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RZsumZ

Les microorganismes du domaine du vivant Archaea sont tres divers sur le plan
biologique et sont prZsents dans de nombreux types d'Zcosyste mes. 11s sont majoritaires dans
les environnements dits extremes. Parmi les virus d'archZes, ceux infectant les especes d'un
phylum majeur des archZes, Crenarchaeota, constituZ d'hyperthermophiles, forment un
groupe exceptionnel. En effet, leurs morphotypes sont uniques, variZs, et complexes. Le
contenu de leur gZnome est Zgalement unique. Enfin, la plupart de ces virus se maintiennent
dans la cellule h™e en ZAat porteur, une relation chronique qui permet un Zguilibre entre
production de virions et division cellulaire.

Jai d'abord dZmontrZ que le virus de crenarchZe Sulfolobus islandicus rod-shaped
virus 2 est un virus virulent, et non chronique comme il avait 27 suggZZ Un mZcanisme de
lyse unique a AZ dZcouvert. La paroi cellulaire est modifiZe en plusieurs points, avec
I'apparition de structures pyramidales saillantes. Celles-ci Souvrent en fin de cycle
infectieux, permettant aux virions, assemblZs auparavant dans le cytoplasme, de quitter la
cellule. Puis j'a travaillZ sur des Zchantillons de sources gZothermiques de la pZninsule de
Kamchatka (Russie) et contribuZ "~ I'isolement et la caractZrisation d'un virus de morphotype
filamenteux. Des protZines structurales supplZmentaires ont ainsi AZ identifiZes. Enfin, des
mots courts exceptionnels ont AZ identifiZs dans un grand nombre de gZnomes d'archZes et
de leurs AZments extra-chromosomiques. Ce sont potentiellement des motifs fonctionnels
non-codants, impliquZs dans des mZcanismes biologiques importants. Typiquement, les
motifs palindromiques sont ZvitZs dans les gZnomes.

Mots clZs: Archaea, virus, Sulfolobus, cycle infectieux, interaction h™e-virus, motifs
exceptionnels.

TheserZalisZe” I'Ingtitut Pasteur,
dans I'unitZ de Biologie Mol Zculaire du Ge ne chez les Extre mophiles,
situZe au 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15. France.



Title
Archaeal viruses: interaction with a hyperthermophilic host,
isolation of avirus from a geothermal environment,
short exceptional motifs in genomes.

Summary

The microorganisms from the Archaea domain are very diverse at the biological level
and they are present in many types of ecosystems. They are dominant in the so-called
extreme environments. Among their viruses, those infecting species of the Crenarchaeota
phylum, amajor archaeal phylum comprising hyperthermophiles, form an exceptional group.
Indeed, their morphotypes are unique, diverse, and complex. Their genome content is also
unique. Finally, most of these viruses persist in the host cell in a carrier state, a chronic
relationship allowing an equilibrium between virion production and cell division.

| first proved that Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 2 is a virulent virus, and not
chronic, as had previously been suggested. A unique lysis mechanism was discovered. The
cell wall is modified in several locations, with the appearance of pyramida prominent
structures. Those burst open at the end of the infection cycle, allowing the virions, previously
assembled in the cytoplasm, to leave the cell. Then, | worked on environmental samples from
geothermal springs of the Kamchatka peninsula (Russia) and contributed to the isolation and
characterization of a virus of filamentous morphotype. Additional structural proteins were in
particular identified. Finally, short exceptional words were identified in a great number of
genomes from archaea and their extra-chromosomal elements. These are potentially
functional non-coding motifs involved in important biological mechanisms. Typically,
palindromic motifs are avoided in the genomes.

Key words. Archaea, virus, Sulfolobus, infection cycle, host-virus interaction, exceptional
motifs.
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1
Introduction gZnZrale

La dZcouverte des archZes par Carl Woese, dans les annZes 70, a bouleversZ notre
conception du monde vivant, de sa diversitZ et de son Zvolution. Elle amenZ” une nouvelle
classification des organismes en trois domaines, Archaea, Bacteria et Eucarya. Un nouveau
champ de recherche en microbiologie sest ouvert.

Une premiere approche est centrZe sur la biologie des archZes et vise ™ caractZriser les
mZcanismes mol Zculaires fondamentaux. |l sagit par exemple de dZerminer ce qu'elles ont
en commun avec les organismes des autres domaines et ce qui leur est propre, afin de mieux
comprendre les relations Zvolutives entre les trois domaines. Ou bien encore, de dZcrypter les
mZcanismes et les propriZAZs molZculaires, potentiellement uniques, qui permettent ~ de
nombreuses archZes de coloniser les environnements considZrZs comme les plus extrs mes.

Une seconde approche, tournZe vers |'Zcologie, consiste = explorer la diversitZ des
migroorganismes des trois domaines dans I'environnement, par des approches de sZquene age.
L'utilisation des sZquences de la petite sous-unitZ de I'ARN ribosomique (PSU-ARNT),
dZveloppZe dans les annZes 70 et ayant menZ~ la dZcouverte des archZes, permet de rZpondre
" la question : quels microorganismes trouve-t-on dans les environnement, et comment sont-
ils distribuZs ? Les progres rZalisZs dans | es techniques de sZquene age permettent depuis peu
daborder la question de la fonction des microorganismes au sein des Zcosystemes
(mZabolisme), par des approches spZcifiques de mzagZnomique.

Les deux approches sont complZmentaires. La dZcouverte de nouveaux clades dans
l'environnement stimule les travaux disolement puis de caractZrisation de nouveaux
microorganismes. Par ailleurs, le fruit de toutes ces recherches alimente la rZflexion sur
I'Zvolution du monde vivant, et la comprZzhension des mZcanismes de cette Zvolution. Les
travaux en cours de Rachel Whitaker, sur I'archZe acidothermophile Sulfolobus islandicus,
constituent un bon exemple de synthe se (Zcol ogie Zvol utive des populations microbiennes).

Comme tous les organismes cellulaires, les archZes sont infectZes par des virus. La
recherche sur les virus darchZes sest dAveloppZe dans le meme Zan: les deux types
d'approches (dZcortiquer les mZcanismes biologique et Avaluer la diversit?) sont aujourd'hui
dZveloppZs en parallele par quelques laboratoires dans le monde. Les premiers virus
d'archZes ont AZisolZs et ZudiZs en tant que tels des le dZbut des annZes 80, sous I'impulsion
de Wolfram Zillig. Les virus infectant I'un des trois phylums majeurs des archZes, les
crenarchZes hyperthermophiles, sont apparus comme un groupe tres Zonnant, par la diversitZ,
l'unicitZ et la complexitZ de leurs morphotypes. Cette dZcouverte enthousiasmante a
dynamisZ les recherches: plusieurs syst*mes h™es-virus ont A7 isolZs et sont aujourdhui
dZ~ bien ma'trisZs. |ls sont caractZrisZs en d2tail, autant que faire se peut. Ainsi, les aspects
gZnomiques, structuraux et mZcanistiques (transcription, rzplication) sont abordZs. D'autre
part, I'effort d'observation, disolement et de caractZrisation de nouveaux virus continue, et
des Zudes de mZagZnomique environnementale des virus sont entreprises.
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Au cours de ma these, rZalisZe au sein de I'unitZ de Biologie MolZculaire du Gene
chez les Extre mophiles (BMGE), j'ai eu recours aux deux types d'approches. Contribuer ~ la
caractZrisation des relations h™e-virus chez les crenarchZes hyperthermophiles, et tenter
d'identifier des motifs fonctionnels non-codants dans les gZnomes des archZes, de leurs virus
et leurs plasmides, vise d'abord ™ mieux comprendre le fonctionnement de ces organismes. Le
travail d'enrichissement d'Zchantillons de sources gZothermiques, dans le but disoler des
virus, sinscrit, lui, dans une optique de caractZrisation de la diversitZ

En introduction de ce travail transversal, j'expose des donnZes gZnZraes sur le
domaine des archZes et leurs virus, en insistant sur des 2Zments historiques, sur les aspects
de diversitZ et d'Zvolution. Les 2Zments de contexte plus spZcifiques sont intZgrZs aux divers
chapitres, avant la prZsentation des rZsultats correspondants.
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2
Archaea, troisieme domaine du vivant

La dZcouverte des archZes est rZcente ~ I'Zchelle de I'histoire de la recherche en
biologie. C'est au niveau mol Zculaire qu'elles se distinguent des autres organismes, et non en
termes morphologiques, aussi leur dZcouverte a-t-elle coencidZ avec le dAveloppement des
techniques de biologie molZculaire (2.1). Les archZes sont, encore aujourd'hui, moins bien
caractZrisZes que les deux autres domaines du vivant et parfois moins connues au sein de la
communautZ des biologistes. Je prZsenterai donc en dzail les caractZristiques propres ™ ce
domaine du vivant (2.2) et mentionnerai le fait que les archZes sont ubiquitaires et impliquZes
dans les cycles biogZochimiques de la planete, alors qu'elles Aaient au dZpart considZrZes
comme des organismes " niches tres particulieres (2.3). Jinsisterai Zgalement sur leur
diversitZ (2.3, 2.4). Pour finir, je prZsenterai certaines questions Zvolutives en rapport avec la
dZcouverte du domaine Archaea (2.5), car celle-ci pose ou repose de nombreuses questions.

2.1  DZcouverte desarchZes et Zmergence du domaine Archaea

Les archZes ont AZ dZcouvertes en 1977 par Carl Woese et ses collaborateurs (Woese
and Fox, 1977). ConsidZrant que la dichotomie en vigueur, entre eucaryotes et procaryotes,
reflAait |'Avolution de I'organisation des cellules (prZsence ou absence de noyau), et non
I'ZAvolution des composants cellulaires de base, Carl Woese dAveloppa des mZhodes
permettant de comparer des organismes, memes distants, et d'Zablir des phylogZnies du
vivant ; le but Zait d'obtenir une classification refl Zant fidslement |'Zvol ution mol Zculaire.

Ainsi, Carl Woese dAveloppa la premisre mZhode basZe sur les PSU-ARNTF (ex : Fox
et al., 1977). Elle consistait ~ extraire les PSU-ARNT, les digZrer avec I'enzyme RNase T1, et
" s/parer les fragments obtenus par Aectrophorese bi-dimensionnelle (Figurel). Une
distance Zait dZfinie et calcul Ze entre les organismes deux ~ deux, directement ~ partir des
motifs de restriction observZs sur les gels bi-dimensionnels, et, peu apres, ~ partir des
sZquences des fragments de digestion sZparZs par Aectrophorese. Cette deuxisme mzZhode
permettait d'associer un catalogue d'oligonuclZotides ~ chagque organisme. L'analyse des
distances obtenues permettait de distinguer les diff Zrents groupes formZs par les organismes.
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Figure 1 : Carl Woese
photographiZa c™Z d'un
gel d'Zectrophorese bi-
dimensionnel

Il SavZra que les microorganismes alors connus et ZudiZs sous le nom de CbactZries
mZthanoge nes E constituaient un groupe (Curkingdom E) aussi distant des autres procaryotes
que des Ccytoplasmes d'eucaryotesE (Woese and Fox, 1977). Ce groupe fut nommZ
Carchaeabacteria E, Avoquant le caractere potentiellement tres ancien de ses membres. Cette
idZe Zait basZ sur le fait que I'atmosphe re ancienne aurait contenu beaucoup de mzhane. Or
le groupe comprenait alors des reprZsentants des M ethanobacteriales, notamment I'organisme
thermophile Methanobacterium ther moautotrophicum, et des Methanosarcinales.

Par la suite, I'exploration du monde procaryote se poursuivit et |'arbre du vivant
senrichit (Fox et al, 1980) de nouvelles Carchaeabacteria E, comme des halophiles extre mes
(Magrum et a., 1978) et des hyperthermophiles (Stetter et a., 1987). Enfin, en 1990, la
classification des organismes vivants en 3 domaines, Archaea, Bacteria et Eucarya, fut
proposZe (Woese et a., 1990). Cette classification est celle utilisZe de nos jours. La
proposition Zait ZAayZe par des comparaisons de sZquences et des phylogZnies (PSU-ARNF),
ains que sur la comparaison des structures tri-dimensionnelles des PSU-ARNr et d'autres
protZines. Chague domaine Ztait subdivisZ en groupes. Pour le domaine Archaea, deux regnes
(Ckingdom E) Zaient dZinis. Le regne Crenarchaeota comprenait les genres Pyrodictium et
Thermoproteus ; le regne Euryarchaeota comprenait les Thermococcales, Methanococcales,
M ethanobacteriales, Methanomicrobiales et |es halophiles extre mes.

C'est donc grie ~ des criteres mol Zculaires (notamment, propriZs des PSU-ARNT)
que les archZes ont A7 dZcouvertes, et que le domaine correspondant a A7 dZini.

2.2 Principales caractZistiques des archZes

La spZificitZ des archZes n'est pas limitZe aux propriZZs des PSU-ARNr. Bien
qu'elles prZsentent des phZnotypes divers et colonisent des milieux tres variZs, les archZes ont
des caractZristiques communes, liZes ™ une me me origine Zsol utive (groupe monophyl Zique).
Ces propriAZs sont bien rZsumZes dans Gribaldo and Brochier-Armanet, 2006. Par ailleurs, le
Tableau 1 prZsente une comparaison synthztique.
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Tableau 1: Comparaison des principal es caractZristiques des trois domaines du vivants. D'apres Briffotaux, 2008.
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Une importante spZcificitZ des archZes est la composition de leurs membranes
cellulaires: les lipides consistent en de longues cha’nes d'alcool isoprZniques liZes au
glycZrol-3-phosphate par des liaisons Zher ; dans les deux autres domaines du vivant, il Sagit
de deux cha’nes d'acides gras assemblZes au glycZrol-1-phopshate par I'intermZdiaire d'une
liaison ester (Figure 2). De plus, les membranes des archZes sont constituZes d'une
monocouche de lipides, alors que dans les autres domaines, il sagit d'une bi-couche. Enfin, la
paroi cellulaire des archZes ne contient pas de murZine, un peptidoglycane prZsent chez la
plupart des bactZies; ~ la place, la paroi cellulaire des archZes consiste souvent en la
membrane lipidique associZe ~ un CS-layer E situZ du c™Z extracellulaire (Kandler and
K3nig, 1998). Le CS-layer E est une enveloppe de glycoprotZines d'aspect cristallin ancrZe
dans la membrane lipidique. Certaines bactZries ont Zgalement un S-layer, qui n'est donc pas
une spZcificitZ des archZes. Par rapport aux membranes des bactZries et des eucaryotes, celles
des archZes conservent les propriAZs essentielles ~ la vie cellulaire (impermZabilitZ aux
protons) dans une plus grande gamme de parame tres physi co-chimiques.

