ot e s as a p pr o xi m at el y 9 % of t h e 

h u m a n g e n o m e c o nsists of e n d o g e n o us r etr o vir al D N A ( R y a n 2 0 1 6). I n e u k ar y ot e s, it is oft e n t h e c a s e t h at 

c hr o ni c vir us e s i nf e ct a p arti c ul ar c ell li n e wit hi n t h e or g a ni s m, a n d oft e n fi n d m e c h a nis ms t o p ersist or e v a d e 

t h e i m m u n e r es p o ns e of t h e h ost a n d r e pli c at e at l o w r at e s. T h e r el e v a n c e of m a n y of t h e s e vir us e s i n t h e 

m e di c al or a gri c ult ur al fi el ds h a v e l e d t o a r el ati v el y r o b ust b o d y of pr a cti c al a n d t h e or eti c al b o d y of w or k o n 

vir us- h ost i nt er a cti o ns a n d t h e e v ol uti o n of c hr o ni c vir us e s.  

H o w e v er, it is u n mi st a k a bl e t h at t h e s e t y p e s of i nf e cti v e c y cl e s m ust f a c e e xtr e m el y diff er e nt c o n diti o n i n 

pr o k ar y oti c c ell s, gi v e n t h e i n h er e nt u ni c ell ul ar v ers us m ulti c ell ul ar n at ur e of pr o k ar y ot e s a n d e u k ar y ot e s. 

T h us, w hil e o ur k n o wl e d g e of t h e m ol e c ul ar m e c h a nis ms b e hi n d l yti c a n d l ys o g e ni c i nf e cti o ns is r el ati v el y 

s o u n d, o ur u n d erst a n di n g of c hr o ni c i nf e cti o ns of vir us e s i n pr o k ar y ot e s i n s c ar c e. 

T h e first i d e ntifi e d vir us e s b ei n g r el e a s e d wit h o ut i m p airi n g h ost gr o wt h i n pr o k ar y ot e s w er e fil a m e nt o us 

p h a g e s i nf e cti n g E. c oli K 1 2 al m ost 6 0 y e ars a g o ( H off m a n n- B erli n g a n d M a z é 1 9 6 4). T h es e vir us e s p oss ess 

a n o n- e n v el o p e d fil a m e nt o us m or p h ol o g y wit h a cir c ul ar ss D N A g e n o m e a n d ar e t o d a y cl a ssifi e d i nt o t h e 
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I n o vi ri d a e f a mil y ( K n e z e vi c a n d A dri a e nss e ns 2 0 2 1). T h e s e vir us e s (i n o vir us e s) r e pli c at e vi a t h e r olli n g- cir cl e 

m e c h a ni s m a n d eit h er e xi st a s e pis o m al el e m e nts or i nt e gr at e i nt o t h e h o st g e n o m e. U ntil r e c e ntl y o nl y a 

h a n df ul of is ol at e s w er e k n o w n, a n d t h e y w er e t h o u g ht t o b e m or e of a r arit y, h o w e v er, c o m pr e h e nsi v e gl o b al 

m et a g e n o mi c st u di e s h a v e s h o w n t h at i n o vir us es ar e a ct u all y distri b ut e d a cr oss all bi o m e s o n E art h ( R o u x et 

al. 2 0 1 9). W hil e t h e m aj orit y i nf e ct G a m m a a n d B et a pr ot e o b a ct eri a, t h e s e vir us e s c o u nt a m o n g t h eir h osts’ 

m e m b ers of at l e a st 2 2 diff er e nt b a ct eri al p h yl a a n d p ot e nti all y e v e n m e m b ers of t h e ar c h a e al d o m ai n; 

s u g g esti n g t h e y c o ul d h a v e e c ol o gi c al a n d e v ol uti o n ar y i nfl u e n c e a cr oss t h e e ntir e pr o k ar y oti c di v ersit y. 

A n ot h er e x a m pl e ar e pl e o m or p hi c vir us e s i nf e cti n g m y c o pl as m a s p e ci e s, w h o h a v e b e e n s h o w n t o e xit t h e 

c ell wit h o ut l ysi s of t h e h ost usi n g a b u d di n g-li k e pr o c e ss ( M a nil off, D a s, a n d C hrist e ns e n 1 9 7 7; D y b vi g et 

al. 1 9 8 5). D e s pit e t h e s e w ell-st u di e d e x a m pl e s, c hr o ni c i nf e cti n g vir us e s i n b a ct eri a r e pr es e nt a s m all fr a cti o n 

of t h e vir os p h er e, wit h m ost b a ct eri al vir us e s e x hi biti n g l yti c or t e m p er at e i nf e cti o n c y cl es. C o n v ers el y, t h e 

ar c h a e al vir os p h er e pr e s e nts a diff er e nt l a n ds c a p e wit h a n u m b er of ar c h a e a- e x cl u si v e vir al f a mili e s t h e e xit 

t h e h ost wit h o ut l ysis of t h e h ost a n d c a us e c hr o ni c i nf e cti o ns.   

2. 1 0 Vi r us e s of a r c h a e a 

T h e st u d y of ar c h a e a h as b e e n br o u g ht t o t h e s p otli g ht i n t h e l a s f e w d e c a d es, dri v e n i n p art b y t h e r e ali z ati o n 

t h at t h e y ar e wi d e s pr e a d i n e v er y e n vir o n m e nt a n d t h at t h e y pl a y k e y r ol e s i n bi o g e o c h e mi c al c y cl e s. 

C o ns e q u e ntl y, o ur u n d erst a n di n g of ar c h a e al vir us e s h as als o i n cr e a s e d a n d vir us e s fr o m b ot h e xtr e m e 

e n vir o n m e nt s ( e. g. h y p ert h er m o p hili c a n d h al o p hili c), a n d t e m p er at e e n vir o n m e nts ( e. g. s oil a n d t h e m ari n e 

s yst e ms) h a v e b e e n is ol at e d a n d c h ar a ct eri z e d. N e v ert h el e ss, t h e n u m b er of is ol at e d ar c h a e al vir us e s ( ~ 2 0 0) 

still tr ails b e hi n d t h e n u m b er of is ol at e d b a ct eri al vir us e s b y at l e a st o n e or d er of m a g nit u d e. T h us, t h e bi ol o g y 

a n d m e c h a nis m s of i nt er a cti o n b et w e e n ar c h a e al vir us e s a n d t h eir h osts r e m ai n u n d erst u di e d. Stri ki n gl y, t h e s e 

vir us e s di s pl a y a n u n pr e c e d e nt e d m or p h ol o gi c al a n d g e n eti c di v ersit y a n d a n u m b er of d e s cri b e d vir us e s f or 

t h eir o w n li n e a g e s t h at i nf e ct u ni q u el y m e m b ers of t h e ar c h a e al br a n c h ( Pr a n gis h vili et al. 2 0 1 7). 

2. 1 0. 1 I c os a h e d r al vi r us es 

T h e m ost oft e n is ol at e d ar c h a e al vir us e s pr e s e nt cl a ssi c t ail e d m or p h ol o g y c o nsi st e nt wit h t h e ot h er m e m b ers 

of t h e C a u d o viri c et e s cl a s s. C o ns e q u e ntl y, t h eir str u ct ur al m o d ul e is hi g hli g ht e d b y c a psi ds pr es e nti n g t h e 

H K 9 7 f ol d-t y p e, t h e g e n e s r e q uir e d f or t h e f or m ati o n of t h e n e c k, t ail a n d t ail fi b ers; al o n g wit h t h e D N A-

p a c k a gi n g m a c hi n er y, w hi c h is c o m m o nl y m e di at e d b y t h e t er mi n a s e e n z y m e (s m all a n d l ar g e s u b u nit s) ( L u k 

et al. 2 0 1 4). T ail e d vir us es h a v e b e e n e xt e nsi v el y r es e ar c h e d i n b a ct eri al h osts a n d m ostl y p erf or m s o m e f or m 

of t h e l yti c or l ys o g e ni c c y cl e s. F or y e ars, t ail e d ar c h a e al vir us e s w er e s e e n a s m e m b ers of t h e s a m e cl a d e s a s 

t h eir b a ct eri al c o u nt er p arts ( a pr o d u ct of m or p h ol o g y- dri v e n cl a ssifi c ati o n). H o w e v er, r e c e nt st u di e s h a v e 

s h o w n t h at t h e y f or m s e p ar at e d li n e a g e s a n d i nst e a d s h o ul d b e cl a s sifi e d i n at l e a st 1 4 n e w f a mili e s., F urt h er 
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e vi d e n c e of t h eir wi d e s pr e a d distri b uti o n a cr oss e v er y E art h bi o m e, hi g hli g hts o n c e a g ai n t h eir e c ol o gi c al 

r el e v a n c e ( Y. Li u et al. 2 0 2 1).  

T h er e ar e at l e a st t w o ot h er vir al li n e a g e s of t aill e ss i c os a h e dr al vir us e s t h at w er e c o nsi d er e d t o b e s h ar e d 

b et w e e n b a ct eri a a n d ar c h a e a d u e t o t h e si mil ar m or p h ol o g y, t h e S p h a e r oli p o viri d a e  a n d T u rri viri d a e  f a mili e s. 

M e m b ers of t h e S p h a e r oli p o viri d a e ar e c h ar a ct eri z e d b y s m all viri o ns t h at i n cl u d e a pr ot ei n-ri c h i nt er n al li pi d 

m e m br a n e. T h e y als o e n c o d e a si n gl e-j ell y-r oll ( SJ R) c a psi d pr ot ei n a n d i nf e ct m e m b ers of t h e h al o ar c h a e a 

t hr o u g h l yti c c y cl e s ( D e mi n a et al. 2 0 2 3). T h e m e m b ers of t h e T u rri viri d a e als o pr e s e nt a n i nt er n al li pi d 

m e m br a n e, s urr o u n d e d b y a n i c os a h e dr al c a psi d of SJ R-li k e m aj or c a psi d pr ot ei ns. P arti cl e s ar e d e c or at e d 

wit h t urr et s ( h e n c e t h e n a m e), w hi c h ar e als o b uilt fr o m a s u c c e ssi o n of f us e d SJ R-t y p e pr ot ei ns ( V e e sl er et 

al. 2 0 1 3) a n d t h e y al s o p erf or m l yti c c y cl e s o n t h eir S ulf ol o b us  h ost s ( Br u mfi el d et al. 2 0 0 9). 

N ot a bl y, a m o n g i c os a h e dr al viri o ns, t h e P ort o gl o b o vi ri d a e o c c u pi e s a u ni q u e pl a c e a m o n g ar c h a e al ( a n d 

b a ct eri al) vir us e s. M e m b ers of t his gr o u ps p a c k a g e t h e cir c ul ar g e n o m e c o n d e ns e d i n t h e A-f or m ar o u n d a 

n u cl e o pr ot ei n ( F. W a n g et al. 2 0 1 9). T his c o m pl e x i s s urr o u n d e d b y a li pi d m e m br a n e a n d a si n gl e SJ R c a psi d 

pr ot ei n, a n d t h e p arti cl es ar e pr o p os e d t o b e r el e a s e d wit h o ut l ysis of t h e h ost ( Y. Li u et al. 2 0 1 7). 

 

2. 1 0. 2 Fil a m e nt o us vi r us e s 

T h e st u d y of ar c h a e al vir us e s h a s als o c o ntri b ut e d wit h n u m er o us vir al gr o u ps t h at d o n ot pr es e nt t h e 

wi d e s pr e a d i c os a h e dr al m or p h ol o g y ( Fi g ur e 4). A m o n g t h e s e ar e fil a m e nt o u s vir us e s fr o m t h e af or e m e nti o n e d 

r e c e ntl y r e c o g ni z e d A d n a viri a r e al m, w h os e m e m b ers ar e gl o b all y distri b ut e d i n t h er m o p hili c e n vir o n m e nt s 

( B a q u er o, C o nt ursi, et al. 2 0 2 0). U nli k e fil a m e nt o us p h a g e s fr o m t h e I n o viri d a e f a mil y t h at e x hi bit s s D N A 

g e n o m es, t h e s e vir us e s p oss ess ds D N A g e n o m e s a n d s o m e of t h eir m e m b ers e x hi bit a li pi d e n v el o p e ( K ass o n 

et al. 2 0 1 7). T h e R u di vi ri d a e , Li p ot hri y vi ri d a e  a n d t h e Tristr o m a viri a  f a mili e s, f or ms t hi s r e al m. T h e s e vir us e s 

pr es e nt a c a psi d f ol d n o n-r el at e d t o ot h er vir us e s, wit h h o m o or h et er o di m ers of m aj or c a psi d pr ot ei ns 

i nt er a cti n g dir e ctl y wit h t h e D N A a n d s u p p orti n g t h e A-f or m of t h e g e n o m e a n d t h e viri o ns ar e oft e n d e c or at e d 

wit h fi b ers at b ot h e n ds ( F. W a n g et al. 2 0 2 0; B a q u er o, Li u, et al. 2 0 2 0). I nt er esti n gl y, w hil e m e m b ers of t h e 

R u di viri d a e a n d Tristr o m a viri d a e  ar e l yti c vir us e s, t h e st u d y of S ulf ol o b us isl a n di c us fil a m e nt o us vir us 

( SI F V), a n e n v el o p e d m e m b er of t h e Li p ot hi x viri d a e , s h o w e d t h at viri o ns ar e a ss e m bl e d i n t h e c yt o pl a s m a n d 

a c q uir e t h eir li pi d m e m br a n e pri or t o e xiti n g t h e c ell. O n c e a s s e m bl e, p arti cl e r el e a s e fr o m t h e h ost o c c urs vi a 

a s p e ci ali z e d p or e-li k e p yr a mi d al p ort al s t h at pr otr u d e t hr o u g h t h e c ell s urf a c e ( B a q u er o et al. 2 0 2 1). W hil e 

t hi s vir us- a ss o ci at e d p yr a mi d s ( V A Ps) h a v e b e e n o bs er v e d i n ot h er li n e a g e s of ar c h a e al vir us e s, i. e. 

R u di viri d a e  a n d T u rri viri d a e, i n t h os e c as e s vir al r el e a s e l e a ds t o r el e a s e of i ntr a c ell ul ar c o nt e nt i n cl u di n g 

al o n g wit h t h e m at ur e viri o n p arti cl e s. W h er e as, i n t h e c a s e of SI F V, t h e gr o wt h is n ot al w a ys s e v er el y 
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i m p e d e d b ut i nf e cti o n wit h t h e t his vir us c a n l e a d t o c ell d e at h i n a n M OI- d e p e n d e nt m a n n er ( Ar n ol d et al. 

2 0 0 0; H äri n g, V e st er g a ar d, Br ü g g er, et al. 2 0 0 5, B a q u er o et al. 2 0 2 1), alt h o u g h t h e m e c h a nis m b e hi n d t his 

p h e n o m e n a is n ot f ull y u n d erst o o d. 

A n ot h er t w o u nr el at e d gr o u ps of fil a m e nt o us vir us es h a v e als o b e e n d es cri b e d t o i nf e ct m e m b ers of t h e 

ar c h a e a. T h e si n gl e r e pr es e nt ati v e of t h e first cl a d e is A er o p yr u m c oil-s h a p e d vir us ( A C V) fr o m t h e 

S pir a vi ri d a e  f a mil y, w hi c h r e pli c at e s i n t h e h y p ert h er m o p hili c ar c h a e o n A e r o p y r u m  ( M o c hi z u ki et al. 2 0 1 2). 

T h e viri o ns fr o m A C V ar e f or m e d b y c oili n g of a si n gl e cir c ul ar n u cl e o pr ot ei n fil a m e nt f or mi n g h oll o w 

c yli n dri c al p arti cl e s, t h at c o nt ai n t h e ss D N A g e n o m e. Si mil ar t o i n o vir us e s, t his ss D N A vir us als o p erf or ms a 

c hr o ni c i nf e cti o n, e xiti n g t h e h ost c ell wit h o ut l ysis. H o w e v er, A C V is n ot e v ol uti o n ar y r el at e d t o t h e b a ct eri al 

i n o vir us e s n or t o a n y ot h er ar c h a e al vir us a n d m a n y a s p e cts of its lif e c y cl e a n d g e n o m e r e pli c ati o n r e m ai n 

u n k n o w n. T h e s e c o n d si n gl e-s p e ci e s cl a d e of fil a m e nt o us vir us e s i nf e cti n g ar c h a e a Cl a v a viri d a e f a mil y, 

A er o p yr u m p er ni x b a cillif or m vir us 1 ( A P B V 1), pr e s e nts ri gi d b a cillif or m viri o ns c o nstr u ct e d b y a si n gl e α-

h eli c al pr ot ei n ( u nr el at e d t o t h e A d n a viri a  f ol d), wit h a t er mi n al c a p-li k e str u ct ur e a n d t er mi n al fi b ers o n o n e 

e n d ( M o c hi z u ki et al. 2 0 1 0). M e a n w hil e i nf e cti o n wit h A P B V 1 g e n er at e s n eit h er gr o wt h r et ar d ati o n n or l e a ds 

t o h ost l ysi s, w hil e still b ei n g a bl e t o pr o d u c e vir al p arti cl e s. 



 
 

1 7 
 

Fi g u r e 4 : Ar c h a e al e x cl usi v e vir us es. A d a pt e d fr o m ( Pr a n gi s h vili et al., 2 0 1 7). El e ctr o n mi cr o gr a p hs of ar c h a e al vir us es. Vir us f a mili es a n d 

s p e ci e s ar e i n di c at e d. A ci di a n us fil a m e nt o us vir us 1 ( A F V 1), t h e i ns et s h o ws t h e t er mi n al str u ct ur e. A ci di a n us t w o-t ail e d vir us ( A T V), t h e arr o w s 

i n di c at e viri o n t ails (l eft), w hi c h u n d er g o e xtr a c ell ul ar d e v el o p m e nt (ri g ht). P yr o b a c ul u m s p h eri c al vir us ( P S V), t h e arr o w s i n di c at e s p h eri c al 

pr otr usi o ns. N e g ati v e st ai n wit h ur a n yl a c et at e, e x c e pt f or A er o p yr u m c oil- s h a p e d vir us ( A C V), H al or u br u m pl e o m or p hi c vir us 1 ( H R P V 1), 

S ulf ol o b us isl a n di c us r o d-s h a p e d vir us 2 ( SI R V 2) a n d S ulf ol o b us p ol y h e dr al vir us 1 ( S P V 1), w hi c h ar e i n t h e vitr e o us i c e. B ars, 1 0 0 n m. Gr o u ps 

m ar k e d wit h bl u e d ot s h a v e b e e n r e p ort e d t o est a blis h c hr o ni c i nf e cti o ns o n t h eir h ost s. 

Stri ki n gl y, t h e Cl a v a viri d a e  f a mil y h a s b e e n r e c e ntl y pr o p o s e d t o b e e v ol uti o n ar y r el at e d t o s pi n dl e-s h a p e d 

vir us e s ( F. W a n g et al. 2 0 2 2). Str u ct ur al c o m p ari s o n of t h e m aj or str u ct ur al pr ot ei n of A P B V 1 a n d S ulf ol o b us 

m o n o c a u d a vir us 1 ( S M V 1), s h o w e d r e m ar k a bl e si mil ariti e s, a s b ot h pr e s e nt hi g hl y h y dr o p h o bi c s u b u nits t h at 

f or m a h eli c al- h air pi n-li k e str u ct ur e, a n d di s pl a y si mil ar gl y c os yl ati o n p att er ns.  

2. 1 0. 3 S pi n dl e-s h a p e d vi r us e s 

S pi n dl e-s h a p e d vir us e s c a n b e cl a ssifi e d a c c or di n g t o t h eir m or p h ol o g y a n d g e n o mi c r el ati o n s hi ps i nt o t w o 

m ai n cl a d e s: t h e first o n e c o nsi sti n g of t hr e e f a mili e s, t h e H als p vi ri d a e,  T h as p vi ri d a e  a n d F us ell o vi ri d a e; a n d 

t h e s e c o n d cl a d e f or m e d b y t h e Bi c a u d a vi ri d a e  f a mil y ( Kr u p o vi c et al. 2 0 1 4; B at h et al. 2 0 0 6; Ki m et al. 2 0 1 9; 

F. W a n g et al. 2 0 2 2).  
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T h e Bi c a u d a viri d a e  f a mil y c o nt ai ns vir us es wit h r el ati v el y l ar g e s pi n dl e s h a p e d viri o ns wit h o n e or t w o t ails, 

w hi c h ar e n ot pr e s e nt i n t h e p arti cl e u p o n r el e as e, b ut ar e r at h er d e v el o p e d o utsi d e t h e h ost ( H äri n g, 

V e st er g a ar d, R a c h el, et al. 2 0 0 5). T h e t ail s v ar y i n l e n gt h, b ut c a n r e a c h u p t o 4 0 0 n m a n d ar e pr o p os e d t o ai d 

viri o n att a c h m e nt t o t h eir h ost. T his gr o u p of vir us e s e x hi bit ds D N A g e n o m es a n d e n c o d e f or a n A A A 

A T P a s e, w hi c h is h o m ol o g o us t o D n a A a pr ot ei n r es p o nsi bl e f or m e di ati n g t h e r e pli c ati o n i niti ati o n i n 

b a ct eri a. It h a s b e e n h y p ot h esi z e d t h at it c o ul d pl a y a si mil ar r ol e i n t h e r e pli c ati o n of t ail e d s pi n dl e-s h a p e d 

vir us e s (Ir a n z o et al. 2 0 1 6). T h e s e vir us e s ar e als o b eli e v e d t o e xit t h e c ell t hr o u g h a b u d di n g m e c h a nis m, 

li k el y m e di at e d b y h o m ol o gs of t h e e n d os o m al s orti n g c o m pl e x e s r e q uir e d f or tr a ns p ort ( E S C R T) m a c hi n er y 

fr o m t h e h ost t h at als o p arti ci p at e s i n t h e pr o d u cti o n of e xtr a c ell ul ar v e si cl e s ( E Vs) ( Q u e mi n et al. 2 0 1 6; J. 

Li u et al. 2 0 2 1) 

T h e s e c o n d cl a d e, t h e H als p vi ri d a e  f a mil y, is r e pr e s e nt e d b y a si n gl e-s p e ci e s, t h e H al o ar c ul a his p a ni c a vir us 

1 ( HI S 1) ( B at h a n d D y all- S mit h 1 9 9 8). T his l e m o n-s h a p e d vir us w a s ori gi n all y is ol at e d fr o m h y p ers ali n e 

e n vir o n m e nt s a n d s h ar es littl e-t o- n o n s e q u e n c e si mil arit y wit h ot h er s pi n dl e s h a p e d vir us e s. It e n c o d e s a t y p e 

B D N A p ol y m er as e f or r e pli c ati o n, a n d w hil e HI S 1 w a s ori gi n all y pr o p os e d t o e xit t h e c ell t hr o u g h l ysis of 

t h e h ost, r e c e nt e vi d e n c e s u g g e sts t h at si mil ar t o ot h er s pi n dl e-s h a p e d vir us e s, p arti cl e s ar e r el e a s e d r at h er 

t hr o u g h a n o n-l yti c m e c h a nis m, wit h o ut disr u pti o n of t h e c ell ul ar m e m br a n e ( H o n g a et al. 2 0 1 5; S virs k ait ė et 

al. 2 0 1 6).  

Li k e wis e, t h e T h as p viri d a e  f a mil y i n cl u d es a p air of vir us e s i nf e cti n g t h e a m m o ni a- o xi di zi n g ar c h a e o n 

Nit r os o p u mil u s  ( Ki m et al. 2 0 1 9). T h e vir us e s Nitr os o p u mil us s pi n dl e-s h a p e d vir us 1 a n d 2 ( N S V 1 a n d N S V 2 

r es p e cti v el y) pr e s e nt t h e cl as si c s pi n dl e m or p h ol o g y a n d s h ort t ails at o n e p ol e, a n d si mil arl y t o HI S 1, t h e y 

e n c o d e a n d pr e s u m a bl y r e pli c at e t hr o u g h a t y p e B D N A p ol y m er a s e. T h es e vir us es h a v e b e e n o bs er v e d t o 

r e pli c at e i n a n o n-l yti c c y cl e, b ut i nf e cti o n d o e s l e a d t o gr o wt h i n hi biti o n of t h e h ost a n d t h e o xi d ati o n of 

a m m o ni a, t h e m ai n e n er g y m et a b olis m, i s i m p a ct e d d uri n g i nf e cti o n. I nt er e sti n gl y, N S V s r e pr e s e nt s o m e of 

t h e f e w is ol at e d ar c h a e al vir us e s fr o m t e m p er at e e n vir o n m e nts, wit h e vi d e n c e s u g g e sti n g t h at t h e y ar e wi d el y 

distri b ut e d n ot o nl y i n t h e m ari n e e n vir o n m e nt, b ut als o i n s e di m e nts a n d s oils ( Ki m et al. 2 0 1 9; G a zi et al. 

2 0 2 1).  

T h e F us ell o viri d a e f a mil y i n cl u d e s n u m er o us is ol at e s i nf e cti n g S ulf ol o b us  a n d A ci di a n us s p e ci es, a n d ar e 

r el ati v el y s m all s pi n dl e-s h a p e d p arti cl e s, w h os e ds D N A is p a c k a g e d wit hi n t h e viri o n as a n u cl e o pr ot ei n 

c o m pl e x ( Q u e mi n et al. 2 0 1 5). T h e s e vir us e s ar e a b u n d a nt a n d wi d e s pr e a d i n h ot s pri n g ar o u n d t h e w orl d 

( Kr u p o vi c et al. 2 0 1 4). I nt er e sti n gl y, it h a s b e e n s h o w n t h at t h e n u cl e o pr ot ei n c o m pl e x of t h e s e vir us e s ar e 

e xtr u d e d t hr o u g h t h e h ost m e m br a n e wit h o ut l ysi s of t h e h ost ( Q u e mi n et al. 2 0 1 6). Tr a ns cri pt o mi c a n al ysi s 

of S ulf ol o b us s olf at ari c us  i nf e ct e d wit h t h e f us ell o vir us S S V 1, r e v e al e d t h at t h er e ar e o nl y s m all c h a n g e s i n 

t h e tr a ns cri pti o n al pr o gr a m of t h e h ost u p o n i nf e cti o n ( Fr öls et al. 2 0 0 7). M e a n w hil e it h as b e e n s h o w n t h at 
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S S V 1 pr ef ers t o i nt e gr at e i nt o t h e h ost g e n o m e (t h o u g h U V i n d u ci bl e), r e s ulti n g i n r el ati v el y l o w tit ers i n t h e 

s u p er n at a nts ( S c hl e p er, K u b o, a n d Zilli g 1 9 9 2).  

2. 1 0. 4 F u rt h e r u n o rt h o d o x m o r p h ol o gi es 

As pr e vi o usl y n ot e d f or s pi n dl e-s h a p e d vir us e s, t h e P ort o gl o b o viri d a e  a n d s o m e fil a m e nt o us vir us e s, s e v er al 

ot h er cl a d e s of ar c h a e al vir us e s e x hi bit t hi s c hr o ni c n o n-l yti c lif e c y cl e, i n cl u di n g a m o n gst ot h ers 

A m p ull a viri d a e, Gl o b ul o viri d a e . I ntri g ui n gl y, t h e v a st m aj orit y of t h es e vir us e s ar e c urr e ntl y cl a ssifi e d wit hi n 

“ or p h a n ” f a mili e s, a s o nl y a si n gl e or o nl y a h a n df ul of r e pr e s e nt ati v es h a v e b e e n is ol at e d, a n d oft e n t h e y 

pr es e nt u ni q u e str u ct ur al pr ot ei ns a n d c o ns e q u e ntl y, t h eir p ositi o n wit hi n t h e vir os p h er e r e m ai ns u p f or d e b at e.  

As it i s t h e c a s e f or s e v er al af or e m e nti o n e d ar c h a e al vir al cl a d e s, t h e A m p ull a viri d a e  f a mil y is f or m e d b y a 

si n gl e-s p e ci e s g e n us, wit h A ci di a n us b ottl e-s h a p e d vir us ( A B V) pr e s e nti n g o n e of t h e m ost e ni g m ati c 

m or p h ol o gi e s a m o n g ar c h a e al vir us e s ( P e n g et al. 2 0 0 7; H äri n g, R a c h el, P e n g, et al. 2 0 0 5). T h e viri o ns ar e 

c o m p os e d of a c o ni c al c or e of s u p er c oil e d n u cl e o pr ot ei n, w hi c h att a c h e s t o a ri n g –li k e str u ct ur e at t h e br o a d er 

e n d of t h e viri o n, a n d h as ar o u n d 2 0 s h ort fil a m e nts i ns ert e d p er p e n di c ul ar t o t h e b a s e ( Fi g ur e 4). A d diti o n all y 

viri o ns pr es e nt a n e n v el o p e t h at s urr o u n d t h e c o n e s e cti o n t h at h a s b e e n pr o p os e d t o p arti ci p at e i n h ost 

att a c h m e nt a n d a ds or pti o n. F urt h er m or e, A B V e n c o d e s a t y p e B D N A p ol y m er as e f or g e n o m e r e pli c ati o n, 

a n d it e xits t h e c ell i n a n o n-l yti c m a n n er. U n c ulti v at e d r el ati v e s h a v e b e e n i d e ntifi e d i n m et a g e n o mi c d at a 

fr o m s e v er al h ot s pri n g s yst e ms ar o u n d t h e w orl d, s u g g e sti n g t h at t h e y ar e u bi q uit o us i n a ci d 

h y p ert h er m o p hili c e n vir o n m e nts ( B a q u er o, C o nt ursi, et al. 2 0 2 0). 

T h e Gl o b ull a viri d a e  f a mil y is f or m e d b y t w o s p e ci e s of e n v el o p e d vir us e s t h at i nf e ct a n a er o bi c 

h y p ert h er m o p hili c ar c h a e a fr o m t h e g e n er a P yr o b a c ul u m  a n d T e r m o pr ot e us  ( H äri n g et al. 2 0 0 4) . T h e 

p arti cl e s c o nsi st of s p h eri c al viri o ns wit h a pr ot ei n c a psi d a n d a n e xt er n al li pi d m e m br a n e s urr o u n di n g a 

n u cl e o pr ot ei n c or e of ds D N A g e n o m e. U nli k e t h e A m p ull a viri d a e , t h e s e vir us e s d o n ot e n c o d e a r e pli c ati o n 

pr ot ei n, b ut t h e y d o e n c o d e a n u m b er of D N A bi n di n g pr ot ei ns t h at mi g ht pl a y a r ol e i n g e n o m e r e pli c ati o n. 

Gl o b ul o vir us e s c a us e a c hr o ni c i nf e cti o n a s p arti cl e s ar e r el e a s e d fr o m t h e h ost wit h o ut l ysis, t a ki n g u p t h e 

li pi d m e m br a n e i n t h e b u d di n g pr o c e ss.  

2. 1 0. 5 Pl e o m o r p hi c vi r us e s 

Pl e o m or p hi c vir us e s fr o m t h e Pl e oli p o viri d a e  f a mil y r e pr es e nt a p arti c ul ar e x a m pl e a m o n g ar c h a e al vir us e s. 

T h e s e vir us e s pr es e nt a r el ati v el y si m pl e str u ct ur e, wit h t h e viri o ns f or m e d b y a li pi d m e m br a n e d e c or at e d 

wit h a si n gl e m e m br a n e- a n c h or e d pr ot ei n (s pi k e pr ot ei n), a n d o n e or t w o diff er e nt i nt er n al m e m br a n e pr ot ei ns 

( Pi etil ä et al. 2 0 0 9). R e m ar k a bl y, m e m b ers of t his cl a d e c a n pr e s e nt eit h er s s D N A or ds D N A g e n o m es, a s 

w ell a s h y bri d v ersi o ns of ds D N A wit h si n gl e-str a n d e d i nt err u pti o ns ( S e n čil o et al. 2 0 1 2; Pi etil ä et al. 2 0 1 2). 

Pl e oli p o vir us e s h a v e b e e n i s ol at e d e x cl u si v el y fr o m m e m b ers of t h e h al o ar c h a e a, wit h 1 5 vir al s p e ci es fr o m 
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di v ers e h y p ers ali n e e n vir o n m e nts d e s cri b e d a n d r e c o g ni z e d b y t h e I C T V, ( B a mf or d et al. 2 0 1 7; Mi z u n o et al. 

2 0 1 9).  

Pl e oli p o vir u s e s e st a bli s h a c hr o ni c i nf e cti o n i n t h eir h ost, a n d e xit t h e c ell t hr o u g h a n u n d es cri b e d b u d di n g 

m e c h a ni s m, w hil e o nl y c a usi n g mil d gr o wt h r et ar d ati o n. S o m e pl e oli p o vir us e s c a n als o e nt er l ys o g e ni c c y cl e s 

a s t h e c a n b e f o u n d i nt e gr at e d a s pr o vir us es i n h al o ar c h a e a g e n o m e s, a n d s o m e i s ol at es e n c o d e i nt e gr a s e g e n e s 

(J. W a n g et al. 2 0 1 8; D e mi n a et al. 2 0 1 6).  

T h e at o mi c str u ct ur e of t h e e ct o d o m ai ns of t h e s pi k e pr ot ei n fr o m t w o r el at e d pl e oli p o vir us e s ( H R P V- 2 a n d 

H R P V- 6) h a s b e e n d et er mi n e d, r e v e ali n g a n u n pr e c e d e nt e d V-s h a p e f ol d, w hi c h i s u nr el at e d t o a n y c urr e ntl y 

k n o w n str u ct ur e of ot h er vir al or c ell ul ar pr ot ei n ( El O m ari et al. 2 0 1 9). T h es e pr ot ei ns pr e s e nt e d t w o 

s u b d o m ai ns of r o u g hl y e q u al di m e nsi o ns, a n d it h a s b e e n pr o p os e d t h at t h e N-t er mi n al s u b d o m ai n u nf ol ds it s 

b u n dl e of al p h a h eli x e s u p o n i nt er a cti o n wit h t h e h ost r e c e pt or a n d s p e cifi c all y t h e N 2-s u b d o m ai n i s 

r e s p o nsi bl e f or h ost r e c o g niti o n. Cr y o- el e ctr o n t o m o gr a p h y r e v e al e d t h at t hi s pr ot ei n i s i n a m o n o m eri c st at e 

o n t h e s urf a c e of t h e viri o n ( Fi g ur e 5). A d diti o n al e vi d e n c e h a s b e e n pr e s e nt e d s u p p orti n g t h at t h e s pi k e pr ot ei n 

t h at d e c or at e s t h e viri o ns p arti ci p at e s i n i n h ost r e c o g niti o n a n d i s a bl e t o tri g g er m e m br a n e f u si o n ( Bi g n o n, 

C h o u, a n d R oi n e 2 0 2 2).  

 

 

Fi g u r e 5 : Pl e oli p o vir us s pi k e pr ot ei n. A d a pt e d fr o m ( El O m ari et al., 2 0 1 9). A.  C art o o n r e pr es e nt ati o n of H al or u br u m pl e o m or p hi c vir us 2 ( H R P V-

2) s pi k e pr ot ei n ( V P 5). C ol or s c orr es p o n d t o C-t er m a n d N-t er m s u b d o m ai ns. B. V P 5 cr yst all o gr a p hi c str u ct ur e fitt e d i nt o its d e nsit y s ol v e d b y 

cr y o- el e ctr o n t o m o gr a p h y a n d s u bt o m o gr a m a v er a gi n g.  
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I nt er e sti n gl y, all d e s cri b e d pl e oli p o vir us e s pr e vi o us t o t his w or k, w er e s h o w n t o h a v e a n e xtr e m el y n arr o w 

h ost r a n g e, b ei n g a bl e t o i nf e ct o nl y a si n gl e s p e ci e s or ( At a n as o v a et al. 2 0 1 2; D e mi n a a n d O ks a n e n 2 0 2 0). 

H o w e v er, h o w t h e s e vir us e s i nt er a ct wit h t h eir h osts at t h e m ol e c ul ar l e v el, or t h e tr a ns cri pti o n al r es p o ns e s 

b e hi n d t h e s e i nf e cti o ns r e m ai ns u n k n o w n.  

T h e Pl e oli p o viri d a e  f a mil y is c urr e ntl y s u b di vi d e d i nt o t hr e e diff er e nt g e n er a: t h e Al p h a, B et a, a n d 

G a m m a pl e oli p o vir us . W hil e all pl e oli p o vir us pr es e nt a s y nt e ni c c or e of c o ns er v e d g e n e s, t h e diff er e nt g e n er a 

pr es e nt a cl e ar c as e of m o d ul ar or g a ni z ati o n, w h er e t h e str u ct ur al a n d r e pli c ati o n m o d ul e s s e e m t o h a v e f oll o w 

diff er e nt e v ol uti o n ar y tr aj e ct ori e s. W hil e t h e G a m m a pl e oli p o vir us  i n cl u d e t w o vir us e s i nf e cti o n H al o ar c ul a 

his p a ni c a , HI S 2 a n d H ar d y his p 2. T h e s e vir us e s e n c o d es a pr ot ei n pri m e d t y p e B D N A p ol y m er as e, w hil e t h e 

ot h er t w o g e n er a d o n ot e n c o d e a r e c o g ni z a bl e p ol y m er as e pr ot ei n. T h e i s ol at e s fr o m Al p h a pl e oli p o vir us  

p ut ati v el y r e pli c at e t hr o u g h t h e r olli n g- cir cl e, a s t h e y e n c o d e t w o n o n- ort h ol o g o us v ersi o n of r olli n g- cir cl e 

r e pli c ati o n (i niti ati o n) e n d o n u cl e as e ( R C R E). T h es e pr e ot ei ns w er e p ot e nti all y a c q uir e d fr o m t w o diff er e nt 

gr o u ps of pl a s mi ds, t h e p G R B 1-li k e a n d p T P 2-li k e pl a s mi d, w hi c h w er e ori gi n all y is ol at e d fr o m 

H al o b a ct eri u m a n d T h er m o c o c c us , r es p e cti v el y ( K a zl a us k a s et al. 2 0 1 9; G orl a s et al. 2 0 1 3; E b ert, G o e b el, 

a n d Pf eif er 1 9 8 4). T h e r olli n g- cir cl e c y cl e is a t y p e of D N A str a n d dis pl a c e m e nt r e pli c ati o n, w h er e o nl y o n e 

str a n d is r e pli c at e d at a ti m e. T h e i niti ati o n pr ot ei n is c o m m o nl y a n e n d o n u cl e as e t h at g e n er at e s a ni c k i n t h e 

ori gi n of r e pli c ati o n o n t h e vir us/ pl a s mi d g e n o m e, a n d us e s t h e h ost r e pli c ati o n m a c hi n er y t o r a pi dl y g e n er at e 

ss D N A c o pi e s of t h e t e m pl at e. T h e l at er ar e c o m pl e m e nt e d wit h a s e c o n d str a n d f or tr a ns cri pti o n a n d 

p a c k a gi n g, or a s it is t h e c as e f or t h e m aj orit y of si n gl e-str a n d e d vir us e s fr o m t h e M o n o d n a viri a  r e al m ( e. g. 

I n o vi ri d a e, Cir c o viri d a e , G e mi ni viri d a e , Mi c r o viri d a e , N a n o viri d a e ), ar e dir e ctl y e n cl os e d i nt o t h e c a s p si d 

( M al at hi a n d R e n u k a D e vi 2 0 1 9; T e Ri el e, Mi c h el, a n d E hrli c h 1 9 8 6).  

C o n v ers el y, t h e B et a pl e oli p o vi r us  d o n ot e n c o d e a n y R C R E h o m ol o g, a n d i n t ur n, t h e y pr e s e nt a p ut ati v e 

D N A bi n di n g pr ot ei n l o c at e d i n a si mil ar p ositi o n o n t h eir g e n o m e s, w hi c h s h ar e s n o si mil arit y wit h a n y 

k n o w n r e pli c ati o n-r el at e d n u cl e a s e or c ell ul ar pr ot ei n ( Kr u p o vi c et al. 2 0 1 8). W hil e t h e c urr e nt g e n er a 

or g a ni z ati o n is b a s e d o n o v er all g e n o m e si mil arit y a n d t h e t y p e of r e pli c ati o n pr ot ei n d o e s n ot c o nstit ut e 

offi ci al d e m ar c ati o n crit eri a, it is u n mi st a k a bl e t h at t h e t hr e e g e n er a h a v e f oll o w e d diff er e nt e v ol uti o n ar y 

tr aj e ct ori e s, a n d t h at t h eir r e pli c ati o n m o d ul e s h a v e b e e n a c q uir e d li k el y t hr o u g h r e c o m bi n ati o n wit h diff er e nt 

e xt a nt a n d/ or e xti n ct li n e a g e s of M G Es. 

T h e disti n ct m o d ul arit y of t his cl a d e s is als o o bs er v e d i n ot h er gr o u ps of pr o k ar y oti c a n d e u k ar y oti c vir us e s 

( V., D olj a, a n d Kr u p o vi c 2 0 1 7; K o o ni n, Kr u p o vi c, a n d D olj a 2 0 2 3; K a zl a us k as et al. 2 0 1 9), a n d c a n oft e n 

m a k e t a x o n o mi c cl a ssifi c ati o n of t h e s e gr o u ps h ar d er t o el u ci d at e. P arti c ul arl y i n t h e c a s e of t h e 

Pl e oli p o viri d a e  f a mil y, t h e pr e s e n c e of R C R Es i n al p h a pl e oli p o vir us e s, t o g et h er wit h t h e v ari et y of si n gl e a n d 

d o u bl e-str a n d e d g e n o m es, as w ell a s t h e u ni q u e s pi k e pr ot ei n f ol d, c o nti n u o usl y o bs c ur e s t h e t a x o n o mi c 
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cl as sifi c ati o n of t his cl a d e. C o ns e q u e ntl y, pl e oli p o vir us ar e c urr e ntl y cl assifi e d wit hi n t h e M o n o d n a viri a  

r e al m, a n d ar e si n gl e- m e m b ers of t h e ki n g d o m Tr a p a vir a e , p h yl u m S al e vi ri c ot a , cl a ss H u oli m a viri c et es  a n d 

or d er H al o r u vir al e s . T his cl a ssifi c ati o n is dri v e n b y t h e pr e s e n c e of t h e R C R E, w hi c h is o n e of t h e 

af or e m e nti o n e d s u p er- vir al h all m ar k g e n e s ( V H G s). H o w e v er, as di s c uss e d a b u n d a ntl y i n t h e lit er at ur e a n d 

s u m m ari z e d i n t h e vir al c o n c e pt s e cti o n, t h e d efi ni n g tr ait of a b o n a fi d e  vir us is t h at it e n c o d e s a g e n e f or t h e 

m aj or viri o n pr ot ei n. T h er ef or e, i n or d er t o pr o p erl y u n d erst a n d t h e i nt er n al str u ct ur e a n d or g a ni z ati o n of t hi s 

f a mil y, a s w ell a s t h eir e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi ps wit h ot h er vir us e s or M G Es, it is k e y t o r es ol v e t h e di v ersit y 

a n d e v ol uti o n of b ot h t h e str u ct ur al a n d r e pli c ati o n m o d ul e s.  
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Pr a n gis h vili, a n d E d w ar d H. E g el m a n. 2 0 1 7. “ M o d el f or a N o v el M e m br a n e E n v el o p e i n a Fil a m e nt o us 

H y p ert h er m o p hili c Vir us. ” E Lif e  6: 1 – 1 7. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 7 5 5 4/ e Lif e. 2 6 2 6 8. 
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Kr u p o vi c, M art, V al eri a n V. D olj a, a n d E u g e n e V. K o o ni n. 2 0 1 9. “ Ori gi n of Vir us e s: Pri m or di al R e pli c at ors 

R e cr uiti n g C a psi ds fr o m H osts. ” N at ur e R e vi e ws Mi cr o bi ol o g y  1 7 ( 7): 4 4 9 – 5 8. 
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Or g a nis ms a n d Str at e gi es f o r S ur vi v al. W alli n gf or d U K: C a bi , 4 0 2 – 3 7. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ 9 7 8- 1-
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Vir us e s fr o m L a k e R et b a I nf e cti n g H al of e r a x a n d H al o r u br u m  S p e ci es. ” E n vir o n m e nt al Mi c r o bi ol o g y  
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3. Ai m of t his di ss e rt ati o n 

Vir us e s t h at e st a blis h a c hr o ni c i nf e cti o n ar e wi d e s pr e a d a m o n g ar c h a e al gr o u ps. H o w e v er, w hil e n o n-l yti c 

i nf e cti o ns ar e of gr e at i m p ort a n c e i n e u k ar y oti c s yst e ms, t h eir i m p a ct o n h ost m et a b olis m, a s w ell a s m a n y 

a s p e ct of vir us- h ost i nt er a cti o n r e m ai n p o orl y u n d erst o o d i n pr o k ar y oti c s yst e ms. As t h e s e vir us e s c a n h a v e a 

m aj or i m p a ct o n c ell b e h a vi or, c hr o ni c all y i nf e ct e d c ells c a n h a v e diff er e nt bi o c h e mi c al a n d e c ol o gi c al r ol e s 

wit hi n mi cr o bi al c o m m u niti e s.  

Pl e oli p o vir us e s r e pr es e nt a n i ntri g ui n g gr o u p, b e c a us e t h e y e x hi bit m a n y u n us u al a n d p u z zli n g c h ar a ct eristi c s. 

T h e y pr e s e nt a r ar e di v ersit y of n u cl ei c a ci d c o m p ositi o n, a s t h e y h a v e e v ol v e d si n gl e a n d d o u bl e-str a n d e d, 

a s w ell a s h y bri d v ersi o ns of D N A g e n o m e s. T h e y e x hi bit a r el ati v el y si m pl e viri o n str u ct ur e, w hi c h r e s e m bl e s 

t h e o n e fr o m m ulti pl e e u k ar y oti c vir us e s, w hi c h c o ul d ai d t h e u n d erst a n di n g of str u ct ur es i n v ol v e d i n 

pr o k ar y oti c m e m br a n e f usi o n pr o c ess e s. T h e y h a v e a n u n k n o w n a n d li k el y c o m pl e x e v ol uti o n ar y ori gi n, a s 

t h e y pr e s e nt a u ni q u e pr ot ei n f ol d of t h eir m aj or c a psi d pr ot ei n, a n d a n e nt a n gl e d a n d di v ers e r e pli c ati o n 

m a c hi n er y. I n a d diti o n, t h e y ar e a bl e t o e st a blis h c hr o ni c i nf e cti o ns, wit h littl e t o n o i m p a ct o n h ost p h ysi ol o g y. 

T his lif est yl e li k el y r e q uir e s i ntri c at e a n d fi n e-t u n e d i nt er a cti o n wit h h ost m et a b olis m. F urt h er m or e, t h eir h ost s 

of is ol ati o n i n cl u d e t h e c ult ur e- a m e n a bl e h al o ar c h a e a, a n d i n cl u d e m o d el or g a ni s m s wit h g e n eti c t o ols 

a v ail a bl e. T his i s a k e y v ari a bl e t o el u ci d at e t h e m e c h a nis ms t h at dri v e vir us- h ost i nt er a cti o n u n d er c o ntr oll e d 

a n d m a ni p ul a bl e c o n diti o ns.  

D uri n g t h e c o urs e of t his st u d y, a n o v el s p e ci e s of pl e oli p o vir us w as i s ol at e d a n d c o m pr e h e nsi v el y 

c h ar a ct eri z e d. H o w e v er, t his n o v el vir us c h all e n g e d m a n y e st a blis h e d c o n c e pts a b o ut pl e oli p o vir us 

p h ysi ol o g y a n d e v ol uti o n, a n d t h er ef or e t h e ai m of t hi s st u d y w a s t o u n d erst a n d t his vir us- h ost i nt er a cti o n a n d 

it s dri vi n g f a ct ors, as w ell as t o i n v e sti g at e t h e e v ol uti o n ar y hist or y of pl e oli p o vir us e s. T h e s p e cifi c ai ms of 

t hi s st u d y w er e 

I. T o e st a blis h a r eli a bl e a n d c o nsist e nt vir us- h ost s yst e m i n a s uit a bl e h al o ar c h a e al h ost as a m o d el f or 

st u d y of c hr o ni c vir us i nf e cti o ns. 

II. T o i n v e sti g at e t h e lif e c y cl e of pl e oli p o vir us es a n d t h e m ol e c ul ar m e c h a nis ms b e hi n d t h e e st a blis h m e nt 

of c hr o ni c i nf e cti o ns. 

III. T o e x pl or e t h e di v ersit y of pl e oli p o vir us e s, t h eir p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi p s a n d t h eir e v ol uti o n ar y 

tr aj e ct ori e s  
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4. C h a pt e r 1.  

I s ol ati o n of t h e fi rst vi r us c a usi n g a c h r o ni c i nf e cti o n i n t h e 

a r c h a e al m o d el o r g a nis m H al of er a x v ol c a nii  r e v e als a nti vi r al 

a cti viti es of a p r o vi r us 

T o m a s Al ar c ó n- S c h u m a c h er, A dit N a or, Uri G o p h n a a n d S us a n n e Er d m a n n 

P u blis h e d i n Pr o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s. 

2 0 2 2 A u g 3 0; 1 1 9( 3 5): e 2 2 0 5 0 3 7 1 1 9. 

 



I s ol a ti o n  of  a  vi r u s  c a u si n g  a  c h r o ni c i nf e c ti o n i n t h e  a r c h a e al

m o d el  o r g a ni s m H al of e r a x  v ol c a nii r e v e al s  a n ti vi r al  a c ti vi ti e s  of

a  p r o vi r u s
T o m a s  Al ar c o n- S c h u m a c h er a ,  A dit  N a orb, 1 ,  Uri  G o p h n ab , a n d S u s a n n e Er d m a n na, 2

E dit e d  b y  G u st a v o  P al a ci o s, I c a h n S c h o ol  of  M e di ci n e at  M o u nt Si n ai,  N e w Y or k,  N Y; r e c ei v e d  M ar c h 2 3, 2 0 2 2; a c c e pt e d J u n e 2 8, 2 0 2 2  b y

E dit ori al  B o ar d  M e m b er  A d olf o  G ar ci a- S a str e

Vir us es are i m p ort a nt e c ol o gi c al, bi o ge oc h e mi c al, a n d e v ol uti o n ar y dri v ers i n e ver y
e n vir o n m e nt.  U p o n i nf ecti o n, t h e y oft e n c a us e t h e l ysis of t h e h ost c ell.  H o w e ver, s o m e
vir us es e x hi bit alt er n ati ve lif e c ycl es, s uc h as c hr o nic i nf ecti o ns  wit h o ut c ell l ysis.  T he
n at ure a n d t h e i m p a ct of c hr o nic i nf ecti o ns i n pr o k ar y otic h ost or g a nis ms r e m ai ns
l ar g el y u n k n o w n.  H er e,  w e c h ar acteriz e a n o v el h al o arc h a e al vir us,  H al ofer a x v olc a nii
ple o m or p hic vir us 1 ( H F P V- 1),  w hic h is c urr e ntl y t he o nl y vir us i nfe cti n g t h e  m o d el
h al o ar c h ae o n H al ofer a x v olc a nii D S 2, a n d d e m o nstr ate t h at  H F P V- 1 a n d H. v olc a nii
are a gr e at  m o d el s yste m t o st u d y vir us – h ost i nter a cti o ns i n arc h a e a.  H F P V- 1 is a ple o-
m or p hi c vir us t h at c a us es a c hr o nic i nf ecti o n  wit h c o nti n u o us r ele as e of vir us p articles,
b ut h ost a n d vir us c o e xist  wit h o ut c ell l ysis or t he a p p e ar a nc e of r esist a nt c ells.  D es pite
a n o nl y  mi n or i m p act of t he i nfe cti o n o n h ost gr o wt h,  w e u nc o v ere d a n e xt e nsi v e
r e m o deli n g of t he tr a nscri pti o n al pr o gr a m of t h e h ost ( u p t o 1, 0 4 9 diff ere nti all y
e x pr ess e d g e n es).  T h ese c h a n ges are hi g hli g ht e d b y a d o w n-r e g ul ati o n of t w o e n d o g e-
n o us pr o vir us r e gi o ns i n t he h ost g e n o m e, a n d  w e s h o w t h at  H F P V- 1 i nf ecti o n is
str o n gl y i nfl u e n ce d b y a cr oss-t al k b et w ee n  H F P V- 1 a n d o ne of t h e pr o vir uses  m e di at e d
b y a s u p eri nf ecti o n-li ke e xcl usi o n  m e c h a nis m. F urt h er m or e,  H F P V- 1 h as a s ur prisi n gl y
wi d e h ost r a n g e a m o n g h al o arc h a e a, a n d p uri fi e d vir us  D N A c a n c a us e a n i nfe cti o n
aft er tr a nsf or m ati o n i nt o t he h ost,  m a ki n g  H F P V- 1 a c a n di d at e f or b ei n g d e v el o pe d
i nt o a g e n etic t o ol f or a r a n ge of s o f ar i n ac cessi ble h al o arc h a e a.

a r c h a e a j vi r u s j c h r o ni c i nf e cti o n j C RI S P R

Pr o k ar y oti c vir us es ar e t h e  m ost a b u n d a nt a n d g e n eti c all y di v ers e bi ol o gi c al e ntiti es,
a n d t h e y h a v e t h e p ot e nti al t o  m o d ul at e  mi cr o bi al a b u n d a n ces, c o m m u nit y str u ct ur e,
a n d t h e e v ol uti o n ar y tr aj e ct or y of t h eir h osts ( 1 – 3).  T h e i m p a ct of vir us es o n t h eir p ar-
ti c ul ar h ost a n d  wit hi n t h e  mi cr o bi al c o m m u nit y is l ar g el y d et er mi n e d b y t h eir lif est yl e.
Tr a diti o n all y, vir us es h a v e b e e n  m ai nl y c o nsi d er e d as killi n g  m a c hi n es t h at d o n ot h a v e
t h eir o w n  m et a b olis m; i nst e a d, t h e y hij a c k t h e h ost  m et a b oli c  m a c hi n er y a n d r e dir e ct
it t o w ar d vir us pr o d u cti o n t h at s u bs e q u e ntl y l e a ds t o t h e l ysis of t h e h ost c ell. S o m e
vir us es c a n e nt er i nt o a l ys o g e ni c st at e, i n  w hi c h t h e y i nt e gr at e t h eir g e n o m e i nt o t h e
h ost c hr o m os o m e, ar e r e pli c at e d  wit h t h e c hr o m os o m e, a n d, s u bs e q u e ntl y, ar e i n h er-
it e d b y t h e c ell pr o g e n y  wit h o ut h ost c ell l ysis.  N e v ert h el ess, e n vir o n m e nt al c h a n g es
c a n i n d u c e t h e e x cisi o n of t h e pr o vir us t o e nt er i nt o a l yti c lif e c y cl e.

W h e n usi n g tr a diti o n al  m et h o ds f or vir us is ol ati o n, s u c h as pl a q u e ass a y, t h at ar e
b as e d o n h ost c ell l ysis or s e v er e gr o wt h d el a y, vir us es t h at c a us e c hr o ni c i nf e cti o ns
ar e oft e n o v erl o o k e d.  D uri n g a s o- c all e d “ pr o d u cti v e c hr o ni c i nf e cti o n, ” vir us p arti cl es
ar e c o nsist e ntl y r el e as e d  wit h o ut l ysis of t h e h ost c ell, t y pi c all y, b y b u d di n g t hr o u g h
t h e h ost c ell  m e m br a n e a n d i n c or p or ati n g h ost li pi ds ( 4– 7).  C hr o ni c i nf e cti o ns ar e
c o m m o n a m o n g e u k ar y otic vir us es.  H o w e v er, o nl y a f e w c hr o ni c vir us es h a v e b e e n
d es cri b e d f or pr o k ar y ot es ( 8, 9), a n d t h e  m aj orit y of t h e m i nf e ct ar c h a e a ( 1 0 – 1 4).

Ar c h a e a s h ar e c ell ul ar c h ar a ct eristi cs  wit h b ot h b a ct eri a a n d e u k ar y ot es  w hil e e x hi bit-
i n g s o m e u ni q u e c h ar a ct eristi cs, a n d s o d o t h eir vir us es ( 1 5).  A c c or di n gl y, ar c h a e a a n d
b a ct eri a s h ar e  m a n y p h ysi ol o gi c al a n d  m or p h ol o gi c al tr aits, a n d a l ar g e pr o p orti o n of
t h e l yti c vir us es i nf e cti n g ar c h a e a is ol at e d t o d at e h a v e t h e cl assi c h e a d-t ail e d  m or p h ol-
o g y of b a ct eri o p ha g es ( 1 6, 1 7).  M e a n w hil e, r e c e nt c h ar a ct eriz ati o n of n o v el ar c h a e al
cl a d es h as ti g ht e n e d t h e p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi ps b et w e e n ar c h a e a a n d e u k ar y ot es,
a n d r e v e al e d t h at s e v er al i ntr a c ell ul ar pr o c ess es, s u c h as i ntr a c ell ul ar tr af fi c ki n g a n d v es-
i cl e f or m ati o n a n d e x p ort, ar e c arri e d o ut b y h o m ol o g o us gr o u ps of pr ot ei ns i n ar c h a e a
a n d e u k ar y ot es ( 1 8, 1 9).  T h es e pr o c ess es ar e cr u ci al f or t h e s u c c ess of n o nl yti c vir al
i nf e cti o ns, a n d t h e is ol ati o n a n d c h ar a ct eriz ati o n of n o v el ar c h a e al vir us es h as s h o w n
t h at viri o n  m or p h o g e n esis a n d e gr ess  m e c h a nis ms i n ar c h a e a l ar g el y r es e m bl e t h e

Si g ni fi c a n c e

Vir u s e s  u s e a  wi d e r a n g e  of

st r at e gi e s t o t a k e  o v e r  h o st c ell s

f or vi r u s r e pli c ati o n.  W hil e  n o nl yti c

i nf e cti o n s a r e c o m m o n i n

e u k ar y oti c s y st e m s, littl e i s k n o w n

a b o ut t h o s e i n  p r o k a r y ot e s.  W e

r e p o rt a vi r u s c a u si n g a  p er si st e nt

i nf e cti o n i n t h e  m o d el  or g a ni s m

H al of e r a x v ol c a nii . T h e i nf e cti o n

c y cl e i s c h ar a ct eri z e d  b y  hi g h vir al

tit er s a n d st a bilit y  o v e r  m ulti pl e

g e n e r ati o n s  b ut l o w i m p a ct  o n c ell

vi a bilit y. T h e vir u s  h a s a  m aj or

i m p a ct  o n c ell  b e h a vi o r,  m ai nl y  b y

d o w n- r e g ul ati n g  h o st g e n e s i n

u n p r e c e d e nt e d  q u a ntiti e s,  w hil e

i nt er a cti n g  wit h a  p r o vir u s r e gi o n

i n t h e  h o st g e n o m e, r e v e ali n g a n

u n d e s c ri b e d s u p e ri nf e cti o n

e x cl u si o n  m e c h a ni s m. T hi s  u ni q u e

vir u s  h a s a n  u n u s u all y  wi d e  h o st

r a n g e a n d t h e  p ot e nti al t o  b e

d e v el o p e d i nt o a v er s atil e g e n eti c

t o ol i n a r c h a e a.

A ut h o r s c o nt ri b uti o n s: T. A.- S. a n d S. E. c o n c ei v e d a n d
l e d t h e st u d y a n d  p e rf o r m e d t h e  p ri m a r y  w riti n g  of
t h e  m a n u s c ri pt;  A. N. a n d  U. G. g e n e r at e d t h e  p r o vi r u s
m ut a nt st r ai n; a n d T. A.- S.,  A. N.,  U. G., a n d S. E.
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b u d di n g of e n v el o p e d vir us es i n e u k ar y ot es ( 2 0 – 2 3).  T h er ef or e,
t h e st u d y of c hr o ni c vir us i n ar c h a e a h as t h e p ot e nti al t o pr o-
vi d e i nsi g hts i nt o t h e  m ol e c ul ar e v ol uti o n of vir us – h ost i nt er a c-
ti o ns i n e u k ar y ot es.

Gi v e n t h e r el ati v el y s m all n u m b er of c h ar a ct eriz e d c hr o ni c
i nf e cti o ns i n pr o k ar y ot es, vir us– h ost i nt er a cti o n i n ar c h a e a a n d
t h e i m p a ct o n  mi cr o bi al c o m m u nit y d y n a mi cs a n d e v ol uti o n of
t his p arti c ul ar lif est yl e r e m ai ns l ar g el y u n e x pl or e d.  M or e o v er,
r e c e nt st u di es i n di c at e t h at c hr o ni c c y cl es ar e  m or e  wi d es pr e a d
i n n at ur e t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht ( 6, 9).  T h e d e v el o p m e nt of a
st a bl e y et c o ntr oll a bl e c hr o ni c i nf e cti o n i n ar c h a e a  will, t h er e-
f or e, si g nifi c a ntl y a d v a n c e o ur u n d erst a n di n g of t h e  m ol e c ul ar
b asis a n d e c ol o gi c al i m p a ct of c hr o ni c vir us es.

I n  m ost e n vir o n me nts, vir uses o ut n u m ber t heir h ost b y a fact or
of 1 0,  w hic h  mea ns t hat n ot o nl y  m ust vir uses e v ol ve t o o verc o me
h ost defe nse  mec ha nis ms b ut als o, d ue t o a li mite d n u m ber of
h ost cells, t here is t he nee d t o o utc o m pete ot her relate d vir uses.
Cells har b or a  wi de s pectr u m of  m o bile ge netic ele me nts fr o m
viral a n d n o n viral ori gi ns s uc h as plas mi ds, tra ns p os o ns, cas p o-
s o ns, or pr o vir uses ( 2 4). Partic ularl y, pr o vir uses are c o m m o nl y
f o u n d i n arc haeal a n d bacterial ge n o mes, a n d ∼ 6 0 % of t he
ge n o mes c o ntai n, at least, i ntact f u ncti o nal f or ms or, defecti ve i n
var yi n g de grees, vir us-li ke se q ue nces ( 2 5, 2 6).  At s o me p oi nt i n
t heir e v ol uti o n, s o me of t hese pr o vir uses ha ve bee n i m m o bilize d
b y t heir h osts, a n d, t hr o u g h selecti o n, t he cells s o meti mes c o nser ve
viral se q ue nces e nc o di n g f or a d va nta ge o us traits ( 2 7). F or e xa m-
ple, viral ge nes e nc o di n g f or s u peri nfecti o n e xcl usi o n  mec ha nis ms,
w h ose ai m is t o bl oc k f urt her i nfecti o ns b y c o m peti n g vir uses
( 2 8), ca n res ult i n t he e mer ge nce of a ne w defe nse s yste m a gai nst
viral i nfecti o n ( 2 9, 3 0). S u peri nfecti o n e xcl usi o n has bee n lar gel y
st u die d f or bacterial vir uses, a n d t he nat ure a n d  m olec ular basis of
t hese  mec ha nis ms c o m prise a n e xtre mel y  wi de variet y of tar gets,
s uc h as bl oc ki n g t he a ds or pti o n of vir uses t hr o u g h  m o difi cati o ns
t o t he cell e n vel o pe, i n hi biti n g t he ge n o me re plicati o n of a c o m-
peti n g vir us, or i n hi biti n g t he acti vit y of l ys oz y mes  w he n l ytic
c ycles are u n der wa y ( 3 0 – 3 2).  H o we ver, t he p ossi bilit y of s u peri n-
fecti o n has, s o far, o nl y bee n o bser ve d f or a n is olate d arc haeal r o d-
s ha pe d vir us fr o m t he fa mil y R u di viri d ae , alt h o u g h t he  mec ha nis m
re mai ns u n k n o w n ( 3 3). S u peri nfecti o n e xcl usi o n has als o bee n
pr o p ose d t o occ ur i n ic osa he dral, n o nl ytic vir uses of t he fa mil y
Portoglo bo viri d ae t hr o u g h vir us-e nc o de d  C RI S P R arra ys ( 3 4).

H er e  w e c h ar a ct eriz e a vir us c a usi n g a c hr o ni c pr o d u cti v e lif e
c y cl e, is ol at e d f or t h e  m o d el or g a nis ms H al ofer a x v olc a nii D S 2
( a n d  D S 7 0 a n d its d es c e n d a nts).  H. v olc a nii is o n e of t h e v er y
f e w ar c h a e a f or  w hi c h g e n eti c t o ols ar e a v ail a bl e, a n d it is c o m-
m o nl y us e d t o st u d y ar c h a e al c ell bi ol o g y ( 3 5 – 3 7).  T o t h e b est
of o ur k n o wl e d g e, t h er e is c urr e ntl y n o ot h er vir us a v ail a bl e
t h at i nf e cts t his s p e ci es ( 3 8).  T his n e w  m o d el vir us– h ost s yst e m
all o ws a n al ysis of t h e i n fl u e n c e of a c hr o ni c lif e c y cl e o n b asi c
c ell ul ar pr o c ess es s u c h as g e n o m e r e pli c ati o n a n d c ell di visi o n
( 3 7, 3 9) i n a pr o k ar y oti c or g a nis m i n d et ail. First i nsi g hts r e v e al
a s ur prisi n gl y hi g h vir us r el e as e a n d vir us-t o- h ost r ati o ( V H R),
w hil e h a vi n g littl e i m p a ct o n t h e o v er all fi t n ess of t h e h ost.
M or e o v er, u p o n i nf e cti o n,  H al of er a x v ol c a nii pl e o m or p hi c
vir us 1 ( H F P V- 1) i n d u c es s p e ci fi c c h a n g es i n t h e tr a ns cri p-
ti o n al pr o gr a m of H. v olc a nii , p arti c ul arl y d o w nr e g ul ati n g tr a n-
s cri pti o n of g e n es i n e n d o g e n o us pr o vir us r e gi o ns of t h e h ost.
T h e l att er s u g g ests t h at vir us – vir us i nt er a cti o ns pl a y a k e y r ol e
i n t h e i nf e cti ve c y cl e of  H F P V- 1,  w hi c h is s u p p ort e d b y e x p eri-
m e nts s h o wi n g t h at t h e pr es e n c e or a bs e n c e of o n e of t h es e pr o-
vir us es h e a vil y  m o d ul at es t h e o ut c o m e of i nf e cti o n.

F urt h er m or e, t o d at e,  H F P V- 1 is t h e o nl y pl e oli p o vir us t h at
is c a p a bl e of i nf e cti n g a  wi d e r a n g e of h osts a cr oss di v ers e h al-
o ar c h a e al cl a d es, t h er e b y e x hi biti n g pr o misi n g tr aits f or

d e v el o p m e nt as a g e n eti c t o ol f or di v ers e ar c h a e a, i n cl u di n g
t h os e t h at c a n n ot b e g e n eti c all y  m a ni p ul at e d y et.

E x p e ri m e n t al  P r o c e d u r e s

S a m pli n g Si t e s  a n d  C ul t u r e  C o n di ti o n s. Se di me nt sa m ples  w ere
c ollecte d fr o m L a ke  T yrrell ( 3 5 ° 2 0 03 8 00S, 1 4 2 ° 5 0 00 0 00E) o n
Dece m ber 2 3, 2 0 1 8 ( De p art me nt of E n vir o n me nt, La n d,  Wat er
a n d Pla n ni n g,  Vict oria,  A ustrali a, per mit n u m ber 1 0 0 0 8 9 4 5) a n d
ke pt at 4 ° C u ntil f urt her us e. F or t he is olati o n of vir uses, e nric h-
me nt c ult ures  w ere est a blis he d.  A p pr o xi matel y 5 0 0  m g of se di-
me nt  were c o m pletel y diss ol v e d i n 1 0 0  m L of ric h  me di u m
( H v- Y P C  me di a) ( 4 0), s u p ple me nte d  wit h 1  m L of trace ele me nt
s ol uti o n a n d 3  m L of vita mi n s ol uti o n [ 2 1], ref erre d t o as
H v- Y P C + .  Diss ol ve d s a m ples  were i nc u bate d aer o bicall y at
4 5 ° C  wit h c o nst a nt a gitati o n ( 1 2 0 r p m) f or 1 4 d.  A m picilli n
a n d ka na m yci n  were use d t o pre ve nt bacteri al gr o wt h ( fi nal c o n-
ce ntrati o ns of 0. 1 a n d 0. 0 3  m g/ m L, res pecti v el y).

