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NOUVELLE

Le génome d’un bunyavirus

ne peut étre défini

qu’a I’échelle de la population

de ses virions

Michel Yvon!, Yannis Michalakis?, Stéphane Blanc!

> U'ordre des Bunyavirales est un groupe
de virus a ARN répandus a travers le
monde, et dont la grande diversité est
illustrée a la fois par la vaste gamme
d’hétes (plantes ou animaux, dont les
étres humains) pour I’ensemble des
especes virales qui le composent, et
par la variété des arthropodes (mous-
tiques, tiques, phlébotomes, culicoides,
pucerons, thrips!) qui les transmettent,
auxquels il faut méme ajouter certains
rongeurs pour une des familles de ce
groupe [1].

Plus spécifiquement, les membres des
familles Arenaviridae, Hantaviridae, Nai-
roviridae, Peribunyaviridae et Phenui-

1 Les thrips sont des insectes piqueurs-suceurs trés petits.
Ils ne font pas partie du méme ordre que les pucerons ou
les cochenilles. Leurs ailes les différencient facilement des
autres insectes piqueurs-suceurs car elles sont plumeuses et
non membraneuses.
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viridae sont responsables de maladies
graves du bétail ou de "espéce humaine,
a 'image des fiévres de la Vallée du Rift
et de Crimée-Congo [1]. Les espéces
membres de la famille Tospoviridae et
du genre Tenuivirus constituent égale-
ment un risque majeur pour les cultures
agricoles, comme par exemple le tomato
spotted wilt virus (TSWV), le rice stripe
virus (RSV), ou encore le maize stipe
virus (MSV), respectivement parasites
de la tomate, du riz et du mais [2]. €n
raison de I'impact considérable sur la
santé des plantes, des animaux et des
€tres humains, les épidémies de bunya-
virus ont des répercussions socio-écono-
miques dans le monde entier.

Le génome des bunyavirus est divisé en
plusieurs segments d’ARN simple brin de
polarité dite négative car c’est le brin
complémentaire qui code les protéines

virales. Bien que chez certaines espéces,
un ou plusieurs segments d’ARN puisse
étre ambisens — i.e., les deux polarités
de I’ARN peuvent chacune coder une
protéine —, les bunyavirus sont géné-
ralement désignés comme des virus a
ARN simple brin négatif, ce qui signifie
que c’est le brin non-codant qui est
encapsidé et qui est donc dénommé le
«brin viral ». Historiquement, la repré-
sentation du génome des bunyavirus
s’est appuyée sur un modele simple :
chaque particule virale (virion) incorpo-
rerait une copie de chacun des segments
d’ARN (négatif ou ambisens) compo-
sant le génome viral (Figure I). Selon
ce modéle, une unique particule virale
serait capable de provoquer une infec-
tion autonome et complete. Cependant,
bien que cette représentation persiste
dans tous les sites internet de virologie,
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Figure 1. Représentation classique d’une particule virale du bunyavirus tomato spotted wilt. Le
schéma montre un virion en coupe transversale. Les protéines de surface (en jaune et en orange)
comprennent les glycoprotéines Gn et Ge, enchdssées dans une enveloppe membranaire (en bleu
clair). Les segments génomiques sont des ARN de polarité négative ou ambisens (brin viral :
vRNA) enrobés par de nombreuses copies de la nucléoprotéine N (en vert), organisée en héli-
coides dont la longueur varie en fonction de la nature du segment. Chaque segment protégé dans
la particule virale se présente donc sous la forme d’une ribonucléoprotéine. Une ou quelques
copies de la polymérase virale, la protéine L, sont associées a chacun des trois segments. ||
convient de noter que dans ce type de représentation, une particule virale semble contenir spé-
cifiquement une copie de chacun des trois segments génomiques : L (grand segment), M (moyen

segment), et S (petit segment) (image téléchargée depuis le site internet ViralZone : https://

viralzone.expasy.org/9764).