Figure 2 : Les membranes d'archZes et de bactZries. Les
membranes des eucaryotes sont similaires " celles des
bactZries. D'apres Vaentine, 2007.

Les protZines informationnelles des archZes ressemblent gZnZralement plus aux
protZines eucaryotes qu'aux protZines bactZriennes. C'est typiquement le cas du complexe de
rZplication de I'ADN, qui ressemble fortement ~ celui des eucaryotes et qui n'a pas
d'homologue chez les bactZries (Olsen and Woese, 1996). Les archZes ont aussi, comme les
eucaryotes, de la chromatine qui permet de compacter leur ADN (White and Bell, 2002) ; la
rZgulation de ce systsme n'est pas encore totalement AucidZe. Pour certaines archZes, la
prZsence d'histones, homologues ~ celles des eucaryotes, a AZ remarquZe (Reeve et al.,
1997).
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En revanche, les protZines opZationnelles (par exemple impliquZes dans le
mzabolisme) sont gZnZralement de type bactZrien. Les archZes ressemblent Zgalement plus
aux bactZries en termes d'organisation et de fonctionnement gZnZral de la cellule. Elles ne
possedent pas de noyau et les chromosomes sont circulaires, d'une taille comparable ™~ ceux
des bactZries ; les genes sont organisZs en opZrons. Comme les bactZries, les archZes ont des
plasmides qu'elles peuvent transmettre horizontalement par conjugaison. Traduction et
transcription sont coupl Zes (French et al., 2007) et les sZquences Shine-Dalgarno permettent,
non-exclusivement, l'initiation de la traduction. Notons Zgalement que si I'ARN-polymerase
est bien de type eucaryote (Werner, 2007), plusieurs co-facteurs de transcription sont de type
bactZrien (Bell and Jackson, 2001). Pour finir, les archZes, comme les bactZries, possedent
des CRISPRs dans leur gZnome. Il sagit de sZquences courtes (! 20-30 bases) rZpAZes en
dternance avec des sZguences variables, courtes Zgalement. Les parties variables sont
souvent homologues ™ des sZquences virales ou d'origine exoge ne. Chez les bactZies, il a A7
dZmontrZ que les CRISPRs permettent I'acquisition de la rZsistance aux virus qui infectent la
souche considZZe (Barrangou et a., 2007). Chez les archZes, cela n'a pas AZ prouvZ
expZrimentalement, mais on sait que les rZgions du gZnome correspondant aux CRISPRs sont
transcrites (ex : Lillestol et al., 2006). Les CRISPRs Zant plus frZquemment rencontrZs chez
les archZes que chez les bactZries et occupant une fraction plus grande du gZnome (jusqu”
1%), on peut penser que leur fonction est tout aussi importante chez les archZes.

Le tableau dressZ ci-dessus suggere que les archZes utilisent des genes de type
eucaryote dans un contexte bactZrien. Toutefois, elles prZsentent un degrZ de complexitZ
supZrieur ~ celui des bactZries, intermZdiaire entre bactZries et eucaryotes. Par exemple, il
existe chez certaines archZes de multiples origines de rZplication (Robinson and Bell, 2005),
ce qui n'a encore jamais A7 observZ chez une bactZie. La prZsence de chromatine concorde
Zgalement avec une plus grande complexitZ

Pour finir, certains mZcanismes importants ne sont pas totalement dZcryptZs chez les
archZes, par exemple ceux en lien avec larZponse aux stress, la maintenance du gZnome ou la
divison cellulaire. Les archZes appartenant ~ deux phylums majeurs du domaine,
Crenarchaeota et Euryarchaeota, prZsentent des diff Zrences tres importantes sur certains de
ces points (voir 1V.1).

2.3 DiversitZdesarchZes
2.3.1 D'extremophileset spZcialisZes, ~ mZsophiles et ubiquitaires
L es archZes prZsentent une grande diversitZ, en termes d'habitats, de morphologies et

de systemes mzaboliques. La Figure 3 montre des exemples de morphologies de cellules
d'archZes.
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Figure 3 : Exemples de cellules d'archZes aux morphologies variZes. (A) cellule du genre
Ignicoccus, et, attachZes ”~ la surface, cellules de Nanoarchaeum Equitans, barre = 1 pm
(Huber et a., 2002). (B) cellules du genre Halococcus, barre = 1 pm (Denner et a., 1994).
(C) cellules du genre Pyrobaculum, barre = 1 um (VSIkl et a., 1993). (D) cellule du genre
Acidianus, barre =1 pm. (E) cellules du genre Methanococcus, barre = 500 nm (http://em-
|ab.berkel ey.edu/EM L /images/sem.php?PHPSESSI D=6e0f61ac47c40147a470df 96af ec633€)
(F) cellules du genre Halobacterium, barres = 1 pm (GrYber et al., 2004).

Jusqu” il y a une quinzaine d'annZes, les principaux phZnotypes identifiZs Ztaient
limitZs aux archZes halophiles extremes, aux mahanogenes, aux hyperthermophiles et
acidothermophiles, correspondant donc ~ des environnements dits CextremesE ou ~ des
niches spZcialisZes. Effectivement, les seuls organismes vivants connus capables de rZaliser
la mZthanogenese sont certains groupes d'archZes. De plus, les archZes prosperent dans un
grand nombre de milieux extremes, ce qui Sexplique en grande partie par les propriZs de
leurs membranes lipidiques (voir 2.2). Typiquement, les archZes prosperent dans les milieux
chauds. 11 sagit des hyperthermophiles (tempZrature maximale de croissance ! 80jC, Steiter,
1996) et la Figure 4 illustre bien leur meilleure adaptation aux hautes tempZratures par
rapport aux bactZries. Le record de la plus haute tempZrature de croissance est denu par une
archZe, Pyrolobus fumarii (113jC, BI3chl et a. 1997) ou peut-tre meme Strain 121 (121;C,
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Cowen, 2004). Parmi les archZes extremophiles, on distingue aussi les psychrophiles
(tempZrature maximale de croissance T! 15;C), les halophiles (fortes concentrations de
sels), les acidophiles (bas pH), les alkaliphiles (hauts pH), les piezophiles (fortes pressions),
etc. (Rothschild and Mancinelli, 2001). Certaines archZes combinent plusieurs de ces
propriAZs, telles les acidothermophiles. Notons, que la notion dextremophile est
principalement anthropomorphique. Tout ceci a contribuZ ~ donner aux archZes une image
quelque peu exotique, bien que des bactZries et des eucaryotes extremophiles existent
Zgalement (Rothschild and Mancinelli, 2001).

Figure 4 : TempZrature et pH requis pour la croissance d'archZes (cercles rose)
et de bactZries (cercles bleus). Chague cercle reprZsente une espe ce diff Zrente.
L es archZes mZhanoge nes n'ont pas AZincluses. La zone grise correspond
aux parametres physico-chimicques convenant ~ lafois”~ des archZes et des
bactZries. D'apres Valentine, 2007.

Mais les biotopes des archZes ne sont pas restreints aux milieux extrs mes, comme cela
a AZ rA/A7Z par des exploration plus rZcentes. Celles-ci, basZes sur des mzhodes culture-
indZpendantes, ont AZ initiZes notamment par Norman Pace (ex : Stahl et a., 1984) et
Edward Del.ong (ex : Giovannoni et a., 1990). Les premieres analyses Zaient basZes sur le
sZquene age des genes de PSU-ARNT. Plus rZcemment encore, de nouvelles approches, dites
de gZnomique environnementale, consistent ~ sZquencer de longs fragments de I'ADN
environnemental. Ceci permet de faire des hypotheses sur le maabolisme des
microorganismes non-cultivables, en couplant I'anayse des marqueurs phylogZnZiques *
celle de genes fonctionnels particuliers situZs sur le meme fragment dADN (revu par
Schleper et al., 2005 ; Lopez-Garcia and Moreira, 2008). Toutes ces Zudes ont rA/47Z que les
archZes sont en rZalitZ ubiquitaires, prZsentes en particulier dans les milieux mZsophiles
courants (sols, eaux douces, ocZans, tractus intestinal de I'homme et des ruminants, etc.) o
elles reprZsentent gZnZralement autour de 10% des phylotypes dARNr (Robertson, 2005 ;
Schleper et a., 2005). Elles sont une composante majeure du picoplancton marin, car elles
pourraient reprZsenter 30% des cellules procaryotes dans la zone mZsopAagique de I'ocZan
Pacifique (Karner et a., 2001), et de I'ordre de 20% dans I'ocZan Atlantique (Teira et al.,
2006), et elles sont Zgalement prZsentes dans les sZdiments marins (Teske and Sorensen,
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2008). Or les ocZans reprZsentent le plus grand biome terrestre. Enfin, fait important, les
archZes jouent probablement un grand r™e dans le cycle de |'azote (Valentine, 2002 ; Francis
et al., 2007 ; Prosser and Nicol, 2008) et dans le cycle ocZanique du carbone (Herndl et al.,
2005).

Les archZes mZsophiles et d'autres phylotypes rZcemment dZcouverts suscitent donc
un grand intZret ~ I'neure actuelle. L'exploration de leur diversitZ et de leur distribution n'est
pas encore achevZe. Et un dZfi important est de comprendre plus prZcisZment le r™e jouZ
dans les Zcosyste mes par toutes ces archZes, qui restent non-cultivables ™ de rares exceptions
pres (ex : Simon et a., 2005 ; KSnneke et a., 2005 ; de la Torre et a., 2008). Enfin, des
groupes entiers d'archZes non-cultivables forment de nouveaux clades dont la classification
fait dZbat (voir 2.3.2 ci-dessous).

2.3.2 PhylogZnie et taxonomie des archZes

Ci-apres (Figure 5) est prZsentZ un arbre phylogZnzique des archZes, schZmatique.
Les archZes cultivables sont principalement rZparties dans les deux phylums ZAablis par Carl
Woese, Euryarchaeota et Crenarchaeota (Boone & Castenholz 2001). Les sZquences des
genes de PSU-ARNr d'archZes non-cultivables se sont accumulZes, aussi reprZsentent-elles
maintenant une partie importante des phylotypes ; elles constituent parfois des clades entiers
(voir Figure 5). De plus, certaines archZes sont tres particulisres, comme Nanoarchaeum
equitans (voir ci-dessous). Ceci a conduit, dans les quinze dernieres annZes, ~ la proposition
de nouveaux phylums dont la validitZ est en cours de dZbat. La diversitZ des archZes n'est
encore que partiellement connue (Schleper et al., 2005), et il est probable que des phylums
supplZmentaires Zmergeront ~ mesure que se poursuit I'exploration de cette diversitZ En
effet, deux phylums semblent peu pour un domaine du vivant prZsentant une tres grande
diversitZ biologique (Forterre et al., 2002) : ~ titre de comparaison, signalons que les
bactZries comptent actuellement 12 phylums pour celles cultivZes (Boone and Castenholz,
2001) et 23" 35 si I'on inclut les non-cultivZes (Hugenholtz et a., 1998; Hugenholtz 2002).

Partie | BIntroduction 23



Thaumarchaeota

Figure 5 : Arbre phylogZnztique schZmatique des archZes cultivZes et non cultivZes, synthztisant les
connaissances actuelles basZes notamment sur |'utilisation des sZquences des ge nes de PSU-ARNT. Les triangles
de couleur gris foncZ correspondent aux branches contenant exclusivement des archZes non-cultivZes. Les
triangles de couleur gris clair correspondent aux branches au sein desquelles se trouvent des archZes cultivZes.

L es astZrisques indiquent les branches contenant des organismes hyperthermophiles. D'apres Lopez-Garcia and
Moreira., 2008 ; Gribaldo and Brochier-Armanet, 2006 ; Brochier-Armanet et a., 2008.

Le phylum Crenarchaeota (voir Figure 5) est subdivisZ en cing ordres d'archZes
cultivables:  Caldisphaeradles, Desulfurococcales, Pyrodictiadles, Sulfolobales, et
Thermoproteales, qui appartiennent ™ une unique classe, Thermoprotei. Les crenarchZes sont
en effet relativement homoge nes en termes d'habitat et de phZnotype (voir 2.4.), Zant toutes
hyperthermophiles. Le phylum Euryarchaeota (voir Figure 5), plus diversifiZ, est subdivisZ en
huit classes (respectivement ordres) d'archZes cultivables (Boone and Castenholz 2001) :
Thermococci  (Thermococcales),  Methanopyri  (Methanopyrales),  Methanococci
(Methanococcales, non-reprZsentZ dans la Figure 5), Methanobacteria (M ethanobacteriales),
Thermoplasmata (Thermoplasmatales), Archaeoglobi (Archaeaoglobales), Halobacteria
(Halobacteriales) et Methanomicrobia . La classe Methanomicrobia inclut les ordres
Methanomicrobiales et Methanosarcinales.

Les trois phylums proposZs et en discussion sont Korarchaeota (Barns et al., 1996),
Nanoarchaeota (Huber et al., 2002) et Thaumarchaeota (Brochier-Armanet et al., 2008).

Le phylum candidat Korarchaeota correspond ~ un groupe darchZes
hyperthermophiles non-cultivables, la premisre ayant 27 identifiZe dans les sources chaudes
du parc Yellowstone. Ce phylum n'est pas encore Zabli de fason robuste, le clade n"ZAant pas
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toujours clairement sZparZ des clades du phylum Crenarchaeota (Forterre et al., 2002).
Toutefois, la sZquence complete d'une archZe reprZsentant le groupe AZ obtenue rZcemment
(Candidatus Korarchaeum cryptofilum), ce qui a permis d'en affiner la phylogZnie (Elkins et
a., 2008) : le phylum Korarchaeota correspondrait ~ une lignZe profonde des archZes, avec
une affinitZ apparente pour le phylum Crenarchaeota.

Le phylum candidat Nanoarchaeota correspond ~ I'espece Nanoarchaeum equitans.
Cette archZe hyperthermophile a A7 isolZe de cheminZes hydrothermales. Elle vit comme
symbiote obligatoire ~ la surface d'une archZe du genre Ignicoccus. Les cellules sont de tres
petite taille (400 nm de diametre), et posscdent le plus petit gZnome cellulaire connu
(0,5 Mb). Cependant, la position de Nanoarchaeum equitans dans I'arbre phylogZnztique
pourrait «tre un artefact [iZ”~ une Avolution plus rapide, ce qui est typique des gZnomes ayant
subi une rZduction. Selon une analyse basZe sur d'autres marqueurs moleculaires que les
PSU-ARNF, les nanoarchZes correspondraient en fait ~ une lignZe du phylum Euryarchaeota
et seraient apparentZes aux archZes de I'ordre Thermococcales (Brochier et al., 2005, voir
Figure 5).

