SIZING UP VIRUSES

Newly discovered glant viruses, with dimensions
and genome sizes that dwarf most other viruses,
are challenging scientists” understanding of these
ublquitous pathogens.
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- | virus NON sono considerati esseri viventi e NON sono
costituiti da cellule: sono ‘macchine molecolari’

- Per funzionare devono introdursi all'interno di una cellula
(procariota o eucariota) e sfruttarne i meccanismi di @ 0.1pm_
replicazione, trascrizione e sintesi proteica
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- Sono a volte definiti “parassiti intracellulari obbligati”,
anche se in biologia il termine “parassita” dovrebbe essere
riservato ad organismi viventi (Procarioti ed Eucarioti) che
sfruttano uno o piu ospiti
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FIGURA 23-1 La struttura virale.

(a) Immagine MET del virus del mosaico del tabacco, un virus a
forma dibastoncello con un’organizzazione elicoidale delle proteine
capsidiche. (b) Immagine MET di un adenovirus, caratterizzato da
un capside composto da 252 subunita (visibili come minuscoli ovali)
disposte secondo un poliedro a 20 facce. Dodici subunita presen-
tano spine proteiche proiettate verso l'esterno le quali permettono
al virus di riconoscere la cellula ospite. (¢) Immagine MET del batte-

I ge nom I VI ral I co ntengo no riofago T4 con testa poliedrica e coda elicoidale.
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Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; Solomon et al., 2012, 2014



Quali sono le “normali”
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| virus a DNA (in blu) hanno una gamma di dimensioni del genoma molto superiore
a quella dei virus a RNA, ma entrambi i tipi non superano di norma 100 Kbp

Fonte: Campillo-Banderas et al., Frontiers Evol. Ecol. 3: 1-8, 2015



Recentemente sono stati scoperti
virus giganti (sia per dimensioni sia per genoma)
appartenenti a due famiglie, i Megavirus e i Mimivirus

Megavirus chilensis
virus “quasi-cellulare”

- Un gruppo di ricercatori francesi ha scoperto nel 2011 un virus a
DNA di dimensioni giganti (0.7 ym) e con un genoma (1.259.127
coppie di basi, cioé 1.25 Mb) enorme in paragone a quello di altri
virus, in grado di codificare 1120 proteine, tra cui 7 aminoacil-tRNA
sintetasi finora ritenute esclusive di Procarioti ed Eucarioti

- | comuni virus hanno in media solo 10 geni codificanti

1.2 million base pairs

® ~911 protein coding genes

* additional genes (inc. aminoactyl IRNA synth
sugar, lipid, and amino acid metabolism)

- Megavirus chilensis € parassita di amebe marine e d’acqua dolce
(Acanthamoeba polyphaga, Protista Sarcomastigophora) (Arslan et

al., PNAS 2011)

400nm

Inizialmente € stata avanzata l'ipotesi che il genoma

di questo e altri grandi virus scoperti a partire dal

2003 (famiglia Mimiviridae) fosse derivato da un acanthamoeba
genoma procariotico ancestrale, fortemente ridotto polyphaga mimivirus

nel corso dell’evoluzione
Fonte: Arslan et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 108: 17486-17491, 2011




Pandoraviridae

Lo stesso gruppo di ricerca francese ha scoperto nel 2013
due specie di una nuova famiglia di megavirus che infettano
amebe, detti Pandoraviridae per la forma ad anfora che
ricorda il famoso (e famigerato) “vaso di Pandora”

- Pandoravirus salinus e stato scoperto in Cile e P. dulcis in
un lago australiano vicino a Melbourne

- | Pandoraviridae hanno genomi di dimensioni fino a 2.5 Mb,
piu grandi di quelli di alcuni Eucarioti parassiti

Pandoraviruses: Amoeba Viruses
with Genomes Up to 2.5 Mb Reaching
That of Parasitic Eukaryotes

Nadége Philippe,'** Matthieu Legendre,™* Gabriel Doutre,” Yohann Couté,* Olivier Poirot,
Magali Lescot,® Defne Arslan,® Virginie Seltzer,® Lionel Bertaux,® Christophe Bruley,?
Jérome Garin,® Jean-Michel Claverie, '+ Chantal Abergel*t