I s ol a ti o n  a n d  P u rifi c a ti o n  of  Vi r u s e s. E nric h me nt c ult ures  w ere
ce ntrif u ge d at 4, 5 0 0 × g f or 4 5  mi n t o pellet t he cells.  T he s u per-
nata nt  w as rec o vere d, a n d vir uses  were s u bse q u e ntl y preci pitat e d
wit h p ol yet h yle ne gl yc ol ( P E G) 6 0 0 0 ( 1 0 %  wt/ v ol fi nal c o nce n-
trati o n) a n d i nc u bati o n at 4 ° C o v er ni g ht.  T he n, viral pre para-
ti o ns  w ere c ollecte d b y ce ntrif u gati o n ( 1 3, 0 0 0 × g, 4 5 mi n,
4 ° C). Pellets  were res us pe n de d i n 1 8 % b uffere d s alt  wat er
( B S W) ( 1 8 0 g of  Na Cl, 2 5 g of  M g Cl 2, 2 9 g of  M g S O4 , a n d
5. 8  K Cl per L), sterile fi ltere d ( p ore size 0. 2 μ m), a n d use d f or
pla q u e assa y a n d, after a n ot her fi ltrati o n ( p ore size 0. 2 μ m), i n
li q ui d c ult ure i nfecti o n assa ys.  Viral pre p arati o ns  were s cree ne d
f or vir uses i nfecti n g H. volc a nii D S 2 ( Ger ma n  C ollecti o n of
Micr o or ga nis ms a n d  Cell  C ult ures  G m b H).  Brie fl y, 5 × 1 0 9 cells
of H. volc a nii were gr o w n i n  H v- Y P C + me di a at 4 5 ° C, har-
vest e d fr o m a n e x p o ne nti al p hase gr o wi n g c ult ure ( o ptical de nsit y
at 6 0 0 n m of o ne),  mi xe d  wit h 2 0 μ L of viral s us pe nsi o n fr o m
eac h e nric h me nt, a n d i nc u bat e d f or 2 h at r o o m te m perat ure t o
all o w viral a ds or pti o n.  T he n, treate d cells  were eit her 1) use d f or
pla q u e assa y b y  mi xi n g  wit h 1 0  m L of t o p la yer a gar ( base a gar
1 0 g/ L a n d t o p la yer 4 gr/ L), plati n g, a n d i nc u bati n g f or a  wee k
at 2 8 ° C or 4 5 ° C or 2) use d t o i n oc ulate a 1 0 0- m L li q ui d c ul-
t ure t hat  w as  m o nit ore d b y  meas uri n g o ptical de nsit y c ha n ges.
N o pla q ue f or mati o n  was o bser v e d, b ut o ne li q ui d c ult ure  wit h a
sli g ht gr o wt h ret ar dati o n  w as c h ose n f or f urt her a nal ysis.  Vir us
p articles  were is olate d fr o m c ult ure s u per nata nts as descri be d
a b o v e f or e nric h me nt c ult ures. F or i nfecti o n assa ys, t he vir us
s ol uti o n  w as fi ltere d t w o ti mes ( p ore size 0. 2 μ m), a n d cell c o n-
ta mi nati o n  was e xcl u de d b y i n oc ulati n g t he vir us s ol uti o n i nt o
me di a a n d i nc u bati o n f or 2  w k t o e x cl u de gr o wt h. F or ge n o mic
D N A e xtracti o n, t he vir us s ol uti o n  was treate d  wit h 2 0 μ L of
D Nase I a n d 1 0 μ L of  R Nase t o re d uce h ost ge n o mic  D N A c o n-
ta mi nati o n, a n d  was f urt her p urifi e d o n a  Cs Cl ( 0. 4 5 g  Cs Cl/ m L
1 5 %  B S W) de nsit y gra die nt ( 3 8, 0 0 0 r p m f or 2 2 h, 4 ° C, S W 4 1
Ti S wi n gi n g- B uc ket r ot or,  Bec k ma n  &  C o ulter).  Ba n ds c o ntai n-
i n g vir us p articles  w ere e xtracte d  wit h a s yri n ge, dil ut e d i n o ne
v ol u me of 1 8 %  B S W, a n d re preci pit ate d  wit h P E G ( fi nal c o n-
ce ntrati o n 1 0 %, 4 ° C, o ver ni g ht), a n d t he res ulti n g pellet  was
was he d t w o ti mes  wit h 1 8 %  B S W bef ore  D N A e xtra cti o n.  D N A
was e xtracte d usi n g ge n o mic  D N A e xtra cti o n kit ( Bi oli ne)
acc or di n g t o t he  ma n ufact urer ’s i nstr u cti o ns.  Vir us p articles  w ere
o bser ve d b y tra ns missi o n electr o n  micr osc o p y ( T E M).  Vir us-
c o ntai ni n g s ol uti o n  w as a ds or be d f or 5  mi n t o car b o n-c oat e d
c o p per gri ds (c o m p a n y) a n d st ai ne d f or 1  mi n  wit h 2 % ura n yl
acetate ( wt/ v ol i n  w ater). Electr o n  micr o gra p hs  were ge nerat e d
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usi n g a n F EI  T ec nai F 2 0 S- T WI N or J E M 2 1 0 0 Pl us at 2 0 0- k V
accelerati o n v olt a ge.

A n al y ti c  Di g e s t  of  G e n o mi c  D N A,  G e n o m e S e q u e n ci n g,  a n d

P r o t ei n  C o n t e n t  A n al y si s. F or a n al yti c di g esti o n of g e n o mi c
D N A, 1 μ g of  D N A  w as di g est e d  wit h r estri cti o n e nz y m e
Hi n d III ( 3 7 ° C, 1 h).  T o d et er mi n e  m et h yl ati o n p att er ns, g e n o-
mi c  D N A  w as di g est e d  wit h D p n I a n d Bs p 1 4 3I ( 3 7 ° C, 1 h).
T o s e ar c h f or si n gl e-str a n d e d i nt err u pti o ns, t h e g e n o m e
H F P V- 1  D N A  w as di g est e d  wit h B al 3 1 a n d  E x o n u cl e as e III
( 3 0 ° C f or 1 0  mi n).  All pr o d u cts  w er e s e p ar at e d o n 1 % a g ar os e
g els a n d vis u aliz e d b y st ai ni n g  wit h S Y B R S af e (I n vitr o g e n).

F or  D N A s e q ue nci n g, li braries  w er e pre pare d fr o m p uri fi e d
D N A usi n g F S  D N A Li brar y ( N E B Ne xt  Ultra), a n d s a m pl es
w ere s e q u e n ce d  wit h Ill u mi na  Hi S e q 2 5 0 0 ( M a x Pl a n c k-
Ge n o me- C e ntr e),  wit h p air e d e n d 2 × 2 5 0 b p ( p air e d e n d) r ea d
le n gt h.  T he se q ue nce d rea ds  w ere q u alit y tri m me d usi n g t he s oft-
ware  C ut a da pt ( 4 1),  wit h a  mi ni m u m q u alit y of 3 0 a n d a  mi ni-
m u m le n gt h of 5 0 (- q 3 0, - m 5 0). S u bse q ue nt asse m bl y of
hi g h- q ualit y rea ds  was perf or me d  wit h asse m bler S P A des v 3. 1 3. 1
fr o m ref. 4 2.  C o nti gs c o vera ge  w as calc ulate d usi n g  B B ma p
v 3 8. 0 6 ( 4 3)  wit h a  mi ni m u m i de ntit y of 9 9 % ( mi ni d = 0. 9 9).
Pr otei n pre dicti o n  w as perf or me d usi n g Pr o di gal ( 4 4). F u ncti o nal
a n n otati o n of pre dicte d pr ot ei ns  w as d o ne  wit h t he s oft w are
pac ka ge  H H-s uit e 3 ( 4 5) a gai nst t he P D B 7 0 data base (release
p d b 7 0 2 0 0 1 0 8) a n d t he  Bi g Fa ntastic data base ( B F D) ( 4 6).  T he
ge n o me is a v aila ble i n t he  Nati o nal  Ce nter f or  Bi otec h n ol o g y
I nf or mati o n ( N C BI) dat a base u n der accessi o n n u m ber
O M 6 2 1 8 1 4. Pr otei n c o nte nt a nal yses of i n-s ol uti o n sa m ple pre p-
arati o n  were perf or me d usi n g  mass s pectr o metr y ( M S) as
des cri b e d i n ref. 4 7. F or gel-se parate d s a m ples, t he pr ot ei n
pr o fi les  w ere a nal yze d b y usi n g a  Tris- Gl yci ne s o di u m d o dec yl
s ulfate p ol y acr yla mi de gel electr o p h oresis ( S D S/ P A G E) gel elec-
tr o p h oresis ( 1 2 % acr yla mi de i n res ol vi n g gel).  Gels  w ere st ai ne d
wit h f ast  C o o massie stai ni n g ( 5 0 % et ha n ol, 1 0 % acetic a ci d,
0. 5 %  wt/ v ol  C o o massie  Bl ue).  T he pr otei n c o nt e nt of s electe d
re gi o ns or t he e ntire gel la ne li ne s e parat e d i nt o f o ur t o si x slices
were i n- gel re d uce d  wit h  Dit hi ot hreit ol ( D T T), al k ylat e d  wit h
i o d oacetic aci d (J A A), a n d di geste d o ver ni g ht  wit h tr y psi n ( Pr o m-
e ga).  Res ulti n g pe pti de  mi xt ures  were e xtra ct e d t wice b y e xc ha n ge
of 5 % f or mic aci d ( F A) a n d acet o nitrile a n d drie d d o w n. Pe pti-
des  w ere res us pe n de d i n 2 5 μ L of 5 % F A, a n d a 5- μ L ali q u ot
was a nal yze d b y li q ui d c hr o mat o gra p h y – M S/ mass s pectr osc o p y
( L C- M S/ M S) o n a na n o- ultra- hi g h perf or ma nce L C ( na n o-
U P L C) s yste m i nterface d t o a  Q E xa cti v e  H F  Or bitra p or a n
L T Q  Or bitra p  Vel os  mass s pectr o meter ( T her m o Fisc her S cie n-
tifi c).  T he na n o- U P L C  w as e q ui p pe d  wit h a n  Acclai m Pe p-
Ma p 1 0 0  C 1 8 7 5- μ m i nter nal di a meter (i. d.) × 2 0- m m tra p
c ol u m n a n d a 7 5 μ m × 1 5 c m a nal ytical c ol u m n ( 3 μ m/ 1 0 0  A,
T h er m o Fis h er S ci e nti fi c). P e pti d es  w er e s e p ar at e d usi n g a n
8 0- or 1 8 0- mi n li near gra die nt f or gel ba n ds a n d u nfracti o nate d
sa m ples, res pecti vel y; s ol ve nt  A  was 0. 1 % a q ue o us F A, a n d s ol ve nt
B  was 0. 1 % F A i n neat acet o nitrile. S pectra  were ac q uire d usi n g
t he  Data- de pe n de nt ac q uisiti o n ( D D A)  met h o d a n d  T o p 2 0
a p pr oac h; l oc k  mass set o n m/z = 4 4 5. 1 2 0 0.  T hree bla n k r u ns
were perf or me d after eac h sa m ple a nal ysis t o  mi ni mize carr y o ver.

All  M S/ M S s a m pl es  w er e a n al yz e d usi n g  M as c ot ( M atri x S ci-
e n c e; v ersi o n 2. 2. 0 4).  M as c ot  w as s et u p t o s e ar c h a g ai nst t h e
H. v olc a nii D S 2 a n d  H F P V- 1 pr e di ct e d pr ot ei ns, ass u mi n g t h e
di g esti o n e nz y m e tr y psi n.  M as c ot  w as s e ar c h e d  wit h a fr a g m e nt
i o n  m ass t ol er a n c e of 0. 0 2 5  D a a n d a p ar e nt i o n t ol er a n c e of
5. 0 P P M; l a b el: 1 3 C 6

1 5 N 2 of l ysi n e; l a b el: 1 3 C 6
1 5 N 4 of ar gi-

ni n e, o xi d ati o n of  m et hi o ni n e, a c et yl of t h e n-t er mi n us, c ar b a-
mi d o m et h yl of c yst ei n e, a n d pr o pi o n a mi d e of c yst ei n e  w er e

s p e cifi e d i n  M as c ot as v ari a bl e  m o di fi c ati o ns. S c aff ol d ( v ersi o n
S c aff ol d _ 4. 1 0. 0, Pr ot e o m e S oft w ar e I n c.)  w as us e d t o v ali d at e
M S/ M S- b as e d p e pti d e a n d pr ot ei n i d e nti fi c ati o ns. P e pti d e
i d e ntifi c ati o ns  w er e a c c e pt e d if t h e y c o ul d b e est a blis h e d at
gr e at er t h a n 9 1. 0 % pr o b a bilit y b y t h e P e pti d e Pr o p h et al g o-
rit h m ( 4 8, 4 9)  wit h S c aff ol d d elt a- m ass c orr e cti o n. Pr ot ei ns
t h at c o nt ai n e d si mil ar p e pti d es a n d c o ul d n ot b e diff er e nti at e d
b as e d o n  M S/ M S a n al ysis al o n e  w er e gr o u p e d t o s atisf y t h e
pri n ci pl es of p arsi m o n y.  O nl y pr ot ei ns  wit h  m or e t h a n t w o
u ni q u e p e pti d es  w er e c o nsi d er e d i n d o w nstr e a m a n al ys es as
q u alit y c o ntr ol,  w hil e r el ati v e a b u n d a n c es  w er e c al c ul at e d b y
a v er a gi n g t h e c v al u es of bi ol o gi c al tri pli c ates.

Vi r u s I nf e c ti vi t y  a n d  Ki n e ti c s. T o st u d y t h e lif e c y cl e, c ult ur es
of H. v olc a nii w er e s y n c hr o nize d usi n g a n a d a pt ati o n of t h e
“ st ati o n ar y p h as e  m et h o d” ( 5 0). F or t his, a si n gl e c ol o n y  w as
pi c k e d i n li q ui d c ult ur e a n d gr o w n i n  H v- Y P C + m e di a u p t o
a n o pti c al d e nsit y at 6 0 0 n m ( O D 6 0 0 ) ≈ 1.  T h e n a 2 0-f ol d
dil uti o n st e p i n fr es h  m e di a  w as p erf or m e d ( fi n al  O D 6 0 0 =
0. 0 5), a n d c ult ur es  w er e t h e n r e gr o w n u p t o a n  O D 6 0 0 of o n e.
Iterati v e dil uti o n a n d gr o wt h of t he c ult ure  were re peat e d t hree
ti mes bef ore c o nsi deri n g a c ult ure s y nc hr o nize d. F or i nf ecti o n
wit h  H F P V- 1, 1 × 1 0 9 cells ( O D 6 0 0 ≈ 1) fr o m s y nc hr o nize d c ul-
t ures  were c ollecte d b y ce ntrif u gati o n, res us pe n de d i n 5 0 0 μ L of
fres h  me dia, a n d i nf ect e d  wit h  H F P V- 1 vir us  wit h a  m ulti plicit y
of i nfecti o n ( M OI) of 1 0.  Aft er i nc u b ati o n ( 2 h, r o o m t e m pera-
t ure), cells  w ere tra nsferre d i nt o li q ui d c ult ures, a n d gr o wt h  w as
m o nit ore d b y o ptical de nsit y ( O D 6 0 0 ) e v er y 6 h.  Viral titer  w as
q ua nti fi e d f or free a n d i ntra cell ular vir us b y q P C R.  Brie fl y, sa m-
ples of 1  m L i n bi ol o gical re plicates  w ere c ollecte d a n d pel-
let e d( 1 1, 0 0 0 × g, 1 0  mi n, r o o m te m perat ure). S u per nata nts  were
rec o vere d, a n d P E G 6 0 0 0  was a d de d t o a 1 0 %  wt/ v ol fi nal c o n-
ce ntrati o n a n d st ore d at 4 ° C, a n d vir us particles  w ere preci pi-
t at e d as des cri b e d a b o v e.  Cell pellets  were  w as h e d t w o ti mes  wit h
1 m L of fres h H v- Y P C + me di a, fl as h fr oze n  wit h li q ui d  N 2 , a n d
st ore d at 2 0 ° C u p o n  D N A or  R N A e xtra cti o n.  D N A  w as
e xtra ct e d usi n g a ge n o mic  D N A e xtracti o n kit ( Bi oli ne) acc or d-
i n g t o t he  ma n uf act urer’s i nstr ucti o ns. L o n g-t er m c ult ures  were
est a blis he d b y dil uti n g i nf ecte d c ult ures e v er y 7 d. I nfecti o n  w as
assesse d b y P C R  wit h s peci fi c pri mers tar geti n g t he ge n o me
se q u e nce of  H F P V- 1 ( T yr V U F 50-a c gaa c ga ga acacc ga cc- 30 a n d
T yr V U R 5 0-t gat gac ga at cca ac ga gca g- 30).  Eac h P C R  was per-
f or me d  wit h t he  Q 5  Hi g h- Fi delit y  D N A P ol y merase ( Ne w
E n gla n d  Bi ola bs) a n d c o ntai ne d 0. 0 2  U/ μ L p ol y meras e, pri mer
c o nce ntrati o n of 0. 1 μ M f or b ot h f or war d a n d re vers e, 1 × of  Q 5
Rea cti o n  B uff er, a n d 1 × Q 5  Hi g h  G C E n ha ncer.  T he f oll o wi n g
pr o gra m  was use d: 5  mi n at 9 5 ° C, f oll o w e d b y 3 5 c ycles of 3 0 s
at 9 5 ° C, 3 0 s at 6 8 ° C f or a n neali n g, a n d 3 0 s at 7 2 ° C f or el o n-
gati o n.  Res ults  w ere vis ualize d i n 1 % a gar ose gels stai ne d  wit h
S Y B R Safe (I n vitr o ge n).

Q ua nti fi cati o n of H. volc a nii a n d  H F P V- 1 ge n o me c o p y n u m-
ber ( gc n)  were carrie d o ut usi n g a  C F X 9 6  T o uc h  Real- Ti me
P C R ( Bi o- Ra d L a b orat ories, I nc.) a n d t he s oft ware  C F X  Ma n-
a ger S oft w are.  H ost  D N A p ol y meras e II s mall s u b u nit ge ne
( H V O _ 0 0 0 3)  was a m plifi e d  wit h a s peci fi c pri mer set ( F p ol B
5 0-ccc gaat ca g ga c gaa ga ac- 30 a n d  R p ol B 5 0- attt g a g gt gctc g ga ga ac- 30).
Eac h rea cti o n ( 1 0 μ L) c o ntai ne d 1 × Ss o A d va nce d  U ni versal
S Y B R  Gree n S u per mi x ( Bi o- Ra d) a n d 3 0 0 n M of ea c h pri mer.
F or viral q ua nti fi cati o n, a pri mer set t ar geti n g t he i nt er nal str uc-
t ural pr ot ei n 3  was desi g ne d ( F V P 3 50-tt gc gtac gc g gtatct gtc- 30 a n d
R V P 3 5 0- a gcttctcc gc atc gtcttt- 30).  T he f oll o wi n g a m plifi cati o n
t her mal c ycli n g pr o gra m  was use d f or b ot h pri mer s ets: 5  mi n at
9 5 ° C, f oll o we d b y 4 0 c ycles of 3 0 s at 9 5 ° C a n d 3 0 s at 6 8 ° C,
wit h rea di n gs ta ke n bet wee n ea c h c y cle. Ef fi cie ncies of t he assa ys
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were 9 5 t o 1 0 0 %,  wit h  R 2 val ues ≥ 0. 9 9 f or all assa ys.  T he s pe-
cifi cit y of t he q P C R  w as c o n fi r me d b y u ni q ue si g nals i n  melti n g
c ur v es a n d gel electr o p h oresis of P C R pr o d ucts.

T r a n s c ri p t o mi c  A n al y s e s. R N A e xtracti o n of fr oze n cell pellets i n
t hree bi ol o gical re plicates  was perf or me d  wit h t he  Z y m o  Direct-z ol
R N A  mi ni pre p  Kit ( R 2 0 5 1).  R N A c o nce ntrati o n a n d i nte grit y
were assesse d usi n g na n o dr o p  D S- 1 1 S pectr o p h ot o meter ( De N o vi x)
acc or di n g t o t he  ma n ufact urer i nstr ucti o ns.  Ri b os o mal  R N A
(r R N A)  was de plete d pri or t o se q ue nci n g usi n g t he r R N A de pleti o n
Kit ri b o P O O L, f or H. volc a nii , si T O O Ls Bi otec h. Li braries  were
pre pare d  wit h li brar y kit  N E B Ne xt  Ultra II  R N A Li brar y Pre p  Kit
f or Ill u mi na, a n d se q ue nci n g  was perf or me d o n a n Ill u mi na
Hi Se q 3 0 0 0 se q ue ncer, usi n g se q ue nci n g kit, f oll o wi n g a 1 × 1 5 0
r u n. Se q ue nci n g de pt h of t he sa m ples ra n ge d fr o m 4. 3  milli o n t o
7. 2  milli o n rea ds ( mea n = 6. 5  milli o n, S D = 0. 7  milli o n rea ds).
Ra w rea ds  were q ualit y tri m me d  wit h  C uta da pt ( 4 1),  wit h a  mi ni-
m u m q ualit y of 3 0 a n d a  mi ni m u m le n gt h of 5 0 (- q 3 0, - m 3 0),
a n d all rea ds c o ntai ni n g “ N ” bases  were re m o ve d. Filtere d rea ds
were  ma p pe d t o H. volc a nii D S 2 strai n a n d  H F P V- 1 ge n o me usi n g
B B ma p v 3 8. 0 6  wit h a n i de ntit y t hres h ol d of 9 9 % ( mi ni d = 0. 9 9).
Differe ntial e x pressi o n a nal yses  were perf or me d  wit h  R pac ka ge
D E Se q 2 ( 5 1) a n d pl otte d usi n g g g pl ots 2 ( 5 2). Brie fl y, ra w c o u nts
were n or malize d b y se q ue nci n g de pt h a n d ge o metric  mea n ( 5 1),
a n d differe ntial e x pressi o n  was calc ulate d c o m pari n g t he differe nces
i n rea d c o u nts bet wee n i nfecte d a n d u ni nfecte d c ult ures b y eac h
ti me p oi nt ( wit h t hree bi ol o gical re plicates f or t he i nfecte d a n d t w o
bi ol o gical re plicates f or t he c o ntr ols).  Ge nes  wit h P val ues < 0. 0 1,
false disc o ver y rates < 0. 0 5 ( p a dj uste d < 0. 0 5), a n d a f ol d c ha n ge
of at least t w o ti mes (l o g 2 F C ≥ 1 or ≤ 1)  were c o nsi dere d differ-
e ntiall y e x presse d ( D E).  Ra w data  were s u b mitte d t o E ur o pea n
N ucle oti de  Arc hi ve ( E N A) u n der Pr oject  N u m ber P RJ E B 5 0 7 5 0.

Gl o b al  Di s t ri b u ti o n  a n d  Al t e r n a ti v e  H o s t s  of  H F P V- 1. T h e vir al
ge n o me  w as se arc he d a gai nst t he I nte grate d  Micr o bi al  Ge n o mes/
vir us (I M G/ V R) data base ( 5 3) usi n g  Basic L ocal  Ali g n me nt
Searc h  T o ol ( B L A S T n) ( 5 4), e val ue < 1 0 5 , t o det ect u nc ulti-
vate d relati v es fr o m  meta ge n o mes or pre vi o us is olates.  Ori gi nal
se q ue nci n g rea d fi les ( met a ge n o me or h ost is olat e se q u e nci n g
pr ojects) f or ea c h tar get  were t he n retrie v e d fr o m rele va nt  B L A S T
hits (i de ntit y ≥ 7 0 % a n d q u er y c o v era ge ≥ 5 0 %.).  H F P V- 1
pres e nce i n t hese s a m ples  w as deter mi ne d b y rea d  ma p pi n g usi n g
B B ma p ( mi ni d = 0. 9 5), a n d  H F P V- 1  was c o nsi dere d pres e nt
w he n t he ge n o me ha d at le ast ≥ 7 5 % of ge n o me le n gt h  wit h
≥ 1 × c o vera ge ( 5 5). F urt her m ore, t o est a blis h t he ge o gra p hical
distri b uti o n of t he vir us, a n a d diti o nal  B L A S T a gai nst t he  Vir us
C RI S P R S p acer  D at a b as e fr o m I M G/ V R  was perf or me d.  T his
dat a b ase c o nt ai ns s h ort s pa cer se q ue nces retrie ve d fr o m  C RI S P R-
Cas arra ys fr o m is olate d a n d  met a ge n o mic ge n o mes de p osit e d i n
t he data bases.  O nl y  B L A S T hits  wit h a n e val ue < 1 0 5 a n d
i de ntit y ≥ 9 0 %  were c o nsi dere d as tr ue p ositi v es.

H o s t  R a n g e  A s s e s s m e n t  of  H F P V- 1. Ei g ht differe nt strai ns of hal-
oarc haea  were teste d t o deter mi ne t he h ost ra n ge of  H F P V- 1 ( SI
A p pe n di x ,  Ta ble S 1). E x p o ne ntial p hase c ult ures  were i nfecte d
wit h  H F P V- 1  wit h a n  M OI of ∼ 1 0, f oll o wi n g t he sa me pr oce-
d ure af ore me nti o ne d, a n d i nc u bate d at 2 8 ° C wit h c o nsta nt a gita-
ti o n ( 1 2 0 r p m).  Gr o wt h ki netics  were  m o nit ore d t hr o u g h o ptical
de nsit y,  w hile cells  were c ollecte d b y ce ntrif u gati o n ( 1 0, 0 0 0 × g,
1 0  mi n),  was he d t w o ti mes  wit h fres h  me dia (t o a v oi d false p osi-
ti ves arisi n g fr o m free vir us i n t he s u per nata nt), a n d scree ne d f or
H F P V- 1 i nfecti o n b y P C R (see Vir us I nfecti vity a n d  Ki netics ).
P C R- p ositi ve strai ns  were selecte d, viral particles  were is olate d
fr o m c ult ure s u per nata nts b y P E G preci pitati o n (as descri be d

a b o ve), a n d  H F P V- 1 particle pr o d ucti o n  was assesse d b y q P C R
(see Vir us I nfecti vity a n d  Ki netics ). I n or der t o c o nfi r m i nfecti vit y,
viral particles is olate d fr o m t he s u per nata nt of alter nati ve h osts
were use d t o i nfect vir us-free H. volc a nii . I nfecti o n  was c o nfi r me d
b y P C R as pre vi o usl y descri be d.

T r a n sf o r m a ti o n  of H. v ol c a nii wi t h  H F P V- 1  G e n o mi c  D N A.

Tr a nsf or m ati o n of H. v olc a nii w as c arri e d o ut b y usi n g P E G
6 0 0 as d es cri b e d pr e vi o usl y i n r ef. 5 6.  Bri e fl y, c ult ur es of
H. v olc a nii w er e gr o w n t o a n  O D 6 0 0 of ∼ 0. 8 a n d t h e n h ar-
v est e d b y c e ntrif u g ati o n ( 3 0  mi n 4, 5 0 0 × g).  T h e p ell et  w as
g e ntl y  w as h e d o n e ti m e i n 2  m L of s p h er o pl asti n g s ol uti o n
( 1  M  N a Cl, 2 7  m M  K Cl, 5 0  m M  Tris H Cl, s u cr os e 1 5 %) a n d
t h e n g e ntl y r es us p e n d e d i n 1  m L of s p h er o plasti n g s ol uti o n.
T h e s ol uti o n  w as c h el at e d  wit h 0. 5  M ( et h yl e n e di nitril o)t etr a-
a c eti c a ci d ( p H 8).  T h e n f o ur diff er e nt c o n c e ntr ati o ns of
H F P V- 1 g e n o mi c  D N A  w er e us e d f or tr a nsf or m ati o n ( 1 0 0 p g,
1 n g, 1 0 n g, a n d 1 0 0 n g  D N A, r es p e cti v el y).  A d diti o n all y, t w o
g e n o mi c  D N A s a m pl es of  H F P V- 1 t h at  w er e tr e at e d  wit h
D N as e a n d  R N as e ( D N as e I a n d  R N as e  H, r es p e cti v el y;  N e w
E n gl a n d  Bi ol a bs)  w er e us e d as c o ntr ols.  Aft er a d diti o n of
D N A, 2 5 0 μ L of 6 0 % P E G 6 0 0 w as a d d e d a n d  mi x e d g e ntl y,
a n d i n c u b at e d at r o o m t e m p er at ure f or 1 h.  T h e n, c ells  w er e
w as h e d t w o ti m es a n d tr a nsf err e d i nt o a r e g e n er ati o n s ol uti o n
( H v- Y P C+ m e di a  wit h 1 5 % s u cr os e) f or 3 h at 2 8 ° C b ef or e
tr a nsf er i nt o li q ui d c ult ur e. S u c c essf ul i nf e cti o n  w as ass ess e d b y
P C R a n d is ol ati o n of vir us p arti cl es fr o m c ult ur e s u p er n at a nts
as d es cri b e d a b o v e ( h ost r a n g e ass ess m e nt).

K n o c k o u t  M u t a n t S t r ai n s  G e n e r a ti o n  a n d  D e t e r mi n a ti o n  of

H F P V- 1 I nf e c ti o n. Tra nsf or m ati o n a n d c o nstr u cti o n of d el eti o n
m ut a nts i n H. v olc a nii H 1 3 3 ( Δ pyr E 2 Δ tr p A, Δ le u B, a n d
Δ h dr B ) b as e d o n s el ecti o n  wit h ura cil  w er e perf or me d as
d es cri b e d pre vi o usl y ( 5 7). Plas mi d c o nstr u cti o n  w as d o ne b y
classical r estricti o n e nz y me- b as e d  m ole c ular cl o ni n g. I nserts  w ere
a m plifi e d fr o m  wil d-t y pe ( D S 7 0) ge n o mic  D N A ( usi n g g e n o mi c
D N A e xtra cti o n kit:  Bi oli ne, a cc or di n g t o t he  ma n ufa ct urer ’s
i nstr u cti o ns) via P C R usi n g P h usi o n p ol y merase ( N E B).  All
restricti o n e n d o n u cleases use d  w ere p urc hase d fr o m  N E B.
Restricti o n e nz y me di gesti o ns a n d P C R  were perf or me d acc or d-
i n g t o t he  ma n ufact urer’s pr ot oc ols. Pr o vir us  Half v ol 3
(Δ H V O _ 1 4 2 2 t o  H V O _ 1 4 3 4)  was ge nerate d b y fi rst ge nerati n g
a deleti o n  m uta nt of  H V O _ 1 4 3 4.  T w o fra g me nts  w ere ge nerat e d
usi n g t he f oll o wi n g pri mer a n d restricti o n e nz y mes:  A 1 4 3 4 u p 5
(Not I) 50-a ac gc g gcc gca gt c gtt gat g gc gtt gccc-‘3,  A 1 4 3 4 u p 3 ( X b a I)
5 0- aa ct ct a g actcc ga ga ga cc gca c gc g-‘3 a n d  A 1 4 3 4 d o w n 5 ( Ec o RI)
5 0- aa c ga att ca g gaa ccta ccct gcct g gt-‘3,  A 1 4 3 4 d o w n 3 ( Hi n d III)
5 0- aa ca a gctta gc gaactc gc gcatca ga g-‘3. Fra g me nts  were cl o ne d i nt o
p T A 1 3 1 ( 5 7) a n d tra nsf or me d i nt o H. v olc a nii after is olati o n
fr o m d a m /dc m c o m pete nt E. c oli cells ( N E B).  T he re mai ni n g
part of pr o vir us  Half v ol 3  was delete d i n Δ H V O _ 1 4 3 4 after cl o n-
i n g t he fra g me nt ge nerate d bef ore  wit h  A 1 4 3 4 u p 5 a n d  A 1 4 3 4 u p 3
a n d a fra g me nt ge nerate d usi n g pri mers  A 1 4 2 2 d o w n 5 ( Eco RI)
5 0-aac gaattcc gacatatcc gaac gc ga ga g-‘3 a n d  A 1 4 2 2 d o w n 3 ( Hi n d III)
5 0-aacaa gctt gt gttcc gat g gcc gt gac-‘3 i nt o p T A 1 3 1.  T he c o nstr uct  was
de met h ylate d b y is olati o n fr o m d a m /dc m c o m pete nt E. coli a n d
tra nsf or me d i nt o Δ H V O _ 1 4 3 4, a n d, after selecti o n  wit h uracil,
p o p- o ut  was perf or me d as descri be d.  T he res ulti n g Δ H V O _ 1 4 2 2
t o  H V O _ 1 4 3 4 deleti o n strai n  was c o nfi r me d b y P C R ( Half v ol 3 F
5 0-cc gat gtact gaccctt gac-‘3,  Half v ol 3 R 5 0-a gacatacccc gtact gttc-‘3) a n d
Sa n ger se q u e nci n g of t he res ulti n g P C R pr o d uct.  Vir us i nf ecti vit y
o n t he pr o vir us  m uta nt strai n  was det er mi ne d as des cri b e d a b o ve
f or  wil d-t y pe H. volc a nii (Vir us I nfecti vity a n d  Ki netics ). E x peri-
me nts  were perf or me d i n t hree bi ol o gical re plicat es, a n d t he
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pare ntal strai n  was use d as a  wil d-t y pe c o ntr ol.  H v- Y P C + was s u p-
ple me nte d  wit h uracil ( 5 0 μ g/ m L), tr y pt o p ha n ( 5 0 μ g/ m L), le u-
ci ne ( 5 0 μ g/ m L), a n d h y p o xa nt hi n ( 4 0 μ g/ m L) t o s u p p ort gr o wt h.

R e s ul t s  a n d  Di s c u s si o n

I s ol a ti o n  of a  Vi r u s I nf e c ti n g t h e  M o d el  H al o a r c h a e o n H. v ol c a nii .

T h e h al o p hili c ar c h a e o n H. v olc a nii is  wi d el y us e d as a  m o d el
or g a nis m f or t h e st u d y of ar c h a e al c ell bi ol o g y a n d bi o c h e mis-
tr y a n d is o n e of f e w ar c h a e a  wit h a n e xt e nsi v e g e n eti c t o ols et
a v ail a bl e ( 3 6, 5 8).  A n u m b er of vir us es i nf e cti n g h al o p hili c
ar c h a e a h a v e b e e n is ol at e d ( 1 7, 5 9); h o w e v er, n o vir us  w as
a v ail a bl e f or a  m o d el h al o ar c h a e o n t h at  w o ul d all o w a d et ail e d
st u d y of vir us– h ost i nt er a cti o ns i n h al o p hili c ar c h a e a.  T o is ol at e
a vir us s p e ci fi c all y t ar g eti n g H. v olc a nii , e nri c h m e nt c ult ur es i n
m e di a s p e ci fi e d f or H. v olc a nii at o pti m al gr o wt h t e m p er at ure
of H. v olc a nii w er e est a blis h e d, usi n g s a m pl es t a k e n at h y p ers a-
li n e L a k e  T yrr ell,  A ustr ali a ( 6 0).  Vir us- c o nt ai ni n g s u p er n at a nts
were ge nerate d fr o m e nric h me nt c ult ures a n d teste d o n H. volc a nii .
Gr o wt h retar dati o n  was o bser ve d i n o ne of t he treate d H. volc a nii
c ult ures, a n d  D N A c o ntai ni n g vir us-li ke particles ( V L Ps)  were
retrie ve d fr o m t he s u per nata nt.  T E M of t he sa m ples re veale d t he
prese nce of n o ns y m metrical ple o m or p hic particles,  wit h sizes ra n g-
i n g fr o m 5 0 n m t o 8 0 n m ( Fi g. 1A ), a n d re prese nts t he o nl y vir us
is olate d f or t his s pecies; t h us  we na me d it  Hal ofera x v olca nii ple o-
m or p hic vir us 1 ( H F P V- 1).

G e n o mi c  C h a r a c t e ri s ti c s  of  H F P V- 1 a n d T a x o n o mi c  Cl a s sifi c a ti o n.

A n al yti c di g ests of  H F P V- 1 g e n o mi c  D N A r e v e al e d a d o u bl e-
str a n d e d  D N A g e n o m e  wit h si n gl e-str a n d e d i nt err u pti o ns
(SI  A p pe n di x , Fi g. S 1).  T h e pr es e n c e of a c o ns er v e d  D N A  m otif
t h at pr e c e d es si n gl e-str a n d e d dis c o nti n uiti es i n t h e g e n o m e of
H al or u br u m pl e o m or p hi c vir us 3 ( H R P V- 3) ( 6 1)  w as i n sili c o
i d e ntifi e d i n  H P F V- 1 g e n o m e ( G C C C A  m otif n = 3); h o w-
e v er, e x p eri m e nt al e vi d e n c e is f urt h er n e e d e d t o c o n fi r m t h at it
is a c o m m o n tr ait i n  H F P V- 1 as  w ell.  M e a n w hil e, n o d a m
m et h yl ati o n  w as d et e ct e d o n t h e g e n o m e of  H F P V- 1 ( Fi g. 1 B ).
Ill u mi n a s e q u e n ci n g a n d g e n o m e ass e m bl y yi el d e d a c o nti g of
7, 9 2 4 b as e p airs ( b p)  wit h o v erl a p pi n g e n ds,  w hi c h cir c ul ariz es
t o a si n gl e  m ol e c ul e of 7, 8 6 9 b p a n d e n c o d es f or 1 1 o p e n

r e a di n g fr a m es ( O R Fs) (SI  A p pe n di x , Fi g. S 2).  T h e a v er a g e  G C
c o nte nt of  H F P V- 1 is 5 9. 3 %,  w hic h is si g ni fi ca ntl y l o wer t ha n t he
G C c o nte nt of t he  mai n c hr o m os o me of H. volc a nii ( 6 6. 6 %), a n d
m ore si milar t o H. volc a nii plas mi ds p H V 1, p H V 2, a n d p H V 4
( 5 6 %, 5 5. 5 %, a n d 6 1. 7 % res pecti vel y) ( 6 2).

T h e g e n o m e of  H F P V- 1 dis pl a y e d n o si g ni fi c a nt si mil arit y
at t h e n u cl e oti d e l e v el  wit h a n y pr e vi o us vir al is ol at e,  w hil e l o w
i d e ntit y v al u es at t h e pr ot ei n l e v el  w er e o bs er v e d  w h e n c o m-
p ar e d  wit h  m e m b ers of t h e Ple oli p o viri d ae f a mil y ( Fi g. 2).
F urt h er c o m p aris o n a g ai nst  m ulti pl e vir al d at a b as es (s e e E x peri-
me nt al Pr oce d ures f or d et ails) r e v e al e d t h e pr es e n c e of t w o p ut a-
ti v e str u ct ur al pr ot ei ns ( O R F 2 a n d  O R F 4) h o m ol o g o us t o t h e
s pi k e pr ot ei ns of H al oge o metric u m s p. pl e o m or p hi c vir us 1
H G P V- 1 ( 6 3), a  m e m b er of t h e Bet a ple oli p o vir us g e n us,
alt h o u g h t h e si mil arit y  w as r at h er l o w (i d e ntit y = 4 5 %).  O R F 3
h as littl e si mil arit y t o a n y k n o w n pr ot ei n a n d o nl y h as a h o m o-
l o g i n  H G P V- 1 a m o n g r el at e d vir us es, b ut its f u n cti o n r e m ai ns
u n k n o w n.  T hr e e ot h er pr ot ei ns ( O R F 5,  O R F 6, a n d  O R F 7)
pr es e nt e d a si g ni fi c a nt h o m ol o g y t o t h e c o ns er v e d c or e cl ust er
of pr ot ei ns  wit hi n t h e Ple oli p o viri d ae f a mil y ( Fi g. 2).  O R F 7 is
pr o p os e d t o h a v e  N T P as e a cti vit y, a n d b ot h  O R F 6 a n d  O R F 7
ar e pr e di ct e d t o h a v e tr a ns m e m br a n e d o m ai ns, b ut t h eir f u n c-
ti o n a n d r ol e i n t h e i nf e cti v e c y cl e of t h e vir us h as n ot b e e n
c h ar a ct eriz e d. F urt h er ass ess m e nt of t h e h y p ot h etic al pr ot ei ns
e n c o d e d b y  H F P V- 1 usi n g hi d d e n  M ar k o v  m o d els s h o w e d t h at
t w o pr e di ct e d pr ot ei ns,  O R F 1 a n d  O R F 9,  w er e si mil ar t o tr a n-
s cri pti o n al r e g ul at ors ( pr o b a biliti es of P = 9 9. 4 4 a n d 8 4. 9 6,
r es p e cti v el y).

N o r e pli c ati o n pr ot ei n c o ul d b e i d e nti fi e d i n t h e g e n o m e of
H F P V- 1.  H o w e v er, it p oss ess es a pr e di ct e d  D N A bi n di n g pr o-
t ei n ( O R F 1 0, P = 9 1. 7 7) at t h e p ositi o n  w h er e r el at e d pl e oli-
p o vir us es e n c o d e t h eir pr e di ct e d r e pli c ati o n pr ot ei n ( Fi g. 2).
T his is of p arti c ul ar i nt er est b e c a us e, t h us f ar, t h e t a x o n o mi c
af fi li ati o n of t h e  m e m b ers of t h e Ple oli p o viri d ae n or m all y c orr e-
l at e d  wit h t h eir pr o p os e d r e pli c ati o n  m e c h a nis ms.  W hil e t h e
al p h a pl e oli p o vir us es ar e t h o u g ht t o r e pli c at e vi a a r olli n g cir cl e
r e pli c ati o n e n d o n u cl eas e ( 6 1), a n d t h e g a m m a pl e oli p o vir us es
p oss ess a pr ot ei n- pri m e d f a mil y  B  D N A p ol y m er as e ( p P ol B
p ol y m er as e) ( 5 9), t h e b et a pl e oli p o vir us es,  w h os e  m e m b ers ar e
t h e o n es  wit h hi g h est h o m ol o g y t o  H F P V- 1, pr es e nt a c o n-
s er v e d h o m ol o g of a n u n c h ar a ct eriz e d r e pli c ati o n pr ot ei n ( R e p
pr ot ei n; Fi g. 2) ( 6 4).  T h e l a c k of t h e c o ns er v e d r e pli c ati o n pr o-
t ei n pr es e nt i n all r el at e d vir us es a n d t h e l o w er i d e ntit y v al u es
at t h e pr ot ei n l e v el s u g g est t h at  H F P V- 1 is a r at h er di v er g e nt
m e m b er of t h e Bet a ple oli p o vir us g e n us.

P r o t ei n  C o m p o si ti o n  of  H F P V- 1  P a r ti cl e s  Diff e r s f r o m  Cl o s el y

R el a t e d  Vi r u s e s,  a n d  P a r ti cl e s  A r e S t a bl e  a t  a  Wi d e  R a n g e  of

S al t  C o n c e n t r a ti o n s. M S of vir us p arti cl es c o n fi r m e d t h e pr es-
e n c e of  O R F 4, t h e pr e di ct e d s pi k e pr ot ei n, as t h e  m ost a b u n-
d a nt str u ct ur al pr ot ei n pr es e nt i n t h e vir us p arti cl es ( a v er a g e
p e pti d e c o u nt = 1, 7 0 0; D at as et S 1 ). I nt er esti n gl y, n o si g n al
w as d et e ct e d f or t h e pr e di ct e d i nt er n al  m e m br a n e pr ot ei n
O R F 2, n eit h er b y i n di vi d u al S D S/ P A G E b a n d s e q u e n ci n g ( SI
A p pe n di x , Fi g. S 3) n or b y  M S of  w h ol e p urifi e d vir al p arti cl es,
d es pit e pr es e nti n g tr y psi n di g esti o n sit es.  T his s u g g ests t h at,
u nli k e f or its cl os est r el ati v e  H G P V- 1, t his pr ot ei n is n ot  wit hi n
viri o ns, or a n ot h er  m et h o d s u c h as  N-t er mi n al s e q u e n ci n g
w o ul d b e r e q uir e d t o d et e ct it.  A d diti o n all y, f o ur ot h er pr o-
t ei ns,  O R F 3,  O R F 5,  O R F 6, a n d  O R F 7,  w er e d et e ct e d i n viri-
o ns ( D at as et S 1 ).  W hil e n o f u n cti o n c o ul d b e pr e di ct e d f or
O R F 3 a n d  O R F 5,  w e d et e ct e d tr a ns m e m br a n e d o m ai ns i n
O R F 6 a n d  O R F 7.  H o w e v er,  w h et h er t h es e pr ot ei ns ar e
i n v ol v e d i n viri o n ass e m bl y or t h e i nf e cti o n pr o c ess r e m ai ns t o

A B

Fi g. 1. (A ) T r a n s mi s si o n el e ct r o n  mi c r o g r a p h s  of  H F P V- 1.  Vi r al c o n c e n-
t r at e s  w e r e st e ril e fi lt e r e d ( 0. 2 μ m) a n d  p u ri fi e d t h r o u g h  C s Cl  d e n sit y g r a-
di e nt s.  P a rti cl e s  w e r e  n e g ati v el y st ai n e d  wit h  u r a n yl a c et at e a n d i m a g e d at
2 0 0 k V  o n a n F EI T e c n ai T F 2 0. ( S c al e  b a r, 1 0 0  n m.) ( B )  A n al yti c r e st ri cti o n
di g e st  of  H F P V- 1 g e n o mi c  D N A  wit h  diff e r e nt r e st ri cti o n e n z y m e s.  M ol e c u-
l a r  w ei g ht si z e  m a r k e r ( L) i s s h o w n ( g e n e r ul e r 1 k b;  D N A l a d d e r, T h e r m o
Fi s h e r S ci e nti fi c).  U nt r e at e d (-) a n d r e st ri cti o n  di g e sti o n  wit h e n z y m e s
Hi n d III, D p n I, a n d B s p 1 4 3I.  D N A  w a s s e p a r at e d  o n 1 % a g a r o s e g el s a n d
st ai n e d  wit h S Y B R S af e (I n vit r o g e n) at a fi n al c o n c e nt r ati o n  of 1 × .  D at a r e p-
r e s e nt  o n e s a m pl e  of t h r e e  bi ol o gi c al r e pli c at e s. T h e r e st ri cti o n  di g e st  p at-
t e r n s  w e r e  o b s e r v e d i n f o u r r e p etiti o n s.
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b e el u ci d at e d.  N ot e w ort h y is t h at a n u m b er of h ost- e n c o d e d
pr ot ei ns  w er e als o d et e ct e d i n t h e vir al pr e p ar ati o ns i n si g ni fi -
c a nt a m o u nts, s u c h as t h e S-l a y er pr ot ei n a n d s e v er al tr a ns p ort-
ers ( D at as et S 1 ).  H o w e v er, t h e d et e cti o n of t h es e pr ot ei ns i n
t h e pr e p ar ati o ns c a n b e attri b ut e d t o  m e m br a n e v esi cl es pr es e nt
i n t h e s a m pl e.  T h es e v esi cl es ar e n at ur all y pr o d u c e d b y H. v ol-
c a nii i n d e p e n d e ntl y of vir al i nf e cti o n, a n d t h e y c o p urif y  wit h
H F P V- 1, d u e t o t h eir si mil ar p h ysi c al pr o p erti es.

Tr a nsf or m ati o n of u ni nf e ct e d H. v olc a nii c ells  wit h p uri fi e d
H F P V- 1  D N A g e n er at es a s u c c essf ul i nf e cti o n, i n disti n g uis h-
a bl e fr o m t h e i nf e cti o n  wit h vir us p arti cl es ( SI  A p pe n di x , Fi g.
S 4 );  w e t h er ef or e c o n cl u d e t h at n o n e of t h e vir al pr ot ei ns is
cr u ci al f or i niti ati o n of t h e vir us lif e c y cl e o n c e t h e vir us  D N A
h as e nt er e d t h e h ost c ell.

S e nsiti vit y t o diff er e nt c o n diti o ns  w as ass ess e d t hr o u g h a
s p ot t est ( 6 5), r e v e ali n g t h at vir al p arti cl es r e m ai n st a bl e i n
1 8 %  B S W at 4 ° C f or o v er a y e ar. I nf e cti vit y  w as  m ai nt ai n e d
u p o n fr e ezi n g  wit h li q ui d nitr o g e n aft er 2  m o; h o w e v er,
s a m pl es st or e d at 2 0 ° C l ost t h eir i nf e cti vit y  wit hi n a d a y.
Ass ess m e nt of t h er m al st a bilit y t hr o u g h s p ot t ests r e v e al e d t h at
p arti cl es r e m ai n i nf e cti ve aft er 1- h i n c u b ati o n at 5 0 ° C b ut ar e
i n a cti v at e d at 6 0 ° C a n d a b o v e. P arti cl es als o e x hi bit e d r e m ar k-
a bl e v ers atilit y u n d er os m oti c str ess, r e m ai ni n g i nf e cti v e i n s alt
c o n c e ntr ati o ns r a n gi n g fr o m 5 t o 2 5 %. F urt h er m or e, t h e a bil-
it y t o g e n er at e a n i nf e cti o n b y tr a nsf or m ati o n of p urifi e d vir us
D N A pr o vi d es a n a d v a nt a g e f or l o n g-t er m st or a g e a n d hi g h-
li g hts t h e p ot e nti al of  H F P V- 1 t o b e d e v el o p e d i nt o a g e n eti c
t o ol.

H F P V- 1  C a u s e s  O nl y  a  Mi n o r I m p a c t  o n  H o s t  G r o w t h  D e s pi t e

Hi g h g c n  a n d  Hi g h  Vi r al Ti t e r s. I nf e cti o n of H. v olc a nii c ells i n
a n e x p o n e nti al p h as e  wit h  H F P V- 1  wit h a n  M OI of 1 0 c a us e d
o nl y a sli g ht gr o wt h r et ar d ati o n of t h e h ost i n li q ui d c ult ur e
( Fi g. 3).  N o d e cr e as e i n t h e t ur bi dit y of t h e  m e di a  w as
o bs er v e d,  w ell i nt o st ati o n ar y p h as e, s u p p orti n g t h e n o nl yti c
n at ur e of  H F P V- 1 i nf e cti o n. L o n g-t er m e x p eri m e nts r e v e al e d
t h at t h e vir us a n d t h e h ost f or m a st a bl e r el ati o ns hi p i n li q ui d
c ult ur es,  w h er e vir al i nf e cti o n a n d r el e as e is d et e ct a ble b y P C R
f or at l e ast 3  m o ( w e e kl y dil uti o n),  wit h o ut t h e e m er g e n c e of
r esist a nt c ells n or e xti n cti o n ( c o m pl et e l ysis) of t h e h ost (SI
A p pe n di x , Fi g. S 5).

C o ns e q u e ntl y, d uri n g pl a q u e ass a ys  wit h p uri fi e d vir al p ar-
ti cl es, n o z o n es of c ell l ysis  w er e o bs er v e d, r e g ar dl ess of t e m p er-
at ur e ( 2 8 ° C t o 4 5 ° C) a n d s alt c o n c e ntr ati o n ( 1 5 t o 2 2 %).
T h er ef or e, t h e vir al tit er  w as d et er mi n e d b y  m e as uri n g vir al g c n

i n t h e s u p er n at a nt of li q ui d c ult ur es b y q P C R.  Vir us p arti cl es
c o ul d b e fi rst d et e ct e d i n c ult ur e s u p er n at a nts at 2 4 h p ost
i nf e cti o n ( h p.i.). S u bs e q u e ntl y, a n e x p o n e nti al i n cr e as e i n t h e
c o n c e ntr ati o n of fr e e vir us i n t h e s u p er n at a nt  w as o bs er v e d,
r e a c hi n g u p t o 1 × 1 0 1 0 g c n p er  m L 1 8 4 h p.i. ( Fi g. 3).
Ass ess m e nt of t h e i ntr a c ell ul ar vir al tit er, a n d s u bs e q u e nt c al c u-
l ati o n of t h e  V H R, u n v eil e d a hi g h n u m b er of vir al g e n o m es
wit hi n e a c h c ell,  wit h  V H R v al u es u p t o ∼ 1 0 3 at 7 2 h
p.i. ( a v er a g e  V H R = 9 7 7. 5; SI  A p pe n di x , Fi g. S 6).  H o w e v er,
H. v olc a nii is a p ol y pl oi d or g a nis m, a n d c a n h a v e u p t o 2 0 c o p-
i es of t h e g e n o m e d uri n g e x p o n e nti al p h as e ( 6 6); t h er ef or e, t h e
t ot al n u m b er of vir al g e n o m es  wit hi n e a c h c ell c o ul d b e s e v er el y
u n d er esti m at e d.

T r a n s c ri p ti o n al  P r ofil e  of t h e  Vi r al  G e n o m e  d u ri n g I nf e c ti o n.

S o f ar,  m ost st u di es t h at i n v esti g at e d c h a n g es i n g e n e e x pr essi o n
d uri n g vir al i nf e cti o n i n pr o k ar y ot es h a v e f o c us e d o n t h e
i m p a ct of t h e i nf e cti o n b y l yti c vir us es ( 6 7).  H o w e v er, littl e is
k n o w n a b o ut h o w t h e tr a ns cri pti o n al pr o gr a m c h a n g es u p o n
a l o n g-t er m c hr o ni c i nf e cti o n i n a pr o k ar y oti c or g a nis m.
H F P V- 1 pr o d u c es a hi g hl y st a bl e a n d r e pr o d u ci bl e i nf e cti o n
c y cl e i n H. v olc a nii, a n d is t h er ef or e a g o o d  m o d el f or a n al ys es
of i nf e ct e d p o p ul ati o ns.

V P 2-li k e I nt er n al
m e m br a n e  pr ot ei n V P 4  S pi k e  pr ot ei n P ut ati v e  N T P a s e R e pli c ati o n  pr ot ei n

D N A  bi n d di n g
pr ot ei n

V
P 2
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r V P 4  S pi k e  pr ot ei n P ut ati v e  N T P a s eH y p ot h eti c al
pr ot ei n

H y p ot h eti c al
pr ot ei n

H y p ot h eti c al
pr ot ei n

5 1 % 5 0 % 5 4 %5 5 % 4 5 % 3 8 % 4 6 % 3 4 %

9 7 % 1 0 0 % 1 0 0 %
1 0 0 %

1 0 0 %1 0 0 % 9 6 % 9 7 % 9 7 % 1 0 0 %1 0 0 % 9 8 % 9 5 % 6 5 % 9 7 %

3 0 % 5 1 % 3 8 %3 5 % 4 6 % 2 8 % 3 9 %

9 7 % 9 8 % 9 9 %1 0 0 %9 6 % 9 7 % 9 8 % 9 5 %9 7 % 9 3 % 9 5 % 7 5 % 9 5 %

H R P V- 1 0

H R P V- 1 1

H R P V- 1 2

H G P V- 1

H F P V- 1

Fi g. 2. G e n o m e c o m p a ri s o n  of  H F P V- 1  wit h cl o s e st r el at e d  pl e oli p o vi r u s e s.  H o m ol o g g e n e s a r e i n di c at e d  wit h t h e s a m e c ol o r s.  V e rti c al c ol o r e d  b a r s r e p r e-
s e nt t h e  p e r c e nt a g e  of i d e ntit y  b et w e e n  p r ot ei n  p ai r s.  H R P V- 1 0,  H R P V- 1 1, a n d  H R P V- 1 2:  H al o r u b r u m  pl e o m o r p hi c vi r u s e s;  H G P V- 1,  H al o g e o m et ri c u m
pl e o m o r p hi c vi r u s 1.

Fi g. 3. Vir u s lif e c y cl e: gr o wt h c ur v e  of  u ni nf e ct e d ( bl a c k ci r cl e s) a n d i nf e ct e d
( bl a c k t ri a n gl e s) H. v ol c a nii D S 2 c ult ur e s. Err or  b ar s r e p r e s e nt t h e S D f o r  bi o-
l o gi c al tri pli c at e s  o n  b ot h t r e at m e nt s.  Gr a y  b a r s r e p r e s e nt t h e  n u m b er  of
f r e e vi r u s  p a rti cl e s i n t h e s u p e r n at a nt  of li q ui d c ult ur e s, a s s e s s e d t hr o u g h
q P C R  u si n g s p e ci fi c  p r o b e s t a r g eti n g t h e  H F P V- 1 g e n o m e. I n v e rt e d gr a y tri a n-
gl e s i n di c at e ti m e  p oi nt s c h o s e n f o r t r a n s cri pt o mi c a n al y s e s.
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I n or der t o s he d li g ht o n t he n o nl ytic life c ycle of  H F P V- 1,  we
t o o k sa m ples fr o m s y nc hr o nize d i nfecte d a n d c o ntr ol c ult ures at
t hree differe nt st a ges of t he viral life c ycle ( Fi g. 3): 1) la g p hase,
fr o m 0 h t o 2 4 h p.i.,  wit h little t o n o vir us release a n d b y gr o wt h
rate u n disti n g uis ha ble t o t he u ni nf ecte d c ult ures; 2) e x p o ne nti al
p hase, fr o m 2 4 h t o 7 2 h p.i., c haracterize d b y gr o wt h retar da-
ti o n, c o nti n u o us release of vir us particles, a n d t he hi g hest n u m-
bers of i ntra cell ular vir us ge n o mes; a n d 3) stati o nar y p has e, fr o m
7 2 h t o 1 0 2 h p.i., c hara ct erize d b y  me dia e x ha usti o n a n d li mite d
gr o wt h,  w hile reac hi n g t he hi g hest viral titers i n t he s u per nata nt.
T he res pecti ve re prese nt ati ve sa m ples were ta ke n i n t hree bi ol o gi-
cal re plicates at 1 8, 4 8, a n d 9 0 h p.i. f or la g, e x p o ne nti al, a n d
stati o nar y p hases, res pecti v el y.

Tra ns cri pt o mi c a nal yses r e v eale d t hat all pre dicte d vir al g e n es
are e x pr esse d a cr oss t he t hr ee differe nt gr o wt h p hases, c o m pris-
i n g i n cre asi n g p orti o ns of t he t ot al tra ns cri pt o m e as t he i nf ecti o n
s pr ea ds, fr o m a n a vera ge of ∼ 2 % i n l a g p hase t o ∼ 7 % a n d 1 6 %
d uri n g e x p o n e ntial a n d stati o nar y p h as es, r es pe cti v el y ( D ataset
S 2 ).  O R F 4,  w hic h e nc o d es t he str u ct ur al s pi k e pr otei n, al o n g
wit h t he  O R F 1 0, a  D N A bi n di n g pr ot ei n, are t he  m ost hi g hl y
e x pr esse d vir us ge nes ( a v er a ge tra ns cri pts ≈ 1 5 0, 0 0 0). I nterest-
i n gl y, t he  O R F 1 0 l ocati o n i n t he g e n o me of  H F P V- 1  matc h es
t he g e n o mi c l o cati o n of t he pr o p ose d re plic ati o n pr ot ei n i n ot h er
Bet a ple oli po vir uses b ut s hares n o h o m ol o g y  wit h t hese re plic ati o n
pr ot ei ns or a n y ot h er k n o w n pr ot ei n.  T he p ositi o n i n t he
ge n o m e, t o g et her  wit h t he hi g h e x pr essi o n l e v els, a n d t he la c k of
a n y ot h er re c o g niza ble re pli cati o n- ass ociate d g e n e, s u g g ests t hat
O R F 1 0 c o ul d b e a r e pr es e ntati ve of a n u n d es cri be d f a mil y of
re plic ati o n pr otei ns.  A d diti o nall y, t he s ec o n d pr e di ct e d str u ct ur al
pr ot ei n,  O R F 2, is t he t hir d  m ost hi g hl y e x pr esse d ge ne.  H o w-
e v er, t he pr otei n pr o d u ct  w as n ot d et ect e d i n p uri fi e d vir us p ar-
ticles, d es pit e t he f act t hat it h as f o ur pre dicte d tra ns me m bra ne
d o mai ns, a n d its r ole i n p article f or mati o n a n d i nf ecti o n re mai ns
u n k n o w n.

Gl o b al  P a t t e r n  of  H o s t  M e t a b oli c T a k e o v e r i n H. v ol c a nii I s

P h a s e  D e p e n d e n t. Gl o b al a n al ysis of t h e tr a ns cri pti o n al pr o-
gr a m of t h e h ost s h o w e d t h at t h e t hr e e d e fi n e d p h as es of i nf e c-
ti o n h a v e r e m ar k a bl y diff er e nt pr ofi l es,  wit h 1, 0 4 9 g e n es b ei n g
D E at l e ast at o n e of t h e t hr e e p h as es.  Gi v e n t h at t h e tr a ns cri p-
ti o n al pr ofi l e of e a c h of t h e gr o wt h st a g es  w as e xtr e m el y diff er-
e nt, f urt h er c o m p aris o ns t o est a blis h t h e  D E g e n es  w er e al w a ys
p erf or me d b et w e e n i nf e ct e d a n d u ni nf e ct e d c o ntr ols f or e a c h
ti m e p oi nt i n d e p e n d e ntl y.

T he lar g est n u m b er of  D E g e nes  w as o bs er v e d d uri n g t he
e x p o ne ntial p h as e ( 8 8 7  D E ge nes),  wit h  m ost of t he g e n es b ei n g
d o w n-r e g ulate d ( 5 9 7 g e nes),  m ea n w hile, t he la g p hase e x hi bits
t he le ast c ha n g es,  wit h o nl y 1 7 1  D E g e nes.  D uri n g t his p hase of
i nfe cti o n, o nl y relati vel y f e w c ha n g es i n t he tra ns cri pt o mic
pr o fi l e of H. v olc a nii w ere o bs er v e d,  wit h 1 5 9 ge nes b ei n g
u p-re g ulate d a n d o nl y 1 2 g e n es b ei n g d o w n-r e g ulate d ( D ataset
S 2 ).  T he t w o t o p-r a n k e d o vere x press e d g e nes are pr ot ei ns t hat
e n c o d e a  D o x X d o m ai n ( H V O _ 0 7 6 3 a n d  H V O _ A 0 5 4 8), a n d,
w hil e t heir s peci fi c f u ncti o n i n H. v olc a nii r e mai ns u n k n o w n,
c h ar acterize d  m e m bers of t his pr ot ei n f a mil y are ass oci at e d  wit h
o xi d or e d u ct as e c o m ple xes, s pe ci fi c all y li n ki n g r a dic al det o xi fi ca-
ti o n  wit h t hi ol h o m e ostasis i n Myc o b acteri u m t u berc ul osis ( 6 8).
N ota bl y, a n u m b er of u ni vers al str ess pr ot ei ns c o nt ai ni n g t he
Us p A d o mai n are c o nsiste ntl y o vere x press e d.  T hes e s mall c yt o-
pl as mi c pr ot ei ns are g e n erall y o vere x pr esse d  w he n t he c ell is
e x p ose d t o str ess a ge nts i n a n u ns pe ci fi c  ma n n er ( 6 9). I n a d di-
ti o n, s e v er al o xi d ore d uctase ge nes, el ectr o n c arri ers, a n d h al oc ya-
ni nes (e. g.,  H V O _ 2 1 5 0,  H V O _ 1 1 1 9), as  w ell as t he  R pa B 2
ge ne ( H V O _ 0 2 9 1),  w ere als o u p-r e g ulate d. I nt er esti n gl y, t he

si n gle-stra n d e d  D N A- bi n di n g pr otei n  H V O _ 0 2 9 1 h as b ee n
s h o w n t o b e o n e of t he  m ost hi g hl y u p-re g ulate d ge nes i n
H. v olc a nii u p o n e x p os ure t o  H 2 O 2 ( 7 0), f urt her s u g gesti n g t hat
t he c ells are u n der g oi n g o xi d ati v e stress d uri n g viral i nfe cti o n.
C o n vers el y, n o si g ni fi c a nt u p-re g ul ati o n of a n y of t he k n o w n
s pe cifi c i m m u ne r es p o ns e p at h wa ys  w as i d e nti fi e d ( 7 1),  wit h
o nl y a dist a nt h o m ol o g t o a n  R Nase pr ot ei n b ei n g u p-r e g ulate d
( H V O _ 1 1 1 4),  w hic h c o ul d p ote ntiall y t ar get vir al tra ns cri pts.

I nt er esti n gl y, t w o gr o u ps of diff er e nt tr a ns cri pti o n al r e g ul a-
t ors  m o d ul ati n g c ar b o n  m et a b olis m a p p e ar t o b e u p-r e g ul at e d,
wit h t w o g e n es b el o n gi n g t o t h e I cl R f a mil y ( H V O _ B 0 0 4 0 a n d
H V O _ A 0 5 2 7),  w hi c h r e g ul at e diff er e nt c ar b o n – r el at e d p at h-
w a ys ( 7 2), a n d o n e t o t h e  D e o R f a mil y ( H V O _ 1 5 0 1),  w hi c h is
c o m m o nl y a r e pr ess or of s u g ar  m et a b olis m ( 7 3).  T h e i n cr e as e
i n t h e e x pr essi o n of t h es e g e n er al c ar b o n r e pr ess or-li k e r e g ul a-
t ors c o ul d b e t h e r e as o n f or t h e s u bs e q u e nt gr o wt h r et ar d ati o n
a n d  m a y h el p hij a c k r es o ur c es f or vir us pr o d u cti o n.

All t o g et h er, t h e d at a l ar g el y s u g g est t h at,  w hil e t h e c ells ar e
e n d uri n g s o m e d e gr e e of o xi d ati v e str ess,  w hi c h aris es fr o m t h e
m et a b oli c i m b al a n c e g e n er at e d b y t h e vir al i nf e cti o n, t h e vir al
g e n o m e  m a n a g es t o r e m ai n h ar dl y n oti c e a bl e, t h us a v oi di n g
tri g g eri n g a n y  m aj or h ost d ef e ns e  m e c h a nis m at t his st a g e of
i nf e cti o n.  T h e l att er c o ul d b e r el at e d t o t h e a bs e n c e of d a m
m et h yl ati o n o n t h e vir al g e n o m e,  w hi c h all o ws it t o es c a p e pri-
m ar y h ost d ef e ns e  m e c h a nis ms a g ai nst e x o g e n o us  D N A.

H F P V- 1 I n d u c e s  a  M a s si v e  D o w n- R e g ul a ti o n  of t h e  H o s t

T r a n s c ri p t o m e  d u ri n g E x p o n e n ti al  P h a s e. T he e x p o ne ntial
p h as e pr es e nts a ra di call y diff er e nt l a n dsc a pe c o m p ar e d t o t he
e arli er sta ge of i nf ecti o n.  T his is hi g hli g ht e d b y a  m assi ve tra n-
s cri pti o n al d o w n-re g ulati o n of 5 9 7 g e n es,  m ore t ha n d o u bli n g
t he u p-r e g ulate d o nes ( 2 9 0 ge nes).  T his g e neral d o w n-r e g ulati o n
is, i n its elf, u n us u al  w he n c o m p are d t o pre vi o usl y r e p orte d st u d-
ies o n vir al t a k e o ver of h ost  m et a b olis m i n pr o kar y ot es.  R es earc h
i n l ytic vir us-i n d uc e d tra ns cri pti o n al c ha n g es carrie d o ut i n
S ulfolo b us s h o we d a tre n d of little t o n o d o w n-re g ulati o n ( 7 4,
7 5).  A n e xc e pti o n is t he case of t he l ytic vir us SI R V 2, i nfe cti n g
S ulfolo b us isl a n dic us ,  w hi c h  w as re p orte d t o ha ve b et wee n 3 0 %
a n d 5 0 % of t he h ost ge n o m e differe ntiall y e x pr esse d d uri n g
i nfe cti o n ( 7 6).  H o w e v er, t he n u m ber of d o w n-r e g ulate d ge nes is
a p pr o xi matel y t he s a me as t he n u m b er of u p-re g ulate d ge nes, a n d
t he  m a g nit u de of i n cr ease i n tra ns cri pti o n of t he u p-r e g ulate d
g e nes  w as  m u c h hi g her t ha n t he de cre as e i n t he d o w n-r e g ulate d
g e nes ( 7 6). I ntri g ui n gl y, d uri n g t he i nf ecti o n of S ulfol o b us
s olf at aric us wit h t he n o nl ytic vir us S S V 2, o nl y ar o u n d 5 % of t he
g e n o me  w as re p orte d t o b e differe ntiall y e x pr esse d,  wit h ar o u n d
8 0 g e nes d o w n-r e g ulate d ( 7 7, 7 8),  w hi c h is c o nsi d era bl y l o w er
c o m pare d t o t he i m p act of  H F P V- 1. Si mil arl y,  micr o arra y a nal y-
s es of t he n o nl ytic fi la me nt o us p ha ge  M 1 3 t hat i nfe cts E. c oli ,
o ne of t he f e w e xa m pl es of p ersiste nt i nfe cti o ns i n b acteri a, als o
s h o w e d t hat o nl y a s mall pr o p orti o n of t he g e nes are diffe-
r e nti all y e x pr esse d u p o n i nfe cti o n ( 7 9). I n c o n cl usi o n, t o o ur
k n o wl e d ge,  H F P V- 1 g e nerates o ne of t he l ar gest o verall tra n-
s cri pti o n al d o w n-re g ul ati o ns i n d u ce d b y a vir us i nfe cti n g
arc h ae a, a n d p oses i ntri g ui n g q uesti o ns o n h o w t his r el ati v el y
si m pl e vir us, e nc o di n g o nl y 1 1 ge nes, is ca pa bl e of est a blis hi n g a
s uc cessf ul a n d l o n g-t er m i nf ecti o n.

