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« Si les virus n’avaient pas été découverts, tout se serait bien passé »
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INTRODUCTION

L'introduction de ce manuscrit a trois objectifs: éclairer sur le contexte historique et
scientifique ayant rendu possible la découverte des virus géants, au travers de 1'évolution des
représentations de la virologie; présenter le contexte scientifique duquel a émergé mon projet de

thése ; définir et présenter les virus géants.

La virologie, histoire d'une discipline en perpétuelle évolution
g p perp

Si I’émergence de la virologie en tant que discipline apparait comme récente, un bref travail
historiographique de la microbiologie permet de déceler plusieurs étapes ayant conduit a
I’émergence de la virologie comme discipline. Dans Histoires de la virologie, des viroses et des
virologues l'universitaire franco-croate Mirko D. Grmek propose une lecture de l'histoire en 4
grandes «étapes » ! (Figure 1).
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Figure 1: Frise chronologique replacant les différentes figures des étapes de
la virologie.

La premicre étape, qualifiée de « préhistoire », remonte a I'Antiquité, ou les agents



responsables de maladies infectieuses sont appelés « poisonsy», ou « virus » en latin classique. C'est
de cette période que nous proviennent les premiéres descriptions symptomatiques de maladies,
comme la tuberculose, appelée alors par Hippocrate (Véme — [IVéme siecle av. J.-C.) « phtisie » ou
« tabes », qui font état d'une affection amaigrissante au long cours touchant les poumons. Dans De
Materia medica le médecin et botaniste grec Dioscoride Pedianos (40-90 aprés JC) concilie dans cet
ouvrage faisant référence jusqu'au début du XVeéme siécle, l'ensemble des remedes
pharmacologiques connus alors pour lutter contre ces « poisons ». A cette époque les connaissances
empiriques en pharmacologie s'accumulent rapidement et permettent un affranchissement des
premieres pratiques médicales relatives a la sphére sacerdotale 2, il est admis que le corps est
constitué de quatre éléments antagonistes fondamentaux : air, feu, eau et terre et que la santé repose
sur un équilibre entre ces forces. Cette vision mystique de la santé domine jusqu'a la Renaissance,

ou elle influence largement les arts et les lettres (Figure 2).
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Figure 2: Gravure de Albrecht
Diirer, « La Philosophie » (1502).
On peut observer a chaque angle de
l'oeuvre une allégorie des différents
éléements permettant l'équilibre de
la pensée.

On trouve peu de traces de tentatives d'explication des causes et des facteurs de la maladie.
Les premieres théories épidémiologiques émergent de fagon concomitante et au [Xéme siécle la
théorie des miasmes, attribuant la prolifération des maladies a des brouillards toxiques remplis de
particules issues de matiére décomposée, s'impose. Cependant, on observe aucune recherche sur la

nature des agents responsables de ces affections. Comme souvent, des idées contradictoires ont



émergé, entre autre celle de l'italien Girolamo Fracastoro (Figure 1) qui propose en 1546 que le
vecteur des épidémies est li¢ a la transmission d'entités semblables a des semences, ou celle du
médecin réformateur anglais Thomas Southwood Smith qui formule en 1830 I'hypothése que le
toucher permet la transmission des maladies. L'hégémonie de la théorie des miasmes permet,
paradoxalement, de nombreuses avancées sociales en terme sanitaire, ainsi, a la suite de la
propagation du choléra en 1850, s’entreprend la transformation de Paris sous le second Empire par
le préfet Haussmann.

C'est I'étude systématique des épidémies de choléra en France et en Angleterre qui permet de
réaliser des avancées en microbiologie, ouvrant une seconde « étape », ou « protohistoire » (Figure
1), de la virologie. Durant cette période, la recherche sur la nature et les causes des maladies
s'intensifie, notamment par l'usage de nouveaux instruments : le microscope optique, en particulier
les premiers mode¢les construits par Antoni van Leeuwenhoek a la fin du XVIIéme, et de supports
d'observation : les milieux de culture. Ainsi, par la mise en place de cultures pures, Pasteur
démontre que les « ferments » sont des organismes vivants, qu'il suggere ubiquitaires. Dans ses
« Communications sur les fermentations » de 1857-1858, Pasteur met ainsi fin au débat scientifique
concernant l'apparition de la vie sans ascendant a partir de matiére inanimée, ou génération
spontanée. Vingt ans plus tard, son agrégé préparateur Charles Chamberland et lui, en plein
développement du courant de pensée hygiéniste, démontrent dans « La théorie des germes et ses
applications » 3 que la culture successive d'un micro-organisme dans un milieu de culture stérile
peut atténuer la virulence du dit microorganisme. En parall¢le, deux mille ans aprés ses premieres
descriptions, I'unité nosologique et 1'étiologie de la « phtisie », rebaptisée alors « tuberculose », sont
établies. De 1865 a 1868, le médecin francais Jean-Antoine Villemin reproduit, chez des cobayes,
des 1ésions de la tuberculose humaine par inoculation de tissus infectés, prouvant ainsi qu'il existe
bien un lien de causalité entre la présence de 'agent infectieux et 1’apparition des symptomes de la
tuberculose. C'est dans ce contexte, en 1890, que le médecin allemand Robert Koch définit des
criteres destinés a établir la relation de cause a effet liant un microbe et une maladie * :

* Le micro-organisme doit étre présent dans tous les organismes souffrant de la maladie, mais
absent des organismes sains.

* Ce micro-organisme doit pouvoir étre isolé et croitre en milieu de culture pur.

* Le micro-organisme cultivé doit déclencher la méme maladie chez un animal de laboratoire
sensible.

* Le micro-organisme doit €étre @ nouveau isolé du nouvel organisme hote rendu malade puis

identifi¢é comme étant identique a I'agent infectieux original.



Peu a peu, ce postulat s'impose dans le domaine, alors inédit, de la microbiologie. Si les travaux
extrémement rigoureux de Pasteur et Koch permettent a la « théorie des germes » de supplanter
progressivement la « théorie des miasmes », les moyens matériels et 1’état des connaissances ne
permettent pas encore d'envisager différentes catégories d'agents infectieux. La notion implicite de
« taille » des agents pathogenes est introduite lorsque Charles Chamberland (Figure 1), continuant
ses travaux initiés avec Louis Pasteur sur la stérilisation, met au point un filtre de porcelaine (Figure
3) dont la granularit¢ des pores (0,1 a 1 pum) permet de stériliser I’eau en retenant les
microorganismes permettant ainsi aux habitations de profiter d'une eau courante potable.
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Figure 3: filtre de Chamberland en
porcelaine, fixé a un robinet,
permettant de stériliser l'eau courante
des habitations.

En 1892, le botaniste russe Dimitri Ivanovsky met en évidence que l'agent infectieux
responsable de I’éclaircissement et du dépérissement de plants de tabac n'est pas retenu par le filtre
de Chamberland, ouvrant ainsi l'ére « héroique » de la virologie. Ivanosky, alors encore étudiant,
n’ose pas briser le postulat de Koch, et n'envisage pas la découverte d'une nouvelle catégorie
d’agents pathogeénes. Ivanosky conclut plutdt que le micro-organisme responsable de la mosaique
du tabac est une toxine ou une petite bactérie. En 1898, a la demande d’Adolf Mayer, le chimiste
Hollandais Martinus Beijerink reproduit les résultats d'Ivanovsky sans avoir eu connaissance des

ses travaux. Par des expériences d'infections croisées de plants de tabac a plusieurs stades de
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développement ainsi que par des expériences de diffusions du filtrat en milieu solide 3, Beijerink
conclut qu'il existe un micro-organisme d'un genre nouveau, capable de se développer dans des
cellules préférentiellement en division. De méme, Beijerink ¢ propose que 1’agent infectieux de la
mosaique du tabac soit baptisé contagium vivum fluidum, en opposition au contagium vivum fixum
qui ne diffuse pas sur les milieux de culture solides nouvellement développés, brisant ainsi le
postulat de Koch. De fagcon concomitante, les deux collaborateurs de Koch : Friedrich Loeffler et
Paul Frosch, démontrent que 1'agent responsable de la fieévre aphteuse, une maladie du bétail, est un
agent filtrable. Cette découverte fait porter la théorie du contagium vivum fluidum au dela de la
biologie végétale. C'est grace au développement simultané de la biologie moléculaire et I’apparition
de nouveaux outils techniques : ultracentrifugation (1923 par Theodor Svedberg), microscopie
¢lectronique (Ernst Ruska 1937), cristallographie, que peuvent s'accumuler de nouvelles
observations et questions concernant la nature du contagium vivum fluidum. Ainsi, la cristallisation
du virus de la mosaique du tabac (TMV, Figure 4) par Wendel Stanley en 1935 (7, ®) la purification
du virus par ultracentrifugation puis électrophorése (Eriksso et Svedberg, 1936) et I'observation du
virus par microscopie €lectronique par Kausche en 1939 (Kausche et al. 1939), permettent de
renforcer 1'idée que les virus représentent une classe a part entiere d'agents infectieux. La
découverte des virus infectant les bactéries par Félix d'Hérelle en 1917 a I'Institut Pasteur de Paris
ne suffit pas a émanciper la virologie de la parasitologie et I'¢tude des agents filtrants reste un sous-
domaine de la bactériologie clinique. C'est dans ce contexte qu'est proposée la premiere
classification des virus, basée sur les maladies ou les symptomes cliniques qu’ils causaient. En
1940, Francis Holmes reprend le systéme de nomenclature binomiale de Linné, et sépare comme
suit : les Phaginae (virus infectant les bactéries), les Phytophaginae (virus infectant les plantes) et

les Zoophaginae (virus infectant les animaux).



Figure 4: Photos de cristaux de TMV. Figure d'apres
Stanley & al [§].

Le contexte scientifique est alors propice a un débat institutionnel sur la nature des virus.
C'est 1'étape « constitutive » de la virologie. Ce débat s'articule autour de trois théories principales.
En premier lieu, Wendel Stanley, biochimiste de formation, soutient que les virus sont de nature
chimique, issus d'une réaction auto-catalytique. En deuxiéme lieu, le microbiologiste australien
Frank Burnet, dont les travaux ont contribu¢ a mieux comprendre le cycle infectieux de certains
phages, soutient que les virus sont des €tres vivants réduits a une forme purement parasitaire °. En
troisieme lieu, Charles Bawden et Norman Wingate Pirie adressent une critique des travaux de
cristallisation de Stanley 7 et préferent avancer la théorie selon laquelle les virus sont de nature
ribonucléoproteiques. Ce débat est alimenté par les expériences d'hémagglutination du virus
influenza conduites par George Hirst en 1941 qui conclut alors que les virus peuvent contenir des
protéines !°. De plus, avec la découverte de I'ADN comme support de l'information génétique,
s'ouvre un nouveau débat sur la classification des virus, comme chainon manquant entre non-vivant
et premieres cellules. En 1957, I'accumulation d’expériences d'apparence contradictoires semble
propice a une premiere définition de la notion de « virus ». André Lwoff, microbiologiste frangais,
jette les fondements de la virologie dite « classique » dans une lapalissade devenue céleébre « Les
virus sont des virus ». Par un travail aussi éclectique, mélant biologie moléculaire, génétique et
¢tude morphologiques, que rigoureux ', André Lwoff propose une nouvelle classification stable du
monde viral basée sur une méthode semblable a celle des organismes cellulaires 2. Fondé sur les
travaux de biologie moléculaire les plus récents dans le domaine, Lwoff énonce ce qui distingue les
virus des organismes cellulaires avec les propositions suivantes :

* Les virus ne contiennent qu’un seul type d’acide nuclé¢ique (ADN ou ARN), support de



l'information génétique virale;

* Les virus sont des parasites intracellulaires obligatoires. Ils dépendent de 1’appareil de
traduction de 1'hdte. N'ayant pas de ribosome, les virus sont également dépendant du
métabolisme énergétique de la cellule infectée;

* Les virus se reproduisent directement a partir de leur matériel génétique par réplication (pas
de division binaire).

Bien que tres évasif sur la notion de taille comme critere de définition des virus, c'est a cette période
que la recherche de nouveaux virus dans les fractions virales (filtrat < 0,2 um) est systématisée. Ces
avancées scientifiques et le débat autour de la définition de virus permettent une reconnaissance
institutionnelle de la discipline. Ainsi, en 1955, a l'initiative de George Hirst, Lindsay Black et
Salvador Luria, la premiére revue a comité de lecture, dédiée spécifiquement aux publications liées
a I’étude des virus, voit le jour sous le nom univoque de Virology. De méme, en 1970 1'Union
Internationale des Sociétés de Microbiologie (IUMS), organisation non gouvernementale
dépendante du Conseil international pour la science et ayant vocation a promouvoir la science a
I’échelle mondiale, décide sous l'impulsion de son président André Lwoff (1958-1970) de se
structurer autour de trois poles indépendants :

* Ladivision de bactériologie et microbiologie appliquée

* Ladivision de mycologie

* Ladivision de virologie

C'est avec ces événements fondateurs que s'arréte ce premier paragraphe.

Lwolff, de la classification des virus a l'ICTV

Les efforts fournis par Lwoff pour proposer une classification jugée rigoureuse des virus
ainsi que son activité a la présidence de I'TUMS, permettent a la division virologie de cette
organisation de se doter d'un Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV). A sa création

en 1966, les prérogatives de I'CTV sont simples :
* Développer une taxonomie internationalement reconnue.
+ Etablir des noms convenus au niveau international pour les taxons.

* Communiquer aux virologues les décisions prises concernant la classification et la

nomenclature des virus en organisant des réunions et en publiant des rapports annuels.
* Maintenir un index officiel des noms convenus.

* Etudier les effets des virus dans la société moderne et leur comportement.



Suivant la classification des organismes cellulaires, I'ICTV utilise dix niveaux hiérarchiques pour

classer les virus:
* Domaine (-viria)
* Reégne (-virae)
e Phylum (-viricota)
* (lasse (-viricetes)
*  Ordre (-virales)
* Famille (-viridae)
*  Sous-famille (-virinae)
* Genre (-virus)
* Sous genre et espece

En accord avec ses prérogatives de maintien d'un index officiel des noms convenus, I'ICTV
publie chaque année le détail de l'ensemble de la taxonomie virale validée. Dans son rapport de

2019 I'ICTV fait état de 4 Domaines, 9 Régnes, 16 Phylum, 36 Classes, 55 Ordres, 168 Familles,

103 Sous-familles, 1421 Genres, 68 Sous-genres, 6590 Especes '°. Les travaux présentés dans ce
manuscrit se focaliseront sur 1’étude des virus a ADN double brin infectant les eucaryotes de 1'Ordre

Megavirales incluant les famille :

*  Ascoviridae

*  Asfarviridae

* [Iridoviridae

*  Marseilleviridae

*  Megaviridae ou Mimiviridae
*  Pandoraviridae

*  Phycodnaviridae

*  Pithoviridae

*  Poxviridae

Tout au long de ce manuscrit nous verrons les avantages et les limites de cette classification, il est
important de noter également que seules les familles de virus géants acceptées par I'lCTV sont les

Marseilleviridae et les Mimiviridae. La référence a d'autres familles de virus géants sous entend
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donc que ces dernicres ont été proposées mais non validées.

Les grands virus a ADN nucléocytoplasmiques

Le dénominateur commun des Megavirales, autrement appelés grands virus a ADN
nucléocytoplasmiques (NCLDV), est la grande taille de leur génome et la présence de génes

codants pour tout ou une partie de la machinerie de transcription, la réparation de I'ADN et la

réplication. Avant la découverte de mimivirus, on comptait 5 familles de NCLDV 4.

Les Poxviridae

La famille des Poxiviridae est la famille de NCLDV dont nous connaissons le plus de
représentants et dont le spectre d'hotes connus est le plus large 5. Ce spectre d'hdte treés varié a
amené a définir deux sous-familles: les Entomopoxvirinae, infectant les arthropodes et les
Chordopoxvirinae infectant les cellules de vertébrés. L’intérét historique pour les poxvirus est li¢ au
caractére pathogene de 4 genres de Chordopoxvirinae: Vaccinia virus (VACV), Cowpox virus
(CPXV), Molluscum contagiosum virus (MCV) et Monkeypox virus (MPXV). Les poxvirus
expriment l'ensemble de la machinerie de transcription, de maturation des transcrits et de réplication
de ’ADN permettant au cycle infectieux de se dérouler exclusivement dans le cytoplasme de la
cellule . La capside en forme de donut (Figure 5), d'une taille moyenne de 200 x 300 nm,
enveloppée ou non, contient un génome linéaire allant de 128 a 365 kpb (respectivement pour le
genre Parapoxvirus et Avipoxvirus) 7. Le génome des poxvirus code pour plus de 200 protéines et
adopte une structure secondaire particuliere a ses extrémités. En effet, les extrémités du génome
sont liées de facons covalentes grice a une structure tige-boucle (hairpin) aux extrémités du

génome 8.
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Figure 5: (A) Image de coloration négative de virions du virus de la
vaccine. On observe les structures tubulaires de capside caractéristique
des poxvirus (excepté les parapoxvirus). (B) Schéma de la capside des
poxvirus du genre Orthopoxvirus (et tous les autres genres de poxvirus
vertébrés a l'exception du genre Parapoxvirus), montrant le noyau
biconcave et les corps latéraux. Figure d'apres Burrell & al [17].

Les Phycodnaviridae

Les Phycodnaviridae, dont la traduction littérale du nom est « virus a ADN infectant les
algues » est une famille de NCLDV largement étudiée pour le role que ces virus jouent dans la
régulation des populations d'algues unicellulaires du genre Chlorella . Six genres, au spectre
d'hote spécifique, sont décrits: Chlorovirus infectant Chlorella, Coccolithovirus infectant les
Coccolithophores du genre Emiliana huxleyi, Prasinovirus infectant des Prasinophytes comme
Micromonas pusilla, Prymnesiovirus infectant Prymnesioiphytes, Phaeovirus infectant des algues
multicellulaires de la famille des Phaeophycae e t Raphidovirus infectant des Heterosigma
akashiwo. A 1'exception des Coccolithovirus qui codent pour leur propre ARN polymérases, le
cycle infectieux des Phycodnavirus nécessite en phase précoce le recrutement des ARN
polymérases de I'hote directement dans le noyau . Autre singularité, les Phaeovirus ont la
spécificité d'avoir une phase lysogénique 2!. Les particules icosaédriques des Phycodnaviridae ont
une taille allant de 115nm a 202 nm respectivement pour Phaeovirus et Raphidovirus (Figure 6). Le
support de l'information génétique est un ADN double brin de 160 a 560 kpb linéaire qui peut se
circulariser selon plusieurs modeles 2 : tige-boucle (Coccolithovirus) ou répétitions en tandem
(Chlorovirus). Le nombre de protéines prédites varie également beaucoup, de 231 pour EsV-1

(Phaeovirus) a 472 pour EhV-86 (Coccolithovirus).
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Figure 6: (A) Reconstruction 3-D du virion de Paramecium
bursaria chlorella virus (PBCV-1), d'une taille de 190 nm.(B)
Coupe transversale de la reconstruction 3-D montrant la
membrane interne du virion. (C) Image de microscopie
électronique montrant la digestion de la capside au point de
contact entre le virion de PBCV-1 et la membrane cellulaire. (D)
Image de microscopie éléctronique montrant le relargage du
contenu de la capside de PBCV-1 dans le cytoplasme. (E) Zone
d'assemblage des virions de PBCV-1 dans le cytoplasme a 3-4h
post infection. Figure d'apres Van Etten & al [19].

Les Asfarviridae

Jusqu'a peu, l'unique représentant de la famille des Asfarviridae est I’ African Swine Fever
virus (ASFV), responsable de la peste porcine africaine (ASF). Ce virus provoque des hémorragies
chez les porcs domestiques et les épidémies d'ASF se sont rapidement répandues dans I'ensemble de
I'Asie du Sud-Est durant la derniére décennie, causant la mort de plus de 1,2 millions de porcs
d’élevage en 2018 2 expliquant ainsi I’intérét scientifique autour de 1’étude de ce virus. Le cycle
viral de I'ASFV se déroule dans le cytoplasme de la cellule hdte tout en ayant des interactions avec
le noyau. La capside icosahedrique enveloppée de ce virus, d'une taille allant de 170 a 200 nm de

diamétre (Figure 7), renferme un génome linéaire d'une taille allant de 170 a 190kpb et codant pour
150 a 167 ORFs?*. Depuis la premicre épidémie d'ASFV au Kenya en 1907, d’autres virus
apparentés a cette famille ont été découverts : Faustovirus »*, un virus infectant les amibes
Vermamoeba vermiformis, et possédant un génome de 466 kb, Kaumoebavirus *° et Pacmanvirus ?’.

\ r

Trés récemment, le plus proche parent d'ASFV connu a ce jour a été¢ identifié 8. Cet agent
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responsable d'une atrophie du pied des ormeaux du genre Haliotis discus discus, au génome d'une

taille de 155 kpb et codant pour 159 protéines a été baptisé Abalone asfa-like virus.
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Figure 7: Photographie de microscopie électronique montrant la structure et
composition protéique d'une capside d'ASFV. (4) Particule virale intracellulaire
complete d'ASFV. (B) Virion d'ASFV mature dans le milieu extracellulaire. Flgure
d'apres Salas & al [24].

Les Iridoviridae

Les Iridoviridae consitue une famille de NCLDV trés diverse 4. Deux sous familles sont
décrites Alphairdonovirinae et Betairiridovirinae et six genres: Megalocytivirus, Lymphocystivirus
et Ranavirus pour les Alphairdonovirinae et Iridovirus, Chloriridovirus et Decapodiridovirus pour
les Betairiridovirinae. Le spectre d'hote des Iridoviridae est large et comprend a la fois des
amphibiens, des poissons et des arthropodes. L'étude des Iridoviridae a été motivée par les
épidémies de Ranavirus responsables de pertes financieres importantes pour l'industrie de la péche
2. Comme pour les Poxviridae, la phase précoce du cycle viral des Iridoviridae se déroule dans le
noyau de la cellule infectée, permettant 1'expression précoce de I'ADN et I'ARN polymérase virale,
le reste du cycle infectieux se déroule dans le cytoplasme. Le relargage des virions matures peut se
faire par lyse de la cellule hote ou exocytose. De ce fait, les particules virales icosaédriques des
Iridoviridae, peuvent étre ou enveloppées ou nues. La capside virale, d'une dimension de 120 a 300
nm de diameétre (Figure 8), renferme un génome linéaire de 102 a 303 kpb avec des séquences
terminales redondantes et circulairement permutées **. On estime que les Iridoviridae codent pour

97 a 193 protéines.
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Protéines membranaires

Figure 8: (A) Particule virale de Frog virus3 par microscopie électronique a cryo-
fracture. (B) Schéma de la particule virale de Frog virus3. Figure d'apres Darcy-
Tripier & al [29].

Les Ascoviridae

La famille des Ascoviridae est la dernieére famille de NCLDV a avoir été découverte avant
celle des virus géants. A ce jour, elle ne compte qu'un seul genre, Ascovirus, capable d'infecter des
Lépidopteres. D'une forme ovoide (du grec askos « sac »), la particule virale de 130 nm par 300 nm
contient un génome circulaire, d'une taille comprise entre 150 et 186 kpb 3! (Figure 9). Le cycle de
réplication de ces virus est nucléocytoplasmique : les premieres étapes du cycle s’effectuent dans le

noyau de la cellule hote, avant de se terminer dans le cytoplasme 32
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Figure 9: Structure de la particule virale des ascovirus. (4)
Schéma des différentes couches composant le virion. (B)
Image de microscopie électronique de particules virales
d'ascovirus montrant l'enveloppe interne et externe. (C)
Image de coloration négative montrant l'enveloppe externe
en filet de la particule virale. Figure d'aprés Zaghloul & al
[31].

Nous venons de voir que la classification des virus, permise par les avancées de la
génomique, reprend les codes et les usages en vigueur dans la classification des organismes
cellulaires. Ainsi, la présente description des différentes familles historiques de NCLDV ouvre le

débat sur I’existence ou non d'une origine commune a ces différentes familles virales (i.e. constituer

un groupe monophylétique) (Figure 10).
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Figure 10: Phylogénie des familles
historiques de NCLDV. L'arbre a été
construit a partir des séquences de
protéines majeures de capside. La
reconstruction a été faite par méthode
du maximum de vraisemblance en

utilisant MEGA746 Figure d'apres
Matsuyama & al [28].
Premierement, nous pouvons noter que les cycles infectieux ne sont pas les mémes pour
toutes ces familles de NCLDV. Les différences majeures sont a observer dans la dépendance vis a
vis du noyau de I'hote. Les Poxviridae sont entierement indépendants du noyau. Les Iridoviridae et

Asfarviridae en sont partiellement dépendants pour l'expression des geénes précoces dont I'ARN

polymérase virale et la ADN polymérase. A contrario, les Phycodnaviridae ne possédent pas d'ARN

polymérase ', et sont dépendants du noyau de I'h6te durant I’intégralité du cycle infectieux (Figure

11).
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Figure 11: Suivi du noyau de la cellule hote au cours du cycle infectieux de Paramecium
bursaria chlorella virus (PBCV-1) et Vaccinia virus (VACV) par microscopie optique et
electronique. (A) Le marquage du noyau cellulaire au DAPI montre que l'intégrité du noyau
est maintenu tout au long du cycle infectieux de VACV. (B) Image de microscopie électronique
de Paramecium bursaria chlorella non infectée (gauche) et 1h post-infection par PBCV-1. On
observe une déformation du noyau. (C) Suivi par fluorescence du noyau (asterix), on observe
apres 1h d'infection une déformation du noyau. Figure d'apres Kieser & al [16] et Milrot & al

[19].

Deuxiemement, la structure des virions n'est pas homogene chez tous les NCLDV. La
structure icosaédrique semble étre un élément commun aux [ridoviridae, Asfarviridae et
Phycodnaviridae, tandis que la structure en sac des Ascoviridae et en donut des particules de
Poxviridae semble singulic¢re. La présence d'une protéine majeure de capside (MCP) ayant un motif

double tonneau beta chez I'ensemble de ces virus supporterait une histoire évolutive commune 3.

Troisiémement, malgré la présence de 8 groupes de protéines homologues (orthogroupe)
chez tous les représentants des NCLDV historiques (parmi lesquels on retrouve : une hélicase, une
packaging ATPase, un Facteur de transcription, la MCP et une protéine membranaire) il n'existe pas
suffisamment d'arguments clairs validant ou réfutant la possibilité d'une origine commune a ces 5

familles de NCLDYV sur la base de I'étude d'un génome coeur aussi restreint.

Nous verrons dans le reste de cette introduction en quoi la découverte des virus géants et
leur classification au sein des NCLDV contribue a alimenter le débat en faveur d'une origine
polyphylétique de ces derniers. Le travail réalisé durant ma thése permet également de mettre en
lumiére pourquoi I'étude comparative de virus géants anciens avec des représentants récents permet

d'alimenter ce débat.
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Découverte des virus géants : Mimivirus.

C'est avec le postulat de Lwoff et ’avénement de la virologie comme domaine a part enticre
de la Microbiologie que le travail historiographique de Mirko D. Grmek s’arréte. Depuis, entre les
années 60 et 90, l'analyse systématique des fractions virales (i.e filtrat de taille inférieur a 200 nm) a
permis la découverte de nombreux virus, Ebola (1976), VIH (1983),... Les travaux récents ayant
conduits a la découverte des virus géants permettent d'ajouter a cette histoire un cinquiéme volet. A
I'image des conclusions tirées plus haut, la découverte des virus géants a ét€ permise par une
conjoncture d'événements, combinant développement technique et avancées des connaissances.
L'objectif de ce paragraphe est de décrypter les étapes clefs qui ont conduit a rentrer dans cette
nouvelle ére de la virologie.

En 1992, lors d'une épidémie nosocomiale de pneumonie a I'hopital de Bradford en
Angleterre, le microbiologiste du laboratoire de santé publique de Leeds, Tim Rowbotham, se
penche sur le systéme de refroidissement de I'hdpital pour y chercher 1'agent infectieux responsable
de cette épidémie. Pour identifier les bactéries pathogeénes du genre Legionnella il utilise en guise
d’appat des protozoaires du genre Acanthamoeba, sensibles aux infections par les 1égionelles. C'est
ainsi que Tim Rowbotham pense avoir isolé dans une amibe I'agent responsable de la pneumonie. Il
observe au microscope optique le parasite intracellulaire et apres coloration de Gram en déduit que
ce dernier est un coque Gram positif d'un genre nouveau baptisé alors Bradford coccus 3* (Figure
12). La caractérisation de Bradford coccus est restée longtemps impossible, 1'amplification
permissive de I'ARN ribosomique 16S en routine, permise par les nouvelles techniques de
séquencage, n'y fait rien. Il faut attendre 2003, soit 11 ans plus tard, pour que des images de
microscopie électronique soient réalisées qui sement le doute sur la nature de ce parasite. Ces
observations révelent que l'agent infectant Acanthamoeba pourrait ne pas €tre une bactérie mais un
virus icosaédrique a la forme sans équivoque (ref). Les dimensions exceptionnelles de la capside
(pres de 400nm et 750nm en considérant les fibres entourant la capside), laissent perplexe les
chercheurs. Comment envisager ’existence d'un virus suffisamment géant pour étre visible au
microscope optique ? Qu'en est-il de la définition historique de Lwoff ? Les interrogations
soulevées par ces observations trouvent des réponses dans des résultats obtenus par l'utilisation des
outils de séquencage de nouvelle génération. En 2004, l'expertise du laboratoire Information
Génomique et Structural (IGS) en maticre d'analyse des génomes, permet d'apporter la preuve finale
sur la nature virale de ce nouveau microorganisme *. La taille impressionnante du virion, rendant ce
dernier visible au microscope optique, conduit les équipes du projet a baptiser ce virus Mimivirus

pour microbe mimicking virus. Les preuves apportées par les données de séquencage : absence de
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genes du métabolisme énergétique, pas de ribosomes, présence de geénes conservés par tous les
NCLDV, satisfont la définition stricte énoncée par Lwoff un demi-siécle auparavant tout en
apportant une correction fondamentale : le critére de taille implicite ne semble pas étre une

propriété intrinseéque des virus.

%
-

Figure 12:Parasites intra-cellulaires stricts d'Acanthamoeba polyphaga. (A) Parachlamydia
acanthamoeba. (B) Mimivirus, initialement décrit comme une bactérie d'un genre nouveau baptisé
Bradford coccus, visible par microscopie optique. (C) Image de microscopie électronique de
Mimivirus laissant supposer la nature virale de ce parasite intracellulaire. (D) Particule virale de
Mimivirus observée par microscopie électronique a transmission, on peut noter la taille des fibres
recouvrant la particule. Figure d'aprés Raoult & al [34].

L'analyse du génome de Mimivirus a également ébranlé d'autres dogmes bien établis. Son
génome d'une taille avoisinant 1.2Mb, et codant pour plus de 1000 protéines (Figure 13) est

largement plus complexe que les plus gros virus connus alors, parmi lesquels les Chloroviridae.
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Figure 13:Carte du chromosome de Mimivirus ou les séquences qui codent
pour des protéines sont indiquées sur les deux brins du génome : les
séquences sont colorées selon leurs catégories fonctionnelles. Les séquences
colorées en gris sont celles dont la fonction est inconnue. Les fleches rouges
indiquent [’emplacement et [’orientation des ARN de transfert (ARNt). Figure
d'apres Raoult & al [35].

L'analyse des genes a d'une part révélé la présence des 9 genes du génome coeur des
NCLDV, conduisant de fait a proposer les Mimiviridae comme une nouvelle famille de grands virus
nucléocytoplasmiques. Parmi les protéines prédites détectées chez Mimivirus, la moitié n'ont pas
d'homologues connus dans les bases de données (ORFan ), laissant envisager des structures
tertiaires de protéines et des fonctions encore inconnues. Parmi les protéines ayant des fonctions
connues on retrouve, en plus des protéines impliquées dans divers voies métabolique (glycosylation,
lipides, acides aminés), la réplication, la réparation de 'ADN et la transcription. Il s'est avéré que
Mimivirus code également pour 4 aminoacyl-ARNt ligases (Arg, Tyr, Cys, Met), des facteurs
d'initiation, d'¢longation et de terminaison de la traduction. La présence de genes impliqués dans la
traduction a alors surpris la communauté scientifique. Cette découverte fait de Mimivirus le premier
virus a coder pour une partie de la machinerie de traduction, étendant largement le répertoire des

geénes viraux connus jusqu'alors et venant poser une nouvelle limite a la définition de Lwoff
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concernant 1’absence de traduction chez les virus. Enfin, en présentant une complexité génétique
proche de celle de certaines bactéries intracellulaires comme les Rickettsia ou les Mycoplasma,
Mimivirus remet en question la frontiere arbitraire, relative a la complexité génétique, qui existait
entre le monde viral et monde cellulaire (Figure 14).
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Figure 14: Continuum entre les différentes tailles de génome de plusieurs entités biologiques.
Cette figure demontre qu'il n'existe plus de barriere basée sur la complexité des génomes entre
ces differentes classes d'entités.

Pour finir, cette découverte ouvre une porte sur un nouveau pan du monde viral inconnu : les

virus géants infectant des eucaryotes unicellulaires.

Ecologie et virus géants, enjeux et étude du permafrost

Comme nous avons vu dans les paragraphes précédents, la recherche de nouveaux virus a
¢été, jusqu'au début du 21¢me siécle, largement liée a des questions sanitaires et économiques. Ce
sont les avancées de la génomique environnementale permises par les nouvelles techniques dites
« omiques », qui sortent la virologie progressivement du carcan épidémiologique. Le caractere

révolutionnaire de la découverte de Mimivirus pousse Jean-Michel Claverie et Chantal Abergel a
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explorer ce champ inconnu ouvert par Mimivirus en explorant divers environnement via la collecte
d'échantillons d'eau et de sédiments notamment. Avec le temps, I'orientation du laboratoire IGS vers
la découverte de nouvelles familles de virus géants a permis de développer un savoir-faire unique
dans la collecte d'échantillons environnementaux, notamment d'eau de mer, d'eau douce, de
sédiment, de terre et enfin de pergélisol, ainsi que dans les protocoles de réactivation de virus
géants. Nous allons voir dans ce paragraphe que 1’étude de la diversité virale de milieux inexplorés

répond a divers enjeux scientifiques.

La mer couvrant 70% de la surface terrestre, l'engouement pour la virologie
environnementale a commencé par 1'étude de cet environnement. En 2004, par une campagne tres
médiatisée de collecte et d'analyse d’échantillons d'eau de mer par métagénomiqe baptisée Global
Ocean Sampling, le biologiste Craig Venter se lance dans la premiere étude du « microbiome »
marin a grande échelle. En guise de test, une premiere série ¢chantillonnage pilote a été réalisée par
les équipes de Craig Venter en mer des Sargasses. L'analyse des données de s€quengage avait alors
permis de caractériser in silico la présence de séquences proches de Mimivirus dans les échantillons
d'eau de mer?’. C'est avec les prélevements réalisés au cours de la mission Tara Oceans,
rassemblant un consortium international, qu'est lancé la premiére analyse et caractérisation
fonctionnelle de la biodiversité¢ des écosystémes planctoniques des océans a grande échelle.
L'analyse récente des échantillons de séquences ADN provenant des échantillons de Tara Ocean a
confirmé que les Mimiviridae, infectant probablement des haptophytes, sont largement representés
dans les océans et jouent un role clef dans le processus par lequel les organismes océaniques
transfeérent le carbone des eaux de surface a l'intérieur des océans et aux sédiments des fonds

marins®® (Figure 15).
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Figure 15: Abondance des NCLDV associés a l'exportation du carbone océanique. (4) Localisation
des 40 points d’échantillonnage de surface de la mission Tara Ocean a ['origine des 61

métagénomes. (B) Abondance relative de diverses familles de NCLDV dans les échantillons. On

observe que les Mimiviridae sont largement majoritaires dans les échantillons. Figure d'apres
Blanc-Mathieu & al [38].
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En parallele, en 2011, une équipe de I'IGS, ayant bénéficié du programme européen

ASSEMBLE (“Association of European Marine Biological Laboratories”), se lance dans une
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campagne d’échantillonnage d'eau de mer sur les cotes chiliennes, premiere expédition

exclusivement dédiée a la recherche de nouveaux virus géants marins.

Dans la base de référence mondiale pour les ressources en sol, le cryosol est le sol des
régions froides contenant du pérgelisol. Le pergélisol est une couche de sol, de sable ou de roche
plus ou moins profonde dont la température est inférieure a 0°C durant plusieurs années, on en
retrouve de trois types : continu, discontinu ou sporadique. L’intérét pour 1'étude de ces cryosols et
celle des virus infectieux qu'ils renferment est double. La recherche de nouvelles familles virales et
I'étude de virus géants anciens, la crainte grandissante dans la société vis a vis du réchauffement
climatique et des conséquences de la fonte du pergélisol ¥ #. S’intéresser aux virus du permafrost
c'est contribuer a percer le secret de l'origine des virus géants et anticiper la nature des potentiels

agents infectieux potentiellement libérés par la fonte du pergélisol.

En 2010, le laboratoire s'est penché sur les travaux conduits par les équipes du laboratoire de
David Gilichinsky de 1'Académie des Sciences de Russie. Ces études commencées il y a plus 30
ans, et peu connues du grand public, ont fourni de multiples démonstrations que les sols gelés de
Sibérie contiennent une grande diversité de microorganismes cultivables, conservant leur capacité
infectieuse apres plusieurs dizaines de milliers d'années passés dans le pergélisol ' 2. Point d'orgue
de ces recherches, les équipes de David Gilichinsky ont réactivé en 2012 une plante fertile entiére
du genre Silene (famille des Caryophyllaceae) a partir de tissus de fruits maternels immatures
datant du Pléistocene supérieur (126000-11700 ans) 4. Sur le plan fondamental ces travaux ont
conduits le laboratoire a entamer une collaboration avec les équipes du Pr Elizaveta Rivkina du
laboratoire d'expertise des cryosol de I’Académie des Sciences de Russie basé a Pushino, via
l'obtention d'un appel conjoint a un projet de recherche collaboratif (PRC) avec la Russie. L'objectif
est clair : savoir si, au méme titre que des eucaryotes et des procaryotes, il existe dans le pergélisol

des virus infectieux.

En plus du caracteére exploratoire que constitue la recherche de nouveaux virus géants,
'étude du pergélisol constitue un enjeu sanitaire majeur. L'amplification par PCR de génes (B7R,
A30L et E9L) du virus de la variole (Siberian smallpoxvirus) dans des échantillons pulmonaires de
momies gelése enterrées il y a 300 ans en Yakoutie, Sibérie # confirme que les capacités
cryoprotectrices du pergélisol permettent le maintien de fragments d'ADN viraux dans le sol gelé.

Les épidémies récentes d'anthrax provoquées par des souches de Bacillus anthracis dont les spores

conservées dans le pergélisol des régions de Yakoutie (2015) et de la péninsule de Yamal (2016) 4,
le pergélisol constitue donc un réservoir encore largement inconnu d’espéces microbiennes

cultivables dont certaines pathogenes et conservant leur potentiel infectieux aprés plusieurs milliers
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d'années passés dans le pergélisol. En plus d'étre un réservoir de micro-organismes pathogenes,
I’étude et le séquencage de souches de Staphylococcaccae psychrophiles (Staphylococcus warneri
et hominis) réactivées a partir d'échantillons de pergélisol du Mioceéne (15,97 millions d'années a
11,6 millions d'années) ont permis la découverte de nouveaux geénes de résistance a plusieurs

familles d'antibiotiques : aminoglycosides, beta-lactimes, macrolide, lincosamide, streptogramine B

et chloramphénicol . Ces récentes découvertes font donc du pergélisol un réservoir de génes
encore inconnus dont certains pourraient présenter un intérét médical. C'est dans la continuité de ces

questionnements que s'inscrit le présent sujet de these.

Les différentes familles de virus géants

La découverte historique de Mimivirus a permis d'entrevoir un pan entier du monde viral
jusqu'alors masqué par une pratique arbitraire deux fois centenaire, a savoir la recherche de virus
uniquement a partir de la fraction virale. Le travail exploratoire réalisé¢ au laboratoire IGS, grace a la
lignée de protozoaires du genre Acanthamoeba castellanii, a contribué¢ a la découverte de 5
nouveaux types de virus géants, i.e de virus visibles par microscopie optique, conduisant a proposer
4 nouvelles familles de NCLDV aux caractéristiques propres variées : structure de la capside, taille
du génome, mode de réplication 4’ # (Figure 16)... Pour la suite du manuscrit, je tiens a préciser un
¢lément important : je ne parlerai ici que des virus isolés, laissant donc volontairement de coté les

génomes viraux assemblés par méta-génomique.

25



Mimiviridae Pandoraviridae Pithoviridae Mollivirus

s

A —e B

Phagocytose

Ouverture de
la capside

Usine virale

p;.\d.mmmsls

Asfarviruses

Famille Virion Taille de la parlicule(nm) Isolats Taille du ‘génome(kb) GC% Cycle
Mimiviridae Icosaédrique 755 >20 1600-370 25-41 Cytoplasmique
Marseilleviridae Icosaédrique 200 >20 390-360 43 Nucleaire et cytoplasmique
Pandoraviridae Amphore 1000x500 >10 2800-1850 59-60 Nucleaire et cytoplasmique
Pithoviridae Amphore 2000%500 5 685-575 38 Cytoplasmique

Mollivirus Spherique 600 1 650 60 Nucleaire et cytoplasmique

Figure 16 : Les différentes familles de virus géants. (4) Reconstruction phylogénique basée sur
I'ARN polymérase ARN-dépendante des NCLDV. Figure d'aprés Aherfi & al. (B) Images de
microscopie électronique présentant différentes étapes des cycles infectieux de différentes familles
de virus géants. Figure d'aprés Abergel & al [47]. (C) Caractéristiques des grandes familles de
virus géants connus [48].

La famille des Mimiviridae s'agrandit

A la suite de la campagne d'échantillonnage a la station marine de Las Cruces au Chili, la
mise en culture en présence d'amibes du genre Acanthamoeba castellanii du retentat d'un litre d'eau
de mer filtrée sur membrane 0,2 pm a permis la réactivation d'un nouveau virus géant icosaédrique,
cousin ¢loigné de Mimivirus, baptisé Megavirus chilensis ¥°. La découverte de ce nouveau virus
géant tout aussi exceptionnel a fini de convaincre la communauté scientifique que Mimivirus n’était
pas un «phénomene de foire» isolé mais au contraire que les Mimiviridae étaient vraisemblablement
une nouvelle famille virale abondante dans différents types d'environnements. Ainsi, Megavirus
chilensis 1égérement plus complexe que Mimivirus code pour 7 aminoacyl-ARNt-ligase, soit un
héritage de geénes impliqués dans la traduction encore plus important que pour Mimivirus. Plus
étonnant encore, bien que les deux génomes soient colinéaires en leurs centres, le contenu génique
des deux virus différe. Ils contiennent 20% de genes qui leurs sont propres, 80% desquels n'ayant

pas d'homologues dans les bases de données publiques. Ces génes, propres a chaque familles virale
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et n'ayant pas d'homologues disponibles dans les bases de données publiques sont appelés ORFans
(Figure 17). Ces génes codant pour des protéines inconnues constituent donc un réservoir de

nouvelles fonctions potentielles.

B Virus Génes Geénes codants protéines homologues Geénes spécifiques ORFan strict ARNt ligase
Mimivirus 979 594 199 186 4
Mégavirus chilensis 1120 594 268 258 i

Figure 17: Caractéristiques de Megavirus, second virus géant découvert et proche parent de
Mimivirus. (A) Image de microscopie électronique montrant la structure icosahedrique de
Megavirus chilensis (©Chantal Abergel, 1GS). (B) Tableau présentant les différences entre
Mimivirus et Megavirus chilensis. On observe que plus de la moitié des genes sont partagés entre
les deux virus (594), parmis les genes strictement uniques a chacun des deux virus 186 genes de
Mimivirus n'ont pas d'homologues dans les bases de données (ORFan strict) et 258 pour Megavirus
chilensis.