Eukaryores Ree-fvng Ten years ago, the discovery of Mimivirus, a virus infecting Acanthamoeba, initiated a reappraisal
_---——_—_ of the upper limits of the viral world, both in terms of particle size (0.7 micrometers) and

i - genome complexity (=1000 genes), dimensions typical of parasitic bacteria. The diversity of these
| Free-ving giant viruses (the Megaviridae) was assessed by sampling a variety of aquatic enviranments

| and their associated sediments worldwide. We report the isolation of two giant viruses, one off
the coast of central Chile, the other from a freshwater pond near Melbourne (Australia),

without hological or genomic r blance to any previously defined virus families. Their
micrometer-sized ovoid particles contain DNA genomes of at least 2.5 and 1.9 megabases,

P . respectively. These viruses are the first members of the proposed “Pandoravirs” genus, a term
0 Z 4 & & 10 12 L T reflecting their lack of similarity with previously described microorganisms and the surprises

Number of bases (Ill llll“iMSI expected from their future study.

Fonte: Nadége et al., Science 341: 281-286, 2013



Pandoravirus, o TRUC
(Things Resisting in Uncomplete Classification)

- | Pandoraviridae non hanno geni codificanti per le proteine
del capside, struttura fondamentale presente in tutti i virus
finora conosciuti (Nadége et al., Science 2013)

- Nel loro proteoma solo il solo il 6% delle proteine & simile
a quelle di altri virus o di Procarioti ed Eucarioti, ma il
codice genetico usato € quello universale

Per indicare questi virus gli autori hanno coniato
I'acronimo “TRUC” (in inglese “cose che persistono
in una classificazione incompleta”): la stessa parola
significa in francese “cosa molto strana”

Tuttavia queste strane “megamacchine molecolari” sono virus a tutti gli effetti,
perché non hanno ribosomi, non trasducono energia e non si dividono

Fonte: Nadége et al., Science 341: 281-286, 2013



Pithovirus sibericum (2014)

Un nuovo virus gigante a DNA simile ai

Pandoraviridae e stato scoperto in un campione di
permafrost siberiano datato con il radiocarbonio ad

oltre 30 000 anni (Legendre et al., PNAS 2014)

Il virus scongelato ha ripreso a funzionare
regolarmente, infettando amebe

La sua riattivazione indica che il riscaldamento
globale e lo sfruttamento delle regioni polari
potrebbero provocare la ricomparsa di virus
ancestrali patogeni per gli umani e per gli animali

Thirty-thousand-year-old distant relative of
giant icosahedral DNA viruses with a

pandoravirus morphology
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The largest known DNA viruses infect Acanthamoeba and belong
to two markedly different families. The Megaviridae exhibit
pseudoricosahedral virions up to 0.7 pm in diameter and adenine-
thymine (AT)-rich genomes of up to 125 Mb encoding a thousand
proteins. Like their Mimivirus prototype discovered 10 y ago, they
entirely replicate within cytoplasmic virion factories. In contrast, the.
recently exhibit larger ampl

virions 1jsm in length and guanine-cytosine-rich genomes up 0.2.8
Mb long encoding up to 2,500 proteins. Their replication involves the
host nudeus. Whereas the Megaviridae share some general features
with the previously described icosahedral large DNA viruses, the Pan-
doraviruses Appear unrelamad‘n them. Here we report the discovery

ype of i bining an

like particle 1.5 pm Inlengthwltha surpr\s\ngysmauer 600 kb AT-rich
genome, a ge imilar to and illevi
rus, and a fully eytoplasmic replication reminiscent of the Megavirk
dae. This suggests that pandoravirus-like partides may be assodated
with a variety of virus families mere diverse than previously envi-
sioned, This giant virus, named Pithovirus sibericum, was isolated
from a >30,000-y-okd radiocarbon-dated sample when we initiated
asurvey of the virome of Siberian permafrost. The revival of such an
ancestral amoeba-infecting virus used as a safe indicator of the pos-
sible presence of pathogenic DNA viruses, suggests that the thawing
of permafrost either from global warming or industrial exploiation
of draumpolar regions might not be exempt from futre threats to
human or animal health.

