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> En dépit de leur trés grand nombre, les virus
qui peuplent I’environnement restent largement
méconnus. Les approches de métagénomique
ont permis depuis vingt ans de mieux connaitre
la composition des communautés virales natu-
relles, notamment les groupes viraux les plus fré-
quemment trouvés, et de lever peu a peu le voile
sur I’étendue de leur diversité, révélant le grand
nombre d’especes, de genres et méme de familles
virales, pour la plupart identifiés pour la premiere
fois. Au sein de ces groupes, le contenu en génes,
les hotes infectés et les écosystemes habités sont
souvent cohérents avec I’histoire évolutive, reflet
de I’origine trés ancienne des virus et de leur tres
longue coévolution avec leurs hotes, plus que de
leur capacité a muter rapidement. <

Connaitre le monde viral
a travers les virus cultivés

Tous les organismes vivants connus peuvent étre infec-
tés par des virus. Aussi, partout ou il y a de la vie, il
y a des virus. Des particules virales libres (ou virions)
peuvent donc étre observées dans tous les écosys-
témes, depuis les environnements associés a I’homme
(microbiote humain, environnements impactés par
Pactivité humaine) aux milieux naturels (sol, milieux
lacustres, océans), y compris les environnements les
plus extrémes (milieux hypersalins, fortement acides,
d température élevée, etc.). Les virus sont considérés
comme les entités biologiques les plus abondantes de
la biosphére, avec un nombre estimé a 10°! [1]. Méme
si différentes morphologies existent (par exemple en
forme d’ampoule, de goutte ou encore de bacille), les
virus les plus fréqguemment observés dans la plupart des
écosystémes par microscopie électronique a transmis-
sion sont des virions icosaédriques (polyédres réguliers
a 20 faces), avec ou sans queue. Bien qu’une majorité
de microbes, et donc de virus qui les infectent, restent
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encore incultivables, les approches d’isolement et de culture de
souches virales ont permis, au cours des cinquante dernieres années,
de caractériser des milliers de virus et de séquencer leur génome. Ces
génomes viraux sont trés variables en termes de support, de taille,
ainsi que de contenu en genes. Pas moins de sept supports génétiques
différents ont en effet été décrits pour les génomes viraux (ADN ou
ARN double brin [db], simple brin [sb], sens et antisens pour I’ARN, et
rétro-transcrit), et ces génomes, circulaires ou linéaires, segmentés
ou non, ont une taille trés variable, allant de 1 680 a 2,5 millions de
nucléotides. Les critéres morphologiques ne permettant pas de les
classer en groupes monophylétiques, les virus sont depuis peu classés
principalement selon leur génome et les génes qu’ils codent. U'analyse
de ces génomes a permis d’établir une taxonomie compléte de ces
virus, et une différence majeure par rapport aux organismes cellu-
laires (bactéries, archées et eucaryotes) est Iexistence de nombreux
groupes de virus n‘ayant aucun géne en commun [2]. Ces groupes,
apparus de maniére indépendante, ne contiennent pour la plupart que
des virus infectant des hotes appartenant a un seul des trois domaines
du vivant (archées, bactéries, eucaryotes), reflet de leur spécificité
d’hote. Ces différents virus sont a priori anciens et leur histoire évo-
lutive commune avec leurs hotes longue. Les nombreux événements
de spéciation ou d’adaptation de leurs hotes a différentes niches
écologiques ont ainsi créé des barriéres entre organismes cellulaires,
et donc entre leurs virus, favorisant I’évolution paralléle de trés nom-
breux sous-groupes pour chaque grande lignée virale. Cela se traduit
par une diversité génomique et génétique des virus trés grande [3].
Ainsi les milliers de virus cultivés sont trés largement insuffisants pour
que nous ayons une vision représentative du monde viral présent sur
la Terre.
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Etudier les virus présents dans I’environnement

