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> Depuis 2003 et la découverte de Mimivirus, la
saga des virus géants se poursuit avec Iisolement
de nouveaux virus d’amibes qui se répartissent
maintenant en sept familles bien distinctes, aux
origines toujours aussi mystérieuses que contro-
versées. A la faveur de I’identification de 3 nou-
veaux membres de la famille des Pandoraviridae,
dont les particules de tailles micrométriques et
les génomes de plus de 2 mégabases empietent
sur le monde cellulaire, nous avons procédé a
une ré-analyse pointilleuses de leur contenu
en genes, aidé par les apports combinés de la
transcriptomique, de la protéomique et de la
bioinformatique. Nous en avons conclu que le
seul scénario capable de rendre compte de la
répartition et de I’énorme proportion de genes
orphelins qui caractérisent les Pandoravirus est
qu’ils aient été créés de novo au sein des régions
intergéniques. Ce processus, peut-étre partagé
par d’autres grands virus a ADN, vient remettre
en question le paradigme central de I’évolution
moléculaire selon lequel tous les genes/protéines
ont une histoire. <

L'histoire des virus géants a débuté en 2003, avec la
publication de la nature virale et la description détaillée
de Mimivirus [1, 2]. Par la taille de sa particule (0,7 pm
de diametre) et celle de son génome de plus d’un million
de nucléotides, Mimivirus démontrait qu’aucune loi biolo-
gique ninterdisait a un virus d’étre aussi complexe qu’une
cellule bactérienne. Depuis, les découvertes successives
ont constitué une véritable saga, avec I'apparition conti-
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familles (virales) sans cesse recom-
posées [3] (=») et de multiples
épisodes de combats entre les cher-
cheurs tentant de reconstruire leur

Vignette (Photo © CNRS-IGS). Coupe ultrafine de particule de Pandoravirus
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évolution au travers de récits contradictoires [4-6]. Au-dela d’un simple
tumulte interne a la virologie, les virus géants ont initié et continuent
d’alimenter une réflexion profonde sur la notion méme de virus, d’orga-
nisme vivant, et sur le réle qu’ils auraient pu jouer dans I’émergence et
I’évolution du monde cellulaire [4-9]. Au-deld des laboratoires, les virus
géants deviennent I’objet de réflexions épistémologiques [10, 11].

Au sein des familles distinctes de virus géants connues & ce jour (Tableau 1),
'une d’entre elles a récemment été I'objet d’une attention particuliere,
celle des Pandoraviridae'. Publiée en 2013 [12], la découverte des deux
premiers membres de cette nouvelle famille (Pandoravirus salinus et P
dulcis) a eu un grand retentissement & plusieurs titres. €lle a d’abord
démontré a la surprise générale que le gigantisme viral n’était pas 'apa-
nage de la seule famille des Mimivirus, les Mimiviridae. Cette deuxiéme
famille de virus géants laissait prévoir I’existence de plusieurs autres
familles bien distinctes, dont la découverte ne s’est pas fait attendre
[13-15], et dont la liste nest probablement pas terminée. Les premiers
pandoravirus ont aussi démontré que nous n’avions pas atteint la limite
de taille des particules virales (plus d’un pm) ni celle de leur génome. Avec
2,5 millions de nucléotides, P. salinus atteignait la complexité génétique
de certains parasites eucaryotes, comme les microsporidies. Il reste néan-
moins tributaire, comme tous les virus, de la machinerie de traduction de
son héte amibien pour la synthése de ses propres protéines.

Avec seulement deux membres de la famille des Pandoraviridae, il
était néanmoins impossible d’aller plus loin dans I’étude des méca-
nismes évolutifs susceptibles d’engendrer de tels monstres au sein du
monde viral. Nous sommes alors retournés sur le terrain, a la recherche

! Comme pour la plupart des autres familles de virus géants (a I'exception de Mimiviridae), cette déno-
mination n’a pas encore recu de validation officielle par le comité international sur la taxonomie des
virus (ICTV).
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Date Virion Virion
Famille
[référence] (forme) (taille en nm)
2003 [1] Mimiviridae |cosaedre 755
2013 [12] Pandoraviridae ~ Amphore [1000-1200]x500
2014 [13] Pithoviridae Amphore [1000-2000]x500
2015 [14] Molliviridae Spheére 600
2009 [33] Marseilleviridae  Icosaédre 200
2015 [34] Faustoviridae Icosaedre 200-250
2017* Medusaviridae Icosaedre 200

Génome eii/o Lieu de la réplication
1 500-370 kb 25 Cytoplasme
2,8-1,85 Mb 61 Noyau
685-575 kb 38 Cytoplasme
650 kb 60 Noyau
390-360 kb 43 Noyau/Cytoplasme
465-350 kb 36 Noyau/Cytoplasme
380 kb 62 ?