Megavirus chilensis a ouvert la voie a la découverte de nombreux autres virus géants de la
famille des Mimiviridae, élargissant d'autant le spectre d'hote de ces virus. Comme pour les autres
familles de NCLDV, il a été proposé de subdiviser les Mimiviridae en plusieurs sous-familles
dépendant de leurs hotes respectifs : 1es Megavirinae infectant des protozoaires du genre
Amoebozoa, les Mesomimivirinae infectant des algues uni-cellulaires et les Klosneuvirinae dont

I'unique représentant est Bodo saltans virus et infectant un protozoaire du méme nom * (Figure 18).
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Figure 18: Phylogénie des Mimiviridae. L'arbre phylogénétique est basé
sur la séquence de I’ADN polymérase (modele de substitution LG+F+RS).
Dans ce manuscrit nous parlerons des virus isolés et dont le génome est
sequencé (en rouge), les autres virus sont issus d’assemblages de
séquences de métagénomique.

On s’intéressera ici aux 3 lignées de Megavirinae infectant des protozoaires du genre
Acanthamoeba :Mimivirus (A), Moumouvirus (B) Megavirus (C), et auxquelles ont peu ajouter

depuis 2018, Tupanvirus °! (Figure 19).
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Figure 19: Phylogénie des Megavirinae. L'arbre phylogénétique est basé
sur la séquence de I’ADN polymérase (modele de substitution
JTTDCMut+F+G4).

La structure des particules virales de ces Mimiviridae est similaire, a l'exception de

Tupanvirus qui prolonge sa capside d'une queue tubulaire de 500 nm (Figure 20). On retrouve une
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capside de symétrie icosaédrique d'un diameétre avoisinant 450 nm a 500 nm et recouverte d’une
couche dense de fibres mesurant 125 nm a 150 nm de long (Figure 20). La structure de la particule
virale est donnée par des protéines homologues a la protéine majeure de capside (MCP) L425 de
Mimivirus. On retrouve deux membranes lipidiques entourant un nucléoide de 340 nm de diameétre
52, La faible densité de compaction de I'ADN viral (0,006nm3/bp) suggére que ce nucléoide pourrait
contenir plusieurs copies du génome viral et/ou des protéines en abondance. A l'heure actuelle, la
caractérisation de cette structure interne permettant la compactions de I'ADN viral est un axe de

recherche prioritaire pour le laboratoire.

Figure 20: (A) Coupe de microscopie électronique a transmission d'une particule virale mature de
Mimivirus dans le cytoplasme de l'amibe. (B) Détail des structures membranaires de la particule
virale. Figure d'aprés Mutsafi & al [52]. (C) Deux photographies par microscopie électronique de
particules virales de Tupanvirus, présentant une capside similaire a Mimivirus mais ayant une
queue tubulaire de 500 nm, en haut microscopie a transmission et en bas microscopie a
balayage.Figure d'apres Abrahdo & al [51].

Les fibres qui entourent la capside virale sont essentiellement composées de trois protéines,
R135, L725 et L829, dont deux sont glycosylées (R135 et L829), et deux sont de fonction inconnue
(L725 et L829). La caractérisation récente de viosamine acétylée dans la composition des fibres
laisse supposer que ce sucre, composant notamment la couche lipopolysaccharidique de certain
Escherichia coli, permet a la particule virale d’adhérer a Acanthamoeba castellanii et d’étre

phagocyté par 1'amibe au méme titre qu'une bactérie 33 34,

Le cycle viral d'une durée avoisinant 10h se déroule en plusieurs étapes *° : aprés avoir été
phagocyté la particule virale s'ouvre grace a une structure tétragramme, baptisée « startgate » et
permettant la fusion de la membrane interne du virion avec la membrane du phagosome ¢ (Figure

21). Le canal ainsi crée relie I’intérieur de la particule virale avec le cytoplasme permettant ainsi au
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«nucleoide » d'étre transféré dans le cytoplasme de I’amibe. La transcription précoce des génes
viraux, ainsi que la maturation des transcrits viraux, est initiée par les protéines contenues dans la
particule. Une fois cette phase précoce terminée, une zone d'exclusion des organites de I'hote se
forme et permet la mise en place d'une « usine virale ». Cette zone non membranaire concentre
l'activité des protéines virales et amibiennes, permettant la réplication du génome viral *7. C'est
¢galement le lieu d'un trafic important de membranes lipidiques, le recyclage du réticulum
endoplasmique de la cellule hote est ainsi utilis€ pour la synthése des membranes internes des
particules neosynthétisées. Une fois les capsides assemblées, le génome viral est compacté et chargé
dans la particule via une ouverture dans le virion 2 . La derniére étape d'assemblage, permettant la
maturation des virions, est la fixation de la couche fibrillaire en périphérie des capsides *°. On
estime la productivité des cycles infectieux de Mimivirus a 1/1000. La dissémination dans le milieu

extra-cellulaire des virions est ensuite permise par la rupture de la membrane cellulaire amibienne.

Usine virale

Ouverture de la
stargate
et fusion des

Figure 21 : Schéma du cycle infectieux de Mimivirus. (I) Phagocytose. (Il) Entrée du virus dans
l'amibe, suivie de l'ouverture de la stargate (III). (VI) Le contenu de la capside virale est libéré
dans le cytoplasme de l'amibe, permettant la mise en place de l'usine virale précoce (V). Apres
quelques heures, ['usine virale permet l'assemblage de virions (VI). A droite, images de
microscopie électronique illustrant les diverses étapes. Figure d'apres Abrahdo & al [55].

La découverte de nouveaux Mimiviridae a permis en 2008 d'isoler au cours d'une infection
d'Acanthamoeba castellanii, un virus possédant une capside icosaédrique d’environ 50 nm de
diamétre qui coexistait aves les capsides de virus géant. C'est ainsi qu'a été découvert le premier
virus de virus infectant 1'usine virale ® ¢'. Son ADN double-brin circulaire de 18 kb, code pour 21
protéines dont 13 ORFans. Ce virophage, baptisé Sputnik, entraine des changements phénotypiques
des capsides de Mimivirus ou Mamavirus : virions déformés, infectiosit¢ diminuée. Depuis, la
recherche de virophage est systématique lors de la découverte de nouveaux Mimiviridae (Figure

22). Ainsi, a été découvert Zamilon, un virophage infectant uniquement les Mimiviridae de lignée B
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et C. En 2012, un nouvel élément mobile a été découvert. D'une taille de 7 kpb ce fragment d'ADN
linéaire codant pour 6 a 8 protéines a été baptisé transpoviron. Cet élément génétique mobile se
réplique dans les usines virales de Mimiviridae et, en plus d'une forme libre utilisant le virophage
comme outil de dissémination, est capable de s’intégrer dans le chromosome du virophage. Cette
découverte vient a nouveau flouter les frontieres entre monde vivant et monde viral. Les effets de
dominance entre réplication du virus géant, réplication du virophage et réplication du transpoviron,

ont été¢ récemment décrits et il apparait que le trio transpovirion/virophage/virus géant constitue le

premier cas de commensalisme dans le monde viral 2.

Mode de Mode de
réplication d‘un  réplication d'un gz~
virophage virus satéllite %

Usine
virale de
Mamavirus
e

Figure 22 : Détails du cycle infectieux du virophage Sputnik infectant l'usine virale de Mamavirus.
(1) Entrée du virophage en méme temps que le virus géant auquel il est associé. L'image de
microscopie par coloration négative indique les différences de tailles entre les deux virus. (II) Virus
géant et son virophage a l’intérieur de l'amibe. D'apreés Duponchel & al. (III) Particule virale de
Mamavirus aberrante suite a une infection de l'usine virale par Sputnik.. Le schéma permet de se
rendre compte des différences fondamentales entre virus satellite et virophage. Le virus satellite ne
dépend pas de la machinerie cellulaire et virale et n'est donc pas sensus-stricto un virus de virus.
D'apres La Scola & al [60)].

Pour conclure, la découverte de nouveaux représentants des Mimiviridae a permis de faire
accepter que certaines familles de virus géants étaient ubiquitaires. La découverte d'une partie de la
machinerie de traduction chez les Megamimiviridae, et la découverte récente de Yasminevirus (ref)
codant pour un jeu quasi-complet de 20 aminoacyl-ARNt ligases implique une gradation dans le
concept de parasitisme. De plus, si Sputnik répond aux criteres de Lwoff, comment considérer

l'usine virale, sensible aux infections d'une classe de virus plus petits ?
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Marseilleviridae, le plus petit des géants
Au sens strict, les Marseilliviridae sont a la frontiére de la définition des virus géants. La
taille de leur capside icosaédrique d'environ 250nm les rendent a peine visibles par microscopie
optique. Le premier prototype de cette famille virale a été¢ isolé en 2007, a partir d 'échantillons en
provenance d'une tour de refroidissement parisienne. Depuis la découverte du prototype baptisé
Marseillevirus, 5 lignées ont été proposées :A, B, C, D et E (Figure 23).
Lignée

Melbournevirus
Canne 8 virus A
Marseillevirus
Marseillevirus shanghai 1
Tokyovirus A1

Kurlavirus

Noumeavirus B
Port-miouvirus
Lausannevirus
Brazilian marseillevirus 1D
— Insectomimevirus I y
Tree scf'le: 0.01 00 Tunisvirus (:
Golden marseillevirus 1 E

W

Figure 23 : Phylogénie des Marseilleviridae. L'arbre phylogénétique est basé sur la séquence de

[’ADN polymérase (modeéle de substitution LG+G4).

Le cycle infectieux des Marseilleviridae d'une durée avoisinant 8h se déroule en plusieurs
étapes. La petite taille des particules conduit a l'internalisation des virions par trois moyens

différents : phagocytose de vésicules contenant jusqu'a 1000 particules, phagocytose de particules

groupées et endocytose de virions isolés ¢ (Figure 24). Aprés 30 min, les particules virales
internalisées sont probablement digérées dans des endosomes. Par rupture probable de la membrane

de I'endosome le nucléoide est transféré dans le cytoplasme de I’amibe. On observe durant les deux

premieres heures de l'infection une désorganisation du noyau et du nucléole de la cellule hote .
Durant cette phase d’éclipse, se forme une zone d'exclusion dans le cytoplasme ou est recrutée
I'ARN polymérase amibienne. Ce recrutement en phase précoce du cycle est nécessaire pour
permettre 1'expression de I'ARN polymérase virale, absente de la particule et au dela de 2h post
infection, I’intégrit¢é du noyau est rétablie et l'usine virale concentre l'activité de transcription,
traduction et de réplication du génome virale. L'intense recyclage membranaire permet la synthése
de nouvelles particules virales d'abord vides avant que soit embarqué le nucléoide. Les virions
neosynthetisés se retrouvent ensuite enveloppés dans des membranes issues du réticulum

endoplasmique ou nus, entrainant un relargage des virions matures par lyse ou exocytose apres 10h.
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En 2005 a été observé dans des amibes isolées a partir d'eau de la Seine des parasites
intracellulaires ronds et positifs a la coloration de Gimenez. Il a fallu attendre 6 ans pour que la
nature virale de ce parasite intracellulaire soit finalement révélée. L'étude comparée de ce nouveau
Marseilleviridae baptisé Lausannevirus, avec Marseillevirus a permis de constater une répartition
non aléatoire de différentes classes de geénes le long du génome viral ¢, en amont et en aval des
régions conservées du génome de Lausannevirus et Marseillevirus (150kb en aval et en amont)
semblent s'accumuler d'un coté les protéines hypothétiques, ORFan inclus, et de l'autre les protéines
ayant un domaine prédit par analogies avec des protéines présentes dans des bases de données

publiques (Pfam, Swissprot, TIGRfam et KEGG).

Sur le plan génétique, le génome des Marseilleviridae est plus petit que celui des
Mimiviridae, d'une taille allant de 360 a 390kb et il a été récemment prouvé expérimentalement au
laboratoire que les génomes de Marseilleviridae étaient circulaires, faisant donc de marseillevirus la
premiere famille de virus géants au génome non linéaire. Ces virus codent environ 450 geénes parmi
lesquels on retrouve les génes impliqués dans le métabolisme de 'ADN, la transcription ainsi que 2
doublets d'histones : H2B-H2A, H3-H4-like (avec H des histones homologues a des histones

eucaryotes). L'analyse phylogénétique de ses histones laisse penser que l'acquisition des histones
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H2, H3 et H4-like par marseillevirus est antérieure a la duplication et la néo-fonctionalisation des
variants eucaryotes H2A.Z et cenH3, spécialisés dans l'assemblage de I'hétérochromatine et dans le
maintien des brins de chromatide. Laissant penser ainsi que les histones de marseillevirus ont

prédaté 'apparition de la diploidie chez les eucaryotes et les innovations génétiques qui ont suivi. .

Pour conclure, les marseillevirus apportent un éclairage particulier sur les potentielles
origines des virus géants permettant d'expliquer la présence d'histone. Bien que trés superficielle,
I'analyse de la répartition des genes viraux laisse supposer qu'il existe des mécanismes génétiques

entrainant une répartition non aléatoire des génes le long du génome.

Pandoraviridae, géants parmi les géants

Il faut attendre 2013 pour que ce soit découvert le premier virus géant non icosaédrique. De
facon concomitante, deux nouveaux virus ont été isolés en 2013, 1'un a partir d'un échantillon d'eau
douce en provenance d'un étang de Melbourne (Australie) et le second a partir de sédiments
prélevés a l'embouchure de la riviere Tunken au Chili. La mise en culture d'amibes du genre
Ancanthamoeba castellanii en présence de ces deux échantillons a conduit a l'observation de
parasites intracellulaires ressemblant a des amphores et visibles par microscopie optique. Des
observations similaires avaient déja été faites en 2005 dans des amibes du genre Acanthamoeba
isolées chez un patient atteint de kératite ¢ et avaient conduits les auteurs a la conclusion que cette
particule était un nouvel endosymbionte de nature inconnue . C'est donc I’expérience acquise par
la découverte de Mimivirus qui permet au laboratoire IGS d’identifier la nature virale de ce nouveau
parasite intracellulaire infectant Ancanthamoeba castellanii. Baptisés Pandoravirus dulcis et
Pandoravirus salinus en référence a la boite de Pandore (historiquement une amphore dans la
mythologie grecque) et a la salinité de I'eau a partir desquels ils ont ét¢ isolés. Depuis, ce sont onze
représentants supplémentaires qui ont été découverts, conduisant a proposer une nouvelle famille de
NLCDV, les Pandoraviridae. La particularit¢ commune a l'ensemble des pandoravirus est le
gigantisme de leur capside ainsi que celui de leur génome (Figure 16). Si Mimivirus avait contribuer
a flouter les frontiéres entre monde viral et monde cellulaire, Pandoravirus fini de les effacer. Ainsi,
avec un génome d'une taille comprise entre 2 et 3 Mpb et une capside d'une taille de 1000 x 500 nm
les pandoravirus dépassent largement la taille et la complexité des virus connus jusqu'alors et

concurrengant méme certains eucaryotes comme les Fungi du genre Encephalitozoon (Figure 14).

La forme et la structure des particules des Pandoraviridae soulévent beaucoup
d'interrogations. En effet, ce sont les premiers virus géants découverts non icosaédriques. La

capside, en forme d'amphore est composée de plusieurs couches. La partie la plus externe est un

34



tégument de composition inconnue, vient ensuite une couche dense aux électrons d'aspect
lamellaire, composé d’un réseau de fibres paralléles. Sous cette couche externe dense aux électrons
apparaissent des structures ressemblant & un réseau membranaires qui viennent délimiter la zone
interne du virion. Les capsides sont polarisées avec a l'une des extrémité un pore apical, scellé par
un bouchon qui apparait diffus par microscopie électronique. Etonnamment, les images de
microscopie ¢électroniquesne permettent pas de déterminer si il existe des structures internes a la
capside. Seul ¢lément interne de la particule notable, un point plus foncé a 1'opposé du bouchon

apical.

Le cycle infectieux des pandoravirus est d'une durée avoisinant quinze heures (Figure 25).
La taille des virions laisse penser que les particules virales sont internalisées par phagocytose. On
observe ensuite la perte du bouchon apical, entrainant une fusion de la membrane interne de la
capside avec la membrane du phagosome, ouvrant un passage entre I’intérieur de la particule et le
cytoplasme de I’hdte. En phase précoce de l'infection virale on observe des événements nucléaires
dont une disparition progressive de la structure nucléaire. Une zone se forme alors dans le
cytoplasme, ou toutes les structures sub-cellulaires, comme les mitochondries, sont exclues : c’est
I’usine virale. La formation des nouveaux virions est étonnante : 1’intérieur, ainsi que 1’enveloppe
entourant la particule, sont assemblés simultanément, comme s’ils étaient “tricotés”. Des particules
a différents stades de maturité sont observées dans 1’usine virale, dans le cytoplasme de I’hote. Des
particules matures peuvent étre libérées dans le milieu extra-cellulaire par exocytose, mais la fin du
cycle est marquée par la lyse des cellules remplies de particules, libérant environ une centaine de

virions dans le milieu.
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Figure 25 : Réplication virale des Pandoraviridae. Figure
d'apres Abergel & al [47].

Pithovirus sibericum et Mollivirus sibericum, les premiers virus anciens

Grace a la collaboration avec les équipes russes du professeur Rivkina les équipes de 1'GS
ont recu leurs premiers échantillons de pergélisols anciens en 2013. C'est a partir d'un échantillon de
pergélisol datant de 30000 ans et en provenance de la riviere Anoui dans le grand est sibérien que
deux nouveaux virus géants jusqu'alors inconnus ont été découverts. Ce résultat démontre, dans un
premier temps, que le pergélisol est un environnement permettant de conserver des virus a ADN
double brins infectieux durant plusieurs dizaines de milliers d'années. Méme si la dangerosité pour
les humains des virus géants n'a jamais été démontrée clairement, il n'est pas a exclure que d'autres
virus, notamment certains NCLDV pathogenes du Pleistoceéne, puissent également étre cryo-
conservés dans le pergélisol durant plusieurs milliers d'années. La découverte de ces deux nouveaux

virus, baptisés Pithovirus sibericum et Mollivirus sibericum ont réservé leur lot de surprises.

Si on pouvait difficilement imaginer une particule virale plus grande que celles des
pandoravirus, la découverte de Pithovirus sibericum est venue repousser encore plus loin le
gigantisme de ces virus ®. Avec une taille de 1,5 par 0,5 um les particules virales de pithovirus
dépassent la taille de toutes celles des NCLDV connus. De plus, la forme de la capside est elle aussi

hors du commun. La couche externe de la capside apparait dense aux électrons et striée. On trouve a
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l'apex de la capside un bouchon caractéristique en forme de nid d'abeille. Depuis la découverte de
Pithovirus sibericum plusieurs autres représentants de cette famille ont été activés, en commengant
par Pithovirus massiliensis, découvert a la Ciotat dans des échantillons d'eau usées et représentant
moderne a 84% identique au niveau nucléotidique a son homologue du pleistocene 7. En 2016, un
virus a la morphologie tres similaire des pithovirus a été découvert. Seule différence phénotypique
notable, la présence systématique de deux bouchons aux deux extrémités de la particule virale. C'est
par l'analyse génomique de ces nouveaux virus qu'il a été possible de dessiner deux lignées
distinctes dans la famille des Pithoviridae: d'un c6té nous retrouvons les Pithovirus, dont la
morphologie la plus commune ne présente qu'un seul bouchon apical et de l'autre les Cedratvirus
ayant quant a eux quasi systématiquement deux bouchons apicaux 7!. En 2018 un nouveau
Pithoviridae, nommé Orphéovirus %, a été découvert. Bien qu'ayant un génome trois fois plus gros
que les autres pithovirus (1,4 Mpb contre 0,6 Mpb pour les autres pithovirus), la présence de 60
genes communs a l'ensemble de ces virus suggere qu'ils partagent une histoire évolutive commune.
La classification des Pithoviridae est actuellement a 1'é¢tude au laboratoire. En attendant de trouver
des arguments retracer l'histoire évolutive d' Orphéovirus, il a été convenu que ce nouveau virus
constituait une troisieme lignée divergente de la famille des Pithoviridae (Figure 26). De fagon
anecdotique nous pouvons noter qu'a nouveau c'est la découverte de Mimivirus qui a ouvert la voie
a la découverte des Pithoviridae, en effet, en 2002 un endosymbionte non cultivable baptis¢ KC5/2
avait décrit chez des amibes du genre Acanthamoeba 7. Ce n'est que 12 ans plus tard que sa nature

virale a été révélée 7.

Tree scale: 0.1 ——

’— Brazilian cedratvirus
T Cedratvirus kamtchatka
77T Cedratvirus All
é'a Cedratvirus lausannensis
9‘11 Cedratvirus zaza

= Pithovirus massiliensis

100 | Pithovirus sibericum

100

Orpheovirus
Figure 26 : Phylogénie des Pithoviridae. L'arbre phylogénétique est basé sur la séquence de |’ADN
polymérase (modele de substitution LG+G4). La longueur de la branche menant a Orpheovirus
souligne la divergence de ce virus vis a vis des autre Pithoviridae.

Le cycle infectieux des pithovirus, d'une quinzaine d'heure en moyenne, démarre par la
phagocytose des virions (Figure 27). La perte du bouchon apical permet une fusion de la membrane
interne de la capside avec la membrane de la vacuole. Ce canal permet donc de connecter le

compartiment interne du virion avec le cytoplasme de la cellule hote. L'ensemble du cycle

infectieux se déroule dans le cytoplasme et aucun changement dans la structure du noyau de I'amibe

37



est a noter au cours du cycle infectieux. C'est au bout de 6h d'infection qu'on observe une zone
d'exclusion se former dans le cytoplasme de la cellule infectée, suggérant la mise en place de l'usine
virale. La formation des capsides virales est similaire a I'assemblage des particules de pandoravirus,
on observe ainsi un assemblage simultané des structures membranaires internes et un « tricotage »

de la couche externe plus dense.
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Figure 27 : Réplication virale des Pithoviridae (A) et de Mollivirus (B). Figure d'apres Abergel &
al [47].

L'analyse du protéome de la particule des pithovirus a démontré que ces virus embarquaient
la majorité des protéines nécessaires a la réplication et la transcription du génome viral. Ces
observations sont similaires a celles faites chez les Megaviridae et les Poxviridae, permettant ainsi

d'expliquer la plus grande indépendance de ces virus vis a vis du noyau de 1'hote.

De facon paradoxale, bien que les Pithoviridae aient la capside la plus grande en terme de
taille, leur génome d'une taille de 600 kpb est plus petit que celui des Mimiviridae. De plus, le
génome des pithovirus est composé a 20% de zones répétées non codantes. Cette découverte bien
que n'ayant pas d'explication pour l'instant laisse envisager la présence d’éléments transposables

encore inconnus.

\

Mollivirus sibericum, le second virus activé a partir d'un échantillon de pergélisol du

Pléistocene est, quant a lui, sphérique et d'une taille de 600 um 7. La structure fine de la capside de
mollivirus a été étudiée par microscopie €lectronique. De fagon étonnante, la couche dense au

¢lectrons semble avoir une structure lamellaire rappelant la couche dense aux électrons des
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pandoravirus. Plus étonnant encore, des expériences de transcriptomique menées au laboratoire ont
montrées que les amibes 4. castellanii sur-expriment des geénes codants pour des celluloses
synthases au cours de la phase d'assemblage des particules de mollivirus et pandoravirus. A
l'inverse, lors d'une infection par mimivirus ou megavirus, ces méme génes amibiens semblent
régulés négativement. Des résultats préliminaires ont également démontrés la présence de glucose
et de cellobiose, produits caractéristiques de la dégradation de la cellulose, apres digestion et lyse
des particules virales de pandoravirus et mollivirus. Ces résultats préliminaires permettent de
formuler I'hypothése que la couche lamellaire de la capside des mollivirus et pandoravirus est en

partie composée de cellulose.

Le séquencage et l'analyse des 600 kpb du génome de M. sibericum a révélé que mollivirus
est le seul virus géant ne codant pas pour certaines protéines clefs de la biosynthese de I'ADN
comme la ribonucleotide réductase. De méme I'analyse du protéome indique que I'ARN polymérase
virale n'est pas embarquée dans la capside. D'autant plus surprenant, M. sibericum code pour une

MCP dont 'homologue le plus proche se retrouve dans le génome de Acanthamoeba castellanii 7

(Figure 28). Cette donnée est surprenante pour plusieurs raisons, comment envisager que des virus
codant pour une MCP puissent avoir une capside sphérique ; comment les pandoravirus, dont une
partie de la structure de la capside est proche de celle de M. sibericum, n'ont pas de MCP ; quelle
est l'histoire évolutive des mollivirus pour que ces derniers aient gardé une MCP partagée avec leur
seul hdte contemporain connu tout en ayant une capside sphérique ? Nous verrons dans la suite de

ce manuscrit comment les travaux présentés ici ont contribué a alimenter ce débat.
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Figure 28 : Phylogénie de la protéine majeure de capside (MCP). L'arbre
phylogénétique est basé sur la séquence de la MCP (modele de substitution
LG+F+I+G4).

Ainsi, depuis la découverte de Mimivirus, de nouveaux virus géants ont été découverts. A

plusieurs égards, leur caractérisation a permis de repousser les limites de la virologie actuelle.

Hote des virus géants

Les amibes sont des protozoaires ubiquitaires. On les retrouve dans l'ensemble des
environnements et plus particuliérement dans les sols. Les travaux récents de nos collaborateurs du
laboratoire de Puschino ont permis de découvrir 6 nouvelles souches d'amibes du genre
Acanthamoeba dans des strates de pergélisol allant du Pleistoceéne a I'Holoceéne, prouvant ainsi que
les paléocryosols abritent des protistes réactivables 7. Les amibes ont longtemps été étudiées pour
leur intérét médical, en plus d’étre des chevaux de Troie capables de transporter des
endosymbiontes d’intérét médical, les amibes du genre Acanthamoeba sont des pathogeénes
opportunistes provocant notamment des 1ésions cutanées, des infections des sinus, des kératites, ou
encore des encéphalites granulomateuses. Pour ces raisons, les amibes sont classés comme
pathogenes de classe 2 et leur manipulation nécessite des équipements de protection individuelle
(EPI) de rigueur pour la manipulation d'agents de classe 2: gants, blouse, poste de sécurité
microbiologique de type II (PSM II) et lunettes.

La présence de cette diversité eucaryotes dans le pergélisol ancien laisse donc supposer qu'il
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existe une grande diversité de micro-organismes parasitant ces cellules encore largement inconnue.
L'utilisation de la souche Neff ATCC 30010™ comme espéce modele pour la réactivation de virus
géants a permis au laboratoire d’acquérir une expertise dans un ensemble de techniques incluant :
expression de genes viraux, édition du génome... C'est la forme « végétative libre » (“Free Living
Amoeba” ou FLA) des amibes qui est sensible a l'infection virale. Cette forme FLA, ou trophozoite,
permet l'expansion clonale de 1'amibe ; en plus de la forme FLA, il existe une forme dormante,
permettant la survie de 1’espéce dans des conditions défavorables 7 (Figure 29).

Les deux formes prises par Acanthamoeba ont des morphologies distinctes qui les caractérisent:

* Le trophozoite, d'une taille allant de 10 a 25 pm, est couvert de spicules et contient de
nombreuses vacuoles digestives et lysosomes. La mobilité des trophozoites est permise par
de longs pseudopodes, qui permettent a I'amibe de se déplacer et phagocyter les bactéries
dont elle se nourrie.

* Le kyste, forme dormante dont ’activité métabolique est réduite, est de forme sphérique ou
en étoile. La résistance des kystes a I'environnement est permise par la présence de deux
parois composées de protéines et de polysaccharides. La nature des composés
polysaccharidiques formant la paroi des amibes a été caractérisée comme contenant de la
cellulose ™. Lors de l'enkystement, la production de cette paroi est permise par la sur-

expression de cellulose synthases amibienne.

Figure 29 : Images de microscopie optique des souches d'Acanthamoeba issues de strates plus ou
moins anciennes de pérgélisol sibérien. (4) Formes trophozoites. (B) Formes kystes. Barres
d'echelle : 10 um. Figure d'apres Malavin & al [77].

Comme nous 1'avons vu dans l'introduction, la présence de Mimiviridae dans I'océan suggeére
que certains représentants de cette famille virale puissent infecter différents types d'organismes

marins. Parmi ces organismes marins potentiellement infectés par des Mimiviridae, il apparait que
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les micro-algues constitueraient des hotes potentiels pour de nouvelles especes de virus appartenant
a la famille des Mimiviridae. La recherche de virus d'algues a permis d'isoler trois nouveaux
Mimiviridae : Cafeteria roenbergensis virus (CroV), isol¢ en 2010, ce virus icosaedrique de 300 nm
infecte un biflagellé hétérotrophe du genre Cafeteria roenbergensis ; Phaeocystis globosa virus
(PgV), isolé en 2013 et infectant des algues du genre Phaeocystis globosa ; enfin un virus infectant
I’algue unicellulaire Haptolina ericina, a été isolé en 1998, a partir d’échantillons marins. Ce virus,
Chrysochromulina ericina virus (CeV) possede une capside icosaédrique de 160 nm de diametre et
ne rentre donc pas strictement dans la définition de « virus géant ».

A ce jour, l'ensemble des virus découverts au laboratoire infectent la souche modele
d'Acanthamoeba castellannii. Bien qu'ont été explorés d'autres modeles : Dictiostelium,
Paramecium... et que certains laboratoires ont fait mention de virus géants capables d'infecter
Dictiostelium 3', aucun virus géant n'a, a ce jour, été réactivé sur des cellules autres que des amibes
du genre Acanthamoeba au sein du laboratoire. Sur le plan évolutif ce constat interpelle sur 1'origine
des virus géants. Au regard des spectres d'hotes des autres familles de NCLDV, il apparait que les
virus géants connus a I'heure actuelle sont une fraction d'une diversité encore largement inexplorée.
Cependant, les amibes étant ubiquitaire, il reste a ce jour de nombreux environnements encore
inexplorés ou il est parfaitement envisageable de découvrir des nouveaux parasites a ces organismes

unicellulaires %°.

OBJECTIFS DU PRESENT MANUSCRIT

Mon sujet de these s'inscrit dans ce nouveau champ qu'est la virologie environnementale. Le
projet porte sur l'exploration de la biodiversité microbienne, incluant les virus géants 8 ADN double
brins, dans des échantillons de cryosols russes. Pour se faire deux approches sont combinées. D'une
part la détermination de profils métagénomiques, par le séquencage massif d'ADN extrait de la
partie centrale (coeur) d'échantillons de cryosols en provenance de zones diverses : Sibérie,
Kamchatka et Arctique. D'autre part, la co-culture de ces mémes échantillons de pérgélisol en
présence du systeme modele utilis€¢ au laboratoire : 4. castellanii, utilisé comme appat cellulaire
pour les virus géants & ADN. La découverte de nouveaux virus géants répond a deux objectifs
distincts. Le caractere exploratoire conduisant a 1'isolement et la caractérisation de nouveaux virus
géants permet, par des approches bioinformatiques et expérimentales, d'ouvrir différents champs
d'étude : caractériser les différentes spécificités des nouvelles familles virales ainsi constituées et
contribuer au débat sur la classification du monde viral, mieux comprendre les mécanismes
évolutifs en cours au sein d'une méme famille, comprendre 1'origine et la diversité des virus géants...

Au-dela de cet aspect exploratoire, les cryosols de type pergélisol constituent a la fois un réservoir
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de microorganismes conservant un potentiel infectieux et de geénes d’intérét médical. Ainsi, les
données de métagénomique permettent d'évaluer le risque lié a ces deux aspects dans un contexte de
fonte accrue du pérgélisol et de préoccupation croissante concernant le réchauffement climatique

dans la société.

L’acquisition, l'analyse et la conservation d'échantillons de cryosol sont des enjeux clefs du
développement du laboratoire. A ce jour, nous conservons ainsi quatre séries d'échantillons de
cryosols collectés dans le cadre de plusieurs collaborations et de provenances diverses. La série
d’échantillon la plus récente a été collectée lors d'une expédition conjointe entre 1'lGS et nos
collaborateurs russes de Puschino sur la riviére Kolyma, dans la région de Tchersky dans I'extréme
nord est russe. La premicre série (A) est exclusivement composée d’échantillons de surfaces, ou
couche active, de cryosols (i.e. non gelés tout au long de l'année). Ces 5 échantillons ont été
ramenés par un collaborateur et explorateur amateur, Alexander Morawitz, du Kamchatka. La
seconde série d’échantillons (B) est issue d'une campagne menée par nos collaborateurs du
laboratoire de Pushchino. Ces 7 échantillons proviennent d'expositions de pergélisol aux abords des
rivicres sibériennes suivantes : la Bolshaya Chukochya (70.0911°N 159.9269°E), 1'Alazeya
(70.5142°N 153.4046°E), 1'0Omolon (68.7042°N 158.6972°E) et la Kolyma (69.5477°N
161.3641°E), ainsi qu'un échantillon de cryosol en provenance de l'oasis de Schirmacher en
Antarctique (-70.7633°N 011.7810°E). Les 15 fragments de cryosol de la troisiéme série
d’échantillon (C) ont été prélevés dans le cadre d'une collaboration avec le Wegner Institute dans
une zone proche de la riviere Lena baptisée Yukechi (61.7608°N 130.4746°E), aux abords de la
ville de Yakutsk. Enfin, la derni¢re série d’échantillon (D) est en provenance a nouveau de la zone
de la riviere Kolyma et a été collectée durant ma thése, en aolt 2019 au cours d'une campagne
d’échantillonnage conjointe avec nos collaborateurs russes du laboratoire de Pushchino (Figure 30).
Ces 4 séries d'échantillons ont donc constitué¢ le matériel de départ pour mes travaux de thése et
nous verrons comment ces derniers ont permis de faire avancer nos connaissances sur les

microorganismes présents dans le cryosol de ces régions.

La caractérisation de Pandoravirus Y4 a permis de soulever diverses questions : quels sont
les mécanismes de diversité génétique en cours chez les Pandoraviridae, comment l'architecture des
génomes permet-elle de formuler des hypothéses sur les mécanismes probables de réplication.
Ensuite, nous verrons comment la découverte d'un second mollivirus, Mollivirus kamchatka, nous a
permis de proposer un premier génome cceur de cette nouvelle famille virale. L'étude de ces geénes a
permis de tester plusieurs scénarios évolutifs différents ainsi que tracer les contours des liens

évolutifs entre mollivirus et les autres familles de virus géants. Sur le plan expérimental, nous
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verrons que l'analyse comparée des cycles infectieux de M. kamchatka et M. sibericum par
différentes techniques de microscopie électronique a permis de définir des mécanismes encore

inconnus d'assemblage des particules virales.
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Figure 30 : Carte des différentes zones de prélevements des échantillons de cryosol conservés au
laboratoire. La nature du pergélisol présents a ces divers points de prélévement est donné par la
teinte de la carte a ces endroits.

Mon sujet de theése couvrait initialement I’étude des virus activés a partir des échantillons de
cryosols ainsi que 1'étude des métagénomes associés. En raison de la réactivation trés rapide de
quatre nouveaux virus, mon travail de thése s'est axé sur I'étude de deux d'entre eux. Dans ce cadre,
l'exploitation des données de métagénomique a servi a confirmer la présence des virus activés dans
les échantillons. Diverses pistes pour exploiter ces données sont a I'étude, la partie de ce manuscrit
dédiée a 1'étude de ces métagénome, peu approfondie, fera état des différentes pistes poursuivies a

ce jour.

MATERIEL ET METHODES

Echantillons environnementaux et échantillonnage

La particularité du cryosol russe est que ce dernier contient un type de pergélisol riche en
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mati€re organique et en eau sous forme de glace (50-90%). Ce sol sédimentaire gelée, appelée
yedoma, s'est form¢ durant le Pleistocéne au cours de la dernicre glaciation (il y a 110000 a 10000
ans) par accumulation de sédiments, le recul de la glace qui a suivi cette derni¢re période glaciaire a

rendu accessible ces zones de cryosol.

Figure 31 : Schéma en coupe des différentes structures de pergélisol. Les alas sont des dépressions
formées par subsidence du pérgélisol subissant des cycles de réchauffement/refroidissement, le lac
thermokarstique ainsi formé (Alas humide) peut éventuellement s'assecher (Alas sec).

Dans les zones subarctiques le yedoma peut étre « continu», 90 a 100% du sol,
« discontinu », 50 a 90% du sol ou sporadique (10 a 50%). On observe aussi des structures de sols
partiellement dégelés, la principale, appelée talik, est un sol non gelé dans une zone de permafrost.
Par un phénoméne de subsidence les « talik » provoquent un affaissement du terrain et souvent se
remplissent d'eau pour former des lacs thermokarstiques ou « alas ». Les « alas » subissent des
cycles de remplissage/assechement entrainant des niveaux d'eau variables au cours du temps
(Figure 31). Du fait de 1'érosion, le yedoma est particulierement accessible aux abords des fleuves.
J'ai eu la chance de pouvoir participer a la campagne d’échantillonnage de la série C, durant le mois
d'aolit 2019. Pour cette expédition nous avons rejoint les équipes du laboratoire de Puschino sur le
site de Duvany Yar situé sur les bords de la riviere Kolyma dans l'extréme est Sibérien (68.6282°N
159.1948°E). Le passage du fleuve Kolyma dans cette zone permet 1'érosion des sols gelés, créant
ainsi des gorges ou le pergélisol est accessible depuis la berge. Ce relief d'érosion permet d'avoir
acces directement a toutes les strates de yedoma, sans besoin de réaliser des forages verticaux,
permettant donc des carottages sans contamination des strates supérieures a la strate étudiée. Les
zones d'excavation sont choisies en fonction de la structure géologique étudiée. Pour la découverte
d'organisme et de microorganisme, les zones de pergélisol riche en carbone de types résidus de

tourbes, sont favorisés (Figures 32, 33).
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Pergélisol

Figure 32 : Zone de prélevement des échantillons de la serie D, sur les bords de la riviere Kolyma.
(4) Exposition de pérgélisol, du a l'érosion lié a l'activité de la riviere, on peut observer en coupe
la dépression caractéristique d'un alas sec. (B) Détail des différentes structures du pergélisol :
Cone de glace, couche active et pérgélisol continu.

Une fois une zone choisie, de préférence entre deux cones, ou coins de glace, la surface non
gelée est retirée a l'aide d'une pelle. Une fois la surface propre de tout sol fondu, une bréve
description de la structure du sol est réalisée. Le forage est conduit a I'horizontale a l'aide d'une
perceuse électrique a cloche. Une premiére carotte est excavée puis jetée. La perceuse est ensuite
enduite de microspheres fluorescentes de polystyréne (ThermoFisher). Une fois la seconde carotte
excavée cette derniere est conservée dans un sachet plastique stérile et maintenu a une température
inférieure a zéro degré (Figure 33). Une fois I'échantillon récupéré au laboratoire, sa surface est
grattée a l'aide d'un scalpel stérile sous un PSM de type II et le retrait de la couche externe est

contrdlé sous lampe UV. Une fois I'ensemble des billes fluorescentes disparues on considere

I'échantillon stérile prét a étre étudié.

; - T o D . i
Figure 33 : Détail du processus de carottage horizontal des échantillons de pergélisol. (A) Dépot
des billes fluorescentes sur la cloche de la perceuse électrique. (B) Détail de la seconde carotte, on
observe la présence débris végétaux et une couleur plus foncée du pergélisol a cet endroit. Ce
changement local de composition et de couleur du pergélisol indique que la carotte a été faite dans
un dépot sédimentaire riche en matiere carbonée (type marécage). Ce genre d'environnement est
particulierement favorable a l'activation de kystes de protozoaires et donc a ['activation de
parasites de ces eucaryotes unicellulaires.
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Réactivation de virus géants

Les amibes du genre Acanthamoeba sont utilisées comme organismes modeles au
laboratoire, c'est l'amibe Acanthamoeba castellanii (Douglas, Neff ATCC 30010™) qui sert a
I'heure actuelle a I’ensemble des études menées au laboratoire : réactivation de virus, productions
virales et études des interactions hotes-pathogeénes. Les deux formes prises par l'amibe conférent
des avantages. La forme enkystée permet une conservation de longue durée de lignées clonales a
-80°C et la remise en culture de kystes permet I'obtention de cellules trophozoites. Ces trophozoites
sont cultivés dans un milieu axénique appelé “PPYG” ou Proteose-Peptone-Yeast extract-Glucose
dont la préparation s’effectue en deux temps : le milieu basal est composé de 15 g de proteose-
peptone et d’1 g d’extrait de levure dans 900 mL d’eau ultra-pure puis autoclavé. Les oligo-
¢léments et le glucose, thermo-sensibles, sont ajoutés extemporanément : 4 mM de MgSO4, 0,4
mM de CaCl2, 0,05 mM de Fe(NH4)2(S04)2, 2,5 mM de Na2HPO4, 2,5 mM de KH2PO4, et 100
mM de glucose dans 1 L d’eau ultra-pure, le pH est ajusté a 6,5 et le mélange est stérilis¢ par
filtration sur membranes filtrantes de 0,22 um. Les conditions optimales de croissance des
trophozoites se situent a une température de 32°C, a I'obscurité et a une pression partielle en
dioxygeéne ambiante. Ces conditions de cultures font de ce protozoaire un organisme facilement

cultivable et conservable.

Les cultures cellulaires sont repiquées réguliérement, dés que le tapis cellulaire couvre 80 a
90% de la surface de la flasque de culture. Le tapis cellulaire est gratté a ’aide d’un rateau stérile, la
concentration en amibe est calculée par comptage en cellule de Malassez du nombre de cellules
contenu dans un aliquot de la suspension d'amibe. Les cellules ont ensuite été ensemencées en
faible quantité, entre 500 et 1 000 cellules/cm?2, dans du milieu de culture frais auquel est ajoutée
une concentration en antibiotique de 100 pg/mL (Chloramphénicol, Ampicilline et Kanamycine), et
placé a 32°C pour incubation. On observe apres un certain nombre de repiquages, au dela de 80,
que le temps de doublement des cellules augmente et la présence croissante de cellules présentant

un phénotype différent des trophozoites.

Pour augmenter la probabilité d'une rencontre entre un virus et une amibe, les échantillons
environnementaux utilisés durant ce projet de thése ont été traités de deux facon différentes. La
premiére méthode consiste a re-suspendre une fraction de 1'échantillon de sol dans un milieu liquide
contenant de I'amidon de riz. Une fois la suspension réalisée, elle est placée a l'obscurité durant 1
mois. Initialement congu pour les échantillons d'eau, ce traitement permet d'enrichir la fraction
d'eucaryotes hétérotrophes présents dans I’échantillon (parmi lesquels on retrouve les hdtes

potentiels des virus géants) par croissance de ces populations et réduction des populations
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d'eucaryotes autotrophes. Ce milieu riz est préparé en ajoutant 40 grains de riz a un litre d’eau ultra-
pure, puis stérilisé par autoclave et stocké a 4°C. Apres 1 mois d'incubation a température ambiante
de I’échantillon dans du milieux riz a 1% en PBS, la suspension est vortexée durant 2 minutes, 2 ml
de la suspension est ensuite centrifugé a 800 x g pendant 5 minutes et le culot est ensuite re-
suspendu dans 200 uL. de PBS pour constituer /'innoculum. Le second traitement, plus direct et
permettant de traiter plus rapidement les échantillons nouvellement regus, consiste a prendre un
fragment d 'échantillon brut et le re-suspendre directement dans un volume approximatif de 30 ml
de PBS, I'échantillon est ensuite vortéxé 10 minutes puis laissé a décanter durant 5 min. Ensuite, 2
ml de la suspension non sédimentée est centrifugée a 1000 g durant 2 min. Le culot formé est
ensuite re-suspendu dans 200 uL de PBS constituant la suspension utilisée pour la réactivation.
Deux souches d'Acanthamoeba castellanii sont utilisées en parallele pour les expériences
d'activation de virus. La premiere souche est le modele Neff ATCC 30010™ en conditions de
culture standard. La seconde souche est la souche modéle mais adaptée a une concentration de 2,5
ug/mL d'amphotéricine B (Fungizone). La présence de nombreux spores fongiques dans le
permafrost entraine la croissance souvent rapide de champignons qui appauvrissent le milieu de
culture et rendent les observations en microscopie optique impossibles. Cependant les effets de la
Fungizone sur le cycle cellulaire ainsi que sur le cycle infectieux sont inconnus ; des observations
de capsides virales aberrantes aprés production en milieux contenant de la Fungizone laisse penser
qu'il existe un effet délétére de l'antifongique sur le cycle infectieux et il est donc important de
réaliser les expériences de réactivation en utilisant les deux souches en parallele. De fagon
empirique, il est observé que le milieu riz n'apparait pas plus efficace que la méthode directe
lorsque les échantillons sont récemment prélevés.