Pour mieux connaftre les virus présents sur la Terre, il a fallu
développer des méthodes contournant I’étape initiale de mise
en culture. Historiquement, les premiéres analyses des commu-
nautés virales présentes dans un environnement ont été réalisées
par des observations en microscopie électronique associées a des
comptages. Cette méthode étant limitée a la caractérisation de la
morphologie des virus, des approches d’écologie moléculaire ont
été par la suite utilisées afin d’accéder a la diversité génétique
présente dans une communauté virale, notamment par la création
de profils génétiques (par électrophorése sur gel en gradient déna-
turant ou DGGE, pour denaturing gradient gel electrophoresis, ou
par électrophorése en champs pulsés ou PFGE, pour pulsed-field gel
electrophoresis). Cependant, ces approches globales ne donnant
pas, non plus, accés a information génétique contenue dans les
génomes viraux, des génes ont été ciblés, amplifiés par PCR (poly-
merase chain reaction) puis séquencés pour mieux appréhender
leur diversité et celle des organismes les abritant. Ces méthodes
restent néanmoins limitées a I’étude de certaines familles virales
puisqu’aucun géne n’est ubiquitaire et conservé dans I’ensemble
des génomes viraux, comme c’est le cas pour le géne codant I’ARN
ribosomique 16S des bactéries, utilisé pour les études de popula-
tions bactériennes. Ce type d’analyse ne peut donc pas étre utilisé
dans le cadre de recherches exploratoires, puisqu’il est nécessaire
pour I"appliquer de disposer préalablement de séquences de réfé-
rence d’un géne marqueur qui sera ciblé afin de pouvoir réaliser les
amorces utilisées pour "amplification par PCR.

€n s’affranchissant des limites de la mise en culture ainsi que de la
nécessité de connaissances préalables, la métagénomique s’est impo-
sée depuis une vingtaine d’années comme la méthode la plus efficace
pour explorer la diversité virale de I’environnement. Cette approche
consiste a séquencer des fragments aléatoires de génomes issus d’un
échantillon et permet de mieux connaitre les virus présents dans un
écosysteme donné.

Obtenir des génomes viraux par métagénomique

Deux voies sont possibles pour étudier les virus par métagénomique
(Figure 1). Le séquencage de matériel génétique peut en effet &tre
réalisé soit en ciblant spécifiquement les virus, grace a une filtra-
tion préalable, on parle alors de métagénome viral ou virome, soit
sur I’ensemble des microbes (virus compris) : on parlera alors de
métagénome microbien ou microbiome®. Il sera ensuite nécessaire de
trier in silico et a posteriori, les génomes viraux des autres génomes
de microbes.

Pour obtenir un virome, un échantillon est prélevé, par exemple
quelques litres d’eau ou grammes de sols ou de feces. Une filtration
est ensuite effectuée afin d’éliminer les cellules « contaminantes »

! €n frangais, on parle de microbiote pour I'ensemble des microbes sans définir les génes qu’ils pré-
sentent. Le microbiome est quant a lui défini par les génes exprimés par ces microbes.
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et de conserver la plupart des virus contenus dans
I’échantillon. Généralement, la fraction utilisée
pour la préparation d’un virome est la fraction
dont le diameétre est inférieur a celui des pores du
filtre utilisé, 0,45 um, voire 0,2 pm, ce qui exclut de
facto les virus géants qui présentent un diametre
nettement plus grand. Différentes techniques sont
ensuite appliquées afin de concentrer les particules
virales, notamment la filtration en flux tangentiel,
la précipitation chimiques des capsides virales, par
le polyéthyléne glycol (PEG) ou par floculation au
fer, ou encore la centrifugation différentielle. Des
traitements, comme les gradients de densité de
chlorure de césium ou de sucrose, permettent ensuite
de purifier les capsides virales et de les séparer des
matériaux et éléments « contaminants » qui ont été
co-concentrés. Enfin, différents traitements enzy-
matiques (DNAse et RNAse) permettront d’éliminer
le matériel génétique resté libre, hors des capsides.
Les particules virales ainsi obtenues peuvent alors
étre ouvertes par choc thermique afin de libérer le
matériel génétique qu’elles contiennent. Fortement
enrichi, voire exclusivement constitué du génome des
virus qui est par nature court, PADN récupéré sera
amplifié afin d’en obtenir une quantité suffisante.
Dans la majorité des cas, seules les molécules d’ADN,
simple-brin et double-brin, sont ciblées lors de cette
étape d’amplification. €n effet, les virus présents
dans I’environnement sont principalement des virus
de microbes, les procaryotes étant infectés tres
majoritairement par des virus a ADN.

Dans la grande majorité des cas, "amplification de
I’ADN viral est désormais réalisée par une technique dite
de déplacements multiples (ou en anglais, MDA pour
Multiple Displacement Amplification). Cette méthode,
fondée sur les propriétés particulieres d’une ADN poly-
mérase issue du bactériophage @29 (activité de poly-
mérisation treés rapide, grande fidélité de recopiage,
activité de déplacement de brin) permet d’amplifier
rapidement des quantités tres faibles d’ADN, ampli-
fiant aléatoirement la totalité de I’ADN présent dans
I’échantillon, ce qui n'est pas le cas des techniques
classiques d’amplification par PCR qui nécessitent
des amorces spécifiques et ciblent donc une séquence
particuliére.