Tableau I. Liste des familles de virus « géants » découvertes depuis Mimivirus. Ces familles comptent toutes des membres se multipliant dans les

amibes du genre Acanthamoeba. Les trois dernieres lignes correspondent a des virus dont les particules sont a la limite de visibilité au microscope

optique. *Takemura M. Giant viruses isolated from Japanese aquatic environments. Communication orale, 3 Ringberg symposium on Giant Virus

Biology, 19 novembre 2017.

d’échantillons environnementaux susceptibles de contenir d’autres
souches de cette famille. Nous avons eu la chance d’en isoler 3 nou-
velles, dont la comparaison avec nos deux souches initiales et avec
une autre décrite par un laboratoire allemand [16] nous a permis de
montrer I'insuffisance des scénarios évolutifs qui s’affrontent tradi-
tionnellement pour tenter de rendre compte de la complexité et de
« |’étrangeté » du génome des virus géants.

Avec de nombreuses nuances, deux types de scénarios principaux s’af-
frontent : celui développé par les réductionnistes et celui des infla-
tionnistes [4-9]. Les réductionnistes s’appuient sur une loi amplement
documentée par de multiples exemples, qui veut que les organismes
parasites (et en particulier les bactéries strictement intracellulaires)
soient acculés a une dépendance de plus en plus marquée vis-a-vis
de leur hote, par la perte progressive et irréversible des génes dont
la fonction peut étre assurée par la cellule qu’ils infectent [17-20].
Selon cette école de pensée, les virus sont le résultat d’'une évolution
réductive permanente qui les a conduits d’un stade ancestral quasi-
cellulaire aux plus petits virus que nous connaissons actuellement.
Dans ce contexte, les virus « géants » seraient ceux dont I’évolution
a été particulierement lente. Cette hypothése rend particulierement
bien compte de la famille des Mimiviridae, dont le génome code de
nombreuses fonctions liées a la traduction des protéines, un domaine
d’activité considéré (depuis I"énoncé des criteres de Lwoff)? [21]
comme le strict apanage du monde cellulaire. Selon cette école, les
différentes familles de virus que nous connaissons seraient les résul-
tats de pertes différentielles de genes a partir de formes ancestrales
plus complexes, elles-mémes issues de lignées proto-cellulaires
éventuellement différentes de I’ancétre commun du monde cellulaire
contemporain [4,7].

? Cest en 1957 qu’André Lwoff a énoncé les trois caractéres fondamentaux faisant des virus des entités
originales : les virus ne contiennent qu’un seul type d’acide nucléique (ADN ou ARN) qui constitue le
génome viral ; les virus se reproduisent a partir de leur matériel génétique et par réplication ; les virus sont
doués de parasitisme intracellulaire absolu.
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Pour les inflationnistes, le scénario est exactement
inversé. Les virus ont commencé par étre des entités
tres simples et trés petites, leur génome ne codant que
les fonctions absolument nécessaires a leur réplication
(i.e. une ADN polymérase) et a leur encapsidation.
Selon cette école, les différentes familles de virus que
nous connaissons sont les résultats d’acquisitions
(dites « latérales ») de génes provenant du monde cel-
lulaire ou d’autres virus [5].

Une école « centriste », prone une théorie intermé-
diaire selon laquelle I"évolution des virus s’effectue en
« accordéon » par une alternance de phases de réduc-
tion et d’inflation [22].

Chacune de ces théories, méme si elles s’opposent, se
situe dans un contexte historique dans lequel les génes
viraux proviennent d’une version ancestrale soit héritée
d’un virus parent, soit acquise d’un organisme cellulaire.
Pour des raisons différentes, ces deux scénarios ne four-
nissent pas d’explications satisfaisantes a I'existence
des virus géants, ni a la composition de leur génome, en
particulier a la proportion énorme de leurs genes codant
des protéines orphelines (ou ORFans), sans homologue
dans le monde cellulaire ou viral connu a ce jour.
Uhypothese « réductionniste » se heurte principale-
ment a la difficulté de rendre compte de la grande
diversité génétique observée entre différents membres
de la méme famille (dont moins de la moitié des genes
peuvent étre partagés). Chaque génome viral contem-
porain étant vu comme un sous-ensemble de genes
sélectionnés a partir d’un génome ancestral plus com-
plexe, la taille prédite de celui-ci devient difficilement
soutenable lorsque qu’elle vient a dépasser le nombre
de génes (environ 260) qui sont nécessaires au méta-