Les deux types d'inoculum sont co-cultivés avec les deux souches d'amibe et pour chaque
inoculum est ensemencé: deux flasques T25 contenant 10 000 cellules/cm?2, une plaque 6 puit
contenant 10 000 cellules/cm?2. Le PPYG utilisé contient le cocktail d'antibiotiques a 100 pg/mL et,
pour les amibes adaptées, de la Fungizone a 2,5 pg/mL final. Entre 5 pL et 20 pL d'inoculum est
ajouté dans chaque puit et entre 30 uL et 100 pL est ajouté dans chaque flasque. C'est la nature de
I’échantillon (granulométrie, densité en matic¢re organique...) qui conditionne le volume d'inoculum
afin que la turbidité dans le milieu de culture ne soit pas trop importante et permette de réaliser des
observations des amibes en co-culture par microscopie optique. Quotidiennement les cellules sont
observées au microscope optique a divers grossissements, afin de contrdler le tapis cellulaire
(proportion de cellules décollées, pourcentage d'enkystement...) et a fort grossissement pour
controler le phénotype des cellules (état de vacuoles, morphologie du noyaux...). En cas de

changement phénotypique observé, le tapis cellulaire est décollé, 2 ml sont centrifugés a 500 g
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pendant 2 minutes. Le surnageant est centrifugé a 10 000 g durant 45 min et un état frais est réalisé
sur une fraction des cellules décollées. Le culot issu du surnageant, censé contenir les virus
réactivés est re-suspendu dans du milieux frais et inoculé sur un tapis cellulaire frais sans Fungizone
a une concentration de 40 000 cellules/cm?.

Une fois le nouveau virus amplifié par repiquages successifs vient 1’étape d'identification de
ce nouveau parasite. A ce stade, deux méthodes sont déployées pour répondre a cette question. En
premier lieu une observation directe du culot du dernier surnageant de culture par microscopie
¢lectronique puis une méthode moléculaire par PCR. Un millitre du surnageant du dernier milieu de
culture est centrifugé a 10 000 g durant 45 min. Le culot est lavé dans 1 ml d'eau ultra-pure pour
débarrasser 1'échantillon du phosphate et du glucose contenue dans le PPYG puis re-suspendu dans
25 uL a 30 pL d'eau distillée. Une goutte de 7 uL. de suspension est mise a s€dimenter 5 minutes sur
une grille de microscopie électronique recouverte de thermoplastique formvar (pour permettre a
I'échantillon de se fixer a la grille) et carbonée (permettant ainsi un meilleur contraste). Le surplus
de liquide est retiré puis la grille est incubée face retournée sur une goutte d’acétate uranyl a 1% en
eau durant 20 secondes. Une fois la grille séchée sur papier filtre, elle est insérée puis observée au
microscope ¢€lectronique a transmission (Tecnai G2, 200 kV). La seconde technique d'identification
précoce des virus est une PCR directe en utilisant des amorces amplifiant des geénes cceurs des
différentes familles virales. La polymérase Terra utilisée est tolérantes aux inhibiteurs de PCR et
permet une amplification directe de 'ADN contenu dans des échantillons variés (tissus, broyats de
plante...). Le protocole suivi est celui recommandé par le fabicant pour un volume final de 25 pL.
Une fois les cycles terminés, 2 pL des produits PCR sont déposés sur un gel d'agarose 1,5% en
tampon Tris-EDTA (TE) et un courant de 130 V durant 25 min permet la migration des fragments
d'ADN dans le gel. Apres révélation par incubation en BET, les échantillons amplifiés par PCR sont
purifiés par sur les colonnes du kit Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (New England Biolabs). Les

amplicons purifiés sont ensuite envoyés pour séquengage via la plateforme en ligne Eurofins.

Comptage et Clonage

Etant donnée la taille des particules virales étudiées au laboratoire, la titration des
suspensions virales peut étre effectuée par microscope optique grace a un comptage en cellule de
Malassez. La préparation pour le comptage consiste a mélanger 5 puL de virus dilué en PBS (1/100e
ou 1/1000e), 35 pL de glutaraldéhyde 2%, et 10 pL de bleu trypan. La présence de bleu Trypan
permet une coloration de la capside virale et un comptage manuel. La concentration virale est
calculée en virus par ml et déduit par le calcul suivant : moyenne des virus par carreau x facteur de

dilution x 10 (dilution du bleu trypan) x 100 (100 carreaux = 1 puL) x 1 000.
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Pour obtenir une production virale homogene sur le plan génétique, il est nécessaire de
réaliser un clonage de ce dernier par production du virus a partir d'une unique cellule infectée. Le
puit A1 d'une plaque 12 puits est ensemencé a quasi confluence, soit 70 000 cellules/cm? . Une fois
les amibes adhérentes, elles sont infectées avec une quantité de virus 50 fois supérieures (MOI 50).
Apres 2h de contact entre les virus et les amibes, le tapis est lavé 17 fois avec 3 ml de PPYG puis
20 fois avec 5 ml de PPYG frais afin de retirer les particules virales non phagocytées. Dans les puits
A2 a A4, 500 pL. de PPYG frais est déposé pour permettre des dilutions sériées au 5/7¢me du puit
Al. Des gouttes de 0,5 uLL du puit A4 sont déposés ensuite dans les puits restants a l'exception du
puit C4 qui sert de témoin, et la présence d'une seule amibe par goutte est controlé par microscopie
optique. Les puits contenant 1 cellule, ainsi que le puit témoin, sont ensuite ensemencés a faible
densité, 500 cellules/cm?2, pour permettre la propagation de proche en proche du virus. Aprés 5 jours
d’incubation a 32°C, le phénotype des cellules témoins est contrdlé et le surnageant des puits

présentant une production virales est conservé.

Production et purification des virus

Quarante flasques contenant des amibes a 50 000 cellules/ cm? sont infectées a partir d'un
clone. Aprés 4 jours d'incubation a 32°C et d’observations quotidiennes par microscopie optique du
phénotype infectieux des amibes, les flasques sont grattées a 1’aide d’un rateau stérile afin de
décoller les cellules restantes non lysées, puis le contenu de ces flasques est centrifugé a 500 x g
entre 5 a 10 minutes et le culots contenant les débris cellulaires est jeté. Le surnageant contenant les
virus a ensuite été centrifugé a 6 800 x g de 45 minutes. Le culot viral est ensuite lavé par 3 re-
suspensions en PBS puis centrifugation a 6 800 x g pendant 45 minutes afin de se débarrasser des
résidus de PPYG et des débris les plus légers. Ensuite le culot viral est repris dans 5 mL de PBS
pour conservation a 4°C.
Une fois le virus produit, il est purifié par dépdt sur gradient discontinu de chlorure de cesium. La
couche la plus dense (3,5) est déposée au fond d'un tube d'ultracentrifugation suivi des couches
moins denses : 3,4, 3,3. Le virus produit et conservé est centrifugé a 6 800 x g pendant 45 minutes
puis le culot est repris dans la fraction la moins dense du gradient (3,2). Les gradients sont ensuite
ultra-centrifugués a une vitesse de 103 000 g durant une nuit. L'anneau viral est ensuite préleve a la
seringue puis lavé 4 fois en PBS. Le virus purifié est ensuite conservé en PBS et des aliquots sont

stockés a -80°C en présence d'un agent cryoprotecteur, le diméthylsulfoxyde (DMSO).

Etude du cycle infectieux

L'¢tude du cycle infectieux est réalisé par microscopie et chaque technique de microscopie
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nécessite une préparation spécifique des échantillons.

L'étude du cycle infectieux par microscopie €lectronique a transmission permet 1’étude fine
des événements intra-cellulaires se déroulant au cours de l'infection virale : phase d'éclipse, devenir
des virions, recyclage des membranes cellulaire, établissement de l'usine virale... Les échantillons
de microscopie électronique sont préparés comme suit : douze flasques T25 sont ensemencées a 60
000 cellules/cm?2, dont 11 sont infectées par des virus a une MOI de 50, puis incubées a 32°C. Afin
d'obtenir des infections synchrones, les tapis cellulaires sont lavés deux fois avec 5 ml de PPYG
frais 50 minutes aprés la mise en contact des cellules avec les virus. Immédiatement apres, une
premicre flasque est controlée au microscope optique puis fixée par ajout d'une solution de
glutaraldéhyde dilu¢ en PBS a une concentration finale de 2,5%. Aprés un temps de fixation de 45
minutes le tapis cellulaire est décollé avec un rateau stérile et centrifugés a 5 000 x g pendant 45
minutes. Enfin, le culot est re-suspendu dans 1 mL de glutaraldéhyde a une concentration finale de
2,5%, lavé en PBS, puis stocké a 4°C. Cette opération est répétée pour une nouvelle flasque infectée
toutes les heures jusqu'a 10h post-infection (PI). La onzieme flasque est gardée pour un temps tardif
(40h PI) et la flasque non-infectés sert de témoin et est fixée en méme temps que la derniere flasque

infectée.

L'usage de la microscopie optique permet d'étudier le devenir du noyau cellulaire au cours
de l'infection virale par marquage de I'ADN au DAPI. Le principe est de réaliser les infections
virales sur des lamelles de microscopie polylysinées. Pour cela, les lamelles de microscopie sont
d'abord dégraissées dans un bain composé au 2/3 d’éthanol pur et d'un 1/3 d'acide chlorhydrique 1
M sur la nuit. Les lamelles dégraissées sont ensuite rincées a l'eau ultra-pure puis a nouveau
trempées dans un bain d’éthanol pur puis séchées et disposées dans des puits de plaque 12 puits. La
plaque est ensuite stérilisée 30 minutes sous UV et les lamelles sont incubées 10 minutes dans un
bain de poly-L-lysine 0,01% (masse/volume). Apres ringage, les puits sont séchés sous le PSM 1I et
a nouveau stérilisés sous UV pendant 30 minutes. Les puits sont ensuite ensemencés a 60 000
cellules/cm? et, comme pour la préparation des échantillons de microscopie électronique, une
infection synchrone des puits (a2 MOI 50 puis lavage) est réalisée. Pour éviter toute fluorescence non
spécifique, l'infection est stoppée par l'ajout de formaldéhyde a une concentration finale de 3,7%
puis un lavage en PBS des lamelles est fait. Les lamelles sont ensuite séchées puis scellées sur des
lames de microscopie avec une goutte d'environ 5 pL de VECTASHIELD Antifade Mouting

Medium contenant du DAPI a 1,5 pg/ml. Les lames sont ensuite stockées a 4°C et a I'obscurité.
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Microscopie optique
Les montages sont observés sur un microscope a épifluorescence (Zeiss Axio Observer), en

utilisant un objectif x 63 associé¢ a un Optovar x 1,6.

Microscopie électronique

Deux protocoles d'inclusion sont réalisés pour permettre des observations fines du cycle
infectieux par microscopie électronique a transmission. Deux types de traitement sont faits, le
premier pour obtenir des sections présentant un contraste fort des bi-couches lipidiques et le second
pour observer les structures membranaires fines par un marquage des lipides moins dense en
métaux lourds. Pour faciliter la manipulation des échantillons au cours des différentes étapes de
fixation et de marquage, ces derniers sont enrobés dans des boudins d'agarose comme suit : les
culots de cellules infectées sont chauffés a 42°C dans un bain-marie ainsi que des Microvettes dont
le tube externe est rempli d’eau chauffée (Sarstedt). Les culots de cellules chauds sont re-suspendus
dans 250 pL d’agarose basse température de fusion en surfusion (2% en PBS), puis déposés dans
des Microvettes et centrifugés a 10 000 x g pendant 3 minutes. Le culot enrobé ainsi formé dans le
fond du tube Microvettes est incubés 30 minute dans de la glace pour permettre sa solidification.
Une fois les culots enrobés extraits de la Microvettes, ils sont lavés 3 fois en PBS durant 5 minutes

a température ambiante.

Le premier protocole, appelé OTO pour « osmium-thiocarbohydrazide-osmium » est un

protocole lourd permettant un fort contraste des membranes et de s'affranchir d’étapes de post-

marquage des grilles de microscopie électronique ®'. Ce protocole repose sur le tétroxyde d’osmium
(OsO4), oxydant puissant, qui se fixe sur les lipides. Par une réaction d'oxydo-réduction, I'OsO4
vient se fixer aux lipides, le thiocarbohydrazide (TCH) sert d'amplificateur du signal par fixation a
'0sO4, libérant des radicaux libres pour lui-méme fixer une seconde couche de molécules
d'osmium. Le protocole est le suivant : chaque échantillon enrobé est ensuite incubé dans un
mélange de tétroxyde d’osmium 2% final, 1,5% ferrocyanide en PBS, pendant 1 heure a 4°C. Aprés
trois lavages en eau ultra-pure de 5 minutes, les échantillons sont plongés dans une solution filtrée
(0,2 um) de thiocarbohydrazide (TCH) préparée extemporanément par dissolution a 60°C de TCH
solide dans de I'eau ultra-pure a une concentration finale de 10 mg/L. Apres 3 lavages en eau ultra-
pure de 5 minutes les échantillons sont plongés dans une seconde solution d'osmium 2% durant 30
minutes a 4°C. Une incubation sur la nuit dans une solution d'acetate uranyl a 1% en eau permet de
renforcer encore le contraste. Aprés cette étape, un marquage supplémentaire est fait a partir

d'aspartate de plomb. Une solution de nitrate de plomb a 6,5 mg/L solubilisée dans de l'acide

52



aspartique 0,003 M pH 5,5 est préparée extemporanément puis filtrée sur membrane 0,2 um. Les
échantillons sont incubés dans cette solution durant 30 min a 60°C. Aprées incubation, trois lavages
en eau ultra-pure rapides sont réalisés pour éviter la précipitation du plomb, suivis de trois lavages
de 5 minutes en eau ultra-pure. La déshydratation des échantillons se déroule en 6 étapes de 5
minutes sur glace dans des bains d'éthanol froid (4°C) a 50%, 75%, 85%, 95% et 100% deux fois.
La derniére étape de déshydratation consiste en deux bains d'acétone sec froid durant 10 minutes a

température ambiante.

Le second protocole est le suivant : les échantillons enrobés d'agarose sont post-fixés et
marqués durant 1 heure sur glace par immersion dans un bain contenant 1% d'osmium et 1,5% de
potassium ferrocyanide en tampon Hepes 0,1 M pH 7,1. Aprés 4 rincages de 5 minutes a
température ambiante avec du tampon Hepes 0,1 M pH 7,1, les échantillons sont contrastés par
incubation dans une solution d'uranyl acetate 2% en eau durant 1h, a température ambiante et a
l'obscurité. Aprés 4 lavages de 5 minutes en eau les échantillons sont déshydratés en 7 étapes : 5
minutes sur glace dans des bains d'éthanol froid (4°C) a 25%, 50%, 75%, 95% puis trois bains
d’éthanol froid 100% durant 10 minutes.

Les échantillons sont ensuite imprégnés dans une résine Epon préparée comme suit : 50 mL
de Embed 812 (EMS) avec 17 mL de DDSA (Dodecenyl Succinic Anhydride, EMS) et 34 mL de
NMA (Methyl-5-Norbornene-2,3-Dicarboxylic Anhydride, EMS) : ce mélange est homogénéis¢ par
agitation douce, pour éviter la formation de bulles. L’imprégnation est graduelle, tout d'abord le
mélange Epon est dilué a 33% en acétone sec et les échantillons y sont incubés durant une nuit a
4°C sur une roue. Cette étape est répétée avec une concentration croissante de résine : 50%, 75%,
100% et a nouveau 100% a température ambiante. Un nouveau mélange de résine est alors préparé
dans lequel est présent l'agent durcisseur permettant de catalyser la polymerisation de la résine :
16,7 mL de Embed 812, 5,7 mL de DDSA 11,3 mL de NMA et 0,525 ml de DMP30 (2,4,6-Tris-
dimethylaminomthyl-phenol, EMS). Les échantillons sont imprégnés durant une journée a
température ambiante puis mis en moule pour polymérisation durant 7 jours au four Pasteur a 60°C.
Apres durcissement des blocs, ces derniers sont découpés a 1’aide d’un ultra-microtome (Leica) et
d’un couteau de diamant. Les coupes ultra-fines (90 nm d’épaisseur) obtenues, sont déposées sur
une grille de cuivre couverte de formvar et de carbone. Les échantillons traités selon le second
protocole sont post-marqués pendant 45 minutes dans une solution d’acétate uranyl 2% en eau puis
dans une solution de citrate de plomb durant 4 minutes dans le noir. Les observations sont ensuite

réalisées au microscope Tecnai G2, 200 kV.
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Structure des génomes

Pour confirmer expérimentalement la structure des génomes prédites in silico nous avons
utilis¢ deux approches, la premiére, moléculaire, permet de confirmer les jonctions entre les
différents fragments par amplification in vitro des jonctions ; la seconde approche consiste a faire

migrer des longs fragments d'ADN par électrophorése en champs pulsé.

Réaction par polymérisation en chaine

Pour amplifier des fragments a haute fidélit¢é d'ADN purifié nous avons utilisé le kit PCR
ThermoFisher Phusion selon les recommandations du producteur. Les génomes étudiés ici étant
riches en GC nous avons utilisé le tampon adéquat. Les séquences d'un méme couple d'amorce sont
choisies de facon a ce que les températures d'appareillement soient similaires £1°C et

préférentiellement riches en GC en 3' de la séquence.

Electrophorése en champ pulsé

L'¢lectrophorese en champ pulsé (PFGE) permet la migration d'ADN génomique entier et
integre. Pour cela il est impératif de ne pas pipeter ' ADN. Les virus sont d'abord enrobés dans un
bloc d'agarose avant d’étre lysés. Pour chaque puit du gel d'éléctrophorese, 40 pL. de virus a une
concentration de ~10!0 particules virales par millilitres est mis a chauffer a 45°C. Chaque
suspension virale est ensuite diluée au demi avec de l'agarose a basse température de fusion a 2%
(m/v) en surfusion. Le mélange ainsi obtenu est ensuite placé dans un moule approprié et laissé a
durcir 15 minutes a température ambiante puis 15 minutes a 4°C. Les blocs ainsi formés sont
ensuite lysés dans un tampon de lyse contenant 50 mM de Tris-HCI pH 8, 50 mM 1% (v/v) N-
laurylsarcosine, 1 mg/ml de protéinase K a 20 mg/ml durant 6 heures a 50°C sous agitation basse
(500 rpm). Un second bain identique est ensuite réalisé en ajoutant 1 mM de DTT. Enfin, un
troisieme bain est réalisé, identique au premier mais incubé durant 12h. Les blocs sont ensuite
rincés 4 fois durant 15 minutes a 50°C dans de 1'eau ultra-pure au premier lavage puis dans du

tampon TE (10 mM Tris-HCI pH 8 et 0,1 mM EDTA).

Dans le cas d'une digestion enzymatique, les blocs sont ensuite rincés dans de l'eau ultra-
pure durant 15 minutes a 50°C puis deux fois durant 1h dans du tampon TE contenant un inhibiteur
de protéase, le fluorure de phénylméthylsulfonyle (PSMF) et enfin 1 fois dans du tampon TE durant
30 minutes sur glace. Les blocs sont ensuite incubés dans le tampon de digestion de I'enzyme durant
30 minutes. A noter, en cas de digestions successives, il convient de réaliser la digestion dont le

tampon est le moins salin en premier. Une fois l'incubation en tampon de digestion réalisée, ce
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dernier est changé et est ajouté 20 unités enzymatiques de I'enzyme de restriction. Les blocs sont
ainsi incubés durant 20 minutes a température ambiante puis 6h a la température recommandée. Les
¢échantillons sont ensuite placés dans des réactifs frais pour a nouveau 12h de lyse. Une fois la lyse
terminée, les blocs sont rincés 2 fois, une premicre fois 1 heure dans de I'eau ultra-pure et la
seconde fois durant 2 heures a 50°C dans du tampon de lyse contenant 1 mg/ml de protéinase K.
Aprées cette étape d'inactivation de l'enzyme de restriction, les blocs sont rincés 3 fois dans du

tampon TE durant 15 minutes a 50°C.

Une fois les blocs préts, ils sont chargés dans un gel d'agarose 1% (m/v) en TBE 0,5 X puis
scellé avec I’excédent d'agarose. Le gel est placé dans la cuve de migration. Le générateur est
ensuite programmé pour permettre une migration dans une gamme de taille de bande donnée avec
une migration linéaire de 6 V/cm. La fréquence d'alternance du courant €lectrique ainsi que la durée
de migration sont choisies de fagon automatique par l'appareil en fonction des parameétres de taille

de fragments attendus donnés.

Extraction et purification de I'ADN génomique

La nature des capsides virales n'etant pas homogeéne parmi les virus géants, il existe deux
types de protocoles pour I'extraction de ' ADN génomique. Le premier protocole concerne les virus
de la famille des Mimiviridae, Marseilleviridae et mollivirus. Le second protocole s'applique pour
les Pandoraviridae et les Pithoviridae.

L’ADN des mollivirus est ainsi extrait a partir du premier protocole, a partir d'une quantité
de 5 x 107 particules virale environ. Le protocole suivi est celui recommandé dans kit PureLink™
Genomic DNA mini kit (Invitrogen) en ajoutant au tampon de lyse présent dans le kit du DTT a une
concentration finale de 1 mM.

L’ADN des pandoravirus est extrait en suivant le second protocole et fait intervenir un
tensioactif fort, le Bromure de cetyltrimethylammonium (CTAB). Un culot de 2 x 1010 particules
virales est re-suspendu dans 300 pL. d’eau ultra-pure et 500 uL. de tampon contenant du CTAB (20
g/L CTAB, 1,4 M NaCl, 100 mM Tris-HCI, 20 mM Na2EDTA, pH 8,0), 20 mg/mL de Protéinase
K et 3 uL de DTT 1 M sont ajoutés. Apres 1 h d'incubation a 65°C les ARN présents dans la
suspension virale sont hydrolysés par ajout de RNase A (20 mg/mL final et incubation durant 10
minutes a 65°C). Pour solubiliser I'ADN extrait dans 500 pL de chloroforme I'échantillon est
vortex¢é pendant 30 secondes, puis centrifugé a 16 000 g pendant 10 minutes a 4°C. La phase
aqueuse située dans la partie supérieure du tube est récupérée puis centrifugée a 16 000 g pendant 5

minutes a 4°C. Le surnageant est ensuite mélangé avec un volume équivalent de chloroforme,
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vortexé et centrifugé a 16 000 g pendant 5 minutes a 4°C. La phase aqueuse est de nouveau
récupérée et I'ADN est précipité en ajoutant 2 volumes de tampon de précipitation contenant 5 g/L
CTAB, 40 mM NaCl, pH 8,0. Par inversions délicates du tube on observe la formation d'un
précipité blanc. Ensuite 1’échantillon est incubé 1 heure a température ambiante avant d’étre
centrifugé a 16 000 g pendant 5 minutes. Une fois le précipité récupéré, il est resuspendu dans 350
uL de NaCl 1,2 M, puis I'ADN est extrait & nouveau par ajout de 350 pulL de chloroforme.
L’¢chantillon est vortexé trés briévement avant centrifugation a 16 000 g pendant 10 minutes a 4°C.
La phase aqueuse est récupérée, et 0,6 volumes d’isopropanol sont ajoutés pour permettre une
seconde précipitation de 'ADN. Le tube est inversé plusieurs fois jusqu’a ce que ’ADNg forme un
précipité transparent et refringeant. Le culot est récupéré par centrifugation a 16 000 g pendant 10
minutes a température ambiante puis lavé avec 500 puL d’¢éthanol a 70% en retournant plusieurs fois
le tube. Enfin la suspension d'ADN est & nouveau centrifugée a 16 000 g pendant 10 minutes, le

culot d’ADN est séché¢ a I’air libre puis re-solubilis¢ dans 60 pL d’eau ultra-pure.

Séquencage de génome

Le séquencage des génomes de virus géant, et en particulier les génomes présentant un
grand nombre de séquences répétées et/ou inversées, nécessite la combinaison de deux
technologies: l'une générant des fragments séquencés de petites tailles et avec un faible taux
d'erreur, Illumina Hiseq 2500 rapid, et une seconde générant des fragments longs mais de qualité
moindre, Oxford Nanopore R9-Long Read 1D. Les banques d'ADN ainsi que les séquencages sont
réalisés par nos collaborateurs du Genoscope au C.E.A. Les lectures séquencées sont ensuite

récupérées au format fastq.

Assemblage des génomes

La nécessité de I'assemblage découle du fait que les technologies actuelles de séquencage
générent des fragments d'ADN séquencés de taille inférieure a I'ADN analysé. Le but de
I'assemblage est donc de reconstruire la séquence d'ADN originale par I'obtention de chaines de
nucléotides les plus longues possibles (contig). L'ensemble de ces contig constitue une ébauche de
la séquencé d’intérét (scaffold). La combinaison des deux techniques de séquencage a pour but de
faciliter 'assemblage par l'obtention de lectures longues tout en ayant un faible taux d'erreur grace
aux lectures courtes. L'usage de jeux de données Nanopore et Illumina impose des contraintes
techniques, notamment dans le choix d'un assembleur capable de compiler les données short-read
[Nlumina et /ong-read Nanopore. Plusieurs assembleurs de novo ont ainsi été testés dans le cadre

d'un benchmark incluant deux logiciels supportant en données d'entrée les lectures Nanopore et
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Illumina :

Spades 3.13 %2 : l'algorithme recherche les chevauchements de longueur k-1 entre des mots
de longueur k. Cette longueur k, ou k-mer, peut étre choisie manuellement et est
conditionnée par la taille des lectures, les petites tailles de k-mer permettent d'obtenir un
graphe largement connecté tandis que les tailles de k-mer les plus grandes permettent de
résoudre les chevauchements de zones répétées. Le choix des k-mer constitue un compromis
entre temps de calcul et qualité de 'assemblage. Les chemins les plus longs ainsi constitués
matérialisent donc les contig, fragments plus ou moins complets de la séquence génomique
originale. Ici, les tailles de A-mer choisies ici sont, par itérations successives: 21, 41, 61, 81
et 99 et l'option — careful est utilisée pour réduire le nombre de décalage et d'insertions

délétions.

Unicycler v0.4.8 83 : Unicycler reprenant le fonctionnement de Spades. Pour chaque
longueur de kmer un score est donné au graphe produit en fonction du nombre de contig et
du nombre de dead end. Ainsi, le logiciel choisit automatiquement les tailles optimales de
kmer. Un échantillon des lectures Nanopore comprenant 90% des meilleures lectures de plus
de 1000 pb est sélectionné grace au logiciel filtlong (option —min length 1000,
--keep percent 90).

Et deux logiciels dédiés a I'assemblage des lectures Nanopore uniquement, incluant donc une étape

de correction du scaffold par alignement des lecture Illumina (polishing) :

Canu 2.0 34 : Ce logiciel utilise un logiciel d'alignement de séquence, MHAP, qui permet de
détecter les zones de chevauchement entre les lectures. Ici 1'option genomeSize=2m est
utilisée en se basant sur la taille moyenne des génomes de pandoravirus. L'assemblage
donné par Canu est ensuite corrigé par alignement des lectures Illumina contre le scaffold

généré (polishing).

Miniasm-0.3 # : La technologie déployée par Miniasm reprend le principe des graphes en
chaine de Canu. Le logiciel d’alignement minimap2 permet de détecter les zones

chevauchantes entre les lectures longue.

Annotation du génome et annotation fonctionnelle

L'annotation d'un génome assemblé consiste a prédire les genes codés. La stratégie globale

d'annotation des génomes repose sur trois axes : la détection de geénes ab initio, I'utilisation de

données externes (transcriptome, protéome...), et des données de conservation des geénes entre
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especes proches (Figure 34). Dans la suite de ce manuscript nous verrons que les différents logiciels

suivants sont utilisés ; pour la prédiction ab initio :

* AUGUSTUS.2.5.5 36 : programme qui utilise des données RNA-seq ou de protéomique ainsi

que pour effectuer un entrainement automatique ab initio.

* GeneMark-ES : programme permettant la recherche de genes dans les génomes eucaryotes

qui effectue un entrainement automatique ab initio non supervise.

* GeneMark-ET ¥ : programme reprenant le fonctionnement de GeneMark-ES en y ajoutant

la possibilité¢ d’intégrer des données d'alignements de lectures RNA-Seq dans la procédure

d'entrainement.

* GeneMark-S : programme permettant la recherche de génes ab initio dans les génomes

procaryotes sans entrainement automatique.
*  GetORF : programme permettant de détecter tous les ORF d'une taille donnée.

Pour I'utilisation de données externes les logiciels suivants sont utilisés :

* BRAKER ¥ : programme qui combine des données de transcriptomique et les logiciels

AUGUSTUS et GeneMark-ES pour faire des prédictions de structures de geéne ab initio.

* PASA ¥ : programme d'annotation de génome eucaryote utilisant les transcrits produits par

Trinity * pour la prédiction de genes.
Pour I'utilisation de données de conservation le logiciel suivant est utilisé :

* Exonerate *' : programme d'alignement permettant, entre autre, d'aligner sans saut des

séquences protéiques contre des s€quences nucléiques.

Une fois les différents types de données produites, ces derni¢res sont compilées. Chaque outil de

prédiction est pondéré et le choix de la meilleure prédiction est permise grace au logiciel

EvidenceModeler-1.1.1 (EVM) .
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Figure 34 : Schéma de principe de la procédure d'annotation de M. sibericum.

Annotation du génome de M. sibericum

Le génome de M. sibericum avait été annoté en 2015 lors de sa découvert, 'utilisation de
données de transcriptome avait permis une premiére annotation. Cependant, les données de
transcriptomique n'avaient pas été assemblées en conservant l'orientation des transcrits. Il a donc été
décidé de faire une nouvelle annotation de M. sibericum en mettant a profit les données de
transcriptome orientées dans le processus d'annotation (Figure 35). Les lectures sont alignées contre
le génome de M. sibericum grace au logiciel Tophat-2.0.0 puis les lectures alignées sont

assemblées en transcrits en prenant en compte l'orientation des ARN avec le logiciel Trinity-
v2.11.0.

Une fois les données de transcriptome générées, la prédiction de genes (données externes)

est faite comme suit :

* PASA : les transcrits alignés sur plus de 75% de leur taille avec un pourcentage d'identité
minimum de 95% sont utilisés. Les paramétres de PASA sont:
--MAX INTRON LENGTH 1000 pour donner la taille maximale des introns,
--transcribed is_aligned orient pour conserver l'orientation des transcrits et —

stringent alignement overlap 30

Les trois logiciels de prédiction ab initio suivant sont utilisés pour I'annnotation du génome de M.

sibericum avec les options suivantes :

¢ GeneMark-ES : --format GFF --fnn --faa et --virus
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*  GetOREF : -filter et -min 300 pour récupérer l'ensemble des protéines de plus de 100 acides

aminés
* AUGUSTUS.2.5.5 : paramétres par défaut
Les données de conservation sont produites comme suit :

* Exonerate : a partir d'un assemblage de novo de M. kamchatka les ORF predits sont alignés
contre le génome de M. sibericum
* CDSmapper *? : permet d'aligner le protéome de la particule de M. sibericum contre le
génome.
Enfin, I'ensemble de ces données est compilé par le logiciel EVM avec les pondérations suivantes :

AUGUSTUS 5, GeneMark-ES 3, GetORF 1, PASA 10, Protéome de la particule 15, Exonerate 2.

génome M. sibericum protéines M. sibericum

génome M. kamchatka

* génome M. kamchatka protéines M. sibericum

génome M. kamchatka \"/‘_‘/

v

Figure 35 : Schéma de principe de la procédure d'annotation de M. kamchatka.

Annotation du génome de M. kamchatka

Le génome de M. kamchatka est annoté de fagon similaire a celui de M. sibericum.
Trois logiciels de prédiction ab initio sont utilisés :

* GeneMark-S : avec les option par défaut

*  GetOREF : avec les options -filter et -min 300 pour récupérer I'ensemble des protéines de plus

de 100 acides aminés
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* AUGUSTUS.2.5.5 : paramétres par défaut
Les données de conservation sont produites ainsi :

* Exonerate : les ORF prédits de M. sibericum sont alignés contre le génome de M.

kamchatka

L'ensemble de ces données sont compilées par le logiciel EVM avec les pondérations suivantes :

AUGUSTUS 10, GeneMark-S 2, GetORF 1, PASA 10, Exonerate 1.

Annotation fonctionnelle des génes prédits

L'annotation fonctionnelle permet de prédire les fonctions des geénes annotés sur le génome.
Pour se faire deux approches sont combinées. La premicre consiste a chercher les domaines
protéiques conservés, la seconde a rechercher des homologies des séquences avec des protéines

connuces.

La détection des domaines conservés se fait grace a l'outil CD-Search . Pour chaque
protéine a analyser, I'algorithme de CD-Search appelle I'outil Reverse PSI-BLAST pour comparer la
séquence a la base de données des domaines conservés (CDD). La base de données CDD compile
les alignements de chaque protéines au domaine connu avec ses séquences homologues. Ces
alignements permettent de construire des matrices ou, a chaque position, est donné un score en
fonction du niveau de conservation de l'acide aminé a cette position (matrice PSSM). Le résultat de
l'alignement entre la protéine de fonction inconnue est la base de donnée CDD est une prédiction de
domaine avec un score et une E-valeur, similaire aux résultats obtenus par Reverse PSI-BLAST.
Dans notre cas, nous avons défini un seuil de E-valeur a 10~ et les protéines prédites sont

comparées a 55570 profils PSSMs.

La deuxiéme approche pour l'annotation fonctionnelle consiste a rechercher des protéines

homologues par comparaison de profils HMM (Hidden Markov-Model) grace au logiciel Hhblits %.
A partir de la séquence d'entrée, Hhblits construit un alignement multiple de séquences (MSA). De
fagon itérative, un profil HMM de la séquence est construit a chaque tour d'alignement contre une
base de donnée de profils HMM pré-construits. Les parametres Hhblits utilisés sont les suivants : la
base de donnée de profil HMM référence utilisée est uniclust 30 (version septembre 2018), -id 100
définissant le pourcentage maximal d'identité, -qid 50 le pourcentage d’identit¢ minimal, -e¢ 10> E-
valeur de 103, Z 100 donnant le nombre de lignes de résultat maximal, -B 100 donnant le nombre

d'alignements maximal.
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Les résultats obtenus par ces deux outils sont ensuite compilés dans un fichier tabulé et
manuellement inspectés. Quatre niveaux d'annotation sont faits : une prédiction concordante entre
les deux logiciels entraine l'annotation de la protéine avec la fonction prédite, deux prédictions
convergentes mais avec un domaine apparaissant incomplet au vu du résultat CD-Search entraine
une annotation « partial domain » et en cas de discordance ou d'absence de prédiction la protéine est
annotée « hypothétique ». Cette démarche combine deux approches et permet par conséquent de
réduire les fausses prédictions. Cependant, une telle stringence entraine €galement une perte de

sensibilité.
Génomique Comparative

« Clustering » de genes homologues

Des protéines homologues sont des protéines dont les génes qui les codent ont une origine
commune. On distingue par conséquent deux cas d'homologie : deux génes homologues dans deux
génomes distincts sont dits orthologues et partagent une histoire évolutive commune : celle qui s’est
écoulée avant la spéciation ; de méme, deux génes homologues dans un méme génome sont dits
paralogues et partagent une histoire évolutive commune : celle qui s’est écoulée avant la
duplication. Ainsi, bien qu'il n'existe aucune corrélation stricte entre le niveau de conservation des
genes orthologues et le niveau de conservation des protéines codés par ces mémes genes, la
présence de génes communs dans deux espéces distinctes traduit une histoire évolutive commune
entre ces deux organismes. Pour étudier I'histoire évolutive entre des virus d'une méme famille ou
entre deux familles virales, il convient donc de rechercher I'ensemble des groupes de genes
communs, appelés « orthogroupes », aux espeéces considérées. Pour réaliser ces orthogroupes le

logiciel OrthoFinder-2.2.7 compare l'ensemble des protéines une a une entre elles par BLASTp

(seuil E-valeur 10-3) . Ce processus permet donc la formation d'un graphe dont les sommets sont
I'ensemble des séquences considérées et les branches le bit-score de BLASTp entre deux séquences.
La segmentation des sommets permet ensuite de définir les séquences d'un méme orthogroupe. Pour
ces travaux, le logiciel Orthofinder est utilisé avec les parameétres par défaut, en ajoutant I'option -M
msa pour générer les alignements entre les séquences homologues. De méme, pour I'ensemble des
orthogroupes sans paralogues, le pourcentage d'identité est calculé par BLASTp réciproque entre les

séquences.

Phylogénie

La détection de génes homologues entre différentes espéces permet d'établir une histoire
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évolutive commune entre ces organismes. La phylogénie est I'un des moyens permettant d'étudier
cette histoire évolutive. La maniére courante de figurer cette histoire est la construction d'un arbre
phylogénétique. La construction d'un arbre phylogénétique se fait en trois étapes, il faut en premier
lieu faire un alignement multiple global entre les s€équences homologues d’intérét. Puis, estimer le

meilleur modele d'évolution et enfin reconstruire l'arbre a proprement parlé.

Il existe deux principales approches pour évaluer la distance entre des séquences : la
premiere est basée sur des mesures de distances (i.e nombre de substitutions par site) et la seconde
est statistique, basée sur 1’étude des états de caracteéres (nucléotide ou acide aminé présent a une
position, présence ou absence d’une insertion/délétion). Parmi les méthodes usuelles de distance, on
retrouve la méthode dite de Neighbor Joining (NJ), les méthodes statistiques usuelles sont le

maximum de vraisemblance (ML) et Bayes.

Pour les études présentées dans ce manuscrit, nous avons choisi d'utiliser la méthode ML.
Cette derniére est actuellement largement utilisée et repose sur I'é¢tude indépendante de chaque
position de l'alignement. La vraisemblance maximale des données est évaluée en calculant la
vraisemblance sous différentes hypothéses évolutives d’un modele d’évolution. Ainsi, chaque
position est considérée indépendante et le logarithme de la vraisemblance est calculé pour une
topologie donnée, en utilisant un modéle d’évolution particulier. Le logarithme de la vraisemblance
est cumulé sur tous les sites et sa somme est maximisée pour estimer la longueur des branches de
I'arbre. Une fois la reconstruction terminée, les arbres générés par méthode ML doivent étre
enracinés. Pour se faire il existe deux options, définir un groupe de séquences considérées comme
groupe extérieur ou enraciner l'arbre au poids moyen (mid-point rooting). De méme, la robustesse
de l'arbre doit étre évaluée. Pour se faire, un nombre donné de tirages avec remise est fait a partir du
jeu de données initial. Pour chaque tirage on calcule la phylogénie correspondante par la méme

méthode et la présence de chaque nceud dans les différentes simulations est évaluée (bootstrap).

L a procédure que nous avons choisie dans ce manuscrit est la suivante : les alignements
globaux sont faits avec MAFFT v7.407 et I'option G-INS-i pour alignement global pair a pair avec
raffinement itératif. Pour déduire les arbres phylogénétiques par maximum de vraisemblance nous
avons choisi le logiciel IQ-TREE 1.6.7 avec l'option -m TEST qui permet une sélection rapide et
précise du modele dévolution le plus en adéquation avec les observations, la robustesse de 'arbre
généré est évaluée en ajoutant l'option -bb 1000, permettant de réaliser 1000 ré-échantillonges avec
remise du jeu de données. L'arbre généré est ensuite visualisé grace au logiciel Archéoptéryx et est

enraciné par méthode mid-point.
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Pression de sélection

Lorsqu'on veut estimer la pression de sélection appliquée sur un couple de genes
orthologues, plusieurs paramétres sont calculés. Le premier est le taux de substituons synonymes
par positions synonymes (dS) et le nombre de substitutions non synonymes par positions non
synonymes (dN). Le ratio dN/dS calculé pour une paire de protéines orthologues, ou omega (o),
matérialise donc l'équilibre entre accumulation de mutation aboutissant a la modification de la
séquence de la protéine et mutation conservant la structure primaire de la protéine. Il existe trois cas

d'interprétation de la valeur o :

* <1:ilyamoins de substitutions non synonymes qu'attendu car les substitutions déléteres

ont été éliminées, le géne est donc sous pression de sélection négative

* o> 1:1ly a plus de substitutions non synonymes qu'attendu, le géne est sous pression de

sélection positive
* =1 :le gene est sous pression de sé€lection neutre

On considére alors que les geénes sous pression de sélection négative, dont la fonction est
strictement maintenue, sont essentiels au maintien et a la survie de 1'organisme considéré. Il existe
deux possibilités pour expliquer qu'un gene soit sous pression de sélection positive. Soit, il peut
s'agir d'un gene dont l'accumulation de mutations non synonymes entraine une diversification
permettant de maintenir sa fonction, c'est le cas par exemple des génes codant des antigénes
pathogénes ¢ ; soit, le géne accumule des mutations non synonymes, conduisant potentiellement

conférer un avantage sélectif a I'organisme étudié.

Il convient de préciser que cette méthode contient intrinséquement des limites. Ainsi pour
des espéces divergentes la saturation en mutation synonyme peut entrainer des valeurs d'o®
aberrantes car il est virtuellement impossible de prédire le nombre de mutations accumulées a une
position donnée. Ainsi il convient d’étre prudent sur la valeur seuil du dS. De plus, des espéces trop
proches, ou ayant divergés il y a trés peu de temps, peuvent accumuler des mutations non-
synonymes qui ne sont pas encore perdues, entrainant une sur-estimation des valeurs de dN. Par

conséquent, il convient d’étre prudent dans 1'analyse des valeurs ® obtenues.

Pour calculer la pression de sélection appliquée sur une paire de genes homologues il faut
dans un premier temps aligner ces protéines, convertir cet alignement en un alignement des codons

et ensuite calculer la valeur ® associée. Ici les protéines sont alignées avec MAFFT v7.407 et les

alignements sont contrdlés manuellement *’. L'alignement des codons correspondant est réalisé avec
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pal2nal.v14 et l'option -nogap 8. Les valeurs de @ sont calculées par le logiciel codeml avec les
parametres : runmode = -2 pour pairwise alignment, model = 2 pour le modele de codon et
CodonFreq = 2 qui suppose que la probabilité de substitution est égale pour chaque codon et la

fréquence des codons est calculée en fonction de la fréquence de chaque nucléotide dans chaque

position du codon ¥. Pour pallier aux éventuels biais, les valeurs de ® obtenues sont sélectionnées

en considérant les seuils suivants : 0<dS <=2 et dN >0.

Calcul de I'adaptation des codons

L'index d’adaptation des codons (CAI) mesure I'écart entre les codons utilisés par un geéne
codant pour une protéine donnée par rapport a un ensemble de génes de référence, plus la valeur de
CALI est proche de 1 plus l'usage des codons entre la référence et 1'organisme testé est proche. Le
CAI permet de prédire le niveau d'expression d'un géne basé sur sa séquence nucléique. Le logiciel

utilisé est cai de la suite EMBOSS et la table de référence est construite a partir d'un ensemble de

771 geénes constitutifs de 4. castellanii '%°.