Au cours de ces derniéres années, différentes tech-
niques permettant de séquencer I’ADN viral amplifié se
sont succédées. Actuellement, la méthode la plus uti-
lisée permet d’obtenir, pour chaque échantillon, des
dizaines de millions de copies de séquences courtes
d’ADN (ou lectures). S’ensuit alors un travail d’ana-
lyse de ces séquences par bioinformatique. Les pre-
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Figure 1. Schéma simplifié de I’étude des virus présents dans un écosystéme par métagénomique. A partir d’un échantillon environnemental, un

virome peut étre obtenu en enrichissant la fraction virale par des étapes de filtration, le matériel génétique présent dans les particules virales ainsi

récupérées étant ensuite extrait, amplifié puis séquencé. Il est également possible de séquencer tout le microbiome (virus inclus). Dans les deux cas,

les séquences génétiques générées sont ensuite assemblées et les (fragments de) génomes viraux sont identifiés et séparés du reste des génomes

microbiens. Ces génomes viraux permettent d’étudier la composition et la diversité de la communauté virale, d'éventuellement suivre sa dynamique,

d’évaluer son impact sur les communautés microbiennes, ou encore d’étudier de maniére approfondie des familles virales d’intérét.

miéres étapes de ce travail sont la suppression des lectures de mau-
vaise qualité, puis la réalisation d’un assemblage, ce qui consiste a
mettre « bout-a-bout » les lectures courtes se chevauchant et ainsi
reconstituer les fragments de génomes les plus longs possibles, par-
fois plusieurs centaines de milliers de nucléotides.

Les principaux avantages des métagénomes produits apres enri-
chissement de virus sont I"accés aux virus abondants mais aussi aux
virus rares. Ces métagénomes permettent également de produire
une cartographie avec une confiance accrue quant a "origine virale
de la séquence examinée [4]. Ces données présentent cependant
quelques limites puisqu’elles peuvent étre a I'origine d’une sur-
représentation des virus virulents (qui se répliquent rapidement dans
le milieu, contrairement aux virus peu virulents), et surtout, une
sous-représentation des grands virus qui ont de grandes capsides et
ont été éliminés lors de I’étape de filtration.

De maniére complémentaire, des séquences virales peuvent étre
assemblées dans des métagénomes microbiens, plus faciles a
produire. Ces métagénomes sont constitués des génomes des virus
en cours de réplication dans les cellules qu’ils ont infectées, mais
aussi des virus intégrés dans les génomes de I’hote sous forme de
provirus, ou des virus présents en tant qu’épisomes dans leur cel-
lule hote, ou méme des particules virales libres présentes dans les
échantillons. U'analyse de ces microbiomes permet de détecter les
infections lytiques, tempérées et persistantes. Elle permet égale-
ment d’éviter les biais découlant de la sélection des grandes parti-
cules virales en fonction de leur taille lors de I’étape de filtration.
Cependant, les virus qui seront détectés seront ceux qui ont infecté
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les microbes dominants dans I"échantillon. Les virus
rares ou ceux qui infectent des hdtes rares resteront
donc sous-représentés ou absents. Les comparaisons
entre virome et microbiome suggerent que ces dif-
férentes approches sont donc complémentaires et
permettent une exploration exhaustive de I’espace
des génomes des virus [4].

Identifier les séquences virales in silico

Qu’ils proviennent de microbiomes ou de viromes, I’ori-
gine virale des (fragments de) génomes doit &tre véri-
fiée car méme les échantillons enrichis en particules
virales contiennent souvent une quantité non négli-
geable d’ADN cellulaire « contaminant » [5]. Cette
contamination des viromes par I’ADN cellulaire peut
provenir (1) de la difficulté & séparer les particules
virales des fractions cellulaires, par exemple a cause
de la présence de microbes nanométriques (de dia-
métre inférieur a 0,4 nm) ; (2) de la difficulté a traiter
les échantillons riches en particules minérales (sol et
sédiment), ’ADN extracellulaire étant fixé et protégé
par ces particules minérales; (3) de la présence de
vésicules membranaires produites par des microbes ;
ou du fait que des particules virales contiennent de
I’ADN cellulaire, les microbes échangeant en effet des
fragments de leur patrimoine génétique par le biais de
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virus actifs (transduction), ou de virus domestiqués (les agents de
transfert de génes). Bien évidemment, les métagénomes microbiens
sont eux majoritairement constitués d’ADN cellulaire.

