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and rigorous about what constitutes evidence [...] where you actually win

points by proving yourself wrong” - Sam Harris

“We must have a height advantage and a mass advantage of trillions on a
virus and yet it can take you down, it can kill you...It’s like Luke Skywalker
taking out the Death Star in a little X-wing-fighter” - Brian Malow












Préambule :

L’abondance virale excede d’environ un ordre de grandeur le prochain type de
plancton le plus abondant des systemes aquatiques: le bactérioplancton (Wommack &
Colwell, 2000). Les microorganismes jouent un réle majeur dans les cycles des nutriments
et de I'énergie et constituent plus de 9o % de la biomasse vivante dans la mer. Il est estimé
que les virus sont la cause de la mortalité d’approximativement 20 % de cette biomasse par
jour. Outre leur role en tant qu‘agents de la mortalité, les virus représentent également un
des plus grands réservoirs de diversité génétique inexplorée sur la Terre (Suttle, 2007).

Les virus peuvent étre retrouvés partout oU de la vie se manifeste. Ainsi, le
virioplancton est un constituant des écosystemes méme les plus extrémes. La présence de
particules virales a été notamment détectée dans de la glace dans les milieux polaires, dans
des déserts arides, dans des salines, dans des sources hydrothermales, ainsi que dans une
variété d'autres types d'écosystéme considérés comme extrémes. Si I'abondance virale peut
atteindre jusqu’a 10° particules/ml dans certains de ces milieux (Le Romancer et al., 2007),
elle semblerait étre généralement faible dans les sources hydrothermales. Paradoxalement,
I'exploration des sources hydrothermales a permis la découverte de plusieurs familles
virales avec des morphotypes inconnus. Ces environnements pourraient encore abriter une
diversité virale inattendue. Cependant, il existe actuellement dans la littérature encore tres
peu d’études consacrées a |'abondance et la dynamique des populations virales et de leurs
hotes dans ces milieux.

Le Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extrémes se consacre en
particulier a I'étude des écosystémes a haute température. Dans ce contexte, les éléments
génétiques mobiles retiennent un intérét particulier pour la compréhension du transfert
latéral de génes au sein des communautés microbiennes qui les peuplent, ainsi que pour
I'étude de la régulation de ces communautés par la lyse virale. Ce travail de theése a eu
comme objectif I'exploration des communautés procaryotiques et virales par I'étude de leur
abondance et de leur diversité dans différentes sources hydrothermales d'une part et par la
caractérisation d'un couple hote-virus d'autre part. Le site d'étude choisi pour ce travail de
these est situé dans les Terres australes et antarctiques francaises, qui abritent des sources
hydrothermales terrestres et marines cotieres.






Introduction :

1. Définitions et vocabulaire

Plusieurs définitions de « virus » ont été proposées au cours du temps en fonction
des progres et des découvertes. A l'origine, aucune différence n’était faite entre les virus et
les autres microbes, tout agent causant une maladie était désigné sous le vocable « virus ».
Beijerinck vit le premier la différence entre les «microbes» et le « fluide principe
infectieux » (« fluid infectious principle »), lorsqu’en 1898 il confirma la filtrabilité du virus de
la mosaique du tabac, découvert par Iwanowsky en 1891 (Lwoff, 1953, 1957). Il a fallu que
d’autres biologistes arrivent a la méme conclusion, principalement en filtrant des microbes,
pour que la différence soit faite entre les virus et les autres microorganismes. Ces « ultra-
virus » ou « virus filtrables invisibles » ont alors été distingués des agents infectieux visibles,
qui ont perdu le nom de «virus» (Lwoff, 1957). L'impossibilité de cultiver des virus de
bactérie sans hote bactérien les a ensuite distingués de nouveau en tant que parasites
obligatoires des autres microorganismes lors des travaux de Twort et d’'Hérelle (Twort,
1915; d'Herelle, 1917). Inévitablement, les chercheurs proposant différentes définitions des
«virus » ont d0 se positionner par rapport a I'inclusion ou I'exclusion de ceux-ci dans |'arbre
du vivant, sujet suscitant encore aujourd’'hui des débats intenses (pour exemple, voir « Ten
reasons to exclude viruses from the tree of life» (Moreira & Lopez-Garcia, 2009) et les
réponses a cette publication (Claverie & Ogata, 2009; Hegde et al., 2009; Koonin et al.,
2009; Lopez-Garcia & Moreira, 2009; Ludmir & Enquist, 2009; Navas-Castillo, 2009; Raoult,
2009)).