Metagénomique

Extraction d'ADN total

L 'extraction d'ADN total des échantillons A, B et C, constitue un défi technique pour
plusieurs raisons. En effet, il est nécessaire de maintenir les échantillons congelés et garantir leur
stérilité lors de la manipulation, pour permettre I'extraction de I'ADN viral potentiellement contenu
dans les virions présents dans I'échantillon, nécessite d'ajuster le protocole proposé par le fabricant
du kit. De plus, la quantit¢ minimale de matériel génétique pour le séquencage est de 1 ug d'ADN,
pour atteindre cette quantité minimale d'’ADN il faut donc multiplier les duplicats. Chaque série
d'échantillon a été traitée en utilisant le kit Dneasy PowerSoil Kit de Qiagen. Les séries A et B sont
traitées avec la version miniprep du kit Dneasy PowerSoil Kit de Qiagen, en suivant le protocole
recommandé¢ par le fabricant, en ajoutant au tampon de lyse C1 5 uLL de DTT 1M. Les échantillons
sont d'abord traités en double (2 tubes contenant 0,25 grammes d’échantillon par tube) puis en
sextuple si la quantité d'ADN dosée était inférieure a 1 pg. La série C est traitée avec la version
maxiprep du kit Dneasy PowerSoil Kit de Qiagen en duplicat (avec 20 grammes d’échantillon par
colonne) selon les recommandations du fabricant en ajoutant 145 uLL de DTT 1 M au tampon de
lyse C1 et les étapes suivantes : Aprés ajout du tampon C1 contenant du DTT, les échantillons sont

broyés mécaniquement durant 20 secondes dans un homogénéiseur MP FastPrep a une vitesse de 4
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m/s, incubé 30 minutes a 65°C puis a nouveau broy¢ 20 secondes a 4 m/s, la suite du protocole est
celle recommandée par le fabricant. Aprés élution dans 5 ml de tampon d'élution 'ADN extrait est
concentré sur une colonne de silice issue du kit Monarch Génomic DNA purification Kit de NEB

jusqu'a obtention d'une quantité d'ADN suffisante.

Assemblages, annotation et sélection des contig

L'ensemble des métagénomes a séquencé par méthode Illumina HiSeq 432 grace a une
collaboration avec le Génoscope. La qualité des séquences brutes a été controlée grace au logiciel
FASTQC. Les lectures contaminantes explicites sont enlevées et les extrémités 3' des lectures sont
¢liminées si leur score de qualité était inférieur a 30 grace au logiciel BBTools (33). Les lectures
sont ensuite assemblées en utilisant le logiciel MEGAHIT avec les options: “--k-list
33,55,77,99,127 436 --min-contig-len 1000”. Les lectures sont ensuite alignées contre les contigs

produits grace au logiciel Bowtie2 avec l'option “--very-sensitive”.

RESULTATS

Métagénome, diverses pistes a l'étude

Des 31 échantillons de cryosol, 16 ont pu fournir une quantit¢ d'ADN suffisante de 1 pg
pour le séquengage. Parmi les échantillons séquencés, 8 sont en provenance de la zone de Yukéchi
(série C), 3 du Kamchatka (série A), deux des abords de la riviere Kolyma (série B), un de la riviére
Omolon (série B) et 1'échantillon en provenance de I'Antarctique (série B) (Tableau 1). Comme
annoncé plus haut dans ce manuscrit, du fait de la réactivation et 1'é¢tude rapide de deux nouveaux

virus, les travaux effectués sur les profils métagénomiques sont encore a 1’état d'ébauche.
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# Collaboration Collaborateur Nom | Nomenclature Origine

1 Kamtchatka Alexander Morawitz P2 C shore of Kronotsky River

2 Kamtchatka Alexander Morawitz P4 D near lake at Kizimen Volcano
3 Kamtchatka Alexander Morawitz P5 E Shapina river bank

4 Pushchino Stas Malavin Labl F River Bolshaya Chukochya
5 Pushchino Stas Malavin Lab8 G Antarctic Modern Soil

6 Pushchino Stas Malavin Labl0 H Kolyma River (old, permafrost nest)
7 Pushchino Stas Malavin Labll I Modern soil Alazeya River

8 Pushchino Stas Malavin Lab14 J Omolon River (old)

9 | A. Wegener Inst Jens Strauss Yed6 K Yedoma Dry, -16m, frozen
10 | A. Wegener Inst Jens Strauss Alall L AlasCenter Dry, -12m, frozen
11 | A. Wegener Inst Jens Strauss Y2 M Yedoma Lake, -16m, frozen
12 | A. Wegener Inst Jens Strauss Alal0 N AlasCenter Dry, -16m, frozen
13 | A. Wegener Inst Jens Strauss Y1 O Yedoma Lake, -19m, frozen
14 | A. Wegener Inst Jens Strauss Yed7 P Yedoma Dry, -11m, frozen
15 | A. Wegener Inst Jens Strauss Y4 Q Yedoma ILake, -6m, thawed
16 | A. Wegener Inst Jens Strauss Ala9 R AlasCenter Dry, -20m, frozen

Tableau 1 : Liste des métagénomes obtenus

Les travaux de Artemiya Goncharov du laboratoire de médecine expérimentale de
I'Universit¢ de médécine Mechnikov a Saint-petersbourg ont démontré que le pergélisol arctique
¢était un réservoir naturel d'éléments génétiques mobiles procaryotes porteurs de génes anciens de
résistance aux antibiotiques '°'. Il a été également démontré que ces éléments mobiles étaient
capables de se conjuguer dans des génomes de bactéries modernes, ainsi le plasmide pKLH80 isolé
dans du pergélisol du pleistoceéne et contenant le géne blaRTG-6 codant pour une beta-lactamase a
¢été transmis a une souche nosocomiale d'Acinetobacter baumanii '. Les données de séquencgage de
pergélisol ont donc été exploitées dans I'objectif de découvrir les geénes de résistance aux
antibiotiques présents dans les différents échantillons de cryosol. Les données de séquencage ont
permis d'assembler un total de 869178 contig de plus de 5 kpb, desquels ont été prédits 10152851
ORF. Des membres du laboratoire sont actuellement chargés d'étudier la taxonomie des lectures
assemblées dans le but de détecter de potentiels éléments génétiques mobiles porteurs de genes de

résistance aux antibiotiques.

Bien qu'a l'heure actuelle aucune taxonomie des lectures assemblées n'a été faite. Une
premiere démarche pour détecter des micro-organismes dans les métagénomes a consisté a associer
une taxonomie directement aux lectures filtrées par l'utilisation du logiciel Kraken ' Les premiers
pathogenes recherchés sont les pathogenes des catégories A et B tels que définis par le Centre de
Controle des Maladies, aux Etat-Unis (CDC). Ce premier résultat indique que le pourcentage de
lectures associées a ces pathogenes est trés faible (Figure 36). La question qui se pose est donc de
savoir si il est possible d'envisager que ces micro-organismes soient réellement présents dans les

échantillons et, de surcroit encore infectieux. A I'heure actuelle, 1'équipe en charge de la poursuite
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de cette étude se concentre sur la mise en place d'un protocole permettant d'assembler les lectures

ayant une taxonomie commune ensemble.
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Figure 36 : Pourcentage des lectures associées a chacun des micro-
organismes de classe A ou B dans les différents métagénomes.

Les pandoravirus, des virus géants au génome intriguant

Suivant la découverte historique de P. dulcis e t P. salinus, le laboratoire a continué
d'explorer différents environnements a la recherche de nouveaux pandoravirus. Depuis lors, trois
nouveaux virus ont été isolés et séquencés : P. quercus a partir d'un échantillon de sol en
provenance de Marseille, P. macleodensis dans un échantillon d'eau douce en provenance de
Melbourne et P. neocaledonia a partir d'eau saumatre d'une mangrove aux abords de l'aéroport de
Nouméa ; portant donc a 5 le nombre de virus séquencés et caractérisés au laboratoire. Il est donc
apparu a ce moment que les Pandoraviridae constituaient une nouvelle famille virale dont les
représentants étaient distribués sur tout le globe. L'obtention de ces 5 virus a rendu possible 1'étude
des caractéristiques intrinséques et 1'évolution de cette famille virale par la combinaison de
plusieurs approches dites « omiques », incluant analyse transcriptomique et analyse protéomique de
la particule, et expérimentales de microscopie, incluant observation par microscopie optique et
¢lectronique. Pour compléter 1'analyse génomique des Pandoraviridae, la série de génomes viraux a
été complétée par les données de séquencage d'un pandoravirus caractérisé en 2015 en Allemagne

par un autre laboratoire et baptis¢ P. inopinatum. Paradoxalement, P. inopinatum avait été observé
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sans que sa nature virale ait été découverte en 2008, suite a une étude des endosymbiontes

procaryotes de A. castellanii publiée par le laboratoire allemand.

L'é¢tude comparée des cycles infectieux de P. quercus, P. macleodensis et P. neocaledonia a
permis de déceler des nouvelles particularités propres a la réplication des Pandoraviridae. Ainsi il
est apparu que bien que les pandoravirus aient une dépendance stricte au noyau de I'hote, des
capsides virales en cours de synthése ont été observées dans des cellules comportant encore une
enveloppe nucléaire integre. Ainsi, la rupture de l'enveloppe nucléaire n'est plus apparue comme
systématique, comme avancé précédemment. De plus, dans le cadre de I'é¢tude du cycle infectieux
des Pandoraviridae, j'ai été amené a réaliser des observations par microscopie optique du cycle
infectieux dans le but de caractériser le phénoméene d'exocytose des particules virales. Pour ce faire,
des lamelles couvertes de poly-lisine ont été ensemencées, infectées a MOI 1000, puis observées
sans fixation sur un microscope (Zeiss Axio Observer) avec un grossissement total de 1008. Ce
protocole a permis d'observer a 5h post infection une vésicule d'exocytose contenant des virions de
pandoravirus fusionnant avec la membrane externe de I'amibe et relarguant les particules virales
dans le milieux extérieur. Cela prouve donc que l'exocytose est le moyen de sortie des virions a ce

stade du cycle infectieux. Ce résultat m'a permis d'étre cité en tant qu'auteur dans I'article sous-cité.

Sur le plan génétique, la premicre caractéristique notable des pandoravirus est le gigantisme
de leur génome, dont la taille varie de 1,8 Mpb pour P. macleodensis (1552 ORF) a 2,4 Mpb (2394
ORF) pour P. salinus. Faisant des Pandoraviridae les plus gros virus connus a ce jour. La recherche
de protéines homologues aux protéines de pandoravirus dans les bases de données a fait apparaitre
que 70% des génes prédits n'avaient pas d'homologues en dehors des Pandoraviridae. Ce nombre
passe a 80% lorsqu'on s’intéresse uniquement aux genes codants pour des protéines retrouvées dans
la capside virale. Cette grande proportion de genes inconnus, baptisés ORFan, fait donc des
pandoravirus des réservoirs privilégiés de genes codant pour des protéines aux fonctions nouvelles
et dont la présence et l'origine restent a caractériser. Le séquencage de ses souches a également
permis de réaliser une premiére phylogénie des Pandoraviridae. 1l est ainsi apparu que les
pandoravirus se regroupent en deux lignées distinctes, avec d'un coté la lignée A (P. dulcis, P.

salinus, P. quercus et P. celtis) et de 'autre la lignée B (P. macleodensis, P. neocaledonia).

Le clustering des geénes homologues a fait apparaitre 455 groupes de génes partagés,
délimitant ainsi le génome cceur des pandoravirus. Si on s’intéresse maintenant a 1'ensemble de la
diversité génétique des Pandoraviridae, 1l apparait que l'allure de la courbe de saturation du pan-
génome est caractéristique des pan-génomes dits ouverts (o = 0,83). Ainsi, a chaque découverte

d'un nouveau pandoravirus le pan-génome s'enrichit de 50 a 60 nouveaux genes (Figure 37). Pour
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déterminer 1'origine de ces génes uniques a chaque souche plusieurs hypothéses ont été testées.
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Figure 37 : Comparaison du contenu en genes des
Pandoraviridae. Le parameétre a, est caracteéristique
d'un pan-génome ouvert (a <I). Le nombre de groupes
de genes partagés défini le génome ceeur des
Pandoraviridae.

La présence de 70% d'ORFans laisse donc la place a ce que 30% des geénes soient des
candidats potentiels a des transferts de génes horizontaux. L'analyse phylogénétique de ces geénes a
démontré que seuls 6 a 15% de ces derniers étaient issus de HGT potentiels. De plus, le sens de
transfert est pour moitié¢ seulement dans le sens cellule vers virus. Ce ratio de geénes acquis par

transferts horizontaux, retrouvé chez d'autres NCLDV comme mimivirus dont le génome est plus

petit, n'explique pas a lui seul le gigantisme des Pandoraviridae.

Le clustering des 11468 protéines prédites chez 'ensemble des 6 virus a mis en évidence que
50% des genes étaient dupliqués (Figure 38). L'analyse de la position des paralogues détectés
montre que ce phénomene de duplication a été ensuite suivi des réarrangements entrainant la perte
de colinéarité entre les génes paralogues. Enfin, le phénomeéne de duplication est marginal lorsqu'on
considere uniquement les génes uniques a chaque souche. Ainsi, bien que les Pandoraviridae soient
les plus enclins au phénoméne de duplication, cela n'explique pas entiérement le gigantisme de ces

virus.
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Figure 38 : Distribution des genes présents en une
seule copie VS les genes présents en plusieurs copies
dans plusieurs familles de virus géants.

En considérant que ni les HGT ni les duplications expliquent a eux seuls la complexité des
génomes de pandoravirus, trois classes de genes ont été étudices séparément : les génes du génome
cceur, les ORFans spécifiques d'une lignée et les ORFans uniques a chaque virus (ORFans stricts).
L'étude de ces trois classes de génes a fait apparaitre que ces derniers se distinguent selon trois
criteres : le CAl, la taille et le GC%. Ainsi, les ORFans spécifiques d'une lignée et les ORFans
uniques a chaque virus ont des caractéristiques uniques, plus proches de caractéristiques des régions
intergéniques : GC% statistiquement plus bas et CAI distinct des genes coeurs. L'hypothese la plus
probable expliquant la présence de ces geénes est donc que ces derniers ont été crées de novo a partir
des régions intergéniques. Cette hypothése est consistante avec le fait que 38% du génome de
pandoravirus est constitu¢ de régions intergéniques, offrant donc la place a ce mécanisme pour
s’établir. De méme, la taille moyenne des ORFans stricts est supérieure a 100 acides aminés,
augmentant la probabilité que les protéines produites forment des structures secondaires. Le
processus de création de geénes de novo peut se dérouler de deux fagons, soit la région intergénique
acquiert la transcription pour ensuite devenir un ORF, soit l'inverse. La présence de deux ORF de

P. salinus correspondant a un long ADN non codant de P. néocaledonia et a une région
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intergénique de P. quercus suggere que I’apparition de genes crées de novo est issue en premier lieu

de l'acquisition par des régions intergéniques de la transcription puis d'une structuration en ORF.

Pour conclure, les trois mécanismes contribuent de fagon différentes a I'acquisition de

nouveaux genes par les pandoravirus : HGT, duplication et création de genes.

Papier 1 : Legendre, M., Fabre, E., Poirot, O., Jeudy, S., Lartigue, A., Alempic,
J. M., ... & Labadie, K. (2018). Diversity and evolution of the emerging
Pandoraviridae family. Nature communications, 9(1), 1-12.
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ARTICLE

Diversity and evolution of the emerging
Pandoraviridae family

Matthieu Legendre® !, Elisabeth Fabre', Olivier Poirot!, Sandra Jeudy', Audrey Lartigue!, Jean-Marie Alempic',
Laure Beucher?, Nadége Philippe® !, Lionel Bertaux!, Eugéne Christo-Foroux!, Karine Labadie3,
Yohann Couté® 2, Chantal Abergel 1 & Jean-Michel Claverie'

With DNA genomes reaching 2.5 Mb packed in particles of bacterium-like shape and
dimension, the first two Acanthamoeba-infecting pandoraviruses remained up to now the
most complex viruses since their discovery in 2013. Our isolation of three new strains from
distant locations and environments is now used to perform the first comparative genomics
analysis of the emerging worldwide-distributed Pandoraviridae family. Thorough annotation of
the genomes combining transcriptomic, proteomic, and bioinformatic analyses reveals many
non-coding transcripts and significantly reduces the former set of predicted protein-coding
genes. Here we show that the pandoraviruses exhibit an open pan-genome, the enormous
size of which is not adequately explained by gene duplications or horizontal transfers. As
most of the strain-specific genes have no extant homolog and exhibit statistical features
comparable to intergenic regions, we suggest that de novo gene creation could contribute to
the evolution of the giant pandoravirus genomes.
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or 10 years after the serendipitous discovery of the first giant

virus (i.e., easily visible by light microscopy) Acanthamoeba

polyphaga Mimivirus® 2, environmental sampling in search
of other Acanthamoeba-infecting viruses only succeeded in the
isolation of additional members of the Mimiviridae family> .
Then, when we returned in 2013 to the Chilean coastal area from
where we previously isolated Megavirus chilensis®, we isolated the
even bigger Pandoravirus salinus®. Tts unique characteristics
suggested the existence of a different family of giant viruses
infecting Acanthamoeba. The worldwide distribution of this
predicted virus family, the proposed Pandoraviridae, was quickly
hinted by our subsequent isolation of Pandoravirus dulcis more
than 15000km away, in a freshwater pond near Melbourne,
Australia®. We also spotted pandoravirus-like particles in an
article reporting micrographs of Acanthamoeba infected by an
unidentified “endosymbiont”®, the genome sequence of which has
recently become available as that of the German isolate Pandor-
avirus inopinatum’.

Here we describe three new members of the proposed Pan-
doraviridae family that were isolated from different environments
and distant locations: Pandoravirus quercus, isolated from ground
soil in Marseille (France); Pandoravirus neocaledonia, isolated
from the brackish water of a mangrove near Noumea airport
(New Caledonia); and Pandoravirus macleodensis, isolated from a
freshwater pond near Melbourne (Australia), only 700 m away
from where we previously isolated P. dulcis. Following the char-
acterization of their replication cycles in Acanthamoeba castella-
nii by light and electron microscopy, we analyzed the five
pandoravirus strains available in our laboratory through com-
bined genomic, transcriptomic, and proteomic approaches. We
then used these data (together with the genome sequence of P.
inopinatum) in a comparative manner to build a global picture of
the emerging family and refine the genome annotation of each
individual strain. While the number of encoded proteins has been
revised downward, we unraveled hundreds of previously unpre-
dicted genes associated to non-coding transcripts. From the
comparison of the six representatives at our disposal, the Pan-
doraviridae family appears quite diverse in terms of gene content,
consistent with a family for which many members are still to be
isolated. A large fraction of the pan-genome codes for proteins
without homologs in cells or other viruses, raising the question of
their origin. The purified virions are made of more than 200

different proteins, about half of which are shared by all tested
strains in well-correlated relative abundances. This large core
proteome is consistent with the highly similar early infection
stages exhibited by the different isolates.

Results

Environmental sampling and isolation of pandoravirus strains.
We used the same isolation protocol that led to the discovery of P.
salinus and P. dulcis®. Tt consists in mixing the sampled material
with cultures of Acanthamoeba adapted to antibiotic concentra-
tions high enough to inhibit the growth of other environmental
microorganisms (especially bacteria and fungi). Samples were
taken randomly from humid environments susceptible to harbor
Acanthamoeba cells. This led to the isolation of three new pan-
doravirus strains: P. quercus; P. neocaledonia; and P. macleodensis
(Table 1, see Methods). They exhibit adequate divergence to start
assessing the conserved features and the variability of the emer-
ging Pandoraviridae family. When appropriate, our analyses also
include data from P. inopinatum, isolated in a German laboratory
from a patient with an Acanthamoeba keratitis”.

Study of the replication cycles and virion ultrastructures.
Starting from purified particles inoculated into A. castellanii
cultures, we analyzed the infectious cycle of each isolate using
both light and transmission electron microscopy (ultrathin sec-
tion). As previously observed for P. salinus and P. dulcis, the
replication cycles of these new pandoraviruses were found to last
an average of 12h> (8h for the fastest P. neocaledonia). The
infectious process is the same for all viruses, beginning with the
internalization of individual particles by Acanthamoeba cells.
Following the opening of their apical pore, the particles (“pan-
doravirions”) transfer their translucent content to the cytoplasm
through the fusion of the virion internal membrane with that of
the phagosome. The early stage of the infection is remarkably
similar for all isolates. While we previously reported that the cell
nucleus was fully disrupted during the late stage of the infectious
cycle®, the thorough observation of the new strains revealed neo-
synthetized particles in the cytoplasm of cells still exhibiting
nucleus-like compartments in which the nucleolus was no longer
recognizable (Supplementary Fig. 1). Eight hours post infection,
mature virions became visible in vacuoles and are released
through exocytosis (Supplementary Movie). For all isolates, the

Table 1 Data on the pandoravirus isolates used in this work
Name Origin Isolate RNA-seq Virion Genome size (bp) (G N ORFs? N
proteome + C)% (standard) Genes (stringent)
P. salinus Chile Ref. ® This work  This work 2473870 2394 (2541)2 1430 ORFs
62% 214 IncRNAs
3 tRNAs
P. dulcis Australia Ref. ® This work  This work 1908524 1428 (1487)° 1070 ORFs
64% 268 IncRNAs
TtRNA
P. quercus France (Marseille)  This work  This work  This work 2077288 1863 1185 ORFs
61% 157 IncRNAs
TtRNA
P. neocaledonia New Caledonia This work  This work  This work 2003191 1834 1081 ORFs
61% 249 IncRNAs
3 tRNA
P. macleodensis Australia This work — — — 1838258 1552 926 ORFs
(Melbourne) 58% TtRNA
P. inopinatum Germany Ref. © — — 2243109 2397 (1839)2 1307 ORFs
61% TtRNA
NC non-protein-coding transcripts
2The number of ORFs predicted in the original publications are indicated in parenthesis below the number obtained using the same standard reannotation protocol for all genomes. A more stringent
estimate (next column) is taking into account protein sequence similarity as well as RNA-seq and proteomic data when available (see Methods)
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Fig. 1 The new pandoravirus isolates. a Overproduction by an A. castellanii
cell of Pandoravirus macleodensis virions from the environmental sample
prior cell lysis. Environmental bacteria can be seen in the culture medium
together with P. macleodensis virions. (scale bar is 10 um). b TEM image of
an ultrathin section of A. castellanii cell during the early phase of infection
by P. neocaledonia. The ameba pseudopods are ready to engulf the
surrounding virions. Ten minutes pi, virions have been engulfed and are in
vacuoles (scale bar is 500 nm). ¢ TEM image of an ultrathin section of A.
castellanii cell during the assembly process of a P. salinus virion (scale bar is
500 nm). d TEM image of an ultrathin section of a nascent P. quercus virion.
(scale bar is 500 nm). The structures of the mature particles from the
different strains do not exhibit any noticeable difference

replicative cycle ends with the cells lysis and the release of about a
hundred particles (Fig. 1).

Genome sequencing and annotation. Genomic DNA of P.
neocaledonia, P. macleodensis, and P. quercus were prepared from
purified particles and sequenced using either the PacBio or Illu-
mina platforms (see Methods). As for P. salinus, P. dulcis®, and P.
inopinatum’, the three new genomes assembled as single linear
double-stranded DNA (dsDNA) molecules (=60% G + C) with
sizes ranging from 1.84 to 2 Mb. In addition to their translucent
amphora-shaped particles (Fig. 1), higher than average G+ C
content and genomic gigantism thus remain characteristic fea-
tures shared by the Pandoraviridae> 8. Given the high proportion
of viral genes encoding proteins without database homolog, gene
predictions based on purely ab initio computational approaches
(i.e., “ORFing” and coding propensity estimates) are notoriously
unreliable, leading to inconsistencies between teams using dif-
ferent values of arbitrary parameters (e.g., minimal open reading
frame (ORF) size). For instance among families of large dsDNA
viruses infecting eukaryotes, the average protein-coding gene
density reportedly varies from one gene every 335bp (Phy-
codnaviridae, NCBI: NC_008724) up to one gene every 2120 bp
(Herpesviridae, NCBI: NC_003038), while the consensus is clearly
around one gene every kb (such as for bacteria). As a result, one
oscillates between situations where many genes are overpredicted
and others where many real genes are probably overlooked. Such
uncertainty about which genes are “real” introduces a significant
noise in comparative genomic analyses and the subsequent testing
of evolutionary hypotheses. In addition, computational methods
are mostly blind to genes expressed as non-protein-coding
transcripts.

| (2018)9:2285

To overcome the above limitations, we performed strand-
specific RNA-seq experiments and particle proteome analyses, the
results of which were mapped on the genome sequences. Only
genes supported by experimental evidence (or protein similarity)
were retained into this stringent reannotation protocol (see
Methods, Supplementary Fig. 2). On one hand, this new
procedure led to a reduced set of predicted proteins, on the
other hand it allowed the discovery of an unexpected large
number of non-coding transcripts (Table 1).

The new set of validated protein-coding genes exhibits a
strongly diminished proportion of ORFs shorter than 100
residues, most of which are unique to each pandoravirus strain
(Supplementary Fig. 3). The stringent annotation procedure also
resulted in genes exhibiting a well-centered unimodal distribution
of codon adaptation index (CAI) values (Supplementary Fig. 3).

For consistency, we extrapolated our stringent annotation
protocol to P. inopinatum and P. macleodensis, reducing the
number of predicted proteins taken into account in further
comparisons (see Methods, Table 1). As expected, the discre-
pancies between the standard versus stringent gene predictions
are merely due to the overprediction of small ORFs (length < 300
nucleotides). Such arbitrary ORFs are prone to arise randomly in
G + C-rich sequences within which stop codons (TAA, TAG, and
TGA) are less likely to occur by chance than in the non-coding
regions of A + T-rich genomes. Indeed, the above standard and
stringent annotation protocols applied to the A + T-rich (74.8%)
Megavirus chilensis genome® resulted in two very similar sets of
predicted versus validated protein-coding genes (1120 versus
1108). This control indicates that our stringent annotation is not
simply discarding eventually correct gene predictions by arbitrary
raising a confidence threshold, but specifically correcting errors
induced by the G + C-rich composition. Purely computational
gene annotation methods are thus markedly less reliable for G +
C-rich genomes, especially when they encode a large proportion
of ORFans (ie., ORF without database homolog), as for
pandoraviruses. However, it is worth noticing that even after
our stringent reannotation, the fraction of predicted proteins
without significant sequence similarity outside of the Pandor-
aviridae family remained quite high (from 67 to 73%,
Supplementary Fig. 4).

An additional challenge for the accurate annotation of the
pandoravirus genomes is the presence of introns (virtually
undetectable by computational methods when they interrupt
ORFans). The mapping of the assembled transcript sequences
onto the genomes of P. salinus, P. dulcis, P. quercus, and P.
neocaledonia, allowed the detection of spliceosomal introns in
7.5-13% of the validated protein-coding genes. These introns
were found in the untranslated regions (UTRs) as well as in the
coding sequences, including on average 14 genes among those
encoding the 200 most abundant proteins detected in the particles
(see below). Although spliceosomal introns are found in other
viruses with a nuclear phase such as the chloroviruses’,
pandoraviruses are the only ones for which spliceosomal introns
have been validated for more than 10% of their genes. These
results support our previous suggestion that at least a portion of
the pandoravirus transcripts are synthetized and processed by the
host nuclear machinery”. Yet, the number of intron per viral gene
remains much lower (around 1.2 in average) than for the host
genes (6.2 in average'®). Pandoravirus genes also exhibit UTRs
twice as long (Supplementary Table 1) as those of Mimiviridae''.

The mapping of the RNA-seq data led to the unexpected
discovery of a large number (157-268) of long non-coding
transcripts (LncRNAs) (Table 1, Supplementary Table 1 for
detailed statistics). These LncRNAs exhibit a polyA tail and about
4% of them contain spliceosomal introns. LncRNAs are most
often transcribed from the reverse strand of validated protein-
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coding genes while a smaller fraction are expressed in intergenic
(i.e,, inter-ORF) regions (Supplementary Fig. 5). These non-
coding transcripts may play a role in the regulation of
pandoravirus genes expression.

Overall, 82.7-87% of the pandoravirus genomes is transcribed
(including ORFs, UTRs, and LncRNAs), but only 62-68.2% is
translated into proteins. Such values are much lower than in giant
viruses from other families (e.g., 90% of the Mimivirus!! genome
is translated), in part due to the larger UTRs flanking the
pandoravirus genes.

Comparative genomics. The six protein-coding gene sets
obtained from the above stringent annotation were then used as
references for whole-genome comparisons aiming to identify
specific features of the Pandoraviridae family. Following a
sequence similarity-based clustering (see Methods), the relative
overlaps of the gene contents of the various strains were com-
puted (Fig. 2a), producing what we refer to as “protein clusters”.

We then computed the number of shared (i.e., “core”) and total
genes as we incrementally incorporated the genomes of the
various isolates into the above analysis, to estimate the size of the
family core gene set and that of the accessory/flexible gene set. If
the six available isolates appeared sufficient to delineate a core
genome coding for 455 different protein clusters, the “saturation
curve” leading to the total gene set is far from reaching a plateau,
suggesting that the Pandoraviridae pan-genome is open, with
each additional isolate predicted to contribute more than 50
additional genes (Fig. 2b). This remains to be confirmed by the
analysis of additional Pandoraviridae isolates.

4 | (2018)9:2285

We then investigated the global similarity of the six
pandoravirus isolates by analyzing their shared gene contents
both in term of protein sequence similarity and genomic position.
The pairwise similarity between the different pandoravirus
isolates ranges from 54 to 88%, as computed from a super
alignment of the protein products of the orthologous genes
(Supplementary Table 2). A phylogenetic tree computed with the
same data clusters the pandoraviruses into two separate clades
(Fig. 3).

Interpreted in a geographical context, this clustering pattern
conveys two important properties of the emerging family. On one
hand, the most divergent strains are not those isolated from the
most distant locations (e.g., the Chilean P. salinus versus the
French P. quercus; the Neo-Caledonian P. neocaledonia versus the
Australian P. macleodensis). On the other hand, two isolates (e.g.,
P. dulcis versus P. macleodensis) from identical environments
(two ponds located 700 m apart and connected by a small water
flow) are quite different. Pending a larger-scale inventory of the
Pandoraviridae, these results already suggest that members of this
family are distributed worldwide with similar local and global
diversities.

Our analysis of the positions of the homologous genes in the
various genomes revealed that despite their sequence divergence
(Supplementary Table 2), 80% of the orthologous genes remain
collinear. As shown in Fig. 4, the long-range architecture of the
pandoravirus genomes (i.e., based on the positions of orthologous
genes) is globally conserved, despite their differences in sizes
(1.83-2.47 Mb). However, one-half of the pandoravirus chromo-
somes (the leftmost region in Fig. 4) curiously appears
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evolutionary more stable than the other half where most of the
non-homologous segments occur. These segments contain strain-
specific genes and are enriched in tandem duplications of non-
orthologous ankyrin, MORN, and F-box motif-containing
proteins. Conversely, the stable half of the genome concentrates
most of the genes constituting the Pandoraviridae core genome
(top of Fig. 4). Interestingly, the local inversion that distinguishes
the chromosome of P. neocaledonia from the other strains is
located near the boundary between the stable and unstable
regions, and may be linked to this transition (although it may be
coincidental). Finally, all genomes are also enriched in strain-
specific genes (and/or duplications) at both extremities.

We then analyzed the distribution of the predicted proteins
among the standard broad functional categories (Fig. 5). As it is
now recurrent for large and giant eukaryotic DNA viruses, the
dominant category is by far that of proteins lacking recognizable
functional signatures. Across the six strains, an average of 70% of
the predicted proteins correspond to “unknown functions”. Such
a high proportion is all the more remarkable as it applies to
carefully validated gene sets, from which dubious ORFs have been
eliminated. It is thus a biological reality that a large majority of
these viral proteins cannot be linked to previously characterized
pathways. Remarkably, the proportion of such anonymous

| (2018)9:2285

proteins remains quite high (65%) among the products of the
pandoravirus core genome, that is among the presumably
essential genes shared by the six available strains (and probably
all future family members, according to Fig. 2b). Interestingly,
this proportion remains also very high (=80%) among the
proteins detected as constituting the viral particles. Furthermore,
the proportion of anonymous proteins totally dominates the
classification of genes unique to each strain, at more than 95%.
The most generic functional category, “protein—protein interac-
tion” is the next largest (from 11.7 to 18.9%), corresponding to
the detection of highly frequent and uninformative motifs (e.g.,
ankyrin repeats). Overall, the proportion of pandoravirus
proteins to which a truly informative function could be attributed
is <20%, including a complete machinery for DNA replication
and transcription.

We then investigated two evolutionary processes possibly at the
origin of the extra-large size of the pandoravirus genomes:
horizontal gene transfers (HGTs) and gene duplications. The
acquisition of genes by HGT was frequently invoked to explain
the genome size of ameba-infecting viruses compared to “regular”
viruses'? 13, We computed that up to a third of the pandoravirus
proteins exhibit sequence similarities (outside of the Pandoravir-
idae family) with proteins from the three cellular domains
(Eukarya, Archaea, and Eubacteria) or other viruses (Supple-
mentary Fig. 4). However, such similarities do not imply that
these genes were horizontally acquired. They also could denote a
common ancestral origin or a transfer from a pandoravirus to
other microorganisms. We individually analyzed the phylogenetic
position of each of these cases to infer their likely origin: ancestral
—when found outside of clusters of cellular or viral homologs;
horizontally acquired—when found deeply embedded in the
above clusters; or horizontally transferred to cellular organisms or
unrelated viruses in the converse situation (i.e., a cellular protein
lying within a pandoravirus protein cluster). Supplementary Fig. 6
summarizes the results of this analysis.

We could make an unambiguous HGT diagnosis for 39% of the
cases, the rest remaining undecidable or compatible with an
ancestral origin. Among the likely HGT, 49% suggested a
horizontal gain by pandoraviruses, and 51% the transfer of a
gene from a pandoravirus. Interestingly, the acquisition of host
genes, a process usually invoked as important in the evolution of
viruses, only represent a small proportion (13%) of the diagnosed
HGTs, thus less than from the viruses to the host (18%).
Combining the above statistics with the proportion of genes (one-
third) we started from, in the whole genome, suggests that at most
15% (and at least 6%) of the pandoravirus gene content could
have been gained from cellular organisms (including 5-2% from
their contemporary Acanthamoeba host) or other viruses. Such
range of values is comparable to what was previously estimated
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for Mimivirus'4. HGT is thus not the distinctive process at the
origin of the giant pandoravirus genomes.

We then investigated the prevalence of duplications among
pandoravirus genes. Figure 6a compares the proportions of single
versus duplicated (or more) protein-coding genes of the six
available pandoraviruses with that computed for representatives
of the three other known families of giant DNA viruses infecting
Acanthamoeba. It clearly shows that the proportion of multiple-
copy genes (ranging from 55 to 44%) is higher in pandoraviruses,
than for the other virus families, although it does not perfectly
correlate with their respective genome sizes. The distributions of
cluster sizes among the different pandoravirus strains are similar.
Most multiple-copy genes are found in cluster of size 2
(duplication) or 3 (triplication). The number of bigger clusters
then decreases with their size (Supplementary Fig. 7).

Fewer large clusters (size > 20) correspond to proteins sharing
protein—protein interaction motifs, such as Ankyrin, MORN, and
F-box repeats. Surprisingly, the absolute number of single-copy
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genes in pandoraviruses is similar to, and sometimes smaller (e.g.,
P. neocaledonia, 2 Mb) than that in Mimivirus, with a genome
(1.18 Mb) half the size. Overall, the number of distinct gene
clusters (Fig. 6b) overlaps between the Pandoraviridae (from 607
to 775) and Mimivirus (687), suggesting that despite their
difference in genome and particle sizes, these viruses share
comparable genetic complexities.

Gene duplication being such a prominent feature of the
pandoravirus genomes, we investigated it further looking for
more insight about its mechanism. First, we computed the
genomic distances between pairs of closest paralogs, most likely
resulting from the most recent duplication events. The distribu-
tions of these distances, similar for each pandoravirus, indicate
that the closest paralogs are most often located next to each other
(distance =1) or separated by a single gene (distance=2)
(Supplementary Fig. 8).

We then attempted to correlate the physical distance separating
duplicated genes with their sequence divergence as a (rough)
estimate of their evolutionary distance. We obtained a significant
correlation between the estimated “age” of the duplication event
and the genomic distance of the two closest paralogs (Supple-
mentary Fig. 9). These results suggest an evolutionary scenario
whereby most duplications are first occurring in tandem, with
subsequent genome alterations (insertions, inversions, and gene
losses) progressively blurring this signal.

Comparative proteomic of pandoravirions. Our previous mass
spectrometry proteomic analysis of P. salinus particles identified
210 viral gene products, most of which ORFans or without pre-
dictable function. In addition, we detected 56 host (Acanta-
moeba) proteins. Importantly, none of the components of the
virus-encoded transcription apparatus was detected in the parti-
cles®. In this work we performed the same analyses on P. salinus,
P. dulcis, and two of the new isolates (P. quercus and P. neoca-
ledonia) to determine to what extent the above features were
conserved for members of the Pandoraviridae family with various
levels of divergence, and identify the core versus the accessory
components of a generic pandoravirion.

Due to the constant sensitivity improvement in mass spectro-
metry, our new analyses of purified virions led to the reliable
identification of 424 proteins for P. salinus, 357 for P. quercus,
387 for P. dulcis, and 337 for P. neocaledonia (see Methods).
However, this increased number of identifications corresponds to
abundance values (intensity-based absolute quantification, iBAQ)
spanning more than five orders of magnitude. Many of the
proteins identified in the low abundance tail might thus not
correspond to bona fide particle components, but to randomly
loaded bystanders, “sticky” proteins, or residual contaminants
from infected cells. This cautious interpretation is suggested by
several observations:

- the low abundance tail is progressively enriched in viral
proteins identified in the particles of a single pandoravirus
strain (even though other strains possess the homologous
genes),

- the proportion of host-encoded proteins putatively associated
to the particles increases at the lowest abundances,

- many of these host proteins were previously detected in
particles of virus unrelated to the pandoraviruses but
infecting the same host,

- these proteins are abundant in the Acanthamoeba proteome
(e.g., actin, peroxidase, etc) making them more likely to be
retained as purification contaminants.

Unfortunately, the iBAQ value distributions associated to the
pandoravirion proteomes did not exhibit a discontinuity that
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Fig. 7 Venn diagram of the particle proteomes of four different
pandoravirus strains

could serve as an objective abundance threshold to distinguish
bona fide particle components from dubious ones. However, the
number of identified Acanthamoeba proteins sharply increases
after rank =200 in the whole proteome (Supplementary Fig. 10).
Following the same conservative attitude as for the genome
reannotation, we decided to disregard the proteins identified
below this rank as likely bystanders and only included the 200
most abundant proteins in our further analyses of the particle
proteomes (Supplementary Data 1, Supplementary Table 3).
Using this stringent proteome definition for each of the four
different pandoravirions, we first investigated the diversity of
their constituting proteins and their level of conservation
compared to the global gene contents of the corresponding
pandoravirus genomes.

Figure 7 shows that the particle proteomes include proteins
belonging to 194 distinct clusters, 102 of which are shared by the
four strains. The core proteome is thus structurally and
functionally diverse. It corresponds to 52.6% of the total protein
clusters globally identified in all pandoravirions. By comparison,
the 467 protein clusters encoded by the core genome only
represents 41.6% (i.e., 467/1122) of the overall number of
pandoravirus-encoded protein clusters. The pandoravirus “box”
used to propagate the genomes of the different strains is thus
significantly more conserved than their gene contents (p « 1073,
chi-square test). The genes encoding the core proteome also
exhibit the strongest purifying selection among all pandoravirus
genes (Supplementary Fig. 11a).

To evaluate the reliability of our proteome analyses we
compared the abundance (iBAQ) values determined for each of
the 200 most abundant proteins for two technical replicates and
for two biological replicates performed on the same pandoravirus
strain (Supplementary Fig. 12a & b). A very good correlation
(Pearson’s R >0.97) was obtained in both cases for abundance
values ranging over three orders of magnitude. We then
compared the iBAQ values obtained for orthologous proteins
shared by the virion proteomes of different isolates. Here again, a
good correlation was observed (R>0.81), as expected smaller
than for the above replicates (Supplementary Fig. 12c & d). These
results suggest that although the particles of the different strains
appear morphologically identical (Supplementary Fig. 1), they
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admit a tangible flexibility both in terms of the protein sets they
are made of (with 89% of pairwise orthologues in average), and in
their precise stoichiometry.

We then examined the predicted functions of the proteins
composing the particles, from the most to the least abundant,
hoping to gain some insights about the early infectious process.
Unfortunately, only 19 protein clusters could be associated to a
functional/structural motif out of the 102 different clusters
defining the core particle proteome (Supplementary Data 1,
Supplementary Table 3). This proportion is less than for the
whole genome (Fig. 5), confirming the alien nature of the
pandoravirus particle as already suggested by its unique
morphology and assembly process’. The pandoravirions are
mostly made of proteins without homologs outside of the
Pandoraviridae family. No protein even remotely similar to the
usually abundant major capsid protein (MCP), a predicted DNA-
binding core protein, or a DNA-packaging ATPase, hallmarks of
most eukaryotic large DNA viruses, is detected. In particular, a P.
salinus hypothetical protein (previously ps_862 now reannotated
psal_cds_450) recently suggested by Sinclair et al.'® to be a strong
MCP candidate was not detected in the P. salinus virions, nor its
homologs in the other strain proteomes. This negative result
emphasizes the need for the experimental validation of computer
predictions made from the “twilight zone” of sequence similarity.
No trace of the pandoravirus-encoded RNA polymerase is
detected either, confirming that the initial stage of infection
requires the host transcription machinery located in the nucleus.
Spliceosomal introns were validated for 56 pandoravirus genes
the products of which were detected in the pandoravirions
(Supplementary Data 1). This indicates the preservation of a
functional spliceosome until the end of the infectious cycle, as
expected from the observation of unbroken nuclei (Supplemen-
tary Fig. 1).

Among the 19 non-anonymous protein clusters, 4 exhibit
generic motifs without specific functional clue: 2 collagen-like
domains and 1 Pan/APPLE-like domain that are involved in
protein—protein interactions, and 1 cupin-like domain corre-
sponding to a generic barrel fold. Among the 10 most abundant
core proteins, 9 have no predicted function, except for 1
exhibiting a C-terminal thioredoxin-like domain (psal_cds_383).
It is worth noticing that the predicted membrane-spanning
segment of 22 amino acids (85-107) is conserved in all
pandoravirus strains. The 5'UTR of the corresponding genes
exhibit 2 introns (in P. salinus, P. dulcis, and P. quercus) and 1 in
P. neocaledonia. Thioredoxin catalyzes dithiol-disulfide exchange
reactions through the reversible oxidation of its active center.
This protein, with another one of the same family (psal_cds_411,
predicted as soluble), might be involved in repairing/preventing
phagosome-induced oxidative damages to viral proteins prior to
the initial stage of infection. The particles also share another
abundant redox enzyme, an ERV-like thiol oxidoreductase that
may be involved in the maturation of Fe/S proteins. Another core
protein (psal_cds_1260) with a remote similarity to a thioredoxin
reductase may participate to the regeneration of the oxidized
active sites of the above enzymes. Among the most abundant core
proteins, psal_cds_232 is predicted as DNA-binding, and may be
involved in genome packaging. One putative NAD-dependent
amine oxidase (psal_cds_628), and one FAD-coupled dehydro-
genase (psal_cds_1132) complete the panel of conserved putative
redox enzymes. Other predicted core proteins include a Ser/thr
kinase and phosphatase that are typical regulatory functions. One
serine protease, one lipase, one patatin-like phospholipase, and
one remote homolog of a nucleoporin might be part of the
toolbox used to ferry the pandoravirus genomes to the cytoplasm
and then to the nucleus (Supplementary Table 3). Finally, two
core proteins (psal_cds_118 and psal_cds_874) share an
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endoribonuclease motif and could function as transcriptional
regulators targeting cellular mRNA.

At the opposite of defining the set of core proteins shared by all
pandoravirions, we also investigated strain-specific components.
Unfortunately, most of the virion proteins unique to a given
strain (about 10 in average) are anonymous and in low
abundance. No prediction could be made about the functional
consequence of their presence in the particles.