Plusieurs outils et protocoles bioinformatiques ont été mis au
point pour identifier les séquences de virus [6, 7]. Pour pouvoir
dire qu'une séquence d’ADN est bien un fragment de génome viral
et non microbien, ces logiciels se fondent: 1) sur la présence
de génes caractéristiques de virus; 2) sur un enrichissement en
génes similaires a des génes de virus connus; 3) sur des profils
en oligonucléotides similaires & ceux de virus connus ; 4) sur une
sous-représentation des génes similaires a des génomes cellulaires
connus ; ou 5) sur des caractéristiques structurelles typiques des
génomes viraux, comme le peu de changements de brins pour les
zones codantes, ou la présence de nombreux petits génes. L'iden-
tification des génomes viraux intégrés au génome de leur hote
(ou provirus) et des bornes précises de ces génomes intégrés, est
encore plus difficile. l'identification de ces provirus ne permet pas
de distinguer ceux qui sont actifs (encore capables de se répliquer
et de produire des virions) de ceux qui sont inactifs (trace d’une
infection passée, en cours d’effacement du génome de I’hdte).

Des virus ubiquitaires dans les milieux naturels

Pour mieux définir la composition de la communauté virale d’un
échantillon, les génomes (ou fragments de génomes) qui ont été obte-
nus seront comparés aux génomes de virus connus et référencés dans
les bases de données comme la base RefSeq du National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Certains groupes de virus sont sou-
vent dominants quel que soit le type d’écosystéme examiné (Figure 2)
[8-15]. €n effet, la majorité des séquences générées sont similaires a
des génomes de virus qui infectent des bactéries comme les Caudoviri-
cetes (virus a queue & ADNdb) et les Microviridae (petits virus icosaé-
driques & ADNsb). Viennent ensuite des virus qui infectent les cellules
eucaryotes, comme les Cressdnaviricota (petits virus icosaédriques &
ADNsb contenant un gene conservé initiant leur réplication, comme les
Circo-, Nano-, ou Geminiviridae), et les Phycodnaviridae (grands virus
nucléocytoplasmiques).

Le fait de retrouver principalement des bactériophages (ou
phages) dans les échantillons de milieux naturels n’est pas si
surprenant : les bactéries peuplent en effet tous les écosystémes
et leur nombre est estimé a 10°° sur la Terre. Parmi ces phages, il
est aussi logique de retrouver principalement des phages a queue,
puisque ces derniers représentent la majorité des phages cultivés
et qu’ils sont les plus fréquemment observés en microscopie. La
présence ubiquitaire des phages de la famille des Microviridae et
des Cressdnaviricota est moins attendue. Leur abondance, trés
importante dans de nombreux viromes examinés, reste ainsi un
sujet de débat. En effet, I’ADN viral est amplifié avant séquen-
cage, souvent réalisé par MDA, une méthode qui repose sur I’uti-
lisation d’une enzyme qui amplifie préférentiellement les petits
génomes circulaires a ADN simple brin, comme ceux des Microviri-
dae ou des Cressdnaviricota. Les virus d’eucaryotes (Cressdnavi-
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ricota et Phycodnaviridae) qui sont observés, sont
capables d’infecter une grande variété de cellules
eucaryotes, mais ceux qui sont trouvés de maniére
abondante sous forme de virions dans ces écosys-
temes infectent probablement des microbes, c’est-
a-dire de petits eucaryotes unicellulaires, comme
les diatomées, principaux membres du phytoplanc-
ton des milieux aquatiques. Comme nous I’avons
vu, les grands virus a ADN nucléocytoplasmiques
(NCLDV ou Nucleocytoviricota) sont trop grands
pour étre trouvés dans les viromes, mais une fouille
de milliers de microbiomes a révélé leur présence
récurrente [16].

Les virus d’archées, un exemple de génomes
difficiles a identifier

Les virus d’archées sont retrouvés dans les milieux
extrémes, dans lesquels les archées sont souvent abon-
dantes. Par exemple, des génomes similaires a ceux
des virus en forme de citron, infectant des archées
halophiles, ont été trouvés dans les viromes de milieux
hypersalins [17]. Pourtant, I’étude des quelques (moins
d’une centaine) virus d’archées cultivables montre que
ces derniers sont plus diversifiés en termes de morpho-
logie et de génome que les phages, dont la diversité
est dominée par les phages a queue qui partagent tous
plusieurs génes. Ce manque de connaissance et I’hété-
rogénéité des génomes connus suggérent qu’il existe
de nouvelles familles de virus d’archées qui restent
a découvrir. Mais comment identifier leurs génomes,
puisqu’ils ne partagent sans doute que peu de génes
(voire aucun) avec les virus connus, que les rares génes
conservés sont tres distants et difficiles a identifier, et
que la morphologie de ces nouveaux virus est impossible
a déterminer uniquement a partir de leur génome ? Ce
probléeme n’est pas I’apanage des virus d’archées : des
groupes de virus de bactéries ou d’eucaryotes restent
également & découvrir [18]. Ces nouveaux virus n’ayant
que des traces ténues de ressemblance (voire aucune
ressemblance détectable) avec ceux déja connus, ils
sont difficiles a extraire des métagénomes et seront
méme, pour la plupart, exclus lors de I’étape de décon-
tamination (élimination des séquences supposées
contaminantes) qui repose sur les ressemblances avec
des virus connus.