Lwoff définit, en 1957, un virus comme étant une « Entité strictement intracellulaire et
potentiellement pathogene avec une phase infectieuse et 1) ayant seulement un type d’acide
nucléique, 2) se multipliant sous la forme de leur matériel génétique, 3) incapable de pousser et
de subir une fission binaire, 4) n‘ayant pas de systéme Lipmann®» (Lwoff, 1957).

Dans l'ouvrage pédagogique de biologie général «Biologie » de Campbell et Reese,
le virus est défini comme « Une particule infectieuses constituée d’acide nucléique enfermé
dans une coque de protéines et, dans certains cas, dans une membrane » (Campbell & Reece,
2001).

1S»ystéme de Lipmann = Lwoff défini le «systéme de Lipmann» comme un systéme d'enzymes que possédent les
microorganismes et qui permet de convertir I'énergie potentielle des produits alimentaires en liaisonsa haute énergie,
nécessaires pour des synthéses biologiques (Lwoff, 1957).



L' « International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)» définit un virus
simplement comme étant « une véritable entité physique produite par l'évolution biologique et
génétique » (base de données ICTV).

Suite a la récente découverte des virus « géants» au début des années 2000 (La
Scola et al., 2003), et a lI'accumulation de connaissances sur les archées, leurs virus et les
bactéries intracellulaires, Raoult et Forterre ont récemment proposé une nouvelle définition
du virus : celui-ci devient « un organisme codant une capside, composé de protéines et d'acides
nucléiques, s'auto-assemblant en une nucléocapside et utilisant un organisme codant des
ribosome pour l'achévement de son cycle de vie». Il en émerge deux concepts: les
«organismes codant pour des capsides» (Capsid-encoding organisms ou CEO) et les
«organismes codant pour des ribosomes» (Ribosome-coding organisms ou RCO) qui seraient
deux types d’organismes vivants. Les auteurs considerent que les virus ne sont pas que des
acides nucléiques parasites et que les ribosomes, d'une part, et les capsides, de l'autre,
formeraient des bases pour la classification des étres vivants (Raoult & Forterre, 2008).

1.1.Terminologie moderne associée aux virus de procaryotes

Virus de procaryotes

Le terme « bactériophage », ensuite devenu simplement « phage », a été inventé par
d’Hérelle lorsqu’il a découvert les virus de bactéries (d'Herelle, 1917). Etant donné qu’une
dichotomie Procaryote/Eucaryote régnait jusqu’a la découverte, en 1977, du domaine des
Archaea (Woese & Fox, 1977), il semblait logique d'utiliser des termes différents pour
désigner les virus de bactéries (procaryotes) de ceux des eucaryotes. Par habitude, les
termes « phages » pour distinguer les virus de procaryotes, et «virus» pour désigner les
virus d’eucaryotes, sont restés dans le langage scientifique. Avec la découverte des archées,
a priori, il ne semble plus cohérent d'utiliser deux termes différents pour désigner les virus
des trois domaines du vivant (Comeau et al., 2008). S'appuyant sur ces arguments, ainsi que
sur I'exceptionnelle diversité des virus d'archées, Forterre et Prangishvili ont proposé
d'utiliser les termes «archeovirus», «bacteriovirus» et «eukaryavirus» (Forterre &
Prangishvili, 2009). Ces termes ne sont toutes fois pas encore courants dans le langage
scientifique. Cependant, on peut constater que la différence entre les virus d'archées et les
virus de bactéries est de plus en plus présente dans la littérature, notamment avec
I'utilisation des termes « archaeal virus » ou « archeovirus » pour désigner les virus d'archées
et « prokaryote viruses » au lieu de « phages » pour désigner les virus des procaryotes en
général (Pour exemple, on peut comparer les revues faites régulierement par H.W.
Ackermann sur les virus de procaryotes (Ackermann, 1992, 1996, 2001, 2007), et la revue la
plus récente de 2012 (Ackermann & Prangishvili, 2012)).