Discussion

We isolated three new pandoraviruses (P. neocaledonia, P.
quercus, and P. macleodensis) from distant locations (resp. New
Caledonia, South of France, and Australia). As for the previously
characterized =~ members  of  this  emerging family
(P. salinus from Chile, P. dulcis from Australia, and P. inopina-
tum from Germany), their genomes consist in large linear G 4 C-
rich dsDNA molecules around 2 Mb in size (Table 1). Using the
four most divergent pandoravirus strains at our disposal, we
combined RNA-seq, virion proteome, and sequence similarity
analyses to design a stringent annotation procedure, eliminating
most false positive gene predictions that could both inflate the
proportion of ORFans and distort the results of comparative
analyses. Our—probably over-cautious—gene-calling procedure
(reducing the number of predicted proteins by up to 44%)
(Table 1) nevertheless confirmed that an average of 70% of the
experimentally validated genes encode proteins without detect-
able homolog outside of the Pandoraviridae family, and up to
80% for those detected in the particles.

Using the six strains known as of today, we determined that
each new family member contributed genes not previously seen in
the other genomes, at a rate suggesting that the Pandoraviridae
pan-genome is open (Fig. 2). Moreover, this flexible (i.e., strain-
and clade-specific) gene subset exhibits a much higher proportion
of ORFans (respectively 96% and 90%) than the core genome
(63%) (Supplementary Fig. 11d). According to the usual inter-
pretation, the core genome corresponds to genes inherited from
the last common ancestor of a group of viruses while the flexible
genome corresponds to genes that appeared since their diver-
gence, through various mechanisms. We then performed further
comparative statistical analyses to investigate which mechanisms
might be responsible for the large pandoravirus gene content and,
possibly, of its continuous expansion.

We determined that gene duplication was a contributing factor
in the genome size of pandoraviruses, with 50% of their genes
present in multiple copies (Fig. 6, Supplementary Fig. 7). How-
ever, this value is not vastly different from the proportion (40%)
computed for Mimivirus with a genome half the size (Fig. 6).
Thus, duplication alone does not explain the much larger gene
content of the pandoraviruses. The proportion of single-copy
ORFans (from 50.7 to 62.7%) compared to those in multiple
copies is significantly larger than for non-ORFans (from 30 to
44.5%) (Fischer exact test, p-value < 2 x 10~%). ORFan genes thus
tend to be less frequently duplicated.

HGT is also frequently invoked as a mechanism for viral genome
inflation!>1316-18 "We estimated that HGT might be responsible
for 6 to 15% of the P. salinus gene content (Supplementary
Fig. 6). Such a proportion is not exceptional compared to other
large eukaryotic dsDNA viruses'* with much smaller genomes,
and thus does not explain the huge pandoravirus gene content.
Furthermore, the large proportion of ORFans among the flexible
genome (Supplementary Fig. 11) is arguing against recent
acquisitions from HGTs, short of postulating that they originated
from mysterious organisms none of which has yet been char-
acterized. Alternatively, the phylogenetic signal from these newly
acquired genes could have been erased due to accelerated
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evolution. However, this is not supported by our data showing
that pandoravirus-specific ORFan genes are under strong pur-
ifying selection, just to a lesser extent than non-ORFans (Sup-
plementary Fig. 11).

The proportion of ORFans (i.e., proteins without homologs in
the databases) obviously depends on our limited knowledge of the
virosphere. However, what characterizes the Pandoraviridae is the
unprecedented number of family-specific ORFans they share, the
increase of their proportion among the subsets of core genes
(with orthologs in all strains), clade-specific and strain-specific
genes (Supplementary Fig. 11d), as well as their distinctive sta-
tistical properties (Supplementary Fig. 13). Altogether, this sug-
gests that the pandoravirus-specific ORFans are not just ancestral
genes missing from the database, but genes with histories con-
fined within the Pandoraviridae.

To further investigate the origin of the pandoravirus genes, we
performed various statistical analyses in search of what would
distinguish core genes from clade-specific genes, and from those
unique to each strain. To ensure the assignation of each of the
genes to their respective categories, we added a constraint on their
genomic positions. For instance, we only considered strain-
specific genes found interspersed within otherwise collinear
sequences of clade-specific or core genes (Fig S13a). The genes
from the three above categories appeared significantly different
with respect to three independent properties (G + C content,
OREF length, and CAI). Moreover, the clade-specific and strain-
specific genes exhibited average values intermediate between that
of the core genes and intergenic sequences (Supplementary
Fig. 13b-d). Such a gradient unmistakably advocates what is
referred to as the de novo protein creation (reviewed in
refs. 19722). Our data support an evolutionary scenario whereby
novel (hence strain-specific) protein-coding genes could ran-
domly emerge from non-coding intergenic regions, then become
alike protein-coding genes of older ancestry (i.e., clade-specific
and core genes) in response to an adaptive selection pressure
(Supplementary Fig. 11b). For a long time considered unrealistic
on statistical ground??, the notion that new protein-coding genes
could emerge de novo from non-coding sequences®* started to
gain an increasing support following the discovery of many
expressed ORFan genes in Saccharomyces cerevisiae®®, Droso-
phila®s, Arabidopsis’’, mammals®®, and primates?®. This
hypothesis was recently extended to giant viruses*°.

A different process, called overprinting, involves the use of
alternative translation frame from preexisting coding regions. It
appears mostly at work in small (mostly RNA) viruses and bac-
teria, the dense genomes of which lacks sufficient non-coding
regions®"> 32, However, overprinting would not generate the
observed difference in G + C composition between strain-specific
and core genes (Supplementary Fig. 13b).

The eukaryotic-like de novo gene creation hypothesis might
apply to the pandoraviruses for several reasons. This process
requires ORFs that are abundant (to compensate for its con-
tingent nature) and large enough (e.g., >150 bp) to encode pep-
tides capable of folding into minimal domains (40-50 residues).
We previously pointed out that the high G+ C content of the
pandoraviruses, compared to the A + T richness of the other
Acanthamoeba-infecting viruses®, statistically increases the size of
the random ORFs in non-coding regions. Moreover, these non-
coding regions are also larger in average, representing up to 38%
of the total genome (Supplementary Table 1). The pandoravirus
genomes thus offer an ideal playground for de novo gene crea-
tion. However, a high G + C composition does not imply viral
genome inflation and/or an open-ended flexible gene content, as
shown by Herpesviruses, another family of dsDNA virus repli-
cating in the nucleus®?. Even though HSV-1 and HSV-2 exhibit a
G+ C content of 68% and 70% respectively, their genome
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remained small (=150 kb), and their genes coding for core pro-
teins, non-core proteins, as well as their relatively large intergenic
regions (=250 + 150 bp) do not display any significant difference
in composition®!. Accordingly, a single gene (US12) has been
suggested to have emerged de novo>”. Thus, pandoraviruses (and/
or their amoebal host) must exhibit some specific features leading
them to favor de novo gene creation. This might be the extensible
genome space offered in their particle, the uncondensed state of
their DNA genome, the absence of DNA repair enzymes pack-
aged in the virion, or an unknown template-free machinery
generating new DNA. The later mechanism, although highly
speculative, would be easier to reconcile with the conserved col-
linearity of the pandoravirus genome than intense mutagenesis,
duplication, or the shuffling of preexisting genes. This template-
free generation process might be linked to the apparent instability
of the right half of the pandoravirus chromosome, depleted in
“core genes” (Fig. 4). We need more genomes to validate the
bipartite heterogeneity of the pandoravirus chromosomes as a
distinctive property of the family.

Conceptually, de novo gene creation can occur in two different
ways: an intergenic sequence gains transcription before evolving
an ORF, or the converse?!. The numerous LncRNAs that we
detected during the infection cycle of the various pandoraviruses
would appear to favor the transcription first mechanisms. How-
ever, most of these non-coding transcripts are antisense of bona
fide coding regions and would not generate the shift in G+ C
composition observed for strain-specific genes. Novel proteins
might thus mostly emerge from the numerous intergenic (ran-
dom) ORFs gaining transcription.

The best evidence of de novo gene creation, although rarely
obtained, is the detection of a significant similarity between the
sequence encoding a strain-specific ORFan protein and an inter-
genic sequence in a closely related strain'®. Out of the 318 pan-
doravirus strain-specific genes that we tested, we found two of
such occurrences. The P. salinus psal_cds_1065 (58 aa, 55% GC,
CAI =0.287) is similar to a non-coding RNA (pneo_ncRNA_241)
in P. neocaledonia, and the P. salinus psal_cds_415 (96 aa, 54%
GC, CAI =0.173) is matching within an intergenic region in P.
quercus. In both cases, the matches occur at homologous genomic
location. Such low rate of success (yet a positive proof of principle)
was expected given the sequence divergence of the available
pandoravirus strains, especially in their intergenic regions.

If we now admit the hypothesis that de novo gene creation
plays a significant role in the large proportion of strain-specific
ORFans and in the open-ended nature of the Pandoraviridae gene
content, it could also have contributed to the pool of family-
specific ORFans genes (now shared by two to six strains) to an
unknown extant. The nature of the ancestor of the Pandoravir-
idae thus remains an unresolved question. Invoking the de novo
creation hypothesis greatly alleviates the problem encountered
when attempting to explain the diversity of the Pandoraviridae
gene contents by lineage-specific gene losses and reductive evo-
lution®. Instead of postulating an increasingly complex ancestor
as new isolates are exhibiting additional unique genes, we can
now attribute them to de novo creation. Yet, lineage-specific
losses can still account for the gene content partially shared
among strains.

As seductive as it is, the de novo creation hypothesis is
nevertheless plagued by its own difficulties. First, newly expressed
(random) proteins have to fold in a compact manner, or at least
in a way not interfering with established protein interactions.
Although early theoretical studies suggested that stable folding of
random amino-acid sequences might be improbable®®, several
experimental studies have indicated success rate of up to 20%
37,38 It has also been suggested that proteins encoded by de

novo-created genes might be enriched in disordered regions®.
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Accordingly, we observed a slightly albeit significant (p <1071,
Wilcoxon signed-rank test) higher fraction of predicted dis-
ordered residues*” in ORFans (14%) versus non-ORFans (11%).
Also challenging is the process by which a random protein would
spontaneously acquire a function. For example, only four func-
tional (ATP-binding) proteins resulted from the screening of 6 x
10'? random sequences followed by many iterations of in vitro
selections and directed evolution*!. At the same time, the spon-
taneous mutation rate of large dsDNA viruses is very low (esti-
mated at <10~ substitution per position per infection cycle)*2. In
absence of a useful function on which to exert a purifying
selection, it seems very unlikely that a newly created protein could
remain in a genome long enough to acquire a selectable influence
on the virus fitness. How the so-called protogene?> manage to be
retained through the intermediate steps eventually leading to a
selectable function remains the dark part of any de novo gene
creation scenario. Thus, if our comparative genomic studies
suggest new hypotheses about the evolution of pandoraviruses
and other giant amoebal viruses, it is far from closingg the debate
about the genetic complexity of their ancestor® 17> 18 43, 44,

In the context of this debate, it was previously proposed!” that
the pandoraviruses were highly derived phycodnaviruses based
on the phylogenetic analysis of a handful of genes while dis-
regarding the amazingly unique structural and phglsiological
features displayed by the first two pandoravirus isolates” as well as
the huge number of genes unique to them. Now using the six
available pandoravirus genomes, a cladistic clustering based on
the presence/absence of homologous genes in the different virus
groups robustly separates the proposed Pandoraviridae family
from the previously established families of large eukaryote-
infecting dsDNA viruses (Fig. 8). The only remaining uncertainty
concerns the actual position of the yet unclassified Mollivirus
sibericum virus that will eventually be the seed of a distinct viral
family, or the prototype of an early diverging branch*> of smaller
pandoraviruses. More Pandoravidae members are needed to
delineate the exact boundaries of this new family and resolve the
many issues we raised about the origin and mode of evolution of
its members.

Methods

Environmental sampling and virus isolation. P. neocaledonia: A sample from the
muddy brackish water of a mangrove near Noumea airport (New Caledonia, Lat:
22°16'29.50”S, Long: 166°28'11.61"E) was collected. After mixing the mud and the
water, 50 mL of the solution was supplemented with 4% of rice media (supernatant
obtained after autoclaving 1 L of seawater with 40 grains of rice) and let to incubate
in the dark. After 1 month, 1.5 mL were recovered and 150 uL of pure Fungizone
(25 pg/mL final) was added to the sample, which was vortexed and incubated
overnight at 4 °C on a stirring wheel. After sedimentation, 1 mL supernatant was
recovered and centrifuged at 800 x g for 5 min. Acanthamoeba A. castellanii
(Douglas) Neff (ATCC 30010TM) cells adapted to Fungizone (2.5 ug/mL) were
inoculated with 100 uL of the supernatant as previously described*® and monitored
for cell death.

P. macleodensis: A muddy sample was recovered from a pond 700 m away but
connected to the La Trobe University pond in which P. dulcis was isolated”. After
mixing the mud and the water, 20 mL of sample were passed through a 20 um sieve
and the filtrate was centrifuged 15 min at 30 000 x g. The pellet was resuspended in
200 pL of phosphate-buffered saline (PBS) supplemented with antibiotics and 30 uL
was added to six wells of culture of A. castellanii cells adapted to Fungizone (see SI
Materials and Methods).

P. quercus: Soil under decomposing leaves was recovered under an oak tree in
Marseille. Few grams were resuspended with 12 mL PBS supplemented with
antibiotics. After vortexing 10 min, the tube was incubated during 3 days at 4 °C on
a stirring wheel. The tube was than centrifuged 5 min at 200 x g and the
supernatant was recovered, centrifuged 45 min at 6800 x g. The pellet was
resuspended in 500 pL PBS supplemented with the antibiotics. A volume of 50 pL
of supernatant and 20 pL of the resuspended pellet were used to infect A. castellanii
cells adapted to Fungizone. As for P. neocaledonia and P. macleodensis, visible
particles resembling pandoraviruses were visible in the culture media after cell lysis.
All viruses were then cloned using a previously described procedure®® prior to
DNA extraction for sequencing and protein extraction for proteomic studies.
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Fig. 8 Gene content-based cladistic tree of large DNA viruses. Long virus names have been replaced by acronyms (from top, clockwise). OTV1
Ostreococcus tauri virus 1, OTV2 Ostreococcus tauri virus 2, EhV86 Emiliania huxleyi virus 86, ASFAR African swine fever virus, CroV Cafeteria
roenbergensis virus BV.PW1, BPSV Bovine papular stomatitis virus, ISKNV Infectious spleen and kidney necrosis virus. A maximum likelihood phylogenetic
tree based on the DNA polymerase B protein sequence showing a globally similar topology was also computed (Supplementary Fig. 14)

Synchronous infections were performed for transmission electron microscopy
observations of the infectious cycles. mRNA were extracted from the pooled
infected cells prior to polyA+ enrichment and sent for library preparation and
sequencing.

Genome sequencing and assembly. P. neocaledonia and P. quercus genomes were
sequenced using the Pacbio sequencing technology. P. macleodensis genome was
sequenced using the Illumina MiSeq technology with large insert (5-8 kb) mate
pair sequences. Details on the strategy used for the genome assemblies are provided
in the SI Materials and Methods.

Genome sequence stringent annotation. A stringent genome annotation was
performed using a combination of ab initio gene prediction, strand-specific RNA-
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seq transcriptomic data, mass spectroscopy proteomic data as well as protein
conservation data. The pipeline used is summarized in Supplementary Fig. 2 and
described in the SI Materials and Methods.

Proteomic analyses. Virion proteomes were prepared as previously described in
ref. ° for mass spectrometry-based label-free quantitative proteomics. Briefly,
extracted proteins from each preparation were stacked in the top of a 4-12%
NuPAGE gel (Invitrogen) before R-250 Coomassie blue staining and in-gel
digestion with trypsin (sequencing grade, Promega). Resulting peptides were
analyzed by online nanoLC-MS/MS (Ultimate 3000 RSLCnano and Q-Exactive
Plus, Thermo Scientific) using a 120-min gradient. Three independent preparations
from the same clone were analyzed for each pandoravirus to characterize particle
composition. Characterization of different clones and technical replicates were
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performed for P. dulcis. Peptides and proteins were identified and quantified as
previously described?> (SI Materials and Methods).

Miscellaneous bioinformatic analyses. A detailed description of the bioinfor-
matics analyses used for protein clustering and genome rearrangements is detailed
in the SI Materials and Methods. CAI was measured using the cai tool from the
EMBOSS package?’. The reference codon usage was computed from the A. cas-
tellanii most expressed genes (Supplementary Data 2). DNA—bindin§ prediction of
pandoravirus proteins was computed using the DNABIND server®,

Data availability. The annotated genomic sequence determined for this work as
well as the reannotated genomic sequences have been deposited in the Genbank/
EMBL/DDB]J database under the following accession numbers: P. salinus,
KC977571; P. dulcis, KC977570; P. quercus, MG011689; P. neocaledonia,
MGO011690; and P. macleodensis, MG011691. The reannotated P. inopinatum
genome used in our comparative analyses is provided as Supplementary Data 3.

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the
ProteomeXchange Consortium via the PRIDE* partner repository with the dataset
identifier PXD008167.

All the genomic data, gene annotations, and transcriptomic data can be
visualized on an interactive genome browser at the following address: [http://www.
igs.cnrs-mrs.fr/pandoraviruses/]. All data are available from the authors.
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Pandoravirus Y4, vers une meilleure compréhension de la structure des génomes
de Pandoravirus

Origine géographique et caractéristiques de I’échantillon

L'échantillon d'ou a été activé Pandoravirus Y4 (P. Y4) est issu de la série d'échantillon C,
collectée dans le cadre d'une collaboration avec Jens Strauss du Wegner Institute. La zone de
prélevement, baptisée Yukechi, est une zone de yedoma continu. La carotte d'ou provient
I’échantillon a été prélevée dans un talik sous un alas a une profondeur de 6 métres. La datation de
cet échantillon fait remonter ce dépdt a 54 ans. P. Y4 est donc le premier pandoravirus activé a

partir d'une zone sub-arctique.

Activation, caractérisation moléculaire et phénotypique de Pandoravirus Y4

Une fraction de 10 g d'échantillon a été utilisée et mise en culture direct avec des cellules
fraiches d'Acanthamoeba castellanii. Le phénotype des cellules a été contrdlé quotidiennement par
microscopie optique. Apres 48h de co-culture, les cellules étaient a 60% décollées et a 10%
d'enkystement. Une observation plus approfondie au microscope optique a fort grossissement
(objectif x63 avec Optovar x1,6) a permis de caractériser la présence de particules ovoides a

I’intérieur des amibes ainsi qu'en suspension dans le milieu.

Nous avons caractéris¢ la nature de l'agent infectieux par des observations en microscopie
¢lectronique et par amplification directe d'ADN par PCR. La coloration négative de 1'échantillon a
réveélé la présence de particules ovoides de 1 um de longueur. Ici, les amorces choisies pour la PCR
directe ont €té congues pour permettre I'amplification d'une zone de 1500 pb conservée chez les
pandoravirus. Aprés migration sur gel d'agarose, la taille des amplicons générés atteint 1500 pb. La
purification, le séquengage des amplicons puis l'analyse manuelle des chromatogrammes a permis
de récupérer deux séquences d'ADN d'une taille de 667 pb, pour la séquence orientée dans le sens
inverse, et 321 pb pour la séquence orientée dans le sens direct. L'alignement de ces deux séquences
par BLASTn contre I'ensemble des génomes des virus géants étudiés au laboratoire a démontré
qu'elles étaient similaires a une région centrale du génome de Pandoravirus celtis (comprise entre
1281151 pb et 1281638 pb), avec un pourcentage d'identité¢ de 73% pour la séquence direct et 71%

pour la séquence inverse (6% d'insertion/délétion).

Apres amplification par 2 repiquages successifs, nous avons cloné le virus afin de le

produire en quantité suffisante et de poursuivre la caractérisation de ce nouvel agent infectieux
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d'Acanthamoeba castellanii. La purification sur gradient de chlorure de cesium a donné un anneau

viral d'une densité comprise entre 1,4 et 1,5.

Extraction d'ADN, séquencgage et assemblage

L'extraction d'ADN génomique de particules purifiées de P. Y4 a permis de récupérer une
quantit¢ de 5,95 pg d'ADN, la purification sur colonne de silice a permis d'obtenir un ratio
d'absorbance 260/280 de 1,89 et 230/260 de 2,23. La banque R9-Long Read 1D d'une taille
souhaitée de 8 kpb a permis de générer 509 045 séquences d'une taille moyenne de 3,3 kpb. Le
séquengage par méthode Illumina HiSeq 2500 rapide a permis de générer 4,6 millions de séquences
en sens direct et inverse avec 79% des bases ayant au minimum 99,9% de chances d’étre correctes

(79% > Q30).

Les résultats des différents assembleurs ont permis de sélectionner 'outil le plus efficace, i.e
I'assembleur donnant le nombre de contigs le plus faible. Avant de commencer le benchmark des
assembleurs nous avons détecté des lectures Nanopores correspondant a un second virus de la
famille des Molliviridae. L’absence de lectures contaminantes dans les lectures Illumina laisse a
penser que la contamination est survenue durant la constitution des banques Nanopore, ou I'"ADN
génomique ou les deux virus ont été traités simultanément. Pour éliminer cette contamination nous
avons utilisé l'outil carrierseq. Ce logiciel filtre les lectures en supprimant celles qui s'alignent

contre un génome contaminant.

Nous avons donc sélectionné 1'assemblage produit par Spades, comportant 2 contigs dont la
taille totale est de 1846920 pb. Les deux contigs ont une taille respective de 1817691 pb pour le
contig 1, et de 29229 pour le contig 2. La couverture du génome est calculée a partir de l'alignement
des lectures Nanopore contre les deux contigs correspondant au génome de P. Y4. La couverture est
homogene pour le contig 1 et double pour le contig 2. Pour vérifier que le contig 2 ne constitue pas
un ¢lément extra chromosomique sous forme d'épisome nous avons déposé P. Y4 sur un gel de
PFGE. Le résultat indique que I'ensemble du génome est présent sous forme d'un unique fragment
d'ADN. Nous avons cherché a savoir comment s'assemblaient les contig 1 et 2 ensembles. Les
différentes hypothéses sont les suivantes : le contig 2 flanque les deux extrémités du contig 1 ou le
contig 2 est présent deux fois a l'une des extrémités du contig 1. Pour tester ces différentes
hypothéses nous avons construit ces modeles de génomes in silico puis regardé la couverture des
lectures Nanopore contre ces différents modeles. Le modele pour lequel la couverture était la plus
homogéne est le modele : contig 2 suivi du contig 1 puis du contig 2. Aprés une observation base a

base via l'outil de visualisation Ugene-1.32.0, une chute de couverture sur 100 pb a été observée a la
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jonction entre les deux contig. Nous avons retiré 99 pb correspondant au motif répété de basse
couverture, dont 75 pb a l'extrémité 3' du contig 2 et 24 pb en 3' du contig 1. Pour déterminer si
I'assemblage proposé est consistant avec les autres génomes de pandoravirus séquenceé, nous avons
déterminé les plus proches parents de P. Y4 et compar¢ la structure de leurs génomes. Nous avons
récupéré par exonerate la séquence homologue a I'ADN polymerase des pandoravirus. La topologie
de l'arbre place I'ADN polymerase de P. Y4 au sein du clade A, et le génome de P. quercus a été
séléctionné pour €tre comparé a celui de P. Y4 (Figure 39).

Lignée
Tree seale: 0.01 = — P. neocaledonia
100 P. massiliensis B

79 P. braziliensis

76l P. macleodensis
P. dulcis
100 P. pampulha

P. Y4
Ti: P. salinus A
P. inopinatum
a7 P. celtis
100 P. quercus

Figure 39 :Phylogénie des Pithoviridae. L'arbre phylogénétique est basé sur la séquence de I’ADN
polymérase (modéle de substitution JTT+F+1+G4).

100

Un dotplot des génomes de P. Y4 et P. quercus a montré la colinearité des deux génomes sur
'ensemble du contig 1 et l'ensemble du contig 2 a I'exception d'une zone de 9 kpb en 5' du contig 2
qui est inversée et repétée P. quercus. En conclusion, I'assemblage final du génome de P. Y4 a
donné un scaffold d'une taille totale de 1875975 pb de couverture homogene sur I'ensemble de sa

longueur.

Structure du génome de Pandoravirus Y4

Pour wvalider l'architecture du génome de P. Y4 préditein silico deux approches

expérimentales ont été mises en ceuvre.

Tout d'abord, pour confirmer la présence et 'orientation des deux fragments du contig 2 aux
extrémités du génome, nous avons réalisé des digestions du génome de P. Y4 en blocs puis
migration sur gel de PFGE. Les blocs de P. Y4 ont été digérés par les enzymes Hpal et Swal. La
digestion par Hpal ne libere pas de fragment d'une taille avoisinant 30 kpb et la digestion par
I'enzyme Swal libére un fragment de 135,5 kpb (Figure 40). Ces résultats indiquent qu'il existe bien

deux jonctions entre les contig 1 et 2 en 3' et en 5' du génome.
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Figure 40 : Gel de PFGE. La digestion
du génome de p. Y4 par Hpal ne libere
pas de fragment d'une taille de 30 kpb
(étoile). Cela suggere que l'extrémite 5'
du génome de P. Y4 est d'une taille
supérieur, suggerant la présence du
contig 2 en amont de l'extrémité 5'. Le
gel présentant la migration du génome
de P. Y4 digéré par Swal n'est pas
encore optimal et n'est pas présenté ici.

Ensuite, pour déterminer les orientations du contig 2 aux extrémités du génome nous avons
amplifié les jonctions par PCR en testant toutes les combinaisons d'orientations possibles. La
présence d'amplicons dans les pistes correspondant aux amorces permettant d'amplifier la jonction
en 5' du contig 2 dans le sens direct au contig 1 et la jonction en 3' du contig 1 au contig 2 orienté
dans le sens reverse complémente permet donc de clarifier ces points (Figure 41). Ainsi, le génome
de P. Y4 est constitu¢ d'un double brin d'ADN de 1875975 pb avec aux extrémités deux séquences
répétées de 29154 pb.
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Figure 41 : Gel d'électrophorese. Les
différentes orientations du contig 2 avec le
contig I ont été testées (D = sens direct, RC
= reverse-complement).

Enfin, pour tenter d'expliquer la présence de ces séquences de 29 kpb identiques aux
extrémités du génome nous avons recherché I'ensemble des motifs d'ADN suivant : répétitions A-
phasées (répétition d'au moins 3 adénines a intervalle régulier), répétitions directes, répétitions
miroirs (deux répétitions consécutives orientées en sens opposé sur un méme brin) et répétitions
inversées. Pour ce faire nous avons utilis¢ nBMST. Le résultat est le suivant : aux deux extrémités
du génome on retrouve un motif inversé et répété de 60 pb en position 1, donnant une structure tige-
boucle (hairpin) parfaitement appariée avec une boucle de 4 nucléotides ainsi qu'une longue
séquence répétée dans le sens direct en position 17589 (Figure 42). Ce motif en hairpin a été
recherché dans I'ensemble des génomes de pandoravirus séquencé. On le retrouve uniquement chez
les pandoravirus de clade A, du méme clade que P. Y4. On retrouve ce motif soit présent en une
seule copie a une position inattendue : 9348 pour P. celtis, 9459 pour P. quercus, soit & une unique

position terminale : 1676109 pour P. pampulha et chez P. salinus en position 2473838.
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Figure 42 : Schéma présentant le modele du génome de P. Y4. (4) Agencement des contig [ et 2 et
la couverture des lectures Nanopore associée (geom_smooth). (B) Détail du contig 2 aux extrémités
du génome et la probable circularisation du génome grdce au motif tige-boucle. (C) Motif tige-
boucle avec une boucle de 4 nucléotides.

Discussion

Il convient de noter d'ores et déja qu'a l'endroit ou a été détectée 1'hairpin chez les
pandoravirus de clade A, la couverture a cet endroit du génome est double. Les génomes de
pandoravirus étant riches en GC (<60%) et de grande taille, il faudrait valider l'ensemble des
assemblages par digestion et migration sur gel de PFGE pour tenter d'expliquer si I'architecture du
génomes de P. Y4 est commune a l'ensemble des Pandoraviridae de clade A . Cette zone, présente
aux deux extrémités du génome de P. Y4 et ayant un motif en hairpin pourrait conditionner le
mécanisme de réplication du génome. Une telle organisation du génome a déja été décrite pour une
autre famille de NCDV. Ainsi, les génomes des Poxviridae ont une organisation similaire. D'une
taille allant de 128 a 365 kpb, le génome des poxvirus est linéaire et ses extrémités sont lices de
fagons covalentes grace a une structure en épingle a cheveux. Le génome posseéde a ses extrémités
des répétitions terminales inversées (ITR) d'une dizaine de kpb (représentant en moyenne 8% de la
taille totale du génome). Ces ITR comportent plusieurs structures spécifiques partagées par
'ensemble des Poxviridae : une hairpin terminale de 104 nucléotides comportant une boucle d'une
dizaine de bases, une région conservée de 87 nucléotides en aval de la hairpin et des répétitions en
tandem d'une taille allant de 54 a 125 pb distribuées sur 4 kpb. La structure des ITR semble
conditionner le mode de réplication du génome des poxvirus. Ainsi, la réplication débuterait par une

coupure simple brin dans l'un des TIR, libérant une extrémité 3' servant d'amorce a 1'ADN
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polymérase virale. La synthése de ce nouveau brin va donc entrainer la synthése d'un motif en
hairpin. Ce brin néosynthétisé va donc lui méme se replier et former a son tour une structure en
¢épingle a cheveux, permettant la copie du second brin d'ADN génomique. Ce mode de réplication
entraine la formation de concatemer de génomes par appariement des hairpin et formation de
structures cruciformes. Il a ét¢ démontré chez VACV que, lors de l'incorporation du génome viral
dans les virions, la résolvase (A22) permettait la résolution des structures cruciformes et la
maturation du génome viral. Bien que le mécanisme de réplication du génome des Poxviridae ne
soit pas parfaitement connu, une NTPase ayant une activité primase et helicase a été indentifiée en
plus de A22. Nous avons tenté de chercher des protéines homologues chez pandoravirus a ces deux

protéines par comparaison de profils HMM, sans succes.

Mollivirus sibericum et Mollivirus kamchatka, proposition d'une
nouvelle famille de virus géants

Isolement et caractérisation du deuxiéme mollivirus, Mollivirus kamchatka

Origine géographique et caractéristiques de I’échantillon

L'échantillon d'ou a été activé Mollivirus kamchatka est issu de la série A, collectée par
Alexander Morawitz. Le Kamtchatka est une péninsule volcanique de 1250 km de long. Le climat y
est subarctique et tempéré a 1’échelle locale. Ce climat relativement doux explique la présence de
cryosols ou le pergélisol y est «sporadique». On note la présence de nombreux talik
hydrothermaux. Le Kamtchatka est une zone riche en eau suite a la derniére glaciation et
géologiquement active. On retrouve ainsi des formations volcaniques récentes, et a cet égard, le lac
Kronotsky s'est formé au début de 'Holocene par obstruction du cours des fleuves locaux suite a
une explosion du stratovolcan du méme nom. L'échantillon en provenance des abords du lac
Kronotsky, est caractéristique des beines d'érosion lacustre, et se présente sous forme de sable
moyen. Les deux échantillons d'ou ont été isolés respectivement M. sibericum et M. kamchatka
correspondent a deux environnements différents, situés a plus de 1500 km de distance l'un de
l'autre, permettant donc d'affirmer que les mollivirus ne sont pas uniquement retrouvés dans du
pergélisol des régions subarctiques. De méme, la découverte de ce mollivirus dans des sols de

surface permet d'affirmer que ces derniers sont encore actifs.

Activation, caractérisation moléculaire et phénotypique de Mollivirus kamchatka

Afin d’enrichir la fraction virale, une part de I'échantillon a été placée en milieu riz et
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incubée 1 mois a température ambiante et a I'obscurité. Aprés mise en culture d'un fragment de
I'échantillon enrichi en présence de cellules d'Acanthamoeba castellanii le phénotype des cellules a
¢été controlé quotidiennement par microscopie optique. Apres 48h de co-culture, les cellules étaient
a 80% décollées et a 30% d'enkystement. Une observation plus approfondie au microscope optique
a fort grossissement (objectif x63 avec Optovar x1,6) a permis de caractériser la présence de petites

particules sphérique d'environ 500 nm a I’intérieur des amibes ainsi qu'en suspension dans le milieu.

Pour déterminer si le changement phénotypique des amibes est 1i¢ a une infection virale et,
si oui par quelle virus: nous avons combiné des observations directes, par microscopie €lectronique,
d'une fraction du milieu de culture concentrée ainsi que par amplification et séquencage de
fragments d'ADN amplifiés par PCR directe dans des conditions peu stringentes. Ici, les amorces
choisies pour la PCR directe ont été congues pour permettre 'amplification d'une zone de 1500 pb
conservée entre M. sibericum et les pandoravirus. Aprés migration sur gel d'agarose, la taille des
amplicons générés atteint 1000 pb soit 30% plus petit qu'attendu. La purification, le séquencage des
amplicons, puis l'analyse manuelle des chromatogrammes a permis de récupérer deux séquences
d'ADN d'une taille de 777 pb, pour la séquence orientée dans le sens inverse, et de 838 pb pour la
séquence orientée dans le sens direct. L'alignement de ces deux séquences par BLASTn contre
l'ensemble des génomes des virus géants étudiés au laboratoire a démontré qu'ils étaient similaires a
une région terminale du génome de M. sibericum (comprise entre 538013 pb et 539769 pb). Le
pourcentage d'identit¢ de 94% pour la séquence direct et de 93% pour la séquence inverse (3%
d'insertion/délétion) suggeére la présence dans la flasque de culture d'un nouveau isolat de
mollivirus. Pour confirmer cette hypothése, une observation directe d'un aliquot concentré du
surnageant de culture en coloration négative est nécessaire. L'observation de particules sphériques
d'une taille légérement supérieure a 600 nm renforce la suspicion d'une infection virale par un

nouveau mollivirus.

Aprés amplification par 2 repiquages successifs nous avons cloné le virus afin de le produire
en quantit¢ suffisante et afin de poursuivre la caractérisation de ce nouvel agent infectieux
d'Acanthamoeba castellanii. La purification sur gradient de chlorure de cesium a donné un anneau

viral d'une densité voisine de 1,4.

Les résultats de séquengage en faveur de la découverte d'une nouvelle souche de mollivirus
sont renforcés par analyse comparée par gel SDS-Page de I'ensemble du contenu protéique des
particules purifiées de M. sibericum et du nouveau M. kamchatka. Aprés migration, les profils

protéiques présentent trois différences significatives et un maintien d'une bande majoritaire.
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Microscopie optique et électronique, vers une meilleure compréhension du cycle
infectieux des mollivirus et de I'assemblage des particules virales

Le cycle infectieux de Mollivirus kamchatka et le devenir du noyau au cours du
cycle infectieux
Dans le but d'obtenir un contraste fort des membranes', I'é¢tude du cycle infectieux de M.
kamchatka a été faite par MET en suivant le protocole OTO. En parall¢le, pour permettre la mise en
¢vidence du devenir du noyau au cours de l'infection virale, un suivi d'infection par microscopie

optique a épi-fluorescence de cellules marquées au DAPI a été fait.

Au cours du cycle infectieux on observe des changements phénotypiques des amibes. A
partir de 3h post-infection (PI) on observe une forme arrondie des cellules (5% des cellules a 2h PI).
On observe ensuite une perte progressive des vacuoles (40% de cellules sans vacuoles a 6h PI) et la
membrane externe des cellules apparait de moins en moins réfringente. Les cellules apparaissent
longues et étalées (60um a 80um de longueur). En phase tardive, apres 10h, 40% a 50% des cellules
ont lysées et les restantes semblent comme vidées de leur contenu cytoplasmique, prenant une
forme arrondie plus petite (40 um). Les changements de morphologies des amibes dessinent donc 3
grandes phases du cycle infectieux qui correspondent a des événements se déroulant dans le

cytoplasme des amibes et observables par microscopie €lectronique.

Premiérement, les virus sont internalisés par les cellules a partir d'une heure PI. Les
phagosomes contenant les particules virales fusionnent et on observe a 3h PI jusqu'a 7 particules
virales dans un méme vésicule. Durant cette phase précoce, on observe un nombre croissant de
particules virales dont D’intérieur des capsides apparait peu dense aux électrons, suggérant un
échange entre le contenu de la capside et le cytoplasme de la cellule. Comme pour la majorité des
virus géants, c'est une fusion de la membrane interne de la capside virale avec la membrane du
phagosome qui permet cette interaction. autour de 4h PI, peu de virions sont visibles dans le
cytoplasme. Cette disparition des virions suppose donc qu'apreés la phase précoce du cycle s'opere
une phase d’éclipse. En parallele, on observe une zone d'exclusion des organites intra-cellulaire,
l'usine virale, se former dans le cytoplasme. L'usine virale de mollivirus semble accumuler en son
sein de nombreux débris membranaires et de longues fibres denses aux électrons. C'est durant cette
phase intermédiaire, A partir de Sh PI, que les premieres particules se forment a la périphérie de
l'usine virale. On observe des virions matures dans le cytoplasme ou dans des vacuoles. Il est
difficile de conclure si les virus sont enveloppés suite a I'assemblage ou si ce phénomene est lié¢ a
une sur-infection. Aprés 7h PI, les cellules ont perdues I'ensemble de leurs vacuoles. La phase

tardive du cycle cellulaire, se termine par l'exocytose des virions ou la lyse des cellules.
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L’étude du noyau au cours de l'infection virale par marquage de I'ADN total au DAPI
montre que les événements cellulaires vont de pairs avec les perturbations nucléaires suivantes : en
phase précoce on observe une décompaction puis un mouvement du nucléole du centre vers la
périphérie du noyau. Apres la phase d’éclipse, on observe des structures fibrillaires s'accumuler
dans le noyau, identiques a celles présentes dans l'usine virale. Enfin, aprés 6h PI on observe la
rupture de l'enveloppe nucléaire dans 40% des cellules, libérant les structures fibrillaires

accumulées au noyau vers le cytoplasme (Figure 43).

Pour conclure, la phase précoce permet l'entrée du virus dans les cellules, la sortie du
matériel génétique et la transcription précoce au noyau des geénes viraux. Aprés une courte période
d’éclipse, la phase intermédiaire permet la transcription des geénes viraux par l'appareil de
transcription viral et l'installation d'une usine virale dans le cytoplasme. Durant la phase, les
particules virales sont assemblées et les virions relachés a 1’extérieur de la cellule. Il apparait donc
que I’absence d'ARN polymérase dans la capside de M. sibericum est une donnée déterminante dans

la dépendance au noyau de mollivirus au cours du cycle infectieux.

[e— TR

Figure 43:Suivi par microscopie optique et électronique du devenir du noyau cellulaire au
cours de l'infection par M. kamchatka. (A) Cellule non infectée. On observe que le
nucléole est circulaire et centré dans le noyau. Les amibes apparaissent vacuolées et le
noyvau semble est visible. (B) A 5h PI on constate un mouvement du nucléole vers la
peériphérie du noyau (fleche). Les amibes semblent plus étalées et contiennent peu de
vacuoles. (C) A 7h PI on ne peut plus distinguer le noyau, les amibes sont pleines de
particules virales. Par microscopie électronique on constate une rupture de la membrane
nucléaire (fleche).

94



Microscopie électronique et assemblage des particules virales

Les observations du cycle infectieux de M. kamchatka sont venues enrichir une étude du

cycle infectieux de M. sibericum par tomographie et sonde ionique focalisée (FIB) réalisée en

collaboration avec I'Institut Pasteur de Paris. Les d'observations des cycles infectieux des deux

mollivirus que j'ai réalisé ont permis a caractériser la structure membranaire a l'origine de

l'assemblage des particules virales, me permettant ainsi d’étre impliqué dans le processus de

publication de l'article présenté a la fin de ce chapitre. Le modele d'assemblage des particules

virales proposé distingue quatre phases dont les particularités sont les suivantes :

1.
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Précurseur membranaire : I'initiation de 1'assemblage se fait a partir d'une structure unique
comportant une vésicule aplatie a laquelle est accolée en son centre une membrane
linéarisée ressemblant a un cisterna ouvert et dont les extrémités sont recourbées.
L'assemblage du virion commence par le recrutement de vésicules lipidiques (d'une taille
moyenne de 66 nm) se linéarisant au niveau des extrémités recourbées du cisterna,
entrainant I'assemblage de la membrane interne du virion. La synthése de la couche dense de
la capside se fait, quant a elle, de facon multidirectionnelle a partir du vésicule de la

structure d'initiation (Figure 44).

Croissant viral : on observe, en paralléle de I'¢longation de la capside, une accumulation du
contenu interne du virion. Ce phénoméne est permis par la présence d'une membrane
circulaire a I'opposée de la structure d'initiation. Cette membrane circulaire semble couverte
de grains denses aux ¢lectrons, laissant supposer qu'il s'agit de membranes issues du

recyclage du réticulum endoplasmique granuleux de la cellule hote (Figure 44).

Cloture du virion : c'est a la fin de 1'assemblage que le génome viral est empaqueté dans la
capside. Grace a un immuno-marquage des coupes de cryomicroscopie, on observe que les
structures fibrillaires, décrites plus haut et observables des le début de la phase intermédiaire
du cycle, sont liées a des molécules d'ADN. Ces structures nucléoproteiques denses aux
¢lectrons sont a priori embarquées dans les particules en fin d'assemblage car seuls les

virions presque entierement assemblés sont positifs a I'immuno-marquage (Figure 44).

Virion mature : la fin de 1'assemblage se fait a I’opposé de la structure d'initiation, présente
jusqu'a la fin de l'assemblage des particules. La structure externe du virion apparait alors
stri¢e et entourée d'anneaux fins, suggérant que les virions s'entourent au cours de

I'assemblage d'une couche de « cheveux » de nature inconnue (Figure 44).



Initiation de ’assemblage Croissant viral Cloture du virion

Figure 44 : Schéma des différentes phases de l'assemblage des virions de M. sibericum. En orange,
le vésicule fermée du complexe d'initiation de l'assemblage. En vert, vésicules circulaires recrutés
pour l'assemblage des structures membranaires internes du virion. On observe la linéarisation de
ces vesicules au niveau de la zone d'assemblage. En bleu, extension de la structure lamellaire
depuis le complexe d'initiation de l'assemblage.

Bien que les origines des membranes recrutées durant l'assemblage soient inconnues, il
apparait vraisemblable que plusieurs types de membranes interviennent au cours de la synthése des
virions. Ainsi par exemple, ’absence de réticulation par des ribosomes sur le précurseur
membranaire au moment de l'initiation peut suggérer qu'il s'agit d'un fragment membranaire issu du
recyclage de l'appareil de Golgi de la cellule héte. De méme, 1'élongation de la membrane interne
du virion, permise par le recrutement de vésicules s'ouvrant au contact de la zone d'assemblage
rappelle le mouvement des saccules golgiens et suggere donc le probable recrutement d’éléments
membranaires de l'appareil de Golgi. Enfin, la réticulation du croissant viral pourrait suggérer la
présence de ribosomes a sa surface, indiquant le recyclage du réticulum endoplasmique granuleux
de I'hote.

Papier 2 : Quemin, E. R., Corroyer-Dulmont, S., Baskaran, A., Penard, E., Gazi,
A. D., Christo-Foroux, E., ... & Krijnse-Locker, J. (2019). Complex
membrane remodeling during virion assembly of the 30,000-Year-Old
mollivirus Sibericum. Journal of virology, 93(13).
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ABSTRACT Cellular membranes ensure functional compartmentalization by dy-
namic fusion-fission remodeling and are often targeted by viruses during entry, rep-
lication, assembly, and egress. Nucleocytoplasmic large DNA viruses (NCLDVs) can
recruit host-derived open membrane precursors to form their inner viral membrane.
Using complementary three-dimensional (3D)-electron microscopy techniques, in-
cluding focused-ion beam scanning electron microscopy and electron tomography,
we show that the giant Mollivirus sibericum utilizes the same strategy but also dis-
plays unique features. Indeed, assembly is specifically triggered by an open cisterna
with a flat pole in its center and open curling ends that grow by recruitment of ves-
icles never reported for NCLDVs. These vesicles, abundant in the viral factory (VF),
are initially closed but open once in close proximity to the open curling ends of the
growing viral membrane. The flat pole appears to play a central role during the en-
tire virus assembly process. While additional capsid layers are assembled from it, it
also shapes the growing cisterna into immature crescent-like virions and is located
opposite to the membrane elongation and closure sites, thereby providing virions
with a polarity. In the VF, DNA-associated filaments are abundant, and DNA is
packed within virions prior to particle closure. Altogether, our results highlight the
complexity of the interaction between giant viruses and their host. Mollivirus assem-
bly relies on the general strategy of vesicle recruitment, opening, and shaping by
capsid layers similar to all NCLDVs studied until now. However, the specific features
of its assembly suggest that the molecular mechanisms for cellular membrane re-
modeling and persistence are unique.