incluant le site officiel du Comité inter-
national pour la taxonomie des virus?
et le site ViralZone®, ainsi que dans les
articles de synthése récemment publiés
sur ce groupe de virus [1, 3], cette vision
a progressivement été remise en ques-
tion par une série d’observations reflé-
tant une réalité plus nuancée. Au fil du
temps, de nombreuses études ont en
effet signalé des situations ol les virions
ne semblaient pas respecter ce schéma
d’emballage génomique rigoureux, et
semblaient au contraire renfermer une
quantité et une nature de matériel géné-
tique variables ([4], et références citées
dans cet article). Les divers indices
d’hétérogénéité du matériel génétique
contenu dans les virions sont les sui-
vants : des proportions inégales des dif-
férents segments d’ARN mesurées dans
une population virale, ’emballage des

? https://ictv.global/report_9th/RNAneg/Bunyaviridae
5 https://viralzone.expasy.org/9764
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brins d’ARN de polarité complémentaire
aux brins viraux, la présence de plusieurs
copies d’un méme segment au sein d’un
virion et, le plus souvent, des virions ne
contenant pas tous les segments géno-
miques. Ces informations qui émanent de
plusieurs études portant sur des especes
différentes de bunyavirus et utilisant des
méthodes non-quantitatives ou semi-
quantitatives, bien que fragmentaires,
ont suscité une interrogation fondamen-
tale sur la définition et la constitution
du génome des bunyavirus. Uidée que la
majorité des particules virales puissent
contenir un génome incomplet remet en
cause le principe du déclenchement de
Iinfection par un seul virion, et suggére
plutét un mécanisme de complémenta-
tion au sein d’une population de virions.
Avec I’objectif de confirmer et de quan-
tifier cette hétérogénéité génomique
des virions, qui souléve de nombreuses
interrogations biologiques et évolutives
[5]1, nous avons concentré nos efforts

sur le bunyavirus tomato spotted wilt
[4]. Une analyse des images de cryo-
microscopie électronique a révélé la
grande variabilité de la taille des virions
(Figure 2A), dont le diamétre peut varier
de 65 a 135 nanometres. Grdce a I'utili-
sation complémentaire de la tomogra-
phie, nous avons constaté que le contenu
ribonucléoprotéique de ces virions est
également trés variable, méme entre
particules de méme taille, la quantité
d’ARN associé a la protéine N variant
d’un facteur 1 a 4.

La reconstruction en trois dimensions
des volumes internes des virions cor-
respondant aux segments génomiques,
bien qu’avec une faible résolution, a
fait apparaitre un ou plusieurs volumes
distincts dans ces virions. Chacun de
ces volumes internes pouvant étre inter-
prété comme un segment génomique,
ces reconstructions tomographiques
semblent indiquer que chaque virion
contient un nombre tres variable de
segments différents, ou de copies d’un
méme segment (Figure 2B).

La diversité du matériel génétique contenu
dans les virions s’est avérée encore plus
grande qu’on ne le soupconnait, puisque
nous avons montré que les deux polari-
tés de chaque segment (brin viral et brin
complémentaire) peuvent étre encapsi-
dées dans des proportions importantes
au sein des populations de virions. Cette
observation a pu étre confirmée en uti-
lisant deux techniques différentes :
séquengage par nanopore direct de I’ARN
et RT-PCR (reverse transcriptase-poly-
merase chain reaction) quantitative spé-
cifique des brins viral et complémentaire
pour les différents segments génomiques.
Les résultats obtenus avec cette derniere
technique indiquent que le brin complé-
mentaire représente approximativement
10 %, 30 %, et plus de 50 % du total du
segment (i.e., brin viral + brin complé-
mentaire) respectivement pour les seg-
ments L, S, et M. Nous avons également
mis en évidence une forte corrélation
entre les proportions du brin viral et du
brin complémentaire pour chaque seg-
ment, mesurées dans les tissus infectés
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Figure 2. lllustration de la composition génétique hétérogéne des virions individuels et de celle, homogéne, de la population de tomato spotted wilt

virus. A. Une population de tomato spotted wilt virus purifiée est présentée sous la forme d’un cliché de cryo-microscopie électronique (cliché