Enfin, le phylum candidat Thaumarchaeota (voir Figure 5) est composZ de souches
mZsophiles initialement classZes au sein des Crenarchaeota sur la base de |'analyse des PSU-
ARNTr. NZanmoins, une Zude rZcente sugge re que ces crenarchZes mZsophiles ne doivent pas
etre classZes parmi les Crenarchaeota. En effet, leur position non-basale visible dans la
Figure 5 serait un artefact. Les thaumarchZes constitueraient plut™ un nouveau phylum basal
des archZes (Brochier-Armanet et al., 2008). Cette proposition rZsulte d'une Zude du gZnome
de Cenarchaeum symbiosum, la premiere CcrenarchZe mZsophile E sZquencZe (voir Figure 5,
Cenarchaeadles).

2.4  PhZnotype et habitat des principaux groupes d'archZes

Cette question est revue en dAail par Chaban et al., 2006, et plus synthAiquement par
Schleper et a., 2005 et Robertson et a., 2005. Dans le texte qui suit, les archZes sont
groupZes par phZnotype et les archZes non-cultivZes ou cultivables depuis peu sont dZcrites
lafin de cette partie, dans un paragraphe dZdiZ

241 MZhanogenes

L es archZes mZhanoge nes sont les seuls organismes capables de produire du mzthane
(CH.). Elles sont polyphylZtiques, correspondant ~ 5 ordres diffZrents : Methanobacteriales,
M ethanomi crobiales, Methanococcales, Methanopyrales, M ethanosarcinales. Elles prZsentent
une tres grande variAZ d'habitats, en ce qui concerne la tempZrature (0;C ~ 100;C), le pH
(acide modZZ~ supZrieur ~ 9) et les concentrations en sels (milieux doux, marin, hypersal?).
Certains mZhanoge nes sont donc extre mophiles. Le point commun est |'anaZrobiose extrsme
des habitats, indispensable aux mZhanogenes. Comme principaux types d'habitats, on peut
citer les marZcages et marais, rizieres, sZdiments d'eaux douces, digesteurs; le rumen et le
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tractus digestif de la plupart des animaux (dont I'nomme et les arthropodes) ; et enfin les
sources gZothermiques et les cheminZes hydrothermales.

Les substrats les plus courants pour la mzhanogensse sont CO./H,, le formate et
l'acAate, mais une variAZ d'autres substrats sont possibles (par exemple mzhanol, Zhanol,
etc.). Les archZes mZhanoge nes de |'ordre Methanosarcinales peuvent utiliser la plus grande
variAZ de substrats (Liu and Whitman, 2008). Ce sont les seules ~ rZaiser la mAhanogenese
acZoclaste. Parmi €lles, les archZes du genre Methanosaeta utilisent exclusivement |'acAate,
alors que celles du genre Methanosarcina peuvent utiliser de nombreux substrats (sept
substrats diff Zrents listZs dans Chaban et al., 2006).

Dans le contexte actuel de rZchauffement climatique, les archZes mZhanoge nes
suscitent de I'intZret car le mZhane est un puissant gaz ~ effet de serre, mais peut Zgalement
«tre une source d'Znergie renouvelable (ex : biogaz).

Curieusement, alors que certaines archZes mzhanoge nes vivent en association avec
I'nomme dans I'intestin, aucune archZe pathoge ne n'est connue ™ ce jour.

2.4.2 Extremeshalophiles

Les extremes halophiles sont des microogranismes qui croissent de fason optimale ~
des fortes concentrations de NaCl (! 3,4-5,1 mol/L soit 20%-30%). Les archZes extremes

halophiles constituent un groupe monophylZtique d'euryarchZes, 'ordre des Halobacteriales
(si I'on excepte les quelques Methanosarcinales halophiles). Les habitats des membres de
I'ordre Hal obacteriales sont par exemple les lacs naturels salZs (ex : Great Salt Lake), laMer
Morte, les tables saunantes (surfaces amzZnagZes pour la cristallisation du sel), certains lacs
sodZs (ex : Lac Magadi au Kenya), les sols salins et les diments salZs. Certaines archZes
halophiles contiennent des pigments jaunes = rouges qui sont responsables de la couleur
particuliere de leur environnement (Figure 6, ex : Lac Magadi, saunantes, etc.). Des ZAudes
rZcentes suggerent que les archZes halophiles peuvent cro’tre ™ des concentrations de sels
plus basses que ce que I'on pensait (I 7%), aussi leur habitat ne serait-il pas limitZ aux
environnements hypersal Zs.

Figure 6 : Lac salZen Utah, aux
Etats-Unis, colorZ par la przsence
d'archZes haophiles.
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La plupart des Halobacteriales sont des chimioorganohZtZrotrophes aZrobies. Elles
utilisent alors les composZs organiques produits par les producteurs primaires, tels I'algue
Dunaliella (eucaryote, Chromalveolata Cryptophyceae, d'apres Adl et al., 2005) qui produit
du glycZrol.

2.4.3 Thermophiles, hyperthermophiles et acidophiles

L es archZes thermophiles, hyperthermophiles et acidophiles correspondent ~ un grand
nombre d'ordres diffZrents (Figure 5). Dans le phylum Euryarchaeota, il sagit des ordres
Thermococcales, Thermoplasmatales et Archaeoglobales. Chez les Crenarchaeota, il sagit
des ordres Thermoproteales, Sulfolobales, Desulfurococcales, Pyrodictides et
Caldisphaerales. Des membres des Methanococcales ains que Methanopyrus kandleri,
unique reprZsentant des Methanopyrales, sont Zgalement hyperthermophiles (mais traitZs
dans e paragraphe 2.4.1 concernant les mzhanoge nes).

Les archZes hyperthermophiles sont tres hZAZroge nes en termes de mZabolisme, types
trophiques (etc.) ce qui est dZ ~ la grande variAZ et variabilitZ des habitats. Ceux-ci sont par
exemple les champs de solfatares et |es sources chaudes autour des zones de volcanisme actif
(ex: Parc de Yelowstone aux Etats-Unis, Kamchatka, Islande, etc.), les systemes
hydrothermaux marins profonds et peu profonds, le plancher ocZanique, et certaines
installations industrielles, telles les drainages miniers acides ou les rZservoirs de pZrole.
Meme dans une zone gZothermique donnZe, les parametres physico-chimiques peuvent
grandement varier entre des sites peu distants (ex : pH, AZments traces, Reysenbach and
Shock, 2002), et donc une grande diversitZ microbienne y est attendue ou tout du moins la
prZsence d'organismes pouvant rZsister ~ de grandes fluctuations. Enfin, il est supposZ que les
hyperthermophiles forment des rZseaux trophiques complexes, avec des producteurs
primaires et des consommateurs primaires, ce qui contribuerait aussi ~ la variAZ des types
trophiques. Des exemples d'archZes trouvZes dans ces types d'habitats sont prZsentZs dans le
Tableau 2, et des exemples de rZactions qu'elles utilisent pour I'obtention d'Znergie sont
montrZs dans le Tableau 3.

MalgrZ cette diversitZ on peut dire que les hyperthermophiles et beaucoup de
thermophiles sont chimiotrophes, et non phototrophes, en lien avec la faible luminositZ (par
exemple dans les fonds marins). La majoritZ d'entre eux sont anaZrobies stricts ou facultatifs,
en lien avec les faibles concentrations en oxygene dans ces milieux. Enfin, les crZnarchZes
cultivables sont assez homogenes en ce qui concerne le phZnotype et I'habitat
(hyperthermophiles mZabolisant le soufre, gZnZralement anaZrobies facultatives ou strictes).
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Tableau 2 : Les habitats des archZes hyperthermophiles, thermophiles et acidophiles. D'apres Chaban et al., 2006.

Tableau 3 : Les rZactions productrices d'Znergie chez les archZes hyperthermophiles. D'apres Chaban et al., 2006.

2.4.4 ArchZesnon-cultivables ou cultivables depuis peu

Milieu marin et plancher ocZanique

Les archZes marines sont rZparties dans quatre clades (groupes | ~ 1V) et ont AZ
isolZes, © quelques exceptions pres (Barns et al., 1996), d'environnements mZsophiles. Le
groupe | constitue le phylum Thaumarchaeota (voir 2.3.2), et |es autres groupes sont associZs
au phylum Euryarchaeota. Le groupe IV (Lopez-Garcia et a., 2001) est proche des
Hal obacteriales, ce qui n'est pas |e cas des groupes 1 et |11 (voir Figure 5).

Les thaumarchZes (Groupe 1) sont tres rZpandues, pourtant leur mAabolisme et leur
fonction ne sont pas AucidZs. En 2005, la premisre archZe de ce type, Nitrosopumilus
maritimus, a pu etre cultivZe (K3nneke et al., 2005) ; c'est une archZe chimiolithoautotrophe
qui rZalise I'oxydation de I'ammoniac en nitrate en conditions aZrobies. Cela serait Zgalement
le cas de Cenarchaeum symbiosum, une autre thaumarchZe, qui peut etre maintenue en
laboratoire en association avec son h™e (une Zponge), et dont le gZnome a pu tre sZquencZ
par fragments (Hallam et a., 2006 ; Girguis et al., 2003 ; Preston et al., 1996). Ceci suggere
que des archZes nitrifiantes pourraient contribuer aux cycles marins du carbone et de |'azote.
La prZsence ubiquitaire d'archZes pouvant oxyder I'ammoniac a pu stre confirmZe (Francis et
al., 2005).
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Un groupe d'archZes non-cultivable qui suscite actuellement beaucoup dintZret est
celui des mZhanotrophes. De grandes quantitZs de mZhane sont prZsentes dans le plancher
ocZanique, sous forme d'hydrates de gaz solides. Le mzhane qui est libZZ n'atteint pas les
zones aZrobies. Il est vraisemblablement oxydZ en CO, par une association syntrophique
(Figure 7) entre des archZes oxydant le mZhane en conditions anaZrobies et des bactZries
sulfato-rZductrices (ex : Desulfosarcina). Ces archZes mzhanotrophes correspondent aux
groupes ANME-1, ANME-2 e ANME-3, &ffiliZs aux Methanosarcindes et
Methanomicrobiales (ex : Figure 5), au sein du phylum Euryarchaeota. Une hypothese
actuelle, AayZe par plusieurs donnZes (ex : Hallam et al., 2004 ; Hallam et d., 2003), est que
le processus d'oxydation du mzZthane repose sur une inversion de la voie mzabolique de la
mzhanogene se (Boetius et al., 2000). Ces dZcouvertes sont d'autant plus intZressantes que les
seuls organismes mZhanotrophes connus jusqu'alors Zaient des bactZries aZrobies.

Figure 7 : ldentification in situ de
microorganismes. AgrZgat
d'archZes rZalisant I'oxydation
anaZrobie du mzthane (rouge), et
de bactZries sulfato-rZductrices
(vert). Il sagit d'une association
syntrophique entre archZes et
bactZries. D'apres Boetius et al.,
2000.

Autres milieux

Les archZes semblent Zgalement nombreuses dans les Zcosystemes d'eaux douces
(mZthanoge nes, thaumarchZes ou euryarchZes des groupes 1 et 111). Enfin, des archZes non-
cultivables ont AZ dzectZes dans tous les autres types de milieux aguatiques: milieux
hydrothermaux terrestres (ex : phylum candidat Korarchaeota, voir 2.3.2) et marins, estuaires,
bassins hypersal Zs anoxiques (comme dans la Mer M ZditerranZe, van der Wielen, 2005), lacs
sodZs. En 2005, la sZquence du gene de PSU-ARNr dune archZe de phZnotype
hyperthermophile (origine, Pisciarelli en Itaie, Kvist et al., 2005) sest classZe, du point de
vue phylogZnZtique, au sein d'un cluster de thaumarchZes. Ceci indique que les thaumarchZes
constituent un phylum sZparZ qui n'inclut pas seulement des archZes mZsophiles,

On trouve Zgalement frZquemment des archZes dans les sols, os elles constituent
cependant une fraction minoritaire des microorganismes. Une grande partie de ces archZes
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appartient au groupe 1.1B (voir Figure 5) et pourraient stre nitrifiantes (oxydation de
I'ammoniac), comme une grande fraction des crenarchZes en milieu ocZanique (voir ci-
dessus). Les archZes non-cultivables sont dans une variAZ d'autres milieux, comme la
rhizosphere, les rumens, les tractus digestifs dinsectes, les digesteurs ou systemes de
traitement industriels anaZrobies.

En conclusion, les archZes sont prZsentes dans des milieux tres divers et prZsentent de
ce fait des mAabolismes variZs. De grands progres sont ~ attendre de la culture des archZes
mZsophiles ou appartenant ~ de nouveaux phylotypes, pour la meilleure comprZnension de
certains Zcosystmes et du domaine Archaea. Cette Zape de mise en culture a df” 47
atteinte pour un nombre restreint d'entre elles (voir ci-dessus).