I n t er ms of cl ust er of ort h ol o g o us g e n es ( C O G) f u n cti o n al
c at e g ori es, t h e  m ost  D E g e n es ar e f o u n d i n t h e a mi n o a ci ds
m et a b olis m a n d tr a ns p ort ( E),  wit h 1 2 2  D E g e n es ( 1 1 2 d o w n-
r e g ul at e d a n d o nl y 1 0 u p-r e g ul at e d).  Wit hi n t his c at e g or y, t h e
m ost si g ni fi c a nt c h a n g es ar e o bs er v e d f or a n  A B C-t y p e tr a ns-
p ort s yst e m f or br a n c h e d c h ai n a mi n o a ci ds a n d di p e pti d es,
w hi c h s h o w u p t o a 3 4. 2- t o 4 8. 5-f ol d d e cr e ase ( H V O _ 0 8 9 9,
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H V O _ 0 9 0 0,  H V O _ 2 8 0 1, a n d  H V O _ 0 9 0 1).  Ot her cate g ories
s uc h as e ner g y pr o d ucti o n a n d c o n v ersi o n ( C),  wit h 8 2  D E ge nes
( 6 5 d o w n-re g ulat e d a n d o nl y 1 7 u p-re g ulat e d), a n d i n or ga nic
tra ns p ort a n d  met a b olis m ( P),  wit h 6 9  D E ge nes ( 5 4 d o w n-
re g ulate d a n d o nl y 1 5 u p-re g ulate d), are str o n gl y d o w n-re g ulate d
( Fi g. 4). I n t he case of e ner g y  meta b olis m, se veral  N A D H de h y-
dr o ge nase c o m ple x c o m p o ne nts (e. g.,  H V O _ 0 9 8 0,  H V O _ 0 9 8 1,
a n d  H V O _ 0 9 8 2), as  well as s u b u nits of t he  A-t y pe  A T P s y nt hase
( H V O _ 0 3 1 3,  H V O _ 0 3 1 5, a n d  H V O _ 0 3 1 6), are als o d o w n-
re g ulate d i n a ra n ge of 3. 7- t o 4. 6-f ol d c ha n ge.  T he latter is li kel y
t o res ult i n a disr u pti o n of t he rec ycli n g of re d ucti ve p o wer a n d
A T P ge nerati o n,  w hic h tra nslates i nt o less a vaila ble e ner g y f or t he
cell ular  meta b olis m a n d c o ul d e x plai n t he o bs er ve d gr o wt h retar-
dati o n. I nteresti n gl y, ge nes i n v ol ve d i n cell di visi o n e x hi bite d a
m ore  m o derate d o w n-re g ulati o n,  wit h o nl y o ne of t he esse nti al
pr otei ns f or cell di visi o n i n H. volc a nii , Fts Z 2, t hat pri maril y par-
tici pat es i n t he c o nstricti o n  mec ha nis m ( 3 7, 8 0), s h o wi n g l o wer
le v els of e x pressi o n ( 3. 2-f ol d c ha n ge),  w hile ot her ess e nti al pr o-
tei ns li ke Fts Z 1 or S e p F are n ot differe ntiall y e x presse d.  T his is i n
c o ntrast t o S T S V 2, a n o nl ytic vir us i nfecti n g S. isl a n dic us , t hat
lea ds t o a str o n g d o w n-re g ulati o n of cell di visi o n ge nes a n d a
massi v e i ncrease i n cell size a n d  D N A c o nte nt ( 8 1).

R e g ar di n g c ell  m otilit y,  H F P V- 1 g e n er at es a n o v er all d o w n-
r e g ul ati o n of t h e ar c h a ell u m  m a c hi n er y,  wit h t h e ar c h a elli n  A 1
a n d  A 2 ( H V O _ 1 2 1 0 a n d  H V O _ 1 2 1 1) a n d t h e fl a g ell a-r el at e d
pr ot ei ns  Arl C E,  Arl D,  Arl F, a n d  Arl G ( H V O _ 1 2 1 3,
H V O _ 1 2 0 3,  H V O _ 1 2 1 4, a n d  H V O _ 1 2 1 5).  T h es e g e n es ar e
pr o p os e d t o b e h o m ol o g o us t o t h e Fl a C/ D/ E c o m pl e x,  w hi c h
is i n v ol v e d i n tr a ns d u ci n g i ntr a c ell ul ar/ e xtr a c ell ul ar si g n als t h at
i nfl u e n c e t h e a cti vit y of t h e fl a g ell u m.  T h e Fl a F g e n e, o n t h e
ot h er h a n d, e n c o d es f or a b-s a n d wi c h pr ot ei n t h at a n c h ors t h e
ar c h a ell u m i n t h e ar c h a e al c ell e n v el o p e b y bi n di n g t h e S-l a y er
pr ot ei n,  w hil e t h e Fl a G g e n e f u n cti o n is still u n k n o w n ( 8 2).
H o w e v er, d es pit e t h os e str u ct ur al a n d si g n ali n g g e n es of t h e
ar c h a ell u m b ei n g d o w n-r e g ul at e d, a n al ys es of el e ctr o n  mi cr o-
gr a p hs of i nf e ct e d c ells r e v e al e d t h at t h e y p oss ess a n ar c h a ell u m
a n d ar e o pti c all y i n disti n g uis h a bl e fr o m u ni nf e ct e d c ells ( SI
A p pe n di x , Fi g. S 7).  H o w e v er, t h e a ct u al  m o bilit y of t h e c ells
n e e ds t o b e f urt h er i n v esti g at e d b y  m otilit y ass a ys.

T h e  C RI S P R- C a s S y s t e m  of H. v ol c a nii I s I n eff e c ti v e  a g ai n s t

H F P V- 1 I nf e c ti o n. T he  C RI S P R- Cas s yste m is o ne of t he  m ost
s o p histicate d a n d effecti ve defe nse  mec ha nis ms k n o w n i n arc haea
a n d bacteria ( 8 3), a n d it has bee n s h o w n, pre vi o usl y, t hat it ca n
be effecti ve a gai nst ot her ple oli p o vir uses ( 8 4). H. volc a nii e nc o des
a si n gle a n d f ull y f u ncti o nal  C RI S P R- Cas s yste m of t y pe I- B ( 7 1);
h o we ver, it d oes n ot p ossess s pacers tar geti n g t he  H F P V- 1
ge n o me, a n d it d oes n ot pre ve nt t he de vel o p me nt of a s uccessf ul
i nfecti o n b y  H F P V- 1.  U p o n i nfecti o n  wit h  H F P V- 1, se veral  Cas
pr otei ns are d o w n-re g ulate d,  wit h  Cas 8 ( H V O _ A 0 2 0 6),  w hic h is
esse ntial f or t he i nterfere nce reacti o n, a n d  Cas 7, t hat  me diates t he
se q ue nce s pecifi cit y of t he defe nse s yste m, e na bli n g rec o g niti o n b y
base- pairi n g  wit h t he i n va der  D N A ( 7 1), bei n g t he ge nes s u b-
jecte d t o t he hi g hest decrease ( 5. 6-f ol d c ha n ge).  Mea n w hile  Cas 6,
w hic h is esse ntial f or  C RI S P R  R N A  mat urati o n b ut ot her wise n ot
re q uire d f or t he defe nse reacti o n, re mai ns u naffecte d b y t he i nfec-
ti o n. I nteresti n gl y, t he e n d o n uclease  Cas 1 ( H V O _ A 0 2 1 1),  w hic h
partici pates i n ne w s pacer i nserti o n a n d ac q uisiti o n, is d o w n-
re g ulate d d uri n g e x p o ne ntial p hase ( 2. 0-f ol d c ha n ge).  T he latter
c o ul d e x plai n  w h y t he h ost is n ot a ble t o defe n d itself a gai nst
i nfecti o n  wit h  H F P V- 1, gi ve n t hat t he  C RI S P R arra ys of H. vol-
c a nii d o n ot ha ve s pacers a gai nst t he ge n o me of t he vir us, a n d t he
d o w n-re g ulati o n of  Cas 1 c o ul d i n hi bit t he pr ocess of ac q uisiti o n
of ne w s pacers.  A nal ysis of t he tra nscri pt o mic data s h o we d t hat
t here is n o e vi de nce f or ac q uisiti o n of ne w s pacers, as t here are n o
tra nscri pts relate d t o t he  C RI S P R arra y t hat c o ntai n b ot h viral
se q ue nces a n d re peats fr o m o ne of t he arra ys,  w hic h s u p p orts
t his h y p ot hesis.

S u s t ai n e d  Vi r al  P r o d u c ti o n  d u ri n g S t a ti o n a r y  P h a s e  D e s pi t e

C ell ul a r  A r r e s t. T he tra ns cri pti o nal c ha n ges d uri n g t he st ati o nar y
p hase f oll o we d a si milar patter n t o t he o ne o bser ve d d uri n g e x p o-
ne ntial gr o wt h, hi g hli g hte d b y a n e xa cer bate d tre n d t o war d t he
d o w n-re g ulati o n of h ost ge nes ( 2 1 6 d o w n-re g ulat e d) ( Dat aset
S 2 ), alt h o u g h n o d o w n-re g ulati o n of a n y defe ns e  mec ha nis m,
i ncl u di n g t he  C RI S P R s yst e m,  was o bs er ve d. I nteresti n gl y, t his
massi ve d o w n-re g ulati o n is c o nc urre nt  wit h t he lar gest pr o p orti o n
of viral  m R N A ( ∼ 1 6 % of t otal  m R N A) a n d c o nsec uti ve t o t he
hi g hest val ues of i ntracell ular viral l oa d ( V H R ≈ 1 0 3 at 7 2 h p.i.).

L a g E x p o n e nti al St ati o n ar y

R e pli c ati o n
a n d r e p air

P o st-tr a n sl ati o n al
m o di fi c ati o n s

N u cl e oti d e  m et a b oli s m
a n d tr a n s p ort

I ntr a c ell ul ar tr a ffi c ki n g
a n d s e cr eti o n

I n or g a ni c i o n tr a n s p ort
a n d  m et a b oli s m

E n er g y pr o d u cti o n
a n d c o n v er si o n

C ell  w all  m e m br a n e a n d
e n v el o p e bi o g e n e si s

C ell c y cl e c o ntr ol
a n d  mit o si s

A mi n o  A ci d  m et a b oli s m
a n d tr a n s p ort

C ar b o h y dr at e  m et a b oli s m
a n d tr a n s p ort

Fi g. 4. F u n cti o n al  pr o fi l e of  diff er e nti all y e x pr e s s e d
g e n e s.  B ar s r e pr e s e nt t h e  n u m b er of  diff er e nti all y
e x pr e s s e d g e n e s a s si g n e d t o e a c h  p arti c ul ar f u n c-
ti o n al c at e g or y at a gi v e n gr o wt h st a g e, t h at i s, l a g,
e x p o n e nti al, a n d st ati o n ar y  p h a s e s. F u n cti o n al cl a s-
si fi c ati o n of H. v ol c a nii g e n o m e  w a s  p erf or m e d  u si n g
t h e  C O G  d at a b a s e. T h e c ol or s  of t h e  b ar s i n di c at e
w h et h er g e n e s ar e  u p-r e g ul at e d (r e d) or  d o w n-
r e g ul at e d ( bl u e).  G e n e s t h at  w er e  n ot a s si g n e d t o
a n y f u n cti o n al c at e g or y ar e  n ot  di s pl a y e d o n t h e
pl ot (f or  d et ail e d i nf or m ati o n, s e e D at a s et S 2 ).
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T he latter s u g gests t hat, alt h o u g h cells e nter di visi o n arrest, t he y
re mai n hi g hl y pr o d ucti ve viral fact ories,  wit h t he viral re plicati o n
n ot bei n g ne gati vel y affecte d b y t he l o wer n utrie nt a vaila bilit y a n d
t he  C RI S P R s yste m re mai ni n g i neffecti ve, des pite t he i ncreasi n gl y
hi g h a m o u nt of viral ge netic  material i n t he cells.

O n t he ot her ha n d, se veral ge nes t hat s h o we d si g ni fi ca nt
u p-re g ulati o n,  wit h  m ore t ha n a 3 0-f ol d i ncrease i n e x pressi o n, are
relate d t o e ner g y pr o d ucti o n a n d c o n versi o n (i.e.,  H V O _ B 0 2 9 1,
H V O _ 2 4 1 1,  H V O _ 1 0 8 3, a n d  H V O _ 2 2 5 1) a n d t w o u ni versal
stress pr otei ns (i.e.,  H V O _ 2 3 3 7 a n d  H V O _ 0 4 0 1) (Dataset S 2 ).
Als o, a n acetate- C o A li gase ( H V O _ 1 0 0 0),  w hic h is a ke y e nz y me
t hat catal yzes t he rec ycli n g of acetate t o acet yl- C o A, t o c o m pe nsate
star vati o n d uri n g stati o nar y p hase i n H. volc a nii ( 8 5), is t hreef ol d
u p-re g ulate d.  T he data s u g gest t hat, u p o n i nfecti o n  wit h  H F P V- 1,
t he i nfecte d cells are f orce d t o f ulfi ll at least t he e ner g y re q uire-
me nts of t he  mac hi ner y de dicate d t o vir us pr o d ucti o n.

T he s h ut d o w n of n u mer o us cell ular  meta b olic f u ncti o ns as
cells bec o me q uiesce nt c o ul d re direct  m ost of t he a v aila ble res o ur-
ces t o viral pr o d ucti o n, res ulti n g i n t he hi g hest pr o p orti o ns of
viral  R N A at 9 0 h p.i. S u bs e q u e ntl y, as t hese alter nati ve reser v oirs
are de plet e d, viral pr o d u cti o n is als o halte d,  w hic h  w o ul d e x plai n
t he decreas e i n t he  V H R v al ues after 9 6 h p.i.

H F P V- 1 S p e cifi c all y T a r g e t s  P r o vi r u s- Li k e S e q u e n c e s i n t h e

G e n o m e  of H. v ol c a nii . T h e g e n o m e of H. v olc a nii e n c o d es at
l e ast t w o pr o p h a g e r e gi o ns t h at ar e li k el y d ef e cti v e, or t e m p er-
at e vir us es fr o m pr e vi o us i nf e cti o ns ( Fi g. 5).  T h es e pr o vir us es
ar e t h o u g ht t o h a v e b e e n  m ai nt ai n e d b y t h e h ost b e c a us e t h e y
e n c o d e a n u n k n o w n e v ol uti o n ar y a d v a nt a g e. I n t his s c e n ari o,
o n e of t h e r e as o ns f or t h e dif fi c ulti es of is ol ati n g vir us es

i nf e cti n g H. v olc a nii c o ul d b e t h at t h e d ef e cti v e pr o vir us es
e n c o d e a n u n k n o w n vir us – vir us e x cl usi o n  m e c h a nis m.  E vi-
d e n c e f or t h e l att er ar os e d uri n g i n sili c o a n al ys es of si n gl e- c ell
s e q u e n c e d b a ct eri al g e n o m es,  w h er e c ells  wit h pr o p h a g e
s e q u e n c es c orr el at e d  wit h r e d u c e d c oi nf e cti o n e v e nts b y ot h er
pr o p h a g es ( 8 6). I n H. v olc a nii , t w o of t h e i d e ntifi e d pr o vir us es
c a n b e r el at e d t o  m e m b ers of t h e Ple oli p o viri d ae f a mil y ( 8 7).

Re mar ka bl y, b ot h pr o p ha ge re gi o ns relate d t o ple oli p o vir uses
s h o we d d o w n-re g ulate d ge nes d uri n g e x p o ne ntial a n d stati o nar y
p hase ( Fi g. 5),  wit h pr o vir us re gi o n  Half v ol 1 ha vi n g se veral ge nes
a m o n g t he hi g hest ra n ke d d o w n-re g ulate d ge nes. Partic ularl y,
H V O _ 0 2 6 9 e x hi bite d a f ol d c ha n ge of  m ore t ha n 1 5 0 × wit h
res pect t o t he u ni nfecte d c ult ures, t he hi g hest a m o n g a n y differe n-
tiall y e x presse d ge ne.  T he ge nes  H V O _ 0 2 6 8,  H V O _ 0 2 7 0, a n d
H V O _ 0 2 7 1 s h o we d a ver y si milar patter n,  wit h decreases ra n gi n g
fr o m 4 0- t o 6 0-f ol d c ha n ge. I nteresti n gl y, t here is se q ue nce si mi-
larit y, at t he n ucle oti de le vel,  wit h  H F P V- 1 i n t he d o w nstrea m
e n d of ge nes ( H V O _ 0 2 7 2 t o  H V O _ 0 2 7 4,  wit h a 7 7 % si milarit y)
w hic h are als o d o w n-re g ulate d ( ∼ 1 0-f ol d c ha n ge).  H o we ver, t here
is n o se q ue nce si milarit y bet wee n t he viral ge n o me a n d t he hi g hest
d o w n-re g ulate d ge nes ( H V O _ 0 2 6 9 t o  H V O _ 0 2 7 1) or a n y of t he
ot her i nter ge nic re gi o ns. S ur prisi n gl y, a si n gle ge ne  wit hi n t his
re gi o n e x hi bite d t he o p p osite tre n d ( H V O _ 0 2 6 2), bei n g
u p-re g ulate d i n e x p o ne ntial p hase at a 2. 3-f ol d c ha n ge.  T his s u g-
gests t hat t he re g ulati o n of t his ge n o mic re gi o n rat her de pe n ds o n
m ulti ple pr o m ot ors a n d/ or  mec ha nis ms, viral, cell ular, or b ot h,
t hat  m o d ulate, si m ulta ne o usl y, t he ge ne e x pressi o n.

T h e s e c o n d pr o p h a g e r e gi o n ( H V O _ 1 4 2 2 t o  H V O _ 1 4 3 4)
s e e ms t o b e a d ef e cti v e pr o vir us r el at e d t o al p h a pl e oli p o vir us es,
t h at als o c o nt ai ns s e v er al g e n es  wit h hi g h h o m ol o g y t o t h e

H V O _ 0 2 6 2

H V O _ 0 2 6 9  H V O _ 0 2 7 1 H V O _ 0 2 7 4

H V O _ 0 2 5 8 H V O _ 0 2 7 2 H V O _ 0 2 7 9

H V O _ 1 4 2 2

H V O _ 1 4 2 3

p H V 4

M ai n
c hr.

p H V 2

H alf v ol 1  pr o vir u s

p H V 1

p H V 3

H al of er a x v ol c a nii D S 2
c o m pl et e g e n o m e

4. 0  M b p

6. 6 2

l o g 2  F C

- 7. 3 2

H a lof e ra x v o lc a ni i D S 2
c o m pl et e g e n o m e

4. 0 M b p

Fi g. 5. S p e ci fi c  diff e r e nti al e x p r e s si o n  of  p r o-
p h a g e r e gi o n s i n t h e H. v ol c a nii g e n o m e:  h e at  m a p
r e p r e s e nt ati o n  of g e n e e x p r e s si o n  p r o fi l e  of t h e
h o st H. v ol c a nii . T h e  m a g nit u d e s  of e x p r e s si o n
l e v el c h a n g e s a r e  di s pl a y e d a s t h e l o g2 f ol d c h a n g e
(l o g 2 F C) f or  u p- r e g ul at e d g e n e s (r e d) a n d  d o w n-
r e g ul at e d g e n e s ( bl u e). E a c h  h e at  m a p ri n g c orr e-
s p o n d s t o  o n e  of t h e g r o wt h  p h a s e s st u di e d, t h at i s:
l a g  p h a s e,  o ut e r ri n g; e x p o n e nti al  p h a s e,  mi d dl e
ri n g; a n d st ati o n ar y  p h a s e, i n n e r ri n g. Pr o p h a g e
r e gi o n s  p h yl o g e n eti c all y r el at e d t o  pl e oli p o vir u s e s
ar e z o o m e d i n, a n d g e n e s t h at a r e  diff er e nti all y
e x pr e s s e d  d uri n g at l e a st  o n e gr o wt h  p h a s e ar e
hi g hli g ht e d i n  bl u e (f or  d et ail s, s e e D at a s et S 2 ).
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p H K 2 pl as mi d fr o m H al ofer a x s p.  A a 2. 2 ( 8 8).  T w o g e n es ar e
d o w n-r e g ul at e d d uri n g t h e e x p o n e nti al a n d st ati o n ar y p h as es,
i n cl u di n g a n i nt e gr as e ( H V O _ 1 4 2 2) a n d a tr a ns cri pti o n al r e g u-
l at or ( H V O _ 1 4 2 3). I nt er esti n gl y,  H V O _ 1 4 2 3 s h o ws h o m ol-
o g y t o t h e p h a g e P hi H 1 r e pr ess or pr ot ei n,  w hi c h c a n pr o vi d e
H al o b acteri u m s ali n ar u m c ells  wit h i m m u nit y t o i nf e cti o n b y
p hi H 1 vir us ( 8 9, 9 0), a n d, p ot e nti all y, c o ul d b e pl a yi n g a si mi-
l ar r ol e i n H. v olc a nii , b y a cti n g as a vir al d ef e ns e  m e c h a nis m.

T h e t hir d pr o p h a g e r e gi o n,  w hi c h is pr o p os e d t o b e a d e g e n-
er at e pr o vir us r el at e d t o t ail e d vir us es, e x hi bits a  m or e p at c h e d
p att er n.  H er e, a n i nt e gr as e g e n e a n d u n k n o w n pr ot ei n
( H V O _ 2 2 5 9 a n d  H V O _ 2 2 6 6) ar e  m o d er at el y d o w n-r e g ul at e d
( a n a p pr o xi m at el y t w of ol d t o f o urf ol d c h a n g e),  w hil e t h e g e n es
H V O _ 2 2 5 4 a n d  H V O _ 2 2 5 5 ar e b ei n g o v er e x pr ess e d d uri n g
t h e e x p o n e nti al p h as e.  H o w e v er,  m ost g e n es r e m ai n u n c h a n g e d
u p o n vir al i nf e cti o n.

P r o vi r u s  R e gi o n  M o d ul a t e s t h e  O u t c o m e  of  H F P V- 1 I nf e c ti o n.

I nter acti o ns bet wee n c oi nfecti n g vir uses or bet w ee n a vir us a n d
m o bile ge netic ele me nts has bee n s h o w n t o ha ve si g ni fi ca nt
effects o n viral fi t ness a n d life c ycles ( 9 1, 9 2).  Gi ve n t he fact t hat
ge nes fr o m b ot h pr o viral re gi o ns are d o w n-re g ulate d d uri n g
i nfecti o n  wit h  H F P V- 1,  w e e x pl ore d p utati v e vir us– vir us i nt era c-
ti o ns.  T o t his p ur p ose, a  m ut a nt strai n la c ki n g t he pr o vir us
re gi o n  Half v ol 3  w as ge nerat e d a n d s u bjecte d t o i nfecti o n  wit h
H F P V- 1.  Gr o wt h assa ys s h o w e d a  m uc h str o n ger gr o wt h retar da-
ti o n i n t he  m uta nt strai ns la c ki n g t he pr o vir us re gi o n ( Fi g. 6A ).
T his s u g gests t hat, i n t he a bse nce of t his ge n o me s e g me nt,
H F P V- 1 ge nerates a  m ore ac ute i nf ecti o n,  w hic h, i n t ur n, s u g-
gests t hat t he pr o vir us re gi o n e nc o des o ne or  m ore ge nes t hat
i nteract  wit h t he pri mar y i nfecti n g vir us, a n d t hat  miti gate t he
o v erall eff ects of t he i nfecti o n a n d decrease t he ca p acit y of
H F P V- 1 vir us t o ge nerate a d diti o nal c o pies of its ge n o me.  T his is
str o n gl y s u p p ort e d b y t he diff ere nces i n t he o bs er ve d  V H R,
w here t he i nfecte d  m uta nt strai n rea c hes u p t o 1 0 ti mes hi g her
V H R v al ues t ha n t he pare ntal strai n ( Fi g. 6 B ). I nteresti n gl y, o nl y
t w o ge nes i n t his re gi o n are bei n g d o w n-re g ulat e d ( H V O _ 1 4 2 2
a n d  H V O _ 1 4 2 3, as descri be d a b o ve).  H V O _ 1 4 2 3 as a p ote nti al
re press or re prese nts t he b est ca n di date t o be res p o nsi ble f or i n hi-
biti o n of  H F P V- 1 i nfecti o n,  w hile, i n ret ur n, t he d o w n-
re g ulati o n of  H V O _ 1 4 2 2, t he i nte grase, b y  H F P V- 1 p ossi bl y
pre ve nts t he e xcisi o n of t he pr o vir us.

H F P V- 1 I s  a  P r o mi s c u o u s  a n d  Gl o b all y  Di s t ri b u t e d  Vi r u s. Pre vi-
o us st u dies ha v e s u g geste d t hat hea d-t ail vir us es fr o m h y persali ne
e n vir o n me nts ha v e a n u n us uall y br oa d h ost ra n ge, as se veral
vir us es are a ble t o i nf ect  m ulti ple ge nera or sec o n dar y h osts is o-
late d i n dista nt l ocati o ns ( 6 3, 9 3).  H o we ver, t he o p p osite tre n d

has bee n o bser ve d f or t he  me m b ers of t he Pleoli po viri d ae fa mil y,
as all is olat es descri be d, s o f ar,  were s h o w n t o b e e xtre mel y s pecies
s pecifi c, i nfecti n g o nl y a si n gle h ost, c o m m o nl y is olate d fr o m t he
sa me sa m pli n g sit e ( 1 1, 6 3).

N o n et h el ess, gi v e n t h at  H F P V- 1  w as ori gi n all y is ol at e d fr o m
s alt cr ust fr o m L a k e  T yrr ell,  A ustr ali a, a n d H. v olc a nii w as is o-
l at e d i n t h e  D e a d S e a,  w e p erf or m e d i n sili c o a n al ys es t o i d e n-
tif y p ot e nti al a d diti o n al h osts f or  H F P V- 1. P arti c ul arl y,  w h e n
s e ar c hi n g a g ai nst t h e is ol at e a n d  m et a g e n o m e- d eri v e d  C RI S P R
s p a c ers d at a b as e i n t h e I M G/ V R d at a b as e, v. 2. 0 ( 5 3),  w e i d e n-
tifi e d 1 0 s p a c ers t h at  w er e si g ni fi c a nt  m at c h es a g ai nst t h e
H P F V- 1 g e n o m e,  wit h i d e ntiti es r a n gi n g fr o m 9 7 t o 1 0 0 %
a n d a n a v er a g e l e n gt h of 3 6 b p ( D at as et S 3 ).  All of t h e s p a c ers
d eri v e d fr o m s e q u e n c e d g e n o m es of pr e vi o usl y is ol at e d H al o-
fer a x s p e ci es (i. e., H. l uce nte nse,  H. de nitri fi c a ns,  H. ale x a n dri-
n us , a n d  H.  m assilie nsis ),  w hil e n o  m at c h  w as d et e ct e d i n t h e
m et a g e n o mi cs- d eri v e d s e q u e n c es. F urt h er m or e, ass ess m e nt of
5 9 g e n o m es of pr e vi o usl y s e q u e n c e d H al o b acteri a is ol at es i n
B e c k er et al. ( 9 4) r e v e al e d t h at t h e g e n o m e of  H F P V- 1 c o ul d
b e d et e ct e d i n 9 of t h e m, usi n g pr e vi o usl y d es cri b e d t hr es h ol ds
f or vir al d et e cti o n i n g e n o mi c d at a (r e a d  m a p pi n g i d e ntit y
≥ 9 5 %, g e n o m e c o v er a g e ≥ 7 5 %) ( 5 5).  T his s u g g ests t h at t h e
is ol at es  w er e li k el y i nf e ct e d  wit h  H F P V- 1 or a cl os el y r el at e d
v ari a nt at t h e ti m e of is ol ati o n, b ut t h e i nf e cti o n  w e nt u n n o-
ti c e d.  T h es e is ol at es b el o n g t o  m ulti pl e g e n er a (i. e., H al ofer a x,
N atr o n oc occ us,  H al oc occ us , a n d  H al oterrige n a ; SI  A p pe n di x ,
T a bl e S 2 ), a n d i n di c at e a  wi d e h ost r a n g e of  H F P V- 1.

H e n ce,  w e ass esse d t he h ost r a n ge of  H F P V- 1 u n d er l a b ora-
t or y c o n diti o ns usi n g a c olle cti o n of pr e vi o usl y is ol at e d h al oarc h-
a ea.  T his yiel d e d s e v eral s pe cies t hat e x hi bit e d s us ce pti bilit y t o
i nfe cti o n b y  H F P V- 1,  w hil e als o b ei n g a ble t o pr o d u ce c o nsis-
t e ntl y vir al pr o ge n y a n d g e n erati n g a c hr o ni c i nfe cti o n si mil ar t o
t he o ne o bser v e d i n H. v olc a nii . S ur prisi n gl y, t he s us ce pti ble
h osts i n cl u d e d r el at e d ge ner a  wit hi n t he H al ofer ac ace ae f a mil y
(i. e., H al o q u a dr at u m a n d H al or u br u m ), a n d als o cr osse d hi g her
t a x o n o mic r a n k, i nfe cti n g a  me m b er fr o m a differe nt f a mil y (i. e.,
H al o arc ul ae ace ) (SI  A p pe n di x ,  T a ble S 1 a n d Fi g. S 8).  Q ua ntifi ca-
ti o n of  H F P V- 1 gc n i n c ult ur e s u p er n at a nts fr o m t hes e alt er na-
ti v e h osts re vele d t hat H. v olc a nii pr o d u ce d t he hi g hest n u m ber
of vir us p articles a m o n g t he ass esse d or g a nis ms( 2. 5 4 2 × 1 0 1 1

c o pies per  m L 1 per  O D 6 0 0
1 ; SI  A p pe n di x , T a ble S 3). I nterest-

i n gl y, a n ot her  m e m b er of t he s a me f a mil y t he s q u are-s ha pe d
H al o q u a dr at u m  w als byi , f or  w hic h n o vir us h as b ee n y et is ol at e d,
dis pl a y e d t he s ec o n d hi g hest ef fi cie nc y of vir al pr o d u cti o n
( 2. 8 0 8 × 1 0 1 0 c o pi es p er  m L 1 per  O D 6 0 0

1 ).  M ea n w hile, t he
m ost dista ntl y r el at e d or g a nis m, H al o arc ul a j a p o nic a (H al o arc u-
l ae ace), e x hi bit e d t he l o w est effi cie nc y ( 2. 7 3 0 × 1 0 8 c o pies
per  m L 1 per  O D 6 0 0

1 ).  N e v ert h el ess, i nfe ct e d c ult ures of t hese
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Fi g. 6. Vi r u s lif e c y cl e i n  pr o vir u s k n o c k o ut str ai n.
(A )  G r o wt h c ur v e  of  u ni nf e ct e d ( ci r cl e) a n d i nf e ct e d
( bl a c k tri a n gl e s) Δ H alf v ol 3  m ut a nt str ai n s c ult u r e s.
(B )  V H R c al c ul at e d  b y  q P C R  of vir u s a n d  h o st g c n
wit hi n c ell s f or t h e  p a r e nt al ( o p e n cir cl e s) a n d t h e
m ut a nt str ai n ( o p e n s q u a r e s). Er r o r  b ar s r e pr e s e nt
t h e S D f or  bi ol o gi c al t ri pli c at e s  o n  b ot h c o ntr ol a n d
t r e at m e nt s.
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alt er n ati v e h osts d o n ot dis pl a y a n y si g ni fi ca nt gr o wt h r et ar d a-
ti o n (SI  A p pe n di x , Fi g. S 9),  w hi c h s u g g ests t hat t he vir us hij ac ks
h ost r es o urces a n d t hat  meta b olis m is n ot as pr o n o u n ce d as
o bser v e d i n H. v olc a nii .

N ot a bl y, t his  w or k r e pr es e nts a r e p ort of a pr o mis c u o us
pl e oli p o vir us, a n d,  w hil e h al o ar c h a e al  m y o vir us es h a v e a v er y
br o a d h ost r a n g e t h at cr oss es t h e g e n us l e v el ( 6 3, 9 5),  H F P V- 1
dis pl a ys a n e v e n br o a d er h ost r a n g e, s u c c essf ull y i nf e cti n g
m e m b ers of dist a nt li n e a g es at t h e f a mil y l e v el.  T his v ers atilit y
of  H F P V- 1, a d d e d t o t h e e xtr e m e  m et a b oli c r e m o d eli n g of t h e
h ost d uri n g i nf e cti o n,  w hil e p oss essi n g a v er y s m all g e n eti c r e p-
ert oir e, s u g g ests t h e e xist e n c e of gl o b al tr a ns cri pti o n al r e g ul a-
t ors o n t h e vir us g e n o m e a n d a v er y c o ns er v e d r e c e pt or o n t h e
c ell s urf a c e a cr oss diff er e nt h ost li n e a g es.  T his  m a k es  H F P V- 1,
i n cl u di n g its pr o m ot ors a n d tr a ns cri pti o n al r e g ul at ors, a gr e at
c a n di d at e t o b e d e v el o p e d i nt o a g e n eti c t o ol, e x p a n di n g t h e
g e n eti c t o ols et of  m o d el h al o ar c h a e a a n d p ossi bl y all o wi n g
g e n eti c  m a ni p ul ati o n of s o f ar i n a c c essi bl e h al o ar c h a e al str ai ns.

C o n cl u si o n s

H er e  w e is ol at e d a pl e oli p o vir us i nf e cti n g t h e  m o d el or g a nis m
H. v olc a nii .  H F P V- 1 e x hi bits a c hr o ni c lif e c y cl e, b ei n g r el e as e d
fr o m h ost c ells  wit h o ut c ell l ysis a n d c a usi n g o nl y a  mi n or
gr o wt h r et ar d ati o n d es pit e hi g h vir al tit ers.  H F P V- 1 d o es n ot
pr o d u c e pl a q u es eit h er o n H. v olc a nii or o n ot h er h ost or g a n-
is ms, d e m o nstr ati n g t h at pl a q u e ass a ys ar e oft e n n ot s uit a bl e t o
is ol at e vir us es c a usi n g a c hr o ni c i nf e cti o n a n d t o d et er mi n e
t h eir h ost r a n g e. F urt h er m ore, tr a ns cri pti o n al a n al ys es of
i nf e ct e d c ult ur es r e v e al e d t h at  H F P V- 1 i nf e cti o n l e a ds t o a r a d-
i c al alt er ati o n of t h e h ost tr a ns cri pti o n al pr o gr a m,  wit h a gr e at
pr o p orti o n of t h e diff er e nti all y e x pr ess e d g e n es b ei n g si g ni fi -
c a ntl y d o w n-r e g ul at e d. I n p arti c ul ar,  w e o bs er v e d t h at pr o vir us
g e n es i n t h e g e n o m e of H. v olc a nii ar e str o n gl y d o w n-r e g ul at e d
u p o n  H F P V- 1 i nf e cti o n,  w hil e a k n o c k o ut str ai n l a c ki n g o n e
of t h e pr o vir us es e x p eri e n c e d a  m or e s e v er e gr o wt h r et ar d ati o n
t h a n t h e  wil d t y p e u p o n i nf e cti o n.  T h er ef or e,  w e c o n cl u d e t h at

t h e pr o vir us e n c o d es a d ef e ns e  m e c h a nis m t h at is li k el y b as e d
o n a r e pr ess or g e n e, a n d t h at t h es e vir us – vir us i nt er a cti o ns dri v e
t h e s u c c ess a n d t e m p or al st a bilit y of  H F P V- 1 i nf e cti o n. F ur-
t h er m or e, u p o n  H F P V- 1 i nf e cti o n, a n i n hi biti o n of t h e h ost
C RI S P R- C as i m m u n e s yst e m  w as o bs er v e d, a n d n o n e of t h e
ot h er k n o w n h ost d ef e ns e  m e c h a nis ms s e e m t o b e a cti v e f or s o
f ar u n k n o w n r e as o ns.

T he esta blis h me nt of t his sta ble vir us – h ost s yste m i n H. volc a nii
o pe ns u p t he p ossi bilit y of i n vesti gati n g t he i n fl ue nce of a c hr o nic
i nfecti o n o n all cell ular pr ocesses i n a n arc haeal  m o del or ga nis m.
A d diti o nall y, t he c hr o nic nat ure of  H F P V- 1 i nfecti o n, t o get her
wit h its  wi de h ost ra n ge a n d t he hi g h c o p y n u m ber of its ge n o me,
ma kes  H F P V- 1 a great ca n di date t o be de vel o pe d as a ge netic
t o ol, si milar t o c hr o nic bacteri o p ha ges ( 6).  T he s mall ge n o me
c o ul d p ote ntiall y be  ma ni p ulate d  wit hi n H. volc a nii a n d t he n
use d f or hi g h- yiel d pr otei n e x pressi o n i n H. volc a nii or t o e na ble
ge netic  m o di fi cati o n of s o far i naccessi ble hal oarc haea.

D a t a,  M a t e ri al s,  a n d  S of t w a r e  A v ail a bili t y. HF P V- 1 vir us g e n o m e w as
s u b mit e d t o t h e Nati o nal C e nt er f or Bi ot ec h n ol o gy I nf or m ati o n G e n B a nk dat a-
bas e (acc essi o n n u m b er O M 6 2 1 8 1 4 ) ( 9 6) a n d ra w r ea ds fr o m R N A s e q u e nci n g
data h av e b e e n d e p osit e d i n t h e E ur o p ea n N ucl e oti d e Arc hiv e ( pr oj ect n u m b er
P RJ E B 5 0 7 5 0 ) ( 9 7).

A C K N O W L E D G M E N T S. W e t h a nk Karst e n T hi el a n d t h e Fra u n h of er I nstit ut e f or
M a n ufact uri n g T ec h n ol o gy a n d A dva nc e d  M at erials, Br e m e n, G er m a ny, f or h el p-
i n g o ut wit h T E M.  W e t ha nk Dr. A n na S h evc h e nk o a n d t h e  M ax- Pla nck-I nstit ut e
of  M ol ec ul ar C ell Bi ol o gy a n d G e n etic, Dr es d e n, G er ma ny, f or  M S a nalysis of
vir us pr ot ei ns.  W e t h a nk Da ni ela T hi es a n d I n gri d K u nz e ( M PI f or  Mari n e  Micr o-
bi ol o gy, Br e m e n, G er ma ny) f or assista nc e wit h s o m e of t h e ex p eri m e nts.  W e
ack n o wl e d g e A nita  Marc hf el d er f or h el pf ul disc ussi o ns. Fi nally, w e t ha nk t h e
M PI f or  M ari n e  Micr o bi ol o gy a n d t h e  Max- Pla nck- S oci ety f or c o nti n u o us s u p p ort.
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 1: H F P V- 1 g e n o m e c o nt ai ns ss D N A r e gi o ns. A n al yti c di g e sti o n of n ati v e p urifi e d 

vir us D N A wit h M u n g b e a n n u cl e a s e ( M B U) a n d e n d o n u cl e as e S 1 ( S 1 N) t o c o nfir m t h e pr e s e n c e of si n gl e 

str a n d e d r e gi o ns. M ol e c ul ar w ei g ht si z e m ar k er ( L) i s s h o w n ( G e n e r ul er 1 k b D N A l a d d er T h er m o Fis h er 

S ci e ntifi c). U ntr e at e d (-), 2- 3. Tr e at m e nt wit h n u cl e a s e M B U at t w o diff er e nt c o n c e ntr ati o ns ( 2 U a n d 5 U 

r es p e cti v el y), 5, 6. Tr e at m e nt wit h n u cl e a s e S 1 at t w o diff er e nt c o n c e ntr ati o ns ( 2 0 U a n d 5 0 U r e s p e cti v el y). 

D N A w a s s e p ar at e d o n 1 % a g ar os e g el s a n d st ai n e d wit h S Y B R T M  S af e (I n vitr o g e nT M ) at a fi n al c o n c e ntr ati o n 

1 x. D at a r e pr es e nt o n e s a m pl e of t w o bi ol o gi c al r e pli c at e s. T h e r e stri cti o n di g e st p att er ns w er e o bs er v e d i n 

t w o r e p etiti o ns.  
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 2 : G e n o m e m a p of H F P V- 1 . Pr ot ei ns w er e pr e di ct e d usi n g Pr o di g al ( 2). I n c ol ors 

ar e hi g hli g ht e d pr ot ei ns t h at h a d m at c h e s a g ai nst ot h er is ol at e d pl e oli p o vir us e s pr ot ei ns. H P, h y p ot h eti c al 

pr ot ei ns; V P 2, str u ct ur al i nt er n al viri o n pr ot ei n 2-li k e. 

 

S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 3. P r ot ei n c o m p ositi o n of H F P V- 1 vi r us p a rti cl e s.  S D S P A G E g el st ai n e d wit h f ast 

C o o m a ssi e bl u e st ai ni n g, ( 1) H. v ol c a nii  D S 2 c ell e xtr a ct, ( 2) H F P V- 1 p urifi e d vir us p arti cl e s, ( 3) m e m br a n e 

v e si cl e s pr o d u c e d b y u ni nf e ct e d H. v ol c a nii . Arr o ws i n di c at e a d diti o n al f ai nt b a n ds o bs er v e d aft er t h e st ai ni n g.  
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 4: I nf e cti o n of H. v ol c a nii  wit h H F P V- 1 aft e r t r a nsf o r m ati o n wit h p u rifi e d 

g e n o mi c D N A. I nf e cti o n w as c o nfir m e d b y P C R a ss a y (s e e E x p e ri m e nt al pr o c e d ur es  f or d et ails). M ol e c ul ar 

w ei g ht si z e m ar k er ( L) is s h o w n ( G e n e r ul er 1 k b D N A l a d d er T h er m o Fis h er S ci e ntifi c). 1- 4. P C R o n h ost 

c ells aft er tr a nsf or m ati o n wit h diff er e nt c o n c e ntr ati o ns of p urifi e d H F P V- 1 D N A ( 1 0 0 p g, 1 n g, 1 0 n g, 1 0 0 n g 

D N A, r e s p e cti v el y), 5. P C R o n h ost c ells aft er tr a nsf or m ati o n wit h D N a s e tr e at e d vir us g e n o mi c D N A ( D N as e 

I, R N as e fr e e, N e w E n gl a n d Bi ol a bs). 6. P C R o n h ost c ell s aft er tr a nsf or m ati o n wit h R N a s e tr e at e d vir us 

g e n o mi c D N A ( R N as e H, D N a s e fr e e, N e w E n gl a n d Bi ol a bs) pri or t o tr a nsf or m ati o n. ( +) p ositi v e c o ntr ol, (-

) n e g ati v e c o ntr ol. D N A w a s s e p ar at e d o n 1 % a g ar os e g els a n d st ai n e d wit h S Y B R ™ S af e (I n vitr o g e n T M ) at 

a fi n al c o n c e ntr ati o n 1 x.  
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 5: L o n g-t e r m i nf e cti o n of H. v ol c a nii  wit h H F P V- 1. P C R a ss a y t o c o nfir m o n g oi n g 

i nf e cti o ns of H F P V- 1 vir us i n H. v ol c a nii c ult ur e s (s e e E x p eri m e nt al pr o c e d ur e s  f or d et ails). M ol e c ul ar 

w ei g ht si z e m ar k er ( L) is s h o w n ( G e n e r ul er 1 k b D N A l a d d er T h er m o Fis h er S ci e ntifi c). 1- 1 1. W e e kl y s a m pl e 

of i nf e ct e d c ult ur e s ( w e e ks o n e t o el e v e n), wit h c ult ur es b ei n g dil ut e d t o a 0. 0 5 i niti al O D. D N A w a s s e p ar at e d 

o n 1 % a g ar os e g els a n d st ai n e d wit h S Y B R ™ S af e (I n vitr o g e n T M ) at a fi n al c o n c e ntr ati o n 1 x.  
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 6: Vi r us-t o- h ost r ati o ( V H R) ki n eti c s . V H R w as c al c ul at e d a s t h e r ati o b et w e e n 

H F P V- 1 g e n o m e c o p y n u m b ers a n d h ost g e n o m e c o p y n u m b er a ss e s s e d b y q P C R a ss a ys. Err or b ars, r e pr es e nt 

t h e st a n d ar d d e vi ati o n wit hi n bi ol o gi c al tri pli c at e s. h p.i.: h o urs p ost i nf e cti o n. 
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 7: El e ctr o n mi cr o gr a p h of i nf e ct e d c ult ur es of H. v ol c a nii . a.  U ni nf e ct e d, b.  I nf e ct e d. 

S a m pl e s w er e n e g ati v el y st ai n e d wit h ur a n yl a c et at e ( 2 %) a n d i m a g e d at 2 0 0 k V o n a J E M- 2 1 0 0 Pl us (J E O L). 

S c al e b ar 1 µ m 
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 8: H ost r a n g e as s e ss m e nt of H F P V- 1. P C R a s s a y t o c o nfir m o n g oi n g i nf e cti o ns of 

H F P V- 1 vir us i n diff er e nt h al o ar c h a e al  str ai n s. M ol e c ul ar w ei g ht si z e m ar k er ( L) is s h o w n ( G e n e r ul er 1 k b 

D N A l a d d er T h er m o Fis h er S ci e ntifi c). I nf e ct e d ( +) a n d u ni nf e ct e d (-) c ult ur e s of s e v e n diff er e nt s p e ci e s w er e 

t e st e d. D L 1, D L 3 1 a n d t A D L ( D e M a er e et al. 2 0 1 3); H L, H al or u br u m l a c us p r of u n di  ( Fr a n z m a n n et al. 1 9 8 9); 

H Q, H al o q u a dr at u m w als b yi  ( B ur ns et al. 2 0 0 7); HJ, H al o ar c ul a j a p o ni c a ( T a k a s hi n a et al. 1 9 9 1); H V, 

H al of e r a x v ol c a nii  D S 2 ( M ull a k h a n b h ai a n d L ars e n 1 9 7 5). D N A w a s s e p ar at e d o n 1 % a g ar os e g el s a n d 

st ai n e d wit h S Y B R ™ S af e (I n vitr o g e n T M ) at a fi n al c o n c e ntr ati o n 1 x. 
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 9: Lif e c y cl e of H F P V- 1 o n alt e r n ati v e h o sts . Gr o wt h c ur v e of u ni nf e ct e d ( bl a c k 

cir cl e s) a n d i nf e ct e d ( bl a c k tri a n gl e s) H. l a c us pr of u n di , H. w als b yi  a n d H. j a p o ni c a  c ult ur e s. Err or b ars, 

r e pr e s e nt t h e st a n d ar d d e vi ati o n f or bi ol o gi c al tri pli c at e s o n b ot h tr e at m e nts. h p.i.: h o urs p ost i nf e cti o n.  

 

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e s 

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e 1 : Li st of str ai ns f or h ost r a n g e ass e ss m e nt 

St r ai n I D R ef e r e n c e 

H al or u br u m l a c us pr of u n di  Fr a n z m a n n et al. 1 9 8 9 ( 3) 

H al o q u a dr at u m w als b yi  B ur n s et al. 2 0 0 7 ( 4) 

H al o ar c ul a j a p o ni c a T a k a s hi n a et al. 1 9 9 1 ( 5) 

H al of er a x v ol c a nii D S 2  M ull a k h a n b h ai a n d L ars e n 1 9 7 5 ( 6) 

H al o b a ct eri u m s p. D L 1  D e M a er e et al. 2 0 1 3 ( 7) 

H al o p hili c ar c h a e o n D L 3 1  D e M a er e et al. 2 0 1 3 ( 7) 

H al o h ast a lit c hfi el di a e t A D L D e M a er e et al. 2 0 1 3 ( 7) 
 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e 2 : Is ol at e s g e n o m e s wit h r e a d s m a p pi n g t o t h e H F P V- 1 g e n o m e. 
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Is ol at e n a m e C o v e r a g e ( %) 
N atr o n o c o c c us j e ot g ali  D S M 1 8 7 9 5 9 9. 9 3 
H al of er a x al e x a n dri n us  J C M 1 0 7 1 7 9 3. 0 2 
H al or u b r u m t err estr e  J C M 1 0 2 4 7 1 0 0 
N atri al b a t ai w a n e nsis  D S M 1 2 2 8 1 1 0 0 
N atri al b a h ul u n b eir e nsi s  J C M 1 0 9 8 9 8 0. 3 2 
H al ot erri g e n a li mi c ol a  J C M 1 3 5 6 3 9 5. 1 9 
N atri al b a c h a h a n n a o e n sis  J C M  8 9. 5 
H al or u b r u m c alif o r ni e nsis  D S M 9 2. 1 4 
H al of er a x pr a h o v e ns e  D S M 7 9. 1 8 
H al o ar c ul a a r g e nti n e nsis  D S M 5 4. 8 3 
H al o c o c c us t h ail a n d e nsis  J C M 1 3 5 5 2 5 0. 6 4 

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e 3 : H F P V- 1 g e n o m e c o p y n u m b er pr o d u cti o n i n alt er n ati v e h osts  

Vir al a bs ol ut e a b u n d a n c e ( vir al tit er) w a s ass e s s e d b y q P C R at 9 4 h p.i.. V al u e s s h o w t h e a v er a g e of t hr e e 

bi ol o gi c al r e pli c at e s a s w ell a s t h e st a n d ar d d e vi ati o n ( S D). Effi ci e n c y of vir al pr o d u cti o n w a s c al c ul at e d b y 

n or m ali zi n g t h e vir al tit er wit h t h e o pti c al d e nsit y ( O D). 

St r ai n 
Vi r al tit e r 

( c o p y n u m b e r x m L- 1) 
S D 

Effi ci e n c y 

( c o p y n u m b e r x m L- 1 x O D - 1) 
S D 

H. l a c us pr of u n di 4. 3 8 6 x 1 0 9   4. 8 7 x 1 08  3. 2 6 5 x 1 0 9  3. 6 1 x 1 0 8  

H. w al s b yi 2. 8 6 4 x 1 0 9   1. 9 2 x 1 09  2. 8 0 8 x 1 0 1 0  1. 9 0 x 1 0 1 0  

H. j a p o ni c a 9. 3 2 3 x 1 0 8   9. 7 0 x 1 07  2. 7 3 0 x 1 0 8  3. 4 4 x 1 0 7  

H. v ol c a nii 5. 1 0 8 x 1 0 1 1   1. 4 2 x 1 01 1  2. 5 4 2 x 1 0 1 1  7. 6 7 x 1 0 1 0  

 

D at as ets 

 
D at as et 1 : Pr ot ei n c o m p ositi o n of H F P V- 1 p arti cl e s a ss e ss e d t hr o u g h m a ss s p e ctr o m etr y ( E x c el fil e) 
htt ps:// w w w. p n a s. or g/ d oi/s u p pl/ 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 2 2 0 5 0 3 7 1 1 9/s u p pl _fil e/ p n as. 2 2 0 5 0 3 7 1 1 9. s d 0 1. xls x   
 
D at as et 2 : Diff er e nti all y e x pr e ss e d g e n e s of H. v ol c a nii  u p o n i nf e cti o n wit h H F P V- 1 vir us (E x c el fil e ) 
htt ps:// w w w. p n a s. or g/ d oi/s u p pl/ 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 2 2 0 5 0 3 7 1 1 9/s u p pl _fil e/ p n as. 2 2 0 5 0 3 7 1 1 9. s d 0 2. xls x   
 
D at as et 3 : P ot e nti al a d diti o n al h ost of H F P V- 1 s e ar c h vi a Bl a st s e ar c h a g ai nst I M G V R Is ol at e S p a c ers 
d at a b a s e ( 1) ( E x c el fil e )   
htt ps:// w w w. p n a s. or g/ d oi/s u p pl/ 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 2 2 0 5 0 3 7 1 1 9/s u p pl _fil e/ p n as. 2 2 0 5 0 3 7 1 1 9. s d 0 3. xls x   
 

S u p pl e m e nt a r y R ef e r e n c es 

1.  D. P a e z- E s pi n o, et al. , I M G/ V R: A d at a b a s e of c ult ur e d a n d u n c ult ur e d D N A vir us e s a n d r etr o vir us e s. 

N u cl ei c A ci ds R e s.  4 5 , D 4 5 7 – D 4 6 5 ( 2 0 1 7). 
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2.  D. H y att, et al. , Pr o di g al : pr o k ar y oti c g e n e r e c o g niti o n a n d tr a nsl ati o n i niti ati o n sit e i d e ntifi c ati o n 

( 2 0 1 0). 

3.  P. D. Fr a n z m a n n, et al. , H al o b a ct eri u m l a c us pr of u n di s p. n o v., a H al o p hili c B a ct eri u m Is ol at e d fr o m 

D e e p L a k e, A nt ar cti c a. S y st. A p pl. Mi c r o bi ol.  1 1 , 2 0 – 2 7 ( 1 9 8 8). 

4.  D. G. B ur ns, et al. , H al o q u a dr at u m w als b yi  g e n. n o v., s p. n o v., t h e s q u ar e h al o ar c h a e o n of W als b y, 

is ol at e d fr o m s alt er n cr yst alli z ers i n A ustr ali a a n d S p ai n. I nt. J. S y st. E v ol. Mi c r o bi ol. 5 7 , 3 8 7 – 3 9 2 

( 2 0 0 7). 

5.  T. T a k a s hi n a, T. H a m a m ot o, K. Ot o z ai, W. D. Gr a nt, K. H ori k os hi, H al o ar c ul a j a p o ni c a  s p. n o v., a 

N e w Tri a n g ul ar H al o p hili c Ar c h a e b a ct eri u m. S y st. A p pl. Mi c r o bi ol.  1 3 , 1 7 7 – 1 8 1 ( 1 9 9 0). 

6.  M. F. M ull a k h a n b h ai, H. L ars e n, H al o b a ct e ri u m v ol c a nii  s p e c. n o v., a D e a d S e a h al o b a ct eri u m wit h a 

m o d er at e s alt r e q uir e m e nt. A r c h. Mi cr o bi ol.  1 0 4 , 2 0 7 – 2 1 4 ( 1 9 7 5). 

7.  M. Z. D e m a er e, et al. , Hi g h l e v el of i nt er g e n er a g e n e e x c h a n g e s h a p e s t h e e v ol uti o n of h al o ar c h a e a i n 

a n is ol at e d A nt ar cti c l a k e. Pr o c. N atl. A c a d. S ci. U. S. A.  1 1 0 , 1 6 9 3 9 – 1 6 9 4 4 ( 2 0 1 3). 
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5. C h a pt e r 2.  

 

U n d e r st a n di n g t h e i m p a cts of c h r o ni c vi r al i nf e cti o ns i n h o st fit n e ss 

a n d e c ol o g y 

T o m a s Al ar c ó n- S c h u m a c h er 1 , F a bi a n R o el off s2, 3 , J uli a n S c h mit z2, 3 , Al e x a n d er Gr ü n b er g er2, 3  a n d S us a n n e 

Er d m a n n 1 # 

1 M a x- Pl a n c k-I nstit ut e f or M ari n e Mi cr o bi ol o g y, C elsi u sstr a ss e 1, 2 8 3 5 9 Br e m e n, G er m a n y 

2  M ultis c al e Bi o e n gi n e eri n g, Bi el ef el d U ni v ersit y, U ni v ersit ätsstr a ß e 2 5, 3 3 6 1 5 Bi el ef el d, G er m a n y 

3 C e nt er f or Bi ot e c h n ol o g y ( C e Bi T e c), Bi el ef el d U ni v ersit y, U ni v ersit ätsstr a ß e 2 7, 3 3 6 1 5 Bi el ef el d, G er m a n y 

# C o r r e s p o n di n g a ut h o r : S us a n n e Er d m a n n, M a x- Pl a n c k-I nstit ut e f or M ari n e Mi cr o bi ol o g y, C elsi usstr a ss e 

1, 2 8 3 5 9 Br e m e n, G er m a n y  

E m ail:  s er d m a n n @ m pi- br e m e n. d e  P h o n e: + 4 9 4 2 1 2 0 2 8 7 3 4 0 

A ut h o r s C o nt ri b uti o ns 

T. A- S. a n d S. E. c o n c ei v e d a n d l e d t h e st u d y a n d p erf or m e d t h e pri m ar y writi n g of t h e m a n us cri pt. T. A- S., 

F. R, J. S. a n d A. G. c oll e ct e d a n d a n al y z e d t h e e x p eri m e nt al d at a. All a ut h ors p arti ci p at e d i n t h e a n al ysis a n d 

i nt er pr et ati o n of t h e d at a a n d c o ntri b ut e d t o t h e writi n g of t h e m a n us cri pt. 

 

C o m p eti n g I nt e r e st St at e m e nt:  

T h e a ut h ors d e cl ar e n o c o m p eti n g i nt er e sts. 

K e y w o r ds: Ar c h a e a, vir us, c hr o ni c i nf e cti o n.  
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A bst r a ct 

I nt er a cti o ns b et w e e n vir us es a n d t h eir h osts d e p e n d l ar g el y o n vir al lif e st yl e a n d i nf e cti o n str at e g y. W hil e 

l yti c vir us e s h e a vil y i nfl u e n c e h ost a b u n d a n c e a n d c o m m u nit y c o m p ositi o n, l ys o g e ni c a n d c hr o ni c vir us e s 

h a v e m or e m o d er at e, b ut l o n g-l a sti n g eff e cts o n c ell b e h a vi or, m et a b olis m a n d e v ol uti o n ar y tr aj e ct ori e s. 

N e v ert h el e ss, h o w c hr o ni c i nf e cti n g vir us es i nt er a ct wit h t h eir h osts r e m ai n s s e v er el y u n d erst u di e d i n 

pr o k ar y ot e s. C hr o ni c i nf e cti n g vir us e s h a v e s o f ar r ar el y b e e n f o u n d i n b a ct eri a, h o w e v er, n u m er o us ar c h a e al 

vir us e s est a blis h l o n g-t er m c hr o ni c i nf e cti o ns wit h t h eir h osts. H er e w e c h ar a ct eri z e t h e m ai n p h ysi c o c h e mi c al 

f a ct ors dri vi n g t h e i nt er a cti o n b et w e e n t h e ar c h a e o n H. v ol c a nii  a n d t h e c hr o ni c i nf e cti n g vir us H F P V- 1. W e 

d e m o nstr at e t h at vir al tit ers ar e n e g ati v el y c orr el at e d wit h t e m p er at ur e, a n d ar e s e v er el y r e d u c e d at 4 5 ° C. O ur 

d at a s h o w s t h at pr ot ei n f ol di n g a n d d e gr a d ati o n ar e str o n gl y u pr e g ul at e d u n d er vir al i nf e cti o n at 4 5 ° C, li k el y 

d u e t o misf ol di n g of vir al pr ot ei ns. F urt h er m or e, w e s h o w t h at h ost m otilit y i s c o m pr o mis e d u p o n vir al 

i nf e cti o n. F urt h er m or e, w e s h o w e d t h at p ost-tr a nsl ati o n al a d diti o n of gl y c a ns pl a ys a k e y r ol e i n vir al fit n ess, 

b ut d o e s n ot aff e ct p arti cl e a ds or pti o n n or h ost r a n g e of t h e vir us, s u g g e sti n g t h at t h e m ai n r ol e of gl y c os yl ati o n 

is r el at e d t o vir us p arti cl e st a bilit y at c h a n gi n g e n vir o n m e nt al c o n diti o ns. Fi n all y, w e s h o w e d t h at n o n- N-

gl y c os yl at e d p arti cl e s m ai nt ai n t h e u ni q u e wi d e h ost r a n g e of H F P V- 1, s u g g e sti n g t h at it s r e c e pt or c o ul d b e a 

r el ati v el y hi g hl y c o ns er v e d pr ot ei n i n a r a n g e of h al o ar c h a e a. I n c o n cl u si o n, w e u n c o v er e d t h e m ost r el e v a nt 

dri v ers m e di ati n g t h e c hr o ni c i nf e cti o n a n d aff e cti n g vir us a n d h ost fit n e ss, i m pr o vi n g o ur u n d erst a n di n g of 

c hr o ni c i nf e cti o ns i n pr o k ar y oti c h al o p hili c or g a nis ms.  

 

I nt r o d u cti o n 

Vir us e s ar e t h e m ost a b u n d a nt bi ol o gi c al e ntiti e s o n e art h, a n d ar e m aj or e c ol o gi c al, e v ol uti o n ar y a n d 

bi o g e o c h e mi c al dri v ers i n e v er y e n vir o n m e nt ( C o bi á n G ü e m e s et al., 2 0 1 6). T h e y ar e c a p a bl e of i nf e cti n g 

or g a ni s m s a cr oss t h e tr e e of lif e a n d p oss ess t h e a bilit y t o hi g hj a c k a n d r e s h a p e h os m et a b olis m i n v ari o us 

w a ys, t h at r a n g e fr o m r e g ul ati n g e x pr e ssi o n l e v els of h ost g e n es, t o i ntr o d u ci n g m et a b oli c i n n o v ati o n t hr o u g h 

vir al e n c o d e d a u xili ar y m et a b oli c g e n e s ( R os e n w ass er et al., 2 0 1 6). U p o n vir al r e pli c ati o n, i nf e ct e d c ell s 

s e e mi n gl y t ur n i nt o vir al f a ct ori e s, w hi c h m et a b oli c pr o gr a m c a n gr e atl y diff er fr o m t h eir u ni nf e ct e d r el ati v e s 

wit hi n t h e p o p ul ati o n ( H o w ar d- V ar o n a et al., 2 0 2 0). T h e r e s ult a nt bi ol o gi c al e ntit y, i s i n a tr a nsi e nt m et a b oli c 

st at e d eri v e d fr o m t h e i nt er a cti o n b et w e e n vir us a n d h ost g e n e e x pr e ssi o n a n d is k n o w n a s “ vir o c ell ” ( F ort err e, 

2 0 1 1). H o w e v er, vir us e s us e diff er e nt str at e gi e s t o o v er c o m e h ost d ef e ns es a n d t o hi g hj a c k h os m a c hi n er y, 

a n d t h er ef or e, t h e d e gr e e of m et a b oli c r e pr o gr a m mi n g of t h e h ost c a n gr e atl y diff er fr o m vir us t o vir us. Vir us-

h ost i nt er a cti o ns c a n r a n g e fr o m p ur el y p ar asiti c r el ati o ns hi ps, li k e t h e o n e s p erf or m e d b y l yti c vir us e s, t o 

diff er e nt d e gr e e s of c o m m e ns alis m or e v e n m ut u ali s m, as it c a n b e t h e c a s e of c hr o ni c a n d l ys o g e ni c 
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i nf e cti o ns. Vir us e s c a n f or e x a m pl e tr a nsf er g e n e s, e x p a n di n g t h e m et a b oli c r e p ert oir e of t h e h ost, or c a n 

n e g ati v el y i m p a ct c o m p eti n g u ni nf e ct e d str ai ns ( D e W erff et al., 2 0 2 2; O b e n g et al., 2 0 1 6).  

I nt er e sti n gl y, vir us e s e st a bli s hi n g l o n g-t er m c hr o ni c i nf e cti o ns ar e i n a u ni q u e p ositi o n, gi v e n t h at t h e y ar e 

tr a ns mitt e d b ot h h ori z o nt all y, vi a vir us p arti cl e pr o d u cti o n, a s w ell a s v erti c all y al o n g wit h c ell di vi si o n ( W eit z 

et al., 2 0 1 9). T h u s, a s t h es e vir us e s e v ol v e, t h e y m ust b al a n c e s el e cti v e pr e ss ur es f or tr ait s t h at e n h a n c e b ot h 

vir us a n d h ost fit n e s s, i ntri nsi c all y dri vi n g vir us- h o st i nt er a cti o n t o w ar d m ut u alis m. A m ut u alisti c r el ati o ns hi p 

h a s b e e n s h o w n f or t h e c hr o ni c i nf e cti n g ar c h a e al vir us S S V 9 a n d it s h ost S a c h ar ol o b us i sl a n di c us . I nf e ct e d 

c ells pr o d u c e a vir us- e n c o d e d t o xi n t h at i n d u c e gr o wt h i n hi biti o n i n u ni nf e ct e d c ells, w hil e t h e vir al r e pli c ati o n 

o c c urs wit h mi ni m al eff e ct s o n h ost fit n e ss ( D e w erff et al., 2 0 2 0; D e W erff et al., 2 0 2 2). N e v ert h el e ss, if at all 

pr es e nt, m ut u alisti c i nt er a cti o ns ar e n ot al w a ys r e a dil y i d e ntifi a bl e a n d t h e v a st m aj orit y of c hr o ni c i nf e cti n g 

vir us e s ar e t h o u g ht t o b e p ur el y p ar asiti zi n g t h eir r es p e cti v e h osts.  

R e c e ntl y, t h e vir us H al of er a x pl e o m or p hi c vir us 1 ( H F P V- 1), c a usi n g a c hr o ni c pr o d u cti v e lif e c y cl e i nf e cti n g 

t h e ar c h a e o n H al of e r a x v ol c a nii  w a s is ol at e d a n d c h ar a ct eri z e d ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2). T h e st u d y 

of t his vir us- h ost s yst e m r e v e al e d t h at, ali k e ot h er pr o k ar y oti c vir us e s i nf e cti n g h al o p hili c ar c h a e a d e s cri b e d 

t o t h e d at e, H F P V- 1 w a s a bl e t o s u st ai n u n pr e c e d e nt e dtl y hi g h c o p y n u m b ers i nsi d e t h e c ell a n d hi g h vir us 

p arti cl e tit ers, w hil e h a vi n g littl e i m p a ct o n t h e o v er all fit n ess of t h e h ost. F urt h er m or e, H. v ol c a nii i nf e ct e d 

c ells wit h H F P V- 1 dis pl a y a dr a sti c all y diff er e nt tr a ns cri pti o n al pr o gr a m, hi g hli g ht e d b y s p e cifi c 

d o w nr e g ul ati o n of o v er a t hir d of t h e h ost- e n c o d e d g e n e s a n d a s p e cifi c r e pr essi o n of pr o vir us e s e n c o d e d i n 

H. v ol c a nii  g e n o m e t hr o u g h a n u n d e s cri b e d vir us e x cl usi o n m e c h a ni s m ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2). 

R e m ar k a bl y, H F P V- 1 is t h e o nl y d e s cri b e d pl e oli p o vir us t h at is c a p a bl e of i nf e cti n g a wi d e r a n g e of h osts 

a cr oss di v ers e h al o ar c h a e al cl a d e s, t h er e b y e x hi biti n g pr o mi si n g tr aits f or t h e d e v el o p m e nt a s a g e n eti c t o ol 

f or di v ers e ar c h a e a i n cl u di n g t h os e t h at c a n n ot b e g e n eti c all y m a ni p ul at e d y et. H o w e v er, t h e f a ct ors 

m o d ul ati n g vir us a n d h ost fit n e ss a n d i nt er a cti o ns i n t hi s vir us h ost-s yst e m, r e m ai n u n d erst u di e d. 