Quid des virus a ARN ?

Les virus a ARN ont jusqu’a présent été ciblés par peu
d’études de métagénomique virale, principalement
effectuées afin d’identifier des agents pathogeénes
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chez I’homme, chez les plantes et les animaux importants pour
I’agriculture. Aucun virus d’archées et trés peu de phages cultivés
sont constitués d’un génome a ARN et la diversité des virus a ARN
dans P’environnement était jusqu’alors considérée comme rela-
tivement faible. Plusieurs études récentes ont cependant permis
d’avoir une vision plus précise sur ces virus [19]. €n utilisant le
géne codant une polymérase a ARN dépendante de ’ARN (RdRp), un
gene indispensable pour les virus a ARN et absent chez les autres
virus et chez les cellules, plusieurs milliers d’especes de virus a
ARN ont pu étre identifiées au sein de nombreux écosystémes dif-
férents. Mieux comprendre la diversité réelle de ces virus a ARN
devrait donc permettre d’identifier de nouveaux groupes a diffé-
rents niveaux taxonomiques, et de retracer leur histoire évolutive
ancienne, potentiellement jusqu’aux premiéres heures de I'exis-
tence des virus et des organismes cellulaires sur la Terre.

Un monde viral fait de millions d’espéces
encore mal caractérisées

La répartition des génomes obtenus dans les études, dans des groupes
qui soient cohérents et qui partagent des caractéristiques distinctives,
est une étape essentielle pour mieux les décrire et les comprendre, et
cela a différents niveaux taxonomiques.

Commencons par I"échelle la plus fine : ’espece.
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Cressdnaviricota Phycodnuviridae

Figure 2. Abondance des groupes viraux
fréquemment retrouvés dans différents
écosystemes. Abondance relative des
quatre groupes viraux les plus fréquem-
ment retrouvés dans les communautés
virales présentes dans différents types
d’écosystemes : les féces (représenta-
tifs du tube digestif) de mammiféres,
comme le panda [8] ou le chien [9];
le rumen de vache [10] ; les sols [11] ;
eau douce de lacs [12] ou de riviéres
[13] ; les océans [14] ; ou des environ-

nements considérés comme extrémes

avec, par exemple, les sédiments,
les milieux hypersalins ou encore les

sources hydrothermales [15].

Méme si la notion d’espéce est
controversée pour les eucaryotes,
pour les procaryotes et encore
plus pour les virus, il a été mon-
tré que les flux de genes et la
sélection définissent des fron-
tieres claires entre des groupes
de virus connus [20]. Des études
fondées sur 'analyse de métagé-
nomes confirment "existence de

Autres

ces groupes dans lesquels une certaine homogénéité
existe et qui restent isolés des autres groupes [21].
Ces espéces, aussi appelées populations ou unités
taxonomiques opérationnelles virales (viral Opera-
tional Taxonomic Units ou vOTU), sont déterminées
en regroupant les génomes pour lesquels 95 % des
nucléotides sont identiques, et cela sur la majorité de
leur longueur (plus de 85 % de couverture réciproque)
[4]. De la méme maniére, une identité nucléotidique
moyenne supérieure a 70 % est utilisée pour définir
les genres viraux. A partir de ces seuils, les études
récentes ont mis en évidence I’étendue vertigineuse de
la diversité virale. Ainsi, en 2016, la fouille de milliers
de microbiomes issus d’écosystémes variés a permis
Ilidentification de 125 000 génomes viraux partiels,
regroupés en plus de 80 000 espeéces, dont seuls 800
contiennent au moins un virus isolé [22]. Encore plus
récemment, 200 000 especes virales ont été identifiées
dans les océans [21], 54 000 espéces et 6 000 genres
dans le tube digestif humain [23], et 4 000 espeéces
dans des tourbiéres [24]. Ces chiffres sont bien siir
dépendants du nombre de génomes obtenus, donc
de la quantité d’échantillons et de la profondeur des
séquencages. Pour les écosystemes a partir desquels
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peu ou aucun virus n’a été cultivé, peu de nouveaux génomes se sont
révélés proches de virus cultivés : par exemple, seules 61 des plus
de 4000 especes virales issues de tourbiéres contiennent un virus
connu, illustrant le manque de connaissance que I’on a des virus
peuplant ce type d’écosystéme [24].