25  Questions ZAvolutives en lien avec le domaine Archaea
25.1 Laclassification en troisdomaines, unerZvolution

L'idZe de classer les eotres vivants et les objets naturels est ancienne: des
classifications existaient des la pZriode antique, telles celle d'Aristote (385-322 av. J.C.).
Celui-ci dZcrit un continuum entre minZraux et animaux en passant par les vZgZaux. Puisil a
existZ diffZrents types de classifications, selon les pZriodes, mais toutes reprenaient d'une
fason ou d'une autre la dichotomie plante/animal. Au 16*me siecle, des classifications
aphabZtiques sont apparues, au dZpart pour les plantes (ex : Leonhart Fuchs, 1501-1566).
Aux 17-me et 18 me si«cles sont apparues des classifications artificielles, basZes notamment
sur un principe dichotomique appliquZ ~ diffZrents criteres, conduisant ~ une structure
hiZrarchique. La classification proposZe par Carl von LinnZ (1707-1778), qui introduisit la
nomenclature binomiale, appartient = ce courant. Fin 18eme et au 19eme siecle Zmergea
l'idZe de classification naturelle: il sagissait d'Zablir une classification qui reflete I'ordre
naturel de la crZation divine. Aussi, la classification des micro-organismes, dZcouverts au
17eme siecle, commenea ~ poser probleme: quelle place devaient-ils avoir dans la
dichotomie existante plantes/animaux ? Cela aboutit ~ une crise de la classification au 19¢me
siecle. Haeckel, contemporain de Darwin, proposa en 1866 un arbre universel (Figure 8A)
retrasant 1'Avolution du monde vivant. L'arbre comprenait une branche sZparZe pour les
organismes unicellulaires (Protista) et avait ~ sa base les Moneres (futurs procaryotes). Mais
il ne rencontra pas un grand succes et la dichotomie plante/animal se maintint. En 1937,
Chatton introduisit et dZfinit les termes procaryotes et eucaryotes. Le prZixe Cpro E signifie
Cavant E et il Zait donc postulZqu'au cours de I"Avolution, la cellule procaryote, plus simple,
Aait apparue avant la cellule eucaryote. 1l sagit d'une vision gradiste de I'Arolution. Ces
travaux ne resurent pas vZzritablement d'Zcho avant les annZes 60. En 1969, Whittaker
proposa la division du monde vivant en 5 regnes, avec 3 niveaux d'organisation : ~ la base,
les organismes unicellulaires sans noyau, dits Monera, puis les unicellulaires avec noyau, dits
Protista, et enfin les organismes multicellulaires subdivisZs en Plantae, Fungi, Animalia (voir
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Figure 8B). La vision gradiste Aait toujours prZsente. La phylogZnie molZculaire se
dZveloppa dans la seconde moitiZ du 20-me siscle, aboutissant finalement ~ |a classification
du vivant en 3 domaines, Archaea, Bacteria, Eucarya.

Cette derniere classification du vivant est exceptionnelle dans la mesure oe elle n'est
ni dichotomique, ni gradiste. Les micro-organismes sont aussi AvoluZs que les organismes
multicellulaires et ne se trouvent donc pas ™ la base de la classification. C'est pourquoi Carl
Woese et d'autres biologistes proposent d'abandonner le terme de procaryote qui sous-entend
une antZioritZ non-fondZe. Tous les stres vivants partagent en revanche un unique ancetre
commun dont la nature exacte reste ~ dZerminer. Cette classification relativise auss
beaucoup la place des eucaryotes (en particulier des plantes et des animaux) qui ne
constituent qu'une fraction limitZe de la diversitZ: deux des trois domaines sont constituzs
d'organismes quasi-exclusivement unicellulaires. Beaucoup de microbiologistes n'hZsitent pas
~ qualifier la dZcouverte des archZes de rAvolution, et il faut signaler que la classification en
trois domaines ne fut pas acceptZe facilement.
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Figure8: (A) I@rbre universal ddaeckel (1866)
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Figure 8 : (B) les 5 regnes de Whittaker (1969)

252 Lesreations Zvolutives entre lestrois domaines du vivant

S la phylogZhie molZculaire et les autres donnZes disponibles soutiennent
systZmatiquement |'existence de trois domaines sZparZs, les liens Avolutifs entre les domaines
sont tres difficiles ~ Zablir et la question reste ouverte. Cette discussion est par exemple
abordZe dans Gribaldo and Brochier-Armanet, 2006.

Plusieurs arbres phylogZnZiques racinZs (arbres universels du vivant) publiZs~ lafin
des annZes 80 et dans les annZes 90 placent systZmatiquement la racine chez les bactZries.
Ceci signifie que les bactZries dZriveraient directement de LUCA, tandis que les archZes et
les eucaryotes partageraient un ancetre commun plus rZcent (schZma Figure 9A). En rZalitZ,
bien que toutes ces phylogzZnies donnent des rZsultats similaires, elles ne sont pas fiables
cause d'un phZnome ne de saturation mol Zculaire (Philippe and Forterre, 1999 ; Gribaldo and
Philippe, 2002) : des substitutions multiples de bases sont survenues dans les sZquences au
cours du temps, induisant une perte de signal. Il n'y a donc pas de raison particuliere de
privilZgier cette hypothese par rapport ~ d'autres scZnarios plausibles. D'autres possibilitZs
sont une racine eucaryote ou archZenne. |l a Zgalement AZ proposZ une origine chimZrique
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des eucaryotes par fusion d'une archZe mzhanogene et d'une gamma-protZo bactZrie (L opez-
Garcia and Moreira, 2006, Figure 9B). Enfin, Carl Woese a suggZrZ qu'avant I'Zmergence des
domaines existait un stade o les entitZs cellulaires Zaient bien plus simples et Zchangeaient
constamment du matZriel gZnzique par transfert horizontal (hypothese du progZnote, Woese,
1998). L'Zmergence de domaines distincts n'aurait A7 possible qu'avec la complexification
des cellules, les rendant rAractaires aux transferts horizontaux et provoquant un
ralentissement de la vitesse d'Avolution. L'ancetre commun ne correspondrait donc pas ~ une
lignZe cellulaire telle qu'on la coneoit actuellement, et la phylogZnie n'aurait pas de sens” la
base de I'arbre.

A B

Bacteria Eukarya Archaea

LUCA

Figure 9: Exemples schZ‘natigu&c. (A) Arbre universel du vivant avec laracine chez les bactZies.
(B) Hypothe se chimZrique, d'apres Rivera and Lake, 2004 (CRing of Life E).

2.5.3 L'ZAvolution desarchZes

Il est tres difficile, au sein de chague domaine, d'Zablir une histoire Zvolutive robuste.
La phylogZnie fonctionne relativement bien pour les archZes, mais des points importants ne
sont pas encore AucidZs. L'Avolution des archZes est abordZe en dzail dans Gribaldo and
Brochier-Armanet, 2006.

Un premier point concerne l'origine et I'Zvolution de la mzZhanogensse. Dans
Gribaldo and Brochier-Armanet, 2006, il est suggZrZ que la position basale de Methanopyrus
kandleri (euryarchZe mZhanogene et hyperthermophile) pourrait etre un artZact.
Methanopyrus kandleri serait en rZalitZ proche des Methanobacteriales et Methanococcales.
Il est Zgalement suggZrZ que la mAhanogenese serait apparue une unique fois, chez les
euryarchZes, juste apres la divergence des Thermococcales. Selon ce scZhario, le dernier
ancetre commun des archZes n'Aait pas mZthanogene, et d'autre part, la mZhanogens se aurait
A7 perdue au moins 3 fois par la suite, chez les Thermoplasmatales, Archaeoglobales et
Halobacteriales. La position basale de Methanopyrus kandleri pourrait stre causZe par le haut
GC% de sa sZquence d'ARN ribosomique (retrouvZ chez tous les hyperthermophiles) et par
une Avolution rapide des sous-unitZs de son ARN-polymZrase. D'autres scZnarios Zvolutifs
peuvent cependant «tre envisagZs pour la mzhanogZne se.
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Le second point tres important concerne le possible caractere hyperthermophile du
dernier ancetre commun des archZes. Les branches correspondant aux hyperthermophiles
occupent des positions basales dans les arbres phylogZnztiques, que ce soit pour le phylum
Crenarchaeota ou Euryarchaeota. D'autres donnZes, comme la distribution de la raverse
gyrase chez les archZes, supportent Zgalement I'hypothese d'un ancetre commun
hyperthermophile. Cependant, ~ cause du haut GC% des sZquences dARNr chez les
hyperthermophiles, il se pourrait que certaines positions homologues occupZes par des G ou
des C correspondent = une convergence et non = l'existence d'un ancetre commun,
introduisant un biais. En outre, la dZcouverte du phylum Thaumarchaeota pourrait Zgalement
remettre en question I'hyperthermophilie du dernier ancetre des archZes (bien que des
thaumarchZes hyperthermophiles existent).

L'obtention de nouvelles sZquences de thaumarchZes, de korarchZes ou d'archZes du
groupe AAG (hyperthermophiles) pourrait permettre de trancher sur I'hyperthermophilie du
dernier ancetre des archZes. Sil savZrait que les archZes sont initialement adaptZes aux
milieux chauds, ce sont alors les environnements mZsophiles qui reprZsenteraient, pour elles,
une adaptation Cextrs me E (Gribaldo and Brochier-Armanet, 2006).

En conclusion, les archZes posent des questions fondamentales sur I'Avolution du
vivant et ont une grande importance sur le plan Zcologique. DZcouvertes rZcemment, elles
sont encore relativement moins bien caractZrisZes et comprises que les bactZries et les
eucaryotes. Elles sont ubiquitaires mais c'est plus souvent dans les milieux dits extremes
qu'elles sont dominantes, en particulier dans les environnements chauds ; de plus, les archZes
mZsophiles restent difficilement cultivables, car elles sont anaZrobies strictes ou de
mzaabolisme inconnu. Du c™Z des crenarchZes, les organismes modeles sont des
hyperthermophiles, et c'est sur des crenarchZes hyperthermophiles de I'ordre des Sulfolobales
que la partie expZrimentale de la the se a AZ rZalisZe, ainsi que sur leurs virus.
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3
Virosphereet virus d'archZes

Mon travail de these, bien que transversal, est centrZ autour des virus d'archZes (3.3),
et plus particulierement des virus de crenarchZes hyperthermophiles. Ceux-ci constituent un
groupe tout-"-fait particulier, auss je les dZcrirai plus en dztail (3.3.2), apres quelques rappels
gZnZraux sur la dZcouverte des virus (3.1) et sur leur Zcologie et diversitZ (3.2). Pour finir, je
prZsenterai des questions Avolutives (3.4) soulevZes par la distribution des morphotypes et
famillesdevirus ™ traversles trois domaines du vivant.

3.1 LadZcouvertedesvirus et quelques grandes phases de recherche
3.1.1 DZcouvertedesvirusinfectant des h™es eucaryotes

La dZcouverte des virus date de la fin du 19eme siscle. Le premier virus dZcouvert
Zait un virus de plante > ARN, le virus de la mosasque du tabac (TMV). En 1892, Dmitrii
Ivanowski, un scientifique russe, dZmontra que la s»ve de feuilles de tabac souffrant de la
mosasque ZAait encore infectieuse apres une ZAape de filtration permettant d'Ziminer les
bactZries (Takanami, 2006). || pensa que la maladie pouvait donc etre causZe par une toxine
bactZrienne. En 1898, le scientifique nZerlandais Martinus Beijenrinck prouva que la seve
contenait un agent pathogene se multipliant dans la plante. 1| nomma ce phZnomene
Ccontagium vivum fluidum E et employa le terme Cvirus E, jetant |es toutes premieres bases
de la dZinition moderne de virus, dAveloppZe plus avant par AndrZ Lwoff (1957) (Norrby,
2008). TMV devint un virus modele et fut caractZrisZ tres en dAail (Scholthof, 2004). Par
ailleurs, apres la dZcouverte de 1898, des virus furent rapidement identifiZs chez les animaux
et les otres humains. Les pans de la virologie qui se dAvelopperent ~ partir de ces virus
(plantes, animaux, hommes) concerne rent beaucoup I'2ude des pathol ogies qu'ils causent.

3.1.2 DZcouvertedesvirusinfectant des h™es bactZiens

C™Z bactZries, les virus furent dZcouverts au dZbut du 20-me siecle, tres certainement
indZpendamment par Frederick Twort (1915), et par FAix dHZrelle (1910 ou 1917)
(Duckworth, 1976). FAix d'HZrelle poursuivit et approfondit ses recherches sur les virus de
bactZries, et dAveloppa de nombreuses mZhodes, fondant ainsi un nouveau champ de la
biologie. Il nomma ces virus ChactZriophages E, ce qui signifie Cmangeurs de bactZries E,
avant de rZaliser qu'il sagissait d'agents de meme nature que les virus de plantes et
d'animaux. Dans les annZes qui suivirent la dZcouverte, I'attention fut portZe sur la nature de
ces agents infectieux : sagissait-il d'agents purement chimiques, comme des enzymes, ou
ZAaient-ils vivants ? En effet, ce n'est pas avant 1940 que purent stre obtenues les premisres
images de phages, grdge ~ I'invention et au dZveloppement de la microscopie Zectronigque
(Pennazio, 2006). L'idZe dutiliser les phages pour combattre les infections dorigine
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bactZrienne Zmergea toutefois immZdiatement apres leur dZcouverte et se dAveloppa: on
parle de thZrapie phagique ou phagothZrapie. Elle fut appliquZe par dHZrelle lui-meme en
1919 (Sulakvelidze et al., 2001) et son laboratoire rZalisa Zgalement des productions
commerciales de phages. Toute cette pZriode correspond au Cpremier %ge des phagesE
(Mann, 2005). Avec le dAveloppement des antibiotiques, la phagothZrapie fut abandonnZe
dans les pays de I'Ouest mais se maintint dans les pays d'Europe de I'Est et de |'ancienne
Union soviZique.

A partir des annZes 40, I"ZAude des phages devint un pan de la biologie molZculaire,
avec les travaux clebres de Max DelbrYck, Salvador Luria, Alfred Hershey et leurs
collegues (Groupe du Phage). Ils choisirent les virus de bactZries comme modsle, en raison
de leur petit gZnome et de leur cycle de reproduction tres court. Ils SintZresssrent ~ des
questions fondamentales, tels les mZcanismes d'attaque, de multiplication et de lyse. Ces
travaux contribuerent grandement au dZveloppement de la biologie molZculaire et de la
gZnZtique bactZrienne. Ce fut le Csecond %ge du phage E

Le Ctroisisme %e du phage E a commencZ dans le milieu des annZes 90. Un nouveau
champ de recherche Sest ouvert, suite ~ la dZcouverte de I'abondance des virus dans les
Zcosystemes, typiquement dans les ocZans ou dans les sols (Wommack and Colwell, 2000 :
Srinivasiah et al., 2008). Ainsi, le nombre de virus~ ADN double-brin sur la planste pourrait
otre de I'ordre de 10* et les virus seraient environ 10 fois plus nombreux que les cellules
procaryotes (Whitman et al., 1998 ; Suttle, 2007 ; Srinivasiah et a., 2008) . Suite = cette
dZcouverte, la diversitZ des virus dans I'environnement ainsi que leur r™fe au sein des
Zcosystemes ont fait 1'objet de nombreuses recherches (3.2). Pour finir, notons que lathZrapie
phagique conna’t actuellement un regain d'intZret dans les pays de I'Ouest, suite ™ |'apparition
de souches bactZriennes multi-rZsistantes aux antibiotiques et ~ la tres grande difficultZ de
mettre au point de nouveaux antibiotiques dans des dAais appropriZs (Debarbieux, 2008 ;
BrYssow, 2005 ; Dublanchet and Fruciano, 2008).