M or e o v er, it is c o m m o n t h at str u ct ur al pr ot ei ns of ar c h a e al vir us e s ar e gl y c os yl at e d or t h at s o m e vir us e s e v e n 

c arr y t h eir o w n gl y c os yltr a nsf er as e s e n z y m e s ( L ars o n et al., 2 0 0 6; Q u e mi n et al., 2 0 1 5). Gl y c a n m o difi c ati o ns 

h a v e b e e n pr o p os e d t o e n h a n c e pr ot ei n st a bilit y u n d er h ars h e n vir o n m e nt al c o n diti o ns (J a y a pr a k as h & S ur oli a, 

2 0 1 7; F. W a n g et al., 2 0 1 9). Si mil arl y, pl e oli p o vir us es als o c a n pr e s e nt gl y c a n m o difi c ati o ns o n t h e str u ct ur al 

s pi k e pr ot ei n ( K a n di b a et al., 2 0 1 2; Pi etil ä et al., 2 0 0 9). It h a s b e e n h y p ot h e si z e d t h at gl y c os yl ati o n of t h e 

s pi k e pr ot ei n pl a ys k e y r ol e s o n h ost r e c o g niti o n, as oft e n t h e s e i nt er a cti o ns ar e m e di at e d b y s u g ar-s u g ar 

i nt er a cti o ns ( K a n di b a et al., 2 0 1 2). W e h a v e r e c e ntl y s h o w n t h at gl y c os yl ati o n pl a ys a n i m p ort a nt r ol e f or 

p arti cl e st a bilit y f or t h e H F P V- 1 vir us d uri n g it s i nf e cti o n c y cl e i n H al or u br u m l a c u s pr of u n di  ( G e b h ar d et al., 

2 0 2 3). H o w e v er, t h e r ol e of gl y c os yl ati o n o n h ost r e c o g niti o n a n d a ds or pti o n r e m ai ns u n d erst u di e d. I n H. 

v ol c a nii  N- gl y c os yl ati o n, w hi c h i s t h e c o v al e nt li n k a g e of gl y c a n m oi eti e s s el e ct e d a s p ar a gi n e r esi d u e s h a s 
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b e e n e xt e nsi v el y d e s cri b e d, a n d it h a s b e e n s h o w n t h at a m o n g ot h er pr ot ei ns, k e y str u ct ur al f e at ur es s u c h a s 

t h e S-l a y er gl y c o pr ot ei n or ar c h a elli ns ar e gl y c os yl at e d ( Ei c hl er & M a u pi n- F url o w, 2 0 1 3). N- gl y c os yl ati o n 

i n v ol v e s a s eri es of gl y c os yltr a nsf er a s e s ( g e n e s A glJ, A gl G, A glI a n d A gl E) t h at a d d m o n os a c c h ari d e s t o a 

li pi d c arri er ( d oli c h yl p h os p h at e). T h e n a fli p as e tr a nsl o c at e s t h e c arri er t o t h e c ell s urf a c e a n d t h e 

oli g os a c c h ar yltr a nsf er as e ( A gl B) tr a nsf er t h e s u g ar t o a s p ar a gi n e r esi d u e s of t ar g et pr ot ei ns. F or t h e a d diti o n 

of t h e fi n al s u g ar, a n ot h er gl y c os yltr a nsf er a s e ( A gl D) a d ds a m a n n os e t o a n a d diti o n al li pi d c arri er, w hi c h is 

t h e n tr a nsl o c at e d t o t h e e xtr a c ell ul ar b y t h e fli p a s e A gl R, a n d a d d e d t o t h e t etr a s a c h ari d e b y t h e 

gl y c os yltr a nsf er a s e A gl S. N e v ert h el e ss, t h e eff e ct of N- gl y c os yl ati o n o n H F P V- 1 h ost r a n g e a n d t h e p arti c ul ar 

s el e cti v e a d v a nt a g e t h at gl y c os yl ati o n mi g ht c o nf er r e m ai n m ostl y e ni g m ati c.  

I n t his st u d y, w e ai m e d t o u n d erst a n d h o w diff er e nt e n vir o n m e nt al f a ct ors aff e cts vir us- h ost i nt er a cti o ns, a n d 

o bs er v e d t h at; i n cr e a s e i n t e m p er at ur e h a s a s e v er e i m p a ct o n H F P V- 1 h ori z o nt al tr a ns missi o n. F urt h er m or e, 

w e s h o w e d t h at t h e tr a ns cri pti o n al pr o gr a m of t h e h ost w a s dr asti c all y m o difi e d u p o n i nf e cti o n a n d t h at t h er e 

w a s a g e n er al u pr e g ul ati o n of pr ot ei n d e gr a d ati o n a n d r e p air m a c hi n er y, li k el y d u e t o p o or a d a pt ati o n of vir al 

pr ot ei ns t o hi g h er t e m p er at ur es. Fi n all y, w e s h o w e d t h at gl y c os yl ati o n m o difi c ati o ns is a k e y c o m p o n e nt f or 

viri o n st a bilit y, b ut d o es n ot pl a y m aj or r ol e f or a ds or pti o n t o h ost c ells n or i n t h e h ost r a n g e of H F P V- 1. 

E x p e ri m e nt al p r o c e d u r e s 

Vir al st o c k s pr o d u cti o n a n d p urifi c ati o n 

Vir al st o c ks of H F P V- 1 w er e pr o d u c e d o n diff er e nt H. v ol c a nii  str ai n s ( S u p pl e m e nt ar y t a bl e 1) f oll o wi n g t h e 

pr ot o c ol e st a bli s h e d i n ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2). Bri efl y, ~ 1 0 9  c ells of H. v ol c a nii  w er e h ar v e st e d 

b y c e ntrif u g ati o n at 1 0, 0 0 0 x g f or 1 0 mi n ut e s, at r o o m t e m p er at ur e ( R T). C ell s w er e t h e n r e s us p e n d e d i n 1 m L 

of fr e s h H v- Y P C m e di a ( D y all- S mit h, 2 0 0 9), a n d H F P V- 1 w a s a d d e d at a m ulti pli cit y of i nf e cti o n ( M OI) of 

1 0. C ult ur es w er e l eft 2 h o urs at R T f or a ds or pti o n a n d s u bs e q u e ntl y u ps c al e d t o 5 0 0 m L a n d i n c u b at e d f or 5 

d a ys at 2 8 ° C, 1 2 0 r p m. C ells w er e t h e n r e m o v e d b y c e ntrif u g ati o n ( 9, 0 0 0 x g, 4 5 mi n ut e s). Vir us p arti cl e s 

w er e pr e ci pit at e d fr o m t h e s u p er n at a nt wit h p ol y et h yl e n e gl y c ol ( P E G) 6, 0 0 0 ( 1 0 % w/ v fi n al c o n c e ntr ati o n) 

a n d i n c u b ati o n at 4 ° C o v er ni g ht. Vir al p arti cl es w er e r e c o v er e d b y c e ntrif u g ati o n ( 1 3, 0 0 0 x g, 4 5 mi n, 4 ° C, 

fi x e d- a n gl e r ot or J A 1 4 B e c k m a n n a n d C o ult er). P ell ets w er e r es us p e n d e d i n 1 8 % b uff er e d s e a w at er ( B S W) 

( 1 8 0 g N a Cl, 2 5 g M g Cl 2, 2 9 g M g S O 4 a n d 5. 8 K Cl p er lit er), c ell d e bris w er e r e m o v e d b y c e ntrif u g ati o n ( 1 0 

mi n., 1 0, 0 0 0 x g, R T), a n d t h e vir al s us p e nsi o n w as st eril e filt er e d t w o ti m e s wit h p ol y c ar b o n at e s yri n g e filt ers 

( p or e si z e 0. 2 µ m, S art ori us, G ötti n g e n, G er m a n y). Vir al st o c ks w er e st or e d at 4 ° C a n d c ell c o nt a mi n ati o n 

w a s a ss e s s e d b y i n o c ul ati n g t h e vir us s ol uti o n i nt o 1 5 m L of fr e s h H v Y P C m e di a a n d i n c u b ati o n f or 2 w e e ks 

at 2 8 ° C, at 1 2 0 R P M, a n d gr o wt h w a s m o nit or e d vi a O D 6 0 0 n m m e a s ur e m e nts a n d pl ati n g. 
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Vir us i nf e cti vit y a n d ki n eti c s  

F or st u d yi n g t h e eff e ct of a bi oti c f a ct ors o n vir al a n d h ost fit n e ss, w e p erf or m e d f ull i nf e cti o n c y cl e s wit h 

H F P V- 1 u n d er diff er e nt c o n diti o ns ( S u p pl e m e nt ar y T a bl e 2). St a n d ar d c o n diti o ns w er e H v Y P C m e di a, 2 8 ° C 

a n d 1 8 % s ali nit y ( N a Cl), a n d o nl y o n e f a ct or w as m o difi e d i n e a c h p arti c ul ar tr e at m e nt. T o st u d y t h e i nf e cti v e 

c y cl e, H. v ol c a nii c ult ur es ( D S 2 wil d t y p e str ai n) w er e s y n c hr o ni z e d as d e s cri b e d i n Al ar c o n- S c h u m a c h er et 

al., 2 0 2 2, usi n g t h e a d a pt ati o n of t h e “ St ati o n ar y p h a s e m et h o d ” ( C utl er & E v a ns, 1 9 6 6), wit h t hr e e dil uti o n 

st e ps i n e a c h c as e. F or i nf e cti o n, 1 x 1 0 9  H. v ol c a nii  c ells ( O D6 0 0  ~ 1) fr o m s y n c hr o ni z e d c ult ur es w er e c oll e ct e d 

b y c e ntrif u g ati o n ( 4, 5 0 0 x g, 4 5 mi n), r es u s p e n d e d i n 5 0 0 µ L of fr e s h m e di a a n d i nf e ct e d wit h H F P V- 1 vir us 

wit h a n M OI of 1 0 a n d i n c u b at e d f or 2 h at r o o m t e m p er at ur e f or a ds or pti o n. S u bs e q u e ntl y, n o n- a ds or b e d vir al 

p arti cl e s w er e r e m o v e d as f oll o wi n g: c ell- vir us mi xt ur es w er e s e p ar at e d b y c e ntrif u g ati o n ( 1 0, 0 0 0 x g, 1 0 

mi n), a n d t h e s u p er n at a nt c o nt ai ni n g n o n- a ds or b e d vir us w a s dis c ar d e d. T h e n, c ell w er e w a s h e d b y 

r es u s p e n di n g i n 1 m L of fr e s h m e di a, f oll o w e d b y s u bs e q u e nt c e ntrif u g ati o n ( 1 0, 0 0 0 x g, 1 0 mi n) a n d r e m o v al 

of t h e s u p er n at a nt. T o a v oi d c arr y o v er of u n a ds or b e d p arti cl e s, t h e w a s hi n g st e p w a s r e p e at e d t wi c e, a n d t h e n, 

c ult ur e s w er e tr a nsf err e d i nt o 1 5 0 m L of r e s p e cti v e m e di a.  

 Gr o wt h w a s m o nit or e d b y o pti c al d e nsit y ( O D6 0 0 ) t wi c e a d a y a n d vir al tit er of fr e e a n d i ntr a c ell ul ar vir us 

g e n o m e c o p y n u m b ers, a s w ell a s h ost c o p y n u m b ers, w er e a ss e ss e d b y q P C R as d e s cri b e d i n ( Al ar c ó n-

S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2). Bri efl y, D N A w as e xtr a ct e d wit h t h e g e n o mi c D N A e xtr a cti o n kit ( Bi oli n e, L o n d o n, 

U K). Q u a ntifi c ati o n of H. v ol c a nii  a n d H F P V- 1 g e n o m e c o p y n u m b er w er e c arri e d o ut usi n g a C F X 9 6 T o u c h 

R e al- Ti m e P C R ( Bi o- R a d L a b or at ori e s, I n c., H er c ul es, C A, U S A). F or q P C R a s s e ss m e nt, e a c h r e a cti o n e a s 

1 0 µ L, a n d c o nt ai ns c o nt ai n e d 1 X Ss o A d v a n c e d U ni v ers al S Y B R ™ Gr e e n S u p er mi x ( Bi o- R a d) a n d 3 0 0 n M 

of e a c h pri m er. q P C R s et u p w a s c o nfi g ur e s t o 5 mi n at 9 5 ° C, f oll o w e d b y 3 5 c y cl es of 3 0s at 9 5 ° C a n d 3 0s 

6 8 ° C, a n d r e a di n gs t a k e n b et w e e n e a c h c y cl e. Pr o d u ct s p e cifi cit y w a s a s s e ss e d t hr o u g h a m elti n g c ur v e ( 0. 5 

° C i n cr e a s e). Effi ci e n ci e s of t h e a ss a ys w er e 9 5 – 1 0 0 %, wit h R 2  v al u e s ≥ 0. 9 9 f or all a ss a ys.  

Tr a ns c ri pt o mi c a n al y s e s 

R N A e xtr a cti o n of fl a s h-fr o z e n c ell p ell ets w as c arri e d o ut wit h t h e Z y m o Dir e ct- z ol R N A mi ni pr e p Kit 

( R 2 0 5 1). R N A i nt e grit y a n d c o n c e ntr ati o n w a s m e as ur e d b y s p e ctr o p h ot o m etr y, usi n g a n a n o dr o p D S- 1 1 

( D e N o vi x). T o e n h a n c e t h e r a n g e of d et e ct e d g e n e s, ri b os o m al R N A tr a ns cri pt s w er e d e pl et e d pri or t o 

s e q u e n ci n g usi n g t h e r R N A d e pl eti o n Kit ri b o P O O L ™, s p e cifi c f or H al of e r a x v ol c a nii  (si T O O Ls Bi ot e c h®) . 

Li br ari e s w er e pr e p ar e d wit h li br ar y kit N E B N e xt ® Ultr a ™ II R N A Li br ar y Pr e p Kit f or Ill u mi n a a n d 

s e q u e n ci n g w a s p erf or m e d o n a n Ill u mi n a Hi S e q 3 0 0 0 s e q u e n c er, f oll o wi n g p air e d- e n d 2 x 1 5 0 r u n. 

Bi oi nf or m ati c a n al ys e s w er e c arri e d o ut a s d e s cri b e d i n ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2). Bri efl y, q u alit y 

tri m mi n g of r a w r e a ds w a s p erf or m e d wit h s oft w ar e C ut a d a pt ( M arti n, 2 0 1 3). A mi ni m u m q u alit y of 3 0 a n d 

a mi ni m u m l e n gt h of 5 0 t hr e s h ol ds w er e e st a bli s h e d (- q 3 0, - m 3 0). Filt er e d r e a ds w er e m a p p e d t o H al of e r a x 
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v ol c a nii  D S 2 g e n o m e ( N C _ 0 1 3 9 6 7. 1 m ai n c hr o m o s o m e; a n d 4 pl a s mi d, N C _ 0 1 3 9 6 4. 1, N C _ 0 1 3 9 6 5. 1 

N C _ 0 1 3 9 6 6. 1 N C _ 0 1 3 9 6 8. 1) a n d H F P V- 1 ( O M 6 2 1 8 1 4. 1) wit h B B m a p v 3 8. 0 6. A n i d e ntit y t hr e s h ol d of 9 9 % 

( mi ni d = 0. 9 9) w a s e st a bli s h e d. Diff er e nti al e x pr e ssi o n a n al ys e s w er e p erf or m e d wit h R p a c k a g e D E S e q 2 

( L o v e et al., 2 0 1 4) a n d pl ott e d u si n g g g pl ots 2 ( Wi c k h a m, 2 0 0 9). G e n e s wit h p- v al u e s < 0. 0 1, f als e dis c o v er y 

r at e s < 0. 0 5 ( p- a dj ust e d < 0. 0 5) a n d a f ol d c h a n g e of at l e a st t w o ti m e s (l o g 2 F C ≥ 1 or ≤ - 1) w er e c o nsi d er e d 

diff er e nti all y e x pr ess e d ( D E).  

Si n gl e- n u cl e oti d e p ol y m or p his ms a n d str ai n v ari ati o n ass e ss m e nt  

I n or d er t o i n v e sti g at e if t e m p er at ur e h a s a n i m p a ct o n t h e fi d elit y of vir al g e n o m e r e pli c ati o n w e i n v esti g at e d 

t h e pr es e n c e of si n gl e- n u cl e oti d e p ol y m or p hi s ms ( S N Ps). F or t his p ur p os e, w e us e d t h e s oft w ar e i n Str ai n 

( Ol m et al., 2 0 2 1), t o pr ofil e i ntr a- p o p ul ati o n g e n eti c di v ersit y. S N Ps w er e ass e ss e d i n tr a ns cri pt o mi c d at as et s 

of i nf e ct e d c ult ur es at 4 5 ° C (t his st u d y), a n d 2 8 ° C (fr o m Al ar c o n- S c h u m a c h er et. al., 2 0 2 2) w er e c o m p ar e d. 

F or t his, r e a ds m a p pi n g t o H F P V- 1 g e n o m e (s e e “ Tr a ns c ri pt o mi c a n al y sis ”) w er e e xtr a ct e d. S u bs e q u e ntl y 

b a mfil e s w er e g e n er at e d, s ort e d, i n d e x e d, a n d pr o vi d e d t o i n Str ai n f or S N Ps. Pi p eli n es “ pr ofil e ” a n d 

“ c o m p ar e ” w er e s e q u e nti all y r u n wit h d ef a ult p ar a m et ers.  

Vir al p e rsist e n c y ass ess m e nt 

I n or d er t o a ss ess t h p ersist e n c e of t h e i nf e cti o n a n d t h e pr o p orti o n of c ell i nf e ct e d wit hi n t h e p o p ul ati o n, s eri al 

dil uti o n of i nf e ct e d l at e- e x p o n e nti al c ult ur es of H. v ol c a nii  gr o w n at 2 8 ° C a n d 4 5 ° C w er e pl at e d i n H v- Y P C 

s oli d a g ar pl at e s ( 1 0 g/ L a g ar). Pl at e s w er e i n c u b at e d at 2 8 ° C f or 5 d a ys a n d dil uti o ns t h at pr o d u c e d si n gl e 

c ol o ni e s w er e s el e ct e d f or f urt h er a n al ysis. S u bs e q u e ntl y, c ol o n y P C R w a s p erf or m e d o n t h e o bt ai n e d 

c ol o ni e s. F or t his, e a c h i n di vi d u al c ol o n y w a s pi c k e d a n d tr a nsf err e d i nt o 1 0 µ L of H 2 O, a n d t h e n dil ut e d i n 

w at er o n a 1: 1 0 r ati o. P C R t ar g eti n g H F P V- 1 g e n o m e ( pri m ers T yr V U F 5’- a c g a a c g a g a a c a c c g a c c- 3’ a n d 

T yr V U R 5’-t g at g a c g a at c c a a c g a g c a g- 3’), wit h 0. 0 2 U/ µ L of Q 5 ® Hi g h- Fi d elit y D N A P ol y m er as e ( N e w 

E n gl a n d Bi ol a bs), 0. 1 µ M of e a c h f or w ar d a n d r e v ers e pri m ers, 1 X of Q 5 R e a cti o n B uff er a n d 1 X Q 5 Hi g h 

G C E n h a n c er. T h e f oll o wi n g pr o gr a m w a s us e d: 5 mi n 9 5 ° C, f oll o w e d b y 3 5 c y cl e s of 3 0s at 9 5 ° C, 3 0s 6 8 

° C f or a n n e ali n g a n d 3 0s at 7 2 ° C f or el o n g ati o n. R e s ult s w er e vis u ali z e d i n 1 % a g ar os e g els st ai n e d wit h 

S Y B R ™ S af e (I n vitr o g e n T M). 

 

K O m ut a nt str ai ns g e n e r ati o n a n d d et e r mi n ati o n of H F P V- 1 i nf e cti o n 

Tr a nsf or m ati o n a n d c o nstr u cti o n of d el eti o n m ut a nts i n H. v ol c a nii  H 5 3 ( Δp y r E 2 a n d  Δtr p A) a n d H 7 1 

( Δp y r E 2, Δ tr p A a n d ∆C et Z 1 ) b a s e d o n s el e cti o n wit h ur a cil a n d tr y pt o p h a n w er e p erf or m e d a s d e s cri b e d 

pr e vi o usl y ( All ers et al., 2 0 0 4). Bri efl y, pl as mi d c o nstr u cti o n w a s d o n e b y cl assi c al r e stri cti o n e n z y m e‐ b as e d 

m ol e c ul ar cl o ni n g. I ns ert s w er e a m plifi e d fr o m wil d t y p e ( D S 7 0) g e n o mi c D N A ( usi n g g e n o mi c D N A 



 
 

7 1 
 

e xtr a cti o n kit: Bi oli n e, L o n d o n, U K, a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns) vi a p ol y m er a s e c h ai n 

r e a cti o n ( P C R) usi n g P H U SI O N ® p ol y m er a s e ( N e w E n gl a n d Bi ol a bs, Fr a n kf urt, G er m a n y). R e stri cti o n 

e n d o n u cl e a s e s us e d h er e w er e a c q uir e d fr o m N e w E n gl a n d Bi ol a bs, Fr a n kf urt, G er m a n y. Vir us i nf e cti vit y o n 

t h e pr o vir us m ut a nt str ai n w a s d et er mi n e d as d e s cri b e d a b o v e f or wil d-t y p e H. v ol c a nii (‘ Vi r us i nf e cti vit y a n d 

ki n eti cs’).  E x p eri m e nts w er e p erf or m e d i n t hr e e bi ol o gi c al r e pli c at e s a n d t h e p ar e nt al str ai n w a s u s e d a s wil d-

t y p e c o ntr ol. H v- Y P C + w a s s u p pl e m e nt e d wit h ur a cil ( 5 0 u g/ ml) a n d tr y pt o p h a n ( 5 0 u g/ ml).  

H ost r a n g e ass e ss m e nt of H F P V- 1 of gl y c os yl ati o n d ef e cti v e H F P V- 1 p arti cl es.  

I n or d er t o c o nfir m i nf e cti vit y of gl y c os yl ati o n d ef e cti v e p arti cl e s, vir al p arti cl es w er e pr o d u c e d a n d is ol at e d 

(s e e “ Vi r al st o c k s pr o d u cti o n a n d p urifi c ati o n ”) fr o m t h e s u p er n at a nt of t w o diff er e nt d el eti o n str ai ns f or 

g e n e s i n v ol v e d i n t h e gl y c os yl ati o n p at h w a y: ∆ A gl B a n d ∆ A gl D ( A b u- Q ar n & Ei c hl er, 2 0 0 6). Wil d t y p e 

p arti cl e s w er e pr o d u c e d i n H 2 6 str ai n ( Δ p y r E 2 ). S u bs e q u e ntl y, p arti cl e s w er e t e st e d f or i nf e cti vit y a s f oll o w s. 

E x p o n e nti al p h as e c ult ur e s w er e i nf e ct e d wit h H F P V- 1 wit h a M OI of ~ 1 0, f oll o wi n g t h e s a m e pr o c e d ur e 

af or e m e nti o n e d, a n d i n c u b at e d at 2 8 ° C wit h c o nst a nt a git ati o n ( 1 2 0 r p m). C ells w er e c oll e ct e d b y 

c e ntrif u g ati o n ( 1 0, 0 0 0 g, 1 0 mi n), w a s h e d t w o ti m e s wit h fr e s h m e di a a n d s cr e e n e d f or H F P V- 1 i nf e cti o n b y 

P C R (s e e “ Vir al i nf e cti vit y a n d ki n eti c s ” s e cti o n).  

Vir al a ds or pti o n ki n eti c s 

T o a ss ess t h e eff e ct of gl y c os yl ati o n o n t h e i nt er a cti o n b et w e e n vir us a n d h ost- c ell s urf a c e a n a ds or pti o n a ss a y 

w a s p erf or m e d. Si n c e H F P V- 1 is a c hr o ni c vir us a n d d o e s n ot pr o d u c e disti n g ui s h a bl e pl a q u e s o n s oft a g ar, 

tr a diti o n al t w o-l a y er a p pr o a c h es w er e i n eff e cti v e. T h er ef or e, a ds or pti o n w a s m e a s ur e d i n li q ui d c ult ur e s a s 

f oll o wi n g: 1 09  h ost c ells i n mi d- e x p o n e nti al p h a s e ( O D ~ 0. 8) w er e h ar v est e d b y c e ntrif u g ati o n ( 1 0, 0 0 0 x g, 

1 0 mi n., R T), c ells w er e t h e n r e s us p e n d e d i n 1 m L of fr e s h m e di a a n d H F P V- 1 vir us w a s a d d e d wit h a n d M OI 

of 0. 5 a n d i n c u b at e d at R T. T h e n bi ol o gi c al tri pli c at e s w er e h ar v e st e d at diff er e nt ti m e s ( 0, 1 0, 1 5, 3 0, 6 0 a n d 

1 2 0 mi n ut e s). F or h ar v e sti n g, c ells w er e r e m o v e d b y c e ntrif u g ati o n ( 1 0, 0 0 0 x g, 1 0 mi n., R T) a n d vir al 

p arti cl e s w er e pr e ci pit at e d wit h P E G 6, 0 0 0 ( 1 0 % w/ v fi n al c o n c e ntr ati o n) a n d i n c u b at e d at 4 ° C o v er ni g ht. 

Vir us w er e t h e n r etri e v e d b y c e ntrif u g ati o n ( 1 3, 0 0 0 x g, 4 5 mi n, 4 ° C) a n d D N A e xtr a cti o n w a s p erf or m e d 

wit h g e n o mi c D N A e xtr a cti o n kit ( Bi oli n e, L o n d o n, U K). T h e n, vir al g e n o m e c o p e y n u m b er i n t h e s u p er n at a nt 

w a s m e as ur e d b y q P C R as d e s cri b e d i n “ Vir us i nf e cti vit y a n d ki n eti c s ”. P er c e nt a g e of u n a ds or b e d vir us w a s 

t h e n c al c ul at e d i n r el ati o n t o t h e q u a ntit y of vir us ori gi n all y a d d e d a n d pl ott e d u si n g g g pl ot s 2 ( Wi c k h a m, 

2 0 0 9) 

R e s ult s a n d di s c ussi o n 

S ali nit y h as n o si g nifi c a nt eff e cts o n vir us fit n e ss 

T h e e st a blis h m e nt of c hr o ni c i nf e cti o ns t h at p ersists i n mi cr o bi al c o m m u niti e s h as eff e cts t h at g o b e y o n d t h e 

cl as si c p o p ul ati o n c o ntr ol of l yti c p h a g e s. T h e s e vir o c ell-t y p e e ntiti e s c a n h a v e r a di c all y diff er e nt e c ol o gi c al 

r ol e s a n d diff er e nt c a p a biliti e s t o r es p o n d t o c h a n g e s i n t h eir e n vir o n m e nt t h a n u ni nf e ct e d r el ati v e s wit hi n t h e 
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mi cr o bi al c o m m u niti e s ( R os e n w a ss er et al., 2 0 1 6). I n or d er t o u n d erst a n d t h e c h a n g es o n t h e e c ol o g y of 

i nf e ct e d c ells a n d t h e a d a pt a bilit y of t h e c hr o ni c vir us- h ost s yst e m of H F P V- 1 a n d H. v ol c a nii , w e ai m e d t o 

e st a blis h t h e i m p a ct of e n vir o n m e nt al c o n diti o ns o n t h e fit n e s s of b ot h vir us a n d h ost. 

It h a s b e e n pr e vi o usl y s u g g e st e d f or fil a m e nt o us vir us e s c a usi n g c hr o ni c i nf e cti o ns i n Vi b ri o al gi n ol yti c us  t h at 

c h a n g es i n s ali nit y si g nifi c a ntl y d e cr e a s e s t h e fit n e ss of t h e h ost u p o n i nf e cti o n ( G o e hli c h et al., 2 0 1 9). 

H y p ers ali n e l a k e s or s ol ar s alt er ns ar e s u bj e ct e d t o s e a s o n al r ai ns a n d dr a u g hts or ti d al fl o o ds t h at si g nifi c a ntl y 

c h a n g e t h e s alt c o n c e ntr ati o ns of t h e e n vir o n m e nt. T h er ef or e, t h e a bilit y t o pr o d u c e a n a d e q u at e r e s p o ns e t o 

os m oti c str ess is cr u ci al f or h al o ar c h a e al or g a nis ms. T h us, w e a ss e ss e d t h e r es p o ns e of i nf e ct e d a n d u ni nf e ct e d 

c ult ur e s of H. v ol c a nii  t o a r a n g e of diff er e nt s ali niti e s ( S u p pl e m e nt ar y t a bl e 2). I nt er e sti n gl y, vir al i nf e cti o n 

w a s s u c c e ssf ul at all s ali niti e s, a n d all i nf e ct e d c ult ur es s h o w e d t h e c h ar a ct eristi c sli g ht gr o wt h r et ar d ati o n a s 

o bs er v e d pr e vi o usl y ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2) ( S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 1). D es pit e sli g ht sl o w er 

gr o wt h r at e s at 2 5 % s ali nit y, t h e o v er all i m p a ct of vir al i nf e cti o n o n h ost fit n e ss w a s n ot si g nifi c a ntl y diff er e nt 

( p > 0. 0 5 Wil c o x o n t e st). F urt h er m or e, vir al tit ers i n t h e s u p er n at a nt s h o w e d a sli g ht d e cr e as e at 2 5 % s ali nit y, 

h o w e v er t his w as n ot si g nifi c a nt aft er n or m ali zi n g f or gr o wt h r at e s. Is h a s b e e n s h o w n t h at H. v ol c a nii  c a n 

gr o w i n a wi d e r a n g e of s ali niti e s, wit h r el ati v e i m p a ct o n gr o wt h r at e s ( M ull a k h a n b h ai & L ars e n, 1 9 7 5). 

F urt h er m or e, a st u d y of t h e r e s p o ns e m e c h a nis m u p o n os m oti c str e ss h a s s h o w n t h at t h e 3- h y dr o x y- 3-

m et h yl gl ut ar yl C o e n z y m e A r e d u ct a s e ( h m g A, H V O _ 2 5 8 3), w hi c h is i n v ol v e d i n t h e s y nt h e sis of is o pr e n oi d s 

a n d ot h er li p ds, w as m or e a b u n d a nt i n c ult ur es gr o wt h at hi g h er s ali niti e s - 2 3 % - N a Cl- ( Bi dl e et al., 2 0 0 7). 

A d diti o n all y, pr ot e o mi c a n al ysi s h a v e s h o w n t h at a m o n g ot h ers, t h e str e ss r e s p o ns e tr a ns cri pti o n al r e g ul at or 

Ps p A ( H V O _ 2 6 3 6), w hi c h is p art of a g e n er al str ess r es p o ns e m e c h a ni s m, i s u pr e g ul at e d at hi g h er s ali niti e s 

( Bi dl e et al., 2 0 0 8). N e v ert h el e ss, i n pr e vi o us tr a ns cri pt o mi c a n al ysi s of i nf e ct e d c ult ur e s of H. v ol c a nii wit h 

H F P V- 1, t h e tr a ns cri pti o n of t h e g e n e s pr e vi o usl y a ss o ci at e d t o os m oti c str es s r es p o ns e r e m ai n e d u n c h a n g e d, 

d e s pit e a l ar g e pr o p orti o n of ot h er g e n es b ei n g aff e ct e d ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2). T h us, it is li k el y 

t h at i nt erf er e n c e of t h e vir us i nf e cti o n wit h t h e s e m e c h a ni s m s h a s b e e n n e g ati v el y s el e ct e d d uri n g vir us- h ost 

e v ol uti o n, d u e t o t h e r el e v a n c e of os m oti c b al a n c e c o ntr ol i n hi g h-s alt c o n diti o ns. 

Diff er e nt c ar b o n s o ur c es li mit h ost gr o wt h r at e s b ut n ot vir al fit n e ss 

A m o n g ot h er d e s cri b e d f a ct or r e g ul ati n g h ost fit n ess u p o n i nf e cti o n, it h a s b e e n r e p ort e d t h at l ys o g e ni c p h a g e s 

c a n i n dir e ctl y h a v e str o n g d etri m e nt al eff e cts o n h ost gr o wt h r at e d e p e n di n g o n t h e c ar b o n s o ur c e a v ail a bl e 

( C h e n et al., 2 0 0 5). T h e ar c h a e o n H. v ol c a nii  i s a bl e t o gr o w o n a mi ni m al m e di a, wit h o nl y a m m o ni a a s 

nitr o g e n s o ur c e a n d v ari et y of si m pl e si n gl e c ar b o n s o ur c e s, s u c h a s p yr u v at e or a c et at e ( K a uri et al., 1 9 9 0; 

K u pr at et al., 2 0 2 0). I nt er e sti n gl y, u p o n i nf e cti o n wit h H F P V- 1, s e v er al k e y g e n e s of gl u c o n e o g e n esis p at h w a y 

w er e pr e vi o usl y r e p ort e d t o b e a m o n g t h e hi g h est d o w nr e g ul at e d g e n e s, i. e. fr u ct os e- 1, 6- bi s p h os p h at a s e (- 3 2 

f ol d c h a n g e) ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2). T h us, w e e x pl or e d t h e eff e ct of gr o wt h wit h diff er e nt c ar b o n 
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s o ur c es o n vir us a n d h ost fit n ess. H o w e v er, si mil arl y t o s ali nit y, H F P V- 1 w a s s u c c e ssf ull y a bl e t o i nf e ct h ost 

c ells d uri n g gr o wt h o n si n gl e c ar b o n s o ur c e s. M e a n w hil e, h ost gr o wt h r at e s w er e mi ni m all y i m p a ct e d w h e n 

c o m p ari n g i nf e ct e d a n d u ni nf e ct e d c ult ur es, a s i nf e ct e d c ult ur es gr o w n o n p yr u v at e a n d si m pl e mi xt ur e of 

c ar b o n s o ur c e s di d n ot pr e s e nt t h e c h ar a ct eristi c gr o wt h r et ar d ati o n ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1). F urt h er m or e, 

t h e diff er e nt c ar b o n s o ur c e s us e d, di d n ot si g nifi c a ntl y c h a n g e d t h e a bilit y t o pr o d u c e l ar g e a m o u nts of 

p arti cl e s, as t h e tit ers w er e n ot si g nifi c a ntl y diff er e nt fr o m t h os e r e a c h e d u n d er o pti m al c o n diti o ns f or H F P V-

1 r e pli c ati o n ( Fi g ur e 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fi g ur e 1 Vir al tit e r s u n d e r diff er e nt gr o wt h c o n diti o ns.  C ol or e d b ar s r e pr es e nt t h e vir al tit er of H. v ol c a nii  c ult ur es i nf e ct e d wit h H F P V- 1 u n d er 

diff er e nt c o ntiti o ns. Tit er s w er e m e a s ur e d b y q P C R a n d n or m ali z e d b y t h e m a xi m u m gr o wt h r at e. Err or b ars r e pr es e nt t h e S D f or bi ol o gi c al 

tri pli c at e s f or e a c h tr e at m e nt. S ali nit y p er c e nt a g es r e pr es e nt t h e c o n c e ntr ati o n i n w ei g ht/ v ol u m e of N a Cl. 

I n cr e as e d t e m p er at ur e h as a n e g ati v e i m p a ct o n vir us fit n e ss 

T e m p er at ur e i s o n e of t h e e n vir o n m e nt al f a ct ors t h at h a s b e e n s h o w n t o i m p a ct vir us- h ost i nt er a cti o ns o n 

m ulti pl e l e v els. E n vir o n m e nt al st u di es h a v e s h o w n t h at i n cr e a s e s i n t e m p er at ur e d et er mi n e s t h e s wit c hi n g 

fr o m l yti c t o l ys o g e ni c c y cl es i n pl a n kt o ni c mi cr o bi al c o m m u niti e s ( A b d ulr a h m a n As h y & A g ustí, 2 0 2 0; 

Br u m et al., 2 0 1 6). Si mil arl y, gl o b al st u di e s h a v e s h o w n t h at t e m p er at ur e is a m o n g t h e t o p –r a n k e d t h e f a ct ors 

t h at m o d ul at e vir al p o p ul ati o n str u ct ur es ( Br u m et al., 2 0 1 5; S u n a g a w a et al., 2 0 1 5).  

I nt er e sti n gl y, w h e n t e sti n g t h e eff e ct of t e m p er at ur e o n H F P V- 1, w e dis c o v er e d t h at i n cr e a s e i n t e m p er at ur e 

n e g ati v el y c orr el at e s wit h e xtr a c ell ul ar vir al tit ers ( Fi g ur e 1). Si g nifi c a nt diff er e n c es i n m a xi m u m tit ers w er e 

o bs er v e d b et w e e n gr o wt h at 4 5 ° C a n d 2 8 ° C ( Kr us k al – W allis p- v al u e < 0. 0 0 1, D u n n’ s p- a dj ust e d < 0. 0 5), 

wit h u p t o t hr e e or d ers of m a g nit u d e diff er e n c e at t h e st u di e d t e m p er at ur es ( 1 0 1 3  a n d 1 01 0  g c n/ m L at 2 8 ° a n d 

4 5 ° C r es p e cti v el y. I nt er e sti n gl y, t h er e w er e n ot si g nifi c a nt diff er e n c es i n t h e i ntr a c ell ul ar c o p y n u m b ers of 

H F P V- 1 ( Fi g ur e 2) w hi c h s u g g e sts t h at t h e vir us is r e pli c ati n g at si mil ar r at e s a n d m ai nt ai ni n g hi g h c o p y 

n u m b ers wit hi n t h e h ost c ells (s e e s e cti o n “ Vir al i n d u c e d tr a ns c ri pti o n al r e pr o gr a m mi n g n e g ati v el y i m p a cts 

h ost m otilit y ”) .  
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Fi g ur e 2 I ntr a c ell ul a r g e n o m e c o p y n u m b ers of H F P V- 1. G e n o m e c o p y n u m b er s w er e m e as s ur e d b y q P C R t ar g etti n g H F P V- 1 g e n o m e. Li n es 

d e pi ct t h e t e m p or al c h a n g es i n i ntr a c ell ul ar c o n c e ntr ati o ns at 2 8 ° C (s q u ar es), 3 7 ° C ( cir cl e s) a n d 4 5 ° C (tri a n gl es). Err or b ar s r e pr es e nt t h e S D 

f or bi ol o gi c al tri pli c at e s f or e a c h tr e at m e nt s. 

I nt er e sti n gl y, t h e o p p osit e eff e ct h a s b e e n o bs er v e d pr e vi o usl y i n t h e b a ct eri u m Li st e ri a M o n o c yt o g e n es , wit h 

a t e m p er at ur e- d e p e n d e nt r esist a n c e t o br o a d- h ost-r a n g e p h a g es t h at r e s ult s i n p h a g e i nf e cti o n b ei n g bl o c k e d 

at l o w er t e m p er at ur e ( 3 0 ° C v/ s 3 7 ° C) ( Ki m & K at h ari o u, 2 0 0 9). C o n v ers el y, i n t h e u ni c ell ul ar e u k ar y ot e 

Mi c r o m o n as p usill a , t e m p er at ur e i n cr e as e s h ort e n e d t h e l at e nt p eri o ds ( u p t o 5 0 %), a n d i n cr e a s e d t h e b urst 

si z e u p t o 4 0 % ( M a at et al., 2 0 1 7). F urt h er m or e, m o d er at e i n cr e a s es i n t e m p er at ur e f or m 3 0 ° t o 3 7 ° C h a v e 

b e e n r e p ort e d t o i n d u c e pr o vir us e s a n d m o d ul at e t h e l ysis-l ys o g e n y d e cisi o n of p h a g e s of B ur k h ol d e ri a  ( C h u 

et al., 2 0 1 1; S h a n et al., 2 0 1 4). Gi v e n t h e n e g ati v e c orr el ati o n a n d si g nifi c a nt d e cr e as e i n vir al tit ers at hi g h er 

t e m p er at ur es, w e f urt h er i n v esti g at e t h e eff e ct of t e m p er at ur e v ari ati o ns o n t h e p h e n ot y p e of t h e s e c hr o ni c all y 

i nf e ct e d p o p ul ati o ns at t h e tr a ns cri pti o n al l e v el.  

I nf e cti o n wit h H F P V- 1 i n hi bits c ell s h a p e tr a nsiti o n i n H. v ol c a nii at hi g h t e m p e r at ur es 

U p o n i nf e cti o n, vir us e s c a n h a v e diff er e nt i m p a cts o n h ost p h ysi ol o g y. D uri n g l yti c i nf e cti o ns, t h e s e i m p a ct s 

ar e us u all y t e m p or ar y, a n d i n l ys o g e ni c c y cl es, t h e g e n e e x pr essi o n of vir al g e n e s is at r at h er l o w l e v els wit h 

mi n or i m p a ct s o n h ost p h ysi ol o g y. H o w e v er, c hr o ni c i nf e cti n g vir us es h a v e a gr e at a n d l o n g l a sti n g eff e ct o n 

t h e h ost m et a b oli c pr o gr a m a n d c ell c y cl e. It h a s pr e vi o usl y b e e n o bs er v e d t h at t h e s pi n dl e-s h a p e d S S V 9 vir us 

c a n arr est t h e c ell di visi o n m a c hi n er y a n d i n d u c e d or m a n c y a n d s e v er e gr o wt h r et ar d ati o n ( B a uti st a et al., 

2 0 1 5). I n S a c h ar ol o b us i sl a n di c us , t h e e st a blis h m e nt of a n i nf e cti o n b y t h e c hr o ni c s pi n dl e-s h a p e d vir us 
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S T S V 2 r e s ult s i n c ell gi g a nti s m a n d as y m m etri c c ell di visi o n, m ai nl y b y tr a ns cri pti o n al r e pr essi o n of t h e c ell 

di vi si o n m a c hi n er y ( Li u et al., 2 0 2 1). 

W e h a v e pr e vi o usl y r e p ort e d t h at H. v ol c a nii  c ult ur e s i nf e ct e d wit h H F P V- 1 ar e m or p h ol o gi c all y 

u n disti n g uis h a bl e fr o m u ni nf e ct e d o n e s u n d er o pti m al t e m p er at ur e f or vir al pr o d u cti o n at 2 8 ° C ( Al ar c ó n-

S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2). N o si g nifi c a nt diff er e n c e s w er e o bs er v e d r e g ar di n g t h e m otilit y of h ost c ells or 

str u ct ur al f e at ur es s u c h as c ell s h a p e a n d si z e, or pr e s e n c e a n d n u m b er of ar c h a e all a. H o w e v er, mi cr os c o pi c 

a n al ysis of si n gl e c ell s gr o w n i n mi cr ofl ui di c c h a m b ers at 4 5 ° C s h o w e d si g nifi c a nt diff er e n c e s t o c ells gr o w n 

at 2 8 ° C u p o n i nf e cti o n wit h H F P V- 1 ( Fi g ur e 3, S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 2). H F P V- 1 i nf e ct e d c ult ur es gr o wi n g 

at 2 8 ° C s h o w e d n o diff er e n c e t o u ni nf e ct e d o n e s i n m or p h ot y p es a b u n d a n c e (r o d, c o c ci/ dis c a n d tri a n g ul ar-

s h a p e d), wit h r o d-s h a p e d c ells b ei n g t h e d o mi n a nt m or p h ot y p es d uri n g l at e e x p o n e nti al p h a s e ( u p t o 7 0 % of 

t ot al c ell, at 1 1 0 h o urs). C o n v ers el y, at 4 5 ° C littl e t o n o n e r o d-s h a p e d H. v ol c a nii  c ells w er e d et e ct e d i n 

H F P V- 1 i nf e ct e d c ult ur es ( u p t o 3 % of t ot al c ells, at 2 4 h), w hil e u ni nf e ct e d c ult ur e s e x hi bit e d u p 2 0 % of t h e 

c ells i n t h e r o d- m otil e s h a p e d uri n g t h e s a m e gr o wt h st a g e ( Fi g ur e 3). 

I n h al o ar c h a e a, c ell di visi o n a n d t h e m or p h ol o g y of c ell s w a s s h o w n t o b e r e g ul at e d b y t u b uli n-li k e pr ot ei ns, 

wit h H. v ol c a nii  e n c o di n g ei g ht diff er e nt f a mili e s, 6 of w hi c h ar e C et Z-li k e a n d t w o Fts Z-li k e pr ot ei ns 

( H art m a n et al., 2 0 1 0). I n H. v ol c a nii, t h e Fts Z pr ot ei n s ( Fts Z 1 a n d 2) ar e r e g ul ati n g c ell di visi o n, b y f or mi n g 

t h e c o nstri cti o n ri n g a n d dri vi n g t h e s e p ar ati o n of d a u g ht er c ells ( Li a o et al., 2 0 2 1). O n t h e ot h er h a n d, C et Z-

li k e pr ot ei ns ar e n ot e ss e nti al f or di visi o n, h o w e v er, p arti c ul arl y t h e C et Z 1 g e n e ( H V O _ 2 2 0 4) w a s s h o w n t o 

pl a y a cr u ci al r ol e i n c o ntr olli n g c ell s h a p e, b ei n g r e q uir e d f or r o d c ell s h a p e d e v el o p m e nt ( D u g gi n et al., 

2 0 1 5). I n t h e a bs e n c e of C et Z 1, n o n e-r o d m or p h ol o gi e s h a v e b e e n s h o w n t o o c c ur, wit h c o c ci s h a p e d c ell s 

d o mi n ati n g t h e p o p ul ati o n, a n d s el d o m tri a n g ul ar or n o n- d efi n e d m or p h ol o gi e s h a v e b e e n r e p ort e d. 
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Fi g ur e 3 C ell m or p h ot y p e s e n u m er ati o n . Gr o wt h si n gl e c ell c ult ur es of H. v ol c a nii  i n mi cr ofl ui di c c h a m b er s. Diff er e nt o bs er v e d m or p h ot y p es a s 

hi g hli g ht e d i n t h e l eft p a n el ar e r o d- s h a p e d (r e d cir cl es), c o c ci/ dis c-s h a p e d ( bl a c k s q u ar es), tri a n g ul ar-s h a p e d ( bl u e tri a n gl es) a n d t ot al c ell c o u nts 

( gr e e n i n v ert e d tri a n gl es). P oi nts r e pr es e nt t h e a v er a g e c o u nt f or e a c h c ell m or p h ot y p e s i n bi ol o gi c al tri pli c at es f or b ot h tr e at m e nts.  

B a s e d o n t h e a bs e n c e of r o d-s h a p e d p h e n ot y p es at 4 5 ° C, w e h y p ot h e si z e d, t h at at hi g h er t e m p er at ur e s, t h e 

h ost r e pr o gr a m mi n g i n d u c e d b y t h e vir al i nf e cti o n c o ul d r es ult i n tr a ns cri pti o n al r e pr e ssi o n of t h e C et Z 1 g e n e 

t h at r e g ul at e s s h a p e-tr a nsiti o n.  

C et Z 1 w as s h o w n t o b e l o c at e d at t h e h ost m e m br a n e, a n d c ell s h a p e h a s a gr e at i nfl u e n c e o n t h e a m o u nt of 

a v ail a bl e  h ost  c ell  s urf a c e  f or  b u d di n g.  T h er ef or e,  w e  a s s ess e d  w h et h er  a  C et Z 1  k n o c k o ut  w o ul d h a v e  a n 

i m p a ct o n vir us p arti cl e pr o d u cti o n. S ur prisi n gl y, t h e d el eti o n of C et Z 1, a n d t h er e b y t h e l oss of t h e a bilit y t o 

tr a nsiti o n  t o  t h e  m otil e  r o d-s h a p e,  di d  n ot  r e s ult  i n  si g nifi c a nt  diff er e n c e s  n eit h er  i n  vir al  tit ers  i n  t h e 

s u p er n at a nt,  n or  i n  t h e  i ntr a c ell ul ar  c o p y  n u m b er  of  H F P V- 1  w h e n  c o m p ar e d  t o  t h e  p ar e nt al  str ai n 

( S u p pl e m e nt ar y  fi g ur e  3).  T his  s u g g e st s  t h at  t h e  b u d di n g  effi c ei n c y  of  H F P V- 1  viri o ns  i s  n ot  c ell  s h a p e 

d e p e n d e nt, a n d t h at t h e l o w er tit ers o bs er v e d at hi g h er t e m p er at ur es ar e c a us e d b y a diff er e nt m ol e c ul ar or 

p h ysi c al m e c h a nis m.  
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Vir al i n d u c e d tr a ns c ri pti o n al r e pr o gr a m mi n g n e g ati v el y i m p a cts h ost m otilit y 

T h e a n al ysis of t h e tr a ns cri pti o n al d at a of H F P V- 1 i nf e ct e d c ult ur e s of H. v ol c a nii  r e v e al e d t h at, u nli k e t h e 

o bs er v e d l o w er tit ers, tr a ns cri pti o n of vir al g e n es o c c urrs at hi g h r at es at 4 5 ° C ( S u p pl e m e nt ar y t a bl e 3). 

N ot a bl y, t h e pr o p orti o n of t h e t ot al m R N A p o ol o c c u pi e d b y H F P V- 1 tr a ns cri pt s w as l ar g er t h a n at t h e o pti m al 

t e m p er at ur e f or vir al p arti cl e pr o d u cti o n ( 2 8 ° C). D uri n g e x p o n e nti al p h a s e, at 1 8 a n d 4 8 h o urs p ost-i nf e cti o n, 

H F P V- 1 tr a ns cri pts r e pr es e nt ~ 1 5 % a n d 1 9 % of t ot al m R N A r es p e cti v el y ( S D = 0. 2 8 7 a n d 0. 8 8 4), w hil e at 

2 8 ° C t hi s fr a cti o n r e a c h e s u p t o ~ 2 % a n d 7 % at t h e s a m e ti m e p oi nts. E v e n m or e, t h e l ar g e st pr o p orti o n of 

tr a ns cri pts r e p ort e d at 2 8 ° C o c c urs d uri n g st ati o n ar y p h a s e, a n d c o m pris e s u p t o ~ 1 6 % of t h e t ot al m R N A, 

w hi c h i s at l e a st c o m p ar a bl e, if n ot l o w er t h a n t h e v al u e s o bs er v e d at 4 5 ° C. T h e hi g h pr o p orti o n of vir al 

m R N A s u g g e sts t h at at l e a st o e x pr e ssi o n of H F P V- 1 g e n e s is n ot li mit e d at 4 5 ° C, w hi c h g o e s i n li n e wit h 

pr e vi o us e vi d e n c e of hi g h c o p y n u m b ers of t h e vir al g e n o m e i n t h e c ell ul ar fr a cti o n. 

I nt er e sti n gl y, h ost tr a ns cri pti o n al c h a n g es u n d er H F P V- 1 i nf e cti o n at 4 5 ° C r e v e al e d a l ar g e n u m b er of 

diff er e nti all y e x pr ess e d ( D E) g e n es, wit h u p t o 1 4 6 5 g e n es b e ei n g i m p a ct e d i n a gr o wt h- p h as e d e p e n d e nt 

m a n n er ( S u p pl e m e nt ar y t a bl e 4). T h us, w e c o m p ar e d i n d e p e n d e ntl y t h e tr a ns cri pti o n al c h a n g e s at e a c h st a g e 

of i nf e cti o n b et w e e n i nf e ct e d a n d u ni nf e ct e d c o ntr ols, n a m el y 1 8 h o urs, 4 8 h o urs a n d 9 0 h o urs p ost i nf e cti o n 

- h p.i.-, c orr e s p o n di n g t o e arl y e x p o n e nti al, l at e e x p o n e nti al a n d st ati o n ar y, r e s p e cti v el y. D uri n g e arl y 

e x p o n e nti al gr o wt h ( 1 8 h p.i.) w e o bs er v e d t h at u p t o 9 1 g e n e s w er e d o w nr e g ul at e d ( S u p pl e m e nt ar y t a bl e 4). 

I nt er e sti n gl y, t h e m aj orit y of hi g hl y d o w nr e g ul at e d g e n e s w er e r el at e d t o c ell m otilit y a n d si g n al tr a ns d u cti o n, 

wit h t w o ar c h a elli ns g e n e s ( H V O _ 1 2 1 0 a n d H V O _ 1 2 1 1 g e n e s) b ei n g t h e m ost r e pr ess e d g e n e s (- 1 3. 5 a n d -

1 2 f ol d c h a n g e, r es p e cti v el y). T h e s e g e n e s e n c o d e f or t h e pr ot ei n s u b u nit s w hi c h p ol y m eri z e s t o f or m t h e 

fil a m e nts of ar c h a e al fl a g ell a (J arr ell & Al b ers, 2 0 1 2). M e a n w hil e, s e v er al g e n e s t h at c o n n e ct t h e c h e m ot a xi s 

s yst e ms a n d t h e ar c h a ell u m w er e als o str o n gl y d o w nr e g ul at e d (- 4. 9, - 4. 3, - 3. 2, a n d - 2. 8 f ol d c h a n g e, f or 

Arl C E, Arl D, Arl F a n d Arl G r e s p e cti v el y). F urt h er m or e, t w o cl ust er of c h e m ot a xis r el at e d g e n e s w er e al s o 

r e pr e ss e d i n i nf e ct e d c ult ur e s. T h e first cl ust er i n cl u d e t h e c e ntr al r e g ul at or of c h e m ot a xi s C h e A ( H V O _ 1 2 2 3), 

a d a pt or pr ot ei n C h e W ( H V O _ 1 2 2 5), m et h yl e st er as e C h e B ( H V O _ 1 2 2 4) a n d a C h e R-li k e m et h yltr a nsf er as e 

( H V O _ 1 2 2 2); a n d t h e s e c o n d o n e wit h g e n es C h e Y r e s p o ns e r e g ul at or ( H V O _ 1 2 0 7), p h os p h at as e C h e C 

( H V O _ 1 2 0 6) a n d d e a mi d a s e C h e D ( H V O _ 1 2 0 5) ( H art m a n et al., 2 0 1 0). W hil e a l o w l e v els of r e pr e ssi o n of 

ar c h a ell u m-r el at e d g e n e s w a s als o o bs er v e d at 2 8 ° C ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2), it di d n ot aff e ct e d 

t h e d e v el o p m e nt of fl a g ell a. H o w e v er, a s o bs er v e d d uri n g mi cr os c o p y a n al ysis at 4 5 ° C ( Fi g ur e 3), H. v ol c a nii  

i nf e ct e d c ells d o n ot c arr y o ut t h e s h a p e tr a nsiti o n t o r o d- m otil e m or p h ol o g y, w hi c h c orr el at e s wit h t h e 

o bs er v e d d o w nr e g ul ati o n p att er ns. M e a n w hil e, C et Z 1 e x pr essi o n l e v els e x hi bit e d a p u z zli n g p att er n. C et Z 1 

w a s s h o w n t o b e d o w nr e g ul at e d d uri n g e arl y e x p o n e nti al p h a s e (- 2 f ol d c h a n g e), c orr el ati n g wit h t h e a bs e n c e 

of r o d-s h a p e d c ells. C o n v ers el y, C et Z 1 w as o v er e x pr ess e d d uri n g l at e e x p o n e nti al p h as e i n i nf e ct e d c ult ur e s 

( 3. 1-f ol d c h a n g e). T h e a c c u m ul ati o n of C et Z 1 pr ot ei n o n t h e h ost m e m br a n e c o ul d r e d u c e t h e s urf a c e a v ail a bl e 
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f or vir al pr ot ei ns or disr u pt t h eir or g a ni z ati o n, i n dir e ctl y i nt erf eri n g wit h t h e b u d di n g pr o c ess. T his c o ul d 

pr o vi d e a n e x pl a n ati o n f or t h e l o w er vir al tit er i n t h e s u p er n at a nt, h o w e v er f urt h er e x p eri m e nt al e vi d e n c e o n 

t hi s is r e q uir e d. 

I nt er e sti n gl y, t h e fil a m e nt o us p h a g e S W 1 t h at e st a blis h e s a c hr o ni c i nf e cti o n i n S h e w a n ell a pi e z ot ol er a ns  h a s 

al s o b e e n s h o w n t o r e g ul at e t h e l at er al fl a g ell a m o v e m e nt i n a t e m p er at ur e- d e p e n d e nt f a s hi o n, wit h vir al 

i nf e cti o n i n d u ci n g a n u pr e g ul ati o n of t h e fl a g ell a a p p ar at us at l o w er t e m p er at ur e s (Ji a n et al., 2 0 1 3). T h e f a ct 

t h at H. v ol c a nii i nf e ct e d c ells ar e arr e st e d i n n o n- m otil e st at e s h a s v a st i m pli c ati o ns i n t er ms of n utri e nt 

a c q uisiti o n a n d e n vir o n m e nt al r e s p o ns e, a n d t h us, it mi g ht si g nifi c a ntl y i nfl u e n c e h ost fit n e ss a n d e c ol o gi c al 

i nt er a cti o ns wit hi n mi cr o bi al c o m m u niti e s.  

I ntri g ui n gl y, a g e n e e n c o di n g f or a C o p G d o m ai n pr ot ei n ( H V O _ 0 3 8 1) i s hi g hl y u pr e g ul at e d i n i nf e ct e d c ell s 

at 4 5 ° C ( 8. 6 f ol d c h a n g e) b ut n ot at 2 8 ° C. C o p G r el at e d pr ot ei ns ar e i n v ol v e d i n c o p y n u m b er r e g ul ati o n of 

pl a s mi ds ( R o bi n s o n & B ell, 2 0 0 7; H. W a n g et al., 2 0 1 5), wit h m ut ati o ns of t h e s e g e n e s l e a di n g t o u n c o ntr oll e d 

i n cr e a s e i n c o p y n u m b ers n u m b ers of r olli n g cir cl e-r e pli c ati n g pl a s mi ds b y s e v er al f ol d ( R a s o ol y & R a s o ol y, 

1 9 9 7). R el at e d m e m b ers of t h e Al p h a pl e oli p o vir us  g e n us r e pli c at e usi n g a h o m ol o g u e of t h e r olli n g- cir cl e 

r e pli c ati o n e n d o n u cl e as e ( R C R E), b ut H F P V- 1 d o es n ot e n c o d e ort h ol o g u e s t o a n y k n o w n R C R E or ot h er 

r e pli c ati o n pr ot ei n, a n d t h e m e c h a nis m f or g e n o m e r e pli c ati o n h as n ot y et b e e n el u ci d at e d ( Al ar c ó n-

S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2). T h us, t h e o v er e x pr essi o n of t hi s g e n e c o ul d b e a n u ns p e cifi c r e s p o ns e t o hi g h c o p y 

n u m b ers of e pis o m al D N A. O v er e x pr essi o n of t his pr ot ei n c o ul d p os si bl y r e g ul at e t h e r e pli c ati o n of t h e vir al 

g e n o m e, b ei n g r e s p o nsi bl e f or t h e r e d u cti o n of vir al tit ers at 4 5 ° C w h e n c o m p ar e d t o l o w er t e m p er at ur es. 

F urt h er m or e, s e v er al pr ot ei ns of u n k n o w n f u n cti o n, as w ell a s, pr ot ei ns wit h a pr e di ct e d h eli x-t ur n- h eli x 

( H T H) d o m ai n t h at li k el y bi n d D N A or a ct a s tr a ns cri pti o n al r e g ul at ors, w er e o bs er v e t o b e hi g hl y u pr e g ul at e d 

i n i nf e ct e d c ult ur e s at 4 5 ° C (i. e. H V O _ 2 7 0 1, H V O _ 2 0 6 5, H V O _ A 0 3 9 4, H V O _ D 0 0 0 5) b ut n ot diff er e nti all y 

e x pr e ss e d at 2 8 ° C. H o w e v er, t h eir i n v ol v e m e nt o n g e n e r e g ul ati o n or vir us t a k e o v er r e m ai ns e ni g m ati c.  

T e m p er at ur e-i n d u c e d pr ot ei n mi sf ol di n g a n d a g gr e g ati o n of vir al pr ot ei ns 

T h e l at e e x p o n e nti al p h a s e dis pl a y e d t h e hi g h e st n u m b ers of si g nifi c a ntl y D E g e n e s, wit h 3 9 1 g e n es b ei n g 

d o w nr e g ul at e d a n d 8 5 3 b ei n g o v er e x pr ess e d. I nt er esti n gl y, t h e e x pr e ssi o n p att er n w a s dr a m ati c all y diff er e nt 

t o t h e c h a n g e s pr e vi o usl y o bs er v e d d uri n g t h e e x p o n e nti al p h a s e at t h e o pti m al t e m p er at ur e f or vir al 

r e pli c ati o n ( 2 8 ° C), w er e d o w nr e g ul ati o n of h ost g e n e s w a s pri m aril y o bs er v e d ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al., 

2 0 2 2). W hil e t h e C RI S P R s yst e m of H. v ol c a nii  ( M ai er et al., 2 0 1 5), a s w ell a s t h e cl ust er of g e n e s e n c o di n g 

f or t h e br o a d- a nti- p h a g e DI S A R M d ef e ns e s yst e m ( Ofir et al., 2 0 1 8) w er e str o n gl y d o w nr e g ul at e d u n d er 

i nf e cti o n at 2 8 ° C ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2), n o diff er e nti al e x pr essi o n of a n y d ef e ns e s yst e m w a s 

o bs er v e d u n d er i nf e ct o n at 4 5 ° C. F urt h er m or e, n o e vi d e n c e of a c q uisiti o n of s p a c ers a g ai nst t h e vir al g e n o m e 

w a s d et e ct e d, s u g g e sti n g t h at t h es e s p e cifi c a n d br o a d s p e ctr u m d ef e ns e s yt e m s r e m ai n l ar g el y i n n ef e cti v e 
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a g ai nst i nf e cti o n wit h H F P V- 1. C o n v ers el y, H F P V- 1 i n d u c e s a si mil ar p att er n of d o w nr e g ul ati o n of t h e 

pr o vir us r e gi o n H alf v ol 1 ( H V O _ 0 2 5 8 t o H V O _ 0 2 8 0) ( D y all- S mit h et al., 2 0 2 1) t o t h e o n e o bs er v e d at 2 8 ° C 

( S u p pl e m e nt ar y t a bl e 4). H o w e v er, w hil e at 2 8 ° C t h e s e g e n e s ar e a m o n g t h e t o p-r a n k e d d o wr e gl at e d g e n e s 

wit h u p t o - 6 0 f ol d c h a n g e , t h e i m p a ct is l e ss s e v er e at 4 5 ° C, wit h f ol d c h a n g e s fr o m - 2 t o - 2. 5 l o w er i n t h e 

i nf e ct e d c ult ur e s, T hi s i m pli c at e s t h at t h e m e c h a nis m e n c o d e d b y t h e pr o vir us t h at p ossi bl y i nt erf ers wit h 

ot h er i n c o mi n g vir us e s s u c h a s H F P V- 1 is l e ss d o w nr e g ul at e d b y H F V P- 1 at hi g h er t e m p er at ur e s, a n d 

t h er ef or e, c o ul d als o b e r e s p o nsi bl e f or r e d u c e d c o p y n u m b ers of H F P V- 1 at 4 5 ° C.  

I ntri g ui n gl y, o n e g e n e of t his pr o vir al r e gi o n ( H V O _ 2 6 6) t h at s h o w s h o m ol o g y t o t h e Hi c A c o m p o n e nt of a 

b a ct eri al t o xi n- a ntit o xi n ( T A) s yst e m w a s u pr e g ul at e d at 4 5 ° C 4 8 h p.i. ( 4-f ol d c h a n g e) b ut n ot at 2 8 ° C. 

Hi c A is t h e t o xi n c o m p o n e nt of t h e T A s yst e m a n d p urifi e d Hi c A w a s s h o w n t o b e a bl e t o d e gr a d e ri b os o m al 

R N A i n vitr o ( T h o m et et al., 2 0 1 9). T o xi n- a ntit o xi n s yst e ms ar e oft e n pr es e nt i n b a ct eri al a n d ar c h a e al 

g e n o m es a n d t h e y c a n b e us e d a s a d ef e ns e m e c h a nis m. D e gr a d ati o n or d o w nr e g ul ati o n of t h e a ntit o xi n 

c o m p o n e nt u p o n vir al i nf e cti o n c a n tri g g er a n a b orti v e i nf e cti o n l e a di n g t o c ell d or m a n c y or c ell d e at h 

( H a m pt o n et al., 2 0 2 0). C o nsi d eri n g t h e f a ct t h at t h er e is a hi g hl y s p e cifi c d o w nr e g ul ati o n of t his pr o vir us 

r e gi o n u p o n H F P V- 1 i nf e cti o n at b ot h 2 8 ° C a n d 4 5 ° C, w e h y p ot h e si z e d t h at t his p arti c ul ar t o xi n u pr e g ul ati o n 

c o ul d b e a vir al i n d u c e d eff e ct, a n d t h at t o xi n pr o d u cti o n b y i nf e ct e d c ell s c o ul d pl a y a r ol e i n t h e i nt er a cti o n 

b et w e e n i nf e ct e d a n d u ni nf e ct e d c ells a n d i n a b o a d er e c ol o gi c al c o nt e xt. 

W hil e t h e v a st m aj orit y of D E g e n e s u pr e g ul at e d u p o n vir al i nf e cti o n at 4 5 ° C, w e c o ul d n ot i d e ntif y a s p e cifi c 

vir us- ass o ci at e d r es p o ns e. T h e hi g h e st l e v els of u pr e g ul ati o n w a s o bs er v e d f or a g e n e e n c o di n g f or a pr ot ei n 

of u n k n o w n f u n cti o n ( H V O _ A 0 1 7 2, 2 8-f ol d c h a n g e), a n d u ni v ers al str ess pr ot ei ns ( H V O _ 0 4 0 1 a n d 

H V O _ 2 3 3 7, wit h 2 6 a n d 1 3-f ol d c h a n g e r e s p e cti v el y). A d diti o n all y, a m o n g t h e t h e hi g h e st o v er e x pr e ss e d 

g e ns w er e m ulti pl e pr ot ei ns ass o ci at e d wit h t h e f u n cti o n al c at e g ori e s of tr a nsl ati o n, tr a ns cri pti o n a n d p ost-

tr a ns cri pti o n al m o difi c ati o ns ( Fi g ur e 5). U pr e g ul ati o n of u ni v ers al str ess pr ot ei ns h as b e e n o bs er v e d e arli er i n 

vir us i nf e ct e d c ells ( M er ci er et al., 2 0 2 2), a n d c o ul d b e a g e n er al r e ps o ns e t o vir us i nf e cti o n. U pr e g ul ati o n of 

tr a nsl ati o n, tr a ns cri pti o n a n d e n er g y c o n v ersi o n m et a b olis ms i s li k el y dri v e n b y t h e vir us t o e ns ur e pr o d u cti o n 

of vir us pr ot ei ns a n d p arti cl e s. 

N ot a bl y, g e n e s r el at e d t o t h e pr ot e olit y c a n d pr ot ei n-f ol di n g p at h w a y w er e hi g hl y o v er e x pr e ss e d, i n cl u di n g 

h o m ol o g u es f or t h e t hr e e s u b u nits of t h e t h er m os o m e ( H V O _ 0 1 3 3, H V O _ 0 4 5 5 a n d H V O _ 0 7 7 8). I n H. 

v ol c a nii , t h e t hr e e c h a p er o ni n e s h o m ol o g u e s t h at f or m t h e t h er m os o m e c o m pl e x ar e f u n cti o n all y r e d u n d a nt, 

b e c a us e e a c h g e n e i s i n di vi d u all y dis p e ns a bl e a n p arti ci p at e i n t h e r ef ol di n g of pr ot ei ns ( K a p at ai et al., 2 0 0 6).  

F urt h er m or e, s e v er al A A A-t y p e A T P a s e s r el at e d t o t h e sr u ct ur e of t h e pr ot e a s o m e ( C D C 4 8 s u bf a mil y 

h o m ol o g u es H V O _ 1 3 2 7, H V O _ 2 3 8 0 a n d H V O _ 2 7 0 0) as w ell as t h e al p h a a n d b et a s u b u nits of t h e 
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pr ot e a s o m e ( H V O _ 1 0 9 1 a n d H V O _ 1 5 6 2) ar e hi g hl y u pr e g ul at e d. T h e s e g e n e s ar e i nf v ol v e d i n d e gr a d ati o n 

of pr ot ei ns i n ar c h a e al c ells i n a n A T P- d e p e n d e nt m a n n er ( K a c z o w k a & M a u pi n- F url o w, 2 0 0 3; R e ut er & 

M a u pi n- F url o w, 2 0 0 4). I n t h e pr ot e a s o m e of T h er m o pl as m at a a ci d o p hil u m, o n e of t h e b e st st u di e d s yst e ms,  

t h e 2 0 S c or e p e pti d a s e, a b arr el-li k e str u ct ur e c o m p os e d of f o ur h e pt a m eri c ri n gs of al p h a a n d b et a s u b u nit s 

c o m bi n e s wit h t h e C D C 4 8 A A A-t y p e A T P a s e, f or mi n g a c o m pl e x t h at c a n bi n d n o n- n ati v e pr ot ei ns a n d 

f a cilit at e t h eir d e gr a d ati o n ( B art h el m e et al., 2 0 1 4; Nits c h et al., 1 9 9 7). 