Microbe

Le terme « microbe®» a été introduit par Sédillot en 1878 (Sédillot, 1878) suite aux
découvertes de Pasteur et désignait «les organismes microscopiques répandus dans
I'atmosphere qui sont la cause des fermentations attribuées a I'air». Aujourd'hui, les
«microbes » désignent dans le langage courant les microorganismes invisibles a I'ceil nu. Ils
sont souvent associés aux organismes unicellulaires et virus pathogenes (Robert, 2007).
Cependant, en microbiologie la signification est différente. Depuis le développement de la
virologie, une différence est faite entre les virus et les microorganismes unicellulaires. Ainsi,
les «microbes» désignent les archées, les bactéries et les eucaryotes unicellulaires
(Forterre, 2008). C'est également dans ce sens que ce terme sera utilisé dans ce manuscrit.

Virion

La différence entre un «virus» et un «virion» est conceptuelle: un virus est
I" « organisme » dans son ensemble (vision holistique) et un virion ne désigne que la
particule virale (constituée d'un génome viral protégé par une structure protéique associée,
ou pas, a des lipides). Les définitions de la vie basées sur la théorie cellulaire, Omniae cellula
e cellula, ont classiquement exclu les virus des organismes vivants (Forterre, 2010).
Cependant pour Bandea (Bandea, 1983), c’est la phase intracellulaire de la réplication virale
qui définit ontologiquement la phase mature des virus. Il fait ainsi la distinction entre un
virus, qui présente un « métabolisme », une croissance et une reproduction, et un virion, qui
est inerte avec un potentiel infectieux et qui peut étre considéré comme un analogue a la
spore cellulaire. Ce point de vue a ensuite été adopté par Forterre, qui a introduit le concept
de «virocell», pour désigner la phase «mature» virale, par opposition aux virions
(Forterre, 2010).

Prophage
Les virus de type tempéré lysogene peuvent prendre la forme de prophages. Il s'agit

du génome des phages tel qu'il existe lors du cycle lysogéne. Les prophages sont formés au
cours de l'infection et peuvent s'insérer dans le chromosome de la cellule hote ou résider
dans la cellule héte sous forme plasmidique. Un prophage peut étre considéré également
comme une forme non infectieuse qui est doué de continuité génétique, perpétué par la
cellule lysogénisée lors de sa propre réplication (Lwoff, 1953). Il peut étre perdu soit lors
d’une induction de la cellule hote ou par curage de ce virus. Lors de l'infection simultanée
par plusieurs prophages de type différent, on parle de « polylysogénie » (Ackermann &
DuBow, 1987).

*Microbe= n.m.-1878 ; du grec mikros « petit », pour « microscopique », et bios « vie » (d'apres Robert, 2007)



Provirus

Terme utilisé pour désigner les virus analogues aux prophages, retrouvés chez
d’autres organismes cellulaires que les bactéries (Lwoff, 1953). La signification du terme
« provirus » est donc la méme que celle du « prophage », la différence étant de nature
linguistique (« phage » faisant spécifiquement référence aux virus de bactéries). En outre,
Lwoff fait remarquer que le terme correct utilisé devrait étre « Prévirus », I'étymologie du
mot « virus® » étant latine et pro-* grec (a la différence du« prophage » dont les deux parties
pro- et phage’ proviennent toutes les deux du grec). L’auteur accepte, cependant, que le
terme « provirus » soit utilisé notamment pour son analogie au mot « prophage » (Lwoff,
1953). Actuellement, le mot « provirus » est couramment utilisé dans la littérature de
microbiologie aquatique pour désigner I'équivalent des prophages des archées.