IMPORTANCE Since the first giant virus Mimivirus was identified, other giant repre-
sentatives are isolated regularly around the world and appear to be unique in sev-
eral aspects. They belong to at least four viral families, and the ways they interact
with their hosts remain poorly understood. We focused on Mollivirus sibericum, the
sole representative of “Molliviridae,” which was isolated from a 30,000-year-old per-
mafrost sample and exhibits spherical virions of complex composition. In particular,
we show that (i) assembly is initiated by a unique structure containing a flat pole
positioned at the center of an open cisterna, (ii) core packing involves another
cisterna-like element seemingly pushing core proteins into particles being assem-
bled, and (iii) specific filamentous structures contain the viral genome before pack-
aging. Altogether, our findings increase our understanding of how complex giant vi-
ruses interact with their host and provide the foundation for future studies to
elucidate the molecular mechanisms of Mollivirus assembly.

KEYWORDS electron tomography, focused-ion beam scanning electron microscopy,
giant viruses, membrane remodeling, Mollivirus sibericum, nucleocytoplasmic large
DNA viruses, viral factory, virus assembly
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Quemin et al.

embrane dynamics is tightly controlled to perform cellular functions at specific

locations. Fusion and fission reactions maintain organelle identity and integrity
and ensure communication, protein secretion and degradation, lipid synthesis, uptake
of nutrients, etc. (1, 2). As obligatory intracellular parasites, viruses hijack the host cell
machinery and, in particular, target cellular membrane pathways for entry, i.e., fusion,
endocytosis or phagocytosis (3), replication (4), assembly, and egress (5-7).

Nucleocytoplasmic large DNA viruses (NCLDV) originally encompassed an extended
viral group with members of the families Poxviridae, Asfarviridae, Iridoviridae, and
Phycodnaviridae (8, 9), characterized by large particle and genome sizes. Replication of
NCLDVs is either exclusively carried out in the cytoplasm of the host cell or is partially
dependent on the nucleus for early gene expression (10-17). NCLDVs form viral
factories (VFs) in infected cells, which are dedicated sites for viral transcription, repli-
cation, and assembly, leading to a dramatic reorganization of the host cytoplasm
(18-20). The presence of an inner membrane, surrounded and shaped by a viral capsid
or scaffold protein, is also a common feature. The biogenesis and origin of this
membrane have been the topic of intensive studies for vaccinia virus (VACV), the type
species of the Poxviridae family. Our working model proposes that the assembling
virion is composed of an open membrane sphere containing a single lipid bilayer
shaped by a honeycomb-like scaffold. Open membrane intermediates, derived from the
endoplasmic reticulum, contribute to the formation of the membrane sphere that
closes once the DNA has been packed (21-26). Additional studies on African swine
fever virus (27), Paramecium bursaria chlorella virus-1 (28), and Acanthamoeba
polyphaga mimivirus (APMV) (29-32) also revealed the presence of open membrane
intermediates and the formation of open membrane spheres shaped by the assembly
of a capsid on their convex side, suggesting a novel and common strategy for viral
inner membrane assembly.

APMV was the first giant virus discovered and the founding member of a new family
of DNA viruses characterized by viral particle dimensions in the micrometer range and
genomes encoding up to 1,500 proteins, the Mimiviridae of the recently proposed
Megavirinae (10, 33, 34). This rapidly expanding family appeared to be phylogenetically
related to the other families of NCLDVs. However, three recently proposed viral families,
namely, Pandoraviridae (35), Pithoviridae (36), and Molliviridae (37), share only a few
genes and question the likeliness of a common origin for all giant viruses (38). Notably,
their particles exhibit an internal membrane lining the virion internal capsid shell, even
though particle morphotypes range from spherical or ovoid to amphora shaped and
are significantly different from the common icosahedral virions of APMV and most
NCLDVs, with the exception of poxviruses (39, 40). The sole representative of the Molliviri-
dae, Mollivirus sibericum, recently isolated from a 30,000-year-old permafrost sample,
displays spherical virions (~600 nm) with a thick coat or tegument covered with fibers (37).
Here, we use a combination of three-dimensional electron microscopy (3D-EM) techniques
to provide a thorough characterization of membrane acquisition and virion assembly of the
giant Mollivirus sibericum. Despite little homology with other large and giant viruses, our
findings show that Mollivirus sibericum utilizes a strategy similar to NCLDVs for viral inner
membrane assembly involving the recruitment and opening of cell-derived membrane
intermediates. We also show that a cisterna with open curling ends and a central flat pole
serves as a unique precursor for membrane assembly. The viral inner membrane is
subsequently shaped by additional capsid layers assembled from the flat pole, and DNA is
packed prior to closure of particles on the spherical counterpoint of this pole. Collectively,
our analysis provides significant insights into the unique assembly of complex virions of the
recently isolated Mollivirus sibericum and suggests that viral inner membrane assembly via
open intermediates might be a common feature of several large and giant viruses infecting
eukaryotes.

RESULTS

Reorganization of the whole cell during infection and formation of a promi-
nent viral factory. At 3 h postinfection, viruses were found in large vacuoles, individ-
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Inner Membrane Assembly of Mollivirus Sibericum

FIG 1 Transmission electron micrographs on the entry of Mollivirus sibericum. At 3 h postinfection, cells of
Acanthamoeba castellanii were fixed and processed for transmission electron microscopy after cryo-fixation
and freeze substitution. (a to i) Entry of Mollivirus sibericum leads to substitution of the viral inner content
(@) and occurs via endocytosis with multiple particles present in one vacuole with different shape and
content (b to f) and in individual particles with internal structures (g to i).

ually or in groups of 2 to 4 particles (Fig. 1), as previously observed (37). Particles of
Mollivirus sibericum, like all other giant viruses characterized until now, are internalized
by Acanthamoeba castellanii and undergo structural reorganization to fuse their inner
membrane with the surrounding vacuolar membrane (40). While the particle interior is
completely substituted with cytoplasmic content (Fig. 1), no electron-dense core that
could contain the viral genome was detected within the host cytoplasm as opposed to
APMV and VACV but reminiscent of Pandoravirus and Pithovirus (40). At 8 h postinfec-
tion, the host cell is completely rearranged with the formation of a prominent VF in the
cytoplasm where viral replication and assembly of virions occur (Fig. 2). In the majority
of infected cells, the nucleus appeared to be absent or greatly reorganized (Fig. 2),
characterized by a loss of spherical appearance, a decrease in size, or a mislocalized
nucleolus at the nuclear periphery rather than in the center. VFs occupy the majority of
the cellular space and contain virions at different stages of assembly, and organelles,
such as mitochondria, endoplasmic reticulum, and the Golgi complex, are excluded
toward the cell periphery, close to the plasma membrane (Fig. 2) (20, 37, 41). Compared
to uninfected cells (see Movie S1 in the supplemental material), mitochondria in
infected cells are smaller and elongated rather than spherical, having a shorter diam-
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Membrane precursors == Empty virions

Viral crescents Mitochondria
== Closure of virions mm Endoplasmic reticulum
== \Mature virions Vesicles

FIG 2 Analysis of whole infected cells by focused-ion beam scanning electron microscopy. At 8h
postinfection, cells of Acanthamoeba castellanii were fixed and processed for focused-ion beam scanning
electron microscopy. (a) Slice 535 through the reconstructed volume (acquired at 10 by 10 by 10 nm)
with 3D surface rendering of infected cells. Scale bar = 2 um. (b) Slice 242 of the acquired volume and
3D surface rendering. (c) Projection with 3D surface rendering. (d) Slice 592 through the reconstructed
volume (acquired at 10 by 10 by 10 nm) with 3D surface rendering of infected cells. Scale bar = 1 um.
(e) Slice 592 of the acquired volume and 3D surface rendering at different angles. (a to e) The video of
volume reconstruction with segmentation is shown in Movie S2 (a to ¢) and Movie S3 (d to e). As
indicated in the key, mitochondria are in yellow, endoplasmic reticulum is in black, vesicles are in green,
empty virions are in magenta, mature virions are in dark blue, closure of virions is in red, viral crescents
are in orange, and membrane precursors are in cyan.

eter (Table 1). The VFs appear less organized than do the assembly sites of APMV (13,
30, 31) and more resemble VACV-infected cells (20). The different stages of virus
assembly, membrane precursors, viral crescents, and virions in the process of closure or
maturation were found within the VF without any specific arrangement (Fig. 2 and 3).
Inside the VFs, long filaments are observed (more visible in Fig. 4) which are specific to
Mollivirus sibericum infection and most likely of viral origin (37). They might be
involved in genome replication and packaging but do not seem to participate in
particle assembly per se (discussed below).
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TABLE 1 Shape and dimensions of mitochondria in uninfected and infected cells?

Mitochondrial shape or dimension data

Cell type Length (nm) Width (nm) Breadth (nm) Thickness (nm) Vol (nm?3) Sphericity

Uninfected 834.49 + 230.16 437.19 = 150.62 683.41 £ 130.41 420.83 £ 151.96 107,482,537.12 = 1.21 = 0.17
82,758,689.89

Infected 955.60 * 343.93 387.54 + 85.42 506.79 + 85.34 357.34 = 80.44 75,337,392.68 = 1.92 = 0.75
38,567,468.94

aQuantitative analysis of mitochondria observed in 3 uninfected (n = 224) and 3 infected cells (n = 596) acquired by focused-ion beam scanning electron microscopy
in terms of length, width, breadth, thickness, volume, and sphericity. The average value and standard deviation are given for each condition (see Materials and
Methods).

Membrane biogenesis guides the complex assembly of Mollivirus sibericum.
(i) Membrane precursors. The assembly of virions of Mollivirus sibericum is initiated by
a unique membrane precursor never reported for other NCLDVs (Fig. 3b and enlarge-
ment in Fig. 3c-1 and -3, white star). This membrane precursor resembles a cisterna of
unknown origin which is specifically associated with a flat pole in its center (Fig. 5, black
bracket) and displays open curling ends. In more mature particles with a thick electron-
dense capsid layer, the flat pole appears as a membranous closed structure, appended
on the convex side of the capsid, causing its flattening (Fig. 6, black bracket). Based on
the fact that the flat pole is present on the membrane precursor we identified and is
located at the center of virions being assembled (Fig. 3b and c), we propose that capsid
assembly (Fig. 5 and 7) proceeds from this pole toward the open curling ends in a
symmetrical manner.

(ii) Viral crescents. Typical crescent structures are formed upon elongation of the
viral membrane precursor, shaped by a thick tegument or coat with at least two
additional layers (Fig. 3b and enlargement in Fig. 3c-2). The open inner membrane ends
are uncoated and curl toward the exterior of the particles (Fig. 7), similar to VACV
crescents (21). Large amounts of coated (74 =7 nm in diameter) and uncoated
(66 = 24.7 nm in diameter) vesicles are present at the assembly sites that may actively
participate in the assembly of the inner viral membrane (Fig. 7 and 8). Uncoated vesicles
of roughly 66 nm in diameter were reproducibly found in close proximity to the open
ends of the growing viral particles (Table 2). In contrast to VACV, for which open
vesicular intermediates are recruited to the assembly sites (21), the vesicles found in the
vicinity of the growing virions of Mollivirus are closed. However, vesicles in contact with
the membrane ends are opened, suggesting that rupture occurs upon contact with the
growing viral membrane (Fig. 7 and 8). We also observe a coassembly phenomenon,
already reported for VACV, where particles at different stages of assembly can be
connected via their inner viral membrane (Fig. 9). Packaging of the viral inner content
is specifically associated with another cisterna-like element (Fig. 3c-2, white arrow-
heads), and this structure is present on the opposite side of the flat pole (Fig. 7 and
Table 2). The presence of ribosomes segregated on the side facing the cytoplasm
suggests that it originates from the endoplasmic reticulum (Fig. 10). Along the assem-
bly process, the material found inside particles is densely packed and does not exhibit
visible features. Interestingly, some material is already present at the concave side of
the early crescents and becomes more obvious as the viral sphere expands (Fig. 3c-1
and -2).

(iii) Closure of virions. At the end of assembly, closure of the inner membrane
occurs on the opposite side of the initiation pole (Fig. 3b and enlargement in Fig. 3c-3).
At the site of closure, vesicles are often observed and might be involved in membrane
sealing (Fig. 11). With DNA immunolabeling of thawed cryo-sections of infected cells,
only particles that are mature or close to closure are labeled, indicating that genome
packaging occurs at the final stages of assembly, similar to VACV (40) and APMV (21, 26,
29, 30, 42). The immunolabeling is also detected on long filamentous structures (Fig. 4)
which are specific to Mollivirus sibericum infection and abundant in the VF. These
DNA-associated filaments participate in DNA packaging and might therefore represent
the viral nucleoproteins (Legendre et al. [37]) (Fig. 12). Notably, the flat pole is present
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2. Viral crescent

FIG 3 Observations of the different assembly stages of Mollivirus sibericum. At 8 h postinfection, cells of
Acanthamoeba castellanii were fixed and processed for scanning transmission electron tomography and
transmission electron microscopy after cryo-fixation and freeze substitution. (a) Slice 40 through a tomo-
gram acquired by scanning transmission electron tomography; bottom, projections of 3D surface rendering
of particles being assembled. A detailed overview of slices through the tomogram including 3D surface
rendering is shown in Fig. 8. The video of the reconstructed volume with segmentation is shown in Movie
S4. The tegument is in blue, additional capsid layers are in dark green, and the inner viral membrane is in
light green. Scale bar = 300 nm. (b) Different stages of viral assembly can be observed by transmission
electron microscopy, as follows: 1, curved membrane intermediates with open curling ends associated with
a flat pole or covered with the tegument and additional capsid layers; 2, typical open crescents associated
with cisternae with segregated ribosomes; 3, closure of particles beginning with the inner viral membrane
on the opposite side of the flat pole; and 4, mature particles with thick tegument covered with fibers and
encasing additional capsid layers, the inner viral membrane, and dense material. Scale bar = 500 nm. (c)
Enlargements of the particles at different stages of assembly as depicted by black squares in panel b.
Membrane precursors are indicated by white stars in squares 1 and 3, the cisternae associated with viral
crescents and segregated ribosomes are indicated by white arrowheads in square 2, the flat pole is
indicated by a black bracket in square 3, and the different capsid layers are numbered in square 4. Note the
top views and tangential planes of particles in squares 3 and 4 which are indicated by a white pound sign
and show the striations of the capsid outer surface.

at all stages of assembly as well as on mature particles and is always located on the
spherical counterpart compared to the sites used for membrane elongation and closure
or DNA uptake (Fig. 12, black bracket).

(iv) Mature virions. Mature viruses are composed of at least one inner membrane
enclosing dense material, two additional capsid layers, and a thick tegument or coat
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FIG 4 DNA-associated filaments involved in packaging during assembly of Mollivirus sibericum. At 8 h
postinfection, cells of Acanthamoeba castellanii were fixed and processed for immunolabeling of thawed
cryo-sections. DNA labeling is associated with viral filamentous structures and present in particles at the
end of the assembly. Scale bar = 500 nm.

covered with two layers of fibers (Fig. 3b and enlargement in Fig. 3c-4; the different
capsid layers are indicated and numbered). When observed from the top, on a
tangential plane, the surface of the particle displays remarkable striations (Fig. 3c-3 and
2c-4, white pound sign), as previously reported (37). One of the two additional capsid
layers present between the inner membrane and the tegument resembles a membrane

FIG 5 3D analysis of membrane precursor during assembly of Mollivirus sibericum particles. At 8 h
postinfection, cells of Acanthamoeba castellanii were fixed and processed for transmission electron
tomography. (a) Slices 12 (left) and 94 (right) through the tomogram showing curved membrane
intermediates, with open curling ends associated with a flat pole and typical open crescents associated
with cisternae. Scale bars = 200 nm. The flat pole is indicated by a black bracket. (b) Projection images
of 3D surface rendering of the particle shown in panel a with different angles. The video of volume
reconstruction with segmentation is shown in Movie S5. The tegument is in blue, the additional capsid
layers are in dark green, the inner viral membrane is in light green, and the flat pole is in orange.
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FIG 6 Transmission electron micrographs showing the flat pole on viral crescents. At 8 h postinfection,
cells of Acanthamoeba castellanii were fixed and processed for transmission electron microscopy after
substitution at room temperature. Different stages of virus assembly are shown. The flat pole, indicated
by a black bracket, is always visible at the opposite of the site where assembly proceeds. Scale bars =
200 nm (a and b) or 100 nm ().

when cells are embedded in resin (Fig. 13, left, white arrows). However, only the inner
structure appears white (Fig. 3c-4, layer 3, and Fig. 13, right, white arrows) when using
the Tokuyasu method, suggesting that there might be only one membrane in Mollivirus
sibericum. Cryo-EM will be needed to solve virion structure at high resolution and
under native conditions (43) in order to make conclusions.

Abundant membrane proteins in mollivirions. Using membrane prediction soft-
ware programs (see Materials and Methods), we identified 27 proteins containing at
least one transmembrane domain in the publicly available proteome of Mollivirus
sibericum virions (37). Interestingly, structural and functional predictions of these
membrane-containing proteins highlight a remote homologue of the fusion protein of
flaviviruses (ml_417), lysosome-associated proteins (ml_309 and ml_331) and vesicle-
associated proteins (ml_448 and ml_185), a possible cell adhesion protein (ml_499),
and a homologue to a pore-forming protein (ml_330) (Table 3), which in the context of
our findings are interesting targets for future studies. The presence of these numerous
membrane proteins composing about 20% of the proteome of the purified viral

FIG 7 3D analysis of viral crescent during assembly of Mollivirus sibericum particles. At 8 h postinfection, cells
of Acanthamoeba castellanii were fixed and processed for transmission electron tomography. (a) Slices 16, 24,
and 56 (from left to right) through the tomogram showing a typical viral crescent associated with a cisterna
and displaying open curling ends. On the open curling end highlighted with a black square, a vesicle comes
into contact with the inner membrane and subsequently opens up. Scale bars = 200 nm. The flat pole is
indicated by black bracket, and one coated vesicle is labeled CV. (b) Projection images of 3D surface rendering
of the particle shown in panel a with different angles. The video of volume reconstruction with segmentation
is shown in Movie S5. The tegument is in blue, the additional capsid layers are in dark green, the inner viral
membrane is in light green, the flat pole is in orange, and the cisternae are in red.
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FIG 8 Elongation of the viral inner membrane is triggered by binding to and opening of vesicles. At 8 h
postinfection, cells of Acanthamoeba castellanii were fixed and processed for transmission electron
microscopy after cryo-fixation and freeze substitution. Slices 20, 40, 60, and 80 (from top to bottom)
through the tomogram are shown. The video of the reconstructed volume with segmentation is shown
in Movie S4. On the open curling end highlighted with a black square, a vesicle comes into contact with

(Continued on next page)
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TABLE 2 Characteristics of virions observed by tomography at different stages of assembly?

Journal of Virology

No. of coated

Tomogram  Stage End 1 End 2 Cisterna-like structure Flat pole vesicles

1 Crescent Open Open Present with ribosomes segregated  Observed 1

2 Crescent Open Open Present with ribosomes segregated  Observed 2

3 Crescent Open and connected  Open Present with ribosomes segregated  Observed 0
to 2 vesicles

4 Crescent Open Open Present with ribosomes segregated  Observed 5

5 Crescent Open Open Present with ribosomes segregated  Observed 5

6 Crescent Open and connected  Open and connected  Present with ribosomes segregated  Observed 2
to 2 vesicles to 2 vesicles

7 Crescent Open and connected  Open Present with ribosomes segregated  Not observed 0
to 1 vesicle

8 Crescent Open and connected  Open Present with ribosomes segregated  Not observed 5
to 3 vesicles

9 Crescent Open and connected  Open Present with ribosomes segregated  Not observed 10
to 1 vesicle

10 Crescent Open Open Present with ribosomes segregated  Not observed 5

1 Crescent Open Open Present with ribosomes segregated  Not observed 0

12 Crescent Open and connected  Open Present with ribosomes segregated  Not observed 0
to 1 vesicle

13 Crescent Open Open Present with ribosomes segregated  Not observed 10

14 Crescent Open and connected  Open Present with ribosomes segregated  Not observed 10
to 1 vesicle

15 Crescent Open Open Present with ribosomes segregated  Not observed 5

16 Crescent Open and connected  Open Present with ribosomes segregated  Not observed 5
to 1 vesicle

17 Closure of Not observed Not observed 1

virions

aCharacteristics of all virions imaged in 17 tomograms acquired through the course of our study are given depending on the stage of assembly of the virion.
Crescents are defined as membrane structures that are composed of a membrane bended by the electron dense layer on its convex side and exclude (almost) a
completed sphere. All viral crescents display two open ends that are sometimes found in close proximity and connected to vesicles; a cisterna-like structure is always
associated with viral crescents but not with the one virion in the process of closure; and the flat pole is not always visible depending on the section plane. In the

reconstructed volumes, coated vesicles are also often observed.

particles (37) suggests that they could play an important role in the virion assembly
process and, in particular, in viral membrane acquisition, including recruitment of
cell-derived vesicles, fusion, and rupture of membrane intermediates. Alternatively,
they could also be involved in the initial fusion event necessary to initiate the infection,
i.e., fusion of viral and cellular membranes prior to genome delivery. Furthermore, the
major capsid protein (MCP; ml_347), which is only the 7th most abundant protein in the
mature virions, might serve for scaffolding during virion assembly, as observed for
VACV (44). Interestingly, maturation of VACV virions includes proteolysis of the MCP, a
prerequisite to the formation of nonicosahedral infectious virions. A similar process
could also apply to Mollivirus sibericum and explain the changes in particle morphol-
ogy observed upon exit of the mollivirions in the extracellular medium. The spherical
neosynthesized virions become more flexible and elongated after being released from
the host cells and undergo a dramatic change at the flat pole to form the large
depression that will open and fuse with the vacuole membrane during the next round
of infection (37). Such changes in terms of particle dimensions, shape, and size of the
flat pole could be the result of proteolysis among other means and might correspond
to the last stage of mollivirion maturation.

DISCUSSION
Through the course of our study, protocols for sample preparation for 3D-EM
analysis of Acanthamoeba spp., infected or not, have been optimized and are now

FIG 8 Legend (Continued)

the inner membrane. Scale bars = 200 nm. The tegument is in blue, additional capsid layers are in dark
green, and the inner viral membrane is in light green. On the open curling end of a viral crescent
highlighted with a black square, a vesicle comes into contact with the inner membrane.
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FIG 9 Coassembly of multiple particles of Mollivirus sibericum. At 8 h postinfection, cells of Acantham-
oeba castellanii were fixed and processed for transmission electron tomography. (a) Slices 17 (left) and
80 (right) through the tomogram showing three particles being coassembled, including two connected
through the inner viral membrane. Scale bars = 200 nm. (b) Projection images of 3D surface rendering
of the particle shown in panel a with different angles. The video of volume reconstruction with
segmentation is shown in Movie S7. The tegument is in blue, the additional capsid layers are in dark
green, the inner viral membrane is in light green, and the cisternae are in red.

available. Our approach combines complementary EM techniques, i.e., focused-ion
beam-scanning electron microscopy (FIB-SEM), electron tomography (ET), and immu-
nolabeling, to provide an in-depth characterization of the infection cycle of Mollivirus
sibericum. We believe that our experimental design, which focuses mainly on 3D
analysis of virion assembly, will serve as a basis for future studies on other giant and
large DNA viruses in general.

We confirm previous findings on the internalization of the virions into vacuoles (37).
Infection proceeds through the formation of a large cytoplasmic structure dedicated to
genome replication and virus assembly, the viral factory (VF) (20, 37). In contrast to
APMV, the VF appears to contain viruses at different stages of assembly with no specific
arrangement similar to VACV (18-20). We used FIB-SEM to provide insights into the
overall rearrangement of the cellular cytoplasm upon virus infection (45). VFs occupy
most of the cell interior, pushing organelles toward the cell periphery, and nuclei are
also rarely observed at late stages of infection and may appear smaller, with mislocal-
ized nucleoli at the periphery. In general, infection with giant and large DNA viruses has
different impacts on the host nucleus, such as persistence for members of the Mimi-
viridae (19, 31, 46), Pithoviridae (36), and Poxviridae (47), disruption, e.g., Pandoraviridae
(35), or even transient recruitment of nuclear factors as recently reported for Marseil-
leviridae (48). In the case of Mollivirus sibericum, the viral genome is initially delivered
into the nucleus, and nuclear proteins are essential for early replication. At late stages,
however, the function and fate of the nucleus remain ambiguous, and it can either be
maintained in some cells or completely destroyed in others. During infection, mito-
chondria become smaller and elongated compared to control cells. Interestingly, it has
been shown previously that several viruses, including poxviruses and asfarviruses,
modulate mitochondrial metabolism toward fission and mitophagy to increase repli-
cation, attenuate apoptosis, and promote viral persistence (49).

With both transmission EM and scanning transmission EM, we observed that virion
assembly of Mollivirus sibericum relies on the general strategy of vesicle recruitment,
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FIG 10 Viral crescents are associated with cisterna-like structures. At 8 h postinfection, cells of Acanthamoeba
castellanii were fixed and processed for transmission electron microscopy after cryo-fixation and freeze
substitution. The assembly of viral crescents early (a) or late (b) is associated with cisterna-like structures which
are seemingly pushing the viroplasm inside the particle being assembled. Scale bars = 250 nm. The cisternae
associated with viral crescents with segregated ribosomes are indicated by white arrowheads.

opening and shaping by capsid layers similar to all NCLDVs studied until now. However,
membrane assembly in particular exhibits specific features, as follows: (i) assembly is
initiated by a unique structure containing a flat pole positioned at the center of an open
cisterna of unknown origin; (ii) the final packing of core proteins involves another
cisterna-like element seemingly pushing core material into the particle being assem-
bled; (iii) using DNA immunolabeling, we also reveal the genomic nature of the
filamentous structures unique to Mollivirus sibericum (Fig. 14) (37). These DNA-
associated filaments are abundant inside the VF; since virions are only labeled at the
latest stages of assembly, we propose that DNA uptake takes place at the very final
stage, similar to VACV and APMV (26, 29, 30, 42). Finally, for all the studied NCLDVs, the
recruitment of open membrane intermediates in the VF was shown. For Mollivirus
sibericum, however, the vesicles abundant in the VF were closed and seemingly opened
only by contacting the curling ends of the growing viral membrane (27, 29, 30),
suggesting that these membrane ends mediated their rupture.

The viral membrane is a key component of enveloped viruses and is necessary for
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FIG 11 3D analysis of closure of particles during assembly of Mollivirus sibericum particles. At 8 h
postinfection, cells of Acanthamoeba castellanii were fixed and processed for transmission electron
tomography. (a) Slices 53 (left) and 85 (right) through the tomogram showing closure of the inner
membrane of particles. Scale bars = 200 nm. (b) Projection images of 3D surface rendering of the particle
shown in panel a with different angles. The video of volume reconstruction with segmentation is shown
in Movie S6. The tegument is in blue, the additional capsid layers are in dark green, and the inner viral
membrane is in light green. Due to the orientation of the particle in the tomogram, the flat-shaped pole
is not visible and therefore not represented.

cytoplasmic delivery of the viral core upon fusion. Cellular membrane modified by viruses
may also serve as an anchor for both nonstructural and structural viral proteins, driving
virion replication and assembly, respectively (50). Although NCLDVs and giant viruses
exhibit different virion morphotypes and infect a wide range of hosts, they all contain an
internal membrane. This internal membrane can work as a support for additional structural
components, guiding the assembly process of virions and playing a key role during
disassembly to release the virion content including the viral genome into the cellular
cytoplasm upon fusion. In light of our findings, we propose that the unconventional
assembly of the viral inner membrane is a shared feature of NCLDVs and giant viruses,
which involves the recruitment and opening of cell-derived vesicles. This general strategy
could testify to a common origin or rather be the sign of a convergent evolution.

In the case of VACV and African swine fever virus, collective data show that the viral
membrane is derived from the endoplasmic reticulum (22, 27, 51, 52), and it has also
been proposed that the other giant APMV assembles an inner viral membrane from
vesicles originating from the endoplasmic reticulum (30). The origin of the membrane
of Mollivirus sibericum remains to be investigated. The lack of ribosomes on the
cisterna initiator may suggest a role for the Golgi complex or the endoplasmic
reticulum-Golgi interphase, which is consistent with the extensive recruitment of
coated vesicles in the VF. Membrane elongation per se is mediated by uncoated vesicles
of unknown origin, whereas at the final stage of core packaging, we observed a role for
a closed cisternal element containing segregated ribosomes that could also be derived
from the endoplasmic reticulum.

Taken as a whole, our analysis improves our understanding of the replication cycle
of the complex virions of Mollivirus sibericum and in particular how it assembled in
comparison with other virus-host systems. We could show that the particles contain at
least one inner membrane covered by a thick coat and two additional capsid layers with
a specific pole. However, the detailed organization of the internal structure and packed
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FIG 12 DNA packaging occurs at the end of the assembly of Mollivirus sibericum. At 8 h postinfection,
cells of Acanthamoeba castellanii were fixed and processed for immunolabeling of thawed cryo-sections.
DNA labeling is absent from half-assembled particles (a) and observed inside mature and associated with
viral filamentous structures (b and c). Scale bars = 200 nm (a) and 500 nm (b and c). The flat pole is
indicated by a black bracket.
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Resin-embedding

Tokuyasu method

FIG 13 Comparison of virions of Mollivirus sibericum prepared by classical embedding or the Tokuyasu
method. At 8 h postinfection, cells of Acanthamoeba castellanii were processed for transmission electron
microscopy after either cryo-fixation and freeze-substitution (left) or fixation and immunolabeling of
thawed cryo-sections (right). The white arrows indicate the appearance of the two capsid layers by the
classical embedding method and in the Tokuyasu-prepared sample, which resemble membranes. Scale
bars = 200 nm (A) and 250 nm (B).

material remains to be determined, and future studies should aim at resolving the
structure of virions at high resolution, as was previously done for APMV (32, 43, 53, 54).
Notably, we also report on cisternae as unique precursors of the viral inner membrane
with open curling ends triggering fusion and rupture of vesicles for elongation. The flat

TABLE 3 Hypothetical membrane proteins and major capsid proteins in Mollivirus sibericum@

Rank in

Protein Mollivirus Prediction and/or no. of transmembrane NCBI accession
no. proteome domains (TM) no.

ml_436 3 1 YP_009165402.1
ml_347 7 Major capsid protein related to NCLDVs YP_009165313.1
ml_492 8 3 YP_009165458.1
ml_222 9 1 YP_009165188.1
ml_309 17 Lysosome-associated membrane glycoprotein, 1 YP_009165275.1
ml_361 20 1 YP_009165327.1
ml_499 21 Hydrolase, 1 YP_009165465.1
ml_355 26 2 YP_009165321.1
ml_331 33 Cell adhesion, 1 YP_009165297.1
ml_330 34 Perforin-related protein related pleurotolysin, 1 YP_009165296.1
ml_393 35 Antifreeze protein, 3 YP_009165359.1
ml_285 37 Integrin, 1 YP_009165251.1
ml_196 40 Hydrolase, 1 YP_009165162.1
ml_367 41 ABC transporter, 1 YP_009165333.1
ml_212 44 1 YP_009165178.1
ml_402 49 1 YP_009165368.1
ml_442 50 Receptor, 1 YP_009165408.1
ml_417 53 Fusion protein, 2 YP_009165383.1
ml_435 56 Sulfhydryl oxidase, 1 YP_009165401.1
ml_353 65 Toxin, 1 YP_009165319.1
ml_448 66 Vesicle-associated membrane protein, 2 YP_009165414.1
ml_333 67 Channel protein, 1 YP_009165299.1
ml_185 68 Vesicle associated protein, 1 YP_009165151.1
ml_201 72 Carboxylesterase, 1 YP_009165167.1
ml_399 78 Capsid protein related to poliovirus, 1 YP_009165365.1
ml_321 94 1 YP_009165287.1
ml_341 101 2 YP_009165307.1
ml_307 104 Chemosensor, 2 YP_009165273.1

A homologue to the major capsid protein of NCLDV containing hydrophobic segments and predicted
transmembrane proteins identified in the proteome of Mollivirus sibericum are listed with protein number,
rank in the proteome, predictions along with the number of transmembrane domains, and accession
numbers. Possible transmembrane segments were searched using the TMHMM v2.0 and Phobius servers.
Functional and structural predictions were performed using the HHpred server.
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FIG 14 Schematic model of the assembly of Mollivirus sibericum. (1) Membrane assembly is initiated by an
open cisternal element (light green) containing a flat pole (orange) at its center, and core proteins (gray) are
recruited at the opposite side of the membrane. (2) From this pole, additional protein layers, the coat (light
blue) and inner capsid layer (dark green), are recruited and shape the growing membrane into an open sphere
or crescent. (3) The membrane grows by recruitment of vesicles that open upon contacting the open ends
and final packaging of viral core proteins in crescents by a cisterna (red) located at the exact opposite of the
flat pole; note that ribosomes are segregated on the side facing the cytoplasm. (4) Elongation of the
membrane, packing of core proteins, and recruitment of the tegument layer result in an almost completed
particle with a remaining opening located at the opposite side of the flat pole, likely required to take up the
viral genome (not shown). (5) Closure of the internal membrane with removal of material in excess.

pole found at the center of the opened cisternae mediates the assembly of additional
capsid layers and remains visible on mature particles, supporting an important role for
virus entry and genome delivery as well. Such mechanism of membrane acquisition and
virion assembly is, so far, unique to Mollivirus sibericum and appears as a new variation
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of the general strategy of recruitment and opening of cell-derived vesicles for the inner
membrane assembly of NCLDVs (22, 29, 31).

MATERIALS AND METHODS

Cell culture and virus infection. Conditions for cell culture and virus purification were as described
previously (37). Briefly, Acanthamoeba castellanii (Douglas) Neff (ATCC 30010) was grown in PPYG
medium [20 g of proteose peptone and 1 g of yeast extract per liter supplemented with 4 mM MgSO,,
0.4 mM CaCl,, 50 uM Fe(NH,),(SO,),, 2.5 mM Na,HPO,, 2.5 mM KH,PO,, and 100 uM glucose] at 32°C and
infected with Mollivirus sibericum at a multiplicity of infection of 10 particles/cell. Titration of particles
was carried out with a Malassez counting chamber after staining with toluidine blue.

Sample preparation for electron microscopy. Control and infected cells at 3 and 8 h postinfection
were chemically fixed in 2 steps. First, cells were incubated for 1 h with 4% paraformaldehyde (EMS, USA)
and 0.1% glutaraldehyde (Merck, Germany) in PHEM buffer [60 mM piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic
acid) (PIPES), 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, and 4 mM MgSO, (pH 6.9)]. Second, postfixation was done
overnight at 4°C with 2.5% glutaraldehyde in PHEM buffer.

Cells were washed with PHEM buffer, postfixed for 1 h with 1% OsO, (Merck, Germany) and 1.5%
potassium ferricyanide (Merck, Germany), incubated with 2% uranyl acetate (Merck) in H,O for 1 h, and
dehydrated in successive steps of 15 min in 25, 50, 75, 95, and 100% ethanol. The samples were
subsequently infiltrated with Agar 100 epoxy resin (Agar Scientific, United Kingdom). Alternatively, cells
were washed four times in phosphate-buffered saline (PBS), incubated with 50 mM ammonium chloride
for 10 min, pelleted (3,000 X g for 30 min), and resuspended in a minimal amount of 20% bovine serum
albumin (BSA) in PPYG. Cell pastes were transferred into a lecithin-coated sample holder type A (EMS,
USA) and cryo-fixed with a high-pressure freezing machine (HPM 010; Bal-Tec Products, USA). Following
cryo-fixation, the samples were freeze substituted with 0.2% OsO,, 0.1% uranyl acetate, 2% H,0, and 4%
methanol in acetone (EMS), according to the following schedule: —90°C for 1 h, 1.25°C/h for 8 h, 3.8°C/h
for 8, 12.5°C/h for 4 h, and 0°C for 1 h. The samples were rinsed four times in acetone and slowly
infiltrated with Agar 100 epoxy resin.

After polymerization, samples were first processed on an Ultracut R microtome (Leica, Austria) to
prepare 70 nm-thin sections that were collected on Formvar-coated copper grids (EMS, Washington, PA,
USA) and poststained with 4% uranyl acetate for 45 min and Reynold’s lead citrate (Delta Microscopies,
France) for 5 min. The grids were analyzed in a Tecnai T12 transmission electron microscope (Thermo
Fisher Scientific, USA) operated at 120 kV and equipped with a Gatan BM Ultra scan (Gatan, Inc., USA).

Focused-ion beam scanning electron microscopy. For focused-ion beam scanning electron mi-
croscopy, embedded samples after cryo-fixation and freeze substitution were cut with an Ultra R
microtome to obtain a flat surface. The sample was subsequently placed on a pin stub (Agar Scientific,
United Kingdom) and recovered with silver paint (Agar Scientific) except on the flat surface, which was
coated with a 20 nm-thick layer of gold-palladium in an lon Beam Coater (Gatan, Inc., USA) to avoid a
charge effect. The 3D imaging was done with an Auriga FIB-SEM (Zeiss, Germany). Another protective
layer of platinum of 1 um was deposited on the surface of the volume of interest using ion beam-assisted
deposition with 30 kV acceleration potential. The cross-section was milled using a 10-nA ion beam
current. The surface obtained was then polished using this time a 2-nA ion beam current. Sections during
acquisition were made using a 500-uA ion beam current. SEM images were acquired at 10-nm pixel size
for a picture size of 2,048 with 2 keV acceleration voltage and an aperture of 30 um with the back-
scattered electron detector. Alignment of the acquired stack of images was done using ImageJ and all
the segmentations and measurements with Amira 6.3 (Thermo Fisher Scientific, USA).

Electron tomography. For transmission electron tomography, embedded samples after cryo-fixation
and freeze substitution were cut into serial 200-nm-thick sections with an Ultracut R microtome and collected
on Formvar-coated copper parallel bar grids (EMS, USA). Protein A-gold particles of 15 nm (UMC-Utrecht, The
Netherlands) were applied on both sides of the sections, and poststaining was performed as described above,
if necessary. Dual-axis electron tomograms were collected on a F20 transmission electron microscope
(Thermo Fisher Scientific, USA) operated at 200kV and equipped with a Gatan US4000. Tomographic tilt
ranges were collected using the SerialEM program (55), typically from —60° to +60°, with an angular
increment of 1°. For scanning transmission electron tomography, embedded samples were cut into serial
750-nm-thick sections and collected on Formvar-coated copper bar grids. Protein A-gold particles of 15 nm
were applied on both sides of the sections, and poststaining was performed as described above, if necessary.
Single-axis tomograms were collected on a Jeol JEM-2100F microscope operated at 200 kV and a bright-field
detector (Jeol, Japan) at a size of 1,024 by 1,024 pixels. Continuous tilt series were collected typically from
—72° to 72° with an angular increment of 1.5°.

Image analysis. For ET, tilted images were aligned using gold fiducials as a reference, and weighted
back projection (WBP) reconstruction was carried out in the IMOD 4.9 software package. Manual
segmentation, 3D surface rendering, and videos were prepared with Amira 6.3. Measurements on
FIB-SEM data were done on the segmented objects with the module “Label analysis” from Amira 6.3. For
each object, the following measurements were done: (i) length, maximum of the Feret diameters; (ii)
width, minimum of the Feret diameters; (iii) breadth, largest distance between two parallel lines touching
the object without intersecting it and lying in a plane orthogonal to the maximum Feret diameter; (iv)
thickness, the largest segment that touches the object by its endpoints and lying in a plane orthogonal
to the maximum Feret diameter and orthogonal to the breadth diameter; and (v) sphericity, the ratio
between the length and breadth of an object with a ratio of 1 corresponding to a sphere.

Immunolabeling of thawed cryo-sections. Control and infected cells at 8 h postinfection were
chemically fixed with 4% paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde in PHEM buffer for 1 h and kept in
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4% paraformaldehyde in PHEM until processed for Tokuyasu cryo-sectioning, as previously described
(56). In brief, thawed cryo-sections were blocked with 1% BSA in PBS, immunolabeled with anti-DNA
antibody clone 3519 (Abcam, United Kingdom) diluted to 1/1,000 and 10 nm protein A-gold prior to
contrasting with uranyl acetate in methylcellulose (1:9). Once dried, sections were observed on a Tecnai
T12 transmission electron microscope operated at 120 kV and equipped with a Gatan BM UltraScan. At
least three independent experiments were performed for each condition.
Virion protein sequence analyses. Possible transmembrane segments were searched using the
TMHMM v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMM/) (57) and Phobius (http://phobius.sbc.su.se/)
servers (58). Functional and structural predictions were performed using the HHpred server (https://
toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred) (59).
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Mollivirus kamchatka, représentant moderne des Molliviridae, vers une
meilleure compréhension de I'histoire évolutive des Molliviridae

Extraction d’ADN, séquencage et assemblage

L'extraction d'ADN génomique de particules purifiées de M. kamchatka a permis de
récupérer une quantité de 6,79 nug d'’ADN, la purification sur colonne de silice a permis d'obtenir un
ratio d'absorbance 260/280 de 1,86 et 230/260 de 1,62. Le séquengage de type Nanopore a généré
plus de 1,1 millions de séquences d'une taille moyenne de 6,8 kpb. Le séquengage par méthode
Illumina HiSeq 2500 rapide a permis de générer 4,5 millions de séquences en sens direct et inverse
avec 84% des bases ayant au minimum 99,9% de chances d’étre correctes (84% > Q30).
L'assemblage des lectures Nanopore et [llumina par Spades a permis de générer 951 contigs dont 10
d'une taille supérieure a 10 kpb. Pour discriminer ces contigs nous avons calculé leur couverture et
leur pourcentage en GC (GC%). Nous avons déterminé que le plus grand contig, d'une taille de
648864 pb, d'une couverture réelle moyenne de 7000X était le génome de M. kamchatka. Les
contigs 2, 3, 5,6, 7, 8,9, 10 d'une taille totale de 351811 pb, d'une couverture de 2X et d'un GC%
de 43 correspondent a un génome quasi-complet de Marseilleviridae. L'alignement par BLASTn du
contig 2 (133366 pb) donne une similarité de 96% avec le génome de Insectomime virus. Le contig
5, d'une taille de 41330 pb, d'une couverture de 5X et d'un GC% de 29 correspond quant a lui au
génome mitochondrial complet d'Acanthamoeba castellanii. La présence du génome mitochondriale
complet d'amibe (99% d'identit¢ par BLASTn) n'a pas fait l'objet d’études approfondies mais
souleéve des questions quant a la capacité de la capside a embarquer du matériel génétique exogene,

comme déja constaté chez les Poxviridae ' (Figure 45).
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Figure 45 : Graphiques présentant les contig de plus de 200 pb. (A) La distribution de la
couverture en fonction de la taille des contig montre la présence de 3 groupes de contig
distincts. Par BLASTp M. kamchatka a été identifié (bleu) ainsi que deux autres organismes.
(B) La distribution du GC% en fonction de la taille des contig confirme la présence de 3
groupes de contig distincts. En bleu le contig associé a M. kamchatka.
La couverture des lectures calculée a partir de l'alignement des lectures Nanopore contre le
contig correspondant au génome de M. kamchatka est homogene a l'exception d'une région de 10
kpb en position 3' du génome pour laquelle la couverture est double. Pour savoir si ce doublement
de couverture est li¢ a une circularisation du génome, une digestion de I'ADN génomique par les
enzymes Asel et Apal suivie d'une migration par électrophorése en champ pulsé a été faite. Les
résultats indiquent qu'il y a autant de fragments que de sites de coupure, démontrant la linéarité des
génomes de mollivirus et excluant, de fait, que la présence de séquences répétées soit liée a une
circularisation du génome. Il a ét¢ démontré chez M. sibericum que les extrémités du génome
¢étaient flanquées de régions inversées et répétées d'une longueur de 10 kpb. On peut donc supposer
que la structure du génome de M. kamchatka est similaire. La taille du génome est donc de 648864

+ 10000 pb en comptant les zones répétées avec un contenu en GC (GC%) de 60, similaire a M.

sibericum (Figure 46).
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Figure 46 : Structure du génome de M. kamchatka. (4) Dotplot
entre M. kamchatka (en abscisse) et M. sibericum (en ordonné), on
observe une colinéarité entre les deux génomes a l'exception des
régions terminales (extrémité 3' en rouge). Ces zones répétée
flanquent a priori le génome de M. kamchatka. (B) Résultat de
migration d'ADN génomique digéré de M. kamchatka sur gel par
PFGE. Le nombre de fragments étant supérieur de 1 au nombre de
sites de coupure, les génomes de mollivirus sont linéaires.