 

Fi g ur e 4 F u n cti o n al pr o fil e of diff er e nti all y e x pr ess e d g e n e s . B ars r e pr es e nt t h e n u m b er of diff er e nti all y e x pr ess e d g e n es a ssi g n e d t o e a c h 

p arti c ul ar f u n cti o n al c at e g or y at a gi v e n gr o wt h st a g e, n a m el y, e arl y e x p o n e nti al, l at e e x p o n e nti al, a n d st ati o n ar y p h a s es. F u n cti o n al cl assi fi c ati o n 

of H. v ol c a nii  g e n o m e w a s p erf or m e d usi n g t h e C O G d at a b a s e. T h e c ol ors of t h e b ars d e pi c g e n es u p- (r e d) or d o w nr e g ul at e d ( bl u e).  

A d diti o n all y, h o m ol o g u es of t h e str e ss-i n d u c e d D n aJ/ D n a K a n d Gr p E s yst e m ar e hi g hl y u pr e g ul at e d u p o n 

i nf e cti o n wit h H F P V- 1 at 4 5 ° C. T h es e g e n e s p arti ci p at e i n t h e r e p o ns e t o os m oti c a n d t e m p er at ur e-r el at e d 

str e ss, a n d ar e c h a p er o ni n e s c a p a bl e of r e p airi n d str ess-i n d u c e d d a m a g e or misf ol di n g ( S c hr o d er et al., 1 9 9 3), 

f urt h er s u g g e sti n g t h at c o nsi d er a bl e pr ot ei n misf ol di n g i s o c urri n g i n i nf e ct e d c ult ur es. Si n c e m ost of t h e 

pr ot ei n d e gr a d ati o n a n d f ol di n g m a c hi n e ar y ar e hi g hl y o v er e x pr ess e d o nl y u p o n i nf e cti o n at 4 5 ° C a n d vir al 

g e n e s ar e a m o n g t h e t o p-r a n k e d i n o v er all e x pr e ssi o n l e v el s, w e h y p ot h e si z e d t h at a c o nsi d er a bl e fr a cti o n of 

tr a nsl at e d vir al pr ot ei ns ar e l e s s st a bl e at 4 5 ° C, or m or e pr o n e t o misf ol di n g. Mis sf ol d e d vir us pr ot ei ns c o ul d 

tri g g er t his r es p o ns e of t h e h ost pr ot e ol yti c m a c hi n er y. N e v ert h el ess w e h a v e pr e vi o usl y s h o w n t h at vir al 
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p arti cl e s r e m ai n i nf e cti v e aft er i n c u b ati o n at t e m p er at ur es u p t o 5 0 ° C ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al., 2 0 2 2), 

s u g g esti n g t h at at l e a st t h e str u ct ur al pr ot ei ns ar e st a bl e at 4 5 ° C, a n d t h at misf ol d e d vir al pr ot ei ns ar e li k el y 

c yt os oli c a n d a c c u m ul at e i n t h e i ntr a c ell ul ar.  

H F P V- 1 st a bilit y d e p e n ds o n p ost-tr a nsl ati o n al a d diti o n of gl y c a ns  

I n or d er t o el u ci d at e t h e r ol e of gl y c os yl ati o n i n H F P V- 1 fit n ess, w e m e as ur e d vir al pr o d u cti o n i n t w o diff er e nt 

m ut a nts of t h e gl y c os yl ati o n p at h w a y i n ∆ A gl B, t h e oli g os a c c h ar yltr a nsf er a s e r e s p o nsi bl e f or a d diti o n of t h e 

t etr a s a c c h ari d e t o t h e S-l a y er; a n d ∆ A gl D, t h e gl y c os yltr a nsf er as e i n v ol v e d i n t h e a d diti o n of t h e l a st s u g ar 

( m a n n os e). P arti cl es pr o d u c e d i n t h e s e m ut a nt s w er e c o nsi d er e d a s l a c ki n g N- gl y c os yl ati o n ( ∆ A gl B) or wit h 

d ef e cti v e gl y c os yl ati o n ( ∆ A gl D). I nt er e sti n gl y, b ot h gl y c os yl ati o n d el eti o n m ut a nts s h o w e d r e d u c e d tit ers of 

H F P V- 1 i n t h e s u p er n at a nt w h e n c o m p ar e d t o t h e p ar e nt al str ai n, h o w e v er o nl y t h e r e d u cti o n i n t h e ∆ A gl B 

d el eti o n str ai n w a s st ati sti c all y si g nifi c a nt ( Kr us k al – W allis p- v al u e < 0. 0 0 1, D u n n’s p- a dj u st e d < 0. 0 5) ( Fi g ur e 

5). Gi v e n t h e diff er e n c e s i n tit er, w e f urt h er p erf or m e d a n a ds or pti o n a ss a y wit h p arti cl e s pr o d u c e d eit h er i n 

t h e ∆ A gl B d el eti o n str ai n or i n t h e p ar e nt al str ai n. I nt er esti n gl y, t h e ass a y s h o w e d hi g h v ari a bilit y of p arti cl e 

a ds or pti o n at diff er e nt ti m e p oi nts wit h s o m e b ei n g st atisti c all y diff er e nt b et w e e n n o n- gl y c os yl at e d a n d n ati v e 

viri o ns. H o w e v er, o v er all p er c e nt a g e of a ds or b e d vir us es r e a c h e d si mil ar v al u es f or m ut a nt a n d p ar e nt al 

pr o d u c e d viri o ns, t w o h o urs p ost i nf e cti o n. T h us, w e c o n cl u d e d t h at gi v e n t h e v ari a n c e i n g e n er al t h er e is n o 

si g nifi c a nt eff e ct of t h e gl y c os yl ati o n o n vir al a ds or pti o n. 

 

Fi g ur e 5 Eff e ct of gl y c osil ati o n o n vir us- h o st i nt er a cti o ns.  A. Vir al tit ers o n diff er e nt gl y c s yl ati o n m ut a nts. B ar s r e pr es e nt H F P V- 1 tit ers o n H. 

v ol c a nii  c ult ur es 9 0 h o ur s p ost i nf e cti o n. Tit er s w er e m e a s ur e d b y q P C R a n d n or m ali z e d b y t h e m a xi m u m gr o wt h r at e. Err or b ar s r e pr es e nt t h e 

S D f or bi ol o gi c al tri pli c at es f or e a c h tr e at m e nt. St ar s i n di c at e si g nifi c a nt diff er e n c e ss b et w e e n tr e at m e nts. B.  A ds or pti o n ki n eti cs of H F P V- 1. Vir al 

p arti cl es pr o d u c e i n eit h er t h e p ar e nt al str ai n ( H 5 3) or t h e A gl B d el eti o n m ut a nt w er e a ds or b e n i n wil d t y p e H. v ol c a nii  c ells. P er c e nt a g e of 

u n a ds or b e d vir us w er e c al c ul at e d b as e d o n q P C R m e a ss ur e m e nts of fr e e vir us n or m ali z e d b y i niti al t h e a m o u nt of a d d e d vir us. A ds or pti o n w as 

p erf or m e d wit h i n d e p e n d e nt bi ol o gi c al tri pli c at es f or e a c h ti m e p oi nt a n d err or b ars r e pr es e nt t h e S D of s u c h r e pli c at es at e a c h ti m e p oi nt a n d 

pr e p ar ati o n.  
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T his w as f urt h er c o nfir m e d w h e n t e sti n g w et h er viri o n p arti cl es pr o d u c e d i n t h e ∆ A gl B a n d ∆ A gl D str ai ns ar e 

c a p a bl e of g e n er ati n g a d et e ct a bl e i nf e cti o n o n H al o ar c ul a  j a p o ni c a (f a mil y H al o ar c ul a c e a e ), t h e m ost di st a nt 

r el ati v e of H. v ol c a nii  (f a mil y H al of e r a c a c e a e ) k n o w n t o b e s us c e pti bl e t o H F P V- 1 i nf e cti o n. P arti cl e s 

pr o d u c e d i n b ot h str ai n s w er e a bl e t o pr o d u c e a s u c c essf ul i nf e cti o n i n H. j a p o ni c a  ( Fi g ur e s u p pl e m e nt ar y 5), 

s u g g esti n g t h at H F P V- 1 m ai nt ai n e d its e xtr e m el y br o a d h ost r a n g e d e s pit e d ef e cti v e or a bs e n c e of 

gl y c os yl ati o n, hi g hli g hti n g t h at N- gl y c os yl ati o n is d o e s n ot s e e m t o pl a y a k e y r ol e i n h ost r e c o g niti o n f or 

H F P V- 1. T his c o ul d pr o v e cr u ci al f or f ut ur e a p pli c ati o ns of H F P V- 1 as a g e n eti c t o ol, a s p arti cl e s pr o d u c e d 

i n or g a nis ms wit h diff er e nt gl y c os yl ati o n p att ers w o ul d n ot l os e i nf e cti vit y or e x hi bit l o w er a ds or pti o n 

effi ci e n ci e s. 

C o n cl usi o ns 

I n t his st u d y, w e e x pl or e d t h e m ai n v ari a bl e s i nfl u e n ci n g h ost a n d vir us fit n e ss d uri n g t h e est a blis h m e nt of a 

c hr o ni c i nf e cti o n of t h e vir us H al of er a x pl e o m or p hi c vir us 1 o n t h e h al o ar c h a e al h ost H al of e r a x v ol c a nii . 

H F P V- 1 i s a bl e t o p erf or m s u c c e ssf ul i nf e cti o ns a n d t o pr o p a g at e i n a di v ers e r a n g e of c o n diti o ns. W e s h o w e d 

t h at, n eit h er s ali nit y (l o w s alt c o n diti o ns, or s at ur at e d m e di a) n or diff er e nt c ar b o n s o ur c es h a d a si g nifi c a nt 

i m p a ct o n vir al fit n e s s, w hil e i nf e cti o n o nl y h a d mi ni m al i m p a ct o n h ost fit n e ss. C o n v ers el y, w e u n c o v er e d 

t h at a n i n cr e a s e i n t e m p er at ur e t o 4 5 ° C n e g ati v el y c orr el at e d wit h vir al fit n e ss a t e m p er at ur e at w hi c h t h e 

m a xi m u m gr o wt h r at e s h a v e b e e n o bs er v e d f or t h e h ost. T h e diff er e n c e s i n vir us tit ers at t his t e m p er at ur e 

c o ul d n ot b e a s s o ci at e d wit h a cti v ati o n of d ef e ns e m e c h a nis m s of t h e h ost, w h os e e x pr essi o n r e m ai ns l ar g el y 

u n c h a n g e d. N e v ert h el e ss, i nf e cti o n wit h H F P V- 1 h a d si g nifi c a nt i m p a ct i n h ost c ell s h a p e at 4 5 ° C, i n hi biti n g 

t h e tr a nsiti o n t o r o d-s h a p e d c ell d uri n g e x p o n e nti al p h as e a n d d o w nr e g ul ati n g ar c h a ell u m a n d c h e m ot a xi s 

r el at e d g e n e s, w hi c h li k el y r e s ults i n s e v er el y h a m p er e d m otilit y f or t h e h ost. T h e i n a bilit y of i nf e ct e d c ell s t o 

tr a nsiti o n i nt o t h e m otil e r o d-s h a p e a n d t o r e s p o n d t o c h e m ot a cti c si g n al m ol e c ul e s c o ul d r e pr e s e nt a m aj or 

dis a d v a nt a g e f or t h e h ost w h e n r e s o ur c e s b e c o m e s c ar c e, or u p o n f a ci n g c o m p etiti o n i n a br o a d er c o m m u nit y 

c o nt e xt. A d diti o n all y, w e o bs er v e d t h at t h e pr ot e ol yti c a n d pr ot ei n f ol di n g a n d r e p air m a c hi n er y is hi g hl y 

u pr e g ul at e d u p o n i nf e cti o n at 4 5 ° C, a n d t h er ef or e, w e s u g g e st e d t h at vir al pr ot ei ns ar e li k el y n ot w ell a d a pt e d 

t o hi g h er t e m p er at ur es.  

L a stl y, w e s h o w e d t h at gl y c os yl ati o n of t h e s pi k e pr ot ei n pl a ys a k e y r ol e f or t h e pr o d u cti o n of H F P V- 1 

p arti cl e s i n H. v ol c a nii , w hi c h is li k el y d u e t o r e d u c e d p arti cl e st a bilit y as s u g g e st e d e arli er f or H F P V- 1 i n 

H al or u br u m l a c us pr of u n di  ( G e b h ar d et al., 2 0 2 3). H o w e v er, si mil ar t o r e s ults fr o m H. l a c us pr of u n di , t h er e 

ar e n o si g nifi c a nt diff er e n c e i n a ds or pti o n r at es b et w e e n N- gl y c os yl at e d a n d n o n- N- gl y c os yl at e d p arti cl e s i n 

H. v ol c a nii , f urt h er s u g g e sti n g t h at s u g ar i nt er a cti o n ar e n ot e ss e nti al f or r e c e pt or r e c o g niti o n. M ost 

i nt er esti n gl y, n o n- N- gl y c os yl at e d p arti cl es m ai nt ai n t h e u ni q u e wi d e h ost r a n g e of H F P V- 1, i n di c ati n g t h at 

t h e r e c e pt or f or H F P V- 1 m ust b e a pr ot ei n wit h hi g h s e q u e n c e c o ns er v ati o n a m o n gst a wi d e r a n g e of 
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h al o ar c h a e a or d e p e n d o n diff er e nt f or c e s s u c h a s h y dr o p h o bi c i nt er a cti o ns. T h e v ers atilit y of H F P V- 1 u n d er 

diff er e nt c o n diti o ns, a s w ell as it i n d e p e n d e n c e o n p ost-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n s u c h as gl y c os yl ati o n, ar e 

i n cr e a si n gl y pr o misi n g tr aits f or t h e d e v el o p m e nt of H F P V- 1 a s a g e n eti c t o ol f or h al o ar c h a e a wit h o ut a n 

a v ail a bl e g e n eti c s yst e m.  

D at a a v ail a bilit y 

R a w r e a ds fr o m m et a g e n o mi c d at a g e n er at e d i n t his st u d y w er e s u b mitt e d t o E N A- E M B L u n d er pr oj e ct 

n u m b er P RJ E B 6 3 6 8 9. 

A c k n o wl e d g m e nts 

W e t h a n k D a ni el a T hi e s, I n gri d K u n z e, K at hr y n L a m b ert- Sl os ars k a a n d M ar gr et M e n k e ( M PI f or M ari n e 

Mi cr o bi ol o g y, Br e m e n, G er m a n y) f or a ssi st a n c e wit h s o m e of t h e e x p eri m e nt s. Fi n all y, w e w a nt t o t h a n k t h e 

M a x- Pl a n c k-I nstit ut e f or M ari n e Mi cr o bi ol o g y a n d t h e M a x- Pl a n c k- S o ci et y f or c o nti n u o us s u p p ort.  

R ef e r e n c es 

A b d ulr a h m a n As h y, R., & A g ustí, S. ( 2 0 2 0). L o w H ost A b u n d a n c e a n d Hi g h T e m p er at ur e D et er mi n e 
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2 6 7 ( 1), 1 4 2 – 1 4 9. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 6/j m bi. 1 9 9 6. 0 8 4 9 

O b e n g, N., Pr at a m a, A. A., & El s a s, J. D. v a n. ( 2 0 1 6). T h e Si g nifi c a n c e of M ut u alisti c P h a g e s f or B a ct eri al 

E c ol o g y  a n d  E v ol uti o n. Tr e n ds  i n  Mi c r o bi ol o g y , 2 4 ( 6),  4 4 0 – 4 4 9. 

htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.ti m. 2 0 1 5. 1 2. 0 0 9 

Ofir, G., M el a m e d, S., S b err o, H., M u k a m el, Z., Sil v er m a n, S., Y a a k o v, G., D or o n, S., & S or e k, R. ( 2 0 1 8). 

DI S A R M i s a wi d e s pr e a d b a ct eri al d ef e n c e s yst e m wit h br o a d a nti- p h a g e a cti viti es. N at ur e 

Mi c r o bi ol o g y , 3 ( 1), 9 0 – 9 8. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 6 4- 0 1 7- 0 0 5 1- 0 

Ol m, M. R., Crits- C hrist o p h, A., B o u m a- Gr e gs o n, K., Fir e k, B. A., M or o wit z, M. J., & B a nfi el d, J. F. ( 2 0 2 1). 

i n Str ai n pr ofil e s p o p ul ati o n mi cr o di v ersit y fr o m m et a g e n o mi c d at a a n d s e nsiti v el y d et e cts s h ar e d 
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mi cr o bi al str ai ns. N at ur e Bi ot e c h n ol o g y . htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 8 7- 0 2 0- 0 0 7 9 7- 0 

Pi etil ä, M. K., R oi n e, E., P a uli n, L., K al k ki n e n, N., & B a mf or d, D. H. ( 2 0 0 9). A n ss D N A vir us i nf e cti n g 

ar c h a e a: A n e w li n e a g e of vir us e s wit h a m e m br a n e e n v el o p e. M ol e c ul ar Mi c r o bi ol o g y , 7 2 ( 2), 3 0 7 – 3 1 9. 

htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/j. 1 3 6 5- 2 9 5 8. 2 0 0 9. 0 6 6 4 2. x 

Q u e mi n, E. R. J., Pi etil ä, M. K., O ks a n e n, H. M., F ort err e, P., Rij pstr a, W. I. C., S c h o ut e n, S., B a mf or d, D. 

H., Pr a n gis h vili, D., & Kr u p o vi c, M. ( 2 0 1 5). S ulf ol o b us S pi n dl e- S h a p e d Vir us 1 C o nt ai ns Gl y c os yl at e d 

C a psi d Pr ot ei ns, a C ell ul ar C hr o m ati n Pr ot ei n, a n d H ost- D eri v e d Li pi ds. J o ur n al of Vir ol o g y , 8 9 ( 2 2), 

1 1 6 8 1 – 1 1 6 9 1. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/j vi. 0 2 2 7 0- 1 5 

R a s o ol y, A., & R a s o ol y, R. S. ( 1 9 9 7). H o w r olli n g cir cl e pl a s mi ds c o ntr ol t h eir c o p y n u m b er. Tr e n ds i n 

Mi c r o bi ol o g y , 5 ( 1 1), 4 4 0 – 4 4 6. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 0 9 6 6- 8 4 2 X( 9 7) 0 1 1 4 3 

R e ut er, C. J., & M a u pi n- F url o w, J. A. ( 2 0 0 4). A n al ysi s of pr ot e as o m e- d e p e n d e nt pr ot e ol ysi s i n H al of e r a x 

v ol c a nii  c ells, usi n g s h ort-li v e d gr e e n fl u or e s c e nt pr ot ei ns. A p pli e d a n d E n vir o n m e nt al Mi c r o bi ol o g y , 

7 0 ( 1 2), 7 5 3 0 – 7 5 3 8. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/ A E M. 7 0. 1 2. 7 5 3 0- 7 5 3 8. 2 0 0 4 

R o bi ns o n, N. P., & B ell, S. D. ( 2 0 0 7). E xtr a c hr o m os o m al el e m e nt c a pt ur e a n d t h e e v ol uti o n of m ulti pl e 

r e pli c ati o n ori gi ns i n ar c h a e al c hr o m os o m e s. P r o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e 

U nit e d St at e s of A m eri c a , 1 0 4 ( 1 4), 5 8 0 6 – 5 8 1 1. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 0 7 0 0 2 0 6 1 0 4 

R os e n w ass er, S., Zi v, C., Cr e v el d, S. G. v a n, & V ar di, A. ( 2 0 1 6). Vir o c ell M et a b olis m: M et a b oli c I n n o v ati o ns 

D uri n g H ost – Vir us I nt er a cti o ns i n t h e O c e a n. Tr e n ds i n Mi c r o bi ol o g y , 2 4 ( 1 0), 8 2 1 – 8 3 2. 

htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.ti m. 2 0 1 6. 0 6. 0 0 6 

S c hr o d er, H., L a n g er, T., H artl, F., & B u k a ul, B. ( 1 9 9 3). D n a K, D n a J a n d Gr p E f or m a c ell ul ar c h a p er o n e 

m a c hi n er y c a p a bl e of r e p airi n g h e at-i n d u c e d pr ot ei n d a m a g e. E M B O J o ur n al , 1 2 ( 1), 4 1 3 7 – 4 1 4 4. 

S h a n, J., K or bsris at e, S., Wit h at a n u n g, P., A dl er, N. L., Cl o ki e, M. R. J., & G al y o v, E. E. ( 2 0 1 4). T e m p er at ur e 

d e p e n d e nt b a ct eri o p h a g es of a tr o pi c al b a ct eri al p at h o g e n. Fr o nti e rs i n Mi c r o bi ol o g y , 5 ( N O V), 1 – 7. 

htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 4. 0 0 5 9 9 

S u n a g a w a, S., C o el h o, L. P., C h affr o n, S., K ulti m a, J. R., L a b a di e, K., S al a z ar, G., Dj a h a ns c hiri, B., Z ell er, 

G., M e n d e, D. R., Al b erti, A., C or n ej o- C a still o, F. M., C o st e a, P. I., Cr u a u d, C., D’ O vi di o, F., E n g el e n, 

S., F err er a, I., G as ol, J. M., G ui di, L., Hil d e br a n d, F., … B or k, P. ( 2 0 1 5). Str u ct ur e a n d f u n cti o n of t h e 

gl o b al  o c e a n mi cr o bi o m e. S ci e n c e ( N e w Y or k, N. Y.) , 3 4 8 ( 6 2 3 7),  1 2 6 1 3 5 9. 

htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 6/s ci e n c e. 1 2 6 1 3 5 9 

T h o m et, M., Tr a ut w ett er, A., Er m el, G., & Bl a n c o, C. ( 2 0 1 9). C h ar a ct eri z ati o n of Hi c A B t o xi n- a ntit o xi n 
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m o d ul e of Si n or hiz o bi u m m elil oti . B M C Mi cr o bi ol o g y , 1 9 ( 1), 1 – 1 2. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 8 6 6- 0 1 8-

1 3 8 2- 6 

W a n g, F., Li u, Y., S u, Z., Osi n s ki, T., d e Oli v eir a, G. A. P., C o n w a y, J. F., S c h o ut e n, S., Kr u p o vi c, M., 

Pr a n gis h vili, D., & E g el m a n, E. H. ( 2 0 1 9). A p a c ki n g f or A-f or m D N A i n a n i c os a h e dr al vir us. 

Pr o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m e ri c a , 1 1 6 ( 4 5), 2 2 5 9 1 –

2 2 5 9 7. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 9 0 8 2 4 2 1 1 6 

W a n g, H., P e n g, N., S h a h, S. A., H u a n g, L., & S h e, Q. ( 2 0 1 5). Ar c h a e al E xtr a c hr o m o s o m al G e n eti c El e m e nts. 

Mi c r o bi ol o g y a n d M ol e c ul a r Bi ol o g y R e vi e ws , 7 9 ( 1), 1 1 7 – 1 5 2. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/ m m br. 0 0 0 4 2- 1 4 

W eit z, J. S., Li, G., G ul b u d a k, H., C ort e z, M. H., & W hit a k er, R. J. ( 2 0 1 9). Vir al i n v a si o n fit n e ss a cr oss a 

c o nti n u u m fr o m l ysis t o l at e n c y †. Vir us E v ol uti o n , 5 ( 1), 1 – 9. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ v e/ v e z 0 0 6 

Wi c k h a m, H. ( 2 0 0 9). g g pl ot 2: El e g a nt Gr a p hi c s f or D at a A n al ysis. S pri n g e r- V e rl a g N e w Y or k.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

9 0 
 

S u p pl e m e nt a r y I nf o r m ati o n 

 

U n d e rst a n di n g t h e i m p a cts of c h r o ni c vi r al i nf e cti o ns i n h ost fit n e ss a n d e c ol o g y 

T o m a s Al ar c ó n- S c h u m a c h er 1 , F a bi a n R o el off s2, 3 , J uli a n S c h mit z2, 3 , Al e x a n d er Gr ü n b er g er2, 3  a n d S us a n n e 

Er d m a n n 1 

S u p pl e m e nt a r y I nf o r m ati o n 

 

S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e s 

 

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 1: Lif e c y cl e of H F P V- 1 u n d er diff er e nt gr o wt h c o n diti o ns.  

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 2: C ell s h a p e tr a nsiti o n u p o n i nf e cti o n wit h H F P V- 1. 

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 3: Eff e ct of C et z 1 d el eti o n o n H F P V- 1 fit n e ss.  

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 4: O v er all c o m p aris o n of tr a ns cri pti o n al pr o gr a ms. 

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 5: H ost r a n g e a ss ess m e nt of gl y c os yl ati o n d ef e cti v e H F P V- 1 viri o ns. 

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e s 

 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 1: H. v ol c a nii  str ai ns. 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 2: E x p eri m e nt al gr o wt h c o n diti o ns f or H. v ol c a nii a n d H F P V- 1 vir us. 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 3: Vir al r e a ds i n H F P V- 1 i nf e ct e d c ult ur e s. 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 4: Diff er e nti all y e x pr e ss e d g e n es of H. v ol c a nii u p o n i nf e cti o n wit h H F P V- 1 at 4 5 ° C. 

 

S u p pl e m e nt a r y R ef e r e n c es 
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S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e s 

 

 

S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 1: Lif e c y cl e of H F P V- 1 u n d e r diff e r e nt g r o wt h c o n diti o ns . Gr o wt h c ur v e of 

u ni nf e ct e d ( bl a c k cir cl e s) a n d i nf e ct e d ( bl a c k tri a n gl e s) c ult ur es of H. v ol c a nii . Err or b ars r e pr es e nt t h e 

st a n d ar d d e vi ati o n f or bi ol o gi c al tri pli c at es o n b ot h tr e at m e nts. h p.i.: h o urs p ost i nf e cti o n.  
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 2:  C ell s h a p e t r a nsiti o n u p o n i nf e cti o n wit h H F P V- 1 . Li g ht mi cr os c o p y of H F P V-

1 i nf et e d c ult ur es of H. v ol c a nii  gr o w n at diff er e nt t e m p er at ur e s, 2 8 ° C ( A - C) a n d 4 5 ° C ( D - F). Ti m e s c al e 

(l eft c or n er) si g n als diff er e nt ti m e p oi nts r e gi st er e d f or e a c h p h a s e of c ell gr o wt h: l a g p h as e ( A, 2 4 h; D, 6 h), 

e x p o n e nti al p h a s e ( B, 4 8 h a n d E, 1 2 h) a n d st ati o n ar y p h as e ( C, 5 6 h; F, 1 4 h). S c al e b ars r e pr es e nt 1 0 µ m (ri g ht 

c or n er) 

 

 

 



 
 

9 3 
 

 

S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 3 Eff e ct of C et z 1 d el eti o n o n H F P V- 1 fit n e s s . H F P V- 1 G e n o m e c o p y n u m b ers 

w er e m e a ss ur e d b y q P C R t ar g etti n g (s e e m et h o ds B ars d e pi ct t h e g e n o m e c o p y n u m b ers ( g c n) d et e ct e d i n 

t h e s u p er n at a nt (l eft p a n el) a n d i n t h e c ell ul ar fr a cti o n (ri g ht p a n el). Err or b ars r e pr es e nt t h e S D f or 

bi ol o gi c al tri pli c at e s f or e a c h tr e at m e nt s. 

 

S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 4 O v e r all c o m p a ris o n of t r a ns c ri pti o n al p r o g r a ms . Pri n ci p al c o m p o n e nt a n al ysi s 

of t h e tr a ns cri pti o n al pr ofil e s of i nf e ct e d (tri a n gl es) a n u ni nf e ct e d ( cir cl e s) c ult ur es of H. v ol c a nii). Diff er e nt 

s h a d e s of e a c h c ol or r e pr e s e nt a diff er e nt gr o wt h st a g e at a diff er e nt t e m p er at ur e s. I n bl u e, (fr o m li g ht t o d ar k 

r es p e cti v el y); a n d i n r e d, e arl y e x p o n e ntil, l at e e x p o n e nti al a n d st ati o n ar y p h as e (fr o m or a n g e t o d ar k r e d). 

A xis d e pi ct t h e p er c e nt a g e of t h e v ari a n c e e x pl ai n e d b y e a c h of t h e pri n ci al c o m p o n e nts.  
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 5 H o st r a n g e ass e ss m e nt of gl y c os yl ati o n d ef e cti v e H F P V- 1 vi ri o ns. P C R a ss a y t o 

c o nfir m o n g oi n g i nf e cti o ns of H F P V- 1 vir us i n H. j a p o ni c a ( A-I) a n d H. v ol c a nii ( 1- 9) c ult ur es (s e e 

E x p e ri m e nt al p r o c e d ur e s  f or d et ail s). M ol e c ul ar w ei g ht si z e m ar k er ( L) i s s h o w n ( G e n e r ul er 1 k b D N A l a d d er 

T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c). I nf e cti o ns w as a ss e s s e d f or t hr e e bi ol o gi c al r e pli c at e s. H 2 6 pr o d u c et p arti cl e s 

( W T), gl y c os yl ati o n d efi ci e nt p arti cl e s ( ∆ A gl B), gl y c osil ati o n d eff e cti v e p arti cl e s ( ∆ A gl D), ( +) p urfi e d 

H F P V- 1 D N A (-) w at er P C R n e g ati v e c o ntr ol. D N A w a s s e p ar at e d o n 1 % a g ar os e g el s a n d st ai n e d wit h 

S Y B R ™ S af e (I n vitr o g e n T M ) at a fi n al c o n c e ntr ati o n 1 x.  
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S u p pl e m e nt a r y T a bl e s 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e 1: H. v ol c a nii st r ai ns . S u p pl e m e nt ar y T a bl e 1 s u m m ari z e s t h e diff er e nt str ai ns of H. 

v ol c a nii  us e d i n t his st u d y f or c ell-s h a p e st u di e s a s w ell as, gl y c os yl ati o n d efi ci e nt str ai ns. 

St r ai n D el eti o ns 

H. v ol c a nii D S 2  N o n e  

H 2 6 ∆ P y r E 2 ( All ers et al. 2 0 0 4) 

H 5 3 ∆ P y r E 2, Δ tr p A ( All er s et al. 2 0 0 4) 

H 7 1 Δ p y r E 2, Δ t r p A a n d ∆C et Z 1 ( D u g gi n et al. 2 0 1 5) 

A gl B Δ p y r E 2, Δ t r p A a n d a gl B ( A b u- Q ar n a n d Ei c hl er 2 0 0 6) 

A gl D Δ p y r E 2, Δ t r p A a n d a gl D ( A b u- Q ar n a n d Ei c hl er 2 0 0 6) 

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e 2: E x p e ri m e nt al g r o wt h c o n diti o ns f o r H. v ol c a nii a n d H F P V- 1  vi r us . 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 1 s u m m ari z es t h e diff er e nt m o difi c ati o n t o m e di a a n d c ult ur e c o n diti o n us e d f or i nf e ct e d 

a n d u ni nf e ct e d c ult ur e s of H. v ol c a nii . S ali nit y m o difi c ati o ns t o t h e m e di a w er e p erf or m e d o nl y m o dif yi n g 

t h e N a Cl c o n c e ntr ati o n, w hil e ot h er i o ns w er e n ot m o difi e d. O pti m al c o n diti o ns f or H F P V- 1 r e pli c ati o n ar e 

i n di c at e d b et w e e n br a c k ets u n d er “ st a n d ar d c o n diti o ns ” 

 

F a ct or Tr e at m e nts 
T e m p er at ur e 2 8 ° C (st a n d ar d c o n diti o ns) 

3 7 ° C  

4 5 ° C 
S ali nit y 1 2 % N a Cl 

1 8 % N a Cl (st a n d ar d c o n diti o ns) 

2 3 % N a Cl 

2 5 % N a Cl 
C ar b o n s o ur c es A c et at e ( 4 0 m M) 

Gl u c os e ( 1 5 m M) 

P yr u v at e ( 0. 5 %) 

M ulti pl e s u bstr at e s ( Gl y c er ol, s u c ci n at e, p yr u v at e) 

H v- Y P C (st a n d ar d c o n diti o ns) 
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S u p pl e m e nt a r y T a bl e 3: Vi r al r e a ds i n H F P V- 1 i nf e ct e d c ult u r e s. S u p pl e m e nt ar y T a bl e 3 s u m m ari z es t h e 

pr o p orti o n of t ot al m R N A tr a ns cri pts m a p pi n g t o H F P V- 1 g e n o m e fr o m tr a ns cri pt o mi c d at a of i nf e ct e d  H. 

v ol c a nii  at 2 8 ° C a n d 4 5 ° C. Ti m e p oi nt s r e pr es e nt t h e diff er e nt gr o wt h st a g e s a n al y z e d i n t hi s st u d y ( 4 5 ° C) 

a n d pr e vi o us d at a fr o m ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al. 2 0 2 2).  

 

T e m p er at ur e Ti m e % of vir al r e a ds S D 

2 8 ° C 1 8 h p.i. 2. 1 8 7 0. 0 2 6 

4 8 h p.i.  7. 0 8 7  0. 7 3 6 

9 0 h p.i. 1 6. 3 3 0 2. 8 6 5 
    

4 5 ° C 1 8 h p.i. 1 5. 1 3 6 0. 2 8 7 

4 8 h p.i.  1 9. 3 7 3  0. 8 8 4 

9 0 h p.i. 1 0. 1 9 8 0. 3 6 9 
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S u p pl e m e nt a r y T a bl e 4: Diff e r e nti all y e x p r e ss e d g e n e s of H. v ol c a nii u p o n i nf e cti o n wit h H F P V- 1 at 4 5 

° C. S u p pl e m e nt ar y T a bl e 4 s u m m ari z e s t h e t o p-r a n k e d diff er e nti all y e x pr e ss e d g e n e s of H. v ol c a nii  d uri n g 

t h e diff er e nt gr o wt h st a g e s a n al y z e d i n t his st u d y. L F C v al u e s ar e e q ui v al e m n t o L o g2  f ol d c h a n g e v al u es.  

 
G e n _I D L F C 

1 8 h 
p.i. 

L F C 
4 8 h 
p.i. 

L F C 
9 0 h 
p.i. 

Pr o d u ct C O G _ c at e g or y 

H V O _ 0 1 0 5 1. 3 2. 6 0. 0 F A D- d e p e n d e nt o xi d or e d u ct a s e F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 0 1 3 3 2. 4  2. 9  0. 0  t h er m os o m e s u b u nit 1 P ost-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n 

H V O _ 0 3 6 3 0. 0 - 1. 8 0. 0 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 0 4 0 1 1. 9  4. 7  1. 4  U s p A d o m ai n pr ot ei n Si g n al Tr a ns d u cti o n 

H V O _ 0 4 5 5 2. 7 2. 9 0. 0 t h er m os o m e s u b u nit 2 P ost-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n 

H V O _ 0 4 7 1 - 2. 3  0. 0  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n R e pli c ati o n a n d r e p air 

H V O _ 0 4 8 1 0. 0 4. 3 1. 5 gl y c er al d e h y d e- 3- p h os p h at e 
d e h y dr o g e n a s e ( N A D) 

C ar b o h y dr at e m et a b olis m a n d tr a ns p ort 

H V O _ 0 5 5 5 - 1. 9  0. 0  0. 0  tr a ns d u c er pr ot ei n Htr 1 5 Si g n al Tr a ns d u cti o n 

H V O _ 0 6 1 8 - 1. 2 - 1. 0 0. 0 pr o b a bl e s e cr et e d gl y c o pr ot ei n C ell w all/ m e m br a n e/ e n v el o p bi o g e n esis 

H V O _ 0 7 7 8  1. 8  2. 2  0. 0  t h er m os o m e s u b u nit 3 P ost -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n 

H V O _ 1 0 5 2 2. 1 1. 6 0. 0 tr a ns cri pti o n i niti ati o n f a ct or T F B Tr a ns cri pti o n 

H V O _ 1 1 5 0 1. 4  2. 7  1. 5  I S 2 0 0-t y p e tr a ns p os a s e HfI R S 1 1  R e pli c ati o n a n d r e p air 

H V O _ 1 1 5 1 0. 0 2. 8 1. 3 I S 1 3 4 1-t y p e tr a ns p os as e HfI R S 1 1 F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 1 1 6 2 1. 1  3. 2  0. 0  S e c-i n d e p e n d e nt tr a nsl o c a s e pr ot ei n  I ntr a c ell ul ar tr affi c ki n g a n d s e cr eti o n 

H V O _ 1 2 0 2  -1. 7  0. 0  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n  F u n cti o n U n k n o w n  

H V O _ 1 2 0 3 - 2. 1  0. 0  0. 0  arl cl ust er pr ot ei n Arl D C ell m otilit y 

H V O _ 1 2 0 5 - 2. 6 0. 0 0. 0 t a xis cl ust er pr ot ei n C h e D C ell m otilit y 

H V O _ 1 2 0 6 - 2. 7  0. 0  0. 0  t a xis cl ust er pr ot ei n C h e C C ell m otilit y 

H V O _ 1 2 0 7 - 2. 7 0. 0 0. 0 r es p o ns e r e g ul at or C h e Y Si g n al Tr a ns d u cti o n 

H V O _ 1 2 1 0  -3. 8  0. 0  0. 0  ar c h a elli n A 1  C ell m otilit y  

H V O _ 1 2 1 1 - 3. 6 0. 0 0. 0 ar c h a elli n A 2 C ell m otilit y 

H V O _ 1 2 1 3 - 2. 3  0. 0  0. 0  arl cl ust er pr ot ei n Arl C E C ell m otilit y 

H V O _ 1 2 1 4 - 1. 7 0. 0 0. 0 arl cl ust er pr ot ei n Arl F C ell m otilit y 

H V O _ 1 2 1 5 - 1. 5  0. 0  0. 0  arl cl ust er pr ot ei n Arl G C ell m otilit y 

H V O _ 1 2 2 2  -1. 3  -1. 0  0. 0  pr ot ei n -gl ut a m at e  O -m et h yltr a nsf er as e 
C h e R 

C ell m otilit y  

H V O _ 1 2 2 3 - 1. 7  0. 0  0. 0  t a xis s e ns or histi di n e ki n as e C h e A  Si g n al Tr a ns d u cti o n 

H V O _ 1 2 2 4 - 2. 0 0. 0 0. 0 pr ot ei n- gl ut a m at e m et h yl est er as e / C ell m otilit y 

H V O _ 1 2 2 5 - 2. 6  0. 0  0. 0  p uri n e- bi n di n g t a xis pr ot ei n C h e W  C ell m otilit y 

H V O _ 1 2 5 2 2. 7 2. 2 0. 0 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 1 3 5 9 1. 3  3. 2  0. 0  s m all C P x C G-r el at e d zi n c fi n g er pr ot ei n  F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 1 4 8 8 0. 0 3. 7 0. 0 D- gl u c o n at e d e h y dr at as e C ell w all/ m e m br a n e/ e n v el o p bi o g e n esis 

H V O _ 1 6 5 2 0. 0  3. 8  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 1 6 7 6 2. 3 2. 6 1. 0 tr a ns cri pti o n i niti ati o n f a ct or T F B Tr a ns cri pti o n 

H V O _ 1 7 6 6 1. 7  2. 4  0. 0  Ars R f a mil y tr a ns cri pti o n r e g ul at or  Tr a ns cri pti o n 

H V O _ 1 7 8 0 3. 0 2. 3 1. 0 H T H d o m ai n pr ot ei n Tr a nsl ati o n 

H V O _ 1 9 0 2 - 3. 1  0. 0  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 1 9 9 2 2. 0 2. 5 0. 0 c ol d s h o c k pr ot ei n Tr a ns cri pti o n 

H V O _ 1 9 9 9 - 2. 7  0. 0  0. 0  tr a ns d u c er pr ot ei n Htr 7 C ell m otilit y 

H V O _ 2 0 0 0 - 3. 1 0. 0 0. 0 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 2 0 0 6 2. 8  1. 3  0. 0  pr o b a bl e s e cr et e d gl y c o pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 2 0 3 1 - 1. 5 0. 0 0. 0 A B C-t y p e tr a ns p ort s yst e m p eri pl as mi c F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 2 0 3 2 - 1. 7  0. 0  0. 0  A B C-t y p e tr a ns p ort, A T P- bi n di n g pr ot ei n  A mi n o A ci d m et a b olis m a n d tr a ns p ort 
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H V O _ 2 0 3 3 - 1. 5 0. 0 0. 0 A B C-t y p e tr a ns p ort, p er m e a s e pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 2 0 3 4 - 1. 6  0. 0  0. 0  A B C-t y p e tr a ns p ort, p er m e a s e pr ot ei n  F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 2 0 3 7 1. 0 2. 6 3. 6 D U F 2 0 7 8 f a mil y pr ot ei n E n er g y pr o d u cti o n a n d c o n v er si o n 

H V O _ 2 0 6 5 3. 8  1. 7  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 2 2 2 0 - 2. 2 - 1. 0 0. 0 tr a ns d u c er pr ot ei n Htr 3 8 C ar b o h y dr at e m et a b olis m a n d tr a ns p ort 

H V O _ 2 3 3 7 0. 0  3. 7  0. 0  U s p A d o m ai n pr ot ei n Si g n al Tr a ns d u cti o n 

H V O _ 2 3 7 5 2. 0 2. 3 0. 0 A B C-t y p e tr a ns p ort s yst e m p eri pl as mi c I n or g a ni c i o n tr a ns p ort a n d m et a b olis m 

H V O _ 2 5 6 5 0. 0  2. 8  1. 1  D U F 1 7 1 f a mil y pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 2 6 0 6 1. 3 2. 3 3. 5 P Q Q r e p e at pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 2 6 7 6 0. 0  3. 1  1. 2  H es B/Is c A f a mil y ir o n- s ulf ur cl ust er 
ass e m bl y 

P ost-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n 

H V O _ 2 7 0 0 3. 1 3. 6 1. 5 A A A-t y p e A T P a s e ( C D C 4 8 s u bf a mil y) P ost-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n 

H V O _ 2 7 0 1 4. 1  4. 2  1. 7  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ 2 7 5 3 0. 0 3. 4 1. 1 s m all C P x C G-r el at e d zi n c fi n g er pr ot ei n Tr a nsl ati o n 

H V O _ 2 7 5 6 0. 0  2. 4  1. 4  5 0 S ri b os o m al pr ot ei n L 1 0 Tr a nsl ati o n 

H V O _ 2 7 5 7 0. 0 2. 5 1. 9 5 0 S ri b os o m al pr ot ei n L 1 Tr a nsl ati o n 

H V O _ 2 7 8 6 1. 6  3. 1  1. 1  t hi or e d o xi n P ost-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n 

H V O _ A 0 0 2 2 0. 0 - 1. 5 0. 0 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 0 2 9 0. 0  - 1. 6  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 0 3 0 0. 0 - 1. 5 0. 0 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 0 5 2 0. 0  - 1. 7  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 0 5 5 0. 0 - 1. 5 0. 0 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 0 6 7 0. 0  - 1. 6  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 0 6 8 0. 0 - 1. 5 0. 0 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 1 0 5 0. 0  - 1. 6  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 1 2 9 3. 3 2. 3 0. 0 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 1 7 2 0. 0  4. 8  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 1 9 5 0. 0 - 1. 5 0. 0 D U F 1 6 1 6 f a mil y pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 2 1 8 0. 0  - 1. 6  0. 0  G F O f a mil y o xi d or e d u ct a s e F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 2 1 9 0. 0 - 1. 6 0. 0 pr o b a bl e n u cl e oti d e s u g ar d e h y dr o g e n a s e C ell w all/ m e m br a n e/ e n v el o p bi o g e n esis 

H V O _ A 0 3 5 0 1. 6  2. 6  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 3 5 1 1. 4 2. 5 0. 0 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 3 9 4 3. 4  1. 5  0. 0  H T H d o m ai n pr ot ei n Tr a ns cri pti o n 

H V O _ A 0 3 9 9 0. 0 - 1. 6 0. 0 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ A 0 4 0 9 0. 0  - 1. 5  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n R e pli c ati o n a n d r e p air 

H V O _ A 0 4 6 6 3. 4 2. 8 0. 0 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n C ell w all/ m e m br a n e/ e n v el o p bi o g e n esis 

H V O _ B 0 0 6 8 0. 0  - 1. 5  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ B 0 0 7 0 - 1. 8 0. 0 0. 0 p yri d o x al  p h os p h at e- d e p e n d e nt 
a mi n otr a nsf er as e 

A mi n o A ci d m et a b olis m a n d tr a ns p ort 

H V O _ B 0 1 9 3 2. 3  2. 1  0. 0   Ars R f a mil y tr a ns cri pti o n r e g ul at or   Tr a ns cri pti o n 

H V O _ B 0 2 4 8 0. 0 2. 2 2. 3  pr o b a bl e o xi d or e d u ct a s e (s h ort- c h ai n Li pi d m et a b olis m 

H V O _ B 0 2 7 6 3. 2  1. 3  0. 0   D M T s u p erf a mil y tr a ns p ort pr ot ei n   C ar b o h y dr at e m et a b olis m a n d tr a ns p ort 

H V O _ B 0 2 8 4 1. 3 1. 2 2. 5  tr a nsl ati o n i niti ati o n f a ct or aI F- 1 ( S UI 1 Tr a nsl ati o n 

H V O _ B 0 2 8 5 1. 3  2. 7  1. 4   tr a ns cri pti o n i niti ati o n f a ct or T F B   Tr a ns cri pti o n 

H V O _ B 0 3 0 5 - 1. 7 - 1. 1 0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n  F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ B 0 3 6 2 - 1. 6  - 1. 6  0. 0   u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n  E n er g y pr o d u cti o n a n d c o n v er si o n 

H V O _ B 0 3 6 3 - 1. 9 - 1. 6 0. 0  di m et h yl s ulf o xi d e r e d u ct a s e s u b u nit A  E n er g y pr o d u cti o n a n d c o n v er si o n 

H V O _ B 0 3 6 4 - 1. 9  - 1. 3  0. 0   di m et h yls ulf o xi d e r e d u ct as e s u b u nit B   E n er g y pr o d u cti o n a n d c o n v er si o n 

H V O _ B 0 3 6 5 - 2. 1 - 1. 4 0. 0  di m et h yl s ulf o xi d e r e d u ct a s e s u b u nit C  E n er g y pr o d u cti o n a n d c o n v er si o n 

H V O _ B 0 3 6 6 - 2. 2  - 1. 6  0. 0   T at pr o ofr e a di n g c h a p er o n e D ms D   F u n cti o n U n k n o w n 
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H V O _ B 0 3 6 7 - 1. 2 - 1. 2 0. 0  m ol y b d o pt eri n- bi n di n g d o m ai n pr ot ei n  F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ B 0 3 6 8 - 1. 2  - 1. 2  0. 0   m ol y b d e n u m c of a ct or g u a n yl yltr a nsf er as e  C o e n z y m e m et a b olis m 

H V O _ B 0 3 6 9 - 1. 5 - 1. 2 0. 0  A B C-t y p e tr a ns p ort s yst e m p eri pl as mi c I n or g a ni c i o n tr a ns p ort a n d m et a b olis m 

H V O _ B 0 3 7 1 0. 0  2. 5  1. 6   al d e h y d e d e h y dr o g e n a s e  E n er g y pr o d u cti o n a n d c o n v er si o n 

H V O _ D 0 0 0 1 2. 8 2. 5 1. 4 N A F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ D 0 0 0 2 2. 7  2. 5  0. 0  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ D 0 0 0 3 3. 1 2. 4 0. 0 h o m ol o g t o pl as mi d r e pli c ati o n pr ot ei n 
R e p H 

C ell m otilit y 

H V O _ D 0 0 0 4 2. 6  2. 4  1. 5  u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ D 0 0 0 4 A 3. 5 2. 4 1. 7 s m all C P x C G-r el at e d zi n c fi n g er pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

H V O _ D 0 0 0 5 3. 2  2. 5  1. 4  H T H d o m ai n pr ot ei n Tr a ns cri pti o n 

H V O _ D 0 0 0 6 3. 1 2. 4 1. 4 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n F u n cti o n U n k n o w n 

 

 

S u p pl e m e nt a r y R ef e r e n c e s 

 

A b u- Q ar n, M e ht a p, a n d J err y Ei c hl er. 2 0 0 6. “ Pr ot ei n N- Gl y c os yl ati o n i n Ar c h a e a: D efi ni n g H al of er a x 

V ol c a nii G e n es I n v ol v e d i n S- L a y er Gl y c o pr ot ei n Gl y c os yl ati o n. ” M ol e c ul ar Mi c r o bi ol o g y  6 1 ( 2): 5 1 1 –

2 5. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/j. 1 3 6 5- 2 9 5 8. 2 0 0 6. 0 5 2 5 2. x. 

Al ar c ó n- S c h u m a c h er, T o m a s, A dit N a or, Uri G o p h n a, a n d S us a n n e Er d m a n n. 2 0 2 2. “Is ol ati o n of a Vir us 

C a usi n g a C hr o ni c I nf e cti o n i n t h e Ar c h a e al M o d el Or g a nis m H al of er a x V ol c a nii R e v e al s A nti vir al 

A cti viti e s of a Pr o vir us. ” Pr o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c es  1 1 9 ( 3 5): 1 – 1 2. 

htt ps:// d oi. or g/ htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 2 2 0 5 0 3 7 1 1 9. 

All ers, T h orst e n, Hi e n- pi n g N g o, M os h e M e v ar e c h, a n d R o b ert G Ll o y d. 2 0 0 4. “ D e v el o p m e nt of A d diti o n al 

S el e ct a bl e M ar k ers f or t h e H al o p hili c Ar c h a e o n. ” A p pli e d a n d E n vi r o n m e nt al Mi cr o bi ol o g y  7 0 ( 2). 

htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/ A E M. 7 0. 2. 9 4 3. 

D u g gi n, I ai n G., C hrist o p h er H. S. A yl ett, J a m es C. W al s h, K at h ari n e A. Mi c hi e, Qi n g W a n g, L y n n e T ur n b ull, 

E m m a M. D a ws o n, et al. 2 0 1 5. “ C et Z T u b uli n-li k e Pr ot ei ns C o ntr ol Ar c h a e al C ell S h a p e. ” N at ur e  5 1 9 

( 7 5 4 3): 3 6 2 – 6 5. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 1 3 9 8 3. 
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6. C h a pt e r 3.  

R e visiti n g e v ol uti o n a r y t r aj e ct o ri e s a n d t h e o r g a ni z ati o n of t h e 

Pl e oli p o viri d a e  f a mil y 

T o m a s Al ar c ó n- S c h u m a c h er 1 * , D o mi ni k L ü c ki n g1  a n d S us a n n e Er d m a n n1 *  

1 M a x- Pl a n c k-I nstit ut e f or M ari n e Mi cr o bi ol o g y, C elsi u sstr a ss e 1, 2 8 3 5 9 Br e m e n, G er m a n y 

* T o w h o m c orr e s p o n d e n c e s h o ul d b e a d dr ess e d: S us a n n e Er d m a n n, M a x- Pl a n c k-I nstit ut e f or M ari n e 

Mi cr o bi ol o g y, C elsi usstr a ss e 1, 2 8 3 5 9 Br e m e n, G er m a n y, E m ail:  s er d m a n n @ m pi- br e m e n. d e P h o n e: + 4 9 

4 2 1 2 0 2 8 7 3 4 0 

T o m a s Al ar c ó n- S c h u m a c h er, M a x- Pl a n c k-I n stit ut e f or M ari n e Mi cr o bi ol o g y, C el si usstr a ss e 1, 2 8 3 5 9 

Br e m e n, G er m a n y, E m ail: t. al ar c o n. s c h @ g m ail. c o m  

A ut h o r s C o nt ri b uti o ns 

T. A- S. a n d S. E. c o n c ei v e d a n d l e d t h e st u d y a n d p erf or m e d t h e writi n g of t h e m a n us cri pt. D. L. g e n er at e d t h e 

m et a g e n o mi c s d at a fr o m A ustr ali a n s alt l a k e s. All a ut h ors p arti ci p at e d i n t h e a n al ysis a n d i nt er pr et ati o n of t h e 

d at a a n d c o ntri b ut e d t o t h e writi n g of t h e m a n us cri pt. 

C o m p eti n g I nt e r e st St at e m e nt:  

T h e a ut h ors d e cl ar e n o c o m p eti n g i nt er e sts. 

Cl assifi c ati o n:  

Bi ol o gi c al S ci e n c e s, Mi cr o bi ol o g y 

K e y w o r ds: Ar c h a e a, vir us, Pl e oli p o viri d a e, p h yl o g e n y 

  P L O S g e n eti c s , U n d er r e vi e w 
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A bst r a ct 

Vir us e s i nf e cti n g ar c h a e a ar e r e m ar k a bl y di v ers e, w hil e dis pl a yi n g u ni q u e m or p h ot y p e s a n d g e n o mi c f e at ur e s 

t h at h a v e n ot b e e n o bs er v e d f or e u k ar y oti c or b a ct eri al vir us e s. P arti c ul arl y, ar c h a e al pl e o m or p hi c vir us e s 

b el o n gi n g t o t h e Pl e oli p o viri d a e f a mil y r e pr es e nt a n e ni g m ati c gr o u p. T h e y i nf e ct h al o p hili c ar c h a e a fr o m t h e 

H al o b a ct eri ot a p h yl u m p erf or mi n g pr o d u cti v e c hr o ni c i nf e cti o ns, wit h o ut l ysi s of t h eir h ost, a n d i nt er e sti n gl y, 

t h e y ar e t h o u g ht t o h a v e e v ol v e d t hr o u g h r e c o m bi n ati o n wit h diff er e nt ar c h a e al pl a s mi ds. H o w e v er, m o st of 

o ur u n d erst a n di n g of t h e di v ersit y a n d e v ol uti o n ar y tr aj e ct ori e s of t his cl a d e c o m es fr o m a h a n df ul of 

r e pr e s e nt ati v e s. H er e w e pr es e nt 1 6 4 n e w g e n o m e s of pl e oli p o vir us e s o bt ai n e d fr o m m et a g e n o mi c d at a of 

A ustr ali a n h y p ers ali n e l a k e s, a n d p u bli cl y a v ail a bl e m et a g e n o mi c d at a, t o p erf or m a c o m pr e h e nsi v e a n al ysi s 

o n t h eir di v ersit y a n d e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi ps. W e pr o p os e t o cl a ssif y t h e vir us e s i nt o fi v e g e n er a wit hi n 

t h e Pl e oli p o vi ri d a e  f a mil y, wit h o n e n e w g e n er a r e pr es e nt e d o nl y b y vir us g e n o m e s r etri e v e d d uri n g t hi s 

st u d y. I nt er e sti n gl y, w e o bs er v e d t h at t h e g e n o m e si z e of pl e oli p o vir us e s a p p e ars t o b e d e p e n d e nt o n t h eir 

a bilit y t o i nt e gr at e i nt o t h e h ost. W e c o nfir m t h at t h e y li k el y r es h a p e d t h eir g e n o m e s t hr o u g h r e c o m bi ni n g 

wit h m ulti pl e diff er e nt gr o u ps of pl a s mi ds; i n p arti c ul ar, w e s h o w t h at t h e pr o p os e d g e n us 

E psil o n pl e oli p o vir us h as e v ol uti o n ar y ti e s t o p R N 1-li k e pl a s mi ds, s u g g e sti n g t h at t his gr o u p c o ul d b e 

i nf e cti n g ot h er ar c h a e al p h yl a. A n al ys e s of t h e h ost r a n g e s h o w e d t h at all b ut o n e vir us e x hi bit a n e xtr e m el y 

n arr o w h ost r a n g e, a n d t h e a n al ysi s of viri o n s pi k e pr ot ei ns r e v e als t h at t h e e v ol uti o n of t h e s pi k e pr ot ei n i s 

dri v e n b y t h e i nt er a cti o n wit h t h e c ell ul ar s urf a c e of t h e h osts. O ur st u d y d e m o nstr at e s t h at pl e oli p o vir us e s 

ar e f ar m or e di v ers e t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht, a n d hi g hli g ht t h e i m p ort a n c e of u n d erst a n di n g t h e s e c hr o ni c-

i nf e cti n g vir us e s a n d t h eir i m p a ct o n h ost m et a b olis m a n d e c ol o g y i n diff er e nt e n vir o n m e nts. 
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I nt r o d u cti o n 

Ar c h a e al vir us e s r e pr e s e nt o n e of t h e m o st f as ci n ati n g p art of t h e vir os p h er e. D e s pit e t h e l o w n u m b er of 

r e pr e s e nt ati v e s, w h e n c o m p ar e d t o b a ct eri al a n d e u k ar y oti c vir us e s, t h e y r e pr es e nt a n u n p ar all el e d g e n o mi c 

str u ct ur e, g e n e c o nt e nt a n d m or p h ol o gi c al di v ersit y [ 1]. W hil e s o m e i c os a h e dr al vir us e s h a v e b e e n s h o w n t o 

b e e v ol uti o n ar y r el at e d t o b a ct eri al a n d e u k ar y oti c vir us e s [ 2, 3], t h e v a st m aj orit y of ar c h a e al vir us gr o u ps ar e 

u ni q u e t o ar c h a e a a n d n o r el ati v e s h a v e b e e n i d e ntifi e d i n t h e ot h er d o m ai ns of lif e [ 4]. M or e o v er, ar c h a e a-

s p e cifi c gr o u ps of vir us es dis pl a y di sti n ct e v ol uti o n ar y ori gi ns, hi g hli g hti n g t h at vir us e s li k el y e v ol v e d o n 

n u m er o u s m ulti pl e i n d e p e n d e nt o c c a si o ns [ 5 – 7]. Vir us g e n o m es t y pi c all y e x hi bit str u ct ur al a n d r e pli c ati o n 

m o d ul es, w hi c h fr e q u e ntl y r e c o m bi n e wit h e a c h ot h er a n d wit h a v ari et y of m o bil e g e n eti c el e m e nts ( M G E s) 

s u c h a s tr a ns p os o ns a n d pl a s mi ds [ 8, 9].  

O n e of t h e m ost i ntri g ui n g gr o u ps of vir us e s d e m o nstr ati n g e v ol uti o n ar y mi xi n g wit h diff er e nt vir us e s a n d 

M G E s is t h e Pl e oli p o viri d a e  f a mil y [ 3]. Vir us e s b el o n gi n g t o t h e Pl e oli p o viri d a e f a mil y, k n o w n a s 

pl e oli p o vir us e s, ar e u ni q u e i n m a n y a s p e cts, wit h m e m b ers of t his f a mil y s h o w n t o h a v e diff er e nt g e n o m e 

t y p e s, g oi n g fr o m si n gl e or d o u bl e str a n d e d D N A g e n o m e s, t o e v e n h y bri d d o u bl e str a n d e d g e n o m es wit h 

si n gl e-str a n d e d i nt err u pti o ns [ 1 0, 1 1]. U nli k e m ost pr o k ar y oti c vir us e s, w hi c h h a v e a pr ot ei n s h ell ( c a psi d), 

t h e pl e oli p o vir us viri o ns h a v e a h ost- d eri v e d li pi d m e m br a n e e n cl osi n g t h eir g e n o m e. Bi o c h e mi c al a n al ys e s 

h a v e s h o w n t h e pr e s e n c e of at l e a st t w o m aj or str u ct ur al pr ot ei ns i n viri o ns: a s pi k e pr ot ei n a n c h or e d t o t h e 

m e m br a n e a n d a m e m br a n e as s o ci at e d pr ot ei n f a ci n g t h e p arti cl e i nt eri or, c o m m o nl y k n o w n a s V P 4 a n d V P 3-

li k e pr ot ei ns, d u e t o t h eir p ositi o n i n t h e g e n o m e s of t h e fir st i s ol at e d r e pr es e nt ati v e H al or u br u m pl e o m or p hi c 

vir us 1 ( H R P V- 1) [ 1 0, 1 2, 1 3]. Viri o ns ar e pl e o m or p hi c p arti cl e s t h at r a n g e fr o m 5 0 t o 1 0 0 n m, w hi c h b u d off 

fr o m h ost c ells wit h o ut c a usi n g c ell l ysis. D uri n g t his, s o c all e d p ersi st e nt or pr o d u cti v e c hr o ni c i nf e cti o ns, 

viri o ns ar e r el e a s e d i n l ar g e a m o u nt s a n d h a v e t h e p ot e nti al t o str o n gl y i m p a ct h ost m et a b olis m [ 1 0, 1 4]. T h e 

m aj orit y of c urr e ntl y is ol at e d pl e oli p o vir us e s w er e s h o w n t o b e h ost s p e cifi c, wit h t h e s ol e e x c e pti o n of 

r e c e ntl y c h ar a ct eri z e d H al of er a x pl e o m or p hi c vir us 1 ( H F P V- 1), w hi c h dis pl a ys a n u n us u al br o a d h ost r a n g e, 

b ei n g a bl e t o i nf e ct m e m b ers of b ot h t h e H al of e r a c a c e a e a n d H al o ar c ul a c e a e f a mili e s [ 1 4].  

C urr e ntl y, pl e oli p o vir us e s ar e cl assifi e d i nt o t hr e e g e n er a: t h e Al p h a , B et a  a n d G a m m a pl e oli p o vir us . W hil e 

t h e t hr e e g e n er a s h ar e a st a bl e c or e of g e n e s c o nsisti n g of t w o str u ct ur al pr ot ei ns, (i. e. V P 3 a n d V P 4 s pi k e 

pr ot ei n), pl us t w o h y p ot h eti c al pr ot ei ns fl a n k e d b y t h e s pi k e pr ot ei n a n d a c o ns er v e d A T P a s e ( O R Fs 6 a n d 7 

i n H R P V- 1), t h e y e x hi bit a r e m ar k a bl y m o d ul ar m o s ai ci s m i n t h eir g e n o m e s. T his is p arti c ul arl y e vi d e nt wit h 

t h eir r e pli c ati o n m e c h a nis ms. Vir us e s fr o m t h e Al p h a pl e oli p o vir us  g e n us e n c o d e t w o n o n- ort h ol o g o us 

f a mili e s of r olli n g cir cl e r e pli c ati o n i niti ati o n e n d o n u cl e a s e ( R C R E), w hi c h w er e li k el y a c q uir e d b y a n 

a n c estr al pl e oli p o vir us-li k e e ntit y i n i n d e p e n d e nt e v e nts fr o m t w o diff er e nt gr o u ps of pl a s mi ds ( p G R B 1-li k e 

p T P 2-li k e pl a s mi ds) [ 1 5]. M e a n w hil e, t h e b et a pl e oli p o vir us e s e n c o d e f or a p ut ati v e r e pli c ati o n pr ot ei n ( R e p 
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pr ot ei n), t h at s h o w s n o h o m ol o g y t o a n y ot h er k n o w n r e pli c ati o n pr ot ei n, a n d it s e v ol uti o n ar y ori gi n r e m ai n s 

a m yst er y [ 4]. O n t h e ot h er h a n d, His 2 vir us, t h e o nl y is ol at e d m e m b er of t h e G a m m a pl e oli p o vir us g e n us, 

e n c o d es f or a pr ot ei n- pri m e d D N A p ol y m er as e r el at e d t o t h e s pi n dl e-s h a p e d vir us His- 1, wit h b ot h vir us e s 

i nf e cti n g t h e s a m e h ost, H al o ar c ul a hi s p a ni c a  [ 1 6].  

R e c e nt m et a g e n o mi c st u di e s, a s w ell a s t h e is ol ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n of di v er g e nt m e m b ers of t h e 

Pl e oli p o viri d a e  f a mil y h a v e hi nt e d t h at t h e di v ersit y of t his cl a d e mi g ht b e l ar g er t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht 

[ 1 4, 1 7, 1 8]. P arti c ul arl y, H F P V- 1 e x hi bits l o w l e v el s of s e q u e n c e si mil arit y wit h ot h er is ol at e d pl e oli p o vir us e s 

a n d e n c o d es n o h o m ol o g f or a n y of t h e r e pli c ati o n pr ot ei ns, r aisi n g f urt h er q u e sti o ns o n t h e di v ersit y a n d 

or g a ni z ati o n of t his cl a d e. T h us, w e ai m e d t o e x p a n d o ur k n o wl e d g e o n t h e di v er sit y of pl e oli p o vir us e s a n d 

st u d y i n d e pt h t h e p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi p s b et w e e n pl e oli p o vir us e s a n d ot h er vir us e s a n d M G Es.  

 

E x p e ri m e nt al p r o c e d u r e s a n d d at a a n al ys e s 

S a m pli n g sit e s  

S e di m e nt s alt cr ust w er e c oll e ct e d fr o m a t ot al of 1 1 h y p ers ali n e l a k e s i n D e c e m b er 2 0 1 8 a n d J a n u ar y 2 0 1 9 

( Fi g ur e 1) u n d er t h e p er mi ssi o n fr o m t h e D e p art m e nt f or E n vir o n m e nt a n d W at er, S o ut h A ustr ali a ( P er mi ssi o n 

n u m b er: U 2 6 8 1 7- 1) a n d t h e D e p art m e nt of E n vir o n m e nt, L a n d, W at er Pl a n ni n g, Vi ct ori a ( P er mi ssi o n 

n u m b er: 1 0 0 8 9 4 5). D N A w as e xtr a ct e d fr o m a p pr o xi m at el y 1 g of s e di m e nt wit h F a st D N A ™ S PI N Kit f or 

S oils. D N A s e q u e n ci n g li br ari e s ( F S D N A Li br ar y ( N E B N e xt ® Ultr a ™)) a n d s e q u e n ci n g (Ill u mi n a 

Hi S e q 2 5 0 0 - R a pi d M o d e) w as p erf or m e d at t h e M a x Pl a n c k- G e n o m e- C e ntr e C ol o g n e ( G er m a n y), wit h r u n 

c o n diti o n 2 x 2 5 0 b p ( p air e d e n d r e a ds). R e a ds w er e tri m m e d wit h C ut a d a pt [ 1 9], all o wi n g a mi ni m u m q u alit y 

of 3 0 a n d di s c ar di n g s h ort a n d u n p air e d r e a ds (- q 3 0, - m 3 0). Q u alit y-tri m m e d r e a ds w er e a s s e m bl e d wit h 

m et a S P A d e s v 3. 1 3. 1 [ 2 0] a n d pr ot ei n pr e di cti o n w as p erf or m e d usi n g Pr o di g al [ 2 1] i n m et a g e n o mi c m o d e (-

p m et a). C o nti g c o v er a g e w a s c al c ul at e d usi n g B B m a p v 3 8. 0 6 [ 2 2] wit h a mi ni m u m i d e ntit y of 9 0 % 

( mi ni d = 0. 9). A ss e m bl e d c o nti gs w er e t h e n bi n n e d wit h M et a B A T 2 [ 2 3] all o wi n g a mi ni m u m c o nti g l e n gt h 

of 1 5 0 0 n u cl e oti d e s (- m 1 5 0 0), a m a xi m u m n u m b er of e d g e s of 1 0 0 0 t o i n cr e a s e s e nsiti vit y (-- m a x E d g e s 

1 0 0 0) a n d a mi ni m u m s c or e of 9 5 t o i n cr e a s e s p e cifi cit y (-- mi n S 9 5), wit h t h e -- n o A d d fl a g t o di mi ni s h 

c o nt a mi n ati o n is s u e s. F or e x a ct r e pr o d u ci bilit y a s e e d w a s als o i n di c at e d (--s e e d 1). Q u alit y a ss ess m e nt of 

g e n er at e d bi ns w a s p erf or m e d wit h C h e c k M [ 2 4]. Hi g h a n d M e di u m- q u alit y M A Gs w er e d et er mi n e d 

a c c or di n g t o t h e st a n d ar ds d e v el o p e d b y t h e G e n o mi c St a n d ar ds C o ns orti u m [ 2 5] a n d s el e ct e d f or f urt h er 

a n al ys e s. T a x o n o mi c cl assifi c ati o n of s el e ct e d M A Gs w a s p erf or m e d wit h t h e G T D B- T k t o ol kit v 1. 4. 0 [ 2 6]. 
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Fi g u r e 1: S a m pli n g sit e s . H y p ers ali n e l a k es fr o m s o ut h e a st A ustr ali a ( S o ut h A ustr ali a a n d Vi ct ori a st at e s) s a m pl e d f or t his st u d y. S a m pl e s w er e 

c oll e ct e d d uri n g t h e a ustr al s u m m er of 2 0 1 8/ 2 0 1 9. M a p d at a w a s o bt ai n e d fr o m p u bli c a v ail a bl e d at a b as es N at ur al E art h, © O p e n Str e et M a p a n d 

t h e G e n er al B at h y m etri c C h art of t h e O c e a ns ( G E B C O). 