Virus-like particle (VLP)

Plusieurs usages différents sont faits du terme « Virus-like particle» (VLP). En
microbiologie clinique, les VLP sont des « virions de virus démunis de génome et donc sans
capacité réplicative ». lls peuvent étre ainsi impliqués dans plusieurs procédés, comme les
vaccins (Liu et al., 2012). En microbiologie environnementale, les VLP peuvent étre définies
comme « des petits points fluorescents observés en microscopie a épifluorescence lors du
dénombrement viral». On utilise alors ce terme car la nature virale sensu stricto des points
fluorescents n’est pas connue et la confusion peut étre faite entre ces derniers et des acides
nucléiques libres (Breitbart & Rohwer, 2005). Les VLP sont également définies comme étant
des « particules qui se comportent comme des virus, mais dont l'infectiosité n’a pas encore
été établie » (Porter et al., 2008). Généralement, le terme « Virus-like particle » est utilisé
selon un mélange des deux dernieres définitions dans la littérature de microbiologie marine,
et sera également utilisé dans ce sens dans ce manuscrit.

Gene transferagent

Un « gene transfer agent » (GTA) est défini comme une entité de type phagique avec
les propriétés suivantes : elle contient des fragments aléatoires du génome de la cellule qui
la produit et la quantité d’ADN qu’elle encapside est insuffisante pour encoder les protéines
nécessaires pour formation de la particule méme. Un GTA ne contient donc pas forcément
des genes codant pour lui-méme, I'empéchant de transférer a la cellule réceptrice
I'ensemble des génes structuraux nécessaires a sa propagation. De ce fait, la transmission
des GTA ne se fait pas suite a une infection de type phagique (transmission horizontale),
mais plutdt par transmission verticale. La distinction entre les GTA et les phages effectuant

£ . . .
Virus =n.m.—1478; mot latin «suc, venin, poison »
4 . .

Pro- = Elément, du grec ou du latin pro « en avant »
5 .

-Phage= Elément du grec -phagos « manger »

(d'aprés Robert ; 2007)



de la transduction généralisée réside dans le fait que dans la transduction généralisée
I'encapsidation de fragments d’ADN de la cellule héte ne se fait qu’occasionnellement par
certaines particules phagiques parmi une population de phages. Une autre différence est la
taille des fragments encapsidés lors de la transduction généralisée, qui correspond
approximativement a la taille du génome du phage (Figure 1). L'expression des genes de
GTA semblerait étre sous le controle de régulateurs cellulaires, ce qui implique que les GTA
ne peuvent pas étre induits. Des GTA ont été observés chez les bactéries et les archées
(Lang etal., 2012).
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Figure 1. Schéma représentant la production de a) GTA et b) phages effectuant de la transduction. Les GTA sont
codés par un cluster de génes qui permet la formation de particules de type virales. Ces particules sont généralement plus
petites que les phages (représentées dans ce schéma par des particules plus petites que les vrais phages) et encapsident
que de petits fragments aléatoires de I’ADN de I'hdte (en bleu). Occasionnellement, elles peuvent encapsider des génes de
GTA (en rouge), mais jamais la totalité, ce qui leur empéche la propagation horizontale. Les phages sont capable de se
répliquer dans la cellule hote et de se transmettre verticalement (phages virulents et tempérés) et horizontalement
(phages virulents). Occasionnellement, une partie de la population virale peut encapsider des fragments de ’ADN de I'h6te
correspondant approximativement a la taille du génome phagique. La transduction peut donc ensuite avoir lieu dans la
cellule réceptrice. A I'heure actuelle, il est supposé que les particules de GTA sont relarguées dans I'environnement suite a
une lyse cellulaire qu’elles provoqueraient (schématisée par les contours de la cellule en discontinu) (d’aprés Lang et al.,
2012)

Phage-like particle

Un « phage-like particle » est une entité similaire au GTA ; elle encapside également
des fragments de I’ADN de la cellule hote qui la produit et la quantité d’ADN qu’elle
encapside est également insuffisante pour encoder les protéines nécessaires pour formation
de la particule. A la différence des GTA, les «phage-like particles» encapsident
généralement des fragments d’ADN plus grands (de I'ordre d'une dizaine de kb contre



quelques kb encapsidés par les GTA). Les « phage-like particles » encapsident également
des fragments d’ADN de I'hGte provenant souvent d‘une région spécifique, plutot
qu‘aléatoire. Dans ce sens, les « phage-like particles» sembleraient étre des éléments
intermédiaires entre les vrais phages et les GTA. Certains de ces éléments, tel que le PBSX
de Bacillus subtilis, sont également capables de tuer des cellules filles qui, apres division
cellulaire, n'hériteraient pas les genes codant pour le PBSX. A I'heure actuelle, la capacité de
transfert de génes n'a pas encore été démontrée chez des «phage-like particles»
(Lang etal., 2012).