Annotation des génomes de Mollivirus sibericum et Mollivirus kamchatka

Une nouvelle annotation du génome de Mollivirus sibericum a ét¢ faite en utilisant des
données de transcriptomique récemment acquises pour permettre de mieux supporter les prédictions
de geénes et de détecter la présence d'introns. Les résultats d'annotation ab inito sont les suivants :
489 prédictions avec Augustus, 197 avec exonerate et 483 avec GenMark-ES. La conciliation de ces
prédictions par EVM a permis d'obtenir 437 prédictions de génes. De plus, l'outil Trinity
d'assemblage de novo de données de transcriptome a permis l'obtention de 1899 transcrits. Ces
transcripts ont été alignés contre les prédictions ab initio dEVM grace au logiciel PASA. Une
derniére étape de curation manuelle, via 'outil de visualisation de génome WebAppollo, compilant
données ab initio et données de transcriptome, a permis d'annoter 495 génes d'une taille allant de 51

a 2171 acides aminés ainsi que leurs UTR.

Une stratégie similaire a ¢ét¢ adoptée pour annoter le génome de M. kamchatka. La
compilation de ces données et la curation manuelle sur WebAppollo ont permis l'identification de

485 protéines d'une taille allant de 57 a 2176 acides aminés. La suite de ce manuscrit tentera
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d'explorer l'histoire évolutive de ces deux virus.

Caracteéristiques protéomiques de Mollivirus kamchatka et transfert de genes
horizontaux

Parmi les 485 protéines prédites de M. kamchatka, 291 (60.4 % des geénes) n'ont pas
d'homologues dans les bases de données en dehors de M. sibericum. Cette proportion d'ORFan est
caractéristique des différentes familles de virus géants. Des 190 protéines prédites comme ayant au
moins un homologue par BLASTp (E-valeur <10-3) on retrouve 96 protéines homologues a d'autres
protéines virales, et en particulier 78 protéines ayant leur homologue le plus proche chez
pandoravirus (16% des génes). On trouve aussi 75 protéines ayant un homologue chez un
organisme eucaryote dont 51 (11% des genes) chez 4. castellanii, 17 protéines homologues a des
protéines bactériennes et 2 protéines homologues a des protéines d'Archaea (Figure 47). Nous nous
sommes dans un premier temps intéressés a l'ensemble des fonctions communes aux deux
mollivirus. Dans un second temps nous avons investigu¢ les fonctions uniques a M. kamchatka,
absentes chez M. sibericum. Enfin, nous avons cherché a déterminer l'origine de ces geénes aux

fonctions connues, candidats potentiels au transfert horizontal de gene.

= ORFAN

= Pandoraviridae
Acanthamoeba

= Autres Eukaryotes

= Bacteria
Pithoviriadae

= Marseilleviridae (4)
Mimiviridae (4)

= Archaea (2)
Iridoviridae (1)

= Caudovirales (1)

Figure 47 : Distribution des protéines homologues aux protéines prédites de M. kamchatka. La
détection d'homologue a été faite par BLASTp (E-valeur < 107°) contre la base de données non
redondante (NR) et les protéines associées a M. sibericum ont été exclues.

Sur le plan fonctionnel, 64 protéines prédites ont une fonction connue (13%). Parmi ces
protéines portant une fonction, 59 sont communes aux deux mollivirus. On retrouve chez M.
kamchatka les enzymes clefs du traitement de l'information génétique : une ADN polymérase de
type B, un facteur d'initiation de la traduction, trois ARN polymérases. En plus des protéines lices

au traitement de l'information génétique, on retrouve des enzymes du métabolisme : une serine-
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threonine kinase, une NAD/NADP deshydrogenase, et une deoxycytidylate deaminase. On peut
noter la présence d'une MCP chez M. kamchatka strictement identique a celle de M. sibericum. En
construisant un arbre phylogénétique a partir de la MCP présente chez mollivirus, il apparait qu'il
existe une protéine homologue chez A. castellanii et aucune chez pandoravirus. La topologie de
l'arbre, fait apparaitre ces protéines amibiennes au milieu des protéines virales, suggérant un
transfert latéral de géne du virus vers I'hote. L’absence de ribonucleoside-diphosphate reductase,
habituellement retrouvé chez les virus géants, fait apparaitre que les mollivirus ont un appareil
d'expression des geénes plus restreints que les autres familles de virus géants. De plus, plusieurs
enzymes clefs de la biosynthese de I'ADN telles que la thymidylate synthase, la thymidylate kinase

et la thymidine kinase sont absentes de chez M. kamchatka et M. sibericum.

Si on s’intéresse maintenant aux 20 genes uniques a M. kamchatka, 12 sont ORFans, 6 ont
une séquence homologue chez pandoravirus et 2 chez 4. castellanii. Parmi ces 6 protéines, 5 ont
une fonction qui leur est associée. Sur le plan fonctionnel on peut donc noter 'acquisition par M.
kamchatka d'une peptidase supplémentaire (mk 166), d'une protéine a domaine BI-1 (mk 159), de
deux protéines a doigts de zinc (mk 93 et mk 104), et d'une methyltransferase de ' ADN (mk 92).

Ces genes, ayant un homologue dans les bases de données et codant pour une protéine ayant
une fonction probable, peuvent avoir été acquis par M. kamchatka via des transferts horizontaux de
genes. Pour déterminer le sens de ce transfert, s'il existe, nous avons réalis¢é des arbres
phylogénétiques des geénes partagés par M. kamchatka et pandoravirus (mk 92, mk 93, mk 104,
mk 159, mk 165 et mk 166). Seul l'arbre retragant I'histoire évolutive de la protéine mk 165 a
donné un signal clair de transfert de génes horizontal, des pandoravirus de clade B vers mollivirus.
Le cas de la methyltransferase mk 92 est quant a lui plus ambigu. La comparaison de la séquence a
la base de données Rebase fait apparaitre que mk 92 est une protéine homologue a une
methyltransferase de P. quercus (E-valeur > 10-) reconnaissant le site CCTNAGG, cependant
l'arbre phylogénetique présente une longue branche associée a P. dulcis. Ce phénomene peut
s'expliquer par une rapide divergence de ces deux genes ou par l'acquisition de ces génes suite a un
remplacement du gene original par recombinaison. Plus étrange encore, aucune endonucléase
associée au site de restriction CCTNAGG n'a été trouvée chez M. kamchatka, en particulier mk 93
la protéine contigue a mk 92 et portant un motif doigt de zinc. La raison pour laquelle il existe des
échanges de methyltransferase entre virus est encore mal connue. Le peu de séquences homologues
trouvées pour les genes mk 93, mk 104, mk 159 et mk 166 suggere que ces geénes étaient
vraisemblablement partagés par l'ancétre commun aux mollivirus et pandoravirus puis perdus par

M. sibericum. En suivant le méme raisonnement, nous avons étudi¢ l'origine des deux genes
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uniques a M. kamchatka, mk 467 et mk 469, ayant des homologues chez Acanthamoeba
castellanii. 11 n'a pas été possible de déterminer le sens du transfert pour mk 467. L’absence de
séquences homologues a mk 469 en dehors de celle retrouvée chez Acanthamoeba castellanii,
suggere que ce géne a ¢té acquis par 1'hdte au cours d'un transfert dun ancétre commun aux

mollivirus vers l'amibe (Figure 48).
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Figure 48 : Transferts éventuels de genes d'un pandoravirus vers
M. kamchatka. (A) Protéine mk_165 (pas de fonction prédite). La
longue branche menant a mk_ 165 suggere une divergence rapide
apres acquisition a partir d'un pandoravirus. (B) Protéine mk_92
prédite comme étant une méthyltransférase. La longue branche
menant a ['homologue de P. dulcis pourrait étre interprétée
comme un HGT ou un remplacement non orthologue de la version
ancestrale du gene.

Pour conclure, comparés aux Pandoraviridae, leurs plus proches voisins, les mollivirus ont
une machinerie de réplication plus partielle (en plus d'une absence de DNA ligase et de
topoisomerase constatée chez les pandoravirus), laissant penser que les mollivirus ont évolués vers
une dépendance croissante vis-a-vis de la cellule hote par réduction du nombre de leurs génes. Ces
observations font des mollivirus les virus géants les plus dépendants de leur hote a ce jour,
renforgant donc 1'idée que le contenu en géne d'un virus ainsi que le protéome de sa particule
définissent le niveau de parasitisme de la famille virale. A contrario, il apparait surprenant que la
MCP soit conservée chez mollivirus et perdue par les pandoravirus alors méme que leurs capsides
virales ne sont pas icosahedriques. La caractérisation de deux transferts horizontaux de genes du

virus vers l'amibe, et la présence de 51 protéines ayant un homologue chez 4. castellanii (11% des

genes) démontre la capacité des mollivirus a échanger leurs génes avec leur hote.

Génomique comparative et création de génes chez les Molliviridae

La découverte d'un second mollivirus a permis de réaliser une étude de génomique
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comparative entre M. sibericum et M. kamchatka, dans la suite des questions soulevées par 1'étude

des pandoravirus présentée plus tot.

Les génomes sont largement colin€aires. Avec un pourcentage d'identit€ moyen en
nucléotide de 93% sur I'ensemble du génome, il apparait que le génome de M. kamchatka n'a pas
connu d'événements de réarrangements majeurs et aucun élément transposable n'a été¢ détecté

comme chez les pandoravirus.

Sur le plan génétique, 463 des 480 genes de M. kamchatka ont leur homologue le plus
similaire chez M. sibericum, desquels 60% sont des ORFans. Les résultats OrthoFinder font
apparaitre 434 groupes de genes homologues entre les deux virus dont 411 sans paralogues. Ce
résultat indique un faible taux de duplication du génome et permet de faire une estimation haute du

génome cceur des mollivirus.

Sur le plan génétique, nous avons étudié la différence entre M. kamchatka et M. sibericum
au travers de 1'étude des génes uniques a ces deux virus. Ainsi, on retrouve 12 ORFans stricts chez
M. kamchatka et 26 ORFans stricts de M. sibericum. 11 faut noter que la présence d'un nombre
d'ORFan strict plus faible chez M. kamchatka peut s'expliquer par l'absence de données de
transcriptomique, par conséquent il convient de préciser que cette valeur est sans doute une
estimation minimale. En comparant I'ensemble des ORFans stricts aux génes partagés du génome
cceur avec, comme criteres, les parametres suivants : le CAl, la taille et le GC%, il apparait que les
ORFans stricts sont statistiquement différents des geénes cceurs. Les ORFans stricts ont des
caractéristiques proches des régions intergéniques : GC% plus faible que les régions géniques et
taille moyenne plus faible que les genes. Les codons utilisés pour coder les ORFans stricts sont

différents que ceux utilisés préférentiellement pour le reste du génome (Figure 49).
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Figure 49 : Caracteéristiques génomiques de differentes
categories de genes : genes de M. kamchatka (orange), genes
de M. sibericum (vert), ORFans spécifiques a M. kamchatka
(bleu) et les ORFans spécifiques a M. sibericum (violet). (A)
Indice d'adaptation des codons (CAIl). (B) GC%. (C)
Longueur des protéines. Les boites a moustaches montrent la
médiane, les 25e et 75e centiles. La significativité est
calculées en utilisant le test de Wilcoxon.
En conclusion, bien que le contenu en génes de M. kamchatka et M. sibericum soit a plus de
80% identique, les différences observées sont en partie liées a la capacité des Molliviridae a créer
leurs propres geénes de novo. Il semble, comme décrit pour les pandoravirus, que ce mécanisme a
lieu dans les régions intergéniques. Pour confirmer ces observations, des expériences de
transcriptomiques sont nécessaires. Bien que la création de geénes apparait comme un mécanisme de

« créativité » génétique commun au Pandoraviridae et aux Molliviridae, la duplication de génes est

un processus plus fréquent chez les Pandoraviridae.

Dynamique et histoire évolutive des Molliviridae

Si on considére que M. kamchatka est un parent contemporain de M. sibericum et que 30
000 ans séparent ces deux virus, il s'offre a nous trois modéles expliquant leur lien de parenté : une
descendance directe, deux lignées sceurs ayant divergées juste avant que M. sibericum se retrouve
gelé dans le pergélisol ou bien deux lignées sceurs ayant un ancétre commun. Du fait de
l'impossibilit¢ d'évaluer le nombre de cycles infectieux de M. kamchatka ces 30 000 dernieres

années, ces modeles restent théoriques. En ce sens, la relation phylogénétique la plus parcimonieuse
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a envisager consiste a considérer M. kamchatka et M. sibericum comme deux virus issus d'un méme
ancétre commun et ayant divergé il y a plus de 30 000 ans (Figure 50). C'est a la lecture de ce
constat que I’évocation des 30 000 ans séparant les deux virus doit €tre interprétée dans la suite du

manuscrit.

M. sibericum M. kamchatka M. sibericum
C— =
! i FElE ,
30 Ky Present . ; M. kamchatka
30'Ky Present
® M. sibericum
e M. kamchatka
X 30 Ky Present

Figure 50 : Différents modeles évolutif établissant les liens de
parenté entre M. kamchatka et M. sibericum. De haut en bas,
descendance directe (gauche), lignées sceurs ayant divergées
juste avant que M. sibericum se retrouve gelé dans le
pergélisol (gauche) ou deux lignées sceurs ayant un ancétre
commun ayant divergé avant que M. sibericum se retrouve
gelé dans le pergélisol (bas).

Avec un pourcentage d'identité en acide aminé moyen de 92% entre les protéines du génome
ceeur, les conditions sont optimales pour réaliser des alignements de qualité permettant un calcul
optimal de la pression de sélection appliquée sur ces génes. Ainsi, 397 valeurs de ® ont pu étre
calculées a partir des 411 paires de génes homologues. Onze valeurs ont été retirées du fait d'une
identité trop forte entre les séquences, et 3 du fait d'alignements mauvais probablement liés a une
pseudogénisation de I'une des deux protéines. La valeur moyenne d' o pour les 397 paires retenues
est de 0,24 + 0.14. Ce résultat indique donc une pression de sélection négative forte sur la majorité
du génome, indiquant donc que M. kamchatka a accumulé des mutations conservatives durant les 30
000 derniéres années et que l'intégrit¢ du génome de M. sibericum a été conservée durant cette
méme période de temps dans le pergélisol. Si on restreint maintenant cette étude aux 244 paires
d'ORFan, on obtient une valeur d'® de 0,29 + 0,15. Cela indique que, bien que n'ayant pas
d'homologues dans des bases de données, ces génes codent pour des protéines qui apparaissent
nécessaires a la survie du virus, renforcant donc 1'idée qu'il s'agit de « vrais » geénes a la fonction
encore inconnue. Les cinq paires de génes homologues ayant une valeur de o strictement supérieure

al:ms 160/mk 141; ms 280/mk 262; ms 171/mk 151; ms 430/mk 411 et 223 ms 60/mk 48

sont tous des ORFan (Figure 51). Cette pression de sélection positive sur ces ORFan peut
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s'expliquer de deux fagons, soit ces genes accumulent des mutations non synonymes pour maintenir
leur fonction dans un contexte évolutif impliquant une forte pression de sélection (comme les geénes
codants pour les parties variables des IgG), soit ces ORFan sont des génes nouvellement créés en

cours de raffinement depuis 30 000 ans.

A B 0.00053

2.0-
60- P 1.7e-12
Ll 2.8e-06
@ 197
=
=)
040 m
=
9]
= 0 310
<
=P
Q
‘U - ")
£ 20- 3
g 0.5
2 |
[ R L'_‘I
L sEETEET 0.0- |
0.0 0.5 1.0 15 ' B '
W E3 Tous les génes
E3 Genes non ORFans
E3 ORFans

Figure 51 : Pression de sélection (w) appliquée sur différentes catégories de genes partagés par M.
kamchatka et M. sibericum : tous les génes (orange, n=397), génes ayant un homologue en dehors
des Molliviridae (vert, n=154) et genes n'ayant aucun homologue connu dans les bases de données
en dehors des Molliviridae (bleu, n=243).(A) Distribution des valeurs de . (B) Boites a
moustaches montrant la médiane, les 25e et 75e centiles. La significativité est calculées en utilisant
le test de Wilcoxon.

En considérant que 81% des séquences virales homologues aux genes de M. kamchatka sont
retrouvées chez des pandoravirus et que deux transferts horizontaux probables entre ces deux
familles virales ont été trouvés, il existe probablement une histoire évolutive commune entre les
Pandoraviridae et les mollivirus. Nous avons donc évalué¢ la proximité phylogénétique des
pandoravirus et des mollivirus par calcul du génome cceur partagé entre ces deux familles virales.
Pour ce faire, nous avons récupéré les séquences des 10 génomes de pandoravirus disponibles sur
les bases de données: P. braziliensis, P. celtis, P. dulcis, P. salinus, P. inopinatum, P.

macleodensis, P. massiliensis, P.neocaledonia, P. quercus e tP. pampulha. Les résultats

OrthoFinder font apparaitre 90 groupes de geénes partagés, desquels 64 sont composés uniquement
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de genes sans paralogues. On retrouve 465 groupes de genes partagés uniquement par tous les
pandoravirus et 385 groupes partagés uniquement par M. kamchatka et M. sibericum (Figure 52).
Ces résultats sont 1égerement différents des estimations initialement faites du génome cceur de ces
mémes familles : 455 groupes de geénes pour pandoravirus et 411 pour mollivirus. Par conséquent,
mollivirus partage 23% de ses groupes genes cceurs avec pandoravirus (90/385). La présence de 64
geénes communs a l'ensemble des génomes comparés constitue donc un « super génome coeur »
regroupant 13% des geénes de M. kamchatka (64/485). Avec un ® moyen de 0,17 + 0,1, la pression
de sélection appliquée sur le super génome coeur chez mollivirus indique que ces génes sont sous
pression de sélection négative forte, confirmant que le génome cceur partagé par ces deux familles

virales est strictement nécessaire au maintien de ces virus.
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Figure 52 : Comparaison du contenu en genes des Pandoraviridae et des Molliviridae.(4)
Distribution des groupes de genes communs a l'ensemble des Pandoraviridae (gris), distribution
des groupes de genes communs aux Molliviridae (rose) et des groupes de genes partagés par les
deux familles virales (bleu), ce super génome coeur représente donc 23% de la premiére estimation
du génome coeur des mollivirus. (B) Boites a moustaches montrant la médiane, les 25e et 75e
centiles des valeurs de w pour le super génome ceoeur et le génome cceur des mollivirus.

De méme, pour confirmer cette observation chez mollivirus, nous avons sélectionné deux
pandoravirus au génome a 96% identiques : P. celtis et P. quercus. Ce niveau de conservation a
permis de générer des alignements de méme qualité que ceux générés pour mollivirus et la pression
de sélection a été calculée a partir des 279 alignements ayant passés les critéres de sélection. Avec
une valeur ® moyenne de 0,15 ce résultat concorde avec les observations faite pour mollivirus et

confirme que ce sous sef de genes est donc essentiel aux deux familles virales (Figure 53).
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Figure 53 : Pression de sélection appliquée sur les genes partagés
entre deux pandoravirus proches : P. quercus et P. celtis. On
observe que ces valeurs sont similaires a la pression de selection
appliquée sur le génome coeur des Molliviridae. Boites a
moustaches montrant la médiane, les 25e¢ et 75e centiles des
valeurs de w.

En conclusion, la majorit¢ du génome des Molliviridae est sous pression de sélection
négative forte indiquant donc que la majorité des geénes est strictement nécessaire au virus. De plus,
la présence d'un super génome cceur commun a la famille des Pandoraviridae et des Molliviridae
confirme I'histoire évolutive commune de ces virus. Afin de déterminer si nous avions deux familles
distinctes ou deux sous-familles d'une méme famille, nous nous sommes intéressés a une autre
famille de NCLDV, les poxvirus. Un échantillon de 21 génomes de Poxviridae a été sélectionné au
hasard parmi les génomes complets déposés sur GenBank Virus. Ainsi, 6 génomes complets d'
Entomopoxviridae et 15 de Chordopoxviridae ont été utilisés. Il existe 4 genes strictement
conservés entre poxvirus, mollivirus et pandoravirus : une ADN polymérase, une hélicase et deux
ARN polymérases. Nous avons construit un arbre a partir de chaque orthogroupe. Une fagon
d’estimer si la divergence de deux sous-familles de Poxviridae est postérieure ou antérieure a la
divergence des Molliviridae et des Panddoraviridae consiste a mesurer la taille des branches
séparant chaque sous-famille de leur ancétre commun potentiel. Il apparait que pour ces 4 genes la
distance évolutive entre Entomopoxviridae e Chordopoxviridae semble plus faible qu'entre
mollivirus et pandoravirus, suggérant que mollivirus et pandoravirus ont divergé avant la
divergence entre Entomopoxviridae et Chordopoxviridae. Cet argument supplémentaire rend plus

parcimonieux la du classification des Molliviridae comme nouvelle famille virale. Enfin, en
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considérant la relation de parenté entre M. sibericum et M. kamchatka ainsi que le niveau de
conservation des protéines, on évalue le taux de substitution a 1,7 changement d'acide aminé par
position par an. Ce résultat constitue une surestimation car les deux virus ont probablement
commence a diverger I'un de l'autre il y a plus de 30 000 ans. Cette valeur est comparable aux
estimations calculées pour poxvirus '%. Ainsi, en I’absence de nouveaux isolats de mollivirus ou de
virus intermédiaires, il apparait plus parcimonieux de définir les Molliviridae comme nouvelle

famille virale.

Distribution des genes le long des génomes des Molliviridae

Il a ét¢ démontré que les geénes coeurs des Pandoraviridae étaient préférentiellement
retrouvés en 3' des génomes. Du fait de la proximité génétique entre les Pandoraviridae et la
nouvelle famille des Molliviridae nous avons décidé d'étudier la répartition de plusieurs catégories
de genes le long du génome de M. sibericum et M. kamchatka. Dans un premier temps nous avons
regardé la distribution des genes du super génome cceur (n= 64), les genes issus de transfert
horizontaux entre mollivirus et son hote A. castellanii (n= 55 pour M. sibericum et n= 51 pour M.
kamchatka), et enfin les génes uniques a chacun des virus (n= 26 pour M. sibericum et n= 12 pour

M. kamchatka) (Figure 54).
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Figure 54 : Distribution de différentes catégories de genes le long des génomes de M. kamchatka et
M. sibericum : genes ayant I'homologue le plus similaire chez A. castellanii (rouge), genes du super
génome cceur (vert) et ORFans strict a chaque virus (bleu). (4) Graphique montrant la densité de
ces différentes catégories de genes. (B) Fréquences cumulées de ces différentes catégories de genes

On constate que le génome des mollivirus est polarisé. D'un coté s'accumulent les genes du
super génome cceur et de l'autre les ORFans stricts. De méme, nous avons étendu cette étude aux
génes issus de duplications et en simple copie. Les génes ayant des paralogues semblent

s'accumuler a une extrémité du génome tandis-que la distribution des genes en simple copie est

uniforme (Figure 55).
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Figure 55 : Densité en genes ayant au moins un paralogue (rose) et en genes présents en une seule
copie (bleu) le long des génomes de M. sibericum et M. kamchatka. (4) Densité le long du génome
de M. sibericum. (B) Densité le long du génome de M. kamchatka.

En conclusion nous pouvons donc dire que le génome des mollivirus concentre sa
« créativité génomique » : duplication, création de genes.... a une extrémité du génome. A l'opposé
de cette zone concentrant cette créativité se trouvent les génes du super génome cceur. Nous avons
tenté de vérifier si ces observations étaient corrélées a une distribution des valeurs de ®, sans

succes.

Discussion

Alors que les familles des Pithoviridae s'est largement enrichie de nouveaux isolats de virus,
M. sibericum est resté, depuis sa découverte, I'unique prototype de cette nouvelle famille virale. La
découverte de M. kamchatka, a plus de 1500 km du lieu d’échantillonnage de M. sibericum, réfute
donc I'hypothese que mollivirus constitue l'unique représentant d'une famille virale éteinte depuis la
derniére période glaciaire. A ce jour, le peu de lectures retrouvées dans les métagénomes des
échantillons ayant permis la réactivation des mollivirus (0,03 particule par million (ppm) pour M.
kamchatka et 1 ppm pour M. sibericum), ainsi que 1’absence de contig associé a mollivirus dans les
données de métagénome publiques assemblées, laisse supposer que la famille des Molliviridae est
bien moins abondante que cellle des Pandoraviridae ou des Mimiviridae, deux familles virales

considérées comme ubiquitaires.
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L'étude comparée des capsides et des cycles infectieux de M. sibericum et M. kamchatka
souléve des questions quant & la place des mollivirus dans le monde viral. Pour commencer, la
couche externe fibrillaire de la capside des Molliviridae ressemble en tout point a la couche externe
des capsides de Pandoraviridae. Des études préliminaires ont permis de déceler de la cellobiose et
du glucose, sous produits de la dégradation de la cellulose, dans les capsides de Pandoraviridae et
de Molliviridae. Ces résultats laissent penser que les Pandoravirus et Mollivirus détournent les
celluloses synthases de leur hote pour la synthése de leurs capsides virales, s'affranchissant donc de
la nécessité d'une MCP. Etrangement, bien qu'ayant une forme sphérique, les Molliviridae ont gardé
une MCP qui est conservée a l'identique chez M. sibericum et M. kamchatka et dont une protéine
homologue (a 64% identique) chez A. castellanii. Sur le plan évolutif ce résultat est remarquable, si
il apparait que cette protéine au motif double-jelly roll est encore nécessaire a I’intégrité¢ des
particules virales de mollivirus et constitue la Séme protéine majoritaire du protéome de la particule
virale de M. sibericum, la raison pour laquelle les Pandoraviridae ont perdu cette protéine reste

encore inconnue.

Comme pour l'ensemble des particules de NCLDV, l'assemblage des membranes de la
capside de mollivirus se fait par le recrutement de membranes cellulaires circulaires qui, au contact
de la zone d'assemblage, permettent 1'élongation du virion. De plus, 1'embarquement du génome
viral de mollivirus se fait en phase tardive de I'assemblage comme déja caractérisé pour certains
autres NCLDV comme Vaccinia virus ou les Mimiviridae. 1'assemblage des virions de
Molliviridae a également deux spécificités : les vésicules recrutées sont présentes en abondance
dans la VF puis sont circularisés au contact de la zone d'assemblage et la synthése de la couche
externe du virion est permise par la présence d'un précurseur membranaire faisant office d'initiateur
de la syntheése du virion. Ainsi, bien que les mécanismes restent & comprendre et la nature des
membranes recyclées a établir, il est clair que la stratégie d'assemblage des virions de mollivirus
partage des similarités avec celle des autres NCLDV tout en ayant des spécificités. Le cycle
infectieux des Molliviridae repose sur une expression précoce des geénes viraux dans le noyau
cellulaire. Ainsi, les Molliviridae constituent une deuxiéme famille de virus géants, avec les
Pandoraviridae, ayant une dépendance stricte au noyau. Cette dépendance se manifeste par un
appareil d'expression viral (transcription, réplication et traduction) extrémement restreint comparé a
'ensemble des autres virus géants. Dans ce contexte, deux visions s'opposent. Dans un sens, on peut
considérer que les Pandoraviridae ont diminué leur dépendance vis-a-vis de I'hdte par acquisition
des génes manquants a mollivirus, ainsi que certains génes de la transcription. Dans l'autre sens, on

peut également envisager une réduction du génome de mollivirus.
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La découverte et la caractérisation d'un second mollivirus a permis d'élargir a la fois nos
connaissances sur les Molliviridae en tant que nouvelle famille virale ainsi que de questionner leur
origine et les liens de parenté avec les autres familles de NCLDV. En premier lieu, la grande
similarité¢ génétique entre M. sibericum et M. kamchatka n'a permis que de proposer une sur-
estimation du génome coeur propre a cette famille virale. Ce haut niveau de conservation entre les
paires de protéines homologues (92%) correspond a un taux de substitution faible de 1,7 acides
amingés par position et par an, valeur similaire a celle déja observée pour les Poxviridae. Bien que ce
résultat reste une estimation biaisée par le nombre de cycles infectieux ayant réellement eu lieu
durant les 30000 ans séparant les deux isolats, le calcul de la pression de sélection appliquée sur les
génes communs aux molliviridae démontre que la quasi totalit¢ du génome est strictement
nécessaire au maintien du virus. Ce résultat confirme également que les ORFans de mollvirus, eux-

mémes sous pression de sélection négative, sont de vrais génes strictement nécessaires.

Il est apparu que le phénomeéne de duplication est marginal comparé a d'autres familles
virales comme les Pandoraviridae. Nous avons également cherché a caractériser la présence
d’¢léments transposables, types HaT, largement présents chez les Pandoraviridae, sans succes. La
présence de 51 génes partagés par M. sibericum et M. kamchatka ayant comme uniques homologues
des protéines de A. castellanii suggére des transferts de génes horizontaux anciens du virus vers
I'hote. De plus, la découverte de deux transferts horizontaux de genes entre Pandoraviridae et
Molliviridae, dont une methyltransferase suggere que 1'hote A. castellanii constitue, en plus d'un
melting pot d'ADN procaryote, un lieu de transfert de génes horizontaux entre les virus et la cellule
dans laquelle les Molliviridae jouent un role actif. En regardant les caractéristiques des ORFans
uniques a chaque isolat nous avons pu émettre I'hypothése que la création de geénes de novo,
mécanisme commun aux mollivirus et aux pandoravirus, est en partie responsable du gigantisme de

cette nouvelle famille virale.

Lors du calcul du génome cceur nous avons identifié un ensemble de génes partagés par les
Molliviridae et les Pandoraviridae sous pression de sélection négative plus forte que le reste du
génome. En ’absence de nouveaux isolats de mollivirus il est difficile d'affirmer que cette relation
phylogénétique est liée a une histoire évolutive commune ou a une accumulation de transferts
horizontaux de geénes. La présence d'une structure de capside similaire et d'un génome cceur partagé
10 fois plus important que le génome cceur des NCLDV constituent néanmoins deux arguments
forts en faveur d'un ancétre commun a ces deux familles virales. Enfin, nous avons pu constater que
ces geénes ceeur étaient distribués de fagcon asymétrique le long du génome, en 3' du génome, comme

déja observé chez les Pandoraviridae. A 1'opposé de cette zone extrémement conservée se
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concentre, en 5', I'ensemble de la « créativité » génétique des Molliviridae : duplication, création de
gene. La présence de zones répétées aux extrémités des génomes de mollivirus et pandoravirus,
couplée a ces observations pourrait suggérer que ces deux familles virales partagent certains

mécanismes de réplication.

Détection des virus activés
Pour confirmer la présence de M. kamchatka dans 1'échantillon a partir duquel il a été activé,

nous avons aligné les lectures illumina contre le génome assemblé.

Ainsi, l'alignement des lectures contre le génome de M. kamchatka a permis de récupérer 16
lectures parfaitement alignées (100 d'identité) d'une taille de 151 pb. Parmi ces 16 lectures, on
retrouve 4 paires appareillées et 8 non appareillées. La distribution des lectures alignées est
homogene le long du génome. Pour vérifier la significativité des alignements nous avons aligné ces
lectures contre le génome de M. sibericum. Le résultat a permis de récupérer 15 lectures ayant un
pourcentage d'identité allant de 97% a 100% et chevauchant les ORF : ms 275, ms 274, ms_353,
ms_433, ms 452, ms_459, ms_466 de M. sibericum.

En conclusion, la présence de 0,03 ppm de M. kamchatka dans I’échantillon rend la

probabilité de réactivation tres faible.

Papier 3 : Christo-Foroux, E., Alempic, J. M., Lartigue, A., Santini, S., Labadie,
K., Legendre, M., ... & Claverie, J. M. (2020). Characterization of
Mollivirus kamchatka, the first modern representative of the proposed
molliviridae family of giant viruses. Journal of Virology, 94(8).
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Abstract

Microbes trapped in permanently frozen paleosoils (permafrost) are the focus of increasing
researches in the context of global warming. Our previous investigations led to the discovery and
reactivation of two Acanthamoeba-infecting giant viruses, Mollivirus sibericum and Pithovirus
sibericum from a 30,000-year old permafrost layer. While several modern pithovirus strains have
since been isolated, no contemporary mollivirus relative was found. We now describe Mollivirus
kamchatka, a close relative to M. sibericum, isolated from surface soil sampled on the bank of the
Kronotsky river in Kamchatka. This discovery confirms that molliviruses have not gone extinct and
are at least present in a distant subarctic continental location. This modern isolate exhibits a
nucleo-cytoplasmic replication cycle identical to that of M. sibericum. Its spherical particle (0.6-um
in diameter) encloses a 648-kb GC-rich double stranded DNA genome coding for 480 proteins of
which 61 % are unique to these two molliviruses. The 461 homologous proteins are highly
conserved (92 % identical residues in average) despite the presumed stasis of M. sibericum for the
last 30,000 years. Selection pressure analyses show that most of these proteins contribute to the
virus fitness. The comparison of these first two molliviruses clarify their evolutionary relationship
with the pandoraviruses, supporting their provisional classification in a distinct family, the
Molliviridae, pending the eventual discovery of intermediary missing links better demonstrating

their common ancestry.
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Importance

Virology has long been viewed through the prism of human, cattle or plant diseases leading to a
largely incomplete picture of the viral world. The serendipitous discovery of the first giant virus
visible under light microscopy (i.e., >0.3um in diameter), mimivirus, opened a new era of
environmental virology, now incorporating protozoan-infecting viruses. Planet-wide isolation
studies and metagenomes analyses have shown the presence of giant viruses in most terrestrial
and aquatic environments including upper Pleistocene frozen soils. Those systematic surveys have
led authors to propose several new distinct families, including the Mimiviridae, Marseilleviridae,
Faustoviridae, Pandoraviridae, and Pithoviridae. We now propose to introduce one additional
family, the Molliviridae, following the description of M. kamchatka, the first modern relative of M.

sibericum, previously isolated from 30,000-year old arctic permafrost.
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Introduction
The serendipitous discovery of the Acanthamoeba-infecting Mimivirus (1) and its detailed
characterization (2, 3) more than 15 years ago, started a new era in virology that has now revealed
the existence of several families of so-called “giant” viruses exhibiting particles and particles
rivaling in size and gene contents with the cellular world. As of today, the use of Acanthamoeba (or
related amoebozoa) as laboratory hosts (and environmental baits) has allowed the discovery and
isolation of previously overlooked giant and large DNA viruses, exhibiting very diverse distinct
virion morphologies and sizes, gene contents, and intracellular modes of replication (4). Few of
them have yet received a formal ICTV taxonomy (5), with the exception of the Mimiviridae (i.e.
Mimivirus relatives) (6) and the Marseilleviridae (7), that were chronologically first described and
appears the most abundant in the environment. More recent discoveries include the
Pandoraviruses in 2013 (i.e. the proposed Pandoraviridae family) (8), the number of which also
increases rapidly (9), Pithovirus (prototype of the proposed Pithoviridae family) in 2014 (10, 11),
Faustovirus (12)(related to the Asfarviruses) in 2015, and the more elusive Mollivirus (13), without
known relative until this work. The latest addition to the list of large DNA virus infecting amoebas
is Medusavirus (14). The main giant virus groups are positioned relative to each other in Fig. 1,
using a phylogenetic tree of the DNA polymerase (the most informative of the only 3 core proteins
strictly conserved across all large eukaryotic DNA viruses)(15). As expected from such a small
number of common markers (especially relative to the hundreds of proteins they encode), the
evolutionary relationships and origins of these amoeba-infecting giant viruses, remain a
controversial subject (4, 15-17).

Studies started about 30 years ago, have provided multiple evidence that soils frozen since the
late Pleistocene and predominantly located in arctic and subarctic Siberia, do contain a wide

diversity of microbes that can be revived upon thawing (18-20) after tens of thousands of years.
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These studies culminated by the regeneration of a plant from 30,000 year-old fruit tissue (21).
Inspired by those studies, we then isolated from a similar sample two different Acanthamoeba-
infecting large DNA viruses, named Pithovirus sibericum (10) and Mollivirus sibericum (13),
demonstrating the ability for these viruses, and maybe many others, to remain infectious after
similarly long periods of stasis in permafrost. In contrast to P. sibericum of which several modern
relatives have since been characterized (11, 22-24), no other relative of M. sibericum was found
despite the increasing sampling efforts deployed by several laboratories. Without additional
isolates, its classification as a prototype of a new family, or as a distant relative of the
pandoraviruses (with which it shared several morphological features and 16% of its gene content)
(13) remained an open question. Here we report the discovery and detailed characterization of the
first modern M. sibericum relative, named Mollivirus kamchatka, after the location of the
Kronotsky river bank where it was retrieved. The comparative analysis of these first two
molliviruses highlights their evolutionary processes and suggests their provisional classification
into their own family, the Molliviridae, distinct from the Pandoraviridae, pending the eventual

discovery of intermediary missing links clearly establishing their common ancestry.
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Results

Virus isolation
The original sample consisted of about 50 ml of vegetation-free superficial soil scooped (in sterile
tubes) from the bank of the Kronotsky river (coordinates: N 54°32’59" E 160°34’55"’) on july 6"
2017. Before being stored at 4°C, the sample was transported in a backpack for a week at ambient
temperature (5° C up to 24° C). This area corresponds to a continental subarctic climate: very cold
winters, and short, cool to mild summers, low humidity and little precipitation. Back in the
laboratory, few grams of the sample were used in the Acanthamoeba co-cultivation procedure
previously described (13). After a succession of passages and enrichment on Acanthamoeba
castellanii cultures, viral particles were produced in sufficient quantity to be recovered and
purified.

Virion morphology and ultrastructure
As for M. sibericum, light microscopy of infected cultures showed the multiplication of particles.
Using transmission electron microscopy (TEM), these particles - undistinguishable from that of M.
sibericum - appear approximately spherical, 600 nm in diameter, lined by an internal lipid
membrane and enclosed in a 20 nm-thick electron-dense thick tegument covered with a mesh of
fibers (Fig. 2).

Analysis of the replication cycle
The replication cycle in A. castellanii cells was monitored using TEM and light microscopy of DAPI-
stained infected cultures as previously described (13). The suite of events previously described for
host cells infected by M. sibericum, was similarly observed upon M. kamchatka replication (13, 25).
After entering the amoeba cell through phagocytosis, M. kamchatka virions are found gathered in
large vacuoles individually or in groups of 2-6 particles. Multiple nuclear events occur during the
infection starting with the drift of the host cell nucleolus to the periphery of the nucleus 4-5h post

infection (p.i.). 7h p.i., the nucleus appears filled with numerous fibrils that may correspond to viral
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genomes tightly packed in DNA-protein complexes (Fig. 3A). About 30% of the nuclei observed at
that time exhibit a ruptured nuclear membrane (Fig. 3B). Besides those internal nuclear events, we
observed a loss of vacuolization within the host cell from 4h p.i. to the end of the cycle (in average
9h p.i.). Large viral factories are formed in the cytoplasm at the periphery of the disorganized
nucleus. These viral factories display the same characteristics as those formed during M. sibericum
infections, involving an active recycling of membrane fragments (25).

Comparative genomics
DNA prepared from purified M. kamchatka particles was sequenced using both Illumina and
Oxford Nanopore platforms. M. kamchatka genome, a linear double stranded DNA molecule
(dsDNA), was readily assembled as a unique sequence of 648.864 bp. The read coverage was
uniform throughout the entire genome except for a 10 kb terminal segment presumably repeated
at both ends and exhibiting twice the average value. The M. kamchatka genome is thus
topologically identical to that of a M. sibericum, slightly larger in size (when including both terminal
repeats), and with the same global nucleotide composition (G+C= 60%). This similarity was
confirmed by the detailed comparison of their genome sequences exhibiting a global collinearity
only interrupted by a few insertions and deletions.

Prior to the comparison of their gene contents, M. sibericum and M. kamchatka were both
annotated using the same stringent procedure that we previously developed to correct for gene
overpredictions suspected to occur in G+C rich sequences such as those of pandoraviruses (8, 26,
27). A total of 495 and 480 genes were predicted for M. sibericum and M. kamchatka, with the
encoded proteins ranging from 51 to 2171 residues and from 57 to 2176 residues, respectively.

M. kamchatka predicted protein sequences were used in similarity search against the non-
redundant protein sequence database (28) and the re-annotated M. sibericum predicted
proteome. Out of the 480 proteins predicted to be encoded by M. kamchatka 463 had their closest

homologs in M. sibericum, with 92% identical residues in average. After clustering the paralogs,
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these proteins corresponded to 434 distinct genes clusters delineating a first estimate of the
mollivirus core gene set. Four hundred and eleven of these clusters contained a single copy
(singletons) gene for each strain. 290 of the 480 (60.4 %) M. kamchatka-encoded proteins did not
exhibit a detectable homolog among cellular organisms or previously sequenced viruses (excluding
M. sibericum). Those will be referred to as “ORFans”. Among the 190 proteins exhibiting significant
(E<10”) matches in addition to their M. sibericum counterparts, 78 (16% of the total gene content)
were most similar to Pandoravirus predicted proteins, 18 (3.7%) to proteins of other virus families,
51 (10.6%) to A. castellanii proteins, 24 (5%) to proteins of other eukaryotes, 17 (3.5%) to bacterial
proteins and 2 (0.4%) to proteins of Archaea (Fig. 4).
The interpretation of these statistics are ambiguous as, on one hand, the large proportion of
“ORFans” (>60%) is characteristic of what is usually found for the prototypes of novel giant virus
families (4). On the other hand, the closest viral homologs are not scattered in diverse previously
defined virus families, but mostly belongs to the Pandoraviridae (78/96=81%) (Fig. 4). The two
molliviruses thus constitute a new group of viruses with their own specificity but with a
phylogenetic affinity with the pandoraviruses, as previously noticed (4). The proportion of M.
kamchatka proteins with best matching counterparts in Acanthamoeba confirms a gene exchange
propensity with the host, already noticed for M. sibericum (13).

Recent evolutionary events since the M. sibericum/M. kamchatka divergence
We investigated the evolutionary events specific for each of the molliviruses by focusing on
proteins lacking reciprocal best matches between the two strains. We found 63 such cases of
which 10 corresponded to unilateral strain-specific duplications of genes, and 53 were unique to a
given strain. These unique genes (Table 1 & 2) result from gains or losses in either of mollivirus
strains (20 in M. Kamchatka, 33 in M. sibericum). The likely origins of these strain-specific genes
(horizontal acquisition, de novo creation (26,27), or differential loss) are listed in Table 1 and Table

2.
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173 Six M. kamchatka proteins, absent from M. sibericum, have homologs in pandoraviruses

174  suggesting common gene ancestors (and loss in M. sibericum) or horizontal acquisitions. According
175 toits embedded position within the pandoravirus phylogenetic tree, only one anonymous protein
176 (mk_165) (sharing 57% identical residues with its homolog in P. salinus) could be interpreted as an
177 ancient horizontal transfer from pandoraviruses (Fig. 5A). Another candidate, mk_92, shares 75%
178 of identical residues with a pandoravirus DNA methyltransferase (pger_cds_559). However the

179 very long branch associated with the P. dulcis homolog (eventually due to a non-orthologous
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180 replacement) raises some doubts as for the origin of the M. kamchatka gene (Fig. 5B).