G e n e r ati o n of Pl e oli p o vir us d at a b as e  

First, w e g e n er at e d a tr ust e d d at a b as e f or e a c h of t h e pr ot ei ns c o ns er v e d i n all t h e a v ail a bl e s e q u e n c e s of 1 6 

pr e vi o usl y is ol at e d pl e oli p o vir us e s ( O R F S 4, 6, 7 a n d 8 i n H R P V- 1) [ 1 4, 1 7]. T h e n, w e us e d t h e s e q u e n c es 

c orr e s p o n di n g t o e a c h g e n e t o q u er y t h e I M G/ V R d at a b a s e v ersi o n 5. 1 [ 2 7, 2 8] f or r el at e d vir us e s usi n g bl a st p 

i m pl e m e nt e d i n Di a m o n d [ 2 9]. Hit s wit h a n e- v al u e < 1 0- 5 a n d a s c or e > 5 0 w er e c o nsi d er e d si g nifi c a nt a n d 

a d d e d t o t h e d at a b a s e of e a c h c or e g e n e. T his pr o c e ss w as r e c ursi v el y it er at e d a d di n g t h e n e w si g nifi c a nt hit s 

fr o m e a c h it er ati o n t o t h e r e s p e cti v e d at a b a s e u ntil n o n e w hits w er e o bt ai n e d. T h e n, Hi d d e n M ar k o v m o d el 

( H M M) w er e g e n er at e d f or e a c h g e n e, f or w hi c h ali g n m e nts w er e p erf or m e d wit h M A F F T v 7. 4 0 7 [ 3 0] a n d 

t h e --l o c al p air a n d --r e or d er fl a gs. S u bs e q u e ntl y, H M M pr ofil e s w er e g e n er at e d wit h H M M E R v. 3. 2. 1 [ 3 1]. 

H M M m o d el s f or e a c h g e n e w er e t h e n us e d t o f urt h er i d e ntif y dist a nt h o m ol o gs f or e a c h g e n e usi n g t h e s a m e 

r e c ursi v e a p pr o a c h d e s cri b e d a b o v e. I n or d er t o r e d u c e f als e p ositi v e r es ult s a n d t o e n h a n c e s p e cifi cit y, H M M 

m o d els w er e tr ai n e d a g ai n st a d at a s et c o nt ai ni n g a c o m bi n ati o n of pr ot ei n s e q u e n c e s fr o m i d e ntifi e d 

pl e oli p o vir us e s (tr u e p ositi v e s), a n d a n arr a y of pr ot ei ns of k n o w n f u n cti o n i n t h e P F A M d at a b a s e v. 3 5. 0 [ 3 2] 

(tr u e n e g ati v e s). Hits wit h a mi ni m u m e- v al u e of 1 0 - 5 a n d a b o v e t h e s c or e t hr es h ol d (s c or e > = t o t h e l o w est 

b y a tr u e p ositi v e a n d 1 0 u nits hi g h er t h a n t h e hi g h e st s c or e o bs er v e d f or a tr u e n e g ati v e i n t h e tr ai ni n g d at a s et), 

w er e c o nsi d er e d a s tr u e p o siti v es hits f or e a c h m o d el. 
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I d e ntifi c ati o n of g e n o m e s i n m et a g e n o mi c d at a  

R e s ult a nt m o d els w er e t h e n us e d t o s cr e e n bi n n e d a n d n o n- bi n n e d c o nti gs, g e n er at e d i n t his st u d y, t o o bt ai n e d 

p ot e nti al vir us g e n o m es b el o n gi n g t o t h e Pl e oli p o viri d a e f a mil y. C o nti gs of at l e a st 4. 0 0 0 b p a n d wit h 

si g nifi c a nt hits a g ai nst at l e ast f o ur of t h e pr e vi o usl y g e n er at e d m o d el s of c o ns er v e d g e n es a m o n g 

pl e oli p o vir us e s w er e c o nsi d er e d f or f urt h er a n al ys e s. Q u alit y c o ntr ol t o i d e ntif y a n d e x cl u d e n o n- vir al r e gi o ns 

w a s p erf or m e d wit h C h e c k V [ 3 3], d at a b a s e v ersi o n 1. 4 ( A u g 2 7, 2 0 2 2). D u e t o t h e li mit e d r e pr e s e nt ati o n of 

pl e oli p o vir us e s i n C h e c k V d at a b a s e, a n d i n or d er t o pr o p erl y a s s e s t h e q u alit y of p ot e nti al pl e oli p o vir us e s-

li k e g e n o m e s, t h e H M M m o d els fr o m c o ns er v e d pr ot ei ns pr e vi o usl y g e n er at e d i n t his w or k w er e a d d e d t o t h e 

d at a b a s e a n d a c c o u nt e d as vir al pr ot ei ns. A d diti o n al i d e ntifi c ati o n of i nt e gr at e d pr o vir al s e q u e n c e s a n d t h e 

pr es e n c e of dir e ct a n d i n v ert e d t er mi n al r e p e ats ( D T Rs a n d I T Rs r e s p e cti v el y) w er e p erf or m e d wit h Virs ort er 2 

a n d g e N o m a d [ 3 4, 3 5]. G e n o m es w er e t h e n c o nsi d er e d c o m pl et e if t h e y pr e s e nt e d t er mi n al r e p e ats ( T Rs), w er e 

i d e ntifi e d a s c o m pl et e i nt e gr at e d pr o vir us e s or if t h e y dis pl a y e d C h e c k V c o m pl et e n ess v al u e = 1 0 0. Q u alit y-

tri m m e d s e q u e n c e s w er e cl ust er e d at 9 5 % n u cl e oti d e i d e ntit y wit h t h e s oft w ar e N U C m er ( N U Cl e oti d e 

M U M m er) v er si o n 3. 1 [ 3 6], w hi c h c orr es p o n ds t o t h e s p e ci es l e v el [ 3 7, 3 8].  

G e n o mi c a n d p h yl o g e n eti c a n al y si s of pl e oli p o vi r us es g e n o m e s 

F or g e n o mi c c h ar a ct eri z ati o n, vir al c o nti gs r etri e v e d fr o m m et a g e n o mi c d at a w er e c o m bi n e d wit h g e n o m e s 

of pr e vi o usl y is ol at e d pl e oli p o vir us e s a n d t h os e r etri e v e d fr o m t h e I M G/ V R, a n d r e d u n d a n c y w a s r e vis e d wit h 

N U C m er a s d e s cri b e d a b o v e. A v er a g e n u cl e oti d e di st a n c e ( A NI) w a s c al c ul at e d usi n g P y A NI v. 0. 2. 1 2 [ 3 9] 

a n d t h e VI RI DI C w e b s er v er [ 4 0]. F u n cti o n al a n n ot ati o n of pr e di ct e d vir al pr ot ei n s w as p erf or m e d 

I nt er Pr o S c a n v 5 [ 4 1], wit h D R A M [ 4 2], t h e p a c k a g e H H-s uit e 3 [ 4 3] a g ai nst t h e P D B 7 0 d at a b a s e (r el e as e 

p d b 7 0 2 0 0 1 0 8) a n d t h e B F D d at a b as e [ 4 4]. F u n cti o n al c at e g ori es w er e a s si g n e d usi n g e g g n o g- m a p p er [ 4 5, 4 6].  

G e n o m e b as e d p h yl o g e n y a n d cl a ssifi c ati o n w a s p erf or m e d wit h VI C T O R [ 4 7] usi n g t h e pr e di ct e d pr ot ei n 

s e q u e n c e s a n d t h e D 6 f or m ul a. G e n e-s h ar e d n et w or k a n al ys e s w er e p erf or m e d wit h v C o n T A C T [ 4 8, 4 9] usi n g 

t h e Vir al R ef S e q- ar c h a e a d at a b a s e v. 2 1 1, bl a st p a s t h e r el ati o ns m o d e (--r el- m o d e B L A S T P) wit h a mi ni m u m 

e- v al u e of 1 0 - 3, a si g nifi c a n c e t hr es h ol d i n t h e c o nti g a n d pr ot ei n cl ust er si mil arit y n et w or k of 0. 5 (--si g 0. 5, -

- m o d-si g 0. 5) a n d wit h t h e mi ni m u m n u m b er of c o nti gs a pr ot ei n cl ust er m ust a p p e ar of 2 (-- m o d-s h ar e d- mi n 

2). N et w or k r e s ults w er e di s pl a y e d usi n g R p a c k a g e s g g pl ot 2 a n d N et w or k [ 5 0, 5 1].  

Si n gl e g e n e p h yl o g e n y  

Pr ot ei n s e q u e n c es fr o m s el e ct e d c o ns er v e d g e n e s w er e ali g n e d usi n g M A F F T v 7. 4 0 7 [ 3 0] wit h l o c al p air 

str at e g y (--l o c al p air). N o n-tri m m e d ali g n m e nts w er e us e d t o i nf er p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi ps usi n g I Q- T R E E 

2 [ 5 2] wit h 1 0. 0 0 0 ultr af ast b o otstr a p [ 5 3] a n d 1 0. 0 0 0 r e pli c at e s of S H- a L R T br a n c h t e st a n d a ut o m ati c m o d el 

s el e cti o n [ 5 4]. R e s ult s w er e t h e n vis u ali z e d usi n g i T O L [ 5 5].  
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Pr ot ei n str u ct u r al pr e di cti o n 

Pr ot ei n str u ct ur es w er e pr e di ct e d usi n g Al p h alf ol d 2 [ 5 6] or r etri e v e d fr o m pr ot ei n str u ct ur e d at a b as e s w h e n 

a v ail a bl e [ 5 7, 5 8]. Pr ot ei n str u ct ur e s w er e vis u ali z e d wit h o p e n s o ur c e P y M O L( T M) M ol e c ul ar Gr a p hi c s 

S yst e m, V er si o n 2. 2. 0 [ 5 9]. R e s ulti n g str u ct ur al m o d els w er e m a n u all y i ns p e ct e d a n d l o w- c o nfi d e n c e 

( p L D D T < 5 0) N a n d C-t er mi n al r e gi o ns w er e r e m o v e d. S u bs e q u e ntl y, s el e ct e d m o d els w er e us e d f or 

str u ct ur al si mil arit y c o m p ari s o n wit h D A LI [ 6 0].  

Vir us- h ost i nf e r e n c e 

H ost pr e di cti o n w as p erf or m e d wit h t h e i nt e gr at e d p h a g e h ost pr e di ct or I p h o p [ 6 1], w hi c h c o m bi n es m ulti pl e 

a p pr o a c h es f or vir us- h ost pr e di cti o n, i. e. bl a st t o r ef er e n c e h ost g e n o m e s a n d C RI S P R s p a c ers d at a b as e; k-

m er c o m p ositi o n al g orit h m s i m pl e m e nt e d i n t o ols WIs H, P H P a n d V H M - s 2 * [ 6 2 – 6 4]; a n d pr ot ei n c o nt e nt-

b a s e d pr e di cti o n i m pl e m e nt e d i n R a F A H [ 6 5]. I n c a s e of m ulti pl e h osts wit h si g nifi c a nt s c or e s ( > = 9 0), h osts 

c o nt ai ni n g C RI S P R m at c h e s a g ai nst t h e vir us w er e c o nsi d er e d a s tr u e p ositi v e s. If n o C RI S P R s p a c er w a s 

i d e ntifi e d, t h e hi g h e st i nt e gr at e d I p h o p s c or e v al u e w a s c o nsi d er e d a s t h e m ost li k el y h ost.  

R e s ult s a n d Dis c ussi o n 

G e n e r ati o n a n d c ur ati o n of pl e oli p o vir us d at as et yi el ds 1 2 9 pl e oli p o vir us-li k e el e m e nts 

T o e x p a n d o ur u n d erst a n di n g of t h e e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi p s of t h e Pl e oli p o vi ri r d a e f a mil y, a n d i m pr o v e 

o ur a bilit y t o d et e ct p ot e nti al n o v el m e m b ers, w e ass e m bl e d a d at a s et c o nsisti n g of t h e 1 6 pr e vi o usl y is ol at e d 

pl e oli p o vir us e s a n d 2 1 9 u n c ulti v at e d vir al g e n o m e s ( U Vi Gs) r el at e d t o t his cl a d e fr o m t h e I M G/ V R d at a b as e 

( v 5. 1, 1 1t h A u g ust, 2 0 2 2) [ 2 8]. S el e ct e d g e n o m e s w er e t h e n s cr e e n e d t o i d e ntif y t h e c o ns er v e d cl u st er of f o ur 

g e n e s s h ar e d b y all pl e oli p o vir us e s ( O R Fs 4, 5, 6, a n d 7 of H al of er a x pl e o m or p hi c vir us 1 ( H F P V- 1) [ 1 4] 

usi n g h o m ol o g y a n n ot ati o n a n d H M M pr ofil e g e n er ati o n, pr ofil e v ali d ati o n, it er ati v e s e ar c h, a n d s y nt e n y 

v erifi c ati o n. First, f or e a c h g e n e fr o m t h e pr ot ei n cl ust er w e us e d t h e pr ot ei n s e q u e n c e s d eri v e d fr o m 

s e q u e n c e d is ol at e d pl e oli p o vir us e s t o d o a h o m ol o g y s e ar c h usi n g Di a m o n d [ 2 9]. Si g nifi c a nt hit s f or e a c h 

g e n e w er e t h e n ali g n e d a n d a n H M M pr ofil e w as g e n er at e d. I n t h e s e c o n d st e p, t h e g e n er at e d pr ofil e s w er e 

us e d t o s cr e e n t h e P F A M d at a b as e ( v. 3 5. 0) a n d s c or e t hr e s h ol d t o a v oi d f als e p ositi v e s w er e e st a bli s h e d (- T 

v al u es of 3 0, 3 6, 3 5 a n d 1 6 3 f or O R Fs, 4, 5, 6 a n d 7 of H F P V- 1 r e s p e cti v el y). T hir dl y, pr ofil e s w er e us e d t o 

s cr e e n t h e I M G/ V R d at as et i n a n it er ati v e w a y. Aft er e a c h r u n, si g nifi c a nt hits w er e a d d e d t o t h e ali g n m e nt 

a n d a n u p d at e d pr ofil e w a s g e n er at e d u ntil e x h a usti o n (t hr e e it er ati o ns), yi el di n g a t ot al of ~ 1 5 0 si g nifi c a nt 

hit s f or e a c h g e n e. Fi n all y, pr ofil e s w er e a g ai n q u eri e d a g ai nst t h e P F A M d at a b a s e a n d t h e af or e m e nti o n e d 

t hr e s h ol ds v ali d at e d. T h e g e n e arr a n g e m e nt of r es ulti n g c o nti gs w er e f urt h er a ss e s s e d f or t h os e c o nt ai ni n g t h e 

f o ur c o ns er v e d g e n es n o m or e t h a n 4. 5 k b a p art a n d i n t h e s a m e or d er as o bs er v e d i n k n o w n i s ol at e s. T hi s 

yi el d e d 1 2 9 hi g h- c o nfi d e n c e U VI Gs t h at w er e s el e ct e d f or f urt h er g e n o m e c o m p aris o ns a n d p h yl o g e n eti c 

a n al ys e s. 
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N o v el pl e oli p o vir us-li k e el e m e nts fr o m A ust r ali a n s alt l a k e s r e v e al t h e pr ef e r e n c e f or a pr o d u cti v e lif e c y cl e  

Gi v e n t h at t h e di v er g e nt pl e oli p o vir us H F P V- 1 w a s is ol at e d fr o m e nri c h m e nt c ult ur es of s alt cr ust fr o m L a k e 

T yrr ell [ 1 4], w e s e ar c h e d t h e m et a g e n o m e of L a k e T yrr ell a s w ell a s 1 0 ot h er A ustr ali a n s alt l a k e s ( Fi g ur e 1), 

t h at w er e s a m pl e d d uri n g A ustr ali a n s u m m er 2 0 1 8/ 2 0 1 9, t o f urt h er s e ar c h f or n o v el pl e oli p o vir us g e n o m e s. 

T o i d e ntif y pl e oli p o vir us-li k e s e q u e n c e s i n t h e m et a g e n o m e s, w e s cr e e n e d i n di vi d u all y bi n n e d a n d n o n- bi n n e d 

a ss e m bl e d d at a f or t h e pr e s e n c e of t h e h all m ar k g e n e s d e s cri b e d a b o v e. T his r e s ult e d i n 2 6 1 c o nti gs c o nt ai ni n g 

at l e a st o n e of t h e c o ns er v e d g e n es ( mi ni m u m l e n gt h 2 k b). N ot a bl y, all b ut o n e of t h e r etri e v e d s e q u e n c es 

w er e r el ati v el y s h ort ( > 2 0 k b) a n d p art of t h e n o n- bi n n e d fr a cti o n of e a c h m et a g e n o m e. C o nt a mi n ati o n 

a ss ess m e nt wit h C h e c k V b a s e d o n t h e pr e s e n c e of h ost g e n es, s h o w e d t h at o nl y 2 7 c o nti gs ( ~ 1 0 % of t h e 

t ot al) c orr e s p o n d e d t o vir us e s t h at w er e li k el y i nt e gr at e d as pr o vir us e s at t h e ti m e of s a m pli n g ( S u p pl e m e nt ar y 

T a bl e 1). H o w e v er, t h e s e s e q u e n c e s c o ul d n ot b e a ssi g n e d t o a n y M A G, li k el y d u e t o t h eir r el ati v e s h ort l e n gt h 

( a v er a g e 2. 5 k b) a n d t h e pr e s e n c e of t h e vir al s e q u e n c es, w hi c h oft e n dis pl a y diff er e nt k- m er fr e q u e n ci es a n d 

c o v er a g e v al u e s t h a n t h e o n e s fr o m t h eir h ost g e n o m e s a n d di st ort t h e bi n ni n g pr o c e ss. A d diti o n all y, 

f u n cti o n al pr e di cti o n s h o w e d t h at o nl y a s m all fr a cti o n of t h e s e q u e n c es ( 6 o ut of 2 6 1 c o nti gs) e n c o d e d 

i nt e gr as e-li k e g e n e s, i n di c ati n g t h e c a p a cit y t o i nt e gr at e i nt o t h e h ost g e n o m e. Alt o g et h er, t his s u g g e st t h at t h e 

m aj orit y of t h e pl e oli p o vir us e s r e p ort e d h er e, w er e li k el y r e pli c ati n g a s e xtr a c hr o m os o m al el e m e nts, r at h er 

t h a n e x hi biti n g a n i nt e gr at e d l ys o g e ni c lif e c y cl e at t h e ti m e of s a m pli n g. T his h a s pr of o u n d e c ol o gi c al 

i m pli c ati o ns, b e c a us e it h a s b e e n s h o w n t h at pl e oli p o vir us e s c a n dr a m ati c all y r e m o d el t h e tr a ns cri pt o mi c 

pr o gr a m of t h eir h osts w hil e a cti v el y p erf or mi n g a n i nf e cti v e c y cl e [ 1 4]. If a l ar g e pr o p orti o n of t h e r e p ort e d 

pl e oli p o vir us e s e xi st s a s e pi s o m al el e m e nts, a n d, gi v e n t h at pl e oli p o vir us e s p erf or m pr o d u cti v e p ersi st e nt 

i nf e cti o ns ( g e n o m e r e pli c ati o n a n d c o nst a nt p arti cl e r el e a s e wit h o ut l ysis t h e h ost c ell), t h e s e vir us e s c o ul d b e 

gr e atl y i m p a cti n g h ost fit n e ss a n d m o d ul ati n g i nt er a cti o ns wit hi n a mi cr o bi al c o m m u nit y. 

T h e o nl y pl e oli p o vir us-li k e el e m e nt fr o m t h e bi n n e d fr a cti o n ( G air d n er _ N o d e _ 1 5) w a s f o u n d i nt e gr at e d i nt o 

t h e m et a g e n o m e- a ss e m bl e d g e n o m e of a n e w s p e ci e s b el o n gi n g t o t h e H al o b a c ul u m  g e n us ( S u p pl e m e nt ar y 

T a bl e 2), f or w hi c h n o pl e oli p o vir us h as b e e n a ssi g n e d t o t h e d at e. T h e pl e oli p o vir us-li k e el e m e nt of 1 0. 8 5 2 

b p is fl a n k e d b y t er mi n al r e p e ats ( T Rs), wit h a n i nt e gr ati o n sit e li k el y d et er mi n e d b y t h e tr y pt o p h a n t R N A 

a dj a c e nt t o t h e i nt e gr a s e g e n e ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1), i n di c ati n g t h at it is a c o m pl et e g e n o m e. F u n cti o n al 

pr e di cti o n s h o w e d t h at a si d e fr o m t h e c or e pl e oli p o vir us g e n e s, t his g e n o m e e x hi bits a tr a ns cri pti o n al r e g ul at or 

( ar C O G 0 8 0 9 5) a n d a r olli n g- cir cl e-li k e r e pli c ati o n pr ot ei n, w hi c h li k el y ti e s it t o t h e al p h a pl e oli p o vir us e s 

[ 6 6]. H o w e v er, a s it w a s t h e c a s e f or t h e v a st m aj orit y of t h e r e p ort e d vir us e s, m ost pr e di ct e d pr ot ei ns w er e 

r e c al citr a nt t o a n n ot ati o n a n d t h eir f u n cti o n a n d e v ol uti o n ar y ori gi n r e m ai ns u n k n o w n. 
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G e n o m e wi d e p h yl o g e n o mi c or g a niz ati o n of pl e oli p o vir us e s r e v e als u n e x p e ct e d hi g h di v e rsit y 

I n or d er t o f urt h er d e e p e n o ur u n d erst a n di n g t h e t a x o n o mi c c o m p ositi o n a n d t h e p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi ps of 

t h e mi n e d pl e oli p o vir us e s, c o nti gs w er e c o m bi n e d wit h t h e d at as et of is ol at e d a n d U VI G pl e oli p o vir us, 

cl ust er e d at 9 5 % si mil arit y ( e q ui v al e nt t o t h e s p e ci e s l e v el) a n d o nl y t h os e c o nt ai ni n g t h e f o ur c o ns er v e d g e n e 

cl ust er a n d a mi ni m u m l e n gt h of 4. 5 k b, w er e c o nsi d er e d f or p h yl o g e n o mi c a n al ys e s [ 3 7]. T his r es ult e d i n 1 8 4 

n o n-r e d u n d a nt pl e oli p o vir us g e n o m es wit h a n o v er all a v er a g e c o m pl eti o n of ~ 8 1 %. O ut of t h es e, 1 0 0 g e n o m e s 

( ~ 5 4 %) w er e c o nsi d er e d c o m pl et e (s e e m et h o ds), wit h a n a v er a g e l e n gt h of 1 3. 5 k b ( S u p pl e m e nt ar y T a bl e 3), 

w hi c h is c o nsi d er a bl y l ar g er t h a n t h e a v er a g e g e n o m e l e n gt h of c urr e nt i s ol at e s ( 1 0. 4 k b). H o w e v er, 

c o m pl et e n ess a n d q u alit y v al u es e sti m at e d wit h c h e c k V ar e li k el y u n d er e sti m at e d, a s s e v er al c o m pl et e 

g e n o m es c o nt ai ni n g t er mi n al r e p e at or wit h g e n o m e l e n gt h ar o u n d t h e a v er a g e w er e l a b el e d i n c o m pl et e a n d 

o nl y m e di u m q u alit y gi v e n t h eir e xtr e m el y di v er g e nt g e n e c o nt e nt. I nt er e sti n gl y, all g e n o m e s, i n cl u di n g t h e 

o n e s fr o m t his st u d y a n d U VI Gs fr o m t h e I M G V R d at a b a s e, d eri v e fr o m h y p ers ali n e e n vir o n m e nts, i n di c ati n g 

t h at pl e oli p o vir us-li k e el e m e nts ar e r e stri ct e d t o hi g h s alt e n vir o n m e nt s. H o w e v er, o ur i n a bilit y t o d et e ct t h e m 

i n ot h er e n vir o n m e nts c o ul d b e c a us e d b y t h e l o w s e q u e n c e si mil arit y v al u e s ( S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 2) a n d 

t h e dr a m ati c v ari ati o n i n g e n e c o nt e nt a m o n g pl e oli p o vir us e s. A d diti o n all y, r e c e nt w or k h a s s u g g e st e d t h at 

s o m e pl e oli p o-li k e vir us e s c o ul d b e p art of t h e h u m a n g ut vir o m e of m et h a n o g e ni c ar c h a e a [ 6 7], f urt h er 

e x p a n di n g t h eir h a bit at distri b uti o n a n d s u g g e sti n g t h at t h e r el e v a n c e of t his vir us gr o u p mi g ht b e 

u n d er e sti m at e d.  

Gi v e n t h e e xtr e m el y l o w si mil arit y at n u cl e oti d e l e v el b et w e e n t h e is ol at e d pl e oli p o vir us e s ( S u p pl e m e nt ar y 

Fi g ur e 2), p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi ps b et w e e n m e m b ers of t his cl a d e h a v e b e e n pr e vi o usl y st u di e d usi n g 

g e n o m e- wi d e b a s e d a p pr o a c h e s [ 6 8, 6 9]. T h us, w e us e d t h e pr e di ct e d pr ot ei ns s e q u e n c e s a n d c o nstr u ct e d a 

g e n o m e- b as e d p h yl o g e n y wit h VI C T O R [ 4 7] ( Fi g ur e 2 A). T h e m aj orit y of t h e r etri e v e d vir us e s ar e r el at e d t o 

t h e al p h a a n d b et a pl e oli p o vir us g e n er a, wit h t h e al p h a pl e oli p o vir us e s f or mi n g a m o n o p h yl eti c gr o u p ( alt h o u g h 

n o si g nifi c a nt s u p p ort w a s o bt ai n e d f or t h e cl a d e; s c or e = 4 1). M ost g e n o m e s wit hi n t his gr o u p e n c o di n g f or 

a h o m ol o g of a r olli n g cir cl e r e pli c ati o n e n d o n u cl e as e ( R C R E), w hi c h is c o nsist e nt wit h t h e c urr e nt 

cl as sifi c ati o n as t h e R C R E is o n e of t h e h all m ar k g e n e s of t h e al p h a pl e oli p o vir us g e n us ( O R F 1 i n H R P V- 1) 

[ 6 6] ( Fi g ur e 2 A). C o n v ers el y, d e s pit e t h e a p p ar e nt c o h er e n c e wit h t h e t o p ol o g y pr e vi o usl y pr o p os e d f or t h e 

B et a pl e oli p o vir us g e n us, t h e v a st m aj orit y of cl a d e s o bs er v e d i n t h e VI C T O R tr e e pr es e nt e xtr e m el y l o w 

s u p p ort v al u es ( < 9 5) i n di c ati n g t h at t h e e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi ps wit hi n t his cl a d e r e m ai n p o orl y r e s ol v e d 

( Fi g ur e 2 A). D e s pit e s h ari n g s e v er al c h ar a ct eristi c pr ot ei ns t h at s er v e a s dis cri mi n ati o n crit eri a f or t his g e n us 

(i. e. H al or u br u m pl e o m or p hi c vir us 3 O R Fs 6 a n d 9), t h e b et a pl e oli p o vir us e s s e e m t o f or m a p ol y p h yl eti c 

gr o u p. T h e y cl ust er i nt o t w o m aj or cl a d e s s e p ar at e d b y s e v er al br a n c h e s w hi c h c o nsist e ntl y d o n ot s h ar e t h e s e 

c o ns er v e d f e at ur e s ( O R F 6, O R F 9), s u g g e sti n g t h at t h e y c o ul d b e p art of pr e vi o usl y u n d e s cri b e d g e n er a. 

Si mil arl y, s e v er al g e n o m e s s h ari n g n o c h ar a ct eristi c f e at ur e wit h n eit h er al p h a n or b et a pl e oli p o vir us e s a p p e ar 
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t o b e br a n c hi n g cl os e t o t h e g a m m a pl e oli p o vir us e s. H o w e v er, n o n e of t h e m e x hi bit a t y p e B D N A p ol y m er as e, 

w hil e s h ari n g o nl y t h e c or e g e n e s a n d s p ars el y h y p ot h eti c al pr ot ei ns wit h t h e ot h er m e m b ers of t h e 

g a m m a pl e oli p o vir us g e n us. A d diti o n all y, g e n e-s h ari n g n et w or k a n al ys es i m pl e m e nt e d i n v C o n T A C T 2, w hi c h 

g e n er at e s cl ust er t h at ar e e q ui v al e nt t o g e n er a l e v el cl assifi c ati o n [ 4 8, 4 9], als o r e v e al e d t h at n ot all g e n o m e s 

fit i n t h e c urr e nt tri c h ot o m y. T h e a n al ysis dis cl os e d 1 6 cl ust er wit h at l e ast t w o m e m b ers. H o w e v er, al m ost 

o n e t hir d of t h e g e n o m e s ( 6 2 g e n o m e s) f ail e d t o fit i nt o a n y of t h e s e g e n er a-li k e gr o u ps ( S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 

3, S u p pl e m e nt ar y T a bl e 3), b e c a us e t h e s e g e n o m e s s h ar e d a l ar g e pr o p orti o n of t h eir pr ot ei ns wit h m ulti pl e 

cl ust ers. Si mil ar t o t h e r e s ult o bs er v e d wit h VI C T O R, t h e n et w or k a n al ysis c o nfir ms t h e e xist e n c e of t hr e e 

m ai n cl ust ers t h at d o n ot c orr es p o n d wit h t h e t hr e e c urr e ntl y d e s cri b e d g e n er a ( Al p h a, B et a a n d 

G a m m a pl e oli p o vir us). T h e al p h a pl e oli p o vir us e s cl ust er a s a si n gl e gr o u p, h o w e v er, t h e b et a pl e oli p o vir us e s 

f or m at l e a st t w o diff er e nt cl ust er. O n e cl ust er c o nt ai ns t h e s m all- g e n o m e is ol at e s H F P V- 1, H G P V- 1 a n d 

H R P V- 1 0 t o 1 2 ( a p pr o x. 8- 9 k b) a n d t h e ot h er c o nt ai ns a m o n gst ot h ers t h e l ar g er- g e n o m e is ol at e s H H P V- 3 

a n d H R P V- 3 a n d t h e i nt e gr as e e n c o di n g is ol at e s H H P V- 4 a n d S NJ 2 ( Fi g ur e 2 B). Alt o g et h er, t hi s i n di c at e s 

t h at t h e di v ersit y wit hi n t h e Pl e oli p o viri d a e f a mil y c o ul d b e gr e at er t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht a n d f urt h er 

c h all e n g e s t h e c urr e nt cl assifi c ati o n.  

 

Fi g u r e 2: G e n o m e- wi d e p h yl o g e n eti c a n al ysis . A.  P h yl o g e n y of pl e oli p o vir us es g e n er at e d wit h t h e G e n o m e B L A S T Dist a n c e P h yl o g e n y 

( G B D P) al g orit h m i m pl e m e nt e d i n VI C T O R usi n g a mi n o a ci d s e q u e n c es. T h e br a n c h es ar e s c al e d a n d r e pr es e nt t h e G B D P i nt er pr ot e o mi c dist a n c e 

i nf err e d usi n g f or m ul a D 6. S u p p ort e d br a n c h es ( > 9 5) ar e d e m ar c at e d wit h bl a c k cir cl es. C ol or e d l a b els r e pr es e nt is ol at e d r e pr es e nt ati v es fr o m 

e a c h g e n us: Al p h a pl e oli p o vir us  ( y ell o w), B et a pl e oli p o vir us  ( bl u e), G a m m a pl e oli p o vir us  ( m a g e nt a). B. G e n e- s h ar e d n et w or k of pl e oli p o vir us es 

g e n er at e d wit h v C o n T A C T 2. N o d es ( cir cl es) r e pr es e nt g e n o m es a n d e d g es (li n es) i n di c at e s h ar e d pr ot ei n c o nt e nt. Hi g hli g ht e d n o d es ar e is ol at e d 

r e pr es e nt ati v es fr o m t h e diff er e nt g e n er a: Al p h a pl e oli p o vir us e s  ( y ell o w), B et a pl e oli p o vir us es ( bl u e) a n d G a m m a pl e oli p o vir us e s  ( m a g e nt a). 

Pl e oli p o vir us e s als o di s pl a y littl e t o n o c o n n e cti o ns wit h ot h er ar c h a e al vir us e s, wit h t h e o nl y e x c e pti o n 

N atri n e m a  S N J 1 vir us, a m e m b er of t h e B et as p h a e r oli p o vir us  g e n us, w h os e m e m b ers i nf e ct h al o p hili c a n d 
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t h er m o p hili c ar c h a e a, a n d t h at s h ar es t h e h ost wit h pl e oli p o vir us S N J 2 [ 7 0]. T h e a bs e n c e of s h ar e d f e at ur es 

wit h ot h er vir us e s h a s als o b e e n o bs er v e d f or s o m e vir us e s i nf e cti n g h y p ert h er m o p hili c ar c h a e a, a n d it h as 

b e e n s u g g est e d t h at t hi s is li k el y a pr o d u ct of disti n ct e v ol uti o n ar y ori gi ns [ 6]. Alt o g et h er, t h e pr e s e nt e d 

e vi d e n c e s u g g e sts t h at t h e v ast m aj orit y of pr ot ei ns e n c o d e d b y m e m b ers of t h e Pl e oli p o viri d a e  f a mil y ar e n ot 

s h ar e d wit h ot h er ar c h a e al vir us e s, a n d m ust h a v e b e e n o bt ai n e d r at h er e arl y i n t h eir e v ol uti o n ar y hist or y or 

e x c h a n g e d t hr o u g h r e c o m bi n ati o n wit h ot h er M G Es t h at i nf e ct t h e s a m e h ost.  

N et w or k a n al y sis r e v e als a c orr el ati o n b et w e e n g e n o m e l e n gt h a n d i nt e gr ati o n  

F urt h er m or e, t h e i nt e gr a s e e n c o di n g H H P V- 4 a n d S NJ 2 pl e oli p o vir us e s ar e a m o n g t h e n o d e s wit h t h e hi g h est 

d e gr e e of c o n n e cti vit y ( n o d e d e gr e e of 7 0 a n d 6 9 r es p e cti v el y, Fi g ur e 2 B), a n d i nt er e sti n gl y, o v er all 

c o m p aris o ns s h o w e d t h at g e n o m e s e n c o di n g i nt e gr a s e s, h a v e i n g e n er al si g nifi c a ntl y hi g h er d e gr e es of 

c o n n e cti vit y t h a n t h os e w hi c h d o n ot ( Wil c o x o n t e st, p- v al u e = 0. 0 0 1 5 8). F urt h er a n al ysis r e v e al e d t h at, 

irr e s p e cti v e of t h eir cl ust eri n g p att er ns, pl e oli p o vir us e s c arr yi n g i nt e gr a s e s al s o h a v e si g nifi c a ntl y l ar g er 

g e n o m es ( Wil c o x o n t e st, p- v al u e = 2. 2 x 1 0 - 1 6). O n t h e ot h er h a n d, n o si g nifi c a nt c orr el ati o n w a s o bs er v e d 

b et w e e n n o d e d e gr e e a n d g e n o m e l e n gt h ( c orr el ati o n c o effi ci e nt = 0. 1 a n d 0. 1 2 f or P e ars o n a n d S p e ar m a n 

c orr el ati o n t e sts r e s p e cti v el y). W hil e pl e oli p o vir us e s wit h t h e a bilit y t o i nt e gr at e i nt o t h eir h ost g e n o m e s s e e m 

t o h ar b or a m or e e xt e nsi v e g e n e r e p ert oir e, t h e c o n n e cti vit y b et w e e n n o d e s is li k el y a r e s ult of t h eir 

p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi ps a n d n ot r a n d o m e v ol uti o n ar y c o n v er g e n c e a s a b y pr o d u ct of l ar g er g e n o m e si z e s. 

E v e n t h o u g h w e c a n n ot r ul e o ut t h at s o m e vir us e s wit h o ut i nt e gr a s e s c a n i nt e gr at e i nt o t h eir h ost g e n o m e s, a s 

it h a s b e e n s h o w n f or ss D N A vir us e s t h at e m pl o y alt er n ati v e m e c h a nis ms f or i nt e gr ati o n [ 7 1], t h e d at a 

s u g g ests t h at pl e oli p o vir us e s r el y o n a s elf- e n c o d e d i nt e gr as e t o e x p a n d t h eir g e n o mi c r e p ert oir e a n d t o 

r eli a bl y t o fi x t h e a c q uir e d g e n e s i n t h e p o p ul ati o n. 

Si n gl e g e n e p h yl o g e n y all o ws t o r e s ol v e t h e e v ol uti o n ar y hist or y of pl e oli p o vir us es 

T o b ett er r es ol v e t h e e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi ps b et w e e n pl e oli p o vir us es, w e c o nsi d er e d a c o n c at e n at e d 

p h yl o g e n eti c a p pr o a c h usi n g t h e f o ur d e s cri b e d c or e g e n e s. T h e y ar e c o ns er v e d a cr os s all g e n er a, i n di c ati n g 

t h at t h e y w er e alr e a d y pr e s e nt at t h e ori gi n of t his vir us gr o u p. T o e n s ur e t h at t h e y dis pl a y a c o n gr u e nt 

e v ol uti o n ar y hi st or y, w e first p erf or m e d si n gl e- g e n e p h yl o g e n eti c r e c o nstr u cti o n f or e a c h m ar k er a n d 

c o m p ar e d t h e r e s ulti n g t o p ol o gi e s. T h e p h yl o g e n eti c r e c o nstr u cti o ns of O R F 4 a n d O R F 5 (i n H F P V- 1 

g e n o m e), t h e str u ct ur al s pi k e pr ot ei n a n d a h y p ot h eti c al pr ot ei n, dis pl a y e d m ar k e dl y diff er e nt t o p ol o gi e s 

( Fi g ur e 3), wit h littl e si mil arit y t o b ot h t h e c urr e nt t a x o n o mi c cl a ssifi c ati o n a n d t h e cl a d e s d e s cri b e d h er e 

( Fi g ur e 2). T h e t hr e e g e n er a ( Al p h a-, b et a- g a m m a) e x hi bit a v er y p ol y p h yl eti c n at ur e, i n di c ati n g t h at s el e cti v e 
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pr ess ur es t h at d o n ot n e c ess aril y r efl e cts t h e p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi ps b et w e e n t h e diff er e nt cl a d es mi g ht b e 

dri vi n g t h e cl u st eri n g p att er n of e a c h of t h es e pr ot ei ns (s e e m or e i n H ost dri v e n e v ol uti o n s e cti o n). 

 

Fi g u r e 3: Si n gl e g e n e p h yl o g e ni e s . P h yl o g e n eti c tr e e r e c o nstr u cti o n of c o ns er v e d pl e oli p o vir us es pr ot ei ns. S e q u e n c es w er e o bt ai n e d fr o m t h e 

1 8 4 pl e oli p o vir us-li k e g e n o m es d at a s et g e n er at e d i n t hi s st u d y. O R Fs 4 t o 7 c orr es p o n d t o t h e s pi k e pr ot ei n, t w o pr ot ei ns of u n k n o w n f u n cti o n 

a n d a n A T P as e r es p e cti v el y, wit h O R Fs n u m b ers d esi g n at e d a c c or di n g t o t h e a n n ot ati o n of H al of er a x pl e o m or p hi c vir us 1 ( H F P V- 1). Tr e e w a s 

c o nstr u ct e d wit h i qtr e e wit h 1 0. 0 0 0 ultr af ast b o otstr a p. S u p p ort e d br a n c h es ( S H- a L R T > = 8 0 a n d ultr af a st b o otstr a p > = 9 5) ar e d e m ar c at e d wit h 

bl a c k cir cl es. C ol or e d l a b els r e pr es e nt is ol at e d r e pr es e nt ati v es fr o m e a c h g e n us: Al p h a pl e oli p o vir us  ( y ell o w), B et a pl e oli p o vir us  ( bl u e), 

G a m m a pl e oli p o vir us  ( m a g e nt a). S c al e b ar r e pr es e nts t h e n u m b er of s u bstit uti o ns e v er y 1 0 0 a mi n o a ci ds. 
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I n c o ntr a st, O R F 6 a n d O R F 7 dis pl a y e d a c o n gr u e nt t o p ol o g y ( Fi g ur e 3), w hi c h is c o nsist e nt wit h t h e hi g h er 

s e q u e n c e si mil arit y of t h e s e t w o g e n e s a cr oss pl e oli p o vir us e s g e n o m e s. T h e o v er all t o p ol o g y s h o w e d t h at t h e 

al p h a a n d g a m m a pl e oli p o vir us e s f or m m o n o p h yl eti c cl a d e s wit h hi g h s u p p ort v al u e s ( S H- a L R T > = 8 0 % a n d 

U F b o ot > = 9 5 %). M e a n w hil e, b et a-li k e pl e oli p o vir us e s or g a ni z e i nt o t w o s e p ar at e d w ell s u p p ort e d 

m o n o p h yl eti c cl a d e s, c o nsist e nt wit h t h e r es ult s o bt ai n e d wit h VI C T O R a n d t h e n et w or k a n al ysis wit h 

v C o n T A C T 2, s u g g e sti n g t h at t h e y s h o ul d b e r e cl a ssifi e d i nt o s e p ar at e li n e a g e s. F urt h er m or e, u si n g O R F 6 a n d 

O R F 7 as c o n c at e n at e d p h yl o g e n eti c m ar k er g e n e s, r e s ol v e s t h e r el ati o ns hi p s b et w e e n pr e vi o usl y p o orl y 

p ositi o n e d br a n c h e s ( Fi g ur e 4). A d diti o n all y, t h e m aj orit y of g e n o m es t h at d o n ot s h ar e t h e m aj or h all m ar k 

g e n e s wit h t h e est a blis h e d g e n er a (i. e R C R E, p ol B p ol y m er a s e, R e p pr ot ei n, O R F 8-li k e pr ot ei n), f or m a w ell-

s u p p ort e d s e p ar at e li n e a g e ( a L R T > = 1 0 0 % a n d U F b o ot > = 9 6. 1 %) ( Fi g ur e 4). M e a n w hil e, a s m all n u m b er 

of g e n o m e s all o c at e d cl os e t o t h e g a m m a pl e oli p o vir us e s r e m ai n e d r e c al citr a nt p ersi st e nt t o cl a s sifi c ati o n, wit h 

m a n y of t h e m s h ari n g littl e t o n o n e of t h e g e n e s t h at c urr e ntl y s er v e a s g e n er a c o nfi ni n g crit eri a [ 6 6]. 

Alt o g et h er, b ot h g e n o m e- b a s e d, a n d si n gl e g e n e p h yl o g e n y, a s w ell a s t h e n et w or k a n al ysis, i n di c at e t h at t h e y 

mi g ht b e di v er g e nt m e m b ers of t h e g a m m a pl e oli p o vir us g e n us, or t h at t h e y f or m s e p ar at e cl a d e s, f urt h er 

d e m o nstr ati n g t h at t h e di v ersit y of t h e Pl e oli p o viri d a e  f a mil y is li k el y m u c h gr e at er t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht. 

Pr o p os e d r e cl assifi c ati o n of t h e Pl e oli p o viri d a e wit h t w o n e w g e n e r a 

B a s e d o n t h e pr e s e nt e d e vi d e n c e, w e pr o p os e a n e w or g a ni z ati o n of t h e Pl e oli p o viri d a e  f a mil y wit h t h e 

a d diti o n of t w o g e n er a: D elt a pl e oli p o vir us  a n d E psil o n pl e oli p o vir us ( Fi g ur e 4). T his r e cl assifi c ati o n i n cl u d es 

t h e s e p ar ati o n of t h e f or m er b et a pl e oli p o vir us e s i nt o t w o diff er e nt li n e a g e s, t h e b et a pl e oli p o vir us es a n d t h e 

d elt a pl e oli p o vir us es, wit h t h e d elt a pl e oli p o vir us es i n cl u di n g s o m e m e m b ers t h at w er e f or m erl y cl assifi e d a s 

b et a pl e oli p o vir us e s (i. e. H G P V- 1 a n d H R P V- 9 t o 1 2). H o w e v er, t h e d elt a pl e oli p o vir us e s ar e a m o n o p h yl eti c 

cl a d e t h at, d e s pit e s h ari n g m a n y f e at ur es wit h t h e b et a pl e oli p o vir us e s, di v er g e d r el ati v el y e arl y i n t h e 

e v ol uti o n ar y hist or y of pl e oli p o vir us e s ( Fi g ur e 4).  

T h e pr o p os e d n e w g e n us E psil o n pl e oli p o vir us  c o m pris e s o nl y u n c ulti v at e d m e m b ers, wit h t h e c o m pl et e 

g e n o m e ( U VI G) Pi n k _ N O D E _ 1 6 9 8 c h os e n as t h e r e pr e s e nt ati v e f or t h e cl a d e, a s it is t h e o nl y o n e fl a n k e d b y 

I T R s a n d s h ar e s t h e m ai n pr ot ei n f e at ur e s i d e ntifi e d i n t his cl a d e ( Fi g ur e 5). C o nsist e nt wit h t h e p h yl o g e n eti c 

a n al ysis, t h e m ost c o ns er v e d g e n e s ar e t h e g e n e s e q ui v al e nt t o O R F 6 a n d O R F 7 i n H F P V- 1 wit h u p t o 6 0 % 

si mil arit y. I nt er esti n gl y, t h e e psil o n pl e oli p o vir us e s p oss e ss a v er y fl e xi bl e g e n o m e or g a ni z ati o n, a s t h e y 

dis pl a y m ar k e d diff er e n c es i n g e n e c o nt e nt wit h e a c h ot h er a n d e v e n s o m e of t h eir c or e g e n es s h ar e littl e t o 

n o n e pr ot ei n s e q u e n c e si mil arit y ( S pi k e pr ot ei n a n d O R F- 5-li k e pr ot ei ns) ( Fi g ur e 5). 
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Fi g u r e 4: P r o p os e d t a x o n o m y . P h yl o g e n eti c i nf er e n c e fr o m c o n c at e n ati o n of O R F 6 a n d O R F 7-li k e g e n es usi n g I Q- Tr e e. S u p p ort e d br a n c h es 

( S H- a L R T > = 8 0 a n d ultr af ast b o otstr a p > = 9 5) ar e d e m ar c at e d wit h bl a c k cir cl e s. Gr e e k c h ar a ct er s r e pr es e nt diff er e nt pr o p os e d g e n us wit hi n t h e 

Pl e oli p o viri d a e f a mil y: Al p h a pl e oli p o vir us  ( α), B et a pl e oli p o vir us  ( β), G a m m a pl e oli p o vir u s  ( γ), D elt a pl e oli p o vir us  ( δ) a n d E p sil o n pl e oli p o vir us  

( ε). S c al e b ar r e pr es e nts t h e n u m b er of s u bstit uti o ns e v er y 1 0 0 a mi n o a ci ds. Fr o m i nsi d e o ut t h e ri n gs r e pr es e nt: pr es e n c e of t y p e I i nt er n al 

m e m br a n e pr ot ei n ( V P 3-li k e), t y p e II i nt er n al m e m br a n e pr ot ei n, B et a pl e oli p o vir us-li k e R e pli c ati o n pr ot ei n ( R e p pr ot ei n), R olli n g cir cl e 

r e pli c ati o n e n d o n u cl e a s e ( R C R E), O R F 8-li k e pr ot ei n, T y p e B D N A p ol y m er as e, Pr o p os e d T a x o n o m y, Pr e di ct e d H ost g e n us.  

T h e s pi k e pr ot ei n a n d O R F 5 e x hi bit a b n or m all y l ar g e si z es w h e n c o m p ar e d t o ot h er pl e oli p o vir us e s, h o w e v er, 

str u ct ur al pr e di cti o n of t h e s pi k e pr ot ei n, usi n g t h e r e pr es e nt ati v e g e n o m e, r e v e als a si mil ar v-s h a p e d f ol d a s 

r e p ort e d f or pl e oli p o vir us e s H R P V- 2 a n d H R P V- 6 [ 7 2] ( Fi g ur e 6). A h ost c o ul d n ot b e i d e ntifi e d f or a n y 

m e m b er of t h e E psil o n pl e oli p o vir us e s, i n di c ati n g t h at t h e y mi g ht b e i nf e cti n g diff er e nt t a x a t h a n pr e vi o usl y 

d e s cri b e d pl e oli p o vir us es, w hi c h c o ul d b e t h e c a us e f or t h e o bs er v e d c h a n g e s t o t h e s pi k e pr ot ei n. T hr o u g h 
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a d diti o n al str u ct ur al pr e di cti o n of n ei g h b or pr ot ei ns, w e als o i d e ntifi e d a v er y di v er g e nt v ari a nt of t h e V P 3-

li k e i nt er n al m e m br a n e pr ot ei n ( O R F 6 i n Pi n k _ N O D E _ 1 6 9 8, Fi g ur e 5), w hi c h d e s pit e t h e l a c k of s e q u e n c e 

h o m ol o g y e x hi bit s a v er y si mil ar pr e di ct e d f ol d t o t h e o n e pr e di ct e d f or t h e m e m b er of t h e sist er cl a d e 

D elt a pl e oli p o vir us H G P V- 1 ( S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 4).  

T h e r e pli c ati o n str at e g y of e psil o n vir us e s s e e ms r at h er di v ers e. T h e y d o n ot s h ar e a n y of t h e h all m ar k 

r e pli c ati o n g e n e s wit h t h e ot h er g e n er a ( R C R E, R e p pr ot ei n n or t y p e B p ol y m er a s e). H o w e v er, s o m e ( 3 o ut 

of 1 4) e n c o d e f or pr ot ei ns wit h a D N A pri m a s e/ p ol y m er as e d o m ai n (I P R 0 1 5 3 3 0, S u p pl e m e nt ar y t a bl e 4), 

w hi c h h as b e e n d e s cri b e d i n ar c h a e al pl a s mi ds, s u c h a s p R N 1 fr o m S ulf ol o b us isl a n di c us [ 7 3], a n d hi g hli g ht s 

a g ai n t h e r el e v a n c e of pl a s mi d- vir us r e c o m bi n ati o n i n t h e e v ol uti o n ar y tr aj e ct or y of t his cl a d e. A n ot h er 

m e m b er (I M G V R _ U Vi G _ 3 3 0 0 0 0 5 2 7 3 _ 0 0 0 0 1 0) e n c o d e s f or a n o n-r el at e d p h a g e P 4-li k e D N A pri m a s e 

(I P R 0 0 6 5 0 0, S u p pl e m e nt ar y t a bl e 4). H o w e v er, t h e r e m ai ni n g e psil o n pl e oli p o vir us m e m b ers, i n cl u di n g t hr e e 

c o m pl et e g e n o m e s, d o n ot e x hi bit a h o m ol o g f or a n y k n o w n r e pli c ati o n pr ot ei n. T hi s s u g g ests t h at t h e y mi g ht 

r e pli c at e vi a a c o m bi n ati o n of vir us- m e di at e d a cti vit y a n d h ost p ol y m er as e s, s u c h a s t h e h e a d-t ail e d 

m y o h al o vir us P hi H 1, t h at e n c o d e s a pr olif er ati n g- c ell n u cl e ar a nti g e n ( P C N A), or t h e pl e oli p o vir us HI S- 2, 

t h at c o nt ai n pr ot ei ns c o v al e ntl y- b o u n d t o t h e t er mi ni of t h eir li n e ar g e n o m e s [ 1 6, 7 4 – 7 6]. A d diti o n all y, 9 o ut 

of 1 4 e psil o n pl e oli p o vir us g e n o m e s e n c o d e s m all pr ot ei ns h o m ol o g u e s t o H N H-li k e n u cl e a s e s (I P R 0 0 3 6 1 5, 

Fi g ur e 5). T h e s e n u cl e a s es ar e c o m m o nl y f o u n d i n ar c h a e al a n d b a ct eri al t ail e d vir us e s, a n d h a v e b e e n s h o w n 

t o b e i n v ol v e d i n t er mi n a s e- m e di at e d g e n o m e p a c k a gi n g [ 7 6, 7 7]. H o w e v er, t h eir r ol e i n t h e r e pli c ati o n c y cl e 

of e psil o n pl e oli p o vir us e s r e m ai ns t o b e el u ci d at e d.  
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Fi g u r e 5: T h e E psil o n pl e oli p o vir us  g e n us. G e n o mi c ali g n m e nt of m e m b ers of t h e pr o p os e d E psil o n pl e oli p o vir us  g e n us. Si mil arit y v al u es ( bl a st p) 

ar e i n di c at e d b y gr a ys c al e s h a di n g. H o m ol o g u es of c o ns er v e d g e n e s ar e c ol or e d t h e s a m e as f oll o w s: V P 3-li k e pr ot ei n (li g ht br o w n), S pi k e pr ot ei n 

( d ar k gr e e n), O R F 5-li k e (r e d), O R F 6-li k e ( or a n g e), A T P as e ( m a g e nt a), H N H-li k e e n d o n u cl e a s e ( p ur pl e), bif u n cti o n al D N A p ol y m er as e/ pri m a s e 

( bl u e), tr a ns cri pti o n al r e g ul at or (li g ht bl u e) a n d ot h er D N A-r el at e d e n z y m es, i. e. i nt e gr as e, pri m as e a n d i n v ert as e (li g ht gr e e n). C o m pl et e g e n o m es 

ar e hi g hli g ht e d wit h ( *) s y m b ol. 
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Fr e q u e nt r e c o m bi n ati o n a n d g e n e l oss a n d g ai n of r e pli c ati o n-r el at e d pr ot ei ns, s h a p e t h e str u ct ur e of t h e 

Pl e oli p o viri d a e f a mil y 

I nt er e sti n gl y, t h e c o n c at e n at e d p h yl o g e n eti c a p pr o a c h als o pr o vi d e d s o m e i nsi g hts i nt o t h e e v ol uti o n ar y 

hist or y a n d a c q uisiti o n of t h e r e pli c ati o n m a c hi n er y. T h e p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi ps u n c o v er e d i n t hi s w or k 

ar e c o nsist e nt wit h t h e pr o p os e d s c e n ari o f or t h e e v ol uti o n of pl e oli p o vir us e s, wit h t h e l a st c o m m o n a n c est or 

of t h e Pl e oli p o viri d a e  f a mil y li k el y a c q uiri n g t h e t w o v ari a nts of R C R E i n i n d e p e n d e nt e v e nts fr o m diff er e nt 

gr o u ps of pl a s mi d s ( p G R B 1-li k e p T P 2-li k e pl a s mi ds, or a r el at e d a n c e st or). T his e v e nt s e p ar at e d t h e m e m b ers 

of t his cl a d e fr o m t h e r e st of t h e li n e a g es gi vi n g birt h t o t h e Al p h a pl e oli p o vi r us g e n us [ 3, 7 8]. L at er i n 

e v ol uti o n ar y hi st or y, t h e l a st c o m m o n a n c est or a c q uir e d t h e pr o p os e d r e pli c ati o n pr ot ei n of t h e 

b et a pl e oli p o vir us e s ( R e p pr ot ei n, c orr es p o n di n g t o H al or u br u m pl e o m or p hi c vir us 3 O R F 9) i n a n i n d e p e n d e nt 

r e c o m bi n ati o n e v e nt fr o m a diff er e nt gr o u p of pl a s mi ds or si mil ar M G Es. 

H o w e v er, t h e p h yl o g e n eti c r e c o nstr u cti o n of t h e pr o p os e d R e p B pr ot ei n i n b et a- a n d d elt a pl e oli p o vir us e s 

dis pl a ys a v er y p ol y p h yl eti c t o p ol o g y ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 5), s u g g e sti n g a m or e i ntri c at e e v ol uti o n ar y 

tr aj e ct or y f or t h e s e gr o u ps. I nt er e sti n gl y, t h e p h yl o g e n eti c r e c o nstr u cti o n of a n ot h er c o ns er v e d g e n e b et w e e n 

t h e b et a- a n d d elt a pl e oli p o vir us e s gr o u ps ( h o m ol o g pr ot ei ns t o O R F 8 i n H F P V- 1), e x hi bit a cl e ar s e p ar ati o n 

b et w e e n b ot h cl a d e s ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 6). T his m o n o p h yl eti c c h ar a ct eristi c s h o w s t h at, d e s pit e b ei n g 

a c q uir e d at a si mil ar ti m e t h a n t h e R e p B pr ot ei n, it h a s r e m ai n e d r el ati v el y st a bl e a cr oss t h e e v ol uti o n ar y 

hist or y of b ot h cl a d e s. T h e l at er s u g g e st s, t h at t h e R e p B r e pli c ati o n pr ot ei n w a s li k el y g ai n e d a n d/ or l ost 

m ulti pl e ti m e s i n t h e e v ol uti o n ar y hi st or y. T h e l at er hi g hli g hts o n c e m or e t h at r e c o m bi n ati o n e v e nts wit h ot h er 

M G E s a n d b et w e e n diff er e nt pl e oli p o vir us g e n er a a p p e ar t o b e fr e q u e nt i n t hi s gr o u ps of vir us es. F urt h er m or e 

it al s o s u g g e sts t h at t h e di v er g e n c e of t h e b et a a n d d elt a pl e oli p o vir us e s li k el y o c c urr e d d uri n g e arli er st a g e s, 

at a si mil ar ti m e t o t h e a c q uisiti o n of t h e O R F 8-li k e pr ot ei n b y t h e l a st c o m m o n a n c est or of t h e pl e oli p o vir us e s. 

Alt o g et h er, w hil e t h e r e pli c ati o n a p p ar at us i n t h e Al p h a pl e oli p o vir us  g e n us r e m ai n e d r el ati v el y st a bl e, t h e R e p 

pr ot ei n w a s l o st or r e pl a c e d o n m ulti pl e o c c a si o ns, r e s ulti n g i n diff er e nt li n e a g e s. W e h y p ot h e si z e t h at i n t h e 

c a s e of t h e g a m m a pl e oli p o vir us e s t h e R e p pr ot ei n w a s r e pl a c e d b y a P ol B t y p e p ol y m er a s e. S u bs e q u e ntl y, 

diff er e nt i n d e p e n d e nt g e n e l oss e s g a v e ris e t o t h e e psil o n pl e oli p o vir us e s, w hi c h l a c k a c a n o ni c al r e pli c ati o n 

pr ot ei n, or t h e pr o p os e d d elt a pl e oli p o vir us e s, w h er e s o m e m e m b ers d o n ot e x hi bit a n y r e c o g ni z a bl e 

r e pli c ati o n pr ot ei n. T h e D elt a pl e oli p o vir us H F P V- 1 f or e x a m pl e, l a c ks a h o m ol o g t o t h e c o ns er v e d r e pli c ati o n 

pr ot ei ns a n d i nst e a d e n c o d es a h y p ot h eti c al pr ot ei n wit h a H eli x-t ur n- h eli x D N A bi n di n g d o m ai n, w hi c h h a s 

n o h o m ol o g i n a n y d at a b a s e [ 1 4]. I nt er e sti n gl y, w hil e t h e al p h a pl e oli p o vir us e s h a v e a c o ns er v e d r e pli c ati o n 

str at e g y a n d a r el ati v el y c o ns er v e d g e n o m e str u ct ur e, t h e ot h er li n e a g e s t h at w e nt t hr o u g h a n u m b er of l oss 

a n d g ai n e v e nts of t h e r e pli c ati o n pr ot ei ns h a v e als o i n g e n er al a l ess st a bl e c or e g e n o m e a n d ar e m or e pr o n e 

t o g e n e r e s h uffli n g a n d r e c o m bi n ati o n wit h ot h er M G Es a n d/ or t h eir h osts. T h e l at er s u g g e sts t h at t h e R C R E 
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mi g ht b e a m or e r eli a bl e e n z y m e f or g e n o m e r e pli c ati o n c o m p ar e d t o t h e ot h er u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei ns, w hi c h 

r es ult s i n t h e o bs er v e d hi g h er g e n o m e st a bilit y. U n d er t his s c e n ari o, gi v e n t h at t h e alt er n ati v e m e c h a nis ms ar e 

m or e pr o n e t o m a k e mist a k e s, t h e ot h er cl a d e s m a y oft e n r el y o n r e c o m bi n ati o n a s t h eir m ai n str at e g y f or 

a d a pt ati o n. 

 

Pl e oli p o vir us e s h a v e a v e r y n arr o w h ost r a n g e  

T h e s pi k e pr ot ei n i s cr u ci al f or h ost r e c o g niti o n, i nt er a cti n g wit h t h e h ost c ell s urf a c e a n d tri g g eri n g m e m br a n e 

f usi o n [ 7 9, 8 0]. I nt er e sti n gl y, t h e p h yl o g e n eti c r e c o nstr u cti o n o n t h e s pi k e pr ot ei n a mi n o a ci d s e q u e n c e s 

( Fi g ur e 3, O R F 4), dis pl a y e d a cl ust eri n g p att er n m or e r el at e d t o t h e t a x o n o mi c affili ati o n of t h e h osts r at h er 

t h a n t o t h e vir us t a x o n o m y. T o e x pl or e t h e s el e cti v e pr ess ur e s dri vi n g t h e e v ol uti o n of t h e s pi k e pr ot ei n, w e 

p erf or m e d a n i n sili c o h ost pr e di cti o n f or o ur e ntir e d at a s et of pl e oli p o vir us e s usi n g I p h o p [ 6 1]. I p h o p 

c o m bi n e s m ulti pl e a p pr o a c h e s t o e st a bli s h vir us- h ost p airs, s u c h a s m at c hi n g C RI S P R s p a c ers, pr ot ei n c o nt e nt 

a n d k- m er fr e q u e n c y al g orit h m s (s e e m et h o ds). T h e pr e di cti o n yi el d e d si g nifi c a nt (I p h o p s c or e > 9 0) r es ult s 

f or 1 2 5 of t h e 1 8 4 g e n o m e s ( 6 8 %), o ut of w hi c h, 5 7 vir us- h ost p airs ( ~ 3 0 %) w er e d e e m e d a s c ert ai n, b e c a us e 

t h e y w er e i d e ntifi e d a s i nt e gr at e d pr o vir us e s or i d e ntifi e d b y C RI S P R s p a c er m at c h e s ( S u p pl e m e nt ar y T a bl e 

3). N ot a bl y, t h e v a st m aj orit y of U VI Gs w er e t ar g et e d b y o n e or t w o C RI S P R s p a c ers fr o m a si n gl e h ost 

or g a ni s m ( S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 7), f urt h er c o nfir mi n g t h e pr o p os e d h ost s p e cifi cit y f or m e m b ers of t hi s 

f a mil y [ 6 6]. Pl e oli p o vir us e s f or w hi c h a n arr o w h ost r a n g e w a s s h o w n e x p eri m e nt all y [ 1 0, 8 1], al s o a p p e ar 

v er y h ost s p e cifi c i n t his a n al ysis. H F P V- 1, w hi c h w a s s h o w n e x p eri m e nt all y t o s u c c e ssf ull y i nf e ct di st a nt-

r el at e d h ost or g a ni s m s, e v e n cr ossi n g t h e f a mil y b arri er [ 1 4], w a s i n a c c or d a n c e wit h t h e e x p eri m e nt al d at a 

a n e xtr e m e o utli er b ei n g t ar g et e d b y 1 3 diff er e nt h ost s p e ci e s.  

F or t h os e vir us e s wit h a pr e di ct e d h ost, al m ost 9 0 % of t h e h osts b el o n g t o t hr e e f a mili es wit hi n t h e 

H al o b a ct eri al e s  or d er; t h e H al o ar c ul a c e a e, H al of e r a c a c e a e a n d t h e N at ri al b a c e a e f a mil y ( 3 9. 2 %, 3 1. 2 % a n d 

2 0 % r e s p e cti v el y, S u p pl e m e nt ar y T a bl e 3). T h e m ost r e pr e s e nt e d g e n er a ar e H al o ar c ul a  ( 2 8 %), H al or ur b u m  

( 1 6 %), N atri n e m a  ( 1 1. 2 %) a n d H al of e r a x  ( 9. 6 %). All b ut o n e of t h e r e m ai ni n g U VI Gs w er e a ss o ci at e d wit h 

ot h er g e n er a wit hi n t h e H al o b a ct eri al e s  or d er. S ur pri si n gl y, o n e U VI G ( Pi n k N O D E 7 5 2 3) w a s a ss o ci at e d 

wit h t h e Fl a v o b a ct e ri a c e a e  f a mil y (I p h o p s c or e 9 1. 8), m ai nl y s u p p ort e d b y t h e pr ot ei n c o nt e nt- b a s e d 

pr e di cti o n i m pl e m e nt e d i n R a F A H [ 6 5]. I nt er e sti n gl y, t his U VI G ( Pi n k N O D E 7 5 2 3) w a s r etri e v e d fr o m Pi n k 

L a k e m et a g e n o mi c d at a, a n d is r el at e d t o t h e di v er g e nt g a m m a pl e oli p o vir us-li k e g e n o m e s, f or w h o m n o h ost 

c o ul d b e pr e di ct e d  ( Fi g ur e 4, S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 8). T h e s e U VI Gs d o n ot s h ar e a n y of t h e n o n-str u ct ur al 

h all m ar k g e n e s wit h a n y of t h e c urr e ntl y a c c e pt e d n or pr o p os e d g e n er a, wit h m ost of its pr ot ei ns l a c ki n g a 

f u n cti o n al a n n ot ati o n. A pl e oli p o vir us i nf e cti n g a b a ct eri al h ost h as n ot y et b e e n r e p ort e d, a n d t h e 

m or p h ol o gi c all y si mil ar b a ct eri a-i nf e cti n g p h a g e m y c o pl a s m a vir us L 1 7 2 is n ot p h yl o g e n eti c all y r el at e d t o 



 
 

1 1 9 
 

pl e oli p o vir us e s. [ 6 6, 6 9, 8 2]. It is t h er ef or e u nli k el y, b ut n ot i m p os si bl e, t h at t his pl e oli p o vir us w o ul d i nf e ct a 

b a ct eri al h ost. W e s u g g est t h at t hi s a n d ot h er g a m m a-li k e g e n o m e s ar e li k el y v er y di v er g e nt m e m b ers wit hi n 

t h e Pl e oli p o viri d a e  f a mil y t h at f or m t h eir o w n i n di vi d u al li n e a g e s. I n t h e p arti c ul ar c a s e of t h e U VI G Pi n k 

N O D E 7 5 2 3, it c o ul d h a v e e v ol v e d t hr o u g h r e c o m bi ni n g dir e ctl y wit h s o m e b a ct eri al-r el at e d M G Es, or m or e 

li k el y, e m er g e d a s a n i n dir e ct pr o d u ct of pr e vi o us h ori z o nt al g e n e tr a nsf er ( H G T) b et w e e n b a ct eri a a n d t h e 

ar c h a e al h ost c ell, a s H G T h as b e e n w ell d o c u m e nt e d t o o c c ur oft e n b et w e e n t h e s e t w o d o m ai ns [ 8 3 – 8 5].  

H ost- dri v e n e v ol uti o n of t h e str u ct ur al pr ot ei ns 

T o f urt h er i n v e sti g at e t h e i m p a ct of t h e h ost s p e cifi cit y o n t h e e v ol uti o n of pl e oli p o vir us e s w e p erf or m e d i n-

sili c o str u ct ur al pr e di cti o n of all r etri e v e d s pi k e pr ot ei ns usi n g Al p h af ol d 2 [ 5 6]. D e s pit e t h e l o w l e v el s of 

si mil arit y at t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e a m o n g U VI Gs, str u ct ur al c o m p aris o n of t h e s pi k e pr ot ei ns r e v e al e d t h e 

c o ns er v ati o n of t h e V-s h a p e d f ol d pr e vi o usl y r e p ort e d f or H R P V- 2 a n d H R P V- 6 s pi k e s a m o n gst all is ol at e s 

a n d U VI Gs ( Fi g ur e 6) [ 7 2].  
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Fi g u r e 6: S pi k e p r ot ei n st r u ct u r al m o d els . Cl a d o gr a m of str u ct ur al m o d els of pl e oli p o vir us s pi k e pr ot ei ns. P air wis e str u ct ur al si mil ariti es ( Z) 

s c or es w er e c al c ul at e d i n D A LI. R e pr es e nt ati v e str u ct ur es f or m aj or cl a d es ar e s h o w n usi n g ri b b o n r e pr es e nt ati o n a n d c ol or e d a c c or di n g t o t h e 

pl D D T v al u es. C ol or e d l a b els i n di c at e r e pr es e nt ati v es fr o m diff er e nt g e n er a: Al p h a pl e oli p o vir us  ( y ell o w), B et a pl e oli p o vir us  ( bl u e), 

G a m m a pl e oli p o vir us  ( m a g e nt a), D elt a pl e oli p o vir us  (t ur q u ois e) a n d E p sil o n pl e oli p o vir us  (r e d). Ri n g r e pr es e nt t h e t a x o n o mi c affili ati o n ( at f a mil y 

l e v el) of t h e pr e di ct e d h ost f or t h e r es p e cti v e vir us.  