Pandoravirus Origine Génome (pb) % G+C Clade Référence
P. salinus La Cruces, Chili 2 473 870 61,7 A [12]
P. dulcis Melbourne, Australie 1908 520 63,7 A [12]
P. inopinatum Un patient, Allemagne 2243110 60,7 A [15]
P. macleodensis Melbourne, Australie 1838 258 58 B [24]
P. neocaledonia Nouméa, Nouvelle-Calédonie 2003 191 61 B [24]
P. quercus Marseille, France 2077 288 61 A [24]
P. braziliensis Nhecoldndia lake, Brésil 1850 826 59,0 B [25]
P. massiliensis Belo Horizonte, Brésil 1595 546 60,1 B [25]
P. pampulha Belo Horizonte, Brésil 1676092 63,9 A [25]

Tableau Il. Liste des différents isolats de Pandoravirus caractérisés a ce jour.

bolisme minimal d’une bactérie non parasite [23]. D’un autre coté,
comme les nombreux genes spécifiques a un seul virus sont majori-
tairement constitués d’ORFans, on ne peut pas non plus en attribuer
I’origine a une acquisition latérale.

Selon I’école opposée des inflationnistes, les virus ont commencé tout
petit (un ou deux geénes, qui forment le noyau des génes communs &
toutes les familles de virus). Ils ont ensuite évolué en acquérant des
genes de leurs hotes ou d’autres organismes les environnant. Nous
avons ici deux difficultés.

— La premiere est d’expliquer quelles forces pousseraient ces virus a
évoluer a contresens de la réduction que I’on constate chez tous les
parasites intracellulaires (et de la majorité des virus qui se satisfont
d’une dizaine de génes).

— La seconde est que I'origine des génes supposément « acquis » serait
passablement mystérieuse étant donné I’énorme proportion d’ORFans
qui les caractérisent (jusqu’a 90 % pour les pandoravirus). Si la plupart
de ces genes avait été empruntée, ceux-ci devraient appartenir a des
catégories d’organismes dont nous n’avons encore jamais rencontré le
moindre représentant?.

’hypothese de I’évolution en accordéon ne résout en rien les difficul-
tés précédentes, dont la principale est de rendre compte de I’énorme
proportion d’ORFans dans les génomes viraux (de 65 % a 93 %, pour
chaque nouvelle famille découverte). C'est & la solution de ce mystere
que s’est attaqué notre récent travail sur les Pandoravirus [24].

Apres avoir isolé et caractérisé en détail trois nouveaux membres de
cette famille (Tableau /1), nous avons entrepris une comparaison glo-
bale des 6 génomes disponibles. Ce travail a d’abord consisté en une
ré-annotation rigoureuse de ces génomes (tirant partie d’analyses
transcriptomiques et protéomiques complémentaires) qui a permis
d’éliminer tous les génes (et protéines correspondantes) dont la pré-

¥ expliquer la grande proportion d’ORFans par une divergence trés accélérée des génes acquis au sein des
génomes viraux n’est pas recevable pour les virus géants a ADN dont les enzymes de réplications sont aussi
fideles que ceux des organismes cellulaires. La preuve en est que le noyau des génes communs a diffé-
rentes familles de virus, supposément trés ancestraux, restent aisément détectables.
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diction pouvait étre douteuse, notamment en raison de
la proportion inhabituellement élevée de G+C (> 60 %)
dans le génome des Pandoravirus®.

Apres avoir éliminé le risque de comptabiliser des genes
faussement prédits comme autant d’ORFans, nous
avons procédé a une nouvelle analyse comparative du
contenu génique des différents Pandoravirus, dont la
famille semble déja se diviser en deux branches (ou
clades), une tendance confirmée par la position de 3
autres isolats décrits depuis la publication de notre
étude (Figure 1) [25].

Nos analyses ont confirmé que le gigantisme du génome
des Pandoravirus (deux fois plus grand que celui des
Mimiviridae) n’était pas la conséquence d’une pro-
pension anormalement élevée a 'acquisition latérale
de geénes, ni a la duplication de génes préexistants.
Pourtant, nous avons constaté que chaque nouvel iso-
lat contribuait pour environ 50 nouveaux génes (dont
95 % d’ORFans) au « pan génome » des Pandoraviridae.
L'origine de ces genes, bien que leur nombre ait été
réduit de moitié par notre annotation trés conserva-
trice, restait donc un mystere.