181 Two M. kamchatka-specific proteins, encoded by adjacent genes (mk_466, mk_467), have
182 homologs in Acanthamoeba, suggesting potential host-virus exchanges. Phylogenetic

183 reconstruction did not suggest a direction for the transfer of mk_466. However, since the unique
184 homolog of mk_467 is found in Acanthamoeba (and not in other eukaryotes), the corresponding
185 gene could have been recently acquired from a close relative of M. kamchatka.

186 Three proteins unique to M. sibericum have homologs in pandoraviruses (Table 2), suggesting

Journal of Virology

187 common gene ancestors (and loss in M. kamchatka) or horizontal acquisitions. One protein

188 (ms_14) has a unique homolog in Acanthamoeba, suggesting a virus to host exchange. The

189 homolog of ms_312 in Cavenderia fasciculata (29) might be the testimony of past interactions
190 between molliviruses and a deeply rooted ancestor of the Amoebozoa clade.

191 The above analyses of the genes unique to each mollivirus indicate that if horizontal transfer
192 may contribute to their presence, it is not the predominant mechanisms for their acquisition. We
193 then further investigated the 12 genes unique to M. kamchatka and 26 genes unique to M.

194  sibericum (i.e. “strain ORFans” without homolog in the databases) by computing three
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195 independent sequence properties (Fig. 6): the codon adaptation usage index (CAl), the G+C

196 composition, and the ORF length.
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With an average CAl value of 0.26, the strain-specific ORFans appear significantly different
from the rest of the mollivirus genes (mean = 0.40, Wilcoxon test p< 2 10”). These genes also
exhibit a significantly lower G+C content (56% for M. kamchatka and 57% for M. sibericum) than
the rest of the genes (60.5% for both viruses), also closer to the value computed for intergenic
regions (54% in average for both viruses). Moreover, the strain-specific ORFans are smaller in
average compared to the rest of the genes (115bp/378bp for M. kamchatka and 122bp/369bp for
M. sibericum). Altogether, those results suggest that de novo gene creation might occur in the
intergenic regions of molliviruses as already postulated for pandoraviruses (26,27).

New predicted protein functions in M. kamchatka
Sixty four of the M. kamchatka predicted proteins exhibit sequence motifs associated with known
functions. Fifty nine of them are orthologous to previously annotated genes in M. sibericum (13).
This common subset confirms the limited complement of DNA processing and repair enzymes
found in molliviruses: mainly a DNA polymerase: mk_287, a primase: mk_236, and 3 helicases:
mk_291, mk_293, mk_351. M. kamchatka confirms the absence of key deoxynucleotide synthesis
pathways (such as thymidylate synthase, thymidine kinase and thymidylate kinase), and of a
ribonucleoside-diphosphate reductase (present in pandoraviruses). The five M. kamchatka specific
proteins (Table 1) exhibiting functional motifs or domain signatures correspond to:

- two proteins (mk_93 and mk_104) containing a type of zinc finger (Ring domain) mediating
protein interactions,

- one protein (mk_469) with similarity to the (BI)-1 like family of small transmembrane proteins,
- one predicted LexA-related signal peptidase (mk_166),

- one DNA methyltransferase (mk_92).

Evaluation of the selection pressure exerted on mollivirus genes
The availability of two distinct strains of mollivirus allows the first estimation of the selection

pressure exerted on their shared genes during their evolution. This was done by computing the
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ratio w=dN/dS of the rate of non-synonymous mutations (dN) over the rate of synonymous
mutations (dS) for pairs of orthologous genes. w values much less than one are associated with
genes where mutations have the strongest negative impact on the virus fitness. The high sequence
similarity of proteins shared by M. sibericum and M. kamchatka allowed the generation of flawless
pairwise alignments and the computation of highly reliable w values for most (i.e. 397/411) of their
orthologous singletons.

Fourteen singleton pairs were not taken into account in the selection pressure analysis
because of their either identical (11 of them) or quasi-identical (one, >98% identical nucleotides)
sequences, or unreliable pairwise alignments (2 of them). For the 397 gene pairs retained in the
analysis, the mean w value was 0.24 + 0.14 (Fig. 7). This result corresponds to a strong negative
selection pressure indicating that most of the encoded proteins greatly contribute to the
molliviruses’ fitness. Together with the high level of pairwise similarity (92%) of their proteins, this
also indicates that M. kamchatka evolved very little during the last 30,000 years and that the M.
sibericum genome was not prominently damaged during its cryostasis in permafrost.

The analysis restricted to the 244 pairs of ORFan-coding genes resulted in a very similar w
value of 0.29+ 0.15 (Fig. 7). This indicates that although homologs of these proteins are only found
in molliviruses, they have the same impact on the virus fitness than more ubiquitous proteins. This
confirms that they do encode actual proteins, albeit with unknown functions. In contrast, four
orthologous pairs (ms_160/mk_141; ms_280/mk_262; ms_171/mk_151; ms_430/mk_411;
ms_60/mk_48) exhibit w value larger than one. Those ORFans under positive selection might
correspond to newly created gene products undergoing refinement or pseudogenization.

We further examined the selection pressure of protein-coding genes with homologs in
pandoraviruses. We used their 10 sequenced genomes to generate the corresponding gene
clusters (Fig. 8). The 90 clusters shared by both virus groups included 64 singletons (single copy

gene present in all viruses), among which 55 were suitable for dN/dS computations. The mean w
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value (0.17 = 0.1) was very low, indicating that these genes, forming a “super core” gene set
common to the molliviruses and pandoraviruses, are under an even stronger negative selection
pressure than those constituting the provisional (most likely overestimated) mollivirus core gene
set .

Genomic inhomogeneity
The original genome analysis of Lausannevirus (a member of the Marseilleviridae family) (30)
revealed an unexpected non-uniform distribution of genes according to their annotation.
“Hypothetical” genes (i.e. mostly ORFans) were segregated from “annotated” (i.e. mostly non-
ORFans) in two different halves of the genome. In a more recent work, we noticed a similar bias in
the distribution of Pandoravirus core genes (26). The availability of a second mollivirus isolate gave
us the opportunity to investigate this puzzling feature for yet another group of Acantamoeba-
infecting virus. In Fig. 9, we plotted the distribution of three types of genes: 1- those with
homologs in A. castellanii (n= 55 for M. sibericum and n= 51 for M. kamchatka), 2- those belonging
to the super core set shared by both molliviruses and pandoraviruses (n=64), 3- those unique to
either mollivirus strains (n=26 for M. sibericum, n=12 for M. kamchatka). These plots reveal a
strong bias in the distribution of the super core vs. ORFan genes (Fig. 9). The first half of the M.
sibericum genome exhibits 90% of its ORFans while the second half contains most of the members
of the super core gene set. In contrast, genes eventually exchanged with the host display a more
uniform distribution. The lack of an apparent segregation in the distribution of ORFans in the M.
kamchatka genome might be due to their unreliable prediction as no transcriptome information is
available for this strain. Fig. 10 shows that there is also a strong bias in the distribution of single-
copy genes vs. those with paralogs in either M. sibericum and/or M. kamchatka. Altogether, these
analyses suggest that the right and left genome halves follow different evolutionary scenario, the
first half concentrating the genomic plasticity (de novo gene creation, gene duplication), the other

half concentrating the most conserved, eventually essential, gene content.
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Discussion

Following the discovery of their first representatives, each families of giant (e.g. Mimiviridae,
Pithoviridae, Pandoraviridae) and large (e.g. Marseilleviridae) viruses infecting acanthamoeba have
expanded steadily, suggesting they were relatively abundant and present in a large variety of
environments. One noticeable exception has been the molliviruses, the prototype of which
remained unique after its isolation from 30,000-year old permafrost. The absence of M. sibericum
relatives from the large number of samples processed by others and us since 2014, raised the
possibility that they might have gone extinct, or might be restricted to the Siberian arctic. Our
isolation of a second representative of the proposed Molliviridae family, M. kamtchatka, at a
location more than 1,500 km from the first isolate and enjoying a milder climate, is now refuting
these hypotheses. Yet, the planet-wide ubiquity of these viruses remains to be established, in
contrast to other acanthamoeba-infecting giant viruses (4). Even when present, mollivirus-like
viruses appear to be in very low abundance, as judged from the very small fraction of
metagenomic reads they represent in total sample DNA for M. kamchatka (about 0.02 part per
million) as well as for M. sibericum (about one part per million)(13). Another possibility would be
that the preferred environmental host is not Acanthamoeba, the model host used in our
laboratory, making the reactivation less effective. However, evidences of specific gene exchanges
with acanthamoeba (including a highly conserved homolog major capsid protein) (13, 31, 32) make
this explanation unlikely. We speculate that members of the proposed Molliviridae family are
simply less abundant than other acanthamoeba-infecting viruses, a conclusion further supported
by the paucity of Mollivirus-related sequences in the publicly available metagenomics data (data
not shown).

As always the case, the characterization of a second representative of a new virus

representative opened new opportunities of analysis. Unfortunately, the closeness of M.
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kamchatka with M. sibericum limited the amount of information that could be drawn from their
comparison. For instance, the number of genes shared by the two isolates is probably a large
overestimate of the “core” gene set characterizing the whole family. On the other hand, the
closeness of the two isolates allowed an accurate determination of the selection pressure
(w=dN/dS) exerted on many genes, showing that most of them, including mollivirus ORFans,
encode actual proteins under strong negative selection contributing to the virus fitness. Given the
partial phylogenetic affinity (i.e. 90 shared gene clusters) of the mollivirus with the pandoraviruses,
we also assessed the selection pressure exerted on 55 of these “super core” genes, and found
them under even stronger negative selection (Fig. 8). This suggests that this super core gene set
might have been present in a common ancestor to both proposed families.

If we postulate that M. sibericum underwent into a complete stasis when it became frozen in
permafrost while M. kamchatka remained in contact with living acanthamoeba, we could consider
the two viral genomes to be separated by at least 30,000 years of evolution (eventually more if
they are not in a direct ancestry relationship)(33). The high percentage of identical residues (92%)
in their proteins corresponds to a low substitution rate of 1.7 10 amino acid change/position
/year. This is an overestimate since the two viruses probably started to diverge from each other
longer than 30,000-year ago. This value is nevertheless comparable with estimates computed for
poxviruses (34) given the uncertainty on the number of replicative cycles occurring per year. The
high level of sequence similarity of M. kamchatka with M. sibericum also indicates that the later
did not suffer much DNA damage during its frozen stasis, even in absence of detectable virus-
encoded DNA repair functions.

Horizontal gene transfers with the host were suggested by the fact that 51 proteins shared by
the two mollivirus strains exhibited a second best match in acanthamoeba. Because no homolog is
detected in other eukaryotes for most of them, these transfers probably occurred in the mollivirus-

to-host direction.
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The clearest case is that of a major capsid protein homolog (mk_314, ml_347) sharing 64%
identical residues with a predicted acanthamoeba protein (locus: XP_004333827). Two other genes
encoding proteins that have also homologs in molliviruses flank the corresponding host gene.
However, the corresponding viral genes are not collinear in M. sibericum or M. kamchatka and
were probably transferred from a different, yet unknown mollivirus strain. The presence of a 100%
conserved major capsid protein homolog in the genome of M. kamchatka and M. sibericum is itself
puzzling. Such protein (with a double-jelly roll fold) is central to the structure of icosahedral
particles (35). Consistent with its detection in M. sibericum virions (13), its conservation in M.
kamchatka, suggests that it still plays a role in the formation of the spherical mollivirus particles,
while it has no homolog in the pandoraviruses. Inspired by previous observations made on the
unrelated Lausannevirus genome (30), we unveiled a marked asymmetry in the distribution of
different types of protein-coding genes in the Mollivirus genomes. As shown in Fig. 9 the left half
of the genome concentrates most of the genes coding for strain-specific ORFans while the right
half concentrates most of super core genes shared with pandoraviruses. This asymmetry is even
stronger for the multiple copy genes while single-copy genes are uniformly distributed along the
genome (Fig. 10). The molliviruses thus appear to confine their genomic “creativity” (de novo
creation and gene duplication) in one-half of their genome, leaving the other half more stable. An
asymmetry in the distribution of the core genes was previously noticed in the pandoravirus
genomes (26). Such features might be linked to the mechanism of replication that is probably
similar for the two virus families. Further studies are needed to investigate this process. The
asymmetrical genomic distribution of pandoravirus core genes and mollivirus super core genes
might be a testimony of their past common ancestry.

Despite their differences in morphology, as well as in virion and genome sizes, the comparative
analysis of the prototype M. sibericum and of the new isolate M. kamchatka confirms their

phylogenetic affinity with the Pandoraviruses (Fig. 1, Fig. 4). However, it remains unclear whether
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this is due to a truly ancestral relationship between them, or if it is only the consequence of
numerous past gene exchanges favored by the use of the same cellular host. From the perspective
of the sole DNA polymerase sequence, the two known molliviruses do cluster with the
pandoraviruses, albeit at a larger evolutionary distance than usually observed between members
of the same virus family (Fig. 1). In absence of an objective threshold, and pending the
characterization of eventual “missing links”, we thus propose to classify M. sibericum and M.

kamchatka as members of the proposed Molliviridae family, distinct from the Pandoraviridae.

Materials and Methods

Virus isolation

We isolated M. kamchatka from muddy grit collected near Kronotski Lake, Kamchatka (Russian
Federation N :54 32 59, E :160 34 55). The sample was stored for twenty days in pure rice medium
(36) at room temperature.
An aliquot of the pelleted sample triggered an infected phenotype on a culture of Acanthamoeba
castellanii Neff (ATCC30010TM) cells adapted to 2.5ug/mL of Amphotericin B (Fungizone),
Ampicillin (100ug/ml), Chloramphrenicol (30ug/ml) and Kanamycin (25ug/ml) in protease-
peptone—yeast-extract—glucose (PPYG) medium after two days of incubation at 32°C. A final
volume of 6 mL of supernatant from two T25 flasks exhibiting infectious phenotypes was
centrifuged for 1 hour at 16,000xg at room temperature. Two T75 flasks were seeded with 60,000
cells/cm? and infected with the resuspended viral pellet. Infected cells were cultured in the same
conditions as described below. We confirmed the presence of viral particles by light microscopy.

Validation of the presence of M. kamchatka in the original sample

To confirm the origin of the M. kamchatka isolate from the soil of the Kronotsky river bank,
DNA was extracted from the sample and sequenced on an Illlumina platform, leading to

340,320,265 pair-ended reads (mean length 150bp). These metagenomic reads were then mapped
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onto the genome sequence of M. kamchatka. Seven matching (100 % Identity) pair-ended reads
(hence 14 distinct reads) were detected, indicating the presence of virus particles in the original
sample, although at very low concentration. However, the very low probability of such matches by
chance (p<10®) together with the scattered distribution of these matches along the viral genome,

further demonstrate the presence of M. kamchatka in the original sample.

Virus Cloning

Fresh A. castellanii cells were seeded on a 12-well culture plate at a final concentration of
70,000cells/cm?. Cell adherence was controlled under light microscopy after 45 minute and about
50 viral particles per host cell were added (multiplicity of infection (MOI) = 50). After 1 h, the well
was washed 15 times with 3 mL of PPYG to remove any viral particle in suspension. Cells were then
recovered by gently scrapping the well, and a serial dilution was performed in the next three wells
by mixing 200uL of the previous well with 500uL of fresh medium. Drops of 0.5uL of the last
dilution were recovered and observed by light microscopy to confirm the presence of a unique A.
castellanii cell. The 0.5uL droplets were then distributed in each well of three 24-well culture plate.
Thousand uninfected A. castellanii cells in 500uL of PPYG were added to the wells seeded with a
single cell and incubated at 32°C until witnessing the evidence of a viral production from the
unique clone. The corresponding viral clones were recovered and amplified prior purification, DNA
extraction and cell cycle characterization by electron microscopy.

Virus mass production and purification

A total number of 40 T75 flasks were seeded with fresh A. castellanii cells at a final
concentration of 60,000 cells/cm?2. We controlled cell adherence using light microscopy after 45
minute and flasks were infected with a single clone of M. kamchatka at MOI=1. After 48h hours of
incubation at 32°C, we recovered cells exhibiting infectious phenotypes by gently scrapping the

flasks. We centrifuged for 10 min at 500xg to remove any cellular debris and viruses were pelleted
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by a 1-hour centrifugation at 6,800xg. The viral pellet was then layered on a discontinuous cesium
chloride gradient (1.2g/cm?% 1.3g/cm? 1.4g/cm?% 1.5g/cm?) and centrifuged for 20h at 103,000xg.
The viral fraction produced a white disk, which was recovered and washed twice in PBS and stored

at 4 °C or -80 °C with 7.5% DMSO.

Infectious cycle observations using TEM

Twelve T25 flasks were seeded with a final concentration of 80,000 cells/cm? in PPYG medium
containing antibiotics. In order to get a synchronous infectious cycle eleven flasks were infected by
freshly produced M. kamchatka at substantial MOI=40. The A. castellanii infected flasks were fixed
by adding an equal volume of PBS buffer with 5 % glutaraldehyde at different time points after the
infection : 1h pi, 2h pi, 3h pi, 4h pi, 5h pi, 6h pi, 7h pi, 8h pi, 9h pi, 10h pi and 25h pi. After 45min of
fixation at room temperature, cells were scrapped and pelleted for 5min at 500xg. Then cells were
resuspended in 1ml of PBS buffer with 2.5 % glutaraldehyde and stored at 4°C. Each sample was
coated in 1mm3 of 2 % low melting agarose and embedded in Epon-812 resin. Optimized osmium-
thiocarbohydrazide-osmium (OTO) protocol was used for staining the samples: 1h fixation in PBS
with 2 % osmium tetroxide and 1.5 % potassium ferrocyanide, 20 min in water with 1 %
thiocarbohydrazide, 30 min in water with 2 % osmium tetroxide, overnight incubation in water
with 1 % uranyl acetate and finally 30min in lead aspartate. Dehydration was made using an
increasing concentration of ethanol (50 %, 75 %, 85 %, 95 %, 100 %) and cold dry acetone. Samples
were progressively impregnated with an increasing mix of acetone and Epon-812 resin mixed with
DDSA 0.34v/v and NMA 0.68v/v (33 %, 50 %, 75 % and 100%). Final molding was made using a
hard Epon-812 mix with DDSA 0.34v/v NMA 0.68v/v and 0.031v/v of DMP30 accelerator and
hardened in the oven at 60°C for 5 days. Ultrathin sections (90nm thick) were observed using a FEI
Tecnai G2 operating at 200kV.

DNA Extraction
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M. kamchatka genomic DNA was extracted from approximately 5 x 10° purified virus particles
using Purelink Genomic extraction mini kit according to the manufacturer’s recommendation. Lysis
was performed with in a buffer provided with the kit and extra DTT at a final concentration of
ImM.

Genome sequencing and assembly

The genome of M. kamchatka was sequenced using both Oxford Nanopore Technologies (ONT)
and HiSeq 2500 plateforms. The DNA-seq paired-end protocol respectively produced 4,515,973
and 4,577,450 reads with an average quality score of 34.9 (84% of the reads > Q30). The
sequencing of 1,026 ng using the ONT plateform allowed us to retrieve 1,104,003 long reads
(average size 6,768 bp and N50= 9,513). Reads were assembled using Spades (37)(version SPAdes-
3.12.0) with a stringent k-mer parameter using various iteration steps (k= 21, 41, 61, 81, 99, 127),

“«

and options “—nanopore” and “—careful” to minimize the number of mismatches in the final

contig.

Annotation of Mollivirus sibericum and Mollivirus kamchatka

A stringent gene annotation of M. sibericum was performed as previously described (26) using
RNA-seq transcriptomic data (13). Stranded RNA-seq reads were used to accurately annotate
protein-coding genes. Stringent gene annotation of M. kamchatka was performed w/o RNA seq
data but taking into account protein similarity with M. sibericum. Gene predictions were manually
curated using the web-based genomic annotation editing platform Web Apollo (38). Functional
annotations of protein-coding genes of both genomes were performed using a two-sided approach
as already previously described (26). Briefly, protein domains were searched with the CD-search
tool (39) and protein sequence searching based on the pairwise alignment of hidden Markov

models (HMM) was performed against the Uniclust30 database using HHblits tool (40). Gene
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clustering was done using Orthofinder’s default parameters (41) adding the “-M msa -oa” option.
Strict orthology between pairs of proteins was confirmed using best reciprocal blastp matches.

Selection Pressure Analysis

Ratios of non-synonymous (dN) over synonymous (dS) mutation rates for pairs of orthologous
genes were computed from MAFFT global alignment (42) using the PAML package and codeml with
the « model = 2 » (43). A strict filter was applyied to the dN/dS ratio: dN >0, dS >0, dS <2 and
dN/dS < 10. The computation of the Codon Adaptation Index (CAl) of both Mollivirus was
performed using the cai tool from the Emboss package (44).

Metagenome sequencing, assembly and annotation

Total DNA was extracted from 0.25 and 0.26 g of soil sample using the PowerSoil DNA isolation
kit (QIAGEN) following the manufacturer’s protocol except for the addition of 80 mM DTT to the
lysis buffer (C1) to increase the particle lysis effectiveness. 250 ng of purified DNA was sequenced
on the Illumina HiSeq platform (French National Sequencing Center, Genoscope, Paris) using the
DNA-seq paired-end protocol producing a dataset of 340,350,938 read pairs (2x150bp in length)
with an average quality score of 37.87 (90.45% > Q30). Raw reads quality was evaluated with
FASTQC (45). Identified contaminants (primers and chimeric reads) were discarded. Valid reads
were trimmed on the right end using 30 as quality threshold with BBTools (46). All filtered reads

were then mapped to the generated contigs using Bowtie2 (47) with the “--very-sensitive” option.

Availability of data

The M. kamtchatka annotated genome sequence is freely available from the public through the

Genbank repository (URL://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) under accession number MN812837.
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Figure legends

Fig 1. Phylogeny of DNA polymerase B of large and giant dsDNA viruses. This neighbor-joining tree
was computed (JTT substitution model, 100 resampling) on 397 amino acid positions from an
alignment of 42 sequences computed by MAFFT (29). Branches with boostrap values <60% were

collapsed.

Fig 2. Ultrathin section TEM image of a neo-synthetized M. kamchatka particle in the cell
cytoplasm 7h post infection. The structure of the mature particles appear identical to that of M.

sibericum.

Fig 3. Ultrathin section TEM image of A. castellanii cell 7 to 10 hours post infection by M.
kamchatka. (A) Viral factory exhibiting fibrils (F), a nascent viral particle (V), and surrounding
mitochondria (M). Fragments of the ruptured nuclear membrane are visible as dark bead strings.
(B) Details of a nuclear membrane rupture through which fibrils synthetized in the nucleus (N) are

shed into the cytoplasm (C).

Fig 4. Distribution of the best-matching NR homologs of M. kamchatka predicted proteins. Best-
matching homologous proteins were identified using BLASTP (E value <10™) against the non-
redundant (NR) database (15) (after excluding M. sibericum). Green shades are used for

eukaryotes, red shades for viruses.

Fig 5. Eventual gene transfers from a pandoravirus to M. kamchatka. Both phylogenetic trees were
computed from the global alignments of orthologous protein sequences using MAFFT (29). IQtree
(48) was used to determine the optimal substitution model (options: « -m TEST » and « —bb

1000 »). (A) Protein mk_165 (no predicted function). The corresponding long branch suggests its

accelerated divergence since an ancient acquisition from a pandoravirus. (B) Predicted
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methyltransferase mk_92. The long branch leading to the P. dulcis homolog might alternatively be

interpreted as a non-orthologous replacement of the ancestral pandoravirus version of the gene.

Fig 6. Genomic features of strain-specific ORFans. (A) Codon adaption index (CAl). (B) G+C content.
(C) Protein length. Box plots show the median, the 25th and 75th percentiles. P-values are

calculated using the Wilcoxon test.

Fig 7. Selection pressure among different classes of genes. Values of w (i.e. dN/dS) were computed
from the alignments of homologous coding regions in M. kamchatka and M. sibericum. (A)
Distribution of calculated w values (n=397). (B) Box plots of the w ratio among ORFan genes
(n=243) and non ORFan genes (n=154). Box plots show the median, the 25th, and 75th percentiles.

All p-values are calculated using the Wilcoxon test.

Fig 8. Comparison of the mollivirus and pandoravirus core gene contents. (A) The distribution of
the protein clusters shared by all pandoraviruses (black), the two Molliviruses (pink), and by both
virus groups (super core genes) (blue). (B) Box plot of w values calculated from the alignment of
molliviruses core genes (pink), and super core genes (blue). Box plots show the median, the 25th,

and 75th percentiles.
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Fig 9. Distribution of different classes of genes along mollivirus genomes. (A) Variation of the gene
density as computed by the ggpplot2 “geom_density” function (49). The distribution of super core
genes (n=64, in green) is strongly biased toward the right half of the genome, in contrast to the
genes with best-matching homologs in A. castellanii (in the NR database excluding mollivirus) more
evenly distributed (in pink)(n=55 and n=51 for M. sibericum and M. kamchatka, respectively). M.
sibericum-specific ORFans (in blue) also exhibit a non-uniform distribution toward the left half of

the genome. (B) Cumulative distribution of the above classes of genes using the same color code.

Fig 10. Distribution of single-copy vs. multiple copy genes along mollivirus genomes. Single copy
genes (in blue) in both strains are evenly distributed in contrast to genes with paralogs (pink) that

cluster in the left half of the genomes. (A) M. sibericum (n=48). (B) M. kamchatka (n= 46).
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Tables

Table 1. Status of the protein-coding genes unique to M. kamchatka

ORF ID Predicted function Putative evolutionary scenario

mk_25 None (ORFan) de novo creation or loss in M. sibericum

mk_92 DNA methyltransferase | loss in M. sibericum (present in some pandoraviruses)
mk_93 Ring domain loss in M. sibericum (present in some pandoraviruses)
mk_104 | Ring domain loss in M. sibericum (present in some pandoraviruses)
mk_127 | None (ORFan) de novo creation or loss in M. sibericum

mk_159 | None loss in M. sibericum (present in some pandoraviruses)
mk_165 | None HGT from Pandoravirus

mk_166 | Peptidase loss in M. sibericum (present in some pandoraviruses)
mk_172 | None (ORFan) de novo creation or loss in M. sibericum

mk_182 | None (ORFan) de novo creation or loss in M. sibericum

mk_231 | None (ORFan) de novo creation or loss in M. sibericum

mk_313 | None (ORFan) de novo creation or loss in M. sibericum

mk_369 | None (ORFan) de novo creation or loss in M. sibericum

mk_415 | None (ORFan) de novo creation or loss in M. sibericum

mk_441 | None (ORFan) de novo creation or loss in M. sibericum

mk_466 | None (ORFan) de novo creation or loss in M. sibericum

mk_467 | None loss in M. sibericum (HGT to Acanthamoeba)

mk_469 | B1-1 like loss in M. sibericum (present in Acanthamoeba)
mk_476 | None (ORFan) de novo creation or loss in M. sibericum

mk_478 | None (ORFan) de novo creation or loss in M. sibericum
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Table 2. Status of the protein-coding genes unique to M. sibericum

ORF ID | Predicted function Putative evolutionary scenario

ms_1 None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_3 None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_5 None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_7 None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_8 None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_13 None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_14 | None HGT to Acanthamoeba

ms_38 None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_42 None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_53 None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_64 None loss in M. Kamchatka (present in Noumeavirus)
ms_109 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_120 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_136 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_138 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_139 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_144 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_157 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_159 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_166 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_172 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_190 | None loss in M. kamchatka (present in some pandoraviruses)
ms_193 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_246 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_258 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_311 | Zinc-finger domain loss in M. kamchatka (present in Gossypium hirsutum)
ms_312 | Zinc-finger domain loss in M. kamchatka (present in Cavenderia fasciculata)
ms_313 | None loss in M. kamchatka (present in some pandoraviruses)
ms_464 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_465 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_479 | DNA methyltransferase loss in M. kamchatka (present in some pandoraviruses)
ms_494 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka

ms_495 | None (ORFan) De novo creation or loss in M. kamchatka
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CONCLUSION

Le bref travail historiographique présenté en introduction montre que I’avénement de la
virologie comme domaine d'étude est intrinsequement 1ié a I'évolution de la microbiologie, et plus
globalement de la Biologie dans son ensemble. Cette lecture non linéaire de I'Histoire de la
virologie illustre, a mon sens, qu'a chaque instant donné, les connaissances scientifiques permettent
d'établir des cadres théoriques, conditionnant la perception de la réalité. Le dépassement perpétuel
de ces dogmes scientifiques améne donc a considérer chaque théorie, dans le pire des cas, comme
« jamais vraie », et dans le meilleur des cas comme « pas encore fausse ». Les raisons qui font de la
Science un processus de ruptures cyclique avec des dogmes peuvent s'expliquer dans notre cas par
plusieurs facteurs. Premi¢rement, les découvertes n’émergent pas d'un seul individu visionnaire
mais d'un large débat contradictoire mélant un travail collectif non concerté, additionnant
ajustements de théories passées et validation d'hypothéses avant-gardistes. En pleine hégémonie de
la théorie des miasmes on constate par exemple que l'intuition de Girolamo Fracastoro appelait a
remettre en cause ce dogme, sans permettre son dépassement a ce moment la. De méme, la
découverte des agents filtrants juste apres les travaux de Pasteur sur la génération spontanée n'a pas
entrainé un retour en arriere sur le plan conceptuel. Deuxiémement, il faut voir dans I'évolution des
outils techniques (microscope, optique puis ¢électronique, la centrifugation...) une ouverture
permanente vers de nouvelles pratiques expérimentales. Plus généralement, le développement des
techniques et des outils d'observations fagonnent de nouvelles interactions avec le phénomeéne a
caractériser, amenant donc une extension du champ des résultats possibles. Troisiémement,
comment la communauté scientifique aurait-elle pu systématiser la recherche de virus dans des
fractions inférieures a 0,2mm si Chamberland n'avait pas répondu aux politiques hygiénistes de son
époque? Il semble ainsi difficile d'ignorer la pratique sociale et son importance dans I’émergence de
nouveaux concepts. Si Ivanovsky n'a pas mesuré l'importance de ses travaux, il convient également

de supposer que la pratique scientifique reléve autant de 1’expérience individuelle que collective. La

découverte de Mimivirus illustre ce processus a plusieurs égards :

* Les virus ne sont pas des « agents filtrants » et il n'y a, a priori, pas de limite a la taille de

leur génome et de leur capside.
* Les virus peuvent coder pour une partie de la machinerie de traduction

* Les capsides virales peuvent empaqueter de 1'information génétique sous forme d'ADN et

d'ARN
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Ces constats, permis entre autre par les avancées des techniques de séquengage, ont donc

permis de repousser les limites de la définition des virus faite par Lwoff il y a 70 ans.

Le paradoxe de ce manuscrit est d'avoir ét¢ partiellement rédigé durant la pandémie de
SARS-CoV-2. Bien que ce virus soit treés loin de ceux qui ont été décrits dans ce manuscrit, cette
situation de pandémie m'a conduit & mener sur les réseaux sociaux, cadres privilégiés
d'appréhension du monde en tant que réalité sociale, une bréve expérience. Sous la forme d'un
questionnaire a choix multiples anonyme, les 152 sondés tirés au hasard ont majoritairement associé
les virus a des entités infectieuses (96%) pathogeénes pour I'étre humain (87%). A la question « les
virus sont-ils vivants ? » 33% des sondés, a part €gale avec ceux qui estiment que les virus sont
« vivants », estiment que les virus sont des entités vivantes sans pour autant les associer a des
« organismes vivants », une minorité¢ (11%) estime que les virus sont des ¢léments inertes. Pour
finir, 62% des sondés estiment que répondre a la question « les virus sont-ils vivants ? » nécessite
un consensus scientifique sur la définition de « vivant ». La premiére conclusion de cette rapide
enquéte est que I’épidémie de SARS-CoV-2 objective la « virologie » pour le grand public de fagcon
parcellaire et passéiste, loin des récentes découvertes faites dans le champ de la virologie
environnementale. Dans ce cadre d'appréhension de la réalité, le « virologue » est réduit a son rdle
historique d'investigateur des entités infectieuses et pathogenes dont l'objectif vise a soigner,
contrdler, voire éradiquer les maladies virales. La deuxiéme conclusion est que I'étude des virus
souleve des questions a la fois conceptuelles et philosophiques. D'une part, il apparait nécessaire
que les débats scientifiques autour des questions « Que sont les virus, sont-il vivants ? » et « Quelle
est la place des virus dans le monde biologique ? » restent vivaces. C'est I'avancée des réflexions,
des expériences et des débats contradictoires autour de ces questionnements qui permettront de
dépasser les barriceres €pistémologiques entourant les problématiques de définition des virus et de
leur role biologique.

Modestement, 1'étude comparée de deux virus, 1'un ancien et l'autre récent, M. sibericum et
M. kamchatka, a contribué a alimenter le débat contradictoire portant sur 1’origine évolutive des
virus géants. La théorie dominante, directement issue de la vision historique des virus comme
entités extérieures au reste du monde biologique, pourrait se résumer de la fagon suivante : les virus
géants sont originairement des petits virus dont le génome aurait « gonflé » par acquisition de genes
via des HGT avec leurs hotes cellulaires. L'observation de 60% d'ORFans chez mollivirus vient
donc en contradiction directe avec cette approche expansionniste ', Si il est vrai que les
Molliviridae constituent 1'une des famille virale ayant le plus large répertoire de génes partagés avec

son hote, le faible nombre de génes cellulaires homologues en dehors d'A. castellanii ainsi que la
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caractérisation de transferts de genes dans le sens « virus vers hote » (comme la MCP) repousse
encore d'avantage les limites de cette hypothése évolutive orthodoxe. La comparaison entre M.
sibericume t M. kamchatka a également permis d'estimer que cette famille virale mutait
probablement trop lentement pour envisager que la signature des genes cellulaires potentiels ait pu
disparaitre. Enfin, il apparait que les liens entre virus et hotes ne semblent pas se résumer a un
ensemble de HGT entre les deux entités. En effet, la caractérisation dun échange de
methyltranstérase entre M. kamchatka et les pandoravirus, et une étude récente du méthylome des
virus géants menée au laboratoire et ayant conclu que les méthyltransferases virales ont toutes une
origine bactérienne, suggere que I'hote A. castellanii constitue, en plus d'un melting pot d'ADN
procaryote, un lieu privilégié¢ d'échanges de génes viraux '°7.

L'é¢tude de l'histoire évolutive des Pandoraviridae et des Molliviridae souléve également des
questions intéressantes relatives a 1'origine des virus géants. La présence d'un génome cceur partagé
souligne une origine commune entre les deux familles virales. Force est de constater que le génome
des Molliviridae est plus petit que celui de leurs cousins, les Pandoraviridae. Ainsi, certains génes
fondamentaux au cycle viral des pandoravirus ont disparu chez mollivirus, entrainant de facto une
dépendance plus grande de ces derniers a leur cellule hote. Ainsi, il est probable d'envisager que les
Molliviridae et les Pandoraviridae aient pu avoir un ancétre commun plus complexe que les
représentants actuels de ces deux familles virales. Cette idée renverse donc I'hypothése purement
expansionniste a 'origine des virus géants et suggere qu'au contraire, ces derniers aient pu dériver
d'un ancétre plus complexe par réduction évolutive. Ce constat est renforcé par le maintien du géne
de la MCP chez les Molliviridae. Ainsi, le scénario proposé par 1'étude de ce gene pourrait suggérer
qu'il s'agit 1a d'une trace d'un ancétre commun aux deux familles virales et possédant une capside
virale icoasédrique. Bien que le mécanisme évolutif ayant conduit a l'acquisition d'une capside
virale composée d'un tégument lamellaire tel qu'observé aujourd'hui pour les capsides de mollivirus
et de pandoravirus soit largement incompris, il est envisageable que la structure sphérique des
mollivirus soit un état transitoire vers la structure en amphore des pandoravirus. Au-dela des virus
géants, l'exemple des bracovirus de la famille des Polydnaviridae, symbiontes obligatoires de
guépes parasites de Lépidopteres, illustre parfaitement la théorie réductionniste. Il a ét¢ démontré
qu'un ancétre des nudivirus, virus @ ADN double brin codant pour 98 a 154 protéines, avait
probablement intégré son génome dans une guépe il y a environ 100 millions d'années. Le génome
des bracovirus étant donc le résultat d'une longue co-évolution entre la guépe et le virus ayant
conduit a une organisation bi-partite du génome de bracovirus, ou les génes viraux homologues aux
genes de nudivirus sont portés par la guépe tandis que le génome embarqué dans les particules

virales porte des génes de guépe '®. Ce constat, d'un passage d'un génome complexe a un état de
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dépendance total a I'hte n'est pas unique au monde viral et peut étre étendu a 1'ensemble des entités
biologiques parasitant une cellule hote. Ainsi, dans le monde bactérien il existe un grand nombre
d'exemple de bactéries intra-cellulaires ayant subi au cours de 1'évolution une réduction du nombre
de leurs génes. L'exemple le plus probant est le génome du parasite obligatoire Mycoplasma
genitallium '°. 11 a été démontré que parmi les 485 génes codés par ce génome de 0,6 Mpb (plus
petite bacterie cultivable connue alors), 100 étaient non essentiels ''°.

Lorsqu'on considére que les virus peuvent avoir dérivés du monde cellulaire par pertes
successives d'ensembles de génes associés a divers fonctions, il convient d'observer qu'une partie de
la réponse a la question « Que sont les virus, sont-ils vivants ? » réside dans la notion de
« parasitisme obligatoire ». Envisager cette question sous ce prisme permet de sortir 1'habitude
intellectuelle qui pousserait a chercher une origine aux virus dans ce qu'ils ont « en commun » avec
le monde cellulaire, mais plutdt dans ce qu'ils « n'ont pas » en commun ', Tout en ne niant pas les
fonctions communes aux NCLDV, cet angle d'approche permet de justifier la co-existence de
diverses stratégies de réplication virale ainsi que de la diversité de capside observée au sein des
NCLDV. De méme, envisager 'évolution des virus sous ce prisme est consistant avec le faible
nombre de geénes partagés par l'ensemble des familles de NCLDV. L'étude des virus géants au
travers de ce prisme peu orthodoxe illustre parfaitement la nécessité d'une gradation dans la notion
de parasitisme : d'un coOté certains virus se répliquent intégralement dans le cytoplasme
(Mimiviridae e t Pithoviridae), de l'autre, certains virus sont entierement dépendants de la
machinerie nucléaire d'A. castellanii (Pandoraviridae et mollivirus). A l'intermédiaire entre ces
deux modes de réplication on retrouve les Marseilleviridae dont le cycle infectieux mobilise de
fagon transitoire la machinerie nucléaire de l'amibe. Cette gradation dans le parasitisme, se traduit
par des répertoires de geénes spécifiques a chaque famille virale. Ainsi, certaines familles codent
pour une partie de la machinerie de traduction, comme les Mimiviridae tandis-que certaines ne
possédant pas de protéines clefs de la biosynthése des nucléotides (Molliviridae). 11 semble donc
que ces différentes familles de virus géants sont le résultat de trajectoires évolutives différentes au
cours desquelles différentes fonctions ont pu étre perdues. Malgré ce constat, il convient cependant
de rappeler que 1’absence de voies de production d'ATP est un dénominateur commun a I'ensemble
du monde viral. Par contre, si on considére que cette caractéristique n'est qu'une des spécificités
possibles a la condition de parasite strict, & nouveau, en se penchant sur le monde « vivant », on
observe des cas de bactéries ne produisant pas d'ATP, comme Carsonella ruddii. Cet
endosymbionte de cellules d'insectes phlomophage, est a peu de chose prés en passe de remplir le
role d'un organite membranaire, faisant de 1’absence de protéines du métabolisme énergétique une

des caractéristiques des parasites les plus dépendants de leur hote et non stricto sensu des virus '
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Si on peut admettre, a ce stade de la conclusion, que les virus sont des entités biologiques
dont la condition de parasite les a amenés a dépendre plus ou moins de leur hote, se pose désormais
la question de peuvent-ils étre qualifiés de « vivant» ? Claude Bernard, dans la premiéere des
Lecons sur les phénomenes de la vie communs aux animaux et aux végetaux, répond « Il suffit que
l'on s'entende sur le mot vie pour lI'employer (...) il est illusoire et chimérique, contraire a 'esprit
méme de la science, d'en chercher une définition absolue ». Dés lors, si on considére que la vie est
un processus, au méme titre que les gametes portent l'information génétique nécessaire a la
constitution d'un organisme complexe « vivant » alors, a plusieurs €gards le cycle infectieux des
virus est un processus vivant. L'étude des virus géants a largement contribué a faire évoluer cette
vision du monde « vivant ». Ainsi, la capside virale de Mimivirus apparait comme une boite inerte
permettant la dissémination de l'information génétique, tandis que l'usine virale, regroupant
I'ensemble du matériel nécessaire a l'expression du génome viral (largement codé par le virus),
constitue la phase vivante du virus. Cette analogie qui de prime abord apparait grossiere, n'est pas
sans fondement matériel. De récentes €tudes sur les usines virales de Mononegavirales ont permis
de démontrer que ces derniéres se formaient par séparation de phase entre le cytoplasme des
cellules infectées et la suspension de protéines virales ''>. Ces caractéristiques physico-chimiques
propres aux usines virales permettent de concentrer les protéines virales nécessaires a la production
des virions ainsi qu'a échapper aux mécanismes de défense de la cellule hote. En ce sens, émerge
donc 1'idée que les usines virales peuvent étre considérées comme des organites liquides autonomes.

L'é¢tude de l'origine des virus géants ne peut cependant pas se résumer a une opposition entre
théorie expansionniste et réductionniste. En effet, bien que les Pandoraviridae et les Molliviridae
puissent étre considérés comme les virus les plus dépendants de leur hote, I'importante taille du
génome des pandoravirus est en contradiction avec une théorie purement réductionniste. Comme
expos¢ dans ce manuscrit, nous avons vu que le mécanisme de création de génes de novo pouvait
probablement expliquer la complexité de ces génomes. Cette découverte questionne donc le role des
virus géants dans le monde biologique. La création de geénes viraux de novo, phénomeéne pour
l'instant unique aux virus géants, ouvre la possibilité¢ que les virus pourraient constituer un réservoir
de diversité génétique a 1’échelle de I'ensemble du monde vivant 3. Ainsi, la découverte de M.
kamchatka, la définition des Molliviridae comme nouvelle famille virale et 1'étude des liens
évolutifs avec les pandoravirus contribue a alimenter le débat autour de la question de I'origine des
virus géants et plus généralement de I'origine et du rdle des virus au sein du monde vivant.

Comme nous l'avons vu en introduction en abordant les différents points de vue sur la nature
des virus durant la période « héroique » de la virologie, c'est la pratique du débat scientifique

contradictoire qui permet de franchir des barriéres épistémologiques. Les questions soulevées par la
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découverte des virus géants, et la re-définition nécessaire des virus, n’échappe pas a ce processus.
Ainsi a la fin de I’écriture de ce manuscrit, en juin 2020, a ét¢ publiée une proposition de
classification du monde viral en partant de la classification de Baltimore !'%. Les virus de la classe |
de Baltimore, qui regroupe les virus a8 ADN double brin et donc les virus géants, ont été regroupés
pour cette étude. Bien que cette classe de virus ne partage aucun géne en commun, les différentes
familles virales ont été séparées grace a un réseau de genes partagés. Les virus géants tombent, dans
ce cadre, dans le « super-groupe » des virus a ADN codant pour une protéine de capside ayant un
motif double jelly roll. La reconstruction de la phylogénie de ce « super-groupe » donne les virus
géants comme des descendants d'éléments génétiques mobiles (polintons, polintons-/ike). Cette
phylogénie sous-entend donc que les virus géants sont issus de virus plus petits par accumulation de
genes par HGT. Cette proposition peut paraitre paradoxale dans la mesure ou les Pandoraviridae ni
les Pithoviridae semblent avoir perdu la MCP. De facon surprenante, cette démarche et cette
classification ont été validées par I'lCTV, menant donc a une réorganisation de la classification

approuvée par I'lCTV en septembre.
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