Virus-like vesicles
Décrites récemment chez des archées hyperthermophiles de I'ordre des
Thermococcales, les « Virus-like vesicles » sont des particules vésiculaires, dont le diamétre

varie entre 5o et 150 nm, auxquelles est associé de I'ADN chromosomique et extra-
chromosomique de la cellule hote qui les produit. Il n'a pas encore été démontré avec
certitude si les vésicules, bourgeonnant de leurs hotes, contiendraient de I’ADN de la cellule
hote a l'intérieur plutot qu’a l'extérieur d’elles-mémes. Ces vésicules rappelleraient les
«membrane vesicles » décrites chez les bactéries et les exosomes chez eucaryotes
(Soler et al., 2008; Soler et al., 2011) et ont été renommeées de ce fait « membrane vesicles »
(Gaudin et al., 2012).

Membrane vesicles

Ces sont des vésicules sphériques (50-200 nm de diamétre) produites par
bourgeonnement de la structure pariétale de protéobactéries ou des archées. Les
«membrane vesicles» (MV) associées aux archées étaient initialement nommeées les
«virus-like vesicles » et ont été récemment identifiées en tant que vésicules membranaires.
Elles peuvent fusionner avec des cellules réceptrices et transporter de I’ADN cellulaire ou
plasmidique. Les vésicules membranaires peuvent présenter des similarités morphologiques
avec certains virus sphériques non caudés (Forterre et al., 2012).

Membrane vesicle-like particles

Ce vocable désigne des vésicules isolées et observées dans des écosystémes marins,
qui contiennent de I'ADN et qui ont la capacité d'induire leur propre production dans les
cellules réceptrices. Ces derniéres seraient plus larges que les vésicules membranaires
précédemment décrites et contiendraient des fragments assez longs d’ADN de leurs hotes
(de I'ordre de 350 kb contre 3.3 kb a 36 kb dans les vésicules membranaires « classiques »).
Les « membrane vesicle-like particles » seraient capables de transduction conduisant a la
capacité par les cellules réceptrices de leur production. Ces particules n‘ont cependant été
caractérisées qu’'a partir d'échantillons bruts marins, mais n‘ont pas encore été étudiées en
association a des souches bactériennes pures (Chiura et al., 2011; Lang et al., 2012).



Hyper/thermophile

La notion de«thermophilie » est utilisée pour désigner des organismes vivant a
haute température. On distingue les thermophiles « modérés » qui sont des organismes,
dont la température optimale de croissance est comprise entre 45°C et 80°C, et les
«hyper» thermophiles, dont la température optimale de croissance excede 80°C
(Amend et al., 2004).

2. La découverte des phages

La découverte de virus de bactérie est attribuée a deux chercheurs: Frederick
William Twort et Félix d’Hérelle. Twort constata, dans son article de 1915 "An investigation
on the nature of ultra-microscopic viruses", I'apparition de «zones vitreuses» dans des
cultures de microcoque et démontra l'infectiosité du « matériel transparent» lors du
transfert de ce dernier sur des cultures fraiches de microcoque (Twort, 1915).

En 1917, dans son article "Sur un microbe invisible antagoniste des bacilles
dysentériques", Félix d’'Hérelle décrivit « un microbe anti-Shiga » invisible qui se développait
dans ses cultures de shigelles en lysant ces dernieres. Il conclut que le «microbe
antidysentérique» était un « bactériophage obligatoire », parasite strictement spécifique
des shigelles (d'Herelle, 1917).

La découverte des phages a été sujette a controverse, la gloire de la découverte
ayant suscité des disputes des 1921. La difficulté d'interprétation des preuves qu'il s'agissait
bien de phages dans les deux articles alimentait les débats, qui ne sont toujours pas
vraiment tranchés aujourd’hui (Duckworth, 1976). Twort et d'Hérelle demeurent donc tous
les deux découvreurs indépendants des bactériophages.