H o w e v er, t h e pr e di ct e d str u ct ur e s f or m t w o disti n cti v e cl a d e s u nr el at e d t o t h e pl e oli p o vir us t a x o n o mi c 

cl as sifi c ati o n ( Fi g ur e 6). I n t h e r e p ort e d str u ct ur es f or H R P V- 2 a n d H R P V- 6 t h e o v er all V-f ol d str u ct ur e i s 

s u b di vi d e d i n t w o m ai n d o m ai ns ( N a n d C t er mi n al) of r o u g hl y e q u al si z e. T h e N-t er mi n al d o m ai n is a g ai n 
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s u b di vi d e d i n t w o s u b d o m ai ns: N 1, c o m p os e d of a b u n dl e of 4 α- h eli c e s, a n d N 2, c o m p os e d of a n arr a y of 

b et a s h e ets, wit h t h e l att er b ei n g t h e pr o p os e d r e c e pt or bi n di n g d o m ai n [ 7 2]. W hil e t h e N-t er mi n al N 1 

s u b d o m ai n w a s e xtr e m el y c o ns er v e d a cr oss all pr e di ct e d str u ct ur e s, t h e N 2 s u b d o m ai n w as l e ss c o ns er v e d 

(s e v er al c as e s of p o orl y r e s ol v e d a n d l o w pl D D T v al u e s). C o n v ers el y, c o nfi d e ntl y pr e di ct e d str u ct ur e s 

dis pl a y e d a wi d er arr a n g e of c o nf or m ati o ns f or N 2 ( Fi g ur e 6), w hi c h i s li k el y a r e s ult of t h e m o n os p e cifi c 

n at ur e of t h eir h ost r a n g e a cti n g a s t h e m aj or e v ol uti o n ar y f or c e.  

T h e str u ct ur e of t h e C-t er mi n al d o m ai n of t h e H R P V- 2 a n d H R P V- 6 s pi k e pr ot ei ns di s pl a y t hr e e s u b d o m ai ns 

( C 1- C 3) pr e c e di n g a ~ 2 0 a mi n o a ci d tr a ns m e m br a n e α- h eli x d o m ai n t h at a n c h ors t h e s pi k e pr ot ei n t o t h e 

m e m br a n e [ 7 2]. W hil e t h e tr a ns m e m br a n e d o m ai n w a s r el ati v el y c o ns er v e d ( S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 9), t h e C-

t er mi n al d o m ai n ( C 1- C 3) a p p e ar e d r at h er di v ers e, a s o bs er v e d f or t h e N 2 r e c e pt or bi n di n g d o m ai n. M o d el e d 

s pi k e pr ot ei ns t h at cl ust er e d cl o s e wit h t h e str u ct ur es fr o m H R P V- 2 a n d H R P V- 6, dis pl a y e d a si mil ar t hr e e-

s u b d o m ai n or g a ni z ati o n. H o w e v er, t h e r est of t h e s pi k e s di s pl a y e d m ai nl y a 2- s u b d o m ai n or g a ni z ati o n of t h e 

C-t er mi n us, wit h o n e s u b d o m ai n b ei n g si mil ar t o t h e C 3 s u b d o m ai n ( 2 t o 3 α- h eli x e s) a n d t h e s e c o n d o n e t o 

t h e C 2 s u b d o m ai n wit h b et a s h e et s or g a ni z e d a s s m all b et a b arr els [ 8 6]. T h e m ost di v er g e nt str u ct ur es w er e 

f o u n d i n t h e br a n c h c o nt ai ni n g m ai nl y pl e oli p o vir us e s pr e di ct e d t o i nf e ct m e m b ers of t h e H al o ar c ul a c e a e 

f a mil y ( Fi g ur e 6). T h e m o d el e d s pi k e pr ot ei ns i n t his br a n c h e x hi bit t h e t w o s h ort α- h eli x e s C 2 s u b d o m ai n, 

a n d t h e s m all b et a- b arr el f ol d e d C 1 s u b d o m ai n i n cl os e pr o xi mit y, w hil e a n u nstr u ct ur e d c h ai n of r e si d u e s 

c o n n e cts t h e t w o d o m ai ns wit h t h e tr a ns m e m br a n e d o m ai n ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 0).  

T h e o v er all cl ust eri n g p att er ns of t h e str u ct ur al d e n d o gr a m s e e ms t o b e m ostl y r el at e d t o t h e h ost t a x o n o m y, 

wit h t h e t w o m ai n br a n c h e s r el ati n g t o t h e H al of e r a c a c e a e  ( cl a ssi c V-s h a p e d f ol d) a n d t h e H al o ar c ul a c e a e  

f a mil y (s h ort e n e d C-t er mi n al f ol d) ( Fi g ur e 6). I nt er e sti n gl y, t h e t w o m ost v ari a bl e str u ct ur al f e at ur es, i. e. t h e 

r e c e pt or bi n di n g N 2 s u b d o m ai n a n d t h e C-t er mi n al d o m ai n, ar e t h e o n e s t h at li k el y i nt er a ct cl os er wit h t h e 

c ell s urf a c e of t h e h ost s. T h e ar c h a e al c ell is c o v er e d b y t h e S-l a y er gl y c o pr ot ei n, w hi c h w a s s h o w n t o b e 

r e c o g ni z e d b y t h e N 2 s u b d o m ai n of t h e s pi k e pr ot ei n of H R P V- 6 a n d t o tri g g er m e m br a n e f usi o n, t h e k e y 

pr o c e ss d uri n g t h e i nf e cti o n of a n e w h ost [ 8 0]. H o w e v er, ar c h a e al S-l a y ers s h ar e littl e s e q u e n c e si mil arit y 

e v e n b et w e e n cl os el y r el at e d s p e ci e s. T his s u g g ests t h at t h e hi g h v ari a bilit y i n t h e N 2 s u b d o m ai n s is li k el y a 

pr o d u ct of h ost s el e cti v e pr ess ur es a n d a d a pt ati o ns t o all o w i niti al i nt er a cti o n wit h a si n gl e S-l a y er pr ot ei n 

fr o m a s p e cifi c h ost. A d diti o n all y, t h e S-l a y er li k el y als o i nt er a cts wit h t h e C-t er mi n al d o m ai n of t h e s pi k e 

pr ot ei n w hil e it is a n c h or e d t o t h e m e m br a n e. T h e S-l a y er of H al of e r a x v ol c a nii  a n d ot h er m e m b ers of t h e 

H al of e r a c a c e a e f a mil y w a s s h o w n t o b e or g a ni z e d i n a d o m e-s h a p e d m a n n er [ 8 7, 8 8], w hil e t h e tri a n g ul ar 

ar c h a e o n H al o ar c ul a j a p o ni c a , a m e m b er of t h e H al o ar c ul a c e a e f a mil y, w a s pr o p os e d t o h a v e a n ar c h e d 

s h a p e d S-l a y er str u ct ur e [ 8 8, 8 9]. T his s u g g e sts, t h at t h e or g a ni z ati o n of t h e S-l a y er gl y c o pr ot ei n c o at, w h et h er 

it i s a d o m e d f or H al of e r a c a c e a e or a n ar c h e d or g a ni z ati o n f or H al o ar c ul a c e a e , mi g ht b e dri vi n g t h e r e p ort e d 
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di v ersit y of t h e C-t er mi n al d o m ai n of t h e s pi k e pr ot ei n of pl e oli p o vir us es. Alt o g et h er, w e c o n cl u d e t h at t h e 

s pi k e pr ot ei n of pl e oli p o vir us e s h a s e v ol v e d dri v e n b y t h e i nt er a cti o n wit h t h e S-l a y er gl y c o pr ot ei n of t h eir 

s p e cifi c h osts a n d it d o es n ot r e pr e s e nt a r eli a bl e m ar k er f or t h e e v ol uti o n of t h e Pl e oli p o viri d a e f a mil y . 

N o n et h el e ss, t h e h ost-r el at e d cl ust eri n g p att er ns o b s er v e d wit h t h e str u ct ur al c o m p aris o n h a v e t h e p ot e nti al t o 

b e c o m e a v al u a bl e t o ol t o h el p pr e di ct t h e h osts of y et u n c ulti v at e d pl e oli p o vir us e s a n d ot h er U VI Gs. 

C o n cl usi o n 

I n t his w or k, w e pr e s e nt e d 4 1 n e w ar c h a e al pl e o m or p hi c vir us g e n o m e s, w hi c h ori gi n at e fr o m 1 1 h y p ers ali n e 

l a k es i n s o ut h e a st A ustr ali a, a n d mi n e d p u bli cl y a v ail a bl e d at as ets t o p erf or m a c o m pr e h e n si v e st u d y of t h e 

Pl e oli p o viri d a e f a mil y, e x p a n di n g i n m or e t h a n o n e or d er of m a g nit u d e t h e c urr e nt di v ersit y of is ol at e d 

pl e oli p o vir us e s [ 6 6]. Si mil arl y t o ot h er ar c h a e al vir us e s, pl e oli p o vir us e s di s pl a y r e m ar k a bl y l o w s e q u e n c e 

si mil arit y, at b ot h n u cl e oti d e a n d pr ot ei n l e v el, a n d li k e h al o ar c h a e al t ail e d vir us e s, t h er e s e e m s t o b e littl e 

c o n n e cti o n b et w e e n t h eir g e o gr a p hi c al ori gi n a n d t h eir t a x o n o mi c or g a ni z ati o n. T hr o u g h m ulti pl e a p pr o a c h e s, 

w e s h o w e d t h at t h e c urr e nt t a x o n o mi c cl a ssifi c ati o n r e s ults i n s e v er al p ol y p h yl eti c gr o u ps, a n d t h er ef or e, 

pr o p os e a n e w or g a ni z ati o n f or t h e Pl e oli p o viri d a e f a mil y i nt o 5 diff er e nt g e n er a: t h e Al p h a, B et a, G a m m a, 

D elt a a n d E psil o n pl e oli p o vir us e s .  

M or e o v er, w e s h o w e d t h at t h e e v ol uti o n ar y hist or y of t his f a mil y h as b e e n r e p e at e dl y i m p a ct e d b y 

r e c o m bi n ati o n e v e nts wit h diff er e nt gr o u ps of m o bil e M G Es. P arti c ul arl y f e at ur es s h ar e d wit h pl a s mi ds fr o m 

di v ers e ori gi ns a n d e n vir o n m e nt s s u g g e st s t h at t h e s e gr o u ps of vir us e s c o ul d p os si bl y b e f o u n d i n 

e n vir o n m e nt s ot h er t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht a n d t h at pl e oli p o vir us es p ossi bl y i nf e ct or g a nis ms ot h er t h a n 

h al o ar c h a e a. Fi n all y, w e o bs er v e t h at t h e pr ef err e d lif e c y cl e of pl e oli p o vir u s e s s e e m s t o b e pr o d u cti v e r at h er 

t h a n l ys o g e ni c, w hi c h f urt h er hi g hli g hts t h e i m p ort a n c e of u n d erst a n di n g vir al c hr o ni c i nf e cti o ns a n d t h eir 

i m p a ct o n h ost m et a b olis m a n d e c ol o g y, w hi c h h a s b e e n s c ar c el y i n v e sti g at e d. 

D at a a v ail a bilit y 

R a w r e a ds fr o m m et a g e n o mi c d at a g e n er at e d i n t his st u d y w er e s u b mitt e d t o E N A- E M B L u n d er pr oj e ct 

n u m b er P RJ E B 6 1 7 3 4. 

A c k n o wl e d g m e nts 

W e t h a n k Dr. R e n at e D o h m e n fr o m t h e M a x Pl a n c k C o m p uti n g & D at a F a cilit y, G ar c hi n g, G er m a n y f or t h e 

i nfr a str u ct ur e u s e d f or str u ct ur al pr e di cti o n wit h Al p h af ol d 2. W e t h a n k D a ni el a T hi e s a n d I n gri d K u n z e ( M PI 

f or M ari n e Mi cr o bi ol o g y, Br e m e n, G er m a n y) f or a s si st a n c e wit h s o m e of t h e e x p eri m e nts. W e t h a n k M art 

Kr u p o vi c a n d H a n n a O ks a m e n f or fr uitf ul di s c ussi o ns. Fi n all y, w e w a nt t o t h a n k t h e M a x- Pl a n c k-I nstit ut e f or 

M ari n e Mi cr o bi ol o g y a n d t h e M a x- Pl a n c k- S o ci et y f or c o nti n u o us s u p p ort.  
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R ef e r e n c es 

1.   Pr a n gi s h vili D. T h e W o n d erf ul W orl d of Ar c h a e al Vir us e s. A n n u R e v Mi cr o bi ol. 2 0 1 3; 6 7: 5 6 5 – 5 8 5. 

d oi: 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v- mi cr o- 0 9 2 4 1 2- 1 5 5 6 3 3 

2.   Li u Y, D e mi n a T A, R o u x S, Ai e ws a k u n P, K a zl a us k a s D, Si m m o n ds P, et al. Di v ersit y, t a x o n o m y, 

a n d e v ol uti o n of ar c h a e al vir us e s of t h e cl a ss C a u d o viri c et e s . P L o S Bi ol. 2 0 2 1; 1 9: 1 – 2 6. 

d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p bi o. 3 0 0 1 4 4 2 

3.   K o o ni n E, D olj a V V., Kr u p o vi c M, V ars a ni A, W olf YI, Y uti n N, et al. Gl o b al Or g a ni z ati o n a n d 

Pr o p os e d M e g at a x o n o m y of t h e Vir us W orl d. Mi cr o bi ol M ol Bi ol R e v. 2 0 2 0; 8 4. d oi: 1 0. 1 1 2 8/ M M B R. 0 0 0 6 1-

1 9 C E 

4.   Kr u p o vi c M, C vir k ait e- Kr u p o vi c V, Ir a n z o J, Pr a n gis h vili D, K o o ni n E V. Vir us e s of ar c h a e a: 

Str u ct ur al, f u n cti o n al, e n vir o n m e nt al a n d e v ol uti o n ar y g e n o mi cs. Vir us R e s. 2 0 1 8; 2 4 4: 1 8 1 – 1 9 3. 

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. vir usr e s. 2 0 1 7. 1 1. 0 2 5 

5.   Ir a n z o J, K o o ni n E V., Pr a n gis h vili D, Kr u p o vi c M. Bi p artit e N et w or k A n al ysis of t h e Ar c h a e al 

Vir os p h er e: E v ol uti o n ar y C o n n e cti o ns b et w e e n Vir us e s a n d C a psi dl e ss M o bil e El e m e nt s. J Vir ol. 2 0 1 6; 9 0: 

1 1 0 4 3 – 1 1 0 5 5. d oi: 1 0. 1 1 2 8/j vi. 0 1 6 2 2- 1 6 

6.   Ir a n z o J, Kr u p o vi c M, K o o ni n E V. A n et w or k p ers p e cti v e o n t h e vir us w orl d. C o m m u n I nt e gr Bi ol. 

2 0 1 7; 1 0: 1 – 4. d oi: 1 0. 1 0 8 0/ 1 9 4 2 0 8 8 9. 2 0 1 7. 1 2 9 6 6 1 4 

7.   Pr a n gi s h vili D, B a mf or d D H, F ort err e P, Ir a n z o J, K o o ni n E V., Kr u p o vi c M. T h e e ni g m ati c ar c h a e al 

vir os p h er e. N at R e v Mi cr o bi ol. 2 0 1 7; 1 5: 7 2 4 – 7 3 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ nr mi cr o. 2 0 1 7. 1 2 5 

8.   Kr u p o vi c M, D olj a V V., K o o ni n E V. Ori gi n of vir us e s: pri m or di al r e pli c at ors r e cr uiti n g c a psi ds fr o m 

h osts. N at R e v Mi cr o bi ol. 2 0 1 9; 1 7: 4 4 9 – 4 5 8. d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 7 9- 0 1 9- 0 2 0 5- 6 

9.   Kr u p o vi c M, K o o ni n E V. M ulti pl e ori gi ns of vir al c a psi d pr ot ei ns fr o m c ell ul ar a n c e st ors. Pr o c N atl 

A c a d S ci. 2 0 1 7; 1 1 4: E 2 4 0 1 – E 2 4 1 0. d oi: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 6 2 1 0 6 1 1 1 4 

1 0.  Pi etil ä M K, At a n a s o v a N S, M a n ol e V, Lilj er o os L, B ut c h er SJ, O ks a n e n H M, et al. Viri o n Ar c hit e ct ur e 

U nifi e s Gl o b all y Distri b ut e d Pl e oli p o vir us e s I nf e cti n g H al o p hili c Ar c h a e a. J Vir ol. 2 0 1 2; 8 6: 5 0 6 7 – 5 0 7 9. 

d oi: 1 0. 1 1 2 8/j vi. 0 6 9 1 5- 1 1 

1 1.  S e n čil o A, P a uli n L, K ell n er S, H el m M, R oi n e E. R el at e d h al o ar c h a e al pl e o m or p hi c vir us e s c o nt ai n 

diff er e nt g e n o m e t y p e s. N u cl ei c A ci ds R e s. 2 0 1 2; 4 0: 5 5 2 3 – 5 5 3 4. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k s 2 1 5 
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1 2.  Pi etil ä M K, R oi n e E, S e n cil o A, B a mf or d D H, O ks a n e n H M. Pl e oli p o viri d a e, a n e wl y pr o p os e d f a mil y 

c o m prisi n g ar c h a e al pl e o m or p hi c vir us e s wit h si n gl e-str a n d e d or d o u bl e-str a n d e d D N A g e n o m es. Ar c h Vir ol. 

2 0 1 6; 1 6 1: 2 4 9 – 2 5 6. d oi: 1 0. 1 0 0 7/s 0 0 7 0 5- 0 1 5- 2 6 1 3- x 

1 3.  Pi etil ä M K, R oi n e E, P a uli n L, K al k ki n e n N, B a mf or d D H. A n ss D N A vir us i nf e cti n g ar c h a e a: A n e w 

li n e a g e of vir us e s wit h a m e m br a n e e n v el o p e. M ol Mi cr o bi ol. 2 0 0 9; 7 2: 3 0 7 – 3 1 9. d oi: 1 0. 1 1 1 1/j. 1 3 6 5-

2 9 5 8. 2 0 0 9. 0 6 6 4 2. x 

1 4.  Al ar c ó n- S c h u m a c h er T, N a or A, G o p h n a U, Er d m a n n S. I s ol ati o n of a vir us c a usi n g a c hr o ni c i nf e cti o n 

i n t h e ar c h a e al m o d el or g a nis m H al of e r a x v ol c a nii  r e v e al s a nti vir al a cti viti e s of a pr o vir us. Pr o c N atl A c a d 

S ci. 2 0 2 2; 1 1 9: 1 – 1 2. d oi: htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 2 2 0 5 0 3 7 1 1 9 

1 5.  K a zl a us k a s D, V ars a ni A, K o o ni n E V., Kr u p o vi c M. M ulti pl e ori gi ns of pr o k ar y oti c a n d e u k ar y oti c 

si n gl e-str a n d e d D N A vir us e s fr o m b a ct eri al a n d ar c h a e al pl a s mi ds. N at C o m m u n. 2 0 1 9; 1 0: 1 – 1 2. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 4 6 7- 0 1 9- 1 1 4 3 3- 0 

1 6.  B at h C, C u k al a c T, P ort er K, D y all- S mit h M L. His 1 a n d Hi s 2 ar e dist a ntl y r el at e d, s pi n dl e-s h a p e d 

h al o vir us e s b el o n gi n g t o t h e n o v el vir us gr o u p, S alt er pr o vir us. Vir ol o g y. 2 0 0 6; 3 5 0: 2 2 8 – 2 3 9. 

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. vir ol. 2 0 0 6. 0 2. 0 0 5 

1 7.  D e mi n a T A, O ks a n e n H M. Pl e o m or p hi c ar c h a e al vir us e s: t h e f a mil y Pl e oli p o vi ri d a e i s e x p a n di n g b y 

s e v e n n e w s p e ci es. Ar c h Vir ol. 2 0 2 0; 1 6 5: 2 7 2 3 – 2 7 3 1. d oi: 1 0. 1 0 0 7/s 0 0 7 0 5- 0 2 0- 0 4 6 8 9- 1 

1 8.  D y all- S mit h M, Pf eiff er F, C hi a n g P- W, T a n g S- L. T h e N o v el H al o vir us H ar d y c or 1, a n d t h e Pr e s e n c e 

of A cti v e (I n d u c e d) Pr o vir us e s i n F o ur H al o ar c h a e a. 2 0 2 1 [ cit e d 2 5 A u g 2 0 2 1]. d oi: 1 0. 3 3 9 0/ g e n e s 1 2 0 2 0 1 4 9 

1 9.  M arti n M. C ut a d a pt r e m o v es a d a pt er s e q u e n c es fr o m hi g h-t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g r e a ds k e n k y u hi 

h oj o ki n g a n ri ns h o k e n k y u ji g y o. E M B n et.j o ur n al. 2 0 1 3; 1 7: 1 0 – 1 2. d oi: 1 0. 1 4 8 0 6/ ej. 1 7. 1. 2 0 0 

2 0.  B a n k e vi c h A, N ur k S, A nti p o v D, G ur e vi c h A A, D v or ki n M, K uli k o v A S, et al. S P A d es: A N e w 

G e n o m e A ss e m bl y Al g orit h m a n d Its A p pli c ati o ns t o Si n gl e- C ell S e q u e n ci n g. J C o m p ut Bi ol. 2 0 1 2; 1 9: 4 5 5 –

4 7 7. d oi: 1 0. 1 0 8 9/ c m b. 2 0 1 2. 0 0 2 1 

2 1.  H y att D, C h e n G, L o c as ci o P F, L a n d M L, L ari m er F W, H a us er LJ. Pr o di g al : pr o k ar y oti c g e n e 

r e c o g niti o n a n d tr a nsl ati o n i niti ati o n sit e i d e ntifi c ati o n. 2 0 1 0.  

2 2.  U s h n ell B. B B M a p : A F a st , A c c ur at e , S pli c e- A w ar e Ali g n er. 2 0 1 4; 3 – 5.  
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2 3.  K a n g D D, Li F, Kirt o n E, T h o m as A, E g a n R, A n H, et al. M et a B A T 2: A n a d a pti v e bi n ni n g al g orit h m 

f or r o b ust a n d effi ci e nt g e n o m e r e c o nstr u cti o n fr o m m et a g e n o m e a s s e m bli e s. P e erJ. 2 0 1 9; 2 0 1 9: 1 – 1 3. 

d oi: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 7 3 5 9 

2 4.  P ar ks D H, I m elf ort M, S k e n n ert o n C T, H u g e n h olt z P, T ys o n G W. C h e c k M: Ass e ssi n g t h e q u alit y of 

mi cr o bi al g e n o m es r e c o v er e d fr o m is ol at es, si n gl e c ells, a n d m et a g e n o m e s. G e n o m e R e s. 2 0 1 5; 2 5: 1 0 4 3 –

1 0 5 5. d oi: 1 0. 1 1 0 1/ gr. 1 8 6 0 7 2. 1 1 4 

2 5.  B o w ers R M, K yr pi d e s N C, St e p a n a us k a s R, H ar m o n- S mit h M, D o u d D, R e d d y T B K, et al. Mi ni m u m 

i nf or m ati o n a b o ut a si n gl e a m plifi e d g e n o m e ( MI S A G) a n d a m et a g e n o m e- a ss e m bl e d g e n o m e ( MI M A G) of 

b a ct eri a a n d ar c h a e a. N at Bi ot e c h n ol. 2 0 1 7; 3 5: 7 2 5 – 7 3 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n bt. 3 8 9 3 

2 6.  C h a u m eil P A, M ussi g AJ, H u g e n h olt z P, P ar ks D H. G T D B- T k: A t o ol kit t o cl a s sif y g e n o m e s wit h t h e 

g e n o m e t a x o n o m y d at a b a s e. Bi oi nf or m ati c s. 2 0 2 0; 3 6: 1 9 2 5 – 1 9 2 7. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt z 8 4 8 

2 7.  C h e n I M A, C h u K, P al a ni a p p a n K, Pill a y M, R at n er A, H u a n g J, et al. I M G/ M v. 5. 0: A n i nt e gr at e d 

d at a m a n a g e m e nt a n d c o m p ar ati v e a n al ysis s yst e m f or mi cr o bi al g e n o m e s a n d mi cr o bi o m e s. N u cl ei c A ci ds 

R e s. 2 0 1 9; 4 7: D 6 6 6 – D 6 7 7. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k y 9 0 1 

2 8.  R o u x S, D a vi d P, C h e n I A, P al a ni a p p a n K, R at n er A, C h u K, et al. I M G/ V R v 3: a n i nt e gr at e d 

e c ol o gi c al a n d e v ol uti o n ar y fr a m e w or k f or i nt err o g ati n g g e n o m e s of u n c ulti v at e d vir us e s. N u cl ei c A ci d s R e s. 

2 0 2 0; 1 – 1 2. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k a a 9 4 6 

2 9.  B u c hfi n k B, Xi e C, H us o n D H. F a st a n d s e nsiti v e pr ot ei n ali g n m e nt usi n g DI A M O N D. 2 0 1 5; 1 2. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 3 1 7 6 

3 0.  K at o h K, St a n dl e y D M. M A F F T m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt s oft w ar e v ersi o n 7: I m pr o v e m e nts i n 

p erf or m a n c e a n d us a bilit y. M ol Bi ol E v ol. 2 0 1 3; 3 0: 7 7 2 – 7 8 0. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ m ol b e v/ mst 0 1 0 

3 1.  Z h a n g Z, W o o d WI. A pr ofil e hi d d e n M ar k o v m o d el f or si g n al p e pti d es g e n er at e d b y H M M E R. 

Bi oi nf or m ati c s. 2 0 0 3; 1 9: 3 0 7 – 3 0 8. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ 1 9. 2. 3 0 7 

3 2.  B at e m a n A, C oi n L, D ur bi n R, Fi n n R D, H olli c h V, Griffit hs-J o n e s S, et al. T h e Pf a m pr ot ei n f a mili e s 

d at a b a s e. N u cl ei c A ci ds R e s. 2 0 0 4; 3 2: 1 3 8 – 1 4 1. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k h 1 2 1 

3 3.  N a yf a c h S, C a m ar g o A P, S c h ul z F, El o e- F a dr os h E, R o u x S, K yr pi d e s N C. C h e c k V a ss e ss e s t h e 

q u alit y a n d c o m pl et e n e s s of m et a g e n o m e- a ss e m bl e d vir al g e n o m e s. N at Bi ot e c h n ol. 2 0 2 0. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 8 7- 0 2 0- 0 0 7 7 4- 7 
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3 4.  G u o J, B ol d u c B, Z a y e d A A, V ars a ni A, D o mi n g u e z- H u ert a G, D el m o nt T O, et al. Vir S ort er 2: a m ulti-

cl as sifi er, e x p ert- g ui d e d a p pr o a c h t o d et e ct di v ers e D N A a n d R N A vir us e s. Mi cr o bi o m e. 2 0 2 1; 9: 1 – 1 3. 

d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 4 0 1 6 8- 0 2 0- 0 0 9 9 0- y 

3 5.  C a m ar g o A P, R o u x S, S c h ul z F, B a bi ns ki M, X u Y, H u B, et al. Y o u c a n m o v e, b ut y o u c a n’t hi d e: 

i d e ntifi c ati o n  of  m o bil e  g e n eti c  el e m e nts  wit h  g e N o m a d.  bi o R xi v.  2 0 2 3. 

d oi: htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 3. 0 3. 0 5. 5 3 1 2 0 6 

3 6.  D el c h er A L, P hilli p p y A, C arlt o n J, S al z b er g S L. F a st al g orit h ms f or l ar g e-s c al e g e n o m e ali g n m e nt 

a n d c o m p aris o n. 2 0 0 2; 3 0: 2 4 7 8 – 2 4 8 3.  

3 7.  R o u x S, E m ers o n J B, El o e- F a dr os h E A, S ulli v a n M B. B e n c h m ar ki n g vir o mi c s: a n i n sili c o e v al u ati o n 

of m et a g e n o m e- e n a bl e d e sti m at es of vir al c o m m u nit y c o m p ositi o n a n d di v ersit y. P e erJ. 2 0 1 7; 5: e 3 8 1 7. 

d oi: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 3 8 1 7 

3 8.  R o u x S, A dri a e nss e ns E M, D util h B E, K o o ni n E V., Kr o pi ns ki A M, Kr u p o vi c M, et al. Mi ni m u m 

i nf or m ati o n a b o ut a n u n c ulti v at e d vir us g e n o m e ( MI U VI G). N at Bi ot e c h n ol. 2 0 1 9; 3 7: 2 9 – 3 7. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n bt. 4 3 0 6 

3 9.  Prit c h ar d L, Gl o v er R H, H u m p hris S, El p hi n st o n e J G, T ot h I K. G e n o mi c s a n d t a x o n o m y i n di a g n osti c s 

f or f o o d s e c urit y: S oft-r otti n g e nt er o b a ct eri al pl a nt p at h o g e ns. A n al M et h o ds. 2 0 1 6; 8: 1 2 – 2 4. 

d oi: 1 0. 1 0 3 9/ c 5 a y 0 2 5 5 0 h 

4 0.  M or ar u C, V ars a ni A, Kr o pi ns ki A M. VI RI DI C — A n o v el t o ol t o c al c ul at e t h e i nt er g e n o mi c 

si mil ariti e s of pr o k ar y ot e-i nf e cti n g vir us e s. Vir us e s. 2 0 2 0; 1 2: 1 – 1 0. d oi: 1 0. 3 3 9 0/ v 1 2 1 1 1 2 6 8 

4 1.  J o n es P, Bi n ns D, C h a n g H Y, Fr as er M, Li W, M c A n ull a C, et al. I nt er Pr o S c a n 5: G e n o m e-s c al e 

pr ot ei n f u n cti o n cl a ssifi c ati o n. Bi oi nf or m ati c s. 2 0 1 4; 3 0: 1 2 3 6 – 1 2 4 0. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt u 0 3 1 

4 2.  S h aff er M, B ort o n M A, M c Gi v er n B B, Z a y e d A A, L a R os a S L 0 0 0 3 3 5 2 7 8 1 0 1, S ol d e n L M, et al. 

D R A M f or distilli n g mi cr o bi al m et a b olis m t o a ut o m at e t h e c ur ati o n of mi cr o bi o m e f u n cti o n. N u cl ei c A ci ds 

R e s. 2 0 2 0; 4 8: 8 8 8 3 – 8 9 0 0. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k a a 6 2 1 

4 3.  Zi m m er m a n n L, St e p h e ns A, N a m S Z, R a u D, K ü bl er J, L o z aji c M, et al. A C o m pl et el y 

R ei m pl e m e nt e d M PI Bi oi nf or m ati cs T o ol kit wit h a N e w H H pr e d S er v er at its C or e. J M ol Bi ol. 2 0 1 8. 

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j.j m b. 2 0 1 7. 1 2. 0 0 7 

4 4.  St ei n e g g er M, Mir dit a M, S ö di n g J. Pr ot ei n-l e v el a ss e m bl y i n cr e a s e s pr ot ei n s e q u e n c e r e c o v er y fr o m 

m et a g e n o mi c s a m pl e s m a n yf ol d. N at M et h o ds. 2 0 1 9; 1 6: 6 0 3 – 6 0 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 9 2- 0 1 9- 0 4 3 7- 4 
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4 5.  H u ert a- C e p a s J, S z kl ar c z y k D, H ell er D, H er n á n d e z- Pl a z a A, F orsl u n d S K, C o o k H, et al. E g g N O G 

5. 0: A hi er ar c hi c al, f u n cti o n all y a n d p h yl o g e n eti c all y a n n ot at e d ort h ol o g y r e s o ur c e b a s e d o n 5 0 9 0 or g a ni s m s 

a n d 2 5 0 2 vir us e s. N u cl ei c A ci ds R e s. 2 0 1 9; 4 7: D 3 0 9 – D 3 1 4. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k y 1 0 8 5 

4 6.  C a nt al a pi e dr a C P, H er n a̗ n d e z- Pl a z a A, L et u ni c I, B or k P, H u ert a- C e p as J. e g g N O G- m a p p er v 2: 

F u n cti o n al A n n ot ati o n, Ort h ol o g y As si g n m e nts, a n d D o m ai n Pr e di cti o n at t h e M et a g e n o mi c S c al e. M ol Bi ol 

E v ol. 2 0 2 1; 3 8: 5 8 2 5 – 5 8 2 9. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ m ol b e v/ ms a b 2 9 3 

4 7.  M ei er- K olt h off J P, G ö k er M. VI C T O R: g e n o m e- b as e d p h yl o g e n y a n d cl a ssifi c ati o n of pr o k ar y oti c 

vir us e s. Bi oi nf or m ati c s. 2 0 1 7; 3 3: 3 3 9 6 – 3 4 0 4. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt x 4 4 0 

4 8.  B ol d u c B, J a n g H Bi n, D o ul ci er G, Y o u Z- Q, R o u x S, S ulli v a n M B. v C o n T A C T: a n i Vir us t o ol t o 

cl as sif y d o u bl e- str a n d e d D N A vir us e s t h at i nf e ct Ar c h a e a  a n d B a ct eri a . P e erJ. 2 0 1 7; 5: e 3 2 4 3. 

d oi: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 3 2 4 3 

4 9.  Bi n J a n g H, B ol d u c B, Z a bl o c ki O, K u h n J H, R o u x S, A dri a e nss e n s E M, et al. T a x o n o mi c a ssi g n m e nt 

of u n c ulti v at e d pr o k ar y oti c vir us g e n o m e s is e n a bl e d b y g e n e-s h ari n g n et w or ks. N at Bi ot e c h n ol. 2 0 1 9; 3 7: 

6 3 2 – 6 3 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 8 7- 0 1 9- 0 1 0 0- 8 

5 0.  Wi c k h a m H. g g pl ot 2: El e g a nt Gr a p hi cs f or D at a A n al ysi s. S pri n g er- V erl a g N e w Y or k. 2 0 0 9.  

5 1.  B utts C T. n et w or k : A P a c k a g e f or M a n a gi n g R el ati o n al D at a i n R. 2 0 0 8; 2 4.  

5 2.  Mi n h B Q, S c h mi dt H A, C h er n o m or O, S c hr e m pf D, W o o d h a m s M D, V o n H a e s el er A, et al. I Q- T R E E 

2: N e w M o d els a n d Effi ci e nt M et h o ds f or P h yl o g e n eti c I nf er e n c e i n t h e G e n o mi c Er a. M ol Bi ol E v ol. 

2 0 2 0; 3 7: 1 5 3 0 – 1 5 3 4. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ m ol b e v/ ms a a 0 1 5 

5 3.  H o a n g D T, C h er n o m or O, H a e s el er A V o n, Mi n h B Q, Vi n h L S. U F B o ot 2 : I m pr o vi n g t h e Ultr af ast 

B o otstr a p A p pr o xi m ati o n. 2 0 1 7; 3 5: 5 1 8 – 5 2 2. d oi: 1 0. 5 2 8 1/ z e n o d o. 8 5 4 4 4 5 

5 4.  K al y a a n a m o ort h y S, Mi n h B Q, W o n g T K F, V o n H a e s el er A, J er mii n L S. M o d el Fi n d er: F a st m o d el 

s el e cti o n f or a c c ur at e p h yl o g e n eti c e sti m at e s. N at M et h o ds. 2 0 1 7; 1 4: 5 8 7 – 5 8 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 4 2 8 5 

5 5.  L et u ni c I, B or k P. I nt er a cti v e Tr e e of Lif e (i T O L) v 4: R e c e nt u p d at e s a n d n e w d e v el o p m e nts. N u cl ei c 

A ci ds R e s. 2 0 1 9; 4 7: 2 5 6 – 2 5 9. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k z 2 3 9 

5 6.  R o n n e b er g er O, T u n y a s u v u n a k o ol K, B at es R, Ží d e k A, B all ar d A J, C o wi e A, et al. Hi g hl y a c c ur at e 

pr ot ei n str u ct ur e pr e di cti o n wit h Al p h a F ol d. N at ur e. 2 0 2 1; 5 9 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 8 6- 0 2 1- 0 3 8 1 9- 2 
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5 7.  V ar a di M, A n y a n g o S, D es h p a n d e M, N air S, N at a ssi a C, Y or d a n o v a G, et al. Al p h a F ol d Pr ot ei n 

Str u ct ur e D at a b a s e: M a ssi v el y e x p a n di n g t h e str u ct ur al c o v er a g e of pr ot ei n-s e q u e n c e s p a c e wit h hi g h-

a c c ur a c y m o d els. N u cl ei c A ci ds R e s. 2 0 2 2; 5 0: D 4 3 9 – D 4 4 4. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k a b 1 0 6 1 

5 8.  A n n o u n ci n g t h e w orl d wi d e Pr ot ei n D at a B a n k. 2 0 0 3; 1 0: 2 0 0 3.  

5 9.  L. D W. T h e P y M O L m ol e c ul ar gr a p hi c s s yst e m. htt p:// w w w. p y m ol. or g/. 2 0 0 2 [ cit e d 1 6 F e b 2 0 2 3]. 

A v ail a bl e: htt ps:// cir. nii. a c.j p/ cri d/ 1 5 7 0 5 7 2 7 0 1 2 4 7 2 4 4 1 6 0. bi b ?l a n g = e n 

6 0.  H ol m L. D ali s er v er: str u ct ur al u nifi c ati o n of pr ot ei n f a mili e s. N u cl ei c A ci ds R e s. 2 0 2 2; 5 0: W 2 1 0 –

W 2 1 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k a c 3 8 7 

6 1.  R o u x S, C a m ar g o A P, C o uti n h o F H, D a b d o u b S M, D util h B E, N a yf a c h S, et al. i P H o P: a n i nt e gr at e d 

m a c hi n e-l e ar ni n g fr a m e w or k t o m a xi mi z e h ost pr e di cti o n f or m et a g e n o m e- a ss e m bl e d vir us g e n o m e s. 2 0 2 2. 

A v ail a bl e: htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 2. 0 7. 2 8. 5 0 1 9 0 8 

6 2.  L u C, Z h a n g Z, C ai Z, Z h u Z, Qi u Y, W u A, et al. Pr o k ar y oti c vir us h ost pr e di ct or: a G a ussi a n m o d el 

f or h ost pr e di cti o n of pr o k ar y oti c vir us e s i n m et a g e n o mi cs. B M C Bi ol. 2 0 2 1; 1 9: 1 – 1 1. d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 9 1 5-

0 2 0- 0 0 9 3 8- 6 

6 3.  A hl gr e n N A, R e n J, L u Y Y, F u hr m a n J A, S u n F. Ali g n m e nt-fr e e d 2 ∗  oli g o n u cl e oti d e fr e q u e n c y 

dissi mil arit y m e as ur e i m pr o v e s pr e di cti o n of h osts fr o m m et a g e n o mi c all y- d eri v e d vir al s e q u e n c e s. N u cl ei c 

A ci ds R e s. 2 0 1 7; 4 5: 3 9 – 5 3. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k w 1 0 0 2 

6 4.  G ali e z C, Si e b ert M, E n a ult F, Vi n c e nt J, S ö di n g J. WIs H: w h o is t h e h ost ? Pr e di cti n g pr o k ar y oti c 

h osts  fr o m  m et a g e n o mi c  p h a g e  c o nti gs.  Bi oi nf or m ati c s.  2 0 1 7; 3 3:  3 1 1 3 – 3 1 1 4. 

d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt x 3 8 3 

6 5.  C o uti n h o F H, Z ar a g o z a- S ol a s A, L ó p e z- P ér e z M, B ar yls ki J, Zi el e zi ns ki A, D util h B E, et al. R a F A H: 

H ost pr e di cti o n f or vir us e s of B a ct eri a a n d Ar c h a e a b as e d o n pr ot ei n c o nt e nt. P att er ns. 2 0 2 1; 2. 

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. p att er. 2 0 2 1. 1 0 0 2 7 4 

6 6.  Li u Y, D y all- S mit h M, O ks a n e n H M. I C T V Vir us T a x o n o m y Pr ofil e: Pl e oli p o viri d a e 2 0 2 2. J G e n 

Vir ol. 2 0 2 2; 1 0 3: 1 – 2. d oi: 1 0. 1 0 9 9/j g v. 0. 0 0 1 7 9 3 

6 7.  M e d v e d e v a S, B orr el G, Kr u p o vi c M, Gri b al d o S. A gl o b al vir o m e of m et h a n o g e ni c ar c h a e a hi g hli g ht s 

n o v el di v ersit y a n d a d a pt ati o ns t o t h e g ut e n vir o n m e nt. R e s S q. 2 0 2 3; 1 – 3 0. 

d oi: htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 2 1 2 0 3/rs. 3.rs- 2 5 3 9 4 6 6/ v 1 Li c e ns e: 
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6 8.  Li u J, S h e n Q, I d H B. P L O S O N E C o m p aris o n of s e v e n S N P c alli n g pi p eli n e s f or t h e n e xt- g e n er ati o n 

s e q u e n ci n g d at a of c hi c k e ns. 2 0 2 2; 1 – 1 4. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 2 6 2 5 7 4 

6 9.  B a mf or d D H, Pi etil ä M K, R oi n e E, At a n as o v a N S, Di e nst bi er A, O ks a n e n H M. I C T V vir us t a x o n o m y 

pr ofil e: Pl e oli p o viri d a e . J G e n Vir ol. 2 0 1 7; 9 8: 2 9 1 6 – 2 9 1 7. d oi: 1 0. 1 0 9 9/j g v. 0. 0 0 0 9 7 2 

7 0.  D e mi n a T A, Pi etil ä M K, S virs k ait ė J, R a v a ntti JJ, At a n a s o v a N S, B a mf or d D H, et al. H CI V- 1 a n d 

ot h er t aill ess i c os a h e dr al i nt er n al m e m br a n e- c o nt ai ni n g vir us e s of t h e f a mil y S p h a e r oli p o viri d a e . Vir us e s. 

2 0 1 7; 9. d oi: 1 0. 3 3 9 0/ v 9 0 2 0 0 3 2 

7 1.  Kr u p o vi c M, F ort err e P. Si n gl e-str a n d e d D N A vir us e s e m pl o y a v ari et y of m e c h a nis ms f or i nt e gr ati o n 

i nt o h ost g e n o m e s. A n n N Y A c a d S ci. 2 0 1 5; 1 3 4 1: 4 1 – 5 3. d oi: 1 0. 1 1 1 1/ n y a s. 1 2 6 7 5 

7 2.  O m ari K El, Li S, K ot e c h a A, W alt er T S, Bi g n o n E A, H arl os K, et al. T h e str u ct ur e of a pr o k ar y oti c 

vir al e n v el o p e pr ot ei n e x p a n ds t h e l a n ds c a p e of m e m br a n e f usi o n pr ot ei ns. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7- 0 1 9- 0 8 7 2 8- 7 

7 3.  Li p ps G, W ei n zi erl A O, V o n S c h e v e n G, B u c h e n C, Cr a m er P. Str u ct ur e of a bif u n cti o n al D N A 

pri m a s e- p ol y m er as e. N at Str u ct M ol Bi ol. 2 0 0 4; 1 1: 1 5 7 – 1 6 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ ns m b 7 2 3 

7 4.  J a a k k ol a S T, P e ntti n e n R K, Vil é n S T, J al a s v u ori M, R ö n n h ol m G, B a mf or d J K H, et al. Cl os el y R el at e d 

Ar c h a e al H al o ar c ul a hi s p a ni c a I c os a h e dr al Vir us e s H HI V- 2 a n d S H 1 H a v e N o n h o m ol o g o us G e n e s E n c o di n g 

H ost R e c o g niti o n F u n cti o ns. J Vir ol. 2 0 1 2; 8 6: 4 7 3 4 – 4 7 4 2. d oi: 1 0. 1 1 2 8/j vi. 0 6 6 6 6- 1 1 

7 5.  T a yl or K, W ȩ gr z y n G. R e pli c ati o n of c oli p h a g e l a m b d a D N A. F E M S Mi cr o bi ol R e v. 1 9 9 5; 1 7: 1 0 9 –

1 1 9. d oi: 1 0. 1 0 1 6/ 0 1 6 8- 6 4 4 5( 9 5) 0 0 0 7 7- 1 

7 6.  D y all- S mit h M, Pf eif er F, Witt e A, O e st er h elt D, Pf eiff er F. C o m pl et e g e n o m e s e q u e n c e of t h e m o d el 

h al o vir us p hi H 1 ( Φ H 1). G e n es ( B a s el). 2 0 1 8; 9: 1 – 2 0. d oi: 1 0. 3 3 9 0/ g e n es 9 1 0 0 4 9 3 

7 7.  K al a S, C u m b y N, S a d o ws ki P D, H y d er B Z, K a n elis V, D a vi ds o n A R, et al. H N H pr ot ei ns ar e a 

wi d e s pr e a d c o m p o n e nt of p h a g e D N A p a c k a gi n g m a c hi n es. Pr o c N atl A c a d S ci U S A. 2 0 1 4; 1 1 1: 6 0 2 2 – 6 0 2 7. 

d oi: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 3 2 0 9 5 2 1 1 1 

7 8.  G orl a s A, Kr u p o vi c M, F ort err e P, G esli n C. Li vi n g si d e b y si d e wit h a vir us: C h ar a ct eri z ati o n of t w o 

n o v el pl as mi ds fr o m T h e r m o c o c c us pri e urii , a h ost f or t h e s pi n dl e-s h a p e d vir us T P V 1. A p pl E n vir o n 

Mi cr o bi ol. 2 0 1 3; 7 9: 3 8 2 2 – 3 8 2 8. d oi: 1 0. 1 1 2 8/ A E M. 0 0 5 2 5- 1 3 

7 9.  El O m ari K, Li S, K ot e c h a A, W alt er T S, Bi g n o n E A, H arl os K, et al. T h e str u ct ur e of a pr o k ar y oti c 

vir al e n v el o p e pr ot ei n e x p a n ds t h e l a n ds c a p e of m e m br a n e f usi o n pr ot ei ns. N at C o m m u n. 2 0 1 9; 1 0. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 4 6 7- 0 1 9- 0 8 7 2 8- 7 
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8 0.  Bi g n o n E A, C h o u K R, R oi n e E. H al or u br u m pl e o m or p hi c vir us- 6 M e m br a n e F usi o n Is Tri g g er e d b y 

a n S- L a y er C o m p o n e nt of Its H al o ar c h a e al H ost. 2 0 2 2.  

8 1.  At a n a s o v a N S, R oi n e E, Or e n A, B a mf or d D H, O ks a n e n H M. Gl o b al n et w or k of s p e cifi c vir us- h ost 

i nt er a cti o ns i n h y p ers ali n e e n vir o n m e nt s. E n vir o n Mi cr o bi ol. 2 0 1 2; 1 4: 4 2 6 – 4 4 0. d oi: 1 0. 1 1 1 1/j. 1 4 6 2-

2 9 2 0. 2 0 1 1. 0 2 6 0 3. x 

8 2.  D y b vi g K, N o w a k J A, Sl a d e k T L, M a nil off J. I d e ntifi c ati o n of a n E n v el o p e d P h a g e, M y c o pl a s m a 

Vir us L 1 7 2, t h at C o nt ai ns a 1 4- Kil o b as e Si n gl e- Str a n d e d D N A G e n o m e. J Vir ol. 1 9 8 5; 5 3: 3 8 4 – 3 9 0. 

d oi: 1 0. 1 1 2 8/ mi cr o b e. 8. 2 4 2. 2 

8 3.  F u c hs m a n C A, C olli ns R E, R o c a p G, Br a z elt o n WJ. Eff e ct of t h e e n vir o n m e nt o n h ori z o nt al g e n e 

tr a nsf er b et w e e n b a ct eri a a n d ar c h a e a. P e erJ. 2 0 1 7; 2 0 1 7: 1 – 2 6. d oi: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 3 8 6 5 

8 4.  M o n g o di n E F, N els o n K E, D a u g h ert y S, D e B o y R T, Wist er J, K h o uri H, et al. T h e g e n o m e of 

S ali ni b a ct er r u b er: C o n v er g e n c e a n d g e n e e x c h a n g e a m o n g h y p er h al o p hili c b a ct eri a a n d ar c h a e a. Pr o c N atl 

A c a d S ci U S A. 2 0 0 5; 1 0 2: 1 8 1 4 7 – 1 8 1 5 2. d oi: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 0 5 0 9 0 7 3 1 0 2 

8 5.  N el s o n K E, Cl a yt o n R A, Gill S R, G wi n n M L, D o ds o n RJ, H aft D H, et al. E vi d e n c e f or l at er al g e n e 

tr a nsf er b et w e e n ar c h a e a a n d b a ct eri a fr o m g e n o m e s e q u e n c e of T h er m ot o g a m ariti m a. N at ur e. 1 9 9 9; 3 9 9: 

3 2 3 – 3 2 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ 2 0 6 0 1 

8 6.  Y o u k h ari b a c h e P, V er et ni k S, Li Q, St a n e k K A, M ur a C, B o ur n e P E. T h e S m all β- B arr el D o m ai n: A 

S ur v e y- B a s e d Str u ct ur al A n al ysis. Str u ct ur e. 2 0 1 9; 2 7: 6 – 2 6. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j.str. 2 0 1 8. 0 9. 0 1 2 

8 7.  v o n K ü g el g e n A, Al v a V, B h ar at T A M. C o m pl et e at o mi c str u ct ur e of a n ati v e ar c h a e al c ell s urf a c e. 

C ell R e p. 2 0 2 1; 3 7. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. c elr e p. 2 0 2 1. 1 1 0 0 5 2 

8 8.  R o dri g u e s- Oli v eir a T, B el m o k A, V as c o n c ell os D, S c h ust er B, K y a w C M. Ar c h a e al S-l a y ers: 

O v er vi e w a n d c urr e nt st at e of t h e art. Fr o nt Mi cr o bi ol. 2 0 1 7; 8: 1 – 1 7. d oi: 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 7. 0 2 5 9 7 

8 9.  H ori k os hi K, A o n o R, N a k a m ur a S. T h e tri a n g ul ar h al o p hili c ar c h a e b a ct eri u m H al o ar c ul a j a p o ni c a 

str ai n T R- 1. E x p eri e nti a. 1 9 9 3; 4 9: 4 9 7 – 5 0 2. d oi: 1 0. 1 0 0 7/ B F 0 1 9 5 5 1 5 1 
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 S u p pl e m e nt a r y M at e ri al 

R e visiti n g t h e e v ol uti o n a r y t r aj e ct o ri e s a n d o r g a ni z ati o n of t h e 

Pl e oli p o viri d a e  f a mil y 

T o m a s Al ar c ó n- S c h u m a c h er 1 * , D o mi ni k L ü c ki n g1  a n d S us a n n e Er d m a n n1 * 

1 M a x- Pl a n c k-I nstit ut e f or M ari n e Mi cr o bi ol o g y, C elsi u sstr a ss e 1, 2 8 3 5 9 Br e m e n, G er m a n y 

 

S u p pl e m e nt a r y I nf o r m ati o n 
 

S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e s 

 

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 1: Pr o vir us g e n o m e  

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 2: Pl e oli p o vir us g e n o m e si mil arit y 

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 3: Vir al cl ust er.  

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 4: I nt er n al m e m br a n e pr ot ei n c o m p aris o n. 

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 5: P h yl o g e n y c o ns er v e d R e p B et a. 

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 6: P h yl o g e n y c o ns er v e d O R F 8. 

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 7: C RI S P R s p a c ers t ar g eti n g. 

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 8: T h e g a m m a-li k e pl e oli p o vir us. 

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 9: H M M l o g o s pi k e pr ot ei n 

S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 1 0: S pi k e pr ot ei n str u ct ur al c o m p aris o n. 

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e s 

 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 1: Pl e oli p o vir us-li k e el e m e nts fr o m A ustr ali a n h y p ers ali n e l a k e s 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 2: M et a g e n o mi c a ss e m bl e d g e n o m es fr o m A ustr ali a n h y p er s ali n e l a k es 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 3: Pl e oli p o vir us g e n o m e s c o m pil e d d at a 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 4: F u n cti o n al pr e di cti o n E psil o n pl e oli p o vir us 



 
 

1 3 2 
 

S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e s 

S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e 1: P r o vi r us g e n o m e . G e n o mi c r e pr e s e nt ati o n of n e wl y i d e ntifi e d H al o b a c ul u m 

pl e oli p o vir us-li k e pr o vir us. H o m ol o g u es of c o ns er v e d g e n e s ar e c ol or e d t h e s a m e as f oll o ws: R olli n g cir cl e 

r e pli c ati o n e n d o n u cl e a s e ( R C R E) ( y ell o w), V P 3-li k e pr ot ei n ( gr e e n), S pi k e pr ot ei n (li g ht bl u e), O R F 5-li k e 

( p ur pl e), O R F 6-li k e ( m a g e nt a), A T P a s e ( bl u e) a n d i nt e gr as e (li g ht br o w n). T h e t R N A c orr e s p o n di n g t o 

tr y pt o p h a n d e pi ct s t h e i n s erti o n sit e. 

 

S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e 2: Pl e oli p o vi r us g e n o m e si mil a rit y . A v er a g e n u cl e oti d e i d e ntit y ( A NI) v al u e s w er e 

c al c ul at e d wit h P y A NI usi n g M U M n er a s ali g n m e nt m et h o d. V al u e s ar e dis pl a y e d a s p er c e nt a g e i d e ntit y 

( A NI m).  



 
 

1 3 3 
 

S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 3: Vi r al cl ust e r s.  Pl e oli p o vir us-li k e g e n o m e s w er e cl ust er e d b a s e d o n t h eir s h ar e d 

pr ot ei n c o nt e nt wit h v C o n T A C T 2. N u m b ers o n t o p of b ars i n di c at e t h e n u m b er of pl e oli p o vir us g e n o m es i n 

t h e r e s p e cti v e cl ust er. C ol or e d l a b el s r e pr e s e nt i s ol at e d r e pr e s e nt ati v es fr o m e a c h g e n us: Al p h a pl e oli p o vi r us  

( y ell o w), B et a pl e oli p o vi r us  ( bl u e), G a m m a pl e oli p o vi r us  ( m a g e nt a). G e n o m e s cl a ssifi e d a s si n gl et o ns, o utli ers 

a n d b el o n gi n g t o o v erl a p pi n g cl ust ers w er e gr o u p e d u n d er t h e c at e g or y “ U n cl ust er e d ”. 

 

S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 4: I nt e r n al m e m b r a n e p r ot ei n c o m p a ris o n . Str u ct ur e pr e di cti o n of t h e i nt er n al 

m e m br a n e pr ot ei n t y p e I ( O R F 2 i n H al of er a x pl e o m or p hi c vir us 1) g e n er at e d wit h Al p h a F ol d 2. 

R e pr e s e nt ati v e str u ct ur es t h e g e n er a Al p h a pl e oli p o vir us  ( H R P V- 1), D elt a pl e oli p o vi r us  ( H G P V- 1) a n d 

E psil o n pl e oli p o vir us  ( Pi n k _ N o d e _ 1 6 9 8) ar e s h o w n usi n g ri b b o n r e pr es e nt ati o n a n d c ol or e d a c c or di n g t o t h e 

pl D D T v al u e s. 



 
 

1 3 4 
 

 

S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 5: P h yl o g e n y c o ns e r v e d R e p B et a.  P h yl o g e n eti c tr e e r e c o nstr u cti o n of t h e pr o p os e d 

r e pli c ati o n-li k e pr ot ei ns of b et a pl e oli p o vir us e s. S e q u e n c es w er e o bt ai n e d fr o m t h e 1 8 4 pl e oli p o vir us-li k e 

g e n o m es d at a s et g e n er at e d i n t his st u d y. Tr e e w a s c o nstr u ct e d wit h i qtr e e wit h 1 0. 0 0 0 ultr af a st b o otstr a p. 

S u p p ort e d br a n c h e s ( S H- a L R T > = 8 0 a n d ultr af a st b o ot str a p > = 9 5) ar e d e m ar c at e d wit h bl a c k cir cl e s. S c al e 

b ar r e pr es e nts t h e n u m b er of s u bstit uti o ns e v er y 1 0 0 a mi n o a ci ds. 
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 6: P h yl o g e n y c o ns e r v e d O R F 8.  P h yl o g e n eti c tr e e r e c o nstr u cti o n of O R F 8-li k e 

pr ot ei ns. S e q u e n c es w er e o bt ai n e d fr o m t h e 1 8 4 pl e oli p o vir us-li k e g e n o m e s d at a s et g e n er at e d i n t his st u d y. 

O R F 8 w as d esi g n at e d a c c or di n g t o t h e a n n ot ati o n of H al of er a x pl e o m or p hi c vir us 1 ( H F P V- 1). Tr e e w a s 

c o nstr u ct e d wit h i qtr e e wit h 1 0. 0 0 0 ultr af ast b o otstr a p. S u p p ort e d br a n c h e s ( S H- a L R T > = 8 0 a n d ultr af a st 

b o otstr a p > = 9 5) ar e d e m ar c at e d wit h bl a c k cir cl e s. S c al e b ar r e pr es e nts t h e n u m b er of s u bstit uti o ns e v er y 1 0 0 

a mi n o a ci ds. 
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 7: C RI S P R s p a c e r s t a r g eti n g.  C RI S P Rs s p a c ers w er e q u eri e d usi n g bl a st n a g ai nst 

t h e 1 8 4 pl e oli p o vir us g e n o m es fr o m t his st u d y t o ass e ss t h e p ot e nti al h ost r a n g e. A.  N u m b er of pl e oli p o vir us 

g e n o m es t ar g et e d b y diff er e nt h osts. B . N u m b er of s p a c ers fr o m a s p e cifi c h ost C RI S P R arr a y( s) f or e a c h o n e 

of t h e i d e ntifi e d vir us- h ost p airs. N u m b ers o n t o p of t h e b ars i n di c at e t h e n u m b er of g e n o m e s a n d vir us- h ost 

p airs r e s p e cti v el y f or A a n d B. 
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 8: T h e g a m m a-li k e pl e oli p o vi r us . G e n o mi c ali g n m e nt of g e n o m e s r el at e d t o t h e 

g a m m a pl e oli p o vir us g e n us. Si mil arit y v al u e s ( bl a st p) ar e i n di c at e d b y gr a ys c al e s h a di n g. H o m ol o g u e s of 

c o ns er v e d g e n es ar e c ol or e d t h e s a m e a s f oll o ws: S pi k e pr ot ei n ( d ar k gr e e n), O R F 5-li k e (r e d), O R F 6-li k e 

( or a n g e), A T P a s e ( m a g e nt a), t y p e B D N A p ol y m er as e ( bl u e), a n d D N A m et h yl tr a nsf er a s e (li g ht gr e e n). 

C o m pl et e g e n o m e s ar e hi g hli g ht e d wit h ( *) s y m b ol. 

 

S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 9: H M M l o g o s pi k e p r ot ei n . M ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt of t h e S pi k e pr ot ei n. 

S e q u e n c es w er e o bt ai n e d fr o m t h e 1 8 4 pl e oli p o vir us-li k e g e n o m es d at a s et g e n er at e d i n t his st u d y a n d ali g n e d 

usi n g M A F F T v. 7. H ei g ht of t h e l ett er d e pi ct t h e r el ati v e a mi n o a ci d fr e q u e n ci e s f or e a c h p ositi o n of t h e 

ali g n m e nt.  
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e 1 0: S pi k e p r ot ei n st r u ct u r al c o m p a ris o n . Str u ct ur e pr e di cti o n of t h e s pi k e pr ot ei n 

of t h e Al p h a pl e oli p o vir us H R P V- 6 a n d t h e G a m m a pl e oli p o vir us HI S- 2 t y p e I g e n er at e d wit h Al p h a F ol d 2. 

R e pr e s e nt ati v e str u ct ur e s f or m aj or cl a d e s ar e s h o w n usi n g ri b b o n r e pr es e nt ati o n a n d c ol or e d usi n g r ai n b o w 

s c h e m e fr o m t h e N-t er mi n us ( bl u e) t o t h e C-t er mi n us (r e d). C 1- C 3 a n d N 1- N 2 i n di c at e t h e pr ot ei n 

s u b d o m ai ns. 
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S u p pl e m e nt a r y T a bl e s 

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e 1: Pl e oli p o vi r us-li k e el e m e nt s f r o m A ust r ali a n h y p e r s ali n e l a k e s . E x c el fil e of S u p pl e m e nt ar y T a bl e 1 s u m m ari z es t h e c o m pl et e n e ss 

a n d q u alit y a ss ess m e nt p erf or m e d wit h C h e c k v f or all pl e oli p o vir us-li k e c o nti gs d et e ct e d i n t h e m et a g e n o mi c d at a g e n er at e d i n t hi s st u d y ( mi ni m u m c o nti g l e n gt h 

2 k b). A v er a g e v al u e s of l e n gt h, vir al a n d t ot al g e n e c o u nt, h ost g e n es, c o m pl et e n ess a n d c o nt a mi n ati o n ar e i n di c at e d at t h e b ott o m of e a c h r e s p e cti v e c ol u m n. 

D at a b as e v ersi o n 1. 4 ( A u g 2 7, 2 0 2 2) w a s us e d.  

 
C o nti g i d  

 

C o nti g  

l e n gt h 

P r o vi r us  P r o vi r al  

l e n gt h 

G e n e  

c o u nt 

Vi r al  

g e n es 

H ost  

g e n es 

C h e c k v  

q u alit y 

C o m pl et e n ess  

 

C o m pl et e n ess  

m et h o d 

C o nt a mi n ati o n  

 

b e c ki n g _ n o d e _ 2 2 8 0 1 _l e n gt h _ 2 4 7 9 _ c o v _ 2. 6 2 7 8 9 2 4 7 9 y e s 1 4 1 1 4 2 1 l o w- q u alit y 7. 3 4 h m m- b as e d (l o w er- b o u n d) 4 3. 0 8 

b e c ki n g _ n o d e _ 3 0 2 0 _l e n gt h _ 6 8 9 1 _ c o v _ 1 5. 2 9 8 9  6 8 9 1  y e s  1 6 8 0  1 0  2  3  l o w- q u alit y  8. 7 4  h m m- b as e d (l o w er- b o u n d)  7 5. 6 2 

fr o m e _ n o d e _ 1 0 0 7 6 _l e n gt h _ 5 6 7 0 _ c o v _ 8. 7 1 1 6 6 5 5 6 7 0 y e s 3 1 3 2 8 3 1 l o w- q u alit y 2 5. 6 1 a ai- b as e d ( m e di u m- c o nfi d e n c e) 4 4. 7 6 

fr o m e _ n o d e _ 3 2 8 1 0 _l e n gt h _ 3 1 6 1 _ c o v _ 3. 3 1 1 3 3 3  3 1 6 1  y e s  2 5 1 1  6  2  1  l o w- q u alit y  1 3. 0 6  h m m- b as e d (l o w er- b o u n d)  2 0. 5 6 

fr o m e _ n o d e _ 9 7 4 3 _l e n gt h _ 5 7 6 4 _ c o v _ 5. 1 6 0 7 9 9 5 7 6 4 y e s 3 8 6 3 7 4 1 l o w- q u alit y 3 7. 3 4 a ai- b as e d ( m e di u m- c o nfi d e n c e) 3 2. 9 8 

g air d n er _ n o d e _ 1 1 7 4 6 9 _l e n gt h _ 2 4 5 6 _ c o v _ 1. 5 8 8 5 0 5  2 4 5 6  y e s  9 7 2  5  1  1  l o w- q u alit y  5. 0 5  h m m- b as e d (l o w er- b o u n d)  6 0. 4 2 

g air d n er _ n o d e _ 1 1 7 6 1 2 _l e n gt h _ 2 4 5 4 _ c o v _ 4. 5 8 7 3 2 8 2 4 5 4 y e s 1 2 1 8 3 2 1 l o w- q u alit y 6. 3 3 h m m- b as e d (l o w er- b o u n d) 5 0. 3 7 

g air d n er _ n o d e _ 1 2 0 0 3 _l e n gt h _ 7 0 1 3 _ c o v _ 5. 3 0 6 5 5 4  7 0 1 3  y e s  5 7 1 4  8  4  1  l o w- q u alit y  2 9. 7 1  h m m- b as e d (l o w er- b o u n d)  1 8. 5 2 

g air d n er _ n o d e _ 1 3 3 3 7 7 _l e n gt h _ 2 3 1 1 _ c o v _ 1. 9 1 9 7 7 0 2 3 1 1 y e s 1 5 5 4 3 1 1 l o w- q u alit y 8. 0 8 h m m- b as e d (l o w er- b o u n d) 3 2. 7 6 

g air d n er _ n o d e _ 1 6 1 3 4 9 _l e n gt h _ 2 1 1 0 _ c o v _ 2. 2 2 5 7 9 1  2 1 1 0  y e s  1 1 6 3  3  2  1  l o w- q u alit y  6. 0 5  h m m- b as e d (l o w er- b o u n d)  4 4. 8 8 

g air d n er _ n o d e _ 4 7 4 1 6 _l e n gt h _ 3 7 6 9 _ c o v _ 2. 9 5 1 8 0 4 3 7 6 9 y e s 2 9 0 3 5 3 1 l o w- q u alit y 1 5. 1 h m m- b as e d (l o w er- b o u n d) 2 2. 9 8 

g air d n er _ n o d e _ 5 4 4 5 3 _l e n gt h _ 3 5 3 2 _ c o v _ 3. 6 2 2 6 6 3  3 5 3 2  y e s  2 9 1 0  5  3  1  l o w- q u alit y  1 5. 1 3  h m m- b as e d (l o w er- b o u n d)  1 7. 6 1 

g air d n er _ n o d e _ 9 9 1 3 7 _l e n gt h _ 2 6 6 0 _ c o v _ 3. 8 9 2 5 1 4 2 6 6 0 y e s 8 9 5 2 1 1 l o w- q u alit y 4. 6 5 h m m- b as e d (l o w er- b o u n d) 6 6. 3 5 

h ar d y _ n o d e _ 3 1 1 9 _l e n gt h _ 7 1 0 0 _ c o v _ 4. 1 1 6 8 2  7 1 0 0  y e s  6 4 3 9  8  4  1  l o w- q u alit y  3 9. 8 5  a ai- b as e d ( m e di u m- c o nfi d e n c e)  9. 3 1 

h ar d y _ n o d e _ 5 0 7 6 _l e n gt h _ 5 4 1 5 _ c o v _ 3. 3 1 8 8 4 5 4 1 5 y e s 1 3 2 2 6 1 4 l o w- q u alit y 6. 8 7 h m m- b as e d (l o w er- b o u n d) 7 5. 5 9 

h ar d y _ n o d e _ 6 1 5 5 _l e n gt h _ 4 8 6 8 _ c o v _ 2. 3 1 1 8 6  4 8 6 8  y e s  2 2 8 3  6  3  2  l o w- q u alit y  1 1. 8 7  h m m- b as e d (l o w er- b o u n d)  5 3. 1 

k e n y o n _ n o d e _ 3 0 3 7 9 _l e n gt h _ 2 1 1 8 _ c o v _ 1 6. 8 3 9 6 2 1 1 8 y e s 1 3 6 9 3 2 1 l o w- q u alit y 9. 8 1 a ai- b as e d ( m e di u m- c o nfi d e n c e) 3 5. 3 6 

pi n k _ n o d e _ 3 5 8 6 7 _l e n gt h _ 2 2 3 0 _ c o v _ 2. 8 3 4 9 4  2 2 3 0  y e s  1 4 3 6  4  1  1  l o w- q u alit y  7. 4 7  h m m- b as e d (l o w er- b o u n d)  3 5. 6 1 

t orr e ns _ n o d e _ 3 7 9 4 7 _l e n gt h _ 3 2 5 8 _ c o v _ 2. 3 5 1 8 5 8 3 2 5 8 y e s 2 2 3 8 4 2 1 l o w- q u alit y 1 1. 6 4 h m m- b as e d (l o w er- b o u n d) 3 1. 3 1 

t orr e ns _ n o d e _ 6 4 4 _l e n gt h _ 2 0 3 0 3 _ c o v _ 3 0. 7 7 8 8 9 2  2 0 3 0 3  y e s  8 6 1 5  1 8  5  4  l o w- q u alit y  4 4. 8  h m m- b as e d (l o w er- b o u n d)  5 7. 5 7 

t yr ell _ n o d e _ 1 0 3 9 5 _l e n gt h _ 5 7 4 0 _ c o v _ 4. 4 7 5 6 3 8 5 7 4 0 y e s 1 8 0 9 1 0 1 4 l o w- q u alit y 9. 4 1 h m m- b as e d (l o w er- b o u n d) 6 8. 4 8 

t yr ell _ n o d e _ 2 0 8 0 7 _l e n gt h _ 4 1 9 9 _ c o v _ 5. 1 2 4 2 7 6  4 1 9 9  y e s  7 9 1  4  1  1  l o w- q u alit y  4. 1 1  h m m- b as e d (l o w er- b o u n d)  8 1. 1 6 



 
 

1 4 0 
 

t yr ell _ n o d e _ 2 7 5 9 8 _l e n gt h _ 3 6 8 4 _ c o v _ 2. 6 5 7 7 5 7 3 6 8 4  y e s  3 1 4 9  5  2  1  l o w-q u alit y  1 6. 3 7  h m m -b as e d (l o w er -b o u n d)  1 4. 5 2  

t yr ell _ n o d e _ 4 9 9 3 4 _l e n gt h _ 2 7 8 9 _ c o v _ 4. 1 4 6 3 0 6  2 7 8 9  y e s  2 1 4 1  5  2  1  l o w- q u alit y  1 1. 1 3  h m m- b as e d (l o w er- b o u n d)  2 3. 2 3 

t yr ell _ n o d e _ 5 0 7 9 0 _l e n gt h _ 2 7 6 6 _ c o v _ 3. 7 7 9 7 8 6 2 7 6 6 y e s 1 4 7 1 4 2 1 l o w- q u alit y 7. 6 5 h m m- b as e d (l o w er- b o u n d) 4 6. 8 2 

t yr ell _ n o d e _ 8 3 2 4 0 _l e n gt h _ 2 1 8 5 _ c o v _ 1. 6 9 9 0 6 1  2 1 8 5  y e s  1 5 9 7  3  2  1  l o w- q u alit y  8. 3  h m m- b as e d (l o w er- b o u n d)  2 6. 9 1 

A v er a g es 4 4 9 7. 1 2  2 4 8 4. 0 8 5. 7 3 2. 2 3 1. 4 6  1 4. 2 9  4 1. 9 2 



 
 

1 4 1 
 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e 2: M et a g e n o mi c ass e m bl e d g e n o m e s f r o m A ust r ali a n h y p e r s ali n e l a k es . E x c el fil e of S u p pl e m e nt ar y T a bl e 2 s u m m ari z es t h e 

t a x o n o mi c affili ati o n a n d t h e q u alit y a ss e ss m e nt of m et a g e n o mi c a ss e m bl e d g e n o m e s ( M A Gs) r etri e v e d fr o m t h e m et a g e n o mi c d at a g e n er at e d i n t his st u d y. 