Les niveaux taxonomiques supérieurs sont eux aussi définis uni-
quement a partir de I"information génomique (contenu en génes,
phylogénies de génes marqueurs, etc.), comme le montre la
décision récente de ne plus utiliser les familles sipho-, myo — et
podo-viridae au sein des Caudoviricetes, puisque ces différentes
familles avaient été établies sur des critéres morphologiques (res-
pectivement, longue queue non contractile, queue contractile et
queue courte) et n’étaient pas monophylétiques [25]. Définir des
nouvelles familles, des nouvelles classes ou méme de nouveaux
ordres et phylums a partir de données métagénomiques ne peut se
faire qu’a partir de génomes (quasi) complets, et aucune méthode
n’est actuellement utilisée de maniére systématique. Toutefois, si
I’on reprend I’exemple des virus de tourbiéres, seules 2 % des 4 000
especes sont rattachées a des virus cultivés au sein de groupes
équivalents a des familles, 25 % des espéces sont rattachées a au
moins un des centaines de milliers de génomes issus de métagé-
nomes d’autres types d’écosystemes, et 73 % de ces 4 000 espéces
restent trés distantes de tout génome cultivé ou métagénomique.
Ce résultat est assez classique, et méme au sein de I’écosys-
teme le plus étudié, le tube digestif humain, et dans le groupe le
plus connus, les Caudoviricetes, une majorité des 1 400 familles
établies a partir des 54 000 especes représentent des familles
qui n’avaient pas encore été détectées [23]. Plusieurs millions
d’especes virales sont ainsi probablement présentes sur la Terre et
une majorité d’entre elles restent a découvrir, ce qui est également
le cas pour les familles de virus. €t il est bien sir probable que
de nombreux groupes d’un niveau taxonomique supérieur (classe,
ordre, et méme phylum) restent également inconnus.

Les génes viraux sont diversifiés mais le contenu
en genes des virus est stable

Les génomes viraux sont souvent décrits comme le plus grand réser-
voir de matériel génétique inexploré sur la Terre. En effet, pour
les 125000 génomes viraux issus d’écosystémes variés, 75 % des
2,8 millions de protéines qu’ils codent n’ont aucune similarité avec
des protéines de virus cultivés [22] et sont diverses, puisque regrou-
pées en plus de 1,2 million de groupes d’orthologues. Les méthodes
bioinformatiques classiques ne sont pas suffisamment sensibles pour
détecter les similarités souvent faibles entre protéines virales [3].
De nombreuses familles de protéines virales semblent en effet plus
hétérogenes que les familles de protéines microbiennes, peut-étre
a cause des taux de mutations élevés des virus, de leur origine trés
ancienne, ou plus probablement a cause de contraintes plus faibles
sur leurs structures tridimensionnelles. L'univers des familles de
protéines virales, estimé a quatre millions [26], sera probablement
revu a la baisse en utilisant des méthodes fondées sur les modéles
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de Markov cachés? (ou HMM), plus sensibles pour
identifier les ressemblances entre protéines. Pour les
virus complets, ces méthodes ont permis de montrer
qu’en fait, moins de 40 000 familles de protéines
existaient au sein des virus infectant les procaryotes,
et non 60 000, comme présumé antérieurement [3].
Néanmoins, I’ensemble des genes présents dans les
génomes viraux est probablement extrémement vaste
puisque de nombreux genes cellulaires sont intégrés,
de maniere pérenne, dans des génomes viraux, et que
de nombreuses familles virales existent, dont beau-
coup restent a découvrir, celles-ci étant constituées
de genes différents. Au sein de chaque famille de
virus, les genes sont en revanche souvent conservés,
méme si leur lien de parenté est parfois difficile
a établir. Ce dernier point est d’ailleurs révélé par
les résultats trés différents obtenus en fonction de
I’écosysteme étudié. €n effet, les génomes identifiés
dans des écosystéemes peu étudiés, et pour lesquels
peu de virus ont pu étre cultivés (tels que le sol, les
tourbiéres, etc.), contiennent de nombreux génes qui
ne sont similaires a aucun géne connu, contrairement
a ceux issus d’échantillons océaniques ou de feces
humaines, ce qui témoignent du manque de connais-
sance actuelle sur les communautés virales de nom-
breux environnements et sur la diversité génétique des
familles de protéines virales.