La solution de cette énigme est alors venue de la
découverte d’un gradient de similarité (évalué par 3
statistiques indépendantes) entre les régions inter-
géniques et les genes spécifiques d’un virus donné
(95 % d’ORFans), puis les génes spécifiques a chaque
clade (90 % d’ORFans), puis les génes communs & tous
les isolats (65 % d’ORFans). €n fait, plus un géne est
orphelin (partagé uniquement par les Pandoravirus, ou

* Les codons stop étant riches en A+T (TAA, TAG, TGA), leur rareté géneére des phases
de lecture aléatoire dont la longueur perturbe le fonctionnement des algorithmes
d’annotation.
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Figure 1. Classification des Pandoraviridae. Bien qu’encore peu fournie, la famille des Pandoravirus se
divise déja clairement en deux sous-groupes (clades A et B) engagés dans un processus de diversifica-
tions distinctes. A partir des similarités constatées entre les séquences de I’ADN polymérase de chacun
des virus, cet arbre en reconstitue la généalogie la plus probable. La confiance associée a chaque

embranchement est indiquée par un pourcentage. Cet arbre et ces valeurs sont calculés avec un algo-

rithme standard (10-Tree [351).

seulement partagé au sein d’un des clades, ou spécifique d’un seul
isolat) et plus sa « signature » ressemble a celle des régions non-
codantes séparant des génes successifs [24]. €n I'absence d’autres
hypothéses capables d’expliquer une telle relation, le scénario le plus
plausible que nous proposons est que les génes/protéines spécifiques
a chaque Pandoravirus soient issus d’un processus de création de novo
et in situ a partir de séquences d’ADN intergéniques initialement non-
codantes.

Une telle hypothese vient se heurter de plein fouet au paradigme
actuel qui veut qu’un peptide résultant d’une séquence aléatoire
n’ait qu’une probabilité infime d’exercer une fonction qui, de plus,
conférerait un avantage a son porteur. €n I’absence du moindre avan-
tage sélectif, ces nouveaux genes devraient donc étre éliminés avant
d’avoir pu évoluer vers la moindre utilité. Le fait qu’ils ne le soient pas
suggere que toutes les forces gouvernant I’évolution des Pandoravirus
n’ont pas encore été identifiées ou comprises.

Ce scénario, qui rompt avec le concept fondamental que tous les genes
ont une histoire (c’est-a-dire qu’ils sont en continuité avec une forme
ancestrale), semble pourtant le seul capable de rendre compte de
I’extréme altérité et de la diversité du contenu génétique des Pando-
ravirus, et peut-étre des autres virus géants.

Notons que cette boite de Pandore conceptuelle a déja été ouverte
depuis longtemps par divers auteurs explorant les génomes d’orga-
nismes bien plus standard que les virus géants, comme la levure [26],
la plante Arabidopsis thaliana [27], différent animaux [28-31], y
compris les primates [32]. Quelle que soit notre incrédulité résiduelle
devant le c6té magique de ce scénario, il nous faut bien admettre qu’il
a bien fallu qu’un jour soient créés de novo les ancétres de nos génes,
dans des conditions certainement bien moins favorables que celles
régnant dans le monde vivant d’aujourd’hui.

Nous ne pouvons qu’espérer que notre étude de la diversité des Pan-
doravirus et nos spéculations sur leur évolution contribuent a relancer
des travaux sur un processus originel étonnamment absent des préoc-
cupations des évolutionnistes contemporains, pour la plupart occupés
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SUMMARY
N Giant viruses that create their
own genes
3 Since 2003 and the discovery of
o Mimivirus, the saga of giant viruses
(]
n continues with the isolation of new

amoeba viruses, which are now
divided into seven distinct fami-
lies, the origin (s) of which are
still mysterious and controversial.
Thanks to the isolation of 3 new
members of the Pandoraviridae
family, whose micrometric par-
ticles and genomes of more than
2 megabases encroach on the cellular world, we car-
ried out a stringent re-analysis of their gene contents,
using a combination of transcriptomic, proteomic and
bioinformatic approaches. We concluded that the only
scenario capable of accounting for the distribution and
the huge proportion of orphan genes (“ORFans”) that
characterize Pandoraviruses is that they were created de
novo within the intergenic regions. This process, perhaps
shared among other large DNA viruses, challenges the
central paradigm of molecular evolution according to
which all genes / proteins have an ancestry history. ¢
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I’Association Médecine/Pharmacie Sciences
(AMPS) a pour objectif principal de

rassembler les étudiant(e)s
des double cursus
médecine-sciences
et pharmacie-sciences de France

L’AMPS encourage les approches multidisciplinaires et permet aux étudiants des différentes facultés,

ayant des compétences différentes, d’échanger leurs idées et d’interagir entre eux, via un groupe virtuel

(sur les réseaux sociaux) performant, des diners doubles cursus mensuels et un congrés annuel.

Nous comptons parmi nos membres des étudiants en master, des doctorants, des internes et des cliniciens.

Cette formidable diversité permet de mettre en commun les différentes expertises scientifiques et cliniques.

Elle permet également aux plus jeunes de bénéficier des conseils précieux de leurs ainés.

La newsletter, envoyée a tous les membres chaque mois, est un outil que chacun utilise au mieux.

http://www.amps-asso.fr

Groupe facebook : AMPS (Association Médecine Pharmacie Sciences)
Sur Twitter : @AssoAMPS
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