3.1.3 Etlesvirusd'archZes?

Naturellement, les virus d'archZes ne pouvaient pas stre ZudiZs en tant que tels avant
l'identification des archZes en 1977. Quelques virus, infectant des especes du genre
Halobacterium (ex : Torsvik and Dundas, 1974) Zaient nZanmoins connus. Les virus et
plasmides d'archZes furent AudiZs spZcifiquement ~ partir des annZes 80, notamment sous
I'impulsion de Wolfram Zillig. L'un des buts Zait de stimuler la mise au point d'outils de
gZnZique pour les archZes, alors rZcemment identifiZes. Les premiers virus isol Zs infectaient
des euryarchZes, plus prZcisZment des halophiles (revue dans Dyall-Smith et a., 2003) et des
mZahanoge nes (ex : Jordan et al., 1989 ; Pfister et al., 1989). Ces virus-ci appartiennent aux
familles Myoviridae ou Siphoviridae (type tete-queue), ressemblant donc beaucoup aux virus
de bactZies.

Une image tres diffZrente Zmergea pour les virus de crenarchZes. En 1981 furent
dZcrits pour la premiere fois des virus infectant une archZe hyperthermophile, Thermoproteus
tenax, et tous Zaient de morphotype filamenteux (Janekovic et al., 1983). En 1984, des
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particules virales fusiformes furent produites par des cellules de Sulfolobus shibatae apres
induction aux UV (Martin et al., 1984). Le caractere infectieux de ces virions fut dZmontrZen
1992 (virus SSV1, Schleper et al., 1992). A partir du milieu des annZes 90, une sZrie de
nouveaux Virus de crenarchZes hyperthermophiles furent isolZs. Les travaux dZmontrsrent la
grande particularitZ de ce groupe de virus (3.3.2) en rAvZant des morphotypes nouveaux,
complexes et tres divers (Prangishvili and Garrett, 2005).

3.2 Ecologieet diversitZdesvirus

Comme indiquZ ci-dessus (3.1.2), la grande abondance des virus dans I'environnement
est une dZcouverte rZcente. Les virus sont sans aucun doute les entitZs les plus nombreuses
sur la planete, mais en raison de leur petite taille, ils reprZsenteraient environ 5% de la
biomasse procaryotique (Suttle, 2007). 11 faut toutefois mentionner que certaines m2hodes
d'observations comportent des biais (Weinbauer, 2004) qui pourraient conduire ~ surestimer
le nombre de particules virales : la cytomzrie en flux ou la microscopie ™ Zpifluorescence ne
permettent pas de discriminer entre des vZsicules contenant de I'ADN ou de I'ADN adsorbZ”
un dzbris, et des particules virdes; elles ne permettent pas non plus de faire la diffZrence
entre un tres gros virus et une tres petite cellule. NZanmoins les diff Zrentes mzhodes ont A7
comparZes et ces biais ne doivent pas affecter |a nature du rZsultat.

Dans les ocZans, les virus tueraient chague jour approximativement 20% de
I'ensemble de la biomasse (Suttle, 2007), et doivent donc jouer un r™e important dans les
rZseaux trophiques en contribuant ~ la production de matiere organique dissoute (Figure 10).
lls pourraient Zgalement tre impliquZs dans les cycles biogZochimiques (Fuhrman, 1999 ;
Suttle, 2007).

Figure 10 : Virus et boucle microbienne. SchZma
indiquant le r™e possible de I'infection et lalyse
virale dans la production de matieres organiques
dissoutes, dans les Zcosyste mes aquatiques. D'apres
Wommack and Colwell, 2000.
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Suite ~ cette constatation et comme pour les microoganismes cellulaires, une
dZmarche de caractZisation de la diversitZ virale a AZ entreprise. Cependant, il n'y a pas
d'Zguivalent de I'ARN ribosomique chez les virus, c'est-"-dire de genes ou de structures
conservZs et ubiquitaires permettant d'ZAvaluer simplement et systZmatiquement la diversitZ
Lat%he est donc plus complexe.

Un premier type d'approche consiste ™ sZquencer plusieurs phages d'une meme famille
(ex : Comeau et al., 2007 pour les phages de lafamille T4 ; Kwan et al., 2005 pour les phages
de Staphylococcus aureus ; Hatfull et al., 2008 pour les mycobactZriophages). Ces Zudes ont
rAvAZ |e mosascisme des phages (Hendrix, 2003; Desplats and Krisch, 2003) : les genes sont
organisZs en modules qui sZchangent facilement d'un virus ™ I'autre (transfert horizontal), par
des mZcanismes de recombinaison encore peu compris. Certains modules sont conservZs au
sein d'une meme famille de phages, et d'autres contiennent au contraire des genes tres peu
conservZs. Ces derniers constituent un immense rZservoir de diversitZ gZnZique qui
comprend beaucoup d'ORFans (Yin and Fischer, 2008). L'origine des ge nes non-conservzs et
leurs fonctions au cours du cycle viral sont encore peu connues, bien que des hypothe ses
alent AZ formulZes (Comeau et al., 2008).

Un second type dapproche est la mZAagZnomique, qui consiste ~ sZquencer
systZmatiquement ce qui est prZsent dans un Zchantillon environnemental. Parfois, seuls
quelques genes, prZsents chez de nombreux virus, ont AZ ciblZs (Breitbart et a., 2004a;
Comeau and Krisch, 2008). Ou bien, c'est I'ensemble du matZiel gZnZique viral qui a AZ
sZquencZ La mzagZnomique des virus adZ™ AZ appliquZe ™ des environnements tres variZs
(revue dans Comeau et al., 2008) et elle semble dZmontrer 1a prZsence de nombreux genes du
mzabolisme cellulaire dans les gZnomes viraux (Comeau et al., 2008). Mya Breitbart et
Forest Rohwer effectuent de nombreuses Zudes de mzagZnomique environnementale. 11s ont
en particulier analysZ des sources chaudes terrestres, o |'on sattend ™ trouver Dentre autres B
des archZes hyperthermophiles et leurs virus (Breitbart et al., 2004b). Un point intZressant est
qu'ils ont observZ relativement moins de virus dans les milieux chauds que dans d'autres
types de milieux. Les concentrations rapportZes dans |'article citZ sont de I'ordre de 10%mL
aors qu'elles sont de I'ordre de 107/mL dans les ocZans et encore supZrieures dans les sols
(Srinivasiah et al., 2008).

Un troisisme type d'approche consiste ~ observer les Zchantillons en microscopie
Jectronique, ce qui permet d'observer les morphotypes mais limite les possibilitZs d'analyses.
On peut aors ensuite utiliser des mzhodes culture-dZpendantes, en passant par des Zapes
d'enrichissement, pour tenter disoler des systemes h™es-virus. Cela introduit szrement un
fort biais sAectif, mais permet 1'"ZAude approfondie de virus en laboratoire. C'est une des
approches qui est beaucoup dAveloppZe pour les virus de crenarchZes hyperthermophiles.
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3.3 Lesvirusd'archZes

Les virus darchZes sont tres divers, par leurs morphotypes (Figure 11) et par leur
contenu gZnZique. En effet, ils sont rZpartis dans 9 familles virales diff Zrentes et certains
virus ne sont pas encore classzs (exemples dans le Tableau 4). Ceci est d'autant plus frappant
quune quarantaine de virus darchZes seulement ont AZ observZs en microscopie
Jectronique, contre plus de 5000 virus de bactZries (Ackermann, 2007). Au total, une
trentaine de virus ont AZisolZs et caractZrisZs plus en dZail (Tableau 4). Tous contiennent de
I'ADN double brin et la plupart ont A7 sZquencZs.

En fait, ce sont les virus infectant les crenarchZes qui concentrent I'essentiel de la
diversitZ et des nouvelles familles virales, avec une sZrie de morphotypes uniques et
exceptionnels. Mais le tableau de la diversitZ virale chez les archZes est encore inachevZ
puisque |'accent a surtout 2Z mis sur les h™es des ordres Sulfolobales et Halobacteriales. Des
clades entiers (y compris d'archZes cultivables) n'ont pas encore de virus connus, ou tres peul.
Dans le Tableau 4, on peut voir qu'un seul virus a 247 isolZ pour les Thermococcales et les
Methanococcales, et quaucun virus n'a A7 isolZ pour les Desulfurococcales,
Thermoplasmatales, M ethanosarcinales et Methanomicrobiales.

3.3.1 Lesvirusd'euryarchZes

La plupart des virus d'euryarchZes isolZs sont des virus tete-queue tres similaires aux
bactZriophages (Figure 11L). Outre le morphotype commun, ils prZsentent des
caractZristiques similaires de mosascisme gZnomique (Tang et al., 2002) et ont de plus un
gZnome linZaire. Par la suite, diff Zrents virus fusiformes ont A7 identifiZs (h™es appartenant
aux ordres Halobacteriales et Thermococcales, Tableau 4), un virus icosaZdrique (Figure
11K, ordre Halobacteriales) et un virus oblong (ordre Methanococcales). Les virus
d'Halobacteriales sont tres abondants dans les lacs salZs (Porter et al., 2007) et parmi eux,
certains sont tempZZs. Pour les autres, l'interaction avec I'h™e n'est pas encore bien
comprise. 1l est possible que les trois catZgories classiques d'interaction h™e-virus (lytique ou
virulent, tempZZ, chronique) soient trop schZmatiques pour dZcrire parfaitement les
interactions observZes.
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Figure 11 : Exemples reprZsentatifs de morphotypes de virus
darchZes. K, L : virus d'euryarchZes. Tous les autres : virus de
crenarchZes. A : Sulfol obus spindle-shaped virus 1 (SSV1),
famille Fuselloviridae. B : Acidianus bottle-shaped virus
(ABV), famille Ampullaviridae. C : Acidianus two-tailed virus
(ATV), famille Bicaudaviridae. D : Sulfolobus neozealandicus
droplet-shaped virus (SNDV), famille Guttaviridae. E :
Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 1 (SIRV1), famille
Rudiviridae. F-G : Acidianus filamentous virus 1 (AFV 1),
Lipothrixviridae. H-1 : Acidianus filamentous virus 2 (AFV2),
famille Lipothrixviridae. J: Pyrobaculum spherical virus (PSV),
famille Globuloviridae. K : Haloarcula hispanica virus (SH1),
non-classZ L : Halobacterium halobiumvirus! H, famille
Myoviridae. M : Sulfolobus icosaedral turreted virus (STIV),
non-classZ A-L : d'apres Prangishvili et a., 2006a. M :
http://serc.carleton.edu/microbelife/yellowstone/
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Ordre Famille Type de mor photype GZnome Nb SZquence IntZgrZ Enveloppe Noms

Euryarchaeota
Halobacteriales Myoviridae IcosaZdrique/Tete-queue L,! 59 2 o] o] n ' H
! Chl
Non-classZ HF1-HF2 IcosaZdrique/Tete-queue L,! 76 2 o] n n HF1
HF2
Non-classZ SH1 IcosaZdrique/Sphzrique L,! 31 1 0 n 0 SH1
Fuselloviridae, Salterprovirus Fusiforme C! 15 2 o] n 0? Hisl
His2
Methanobacteriales Sphoviridae lcosaZdrique/Tete-queue L,! 26-30 2 o] 0? n " M1
" M2
Methanococcales  Non-classZVLP Exceptionnel/Oblong C! 23 1 n 0 o] -
Thermococcales ~ Non-classZ PAV1 Fusiforme C! 18 1 0 n ) PAV1
Crenarchaeota
Sulfolobales Lipothrixviridae-" LinZaire/Filament L,! 40 6 0o n o} SR/
AFV3
AFV6
ARV7
AFV8
AFV9
Lipothrixviridae-# LinZaire/Filament L,!21 1 o n o AFV1
Lipothrixviridae-$ LinZaire/Filament L,! 32 1 0 n ) AFV2
Rudiviridae LinZaire/Baguette L, 12535 4 o] n n SRv1
SRV2
ARV1
SRV
Non-classZ STIV |cosaZdrique C! 18 1 0 n n STIvV
Fuselloviridae/Fusellovirus  Fusiforme C ! 15 5 o o o SSvi
SSv2
Ssv4
SSV-RH
SSV-K1
Guttaviridae Exceptionnel/Goutte C! 20 1 n - - S\NDV
Bicaudaviridae* Exceptionnel/! FusiformeC,! 60 1 o] o ? ATV
Non-classZSTSV1 I Fusiforme C! 75 1 o n o STSv1
Ampullaviridag* Exceptionnel/Bouteille  L,! 24 1 o] n? o] ABV
Thermoproteales  Globuloviridag* SphZrique L,!21-28 2 ) n ) PSV
TTSV1
Lipothrixviridae-" LinZaire/Filament - 2 n - 0 TTV2
TTV3
Lipothrixviridae-% LinZaire/Filament L,! 16 1 0 07? o] TTV1

Tableau 4 : LadiversitZ des virus d'archZes : principales caractZristiques des virus d'archZes isol Zs et dZcrits
dans lalittZrature. Les virus sont classZs selon le phylum puis I'ordre de I'h™e, et enfin selon lafamille virae.
Colonne CGZnome E: indique si les gZnomes sont circulaires (C) ou linZaires (L), et leur taille en kb. Colonne
CNb E: indique le nombre de virus entrant dans la meme catZgorie (me me famille et h™e du meme ordre).
Colonne CSZquence E : indique si 1a sZquence de I'un des virus au moins est disponible (o) ou non (n).
Colonne CEnveloppe E:indiquesi les virus sont enveloppZs (0) ou non (n), quelle que soit la nature de
I'enveloppe. La prZsence d'une astZrisque ™ c™Z de noms de familles virales indique que le processus
d'approbation par le ICTV est encore en cours. D'apres Prangishvili et al., 20063, et Peng, 2008.

3.3.2 LesvirusdecrenarchZes

C™7 crenarchZes, seuls des virus de crenarchZes hyperthermophiles ont 27 isolZs
jusqu”™ prZsents. IIs ont 27 obtenus apres des Zapes d'enrichissement, ~ partir d'Zchantillons
environnementavux.