glant DNA virus | late Pleistocene | icoszhedral capsid

‘en years ago, the discovery of Acanthamoeba polyphaga
Mimivirus revealed the existence of giant DNA viruses with
particles large enough o be visile under a ngm microscope (I 2.

larger amphora-shaped virions 1-1.2 ym in length. Their guanine—
eytosine (GC)-rich (>61%) genomes are up ® 28 Mb long and
encode up o 2500 proteins sharing no resemblance with those of
idae (9). Finally, irus particles do not
the transcription machinery that would allow them to entirely rep-
licate in the host's cytoplasm. Known giant viruses infecting Aaun-
thamoba were thus thought 10 belong w two very dissimilar types
in terms of particle structure, genome characteristics, and replica-
tion strategies. Here we describe a third type of giant virus named
“Pithovirus” (from the Greek word pihos designating the kind of
large amphora handed over by the gods to the legendary Pandora)
propagating in an even larger pandoravirus-like particle, but
exhibiting a replication cycle and genomic features reminiscent
of those of large icosahedral nucleocytoplasmic DNA viruses.
Giant viruses are thus much more diverse than initially assumed.

Significance

Giant DNA viruses are visible under a light microscope and
their genomes encode more proteins than some bacteria or
intracellular parasitic eukaryotes. There are two very distinct
types and infect unicellular protists such as Acanthamoeba. On
one hand, Mega possess large capsids
endasing a megabasesized adenine—thymine-rich genome, and
M ‘the ﬂthe?. !he recently discovered PAMMV\PLBS e!JNbII

d partices and
rich genomes of up to 28 Mb. While initiating a survey of the
Siberian permatrost, we isolatad a third type of giant wirus com-
bining the Pandoravirus morphology with a gene content more
similar to that of icosahedral DNA viruses. This suggests that
like particles o an di-

wersity of unconventional DNA virus families.

Further sampling of various

Fonte: Legendre et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 111. 4274-4279, 2014



Un altro megavirus isolato nel 2015

Dallo stesso campione di permafrost siberiano datato a 30 000
anni fa e stato isolato nel 2015 un quarto tipo di virus gigante,
Mollivirus sibericum (Legendre et al., PNAS 112: 38, 2015)

La sua particella virale sferica (virione), con diametro 0.6 um,
racchiude un genoma di 651 kb che codifica per 523 proteine,
16% delle quali omologhe a quelle dei Pandoravirus

Anche questo virus gigante, scongelato dal permafrost, ha
ripreso ad infettare regolarmente le amebe

Fonte: Legendre et al., PNAS 112: 38, 2015



| virus giganti sono per il momento un interessante enigma biologico,
ma potrebbero rivelarsi pericolosi

Mollivirus : Megavirus

E’ significativo (e forse preoccupante) il fatto che
due diversi tipi di virus giganti (Pithovirus e
Mollivirus) abbiano mantenuto intatta la loro
capacita infettiva dopo una permanenza di
30000 anni nel permafrost

Il riscaldamento globale potrebbe quindi
“risvegliare” virus ancora ignoti e potenzialmente
patogeni (Legendre et al., PNAS 2015)

L'origine e la modalita di evoluzione dei virus giganti
sono al centro di un intenso dibattito scientifico
ancora lontano dalla soluzione

Pandoravirus

© IGS CNRS/AMU

Microscopie électronique a balayage des particules des 4 familles de virus
géants désormais connues. Les plus grandes dimensions vont
approximativement de 0,6 micron (Mollivirus) a 1,5 micron (Pandoravirus)

Fonte: Legendre et al., PNAS 2015



Tupanvirus
nuovi virus giganti scoperti in Brasile (2018)