Etude de familles d’intérét
grdce aux génomes complets

Si I’étude des communautés virales et de I’ensemble
des genes qu’elles portent est intéressante, mieux com-
prendre la diversité et I'histoire évolutive de familles
particuliéres de virus a partir de données métagéno-
miques reste crucial. Cela peut étre réalisé par une
analyse phylogénétique reposant sur des genes mar-
queurs, c’est-a-dire des genes que tous les virus d’un
groupe possédent. Par exemple, tous les Caudoviricetes
bactériens et archéens contiennent les génes qui codent
la grande sous-unité de la terminase (Terl), la protéine
majeure de capside de type HK97, et la protéine portail
(portal). Les Microviridae possédent tous, quant & eusx,
une protéine de capside et une protéine initiant leur
réplication, cette derniere étant également conservée
chez tous les Cressdnaviricota. Les relations entre
virus ainsi établies grdce a cette phylogénie, voire la

? Les modéles de Markov cachés sont des outils mathématiques trés utilisés en
bioinformatique, permettant ici de modéliser un alignement multiple de séquences
homologues puis de vérifier si une nouvelle séquence correspond a ce modéle ou non
et fait donc également partie de cette famille protéique.



définition de clades®, pourront étre ensuite utilisées pour étudier la
conservation du contenu en genes au sein de ces clades.

La fouille récente de métagénomes issus de divers écosystémes
a, par exemple, permis la découverte de centaines de génomes de
phage « géants », d’une longueur supérieure a 200 kilobases (kb),
en particulier la découverte du plus grand génome de phage observé
jusqu’a présent (735 kb) [27]. Les génomes de ces Caudoviricetes
codent des systemes CRISPR-Cas, typiquement utilisés par les bac-
téries et archées pour se défendre contre les virus. Ces systemes
CRISPR-Cas codés par des virus sans doute utilisés pour reconfigurer
la machinerie cellulaire, favoriseraient la production de protéines
de phages, ou encore élimineraient des phages concurrents. La plu-
part des clades définis par la phylogénie, réalisée sur la base de la
terminase TerL et de la protéine de capside, integrent des phages
« géants » issus de divers écosystemes et infectant différents hotes
bactériens. Le fait que les phages de ces clades particuliers ont une
taille de génome comparable, suggere que ces phages sont anciens
et que leur grand génome est une caractéristique qui a été conservée
au cours de I’évolution.

assemblage de génomes (quasi) complets est encore plus aisé
pour les virus constitués d’un génome de petite taille, en particu-
lier les Microviridae, fréquemment identifiés dans les métagénomes
[28], et dont le génome est formé d’une molécule d’ADN simple-
brin circulaire d’environ 5 kb. Plusieurs virus de cette famille ont
été décrits a partir de culture d’€scherichia coli, de bactéries
pathogenes de type Chlamydia, ou encore de bactéries marines
du type Citromicrobium. D’autres ont été découverts intégrés sous
forme de prophages dans des génomes de Bacteroidetes, des bac-
téries commensales de la flore intestinale humaine. De nombreux
génomes complets de Microviridae sont souvent assemblés a partir
de métagénomes, comme par exemple les 598 nouveaux génomes
issus de 78 viromes isolés de feces et de tissus échantillonnés chez
divers mammiféres, oiseaux, poissons et crustacés [29]. La diver-
sité de ces génomes est grande, chacun des 598 nouveaux génomes
formant une nouvelle espece, I’ensemble se répartissant en 566
genres différents. Une phylogénie fondée sur la protéine de capside
et incluant 98 de ces nouveaux génomes pris au hasard montre
que certains des nouveaux génomes sont proches de génomes de
référence, mais que de nouveaux groupes monophylétiques encore
inconnus se dessinent (Figure 3). Certains des nouveaux génomes
assemblés sont représentés par de longues branches séparées des
autres génomes, indiquant, la encore, une diversité trés vaste et
encore mal connue. La plupart des caractéristiques de ces virus
sont cohérentes au sein des clades définis par phylogénie. €n effet,
les Microviridae qui sont proches ont des taux de GC similaires ; ils
proviennent d’écosystemes similaires ; ils codent les mémes genes,
I’ordre de ceux-ci étant de plus conservé le long du génome ; et ils
infectent des hdtes bactériens qui sont proches.