MalgrZ un nombre de travaux encore relativement restreint et une Zape initiade
d'enrichissement tres probablement sAective, un grand nombre de morphotypes diff Zrents et
uniques a A7 obtenu (Ackermann, 2007, Tableau 4). Les morphotypes qui semblent dominer
sont les formes linZaires (filaments, baguettes) et fusiformes (voir Tableau 4). Les virus de
morphotype filamenteux sont tres nombreux et ont A7 classZs en plusieurs sous-familles. A
contrario, les morphotypes plus rares, et tres surprenants, sont par exemple celui dABV
(forme de bouteille, Figure 11B) et celui ATV (Figure 11C). Si le corps, chez ATV, est
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Cclassiquement E fusiforme, les virions prZsentent |a particularitZ de dAvel opper deux queues
lorsqu'ils sont en dehors de I'n™e, sous certaines conditions de tempZrature (Prangishvili et
a., 2006¢). Le stade de dAveloppement extracellulaire d'un virus est sans prZcZdent, tous
domaines confondus. Par contre, le morphotype tete-queue est absent chez les crenarchZes,
dors quil est ultramgjoritaire chez les bactZies (95% des morphotypes observzs,
Ackermann, 2007), et courant chez les euryarchZes.

Le contenu gZnZique des virus de crZnarchZes est Zgalement unique. En effet, la
plupart des genes ne prZsentent aucune homologie avec les sZquences disponibles dans les
bases de donnZes (Figure 12A). Les quelques genes prZsentant une homologie sont souvent
partagZs par d'autres virus de crenarchZes hyperthermophiles ou par I'h™e (Figure 12, A et
B). Les gZnomes de certains virus, comme ABV (Ampullaviridae) et le duo PSV-TTSV1
(Globuloviridag) ne prZsentent me me strictement aucune homologie.

Tout ceci contribue ~ faire des virus de crenarchZes hyperthermophiles un groupe tres
particulier, et sur la base de leur unicitZ de morphotypes et de contenu gZnZtique, ils ont AZ
classZs en sept nouvelles familles. Quatre familles on AZ approuvZes par I'International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). Il sagit des familles Fuselloviridae,
Lipothrixviridae, Rudiviridae et Guttaviridae. Pour trois autres, Ampullaviridae,
Bicaudaviridae, et Globuloviridae, le processus d'approbation est en cours. Enfin, certains
virus attendent encore d'stre classZs, comme le virus icosaZdrique STIV (Figure 11M), et le
virus fusiforme PAV 1.

Un point commun " la plupart de tous ces virus est la prZsence d'appendices sur la
particule virale. Ceux-ci doivent permettre |'adsorption des particules virales ™ I'n™e, comme
l'indique parfois I'observation de particules adsorbZes ~ des pili via ces appendices. Des
exemples sont les trois petites fibres aux extrZmitZs des rudivirus (Figure 11E), les diverses
extrZmitZs des lipothrixvirus (pinces chez AFV1, Figure 11G, structures plus compactes
ressemblant = une brosse chez AFV 2, Figure 111, etc.), lafibre prZsente ™ une seule extrZmitZ
des fusdllovirus (Figure 11A, insert), ou encore les petites tours sur la capside de STIV
(Figure 11M). Par ailleurs, la plupart des virions ont une enveloppe (Tableau 4), dont la
nature n'est pas toujours clairement Ztablie, en particulier concernant la prZsence possible de
lipides (Prangishvili, communication personnelle).

Les gZnomes font 13,7 ~ 75,3 kpb et comprennent 31 ~ 74 cadres ouverts de lecture
(ORFs). IIs sont linZaires, notamment lorsque le morphotype I'est aussi (Lipothriviridae,
Rudiviridae, Ampullaviridae, Globuloviridag) ou circulaires (tous les autres) (Tableau 4). Les
extrZmitZs des gZnomes linZaires comportent des rZgions inversZes rZpAZes, alant de
quelques bases pour AFV1 ~ quelques kb pour SIRV2, et des motifs rpAZs. Les rZgions
terminales interviennent a priori lors de la rZplication du gZnome, ce qui est courant pour les
gZnomes linZaires (ex : Peng et al., 2001). Pour la plupart des virus, I'intZgration du gZnome
viral au chromosome de I'h™e n'a pas AZ observZe (Tableau 4). Elle a lieu chez les
fusellovirus (SSV1, etc.) et chez ATV ; ceux-ci ont des gZnomes circulaires qui codent pour
une intZgrase. Chez SSV1, I'intZgrase est ZudiZe en dAail (ex : Letzelter et a., 2004) et c'est
bien elle qui permet I'intZgration au gZnome de I'n™e (Muskhelishvili et a., 1993).
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Figure 12 : SimilaritZs de g nes chez les virus de crenarchZes hyperthermophiles. A : Homologies des
genes ; quelques virus d'euryarchZes ont AZinclus (les 3 derniers ™ droite). L'axe Y correspond ™ un
pourcentage de ge nes au sein du gZnome. Les homologies entre virus tres proches (exemple : SIRV1,
ARV1) n'ont pas ZAZ prises en compte. B : Les genes orthologues au sein des virus d'archZes. D'apres
Prangishvili et al., 2006b.

Concernant les relations avec I'h™e, diff Zrents cas existent. Pour la plupart des virus,
le gZnome ne sintegre pas au chromosome de I'n™e et aucune lyse cellulaire n'est observZe.
Il adonc 27 postulZ que les particules virales sont produites et Zmises en continu sans que la
cellule ne soit endommagZe, et que celle-ci continue ~ se diviser, quoique plus lentement
(Prangishvili and Garrett, 2005). Il sagirait ainsi d'une relation avec I'h™e similaire ~ celle
que dAveloppent les bactZriophages filamenteux (ex : M13). Dans le cas des crenarchZes
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hyperthermophiles, cette interaction aiderait les virus © se maintenir dans |'environnement
agressif, en leur garantissant un refuge intracellulaire (Prangishvili and Garrett, 2005) et elle
a A7 dZnommZe ZAat porteur (Ccarrier state E) (Zillig et al., 1994). Mais |'Aat porteur n'est
pas encore bien caractZrisZ Comme pour les virus d'Halobacteriales, un flou persiste sur la
nature exacte des relations h™es-virus. Quelques virus de crenarchZes dAveloppent des
interactions diff Zrentes de I'Aat porteur. 11 sagit des fusellovirus, combinant lysogZnie et Aat
porteur ; d'ATV combinant lysogZnie et phase lytique ; et enfin de STIV et TTV1, purement
lytiques (Prangishvili et a., 2006b ; Ortmann et al., 2008).

L'exploration de la diversitZ des virus de crenarchZes hyperthermophiles se poursuit,
par |'utilisation d'approches mAagZnomiques (Snyder et al., 2007 ; Schoenfeld et al., 2008, et
voir fin de la partie 3.2) et par I'isolement de nouveaux virus (ex : Xiang et a., 2005).
Concernant les virus dZ”~ isolZs, les recherches ont pris plusieurs directions (revue dans
Lawrence et al., 2009). SSV1, premier virus de crenarchZe isolZ (voir 3.3) et I'un des rares
prZsenter un caractere lysogene, est I'un des mieux caractZrisZs ; c'est un virus modele, utilisZ
notamment pour |'ZAude des phZnome nes d'intZgration et d'induction (voir ci-dessus). SIRV2
et STIV sont Zgalement beaucoup ZudiZs. D'une maniere gZnZrale, les aspects structuraux
sont beaucoup abordZs, que ce soit par I'analyse structurale des virions par des techniques de
cryo-microscopie Zectronique et de reconstruction (ex : Vestergaard et al., 2008a) ou par
I'identification des protZines composant les virions (ex : Reiter et al., 1987a). Des projets
importants de gZnomique structurale sont Zgalement en cours, dans I'espoir d'obtenir des
indications sur les fonctions des protZines ne prZsentant aucune homologie avec des systemes
connus. Par ailleurs, I'expression des genes viraux a AZ analysZe pour SIRV2 (Kessler et .,
2004), SSV1 (Reiter et a., 1987b ; Frsls et a., 2007), et STIV (Ortmann et al., 2008) avec
une approche transcriptomique pour les Zudes de 2007 et 2008 concernant respectivement
SSV1 et STIV. Des Audes sur les mZcanismes molZculaires de la transcription et la
rZplication de certains virus sont en cours. Enfin, les Zudes in silico se dAveloppent, allant de
la gZnomique comparative (Prangishvili et al., 2006b) ~ des Zudes spZcifiques et ciblZes, par
exemple sur les CRISPRs (ex : Vestergaard et al., 2008b) ou sur I'usage des cystZines et des
ponts disulfures (ex : Menon et al., 2008).

3.4  Virusde crenarchZes hyperthermophiles et Zvolution

Selon certaines hypothe ses, les virus, d'une maniere gZnZrale, auraient jouZ un grand
r"¥e dans les transitions Avolutives majeures. Ce sujet dZpasse le cadre de la these et ne sera
pas dZcrit en dZail. Mentionnons simplement que les virus pourraient tre ~ I'origine du
passage d/ARN ~ ADN et pourraient Zgalement «tre ™ I'origine de I'apparition du noyau chez
les eucaryotes (ex : Forterre, 2006a et 2006b). Ceci sgjoute au fait qu'ils constituent, au sein
de chague domaine, le plus grand rZservoir de genes pouvant stre transmis horizontalement
aux h™es ou~ d'autres virus (ex : FilZe et al., 2002).
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La dZcouverte des virus infectant les crenarchZes hyperthermophiles pose des
questions spZcifiques. Elles sont exposZes et discutZes dans Prangishvili et al., 2006a, et les
connaissances actuelles permettent dZ~ de proposer des scZnarios hypothztiques.

Les virus © ADN double-brin des trois domaines du vivant forment des ensembles
bien distincts, puisgque chague famille virale est prZsente dans un seul des trois domaines” la
fois (Figure 13). L'unique exception concerne les virus tete-queue, avec les familles
Myoviridae et Siphoviridae, retrouvZes " lafois chez les bactZries et les euryarchZes.

Par ailleurs, des capsides icosaZdriques sont prZsentes dans les trois domaines, meme
s elles correspondent ~ des familles virales diffZentes (Figure 13) et que les gZnomes
associZs ne prZsentent pas d'homologie de sZquence. Des Zudes spZcifiques (Bamford et al.,
2005), basZes sur les structures des capsides et des protZines les composant, suggerent qu'il
ne sagit pas de convergence et que les virus des trois domaines pourraient avoir AvoluZ
partir dun ensemble dentitZs et de genes antZrieurs ~ LUCA (CLast Universa Common
Ancestor B).

Figure 13 : Lesvirus™ ADN double-brin dans les 3 domaines du vivant. La fleche indique les transferts
horizontaux possibles. D'apres Prangishvili et a., 2006a.

Ceci aconduit ™ I'hypothe se selon laguelle les trois virosphe res distinctes auraient A7
sAectionnZes ~ partir d'un pool ancien de genes, en concomitance avec |'Zmergence des
domaines. Les trois virospheres seraient dZsormais rAractaires aux Zchanges horizontaux
inter-virosphere. La prZsence de virus tete-queue chez les euryarchZes constituerait |'unique
exception et correspondrait = un transfert plus rZcent, de la virosphere bactZrienne vers celle
des archZes (Prangishvili et al., 2006a). Ces hypothe ses sont rZsumZes dans la Figure 14.

Toutefois, la plupart des nouveaux morphotypes de virus d'archZes correspondent
des milieux chauds (! 80;C), et I'on ne peut donc pas totalement exclure une spZificitZ qui
refl Aerait une adaptation aux hautes tempZratures, et ne concernerait pas I'ensemble des
archzes.
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Figure 14 : L'origine des virus. La flche reprZsente un possible
transfert horizontal. D'apres Prangishvili et al., 2006a.

La poursuite de I'exploration de la virosphere des archZes pourrait apporter des
AZments de rZponses ™ ces questions sur I'Zvolution.
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4
Pr Zsentation du travail r ZalisZ

Mon travail de these, transversal, comporte trois parties tres diffZrentes et
indZpendantes.

La premisre partie est expZrimentale et concerne I'ZAude du virus SIRV2. Elle a
principalement consistZ " clarifier la nature de l'interaction du virus avec son h™e, celle-ci
n'Zant pas prZcisZment dZcrite. Le virus Sest avAZ stre virulent, ce qui Aait inattendu.
Secondairement, les particules virales ont AZ mieux caractZrisZes (stabilitZ, protZines de
structures). Un projet de coZvolution expZrimentale basZ sur SIRV?2 avait AZinitiZ, maisil a
A7 progressivement abandonnZ face aux difficultZs thZoriques et pratiques rencontrZes et
n'est pas prZsentZici.

La seconde partie, expZrimentale Zgalement, a consistZ > enrichir des Zchantillons
environnementaux afin d'isoler et de caractZriser de nouveaux virus. Un virus et son h™e ont
A7 obtenus. Le virus, de morphotype filamenteux, appartient ~ une famille dZ"~ connue
(Lipothrixviridag), et son ZAude a permis d'approfondir les connaissances sur cette famille
virale (identification de nouvelles protZines structurales par exemple). Cette partie contribue
" ladescription de la diversitZvirae intra-famille.

La derniere partie est une Zude bioinformatique des motifs exceptionnels courts (4
8 pb) dans les gZnomes d'archZes et de leurs AZments extra-chromosomiques. Ce type
d'approche peut contribuer = I'identification de motifs fonctionnels non-codants et n'‘est pas
encore tres utilisZ pour les archZes. Nous avons tirZ partie de |'accumulation des sZquences
disponibles pour produire des donnZes de r&Zrences et pour tenter de dZgager des pistes
intZressantes. Dans ce cadre, nous avons Zgalement examinZ la composition des sZquences
dAZments extra-chromosomiques et observZ que les sZquences forment des groupes
cohZrents, reflAant I'ordre auquel appartiennent leurs h™tes, et reflAant Zgalement les
familles d'appartenance des virus et des plasmides.

Tous ces travaux ont impliquZ plusieurs personnes, au sein de BMGE et en

collaboration avec des plate-formes de I'Institut Pasteur, avec d'autres laboratoires en France
et~ I'Aranger, ce qui illustre bien le caractere collectif de la dZmarche scientifique.
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Partiell

Sulfolobusislandicus rod-shaped virus 2
et interaction h™e-vir us chez les crenarchZes
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1
I ntroduction

Au cours de ma these, j'ai beaucoup travaillZ sur le rudivirus Sulfolobus islandicus
rod-shaped virus 2 (SIRV2). La manipulation du virus est bien ma'trisZe au laboratoire
BMGE, puisque le virus a A7 isolZ par David Prangishvili (BMGE, Institut Pasteur) et ses
collaborateurs, lorsque David travaillait au Max-Plank-Institut. Le but principal de mon
projet de these Ztait de caractZriser I'interaction h™e-virus. Aussi, Olivier Tenaillon (f cologie
et fvolution des Microorganismes, UMR INSERM - UniversitZ Paris 7, site Xavier Bichat) a
apportZ son expertise thZorique et expZrimentale sur les interactions h™e-virus et |'Avolution.