3. La classification des virus

Depuis la derniére mise a jour de la taxonomie virale par I'lCTV en 2011, les virus sont
classifiés en 6 ordres, 94 familles, 22 sous-familles, 395 genres et 2480 espéces. Parmi les 94
familles, 72 familles n’appartiennent a aucun ordre (base de données ICTV).

La notion d’ «espece virale », établie comme le niveau le plus bas dans la hiérarchie
taxonomique virale, est définie comme étant « une classe polythétique de virus constituant
une lignée de réplication et occupant une niche écologique particuliére » (base de données
ICTV). Il est important de noter que cette définition ne se limite pas aux critéres purement



phénétiques des caractéristiques partagées entre virus. Elle souligne également
I'importance d’'une continuité (ancétre-descendant) dans les populations virales qui
partagent une niche biotique commune. Il est également important de remarquer que
I'espéce virale est définie comme une « classe polythétique » de virus, a la différence d’'une
« classe universelle » traditionnelle chez les organismes vivants. Une « classe polythétique »
est définie comme un groupe constitué de membres partageant plusieurs caractéristiques
en commun, mais n‘ayant aucune caractéristique spécifique commune partagée
simultanément par tous les membres de ce groupe (Figure 2) (Van Regenmortel & Mahy,
2004).

Figure 2 : Représentation schématique de cing membres d'une classe polythétique caractérisés par cing propriétés 1-5. Le
secteur gris représente une propriété manquante. Chaque membre posséde plusieurs de ces propriétés, mais aucune
propriété n'est partagée simultanément par tous les membres. (D’'aprés Van Regenmortel & Mahy, 2004)

Ce type de définition rend la classification des virus difficile. Tout en définissant les
virus comme «de véritables entités physiques produites par I'évolution biologique et
génétique», I'lCTV reconnait que la notion d’ «espéce virale » et les taxons supérieurs sont
des concepts abstraits produits par la pensée rationnelle et logique.

En 1943, Ruska proposa de classifier les virus a I'aide de la microscopie électronique a
transmission (Ruska, 1943). En 1948, Holmes classifia les virus en trois familles, dont celle
des phages (les Phagineae). Cette classification était basée sur la gamme d’'hotes du virus et
les symptdmes de la maladie qu'il causait (Holmes, 1948).

En 1962, une autre classification des virus, nommé LHT (pour Lwoff-Horne-Tournier)
a été proposée. Elle est basée sur la nature de I'acide nucléique (ADN ou ARN), la structure
de cet acide nucléique (monocaténaire, bicaténaire, linéaire ou circulaire), la symétrie de la
capside (binaire, cubique ou hélicoidale), la présence ou I'absence d’enveloppe lipidique et le
mode de réplication. Ces critéres ont ensuite été utilisés pour classer les virus en sous-phyla,
classes, ordres, sous-ordres et familles (Lwoff et al., 1962).

Suite a une polémique concernant la classification LHT, d'autres systemes de
classification virale ont été proposés. En 1965 et 1967, Bradley proposa un systeme de
classification des bactériophages reposant a la fois sur I'architecture du virion et la nature du
génome viral en les regroupant dans six groupes différents (de A a F) (Bradley, 1965, 1967).
Sa proposition fit acceptée par la majorité de la communauté scientifique et demeure la
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base de la classification actuelle. Il apporta quelques modifications a ces groupes en 1971
(Bradley, 1971).

Baltimore proposa en 1971, sur la base de virus animaux, un systeme (nommé
« Baltimore ») de classification qui consiste a classer les virus en six groupes selon la
stratégie de réplication qui dépend de la structure du génome : Le groupe | (virus a ADN
double brin), le groupe Il (virus a ADN simple brin positif), le groupe Ill (virus a ARN double
brin), le groupe IV (les virus a ARN simple brin positif), le groupe V (virus a ARN simple brin
négatif) et le groupe VI (les rétrovirus a simple brin) (Baltimore, 1971). Un groupe
supplémentaire (groupe VII), comprenant les virus a ADN double brin ayant une étape de
rétrotranscription lors de la réplication, a été ajouté plus tard.