¥ Un clade, aussi appelé groupe monophylétique, est un groupe d’organismes, vivants ou ayant vécu,
comprenant un organisme particulier et la totalité de ses descendants.
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Alors que les trois premiers caracteres spécifiques
de ces virus peuvent étre facilement étudiés sur des
séquences obtenues a partir d’échantillons de milieu
environnemental, I"étude portant sur les hotes qu’ils
infectent représente un obstacle majeur. La solution
in silico la plus simple et la plus fiable est la recherche
de prophages, dont la séquence est trés similaire a
celle des particules présentes dans I’environnement
mais intégrée dans le génome d’une bactérie connue.
D’autres méthodes permettent de prédire I’hGte selon
chaque séquence métagénomique, en cherchant des
spacers CRISPR similaires, trace d’une infection anté-
rieure dans le génome bactérien, ou en cherchant un
génome microbien ayant une signature génomique
similaire, témoin d’une adaptation du génome viral a
son hate [30].

€n ce qui concerne les 598 Microviridae auxquels nous
avons fait référence, aucun hdte n’a pu étre pré-
dit, sans doute du fait que les bases de données de
génomes microbiens indiquent actuellement que ces
virus infectent des souches de microbes non cultivables.
Au vu des groupes monophylétiques (Figure 3), les
virus semblent se répartir par type d’écosystémes,
indépendamment des localisations géographiques des
échantillons prélevés, sans doute le reflet de I"ances-
tralité de ces virus, de leur spécificité a leur hote, et
des échanges entre ces communautés microbiennes au
niveau mondial.

Conclusion

A coté des études de macrodiversité, les données de
séquencage devraient permettre, par leur volume et la
taille des séquences générées, d’étudier la microdi-
versité présente au sein de chaque espeéce virale. €lles
devraient également permettre de mieux prédire les
hotes que ces virus infectent a partir de leur génome.
Relier les virus identifiés par métagénomique, et leur(s)
hote(s), sur la seule base de leur séquence génomique,
reste, a I"heure actuelle, encore limité par le manque
de techniques fiables et les biais de représentation
pour les virus et les microbes dans les bases de données
génomiques [4]. Uintégration entre approches expé-
rimentales, complémentaires des analyses métagéno-
miques, telles que la génomique sur « cellule-unique »
et la fluorescence in situ, sera trés certainement néces-
saire pour reconstruire de maniere plus compléete les
réseaux entre virus et hotes, dans différents environne-
ments [31]. Cela permettra de pouvoir suivre et mesurer
impact des communautés virales sur les communautés
microbiennes et la dynamique conjointe de ces commu-
nautés, objectif central de I’écologie virale. ¢
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Figure 3. Phylogénie de 130 génomes de microvirus. Cette phylogénie a été réalisée a partir de la protéine de capside de 32 microvirus de réfé-
rences, classés précédemment dans une sous-famille connue, et 98 génomes complets assemblés a partir de 78 viromes associés a divers hotes
animaux [29]. Une valeur de « bootstrap » (pourcentage de 0 a 100 qui évalue la robustesse) est associée a chaque branche de I"arbre indiquant
le nombre de fois ou cette branche a été retrouvée lorsque I’on utilise différentes positions de I'alignement des protéines de capside. Les branches
ayant une valeur de « bootstrap » supérieure a 80 sont indiquées avec un cercle.

A Pextérieur de la phylogénie sont présentées quatre pistes : les écosystémes dans lesquels chaque génome a été échantillonné ; les génomes
de référence, indiqués par des cercles colorés selon la sous-famille ; le pourcentage en nucléotides G et C des génomes ; et la taille de chacun
des génomes. Les zones colorées indiquent les groupes monophylétiques contenant un ou plusieurs génomes de référence et éventuellement des

séquences environnementales.
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SUMMARY

A better understanding of Earth’s viruses thanks to metagenomes
Despite their large number, viruses present in the environment remain
largely unknown. Metagenomic approaches, targeting viruses specifi-
cally or not, have allowed us a better understanding of the composi-
tion of natural viral communities, with Caudoviricetes, Microviridae,
Cressdnaviricota or Phycodnaviridae being the most frequently found
viral groups. Metagenomes are gradually revealing the extent of the
diversity of these groups and their structure, highlighting the large
number of species, genera and even viral families, most of which being
seen for the first time. Within these groups, the gene content, infected
hosts and inhabited ecosystems are often consistent with the evolu-
tionary history traced with marker genes. Thus, the diversity of viruses
and their genes is more a reflection of their ancient origin and long
coevolution with their hosts than of their ability to mutate rapidly. ¢
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