Pour commencer, je dZcrirai |'Aat de I'art sur les interactions h™e-virus chez les
crenarchZes (section 2), puis le modele biologique Sulfolobus islandicus DSIRV 2 (section 3).
Apres une breve prZsentation du travail rZalisZ (section 4), les rZsultats sont inclus, sous la
forme de trois articles rZdigZs en anglais.
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2
Interaction h™e-virus chez les crenarchZes : Zat del'art

L es paragraphes suivants constituent un approfondissement de notions sur les virus de
crenarchZes, abordZes dans I'introduction (1.3.3.2).

Les virus de crenarchZes isolZs et caractZrisZs jusqu” prZsent infectent des h™tes
appartenant aux ordres Thermoproteales (environ 5 virus) et Sulfolobales (une quinzaine de
virus). Il sSagit donc uniguement dh™es hyperthermophiles. Concernant |'ordre
Thermoproteales, les h™es appartiennent aux genres Thermoproteus et Pyrobaculum, et sont
neutrophiles et anZrobies exclusifs. Concernant I'ordre Sulfolobales, les h™es appartiennent
aux genres Sulfolobus et Acidianus, et sont acidophiles. Les espe ces du genre Sulfolobus sont
aZrobies exclusives, tandis que celles du genre Acidianus sont anaZrobies facultatives, et
poussent en prZsence de soufre. Enfin, tous ces virus ont AZ isolZs ~ partir d'Zchantillons
environnementaux prdevZs en de nombreux points du globe (ex : ftats-Unis, Italie, Islande,
Aeores, Russie, Japon, IndonZsie, Nouvelle-ZAande), et tous issus de sources gZothermiques.
Concernant la caractZrisation des virus, I'accent a beaucoup AZ mis jusqu” prZsent sur les
aspects gZnomiques, mol Zculaires et structuraux.

2.1  L'Zat porteur, larelation h™e-virus majoritaire chez les crenarchZes

Les relations h™e-virus sont encore assez peu caractZrisZes chez les crenarchZes. A
quelques exceptions pres, on pense que les virus Zablissent une relation chronique avec la
cellule-h™e, se maintenant dans un Aat porteur (Ccarrier state Een Anglais) (voir 1.3.3.2).

Dans I'Aat porteur (Prangishvili and Garrett, 2005 ; Prangishvili et a., 2006b), le
virus ne provoque pas de lyse cellulaire. 11 y aun Zquilibre entre rZplication virale et Zmission
de particules virales infectieuses d'une part, et rZplication et division cellulaire d'autre part.
Le gZnome viral persiste donc dans la cellule pendant de nombreuses gZnZrations, sans
toutefois tre intZgrZ au gZnome cellulaire. En outre, la production de virions n'est pas
stimul Ze par une exposition ~ diffZrents stress, comme les UV ou I'gjout de mitomycine C.
L'Aat porteur differe donc bien d'un Aat lysogene. Enfin, la croissance cellulaire est ralentie
par l'infection. Cette derniere propriAZ permet, si I'n™e peut former un tapis cellulaire,
d'observer des halos rAvZant le retard de croissance des cellules infectZes, et Aventuellement
de dZerminer le titre des suspensions de virus.

Pour les virus de bactZries, les relations h™e-virus prZdominantes sont la lyse et la
lysogZnie (Abedon, 2006). Clest Zgalement souvent le cas pour les virus d'euryarchZes de
type tete-queue (Siphoviridae, Myoviridae). Aussi, il a AZ suggZZ que la singularitZ de
I'interaction h™e-virus observZe chez les crenarchZes hyperthermophiles correspondrait ~ une
stratZgie de survie du virus, bZnZique dans les environnements gZothermiques. L'Aat porteur
permettrait aux virions d'Zviter un contact direct et prolongZ avec le milieu extZrieur agressif
(Prangishvili and Garrett, 2005).
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2.2  Despreuves expZrimentales encore insuffisantes

Mais les donnZes expZrimentales sur la base desquelles les virus ont AZ qualifiZs de
chroniques sont encore limitZes et ne constituent pas une dZmonstration solide. Dans la
plupart des cas, le virus a AZ considZrZ comme chronique si :

p aucune chute delaDO n'Zait observZe suite ™ I'infection

p il n'y avait pas de dZoris cellulaires dans les cultures infectZes.

Deux autres arguments parfois mentionnZs sont la possibilitZ disoler des colonies produisant
le virus, et I'ZAventuelle capacitZ du virus~ se maintenir dans une culture au cours de dilutions
sZrielles. Des exemples de telles observations, couvrant I'ensemble des familles virales de
crenarchZes, sont dZaillZs dans le Tableau 5.

Ampullaviridae  Acidianus ABV + + + ? ? ? HSing et al., 2005
Globuloviridae*  Pyrobaculum PSV + + - + (plusieurs mois) ? ? HSing et al., 2004
Globuloviridae*  Thermoproteus ~ TTSV1 + ? - + ? ? _Ahn et al., 2006
Guttaviridae Sulfolobus SNDV + + +(-) + +(siconcentrZ) - (disparition progressive) - ? Amold et al., 2000a
Lipothrixviridae-! Acidianus AFV1 + + + + + (2 mois) -? ? Bettsteter et al., 2003
Lipothrixviridae-" Sulfolobus SIFV + + + + + - (disparition progressive) - ? Arnold et al., 2000b
Rudiviridae Acidianus ARV1 +(200col) + + + ? -? ? Vestergaard et al., 2005
Rudiviridae Sulfolobus SIRV2 + + + + + - - - Prangishvili et al., 1999
Rudiviridae Sulfolobus SIRV1 + + + + + Prangishwili et al., 1909

Zillig et al., 1994
Non-classZ Sulfolobus STSV1 ? + + + + + (10 transferts) - ? Xang et al., 2005

Martin et al., 1984
Fuselloviridae Sulfolobus SSV1 + + + + + + (24 jours) + + Schleper et al., 1992
Stedman et al., 2003
Stedman et al., 2003
Contursi et al., 2006

Fuselloviridae Sulfolobus SSv2 + + + + + ? + +

Lyse et lysogZnie
Bicaudaviridae* Acidianus ATV + - - ? + + Prangishvili et al., 2006¢c

Lipothrixviridae-# Thermoproteus TIV1 + - - ? ? Janekovic et al., 1983

\Non-classZ Sulfolobus sSTv ? ? - ? ? - - Ortmann et al., 2008 \
Tableau 5 : DonnZes expZrimentales sur |'interaction h™e-virus chez les crenarchZes hyperthermophiles.
CColonie E: possibilitZ disoler des colonies de cellules produisant |e virus. CAbsence de dzbris E : absence de
dZbris cellulaires visibles dans les cultures infectZes. '200 col' indique que 200 colonies ont du «tre analysZes.
CDO ne chztant pas E: absence de chZte de la DO dans les cultures infectZes. CRetard de croissance E :
croissance ralentie des cultures infectZes. CHalo sur tapis E : observation de zones de retard de croissance
causZes par levirus, sur un tapis cellulaire. CCoZvolution E: capacitZ du virus~ se maintenir dans une culture
lors de dilutions et incubations successives. ClntZgration E: intZgration du gZnome viral dans le gZnome de
I'n™e. Clnductible E : production de particules virales induite par exposition aux UV ou agjout de mitomycine C.
CRZ E: rAZrences bibliograhiques. Un signe C+ Esignifie que I'assertion est exacte, un signe G- Equ'elle ne
correspond pas aux observations expZrimentales. La coloration grise signifie que I'assertion n'est pas pertinente
(par exemple, si I'h™e ne forme pas de tapis cellulaire, la prZsence de halo ne peut pas stre testZe). Un signe C? E
signifie que l'information n'est pas disponible dans lalittZrature.

Ces diverses observations sont gZnZralement insuffisantes pour conclure avec
certitude sur le mode d'interaction h™e-virus. Par exemple, ~ I'inverse de ce ™ quoi l'on
pourrait Sattendre, un virus lytique peut coAoluer pendant de tres longues pZriodes avec son
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h™e (ex : Pseudomonas fluorescens et |e bactZriophage ! 2, Buckling and Rainey, 2002). Au
contraire, des cellules peuvent devenir totalement rZsistantes ™ un virus chronique, si celui Ci
a un fort impact nZgatif sur la croissance des cellules (ex : Escherichia coli et les
bactZriophages filamenteux M13, f1, fd, Bull et al., 1991). Par ailleurs, I'observation d'une
augmentation de DO dans une culture infectZe peut correspondre ~ la croissance de mutants
rZsistants. Tous les cas sont donc possibles.

Figure 15 : Cellules de crenarchZes infectZes par des virus. (A) : Celule de Sulfolobus shibatae infectZe par
SSV1. D'apres Martin et a., 1984. (B) : Virions de TTV1 " l'intZieur d'une cellule de Thermoproteus tenax.
D'apres Janekovic et al., 1983. (C) : Cellule de Sulfolobus islandicus infectZe par SIRV 1. D'apres Vestergaard et
al., 2005. (D) : Section de cellules lysZes de Sulfolobus solfataricus infectZes par STIV. D'apres Ortmann et al.,
2008.

Parfois, les cellules infectZes, intactes, ont 27 observZes en microscopie Zectronique
en transmission. Il est alors possible d'apercevoir les virions assemblZs ~ l'intZrieur de la
cellule (exemples dans la Figure 15). Mais les cellules ont rarement 27 observZes en coupe
(Figure 15D), donc lesinformations sur |e processus de sortie des virions sont limitZes.
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Les virus les mieux caractZrisZs du point de vue de I'interaction avec I'h™e sont SSV'1
et SSV2 d'une part, STIV d'autre part. Concernant STIV (Ortmann et a., 2008), |'observation
de sections de cellules issues de cultures infectZes a dZmontrZ |'effet Iytique du virus (Figure
15 D). Concernant SSV1 et SSV2, les phZnomenes dintZgration et d'induction du virus ont
27 beaucoup AudiZs. Dans les cellules infectZes, le gZnome vira est prZsent sous la forme
d'un provirus intZgrZ au chromosome de I'h™e et sous forme Zpisomale (Martin et al., 1984 ;
Schieper et d., 1992). Le site d'intZgration est connu (Schleper et al., 1992 ; Muskhelishvili
et a., 1993), et une particularitZ de SSV1 est que le gene codant pour l'intZgrase (famille
tyrosine recombinase) est clivZ lors de l'intZgration (Palm et a., 1991). Par ailleurs, il est
prouvZ que la production de particules virales est induite par une exposition aux rayons ultra-
violets (Martin et al., 1984) et que |I'ectroporation de I'ADN viral dans les cellules conduit ®
la production de particules infectieuses (Schleper et al., 1992). RZcemment, il a AZ dZmontrZ
que I'intZgrase n'est pas essentielle (Clore and Stedman, 2007), c'est-"-dire que des particules
virales infectieuses sont encore produites lorsque le gene viral codant pour l'intZgrase est
supprimZ Enfin, chez SSV2, le degrZ dinduction de la rZplication a AZ comparZ dans
diff Zrentes souches de Sulfolobus, incluant la souche naturelle (Contursi et al., 2006). Mais
concernant le processus de sortie des virions, il N’y a pas eu d'Zudes spZifiques. Il a A7
conclu que le virus n'est pas lytique, sur la base d'observations expZrimentales similaires
celles indiquZes ci-dessus (Tableau 5).

En conclusion, beaucoup d'aspects de la relation h™e-virus chez les crenarchZes
doivent encore stre caractZriszs. Quelques parametres gZnZraux du cycle infectieux ont dZ”
A7 dAerminZs dans certains cas, comme, par exemple, la pZriode de latence et la pZiode
d'Zclipse de SIRV1 et SIRV2 (Prangishvili et al., 1999). Mais la nature exacte de |'interaction
n'est pas toujours claire, et les diffZrentes Zapes du cycles infectieux ne sont pratiquement
pas connues (mZcanismes d'adsorption, d'assemblage, de sortie des virions).

Pour Zudier I'interaction h™e-virus, nous avons choisi le virus SIRV2, un rudivirus.
Ce virus est relativement simple ™ manipuler et compte parmi les virus les mieux caractZriszs.
En outre, ce virus n'est pas lysogene, ce qui permet de ne pas confondre les effets liZs ™ la
lysogZnie et les effets liZs au cycle productif. SIRV2 infecte un h™e du genre Sulfolobus, le
genre le mieux caractZrisZ chez les archZes. Le modsle biologique est prZsentZ en dAail ci-
apres (section 3).
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3
Le modele biologique

Des souches de Sulfolobus islandicus ont A7 utilisZes comme h™e pour SIRV2. Nous
prZsenterons donc le genre Sulfolobus en mentionnant les informations plus spZcifiques *
Sulfolobus islandicus lorsgqu'elles sont disponibles. Puis nous dZcrirons le virus SIRV2 et la
famille Rudiviridae.

3.1 Legenre Sulfolobus

En raison de la chronologie de la dZcouverte des archZes (1.2.1 et 1.2.3.1) et parce que
les archZes hyperthermophiles sont, contre toute attente, plus aisZment cultivables que leurs
s urs mZsophiles, plusieurs organismes modeles pour |'’ZAude des archZes sont des
hyperthermophiles. Pour les crenarchZes, ce sont des espe ces du genre Sulfolobus (ordre des
Sulfolobales), toutes hyperthermophiles, acidophiles, et aZrobies strictes, qui  sont
actuellement utilisZes.

3.1.1 Principales caractZristiques

Qulfolobus est I'un des six genres de I'ordre Sulfolobales. Les autres genres sont
Acidianus, Metallosphaera, Stygiolobus, Sulfurococcus, Sulfurisphaera (Itoh, 2003). Les
cellules de Sulfolobus sont coccoedes, tres irrZgulieres. Leur diametre est de I'ordre de 0,5 °
2 um et elles se divisent symAriquement. La paroi cellulaire est composZe de la membrane
lipidique et dun S-layer (Gram nZgatif). Elles posscdent des pili et des flagelles, et
produisent des vZsicules par un processus de bourgeonnement encore peu caractZrisZ (Ellen
et al., 2009).