Joséphine Lai-Kee-Him), ol I’hétérogénéité de taille est visible entre certaines particules de petit (fléches noires) ou grand (fléches blanches)

diamétre. B. Notre interprétation des observations tomographiques et des reconstructions en trois dimensions (3D) de I'intérieur des particules

est ici illustrée par I'absence de certains segments dans certaines particules virales, ou par la présence de plusieurs copies d’'un méme segment

dans d’autres. Les segments L, M et S sont respectivement représentés en vert, bleu et orange. Il est a noter que la quantité de ribonucléoprotéines

contenue dans une particule virale n’est pas corrélée a la taille de la particule. C. Fréquences relatives de chacun des segments S, M et L, dans

leur polarité virale (v) ou complémentaire (vc), mesurées dans des populations virales purifiées a partir de 24 plantes infectées en paralléle. La

distribution des valeurs dans ces 24 plantes est représentée sous forme de diagramme « en boite ».

d’une part, et dans les particules virales
purifiées a partir de ces tissus d’autre
part. Ce résultat suggére qu’un segment
d’ARN génomique produit dans la cellule
infectée, quelle que soit son identité et
sa polarité, a la méme probabilité d’étre
encapsidé dans la population de virions
issue de cette cellule.

Aprés avoir constaté que les particules
virales différent grandement quant au
nombre, a Iidentité, et a la polarité des
segments qu’elles renferment, nous avons
conclu que le génome de ce bunyavirus ne
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peut pas étre appréhendé au niveau du
virion individuel mais uniquement a un
niveau supérieur, celui de la population
de virions. Nous avons donc évalué la
fréquence relative de chacune des pola-
rités de chaque segment génomique au
sein de 24 populations de tomato spotted
wilt virus, chacune de ces populations
de virions correspondant a une plante
Nicotiana rustica infectée. Nous avons
ainsi établi la premiere « formule géno-
mique » d’un bunyavirus, définie comme
la distribution des fréquences relatives

des segments et de chaque polarité de
ces segments dans une population virale.
Les résultats illustrés dans la Figure 2C
montrent que, contrairement aux compo-
sitions génomiques des virions individuels,
celles des populations de virions des 24
plantes infectées (analysées en paralléle)
sont similaires.

Nous avions précédemment suggéré,
a propos d’un virus multipartite?, que

4 Les virus multipartites posseédent un génome fragmenté
dans différentes particules virales.



des variations de la formule génomique
influent sur la régulation de I’expres-
sion des genes, en ajustant leur nombre
de copies dans divers environnements
[6]. La possibilité d’une modification
de la formule génomique des bunyavi-
rus en fonction de I’environnement, par
exemple selon Iespece hote, et la pos-
sibilité de modifier rapidement I’expres-
sion des geénes viraux par I'intermédiaire
des modifications de cette formule, sont
désormais ouvertes a 'investigation.

€n révélant un niveau supérieur d’orga-
nisation des bunyavirus, la population
des virions, comme un possible niveau
de régulation clé de leur cycle de vie,
nos travaux de recherche contribuent
a redéfinir le cadre conceptuel de ces
virus : ils doivent désormais étre consi-
dérés comme des systémes génétiques

complexes dans lesquels les particules
virales sont interdépendantes, rappe-
lant le fonctionnement des virus mul-
tipartites qui encapsident séparément
chacun de leurs segments génomiques
[6-8]. La reconnaissance de I’hétéro-
généité génomique des bunyavirus au
niveau des virions, opposée a I’homo-
généité génomique au niveau popula-
tionnel, ouvre de nouvelles perspectives
dans la compréhension des mécanismes
de propagation, de pathogénicité et
d’évolution virale. ¢

The genome of a bunyavirus can only
be defined at the scale of the viral
population
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