C o m pl et e n ess a n d c o nt a mi n ati o n a n al ysis w er e p erf or m e d wit h C h e c k m. Hi g h a n d m e di u m- q u alit y M A Gs w er e t h e n s el e ct e d f or f urt h er t a x o n o mi c cl a ssifi c ati o n 

wit h t h e G T D B- T k t o ol kit v 1. 4. 0. Hi g h- q u alit y a n d m e di u m q u alit y M A Gs wit h c o m pl eti o n > 8 5 % ar e dis pl a y e d. 

 
M A G i d Cl a ssifi c ati o n gt d b-t k C o m pl et e n ess  C o nt a mi n ati o n 

e yr es o ut h _ bi n _ 3 3 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al o ar c ul a c e a e; g _ _ N atr o n o m o n a s;s _ _ 9 8. 3 3. 1 9 

e yr e _ bi n _ 1 8  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al o ar c ul a c e a e; g _ _ N atr o n o m o n a s;s _ _ 9 7. 8 3. 1 9 

g air d n er _ bi n _ 9 1 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al a d a pt at a c e a e; g _ _ H al or uss us;s _ _ 9 7. 6 3 0. 4 3 

pi n k _ bi n _ 3 3  d _ _ B a ct eri a; p _ _ Pr ot e o b a ct eri a; c _ _ G a m m a pr ot e o b a ct eri a; o _ _ X a nt h o m o n a d al es;f _ _ W e n z h o u xi a n g ell a c e a e; g _ _ G C A- 2 7 2 2 3 1 5;s _ _  9 7. 2 8 2. 5 2 

b u m b a g o _ bi n _ 3 0 d _ _ B a ct eri a; p _ _ G e m m ati m o n a d ot a; c _ _ G e m m ati m o n a d et es; o _ _;f _ _; g _ _;s _ _ 9 4. 5 1 5. 4 9 

g air d n er _ bi n _ 9 7  d _ _ B a ct eri a; p _ _ A cti n o b a ct eri ot a; c _ _ A cti n o m y c eti a; o _ _ Nitrilir u pt or al es;f _ _ Nitrilir u pt or a c e a e; g _ _ P W L R 0 1; s _ _ 9 4. 4 4 0. 8 5 

t orr e ns _ bi n _ 8 7 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al o ar c ul a c e a e; g _ _ N atr o n o m o n a s;s _ _ 9 3. 9 4 2. 1 3 

pi n k _ bi n _ 1 7  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al o ar c ul a c e a e; g _ _ N atr o n o m o n a s;s _ _ 9 3. 4 1. 4 1 

pi n k _ bi n _ 3 7 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ M et h a n o n atr o n ar c h a ei a; o _ _ M et h a n o n atr o n ar c h a e al es;f _ _ P Z K D 0 1; g _ _ P Z K D 0 1;s _ _ 9 2. 6 2 0. 9 8 

fr o m e _ bi n _ 1 1  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al of er a c a c e a e; g _ _ H al o g e o m etri c u m;s _ _ 9 2. 5 3 1. 9 6 

pi n k _ bi n _ 5 1 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al of er a c a c e a e; g _ _J 0 7 H R 5 9;s _ _ 9 2. 4 6 2. 3 3 

t yr ell _ bi n _ 2 0  d _ _ B a ct eri a; p _ _ D ef erri b a ct er ot a; c _ _ D ef erri b a ct er es; o _ _ D ef erri b a ct er al es;f _ _ Fl e xisti pit a c e a e; g _ _ Fl e xisti p es;s _ _ 9 2. 1 9 1. 2 9 

h ar d y _ bi n _ 4 2 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _; g _ _; s _ _ 9 1. 7 3 0 

h ar d y _ bi n _ 4 7  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ M et h a n os ar ci ni a; o _ _ M et h a n os ar ci n al e s;f _ _ M et h a n os ar ci n a c e a e; g _ _ M et h a n o h al o bi u m; 
s _ _ M et h a n o h al o bi u m e v esti g at u m  

9 1. 5 8 0. 6 5 

e yr e _ bi n _ 2 1 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _; g _ _; s _ _ 9 1. 4 1. 8 3 

pi n k _ bi n _ 3 0  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al o ar c ul a c e a e; g _ _ H al o v e n us;s _ _ 9 1. 2 1 1. 6 

h ar d y _ bi n _ 4 5 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ P X R E 0 1; g _ _ P X R E 0 1;s _ _ 9 0. 6 1 3. 2 2 

t yr ell _ bi n _ 6 1  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ S ali n ar c h a e a c e a e; g _ _ S ali n ar c h a e u m; s _ _ 9 0. 6 1. 4 2 

k e n y o n _ bi n _ 1 4 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al o ar c ul a c e a e; g _ _;s _ _ 9 0. 4 6 2. 6 

k e n y o n _ bi n _ 4 0  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H a d ar c h a e ot a; c _ _ H a d ar c h a ei a; o _ _;f _ _; g _ _;s _ _ 9 0. 4 4. 8 

e yr e _ bi n _ 1 0 d _ _ B a ct eri a; p _ _ G e m m ati m o n a d ot a; c _ _ G e m m ati m o n a d et es; o _ _ S G 8- 2 3;f _ _ U B A 6 9 6 0; g _ _;s _ _ 9 0. 2 1 5. 0 4 

fr o m e _ bi n _ 3 8  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _; g _ _; s _ _ 9 0. 1 3 1. 8 3 

g air d n er _ bi n _ 4 2 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ M et h a n o n atr o n ar c h a ei a; o _ _;f _ _; g _ _;s _ _ 8 9. 9 8 1. 9 6 

g air d n er _ bi n _ 8 9  d _ _ B a ct eri a; p _ _ Li n d o w b a ct eri a; c _ _ T 1 S e d 1 0- 1 2 6; o _ _ T 1 S e d 1 0- 1 2 6;f _ _; g _ _;s _ _ 8 9. 8 3 0 

e yr e _ bi n _ 5 7 d _ _ B a ct eri a; p _ _ Pr ot e o b a ct eri a; c _ _ G a m m a pr ot e o b a ct eri a; o _ _ X J 1 6;f _ _ H al ofil a c e a e; g _ _ H al ofil u m;s _ _ 8 9. 7 7 1. 8 4 



 
 

1 4 2 
 

pi n k _ bi n _ 7  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ S W -7 -7 1 -3 3; g _ _;s _ _  8 9. 6 8  4. 6 5  

t orr e ns _ bi n _ 5 1 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al o ar c ul a c e a e; g _ _ C B A 1 1 3 4;s _ _ 8 9. 5 3 0. 8 5 

g air d n er _ bi n _ 1 5  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al of er a c a c e a e; g _ _ H al o b a c ul u m;s _ _ 8 9. 2 8 2. 3 8 

k e n y o n _ bi n _ 3 1 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al of er a c a c e a e; g _ _ H al or u br u m; 
s _ _ H al or u br u m s p 0 0 0 4 9 6 1 7 5 

8 8. 9 6. 5 

e yr es o ut h _ bi n _ 2 4  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ P X R E 0 1; g _ _ P X R E 0 1;s _ _ 8 8. 7 9 3. 2 3 

t orr e ns _ bi n _ 2 2 d _ _ B a ct eri a; p _ _ G e m m ati m o n a d ot a; c _ _ G e m m ati m o n a d et es; o _ _;f _ _; g _ _;s _ _ 8 8. 4 6 4. 4 

e yr es o ut h _ bi n _ 3 5  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al o b a ct eri a c e a e; g _ _ H al o d es ulf ur ar c h a e u m;s _ _ 8 8. 2 6 4. 3 8 

e yr es o ut h _ bi n _ 6 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _; g _ _; s _ _ 8 8. 0 8 2. 6 3 

b u m b a g o _ bi n _ 3 2  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _; g _ _; s _ _ 8 8. 0 6 0. 6 5 

h ar d y _ bi n _ 3 3 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H a d ar c h a e ot a; c _ _ H a d ar c h a ei a; o _ _;f _ _; g _ _;s _ _ 8 8 5. 6 

fr o m e _ bi n _ 3 1  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al o c o c c a c e a e; g _ _ H al o c o c c us;s _ _ 8 7. 8 6 2. 2 

t yr ell _ bi n _ 3 4 d _ _ B a ct eri a; p _ _ D es ulf o b a ct er ot a; c _ _ D es ulf o b a ct eri a; o _ _ D es ulf o b a ct er al es;f _ _ D es ulf o b a ct er a c e a e; g _ _;s _ _ 8 7. 7 4 0 

b e c ki n g _ bi n _ 5  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al of er a c a c e a e; g _ _ A 0 7 H B 7 0;s _ _ A 0 7 H B 7 0 s p 0 0 0 4 9 6 1 9 5  8 7. 6 0. 9 8 

k e n y o n _ bi n _ 3 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al o ar c ul a c e a e; g _ _;s _ _ 8 7. 5 1. 7 

e yr es o ut h _ bi n _ 3 4  d _ _ B a ct eri a; p _ _ Pr ot e o b a ct eri a; c _ _ G a m m a pr ot e o b a ct eri a; o _ _ U B A 5 3 3 5;f _ _ U B A 5 3 3 5; g _ _;s _ _ 8 7. 3 7 0. 2 7 

fr o m e _ bi n _ 6 2 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ S K S H 0 1; g _ _ S K S H 0 1; s _ _ 8 7. 2 8 2. 6 7 

fr o m e _ bi n _ 1 4  d _ _ B a ct eri a; p _ _ A cti n o b a ct eri ot a; c _ _ A cti n o m y c eti a; o _ _ M y c o b a ct eri al es;f _ _ S C T D 0 1; g _ _ S C T D 0 1;s _ _ 8 6. 7 8 1. 0 8 

g air d n er _ bi n _ 1 4 7 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ T h er m o pr ot e ot a; c _ _ K or ar c h a ei a; o _ _;f _ _; g _ _;s _ _ 8 6. 2 2 0. 9 3 

b e c ki n g _ bi n _ 3 0  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H a d ar c h a e ot a; c _ _ H a d ar c h a ei a; o _ _;f _ _; g _ _;s _ _ 8 5. 9 8 4. 6 7 

g air d n er _ bi n _ 9 3 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H a d ar c h a e ot a; c _ _ H a d ar c h a ei a; o _ _;f _ _; g _ _;s _ _ 8 5. 9 8 0. 9 3 

t yr ell _ bi n _ 1 9  d _ _ B a ct eri a; p _ _ D ef erri b a ct er ot a; c _ _ D ef erri b a ct er es; o _ _ D ef erri b a ct er al es;f _ _ Fl e xisti pit a c e a e; g _ _ Fl e xisti p es;s _ _ 8 5. 7 9 0 

t yr ell _ bi n _ 9 3 d _ _ B a ct eri a; p _ _ G e m m ati m o n a d ot a; c _ _ G e m m ati m o n a d et es; o _ _;f _ _; g _ _;s _ _ 8 5. 7 1 4. 9 5 

g air d n er _ bi n _ 4 1  d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ H al of er a c a c e a e; g _ _ H al o p e nit us;s _ _ 8 5. 6 7 0. 9 5 

k e n y o n _ bi n _ 2 6 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ S W- 7- 7 1- 3 3; g _ _;s _ _ 8 5. 4 7 2. 7 7 

pi n k _ bi n _ 5 4  d _ _ B a ct eri a; p _ _ Pl a n ct o m y c et ot a; c _ _ Br o c a di a e; o _ _ S M 2 3- 3 2;f _ _ S M 2 3- 3 2; g _ _;s _ _ 8 5. 2 6 8. 6 

h ar d y _ bi n _ 2 7 d _ _ Ar c h a e a; p _ _ H al o b a ct eri ot a; c _ _ H al o b a ct eri a; o _ _ H al o b a ct eri al es;f _ _ S W- 7- 7 1- 3 3; g _ _;s _ _ 8 5. 0 2 3. 5 8 



 
 

1 4 3 
 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e 3: Pl e oli p o vi r us g e n o m e s c o m pil e d d at a.  S u p pl e m e nt ar y T a bl e 3 s u m m ari z e s t h e i nt e gr at e d d at a fr o m t h e a n al ysis p erf or m e d i n t his 

st u d y f or e a c h hi g h- c o nfi d e n c e pl e oli p o vir us g e n o m e i d e ntifi e d i n s a m pl e s fr o m A ustr ali a n h y p ers ali n e l a k e s m et a g e n o m es. I nt e gr at e d c o m pl et e n e ss ass e ss m e nt 

is t h e r e s ult of t h e c o m bi n ati o n of t h e f oll o wi n g crit eri a: G e n o m es w er e t h e n c o nsi d er e d c o m pl et e if t h e y pr es e nt e d t er mi n al r e p e ats ( T Rs), w er e i d e ntifi e d a s 

c o m pl et e i nt e gr at e d pr o vir us e s, or if t h e y dis pl a y e d C h e c k V c o m pl et e n e ss v al u e = 1 0 0. T h e Pr o p os e d G e n us t a x o n o m y c ol u m n i nt e gr at e d t h e p h yl o g e n eti c 

r e c o nstr u cti o n of m ulti pl e m ar k er g e n es (s e e m ai n t e xt r e s ults a n d dis c ussi o n). H ost pr e di cti o n w a s p erf or m e d wit h I p h o p, a n d o nl y r e s ults wit h a mi ni m u m 

c o nfi d e n c e s c or e of 9 0 ar e dis pl a y e d. T o p ol o g y v al u e s a n d m ai n vir al gr o u ps ( si n gl e-str a n d e d or d o u bl e- str a n d e d D N A) w er e pr e di ct e d wit h Virs ort er 2.  

 
    Vi r us i d C o nti g 

l e n gt h 

G e n e 

c o u nt 

Vi r al 

g e n es 

I nt e g r at e d 

c o m pl eti o n 

P r o p os e d 

t a x o n o m y 

H ost g e n us  C o nfi d e n c e 

s c o r e 

G e o g r a p hi c 

o ri gi n 

G r o u p 

vi r s o rt e r 2 ( vs 2) 

b _ n o d e _ 5 6 _l e n gt h _ 1 7 7 3 9 _ c o v _ 1 2. 2 4 1 3 1 7 7 3 9 2 9 9 c o m pl et e B et a N atri n e m a 9 0. 4 L a k e Cr os bi e ds D N A p h a g e 

b _ n o d e _ 9 0 _l e n gt h _ 5 2 0 4 _ c o v _ 3. 6 1 0 4 1 5 2 0 4  9  5  P arti al  B et a 
 

0  L a k e Cr os bi e  ds D N A p h a g e 

b u m b a g o _ n o d e _ 3 5 7 2 _l e n gt h _ 6 2 3 5 _ c o v _ 3. 7 0 0 8 1 6 2 3 5 7 5 P arti al Al p h a 
 

0 L a k e B u m b u n g a ds D N A p h a g e 

c _ n o d e _ 3 2 _l e n gt h _ 1 3 2 8 3 _ c o v _ 1 0 5. 4 0 8 1 3 2 8 3  1 6  7  P arti al  B et a  H al ot erri g e n a  9 3. 1  L a k e Cr os bi e  ds D N A p h a g e 

d _ n o d e _ 1 3 3 _l e n gt h _ 2 2 9 2 5 _ c o v _ 2 1. 1 7 6 2 2 9 2 5 2 8 1 4 c o m pl et e D elt a H al of er a x 9 6. 7 L a k e B e c ki n g ds D N A p h a g e 

d _ n o d e _ 2 0 3 _l e n gt h _ 1 2 0 4 6 _ c o v _ 5. 4 3 1 9 1 1 2 0 4 6  1 8  5  P arti al  B et a  N atri n e m a  9 3. 5  L a k e B e c ki n g  ds D N A p h a g e 

d _ n o d e _ 2 4 7 _l e n gt h _ 8 7 4 4 _ c o v _ 1 3. 1 4 3 7 8 7 4 4 1 1 7 c o m pl et e B et a N atri n e m a 9 4. 5 L a k e B e c ki n g ds D N A p h a g e 

d _ n o d e _ 2 5 0 _l e n gt h _ 8 6 3 8 _ c o v _ 7. 1 4 9 8 3 8 6 3 8  8  7  c o m pl et e  B et a  N atri n e m a  9 3. 9  L a k e B e c ki n g  ds D N A p h a g e 

d _ n o d e _ 2 6 6 _l e n gt h _ 7 7 7 4 _ c o v _ 7. 0 6 9 1 8 7 7 7 4 1 0 7 P arti al Al p h a H al of er a x 9 0. 1 L a k e B e c ki n g ss D N A 

e yr e _ n o d e _ 1 5 7 3 _l e n gt h _ 1 5 0 2 7 _ c o v _ 5. 7 9 8 4 2 1 5 0 2 7  2 0  5  c o m pl et e  Al p h a  H al or us s us  9 0. 9  L a k e E yr e  ds D N A p h a g e 

e yr e _ n o d e _ 5 4 2 1 _l e n gt h _ 8 3 2 6 _ c o v _ 3. 8 3 0 0 1 8 3 2 6 1 3 4 P arti al U n a ssi g n e d 
 

0 L a k e E yr e ds D N A p h a g e 

fr o m e _ n o d e _ 3 2 4 5 _l e n gt h _ 9 8 3 2 _ c o v _ 9. 5 4 5 7 7 1  9 8 3 2  1 0  4  P arti al  E p sil o n  H al o ar c ul a  9 4. 5  L a k e Fr o m e  ds D N A p h a g e 

g air d n er _ n o d e _ 1 0 8 2 2 _l e n gt h _ 7 3 1 8 _ c o v _ 1 1. 6 6 7 2 1 7 7 3 1 8 1 2 5 c o m pl et e Al p h a 
 

0 L a k e G air d n er ds D N A p h a g e 

g air d n er _ n o d e _ 1 2 0 0 3 _l e n gt h _ 7 0 1 3 _ c o v _ 5. 3 0 6 5 5 4  5 7 1 4  7  4  P arti al  E p sil o n 
 

0  L a k e G air d n er  ds D N A p h a g e 

g air d n er _ n o d e _ 1 5 _l e n gt h _ 1 2 8 9 4 1 _ c o v _ 2 5. 5 5 2 6 3 6 1 0 8 5 2 1 3 5 c o m pl et e Al p h a H al o b a c ul u m 9 2. 1 L a k e G air d n er ds D N A p h a g e 

g air d n er _ n o d e _ 1 6 9 4 0 _l e n gt h _ 6 0 2 5 _ c o v _ 4. 2 4 1 2 0 6  6 0 2 5  8  4  P arti al  Al p h a  H al o mi cr o ar c ul a  9 2. 2  L a k e G air d n er  ds D N A p h a g e 

g air d n er _ n o d e _ 1 8 1 0 2 _l e n gt h _ 5 8 4 7 _ c o v _ 3. 1 8 2 6 6 6 5 8 4 7 8 6 P arti al D elt a 
 

0 L a k e G air d n er ds D N A p h a g e 

g air d n er _ n o d e _ 2 1 4 3 1 _l e n gt h _ 5 4 2 0 _ c o v _ 4. 6 0 9 5 0 6  5 4 2 0  1 2  4  P arti al  E p sil o n 
 

0  L a k e G air d n er  ds D N A p h a g e 

g air d n er _ n o d e _ 2 5 4 8 _l e n gt h _ 1 3 7 8 5 _ c o v _ 6. 0 8 2 5 9 3 1 3 7 8 5 2 2 7 P arti al B et a pl e oli p o vir us 
 

0 L a k e G air d n er ds D N A p h a g e 

g air d n er _ n o d e _ 2 8 4 5 _l e n gt h _ 1 3 1 5 7 _ c o v _ 1 2. 7 2 4 7 7 5  1 3 1 5 7  1 5  7  P arti al  B et a  H al o b a ct eri u m  9 1. 6  L a k e G air d n er  ds D N A p h a g e 

g air d n er _ n o d e _ 3 1 2 8 9 _l e n gt h _ 4 5 6 2 _ c o v _ 7. 3 4 8 7 9 1 4 5 6 2 7 4 P arti al U n a ssi g n e d 
 

0 L a k e G air d n er ss D N A 

g air d n er _ n o d e _ 3 4 8 3 _l e n gt h _ 1 2 0 7 6 _ c o v _ 7. 3 5 7 0 4 2  1 2 0 7 6  1 3  5  P arti al  U n a ssi g n e d 
 

0  L a k e G air d n er  ds D N A p h a g e 

g air d n er _ n o d e _ 4 0 3 6 _l e n gt h _ 1 1 3 4 0 _ c o v _ 6. 7 2 7 7 8 0 1 1 3 4 0 1 6 9 P arti al Al p h a 
 

0 L a k e G air d n er ds D N A p h a g e 



 
 

1 4 4 
 

g air d n er _ n o d e _ 9 1 7 9 _l e n gt h _ 7 8 7 0 _ c o v _ 1 9. 1 9 2 0 6 7  7 8 7 0  1 2  8  c o m pl et e  D elt a  
 

0  L a k e G air d n er  ss D N A 

g air d n er _ n o d e _ 9 4 5 7 _l e n gt h _ 7 7 6 8 _ c o v _ 3. 1 1 9 2 7 9 7 7 6 8 1 0 4 P arti al E p sil o n H al or us s us 9 1. 6 L a k e G air d n er ds D N A p h a g e 

h ar d y _ n o d e _ 3 1 1 9 _l e n gt h _ 7 1 0 0 _ c o v _ 4. 1 1 6 8 2 6 4 3 9  7  4  P arti al  D elt a  H al a pri c u m  9 0. 7  L a k e H ar d y  ds D N A p h a g e 

pi n k _ n o d e _ 1 0 6 8 1 _l e n gt h _ 4 2 0 7 _ c o v _ 4. 5 3 0 3 5 4 2 0 7 5 5 P arti al B et a 
 

0 Pi n k L a k e ds D N A p h a g e 

pi n k _ n o d e _ 1 0 9 5 2 _l e n gt h _ 4 1 5 9 _ c o v _ 2. 4 4 2 9 8 4 1 5 9  5  4  P arti al  U n a ssi g n e d 
 

0  Pi n k L a k e  ds D N A p h a g e 

pi n k _ n o d e _ 1 6 9 8 _l e n gt h _ 1 0 8 5 2 _ c o v _ 6. 0 6 6 5 9  1 0 8 5 2  1 9  5  c o m pl et e  E p sil o n  
 

0  Pi n k L a k e  ds D N A p h a g e  

pi n k _ n o d e _ 1 8 3 1 _l e n gt h _ 1 0 4 6 0 _ c o v _ 2 9. 9 2 7 5 1 0 4 6 0  2 1  7  c o m pl et e  B et a 
 

0  Pi n k L a k e  ds D N A p h a g e 

pi n k _ n o d e _ 3 5 2 9 _l e n gt h _ 7 5 1 1 _ c o v _ 5. 6 0 7 0 3 7 5 1 1 1 2 4 P arti al U n a ssi g n e d 
 

0 Pi n k L a k e ds D N A p h a g e 

pi n k _ n o d e _ 4 8 5 6 _l e n gt h _ 6 3 4 3 _ c o v _ 3. 2 6 6 0 6 6 3 4 3  1 1  4  P arti al  E p sil o n  N atri n e m a  9 4. 5  Pi n k L a k e  ds D N A p h a g e 

pi n k _ n o d e _ 6 2 9 _l e n gt h _ 1 7 7 9 5 _ c o v _ 6. 1 3 9 4 1 7 7 9 5 1 8 4 P arti al U n a ssi g n e d 
 

0 Pi n k L a k e ds D N A p h a g e 

pi n k _ n o d e _ 6 4 8 9 _l e n gt h _ 5 4 5 9 _ c o v _ 1 4. 2 3 2 4  5 4 5 9  8  5  P arti al  U n a ssi g n e d  
 

0  Pi n k L a k e  ss DN A  

pi n k _ n o d e _ 7 5 2 3 _l e n gt h _ 5 0 5 1 _ c o v _ 3. 5 6 8 4 5 5 0 5 1 7 4 P arti al U n a ssi g n e d Fl a v o b a ct eri u m 9 1. 8 Pi n k L a k e ss D N A 

t orr e ns _ n o d e _ 6 4 4 _l e n gt h _ 2 0 3 0 3 _ c o v _ 3 0. 7 7 8 8 9 2  8 6 1 5  9  5  P arti al  E p sil o n 
 

0  L a k e T orr e ns  ds D N A p h a g e 

t yr ell _ n o d e _ 1 1 1 5 6 _l e n gt h _ 5 5 6 5 _ c o v _ 5. 2 1 2 7 0 4 5 5 6 5 8 4 P arti al U n a ssi g n e d 
 

0 L a k e T yr ell ds D N A p h a g e 

t yr ell _ n o d e _ 2 1 6 6 8 _l e n gt h _ 4 1 2 3 _ c o v _ 5. 5 7 0 7 9 6  4 1 2 3  5  5  P arti al  B et a 
 

0  L a k e T yr ell  ss D N A 

t yr ell _ n o d e _ 2 3 3 7 _l e n gt h _ 1 1 3 2 1 _ c o v _ 5. 6 9 7 2 3 1 1 1 3 2 1  1 5  4  P arti al  U n a ssi g n e d  
 

0  L a k e T yr ell  ds D N A p h a g e  

t yr ell _ n o d e _ 3 1 5 1 _l e n gt h _ 9 9 1 4 _ c o v _ 9. 3 4 8 4 1 3  9 9 1 4  1 1  6  c o m pl et e  B et a 
 

0  L a k e T yr ell  ds D N A p h a g e 

t yr ell _ n o d e _ 5 3 0 6 _l e n gt h _ 7 8 1 6 _ c o v _ 3. 7 8 0 3 1 2 7 8 1 6 1 1 7 P arti al D elt a H al o ar c ul a 9 1. 4 L a k e T yr ell ds D N A p h a g e 
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S u p pl e m e nt a r y T a bl e 4: F u n cti o n al p r e di cti o n E psil o n pl e oli p o vi r us.  E x c el fil e of S u p pl e m e nt ar y T a bl e 4 s u m m ari z es t h e f u n cti o n al pr e di cti o n of t h e pr ot ei ns 

fr o m t h e pr o p os e d E psil o n pl e oli p o vi r us g e n us. Pr e di cti o n w a s p erf or m e d wit h i nt er pr os c a n v 5 a n d f u n cti o n al c at e g ori e s w er e assi g n e d usi n g e g g n o g- m a p p er 

( mi ni m u m e- v al u e < 1 05 ).  

 
P r ot ei n i d A c c. N °  F u n cti o n al p r e di cti o n S c o r e  E v al u e 

fr o m e _ n o d e _ 3 2 4 5 _l e n gt h _ 9 8 3 2 _ c o v _ 9. 5 4 5 7 7 1 _ 4 TI G R 0 1 4 0 9 T A T _si g n al _s e q: T at (t wi n- ar gi ni n e tr a nsl o c ati o n) p at h w a y si g n al s e q u e n c e 4 5 7. 0 0 E- 0 5 

g air d n er _ n o d e _ 1 2 0 0 3 _l e n gt h _ 7 0 1 3 _ c o v _ 5. 3 0 6 5 5 4 _ 3  P F 1 0 5 1 8  T A T (t wi n- ar gi ni n e tr a nsl o c ati o n) p at h w a y si g n al s e q u e n c e 5 8  1. 1 0 E- 0 5 

g air d n er _ n o d e _ 2 1 4 3 1 _l e n gt h _ 5 4 2 0 _ c o v _ 4. 6 0 9 5 0 6 _ 4 P F 0 2 6 9 7 P ut ati v e a ntit o xi n 3 7 1. 1 0 E- 0 6 

g air d n er _ n o d e _ 9 4 5 7 _l e n gt h _ 7 7 6 8 _ c o v _ 3. 1 1 9 2 7 9 _ 6  P F 1 8 7 4 2  R E as e _ D p nII- M b oI 3 5 1  1. 5 0 E- 4 0 

g air d n er _ n o d e _ 9 4 5 7 _l e n gt h _ 7 7 6 8 _ c o v _ 3. 1 1 9 2 7 9 _ 7  P F 0 5 7 0 7  Z o n ul ar o c cl u d e ns t o xi n ( Z ot)  2 6 1  1. 6 0 E -0 4  

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 0 8 6 8 _ 0 0 0 0 0 4 _ 1 5 TI G R 0 4 1 2 6  P G F _ C T E R M: P G F- C T E R M ar c h a e al pr ot ei n- s orti n g si g n al 1 0 3 3  2. 6 0 E- 0 9 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 0 8 6 8 _ 0 0 0 0 0 4 _ 1 5 TI G R 0 4 2 0 7 h al o _ si g _ p e p: s urf a c e gl y c o pr ot ei n si g n al p e pti d e 3 5 2. 4 0 E- 1 3 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 0 8 6 8 _ 0 0 0 0 0 4 _ 2 0 P F 0 1 4 0 2  Ri b b o n- h eli x- h eli x pr ot ei n, c o p G f a mil y 4 1  2. 8 0 E- 0 6 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 0 8 6 8 _ 0 0 0 0 0 4 _ 2 4 P F 0 0 5 8 9 P h a g e i nt e gr as e f a mil y 2 1 4 5. 5 0 E- 1 0 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 0 8 6 8 _ 0 0 0 0 0 4 _ 3 0 P F 0 0 2 3 9  R es ol v a s e, N t er mi n al d o m ai n  1 5 4  2. 8 0 E -2 4  

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 0 8 6 8 _ 0 0 0 0 0 4 _ 3 5 P F 0 5 7 0 7 Z o n ul ar o c cl u d e ns t o xi n ( Z ot) 2 6 4 1. 3 0 E- 0 4 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 0 8 7 3 _ 0 0 0 0 0 3 _ 2 8 P F 0 9 2 5 0  Bif u n cti o n al D N A pri m a s e/ p ol y m er as e, N-t er mi n al 2 6 9  2. 2 0 E- 0 7 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 0 8 7 3 _ 0 0 0 0 0 3 _ 3 3 P F 0 4 3 4 3 Pr ot ei n of u n k n o w n f u n cti o n, D U F 4 8 8 1 3 0 8. 4 0 E- 0 9 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 5 2 7 3 _ 0 0 0 0 1 0 _ 1 P F 0 8 7 0 6  D 5 N t er mi n al li k e 1 5 9  2. 9 0 E- 0 5 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 5 2 7 3 _ 0 0 0 0 1 0 _ 1 TI G R 0 1 6 1 3  pri m a s e _ Ct er m: p h a g e/ pl as mi d pri m a s e, P 4 f a mil y, C -t er mi n al d o m ai n 4 1 8  1. 2 0 E -4 2  

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 5 2 7 3 _ 0 0 0 0 1 0 _ 1 0 P F 0 5 7 0 7  Z o n ul ar o c cl u d e ns t o xi n ( Z ot) 2 6 5  3. 2 0 E- 0 5 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 5 2 7 3 _ 0 0 0 0 1 0 _ 1 1 P F 0 2 4 1 6 mtt A/ H cf 1 0 6 f a mil y 5 6 1. 1 0 E- 1 5 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 5 2 7 3 _ 0 0 0 0 1 0 _ 1 1 TI G R 0 1 4 1 1  t at A E: t wi n ar gi ni n e-t ar g eti n g pr ot ei n tr a nsl o c as e, T at A/ E f a mil y 5 0  3. 2 0 E- 1 8 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 5 2 7 3 _ 0 0 0 0 1 0 _ 7 P F 1 3 6 2 0 C ar b o x y p e pti d a s e r e g ul at or y-li k e d o m ai n 2 3 1 1. 2 0 E- 1 2 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 0 5 2 7 3 _ 0 0 0 0 1 0 _ 7 P F 1 3 6 2 0  C ar b o x y p e pti d a s e r e g ul at or y -li k e d o m ai n 1 4 4  2. 2 0 E -1 0  

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 1 0 2 2 2 _ 0 0 0 0 3 7 _ 1 0 P F 0 0 8 0 1 P K D d o m ai n 1 6 8 4. 4 0 E- 0 6 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 1 0 2 2 2 _ 0 0 0 0 3 7 _ 1 3 P F 1 3 6 2 0  C ar b o x y p e pti d a s e r e g ul at or y-li k e d o m ai n 1 0 3  3. 1 0 E- 0 8 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 1 0 2 2 2 _ 0 0 0 0 3 7 _ 2 1 P F 0 9 2 5 0 Bif u n cti o n al D N A pri m a s e/ p ol y m er as e, N-t er mi n al 2 8 9 8. 3 0 E- 0 7 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 1 0 2 2 2 _ 0 0 0 0 3 7 _ 5 P F 0 8 2 8 1  Si g m a- 7 0, r e gi o n 4 7 8  5. 9 0 E- 1 1 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 2 7 9 8 2 _ 0 0 0 0 6 8 _ 3 P F 1 3 6 2 0  C ar b o x y p e pti d a s e r e g ul at or y -li k e d o m ai n 1 2 1  3. 4 0 E -1 1  

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 2 7 9 8 2 _ 0 0 0 0 6 8 _ 7 P F 0 0 8 0 1  P K D d o m ai n 1 7 9  3. 9 0 E- 0 8 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 3 3 5 2 2 _ 0 0 0 0 1 9 _ 1 P F 0 8 2 8 1 Si g m a- 7 0, r e gi o n 4 2 6 8 2. 2 0 E- 0 7 



 
 

1 4 6 
 

i m g vr _ u vi g _ 3 3 0 0 0 3 3 5 2 2 _ 0 0 0 0 1 9 _ 1 5 P F 0 9 2 5 0  Bif u n cti o n al D N A pri m a s e/ p ol y m er as e, N -t er mi n al 3 0 0  1. 5 0 E -0 6  

pi n k _ n o d e _ 1 6 9 8 _l e n gt h _ 1 0 8 5 2 _ c o v _ 6. 0 6 6 5 9 _ 1 8 P F 1 3 3 9 2 H N H e n d o n u cl e a s e 7 7 4. 3 0 E- 0 9 

t orr e ns _ n o d e _ 6 4 4 _l e n gt h _ 2 0 3 0 3 _ c o v _ 3 0. 7 7 8 8 9 2 _ 1  P F 0 2 8 9 9  P h a g e i nt e gr as e, N-t er mi n al S A M-li k e d o m ai n 9 1  1. 1 0 E- 0 5 

t orr e ns _ n o d e _ 6 4 4 _l e n gt h _ 2 0 3 0 3 _ c o v _ 3 0. 7 7 8 8 9 2 _ 1 P F 0 0 5 8 9 P h a g e i nt e gr as e f a mil y 3 0 6 6. 7 0 E- 1 0 

t orr e ns _ n o d e _ 6 4 4 _l e n gt h _ 2 0 3 0 3 _ c o v _ 3 0. 7 7 8 8 9 2 _ 6  P F 0 5 7 0 7  Z o n ul ar o c cl u d e ns t o xi n ( Z ot) 2 6 9  5. 3 0 E- 0 6 
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8. G e n e r al Dis c us si o n a n d O utl o o k 

T his t h esis si g nifi c a ntl y c o ntri b ut e s t o t h e u n d erst a n di n g of h o w pl e o m or p hi c vir us e s e st a blis h c hr o ni c 

i nf e cti o ns o n t h eir h al o ar c h a e al h ost s, t h e i m p a ct of t h e s e vir us e s o n h ost m et a b olis m a n d t h e di v er sit y a n d 

e v ol uti o n ar y tr aj e ct ori es of t his p arti c ul ar gr o u p of vir us e s. T h e f oll o wi n g di s c ussi o n i nt e n ds t o pl a c e t h e 

fi n di n gs of t hi s w or k i nt o t h e br o a d er t h e or eti c al a n d e m piri c al b o d y of h al o ar c h a e al bi ol o g y a n d t h e n at ur e 

of c hr o ni c vir us i nf e cti o ns.  

Vir us e s ar e i ntr a c ell ul ar g e n eti c p ar a sit e s t h at r el y o n t h eir h ost m et a b oli c m a c hi n er y t o e ns ur e t h eir 

r e pli c ati o n. G e n eti c p ar asit es s u c h a s vir us e s, pl a s mi ds a n d a wi d e r a n g e of s elfis h s e mi- a ut o n o m o us g e n eti c 

el e m e nts ar e a n i ntri nsi c p art of t h e g e n eti c p o ol of e v er y or g a nis m, a n d t h e y ar e pr e s e nt i n all d o m ai ns of lif e. 

T h e or eti c al m o d eli n g, a s w ell a s e m piri c e vi d e n c e s u g g e sts t h at t h e e m er g e n c e of s u c h g e n eti c p ar asit e s i s 

i n e vit a bl e i n pr o k ar y oti c s yst e m, as t h eir c o m pl et e s u p pr essi o n w o ul d i n v ol v e t h e l oss of t h e a bilit y t o p erf or m 

h ori z o nt al g e n e tr a nsf er, a k e y e v ol uti o n ar y a n d s ur vi v al m e c h a nis m of t h e s e or g a ni s m s ( K o o ni n, W olf, a n d 

K ats n el s o n 2 0 1 7). T h e eff e cts t h at t h e s e el e m e nts c a n h a v e o n t h eir h ost r a n g e s fr o m al m ost i m p er c e pti bl e i n 

t h e c a s e of t h e si m pl e st r e pli c o ns, t o c ell d e at h a n d p o p ul ati o n e xti n cti o n b y l yti c vir us e s. 

Tr a diti o n all y, pr o k ar y oti c i nf e cti n g vir us e s h a v e b e e n cl a ssifi e d i n a di c h ot o mi c m a n n er usi n g a m e c h a nisti c 

p ers p e cti v e. T his vi e w s e p ar at e s vir us e s b a s e d o n t h eir o v er all eff e ct o n h ost p h ysi ol o g y, wit h l yti c vir us e s 

killi n g t h eir h ost a n d l ys o g e ni c vir us es r e pli c ati n g al o n g wit h t h e c ell. H o w e v er, n at ur e is r ar el y di c h ot o mi c 

a n d t h e dis c o v er y of c hr o ni c i nf e cti n g vir us e s i n b a ct eri a a n d ar c h a e a h a s c h a n g e d h o w w e a ss e ss t h e i m p a ct 

of vir us e s at t h e c ell ul ar a n d c o m m u nit y l e v el. W hil e c hr o ni c i nf e cti n g vir us es ar e c o m m o n i n e u k ar y ot e s, 

t h eir pr es e n c e o n u ni c ell ul ar n o n- c o m p art m e nt ali z e d pr o k ar y oti c c ells r e m ai ns p u z zli n g, a s vir us a n d h ost 

m ust h a v e u n d er g o n e a c o- e v ol uti o n ar y pr o c e ss t h at all o w e d c o e xist e n c e of vir al a n d h ost r e pli c ati o n or 

p ossi bl y, t h e e st a blis h m e nt of st a bl e l o n g-t er m i nf e cti o ns. F or t h e m aj orit y of ot h er m o bil e g e n eti c el e m e nt s 

t hi s c o e xist e n c e i s n ot a gr e at iss u e, a s t h e y us u all y c arr y s o m e m e c h a nis m s t o e ns ur e t h eir p ersi st e n c e o n t h e 

s yst e m (s u c h a s t o xi n/ a ntit o xi n s yst e ms) or pr o vi d e a s el e cti v e a d v a nt a g e t o t h eir h ost b y e x p a n di n g t h eir 

g e n eti c p o ol or e n h a n ci n g r e c o m bi n ati o n ( K o o ni n et al. 2 0 1 9). I ntri g ui n gl y, i n t h e c a s e of vir us es p erf or mi n g 

n o n-l yti c lif e c y cl e s, t h e b e n efit, if e xisti n g at all, is oft e n h ar d t o i d e ntif y, a s s el e cti v e a d v a nt a g es c a n b e 

d e p e n d e nt o n p arti c ul ar c o n diti o ns or i nt er a cti o ns, w hi c h ar e n ot pr e di ct a bl e. Pr e vi o us st u di es of c hr o ni c 

i nf e cti n g fil a m e nt o us p h a g e s of E. c oli , s h o w e d t h at w h e n p h a g e g e n o m es w er e m a ni p ul at e d t o tr a ns mit o nl y 

v erti c all y ( n o b u d di n g), t h os e str ai ns wit h t h e l e ast eff e ct t o h ost gr o wt h r at es w er e p ositi v el y s el e ct e d, b ut 

u p o n r ei nst ati n g h ori z o nt al tr a ns missi o n, t h e p ositi v e s el e cti o n w a s l ost ( B ull, M oli n e u x, a n d Ri c e 1 9 9 1). T hi s 

hi g hli g hts t h e c o m pl e xit y of i nt er a cti o ns a n d h ur dl e s t h at c hr o ni c vir us- h ost s yst e m s m ust f a c e t o e st a bli s h 
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l o n g-t er m i nf e cti o ns. I n t his w or k, w e h a v e is ol at e d a n d d e s cri b e d t h e vir us H F P V- 1, t h at p erf or ms a c hr o ni c 

i nf e cti o n o n its h ost H. v ol c a nii . R e m ar k a bl y, t his vir us w as a bl e t o r e pli c at e its g e n o m e at u n pr e c e d e nt e d 

hi g h r at e s, wit h h u n dr e ds t o a t h o us a n d of vir us g e n o m e c o pi e s p er c o p y of h ost c hr o m os o m e, w hil e h a vi n g 

littl e i m p a ct o n h ost gr o wt h r at e s.  

It h as b e e n m o d el e d t h at t h e pr es e n c e of p ersist e nt p ar a siti c g e n eti c el e m e nts c orr el at e s wit h t h e r at e of 

h ori z o nt al g e n e tr a nsf er ( H G T), wit h a p arti c ul ar m o bil e g e n eti c el e m e nt b ei n g m or e li k el y t o p ersist wit hi n a 

p o p ul ati o n t h at e x p eri e n c e s hi g h er r at e s of H G T (Ir a n z o et al. 2 0 1 6). I nt er esti n gl y, h al o ar c h a e al or g a nis m s 

s e e m t o p oss e ss fl e xi bl e g e n o m e s a n d s e e m t o b e r el ati v el y pr o mis c u o us w h e n it c o m es t o g e n e e x c h a n g e 

( P a p k e et al. 2 0 0 4). T h e h al o ar c h a e a w er e pr o p os e d t o h a v e e v ol v e fr o m a m et h a n o g e ni c a n c e st or t h at a c q uir e d 

m a n y g e n e s fr o m t h e b a ct eri a d o m ai n ( N els o n- S at hi et al. 2 0 1 2) a n d it h a s b e e n d o c u m e nt e d t h at t h e y oft e n 

c a n a c q uir e g e n e s fr o m a wi d er r a n g e of e n vir o n m e nt s ( R h o d es et al. 2 0 1 1). M e m b ers of t hi s cl a d e fr e q u e ntl y 

dis pl a y p ol y pl oi d y ( m ulti pl e c o pi e s of t h e m ai n c hr o m os o m e), a n d n u m er o us s m all a n d l ar g e pl a s mi ds 

(s e c o n d ar y c hr o m os o m e s). F urt h er m or e, t h e y ar e pr o n e t o i nt er- a n d i ntr a g e n o mi c h o m ol o g o us 

r e c o m bi n ati o n, r e s ulti n g i n dis si mil ar r R N A o p er o ns wit hi n a si n gl e c ell ( B o u c h er et al. 2 0 0 4), s p o nt a n e o us 

g e n er ati o n of n e w c hr o m os o m al el e m e nts ( A usi a n ni k a v a et al. 2 0 1 8) a n d a n o v er all gr e at g e n o mi c di v ersit y 

a n d s p e ci ati o n ( P a p k e et al. 2 0 1 5; Ts c hit s c h k o et al. 2 0 1 8). It i s n ot f arf et c h e d t h e n t o h y p ot h e si z e t h at t his 

i ntri nsi c g e n o m e fl e xi bilit y a n d hi g h r at e s of H G T s er v e a s a n a d v a nt a g e o us s c e n er y f or t h e d e v el o p m e nt of 

c hr o ni c i nf e cti o ns, pr o vi di n g a n e x pl a n ati o n t o t h e u n us u all y hi g h fit n e ss of H F P V- 1 a n d ot h er 

pl e oli p o vir us e s.  

N ot a bl y, d e s pit e b ei n g i s ol at e d fr o m dist a nt a n d u nr el at e d g e o gr a p hi c al r e gi o ns, wit h H. v ol c a nii  is ol at e d fr o m 

t h e D e a d S e a a n d H F P V- 1 fr o m s e di m e nt s of L a k e T yrr ell, A ustr ali a, t h e i nt er a cti o n b et w e e n H F P V- 1 a n d it s 

h ost pr o v e t o b e e xtr e m el y st a bl e a n d l o n g t er m u n d er l a b or at or y c o n diti o ns. M e a n w hil e, n o s el e cti v e 

a d v a nt a g e f or i nf e ct e d c ult ur e s c o ul d b e o bs er v e d u n d er t h e st u di e d c o n diti o ns n or t h e e m er g e n c e of r e sist a nt 

c ells. O n t h e c o ntr ar y, w e o bs er v e d t h at i nf e cti o n wit h H F P V- 1 at hi g h er t e m p er at ur es r e s ults i n t h e i n hi biti o n 

of t h e h ost m or p h ol o g y tr a nsiti o n t o m otil e r o d-s h a p e s. I n t h e s c e n ari o of c o ntr oll e d si n gl e-s p e ci e s c o n diti o ns, 

t hi s di d n ot l e a d t o a m aj or r e d u cti o n of h ost fit n ess, a s o nl y sli g ht gr o wt h r et ar d ati o n w a s o bs er v e d. H o w e v er, 

it is u n mist a k a bl y t h at i n a br o a d er c o m m u nit y c o nt e xt, t h e i n a bilit y t o tr a nsiti o n i nt o t h e m otil e f or m, a n d t o 

r es p o n d t o c h e m ot a cti c si g n als m ol e c ul e s will r e pr es e nt a m aj or dis a d v a nt a g e f or t h e h ost. N e v ert h el ess, it 

m ust b e n ot e d, t h at at t h e hi g h er t e m p er at ur e s t h at tri g g er t h e c ell-s h a p e tr a nsiti o n ( 4 5 ° C), t h e vir us is al s o 

e x p eri e n ci n g a r e d u cti o n of its fit n e ss, w hi c h is li k el y d u e s t o vir al pr ot ei ns b ei n g p o orl y a d a pt e d t o t h e o pti m al 

t e m p er at ur e f or h ost gr o wt h. T h e l att er c o ul d i m pl y, t h at i n n at ur e t h e s e vir us e s w o ul d m or e s u c c e ssf ull y 

r e pli c at e wit hi n h ost s t h at gr o w at t h e fri n g e s of t h eir e c ol o gi c al ni c h e, w hi c h i n t ur n w o ul d e x pl ai n w h y 

m e m b ers of t h e pl e oli p o vir us ar e p ositi v el y c orr el at e d wit h i n cr e a si n g s ali niti e s ( G ui x a- B oi x ar e u et al. 1 9 9 6). 
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W hil e w e di d n ot o bs er v e d t h at i nf e cti o n pr o vi d e d a d v a nt a g e o us tr aits u n d er a n y c o n diti o n, it s h o ul d n ot b e 

e x cl u d e d t h at t his c a n o c c ur. A m o n g t h e a d v a nt a g e s t h at vir us e s c a n pr o vi d e ar e s u p eri nf e cti o n e x cl usi o n 

m e c h a ni s m s, w hi c h i n hi bit i nf e cti o n b y a d diti o n al i n c o mi n g vir us e s, w hi c h c o ul d at l e a st p artl y e x pl ai n t h e 

fr e q u e nt d et e cti o n of pr o vir us e s i n mi cr o bi al g e n o m es ( B o n d y- D e n o m y a n d D a vi ds o n 2 0 1 4). H o w e v er, i n t hi s 

o n g oi n g c o nfli ct oft e n r ef err e d a s a n ar ms r a c e b et w e e n vir us a n d h ost f oll o ws a c o nti n u o us tr e n d of 

d e v el o pi n g a d a pt ati o ns a n d c o u nt er a d a pt ati o ns t o c o p e wit h e a c h ot h er ( H a m pt o n, W ats o n, a n d Fi n er a n 

2 0 2 0). T h e s e r e s ults i n a p er p et u al c o e v ol uti o n, w er e t h e p arti e s i n v ol v e d m ust k e e p u p wit h e a c h ot h er 

i n n o v ati o ns, y et o n a v er a g e t h eir fit n e ss r e m ai ns u n c h a n g e d i n w h at h a s b e e n r e g ar d e d a s t h e “ R e d Q u e e n 

h y p ot h e si s ” ( Br o c k h urst et al. 2 0 1 4; V a n V al e n 1 9 7 3). I nt er e sti n gl y, i n t h e c as e of H. v ol c a nii  a n d H F P V- 1, 

w e o bs er v e t h at pr o vir al r e gi o ns ar e b ei n g s p e cifi c all y d o w nr e g ul at e d ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al. 2 0 2 2). 

T h e s e pr o vir al r e gi o ns ar e si mil ar t o pl e oli p o vir us es, a n d t h e y h a v e b e e n pr o p os e t o pr o vi d e a s el e cti v e 

a d v a nt a g e f or t h e h ost. I n p arti c ul ar, t h e r e gi o n H alf v ol 3, e n c o d es a pr ot ei n wit h h o m ol o g y t o a r e pr e ss or of 

t h e p h a g e P hi H 1 ( D y all- S mit h et al. 2 0 1 8; K e n a n d H a c k ett 1 9 9 1), a n d t h e d el eti o n of o n e of t h e s e r e gi o n 

l e a ds t o a d etri m e nt al eff e ct o n h ost fit n e ss u n d er i nf e cti o n wit h H F P V- 1. T his s u g g e sts t h at t h er e i s a n 

i nt er pl a y b et w e e n H F P V- 1 a n d t h e r e si di n g pr o vir us, w hi c h li mits t h e n e g ati v e i m p a ct o n h ost’ s fit n e ss w hil e 

all o wi n g H F P V- 1 s u c c e ssf ul r e pli c ati o n a n d t h e pr o d u cti o n of r el ati v el y hi g h e xtr a c ell ul ar tit ers. H o w e v er, 

t h e a bs e n c e of t his pr o vir us r e gi o n tilts t h e e q uili bri u m t o w ar ds a m or e vir ul e nt vir al i nf e cti o n, w hi c h i n a 

br o a d er c o m m u nit y c o nt e xt w o ul d li k el y r e pr e s e nt a str o n g n e g ati v e s el e cti v e pr ess ur e f or H. v ol c a nii . T h us, 

t hi s s u g g ests t h at t h e d e v el o p m e nt of a st a bl e a n d l o n g-t er m c hr o ni c i nf e cti o n, H F P V- 1 li k el y r e q uir es t h e 

pr es e n c e of t h e pr o vir us, w hi c h I h y p ot h e si z e, w o ul d e ns ur e t h e m ai nt e n a n c e of a r el ati v e e q uili bri u m. 

I ntri g ui n gl y, w hil e t h e h ost r a n g e of H F P V- 1 i n cl u d e s or g a nis ms t h at d o n ot c o nt ai n r e si d e nt pr o vir us es, w e 

di d n ot o bs er v e d a n y ot h er c a s e of s e v er e gr o wt h r et ar d ati o n ( Al ar c ó n- S c h u m a c h er et al. 2 0 2 2). T h e l att er 

s u g g ests t h at H F P V- 1 r e pli c ati o n a n d s u c c ess is n ot d e p e n d e nt o n t h e pr es e n c e of e v ol uti o n ar y r el at e d 

pr o vir us es, b ut r at h er t his is a p arti c ul ar i nt er a cti o n wit h H. v ol c a nii , f urt h er s u g g esti n g t h at t h e o ut c o m e of 

i nf e cti o n i s d e p e n d e nt o n t h e diff er e nt m ol e c ul ar i nt er a cti o ns a n d c o e v ol uti o n ar y pr o c e ss e s b et w e e n t h e vir us 

a n d e a c h p arti c ul ar h ost. N e v ert h el e ss, t h e p os si bilit y t h at t h e a bilit y of H F P V- 1 t o s p e cifi c all y d o w nr e g ul at e d 

vir al el e m e nts is n ot r e stri ct e d t o r e si d e nt pr o vir us e s s h o ul d n ot b e c o m pl et el y r ul e d o ut. T h us, I h y p ot h e si z e 

t h at t h e i nf e cti o n b y H F P V- 1 c o ul d pr o vi d e a s el e cti v e a d v a nt a g e u p o n i nf e cti o n wit h a d diti o n al vir us e s or 

ot h er M G Es t h at c o ul d h a v e a l ar g er d etri m e nt al i m p a ct o n h ost fit n e ss, h o w e v er f urt h er e x p eri m e nt al e vi d e n c e 

f or t his s h o ul d b e pr o vi d e d.  

A d diti o n all y, w hil e s o m e of t h e m e n c o d e o n e of t h e m aj or vir al h all m ar k g e n e s, t h e r olli n g- cir cl e r e pli c ati o n 

e n d o n u cl e a s e ( R C R E), t h e y ar e m ostl y u nr el at e d t o ot h er vir us e s a n d t h eir e v ol uti o n ar y ori gi n r e m ai ns 

u n k n o w n. I nt er esti n gl y, t h e m aj or c a psi d pr ot ei n (s pi k e pr ot ei ns) pr es e nts a u ni q u e pr ot ei n f ol d t h at is n ot 

r el at e d t o ot h er vir al c a p si d pr ot ei ns s u c h as si n gl e a n d d o u bl e-j ell y r oll, H K 9 7 or al p h a- h eli x h air pi ns. 
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M or e o v er, it h as b e e n pr o p os e d t h at t h e s pi k e pr ot ei ns of pl e oli p o vir us e s ar e a m e m b er of a n u n d e s cri b e d a n d 

li k el y a n ci e nt cl a d e of m e m br a n e f usi o n pr ot ei n ( El O m ari et al. 2 0 1 9). T h e l a c k of a n y si mil ar pr ot ei ns i n t h e 

c ell ul ar or vir al pr ot e o m e s u n c o v er e d t o d at e, al o n g wit h t h e l ar g e di v ersit y of s pi k e pr ot ei n str u ct ur e s 

d e s cri b e d i n o ur w or k s u g g ests t h at t hi s pr ot ei n mi g ht h a v e b e e n a c q uir e d fr o m a n e xti n ct li n e a g e e arl y i n t h e 

e v ol uti o n of lif e. E v e n m or e, t h e f a ct t h at r e c e nt e vi d e n c e p oi nts t o w ar d t h e f a ct t h at pl e oli p o vir us es ar e n ot 

r estri ct e d t o h y p ers ali n e e n vir o n m e nts, b ut t h at t h e y r at h er i nf e ct a d diti o n al li n e a g e s of ar c h a e a i n m o d er at e 

e n vir o n m e nt s, r ei nf or c e d t h e i d e a t h at t h e y ar e i n d e e d a r el ati v el y a n ci e nt li n e a g e. T h us, it s h o ul d n ot b e r ul e d 

o ut t h at t his pr ot ei n f a mil y mi g ht b e e v e n a r e m n a nt or d e s c e n d e nt of a pri m or di al m e m br a n e f usi o n 

m e c h a ni s m, t h at h a s b e e n l ost i n e xisti n g e xt a nt gr o u ps. 

I n t his t h e sis, w e h a v e f urt h er c o ntri b ut e d t o u n c o v er t h e di v ersit y of u n c ulti v at e d pl e oli p o vir us e s fr o m 

h y p ers ali n e e n vir o n m e nts. D uri n g t h e st u d y of t h es e n e wl y i d e ntifi e d vir us e s, it h as b e c o m e cl e ar t h at, si mil ar 

t o ot h er vir us e s, t h e y pr es e nt m o d ul ar g e n o m es wit h a c o ns er v e d str u ct ur al m o d ul e a n d a n e nt a n gl e d hist or y 

of r e c o m bi n ati o n wit h diff er e nt M G Es t h at l e a d t o t h e a c q ui siti o n of diff er e nt r e pli c ati o n m o d ul e s. 

F urt h er m or e, t h e c o m pr e h e nsi v e a n al ys e s of pl e oli p o vir us g e n o m e s l e a d t o t h e i d e ntifi c ati o n of c o h er e nt 

p h yl o g e n eti c m ar k ers f or t his gr o u p, w hil e als o pr o m pti n g us t o pr o p os e t h e r e or g a ni z ati o n of t h e 

Pl e oli p o viri d a e  f a mil y i nt o fi v e g e n er a: t h e Al p h a, B et a, G a m m a, D elt a a n d E psil o n pl e oli p o vir us . 

I nt er e sti n gl y, t h e m aj orit y of r e p ort e d pl e oli p o vir us e s fr o m t h e A ustr ali a n s alt l a k e s w er e n ot i nt e gr at e d i nt o 

t h eir h ost c hr o m os o m e s, b ut r at h er s e e m t o e xist a s e pi s o m al el e m e nt s, s u g g e sti n g t h at t h e y ar e li k el y 

p erf or mi n g a cti v e i nf e cti o ns. N o n et h el e ss, t h e v a st m aj orit y of t h e r e p ort e d di v ersit y of pl e oli p o vir us e s 

c orr e s p o n d t o u n c ulti v at e d vir us g e n o m es ( U Vi Gs), a n d f urt h er c ulti v ati o n eff orts c o ul d pr o vi d e a k e y t o 

u n d erst a n d vir us- h ost i nt er a cti o n a n d t h eir eff e ct o n h ost fit n e ss a n e c ol o g y. F urt h er m or e, t h e l ar g e 

e v ol uti o n ar y di st a n c e s b et w e e n t h es e cl a d e s s u g g e st t h at w e ar e li k el y j ust b e gi n ni n g t o u n c o v er t h e ti p of t h e 

i c e b er g i n t er m s of pl e oli p o vir us di v ersit y. 

O ur u n d erst a n di n g of h o w vir al t a k e o v er or c o e xi st e n c e is m e di at e d b et w e e n vir us a n d h ost is still s c ar c e. 

W hil e H F P V- 1 a p p e ars t o h a v e a n e xtr e m el y br o a d h ost r a n g e, t his s e e ms t o b e a v er y u ni q u e tr ait, a s all ot h er 

pl e oli p o vir us e s ar e a bl e t o i nf e ct o nl y t h eir h ost of is ol ati o n, or i n t h e c as e o n U Vi Gs, t h e y ar e c o m m o nl y 

t ar g et e d b y s p a c ers pr es e nt i n o nl y a si n gl e. W e at h er pl e oli p o vir us e s h a v e i n d e e d s u c h a n arr o w h ost r a n g e 

r e q uir es m or e is ol ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n eff ort s, alt h o u g h it s h o ul d n ot c o m e a s s ur prisi n g, a s t h e y 

c o e v ol v e t hr o u g h a v er y ti g ht r el ati o ns hi p wit h t h eir r e s p e cti v e h osts. H o w e v er, it r e m ai ns p u z zli n g h o w 

H F P V- 1 i s a bl e t o i nf e ct b e y o n d g e n us a n d e v e n f a mil y t hr e s h ol d. T h e i d e ntifi c ati o n of s p e cifi c h ost r e c e pt ors 

or t h e e ntr y a n d e xit m e c h a ni s m s w o ul d gr e atl y c o ntri b ut e t o u n d erst a n di n g m e m br a n e f usi o n a n d r e c o g niti o n 

i n pr o k ar y oti c s yst e ms a n d t h e d e v el o p m e nt of H F P V- 1 a s a g e n eti c t o ol.  
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L a stl y, gi v e n t h e i n cr e a si n g r a n g e of or g a nis ms aff e ct e d b y pl e oli p o vir us, t h e c h a n g e s t o t h e m et a b olis m 

i n d u c e d d uri n g c hr o ni c i nf e cti o ns, t o g et h er wit h t h e k e y e c ol o gi c al r ol e s t h at m a n y ar c h a e al cl a d e s pl a y o n 

diff er e nt e n vir o n m e nts, st u d yi n g h o w t h e s e vir us e s’ i m p a ct h ost p h ysi ol o g y a n d i nt er a cti o ns b e c o m e s 

i m p er ati v e t o u n d erst a n d t h eir r ol e wit hi n mi cr o bi al c o m m u niti e s a n d o n bi o g e o c h e mi c al c y cl es. 
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Ts c hits c h k o, B er n h ar d, S us a n n e Er d m a n n, M att h e w Z D e m a er e, Si m o n R o u x, Pr ati b h a P a n w ar, Mi c h ell e A 

All e n, Ti m ot h y J Willi a ms, et al. 2 0 1 8. “ G e n o mi c V ari ati o n a n d Bi o g e o gr a p h y of A nt ar cti c 
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H al o ar c h a e a, ” 1 – 1 6. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 6/s 4 0 1 6 8- 0 1 8- 0 4 9 5- 3. 

V al e n, L V a n. 1 9 7 3. “ A N e w E v ol uti o n ar y L a w. ” E v ol. T h e or y  1: 1 – 3 0. 
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9. A d d e n d u m  

U ni v e r sit ä t B r e m e n  | F a c h b er ei c h 0 2 | P o stf a c h 3 3  0 4  4 0, 2 8 3 3 4 Br e m e n 

 

 P r üf u n g s a mt 

C h e mi e 

 

F r a u k e E r n st 

G e s c h äft s st ell e 

F a c h b er ei c h 0 2 

L e o b e n er Str. / N W 2 

D- 2 8 3 5 9 Br e m e n 

 

V er w alt u n g s p a vill o n 0 6 

T el.  0 4 2 1 2 1 8- 6 2 8 0 2 

F a x  0 4 2 1 2 1 8- 9 8 6 2 8 0 2 

fr a u k e. er n st @ u ni- br e m e n. d e 

w w w .f b 2. u ni- br e m e n. d e 

U ni v er sit ät Br e m e n 

F a c h b er ei c h 2 

Pr üf u n g s a mt C h e mi e 

z. H d. Fr a u Fr a u k e Er n st 

L e o b e n er Str a ß e 

 

2 8 3 5 9 Br e m e n 

D e ut s c hl a n d 

 

 

 

 

V e r si c h e r u n g a n Ei d e s St att 
 

 

N a m e, V or n a m e Al ar c o n S c h u m a c h er, T o m a s B e nj a mi n 

M atri k el- Nr. 3 1 6 6 6 2 1 

Str a ß e H a st e dt er o st er di e c h 1 7 2 b 

Ort, P L Z Br e m e n, 2 8 2 0 7 

 

 

I c h, _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ( V or n a m e, N a m e) 

 

v er si c h er e a n Ei d e s St att d ur c h m ei n e U nt er s c hrift, d a s s i c h di e v or st e h e n d e Ar b eit s el b st ä n di g u n d 

o h n e fr e m d e Hilf e a n g ef erti gt u n d all e St ell e n, di e i c h w örtli c h d e m Si n n e n a c h a u s 

V er öff e ntli c h u n g e n e nt n o m m e n h a b e, al s s ol c h e k e n ntli c h g e m a c ht h a b e, mi c h a u c h k ei n er a n d er e n 

al s d er a n g e g e b e n e n Lit er at ur o d er s o n sti g er Hilf s mitt el b e di e nt h a b e. 

I c h v er si c h er e a n Ei d e s St att, d a s s i c h di e v or g e n a n nt e n A n g a b e n n a c h b e st e m Wi s s e n u n d 

G e wi s s e n g e m a c ht h a b e u n d d a s s di e A n g a b e n d er W a hr h eit e nt s pr e c h e n u n d i c h ni c ht s 

v er s c h wi e g e n h a b e. 

Di e Str af b ar k eit ei n er f al s c h e n ei d e s st attli c h e n V er si c h er u n g i st mir b e k a n nt, n a m e ntli c h di e 

Str af a n dr o h u n g g e m ä ß § 1 5 6 St G B bi s z u dr ei J a hr e n Fr ei h eit s str af e o d er G el d str af e b ei 

v or s ät zli c h er B e g e h u n g d er T at b z w. g e m ä ß § 1 6 1 A b s. 1 St G B bi s z u ei n e m J a hr F r ei h eit s str af e 

o d er G el d str af e b ei f a hrl ä s si g er B e g e h u n g. 

 

 

 

 

Ort, D at u m / U nt er s c hrift  
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D e cl a r ati o n o n t h e c o nt ri b uti o n of t h e c a n di d at e t o a m ulti- a ut h o r 
a rti cl e/ m a n us c ri pt, w hi c h is i n cl u d e d a s a c h a pt e r i n t h e s u b mitt e d d o ct o r al 

t h esis 

 

N a m e of t h e c a n di d at e: T o m as B e nj a mi n Al ar c o n S c h u m a c h er 

 

Titl e of t h e T h esis: Vir us- h ost i nt er a cti o n s d uri n g c hr o ni c i nf e cti o ns & Di v ersit y a n d 

e v ol uti o n of Pl e oli p o vir us e s 

 

 

C o ntri b uti o n of t h e c a n di d at e i n p er c e nt a g e of t h e t ot al w or kl o a d ( u p t o 1 0 0 % f or e a c h of t h e 

f oll o wi n g c at e g ori es): 

T as k C h a pt e r 1 C h a pt e r 2  C h a pt e r 3 

E x p eri m e nt al c o n c e pt a n d d esi g n c a. 7 0 % c a. 9 0 % c a. 9 0 % 

E x p eri m e nt al w or k a n d a c q uisiti o n of ( e x p eri m e nt al) d at a  c a. 8 0 % c a. 6 0 % c a. 7 0 % 

D at a a n al y sis a n d i nt er pr et ati o n c a. 8 0 % c a. 8 0 % c a. 9 0 % 

Pr e p ar ati o n of fi g ur es a n d t a bl es c a. 9 0 % c a. 7 0 % c a. 9 0 % 

Dr afti n g of t h e m a n us cri pt c a. 8 0 % c a. 9 0 % c a. 9 0 % 

 

W e d e cl a r e t h at all a ut h o r s of t his a rti cl e/ m a n us c ri pt h a v e b e e n i nf o r m e d o n a n d di d n ot o bj e ct t o t h e 

li st e d c o nt ri b uti o ns of t h e c a n di d at e as a ut h o r of t his a rti cl e/ m a n us c ri pt 

D at e:  

Si g n at ur es: 

 

 

 

        ( C a n di d at e)     ( S u p er vi s or)    