Tous les organismes du genre Sulfolobus sont aZrobies strictes, et ont une croissance
optimale aux alentours d'une tempZrature de 80jC et d'un pH de 2-3 (hyperthermophiles et
acidothermophiles). Elles maintiennent un pH intracellulaire d'environ 5,5 (LYbben and
SchSer, 1989). Dans leur habitat naturel, les sources chaudes terrestres de type solfatares, les
especes de Sulfolobus sont chimiolithoautotrophes: elles utilisent les composZs soufrZs
comme source dZnergie en produisant de I'acide sulfurique, et le CO, est leur source de
carbone. Elles peuvent aussi cro’tre en mode hAZrotrophe, tirant leur Znergie et leur carbone
de diff Zrents composZs organiques. Elles sont prZsentes dans de nombreuses sources chaudes
terrestres du globe et ont par exemple 2ZisolZes d'lslande, d'ltalie, du Japon, de la Nouvelle-
ZAande, delaRussie et des Etats-Unis.

Trois dentre elles ont AZ sZquencZes intZgralement, Sulfolobus acidocaldarius,
Sulfolobus solfataricus et Sulfolobus tokodaii. Des projets de sZqueneage sont en cours, par
exemple pour 9 souches de Sulfolobusislandicus. Les gZnomes sont circulaires. Pour lestrois
organismes intZgralement sZquencZs, la taille de gZnome varie de 2,1 ~ 3,0 Mpb, avec
approximativement 2200 ~ 3000 protZines codZes, et un GC% compris entre 33% et 37%.
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Les gZnomes sont riches en 2Zments mobiles (BrYgger et al., 2004), en particulier celui de
Qulfolobus solfataricus (Redder and Garrett, 2006). C'est Sulfolobus acidocaldarius qui
prZsente le gZnome |e plus stable. Dans certains gZnomes, les CRISPRS sont tres reprZsent?s :
c'est le cas chez Sulfolobus solfataricus et Sulfolobus tokodaii (Peng et al., 2003 ; Lillestol et
a., 2006). Les taux de mutations ont pu tre estimzZs pour plusieurs especes et souches (ex :
Berkner and Lipps, 2008a), en particulier pour des souches de Sulfolobus islandicus qui
semblent d'un meme niveau de stabilitZ que Sulfolobus acidocaldarius.

Les especes de Sulfolobus sont associZes ™ un tres grand nombre d'2Zments extra-
chromosomiques (virus et plasmides conjugatifs ou cryptiques). Pour Sulfolobus islandicus,
ils sagit de: SIFV (lipothrixvirus), SIRV1 et SIRV2 (rudivirus), SSV2, SSV4 et SSV5
(fusellovirus) pour les virus (1.3.3.2), pHEN7, pRN1, pRN2, pXZ1 pour les plasmides
cryptiques, pKEF9, pSOG1, pSOG2, pARN3, pARN4, pING1l pour les plasmides
conjugatifs, et pSSVx, hybride entre un plasmide et un fusellovirus.

Enfin, mentionnons que certaines souches de Sulfolobus islandicus produisent des
toxines protZiques appel Zes sulfolobicines auxquelles sont susceptibles d'autres souches de la
meme espece, ainsi que Sulfolobus solfataricus et Sulfolobus shibatae (Prangishvili et al.,
2000).

3.1.2 Sulfolobus, organisme modele

Sulfolobus est progressivement devenu I'organisme modele pour les crenarchZes et
pour I'’ZAude de mZcanismes fondamentaux chez les archZes (rZplication, transcription,
traduction, voies mzaboliques, par exemple). Les especes les plus utilisZes jusqu” prZsent
sont Sulfolobus solfataricus et Sulfolobus acidocaldarius. De nombreux avantages justifient
le choix du genre Sulfolobus.

Sulfolobus peut-+tre cultivZ en Cmode E hAZrotrophe, en conditions aZrobies, ce qui
est relativement simple, surtout par rapport ~ ce qu'exigent d'autres archZes. Les cellules
poussent par exemple sur du tryptone, Asentuellement en combinaison avec de I'extrait de
levure, ou sur divers sucres. En conditions de laboratoire, le temps de doublement varie de
trois ™ une douzaine d'heures, ce qui reste raisonnable. Des densitZs cellulaires satisfaisantes
sont Zgalement atteintes dans les cultures (DOesoonm pouvant dans certains cas dZpasser 1,0). I
est d'ailleurs rapportZ que certaines souches utilisZes en laboratoire ont perdu la capacitZ ®
cro’tre en chimiolithoautotrophie (Sulfolobus solfataricus et Sulfolobus acidocaldarius,
Prangishvili, communication personnelle). Par ailleurs, les cellules poussent aussi bien en
milieu liquide que sur milieu solide, sur une matrice ™ base de gomme gellane. Il est possible
d'obtenir des colonies et des tapis cellulaires. Les cellules peuvent tre congelZes, en
employant du DM SO ou du glycZrol.

Un dernier avantage, tres important est le grand nombre d'ZZments extra-
chromosomiques, comme mentionnZ au 3.1.1, ce qui permet d'envisager le dAveloppement
d'outils de gZnZtique.
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Naturellement, quelques points faibles sont aussi apparus. C'est tout d'abord
l'instabilitZ gZnAique de certaines especes ou souches liZe " la prZsence d' 21Zments mobiles
dans les gZnomes (3.1.1). Par ailleurs, lamise au point d'outils de gZntique sest avZZe tres
complexe, alors qu'elle fut plus simple pour les Halobacteriales. Les difficultZs sont liZes par
exemple ~ la prZsence de systemes de restriction-modification dans les cellules, ~ la
spZcificitZ des souches (difficultZ de mettre au point de systemes gZnZralistes fonctionnant
pour beaucoup d'espe ces de Sulfolobus), ™ des rendements de transformation plut™bas et~ la
difficultZ d'obtenir de bons marqueurs sdectifs. Parfois, les systemes mis aux points ne
pouvaient stre reproduits dans d'autres laboratoires, ~ cause d'un trop haut niveau d'expertise
requis ou de la sensibilitZ du systeme aux petites fluctuations qui surviennent inZvitablement
entre laboratoires et expZrimentateurs (Berkner and Lipps, 2008b).

Apres plus dune dizaine d'annZes de travail sur ce sujet, un nombre consZquent de
systemes sont disponibles et se dAseloppent ~ un rythme croissant (revu dans Berkner and
Lipps, 2008b). Pour Sulfolobus solfataricus, des vecteurs navette (Cshuttle vectors E) et des
syste mes de knock-out existent. Pour Sulfolobus acidocaldarius, en revanche, aucun systeme
de knock-out n'est disponible, ce qui pose probleme. Concernant Sulfolobus islandicus, un
article paru tres rZcemment, (She et al., 2009), dZcrit la mise au point et I'utilisation d'une
gamme d'outils de gZnZtique qui appara’t comme tres prometteuse : par exemple, un systeme
de knock-out permettant I'Aude de ge nes essentiels a A7 dAveloppZ A I'avenir, il pourrait tre
intZressant d'obtenir des protZines rapporteuses fluorescentes, qui ne sont pas encore
disponibles pour Sulfolobus.

3.1.3 Exemplesd'avancZesimportantes r ZalisZes gr %se~ Sulfolobus

Sulfolobus a A7 AudiZ de maniere extensive pour les mZcanismes de rZplication et de
transcription, les systemes mzaboliques et le cycle cellulaire. De nombreuses Zudes
biochimiques et structurales de ses protZines ont AZ rZalisZes. Plusieurs puces ~ ADN sont
disponibles et des Zudes transcriptomiques globales sont dZcrites (ex : Gstz et al., 2007,
rZponse aux UV). Enfin, des projets protZomiques ont dZmarrZ dans plusieurs laboratoires
(ex : Barry et a., 2006).

Sans «tre exhaustif, soulignons qu'une ARN-polymZrase de Sulfolobus fut isolZe des
1979 par Wolfram Zillig (Zillig et a., 1979). Ceci permit de remarquer la ressemblance avec
les systsmes eucaryotes (ARNPII) et de poursuivre |'Aude de la transcription chez les
archZes. Concernant la rZplication, Sulfolobus a Zgalement beaucoup AZ utilisZ, par exemple
pour les Zudes structurales et biochimiques de protZines de la machinerie de rZplication. L"
encore, les protZines sont homologues ~ celles des eucaryotes (revu pour Sulfolobus
solfataricus par Duggin and Bell, 2006). Si la premiere origine de rZplication fut identifiZe
chez Pyrococcus abyssi (Myllykallio et al., 2000 ; Matsunaga et al., 2001), c'est chez
Sulfolobus solfataricus que furent identifiZes de multiples origines de rZplication (Robinson
et al., 2004 ; Lundgren et al., 2004). || a A7 suggZrZ que Sulfolobus pourrait constituer un bon
mode le simplifiZ pour 1'Zude de certains aspects de la rZplication Cde type eucaryote E (ex :
Kelman and Kelman, 2004, Lundgren et al., 2004), indiquant que I'intZrt de Sulfolobus
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comme mode e dZpasse parfois le cadre des archZes. On peut par exemple penser ~ I'Aude de
la terminaison de la rZplication, en prZsence de multiples origines de rzplication. Il n'existe
toutefois pas encore de systeme de rZplication in vitro pour les archZes aors que la
transcription in vitro est au point.

Sagissant du cycle cellulaire, Sulfolobus est I'archZe la mieux caractZrisZe. En cette
matiere, il existe des diffZrences majeures entre crenarchZes et euryarchZes. Les archZes
utilisent des protZines nombreuses et variZes pour moduler la compaction de leur ADN au
cours du cycle cellulaire. Alors que les euryarchZes ont, entre autres, des histones
homologues " celles de eucaryotes, les crenarchZes n'en possedent pas. Les protZines
constituant la chromatine des crenarchZes les plus ZtudiZes viennent de Sulfolobus (Barry and
Bell, 2006). Il sagit d'une protZine spZcifique au genre, Sul7d, et d'une protZine trouvZe dans
un grand nombre deuryarchZes et de crenarchZes, Alba Par ailleurs, adors que les
euryarchZes utilisent un systeme similaire ~ celui des bactZries pour la division cellulaire
(mZcanisme basZ sur FtsZ), les crenarchZes ont un systeme diff Zrent. Jusqu” tres rZcemment,
aucun gene et aucune protZine n'Zaient connus. On sait dZsormais qu'un opZron de trois
genes, cdv, intervient au cours de la division, et que les protZines Cdv polymzZrisent entre les
deux nucl Zoedes sZgrZgeant, puis forment une structure plus petite pendant 1a constriction. Ce
systeme de division, unique, a AZ mis en Zvidence sur Sulfolobus acidocaldarius (Lindas et
al., 2008). Beaucoup reste encore ~ dZcouvrir sur les cycles cellulaires des archZes et leur
rZgulation.

Figure 16 : ReprZsentation schZmatique du cycle
cellulaire chez Qulfolobus. D'apre s Bernander, 2007.
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Le cycle celulaire de Sulfolobus comporte trois phases principales (Figure 16,
Bernander, 2007). Il sagit de la phase prZrZplicative G1 (< 5% du temps de doublement), de
la phase de rZplication S (! 33%), de la phase post-rZplicative (60-65%). Pendant la majeure
partie de la phase post-rZplicative, les deux gZnomes ne sont pas sZgrZgzs (stade G2). La
sZgrZgation et la constriction ont lieu respectivement pendant les stades courts M et D de la
phase post-rZplicative. La majoritZ des cellules dans une culture contient donc deux gZnomes.
Dans les cultures en phase stationnaire, les cellules sont bloquZes au stade G2, ce qui fournit
I'un des moyens, simple, de synchroniser les cellules. RZcemment, il a AZ dZmontrZ que les
cycles cellulaires sont similaires chez des crenarchZes reprZsentatives des ordres
Sulfolobales, Desulfurococcales et Thermoproteales (Lungdren et al., 2008).

3.2  Sulfolobusislandicusrod-shaped virus 2, SIRV2
3.2.1 Principales caractZristiques

SIRV2 appartient ~ la famille Rudiviridae (1..3.3.2) et a AZ isolZ de sources
gZothermiques situZes en Islande (Prangishvili et al., 1999). Les autres virus de cette famille
sont SIRV1, ARV1 et SRV, isolZs respectivement d'lslande (Zillig et al., 1994), d'ltalie
(Vestergaard et al., 2005) et des Aeores (Vestergaard et al., 2008b). SIRV2 et SIRV1 ont des
gZnomes prZsentant de fortes homologies de sZquences (Peng et al., 2001). Des particules
virales de morphotype identique ~ celui des rudivirus sont frZguemment rencontrZes dans les
environnements gZothermiques (1..3.3.2).

Comme pour tous les rudivirus, les virions de SIRV2 sont en forme de baguette
(23 nm x 900 nm) avec trois petites fibres ~ chague extrZmitZ (1..3.3.2). Les virions sont en
fait des tubes creux (diametre de la cavitZ intZieure, 6 nm) car il Sagit de nuclZoprotZines
enroul Zes en hice, un mode d'empaquetage du gZnome qui rappelle le TMV (1.3.1.1). Les
particules virales sont extre mement robustes (Prangishvili et al., 1999).

Comme les autres rudivirus, SIRV2 posssde un gZnome d ADN double-brin linZaire
(35502 kpb) dont les extrZmitZs, liZes de fason covalente, sont des sZquences inversZes
rZpAZes (1628 bp). Les sZquences inversZes rZpAZes contiennent des rZpzitions directes
multiples. Le gZnome a un bas contenu en GC, de 25% (Peng et al., 2001). || comprend 54
ORFs, et les deux premieres (et en consZquence les deux dernisres) sont incluses dans les
sZquences terminales inversZes rZpAZes. Une dizaine d'ORFs a des homologues dans les
gZnomes de tous les rudivirus connus (Figure 17). Ce sont gZzhZralement des ORFs de grande
taille ou de taille moyenne, situZes dans la partie centrale du gZnome, tandis que les genes
courts, situZs vers les extrZmitZs, sont non-conservzs. Peu de fonctions ont AZ identifiZes :
une protZine structurale (Prangishvili et al., 1999), une dUTPase (Prangishvili et al., 1998),
une Holliday Junction Resolvase (Birkenbihl et al., 2001). Mais certaines ORFs ont des
fonctions putatives (ex : glycosyl transfZrase) ou codent pour des domaines connus (ex :
RHH). Enfin, des insertions-dA2ions de fragments de 12 pb (ou multiples de 12 pb) ont AZ
remarquZes dans plusieurs gZnomes de rudivirus, mais pas chez SIRV2 (Vestergaard et al.,
2008Db). Le r e possible de ces insertions-dA Zions n'est pas Zvident.
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