Nel 2018 e stata annunciata la scoperta di altri
due virus giganti (Tupanvirus) della famiglia
Mimiviridae in amebe (A. castellanii e
Vermamoeba vermiformis) isolate in acquitrini

ad alta salinita e pH del Pantanal (Brasile)
(Abrahao et al., Nature Communications 2018)

| Tupanvirus (lunghi 2.3 um) hanno grandi
genomi (1.44-1.51 Mb) codificanti per 1276-
1425 proteine, ed una curiosa “coda”
cilindrica, lunga 550 nm e larga 450 nm,
attaccata alla base del capside ARTICLE

Tailed giant Tupanvirus possesses the most

Hanno il piu grande apparato di traduzione di complete translational apparatus of the known

tutti i virus: 70 tRNA, 20 aminoacil-tRNA

: : Bk _ virosphere
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- All'apparato di traduzione dei Tupanvirus manca solo il ribosoma...

Fonte: Abrahao et al., Nature Communications 9: 749, 2018
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Dettaglio del capside e della coda
di Tupanvirus soda-lake

| genomi dei Tupanvirus mostrano affinita non
solo con le sequenze genomiche di altri
Mimiviridae, ma anche con sequenze di
Archaea, Eubacteria ed Eucarioti
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Fonte: Abrahao et al., Nature Communications 2018




| virus giganti pongono interessanti problemi alle tradizionali classificazioni biologiche

| virus giganti che infettano il genere Acanthamoeba ed altri Protisti a
appartengono a quattro famiglie virali (Megaviridae, Mimiviridae,
Pandoraviridae e Tupanviridae)

| Megaviridae hanno virioni grandi 0.7 ym, genomi di 1.25 Mb ricchi di

A-T e, come i Mimivirus, si replicano usando le strutture —a

citoplasmatiche dell’ospite

| Pandoraviridae hanno virioni grandi 1 ym, genomi fino a 2.8 Mb
ricchi di G-C e codificanti per 2500 proteine, e si replicano nel nucleo
della cellula ospite

Pithovirus sibericum, simile ai Pandoravirus, € ancora piu grande (1.5
Mm), ma il suo genoma € sorprendentemente piccolo (600 Kb), ricco
di A-T e con replicazione simile a quella dei Megaviridae

| Tupanvirus, con virioni lunghi fino a 2.3 ym, hanno I'apparato di
traduzione piu completo di tutti i virus giganti: se avessero anche il
ribosoma sarebbero “ufficialmente” dichiarati “Procarioti”...

Yelowatons ik reTdra

Trzanc b pty o s |

Crgwe ake prycocraras 2

[ Fesemamm_wat - Distantly related
Phasccysts ghotoe vinad 27T mimi\/irUS@S

Phasocysta ghotoms viua | 0T
Owycyornuira encra v

omcanta

L rahvina .
Sl Klosneuviruses

= rokovra

ceen rtwgeemnrs - Cafoteria roenbergensisvirus
Toaovirus xock e
Tuparviruses

w Tigme dewp ocwan
SaTta o
Nerwyw v
Larte veia
| I exdvews
= r Weoon vina
r Vamatus
Hrasana
| Vrwvra
Mrai drakoTas
Nt haasd

S Mimiviruses of
Venwvea Acanthamoeba
NosTow sa pouts
l — Mauraaras
— L Sm TouToaa
‘ Carsd v
1 Tartat s
| P ks DagaTia
T - Cometivea
I 1’- Megata iemus
k LA vina

- Finora sono state scoperte oltre 60 specie di virus giganti in regioni distanti del globo, quindi e
possibile che ne esistano molte altre: ci si chiede quindi cosa siano esattamente i virus giganti,
come si siano evoluti e quali relazioni abbiano con i Procarioti e gli Eucarioti

- Attualmente si ritiene si siano evoluti da virus “normali” che hanno acquisito un numero elevato di
geni dall’'ospite durante lo sfruttamento parassitario (Schultz et al., Science, 2017), ma non € certo...

Archea, Eubatteri ed Eucarioti potrebbero non essere i soli domini

di forme di vita esistenti sul pianeta...



SIZING UP VIRUSES

Newly discovered giant viruses, with dimensions
and genome sizes that dwarf most other viruses,
are challenging scientists’ understanding of these
ublquitous pathogens.
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