La classification actuelle repose essentiellement sur la classification LHT,
mais reste cependant inspirée par les autres classifications proposées. Ainsi, les virus sont
classifiés selon le type et I'organisation du génome viral, sa stratégie de réplication et la
structure de son virion. Une classification plus spécifique est ensuite appliquée pour les virus
afin de discriminer les différentes especes virales. Les critéres permettant la distinction des
espéces sont notamment les similarités de séquences entre génomes viraux, la gamme
d’'hotes, les propriétés physico-chimiques des virions, les propriétés antigéniques,
etc...(BUchen-Osmond, 2003a).

Ainsi, les virus sont classés en ordre (suffixe-virales), famille (suffixe-viridae), sous-
famille (suffixe-virinae), genre (suffixe-virus) et espece. L'ICTV gere une base de données
référencant tous les virus décrits et est chargée de la mise a jour de la classification des virus
(Bichen-Osmond, 2003b).

3.1.La classification des virus de procaryotes

Depuisle début des observations de phage en microscopie électronique a
transmission, grace a |'application de la coloration négative dés 1959, au moins 6300 virus
de procaryotes (dont 6196 phages et 88 archéovirus) ont été décrits morphologiquement
(Ackermann & Prangishvili, 2012). La majorité (96.3 %) des virus de procaryotes observés
ont un virion de morphologie binaire, composé d'une « téte » icosaédrique ainsi que d'une
« queue », ce qui justifie leur appartenance a I'ordre des « Caudovirales », et seulement 230
virus (ou 3.7 %) sont de morphologie polyédrique, filamenteuse, ou pléomorphe (Figure 3).

L'ordre des Caudovirales est divisé en trois familles : les Siphoviridae, les Myoviridae
et les Podoviridae. La famille des Siphoviridae est la famille ayant le plus de représentants,
soit 57.3 % de la totalité des virus de procaryotes décrits. Elle est caractérisée par une
capside icosaédrique et une longue queue flexible, mais non contractile. La famille des
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Myoviridae, qui regroupe 24.8 % des virus de procaryotes, a également une morphologie
constituée d'une capside icosaédrique. A la différence des siphovirus, la queue des myovirus
est contractile. La troisieme famille, les Podoviridae, représentent 14.2 %, du nombre total
des virus de procaryotes. Elle est morphologiquement différente des deux autres familles du
fait que la queue est petite et non contractile. La capside icosaédrique des Caudovirales, qui
enferme un génome viral composé d’ADN double brin, peut parfois étre allongée, ce qui est
notamment le cas chez les virus d’entérobactéries (Ackermann & Prangishvili, 2012).

Les virus de procaryotes a morphologie polyédrique peuvent étre divisés en cing
familles : Microviridae, Corticoviridae, Tectiviridae, Leviviridae et Cystoviridae. La capside
polyédrique, sans queue, contient un génome viral qui peut étre de I'’ADN ou de I'ARN,
simple ou double brin, selon la famille. On note également chez certaines familles la
présence de lipides, sous forme d’enveloppe interne/externe ou inséré dans le core du
virion. Les microvirus et les levivirus n‘ont pas de lipides dans leurs virions et ont un génome
composé de simples brins d’ADN (circulaire) et d’ARN (linéaire), respectivement. Les
membres de la famille des Cystoviridae ont un génome (linéaire segmenté) constitué d’ARN
double brin et une enveloppe lipidique externe entourant la capside, alors que les membres
de la famille des Tectiviridae ont un génome constitué d’ADN double brin (linéaire), entouré
par une enveloppe lipidique interne. Les corticovirus, ayant également un génome a ADN
double brin (mais circulaire), ont une capside avec des lipides insérés dans le core protéique.
Deux virus de procaryotes découverts récemment possedent également une capside
polyedrique, mais n‘ont pas encore été classifiés : il s'agit du Sulfolobus turreted icosahedral
virus (STIV) et du Spherical halovirus 1 (SH1). Les structures apicales du STIV, ainsi que son
génome, sont des propriétés qui pourraient potentiellement le distinguer des autres
familles pour en créer une nouvelle (Ackermann & Prangishvili, 2012).

Quatre familles regroupent les virus de procaryotes a morphologie filamenteuse : les
Inoviridae, Lipothrixviridae, Rudiviridae et les Clavaviridae. La famille des Clavaviridae est
composeée de virus « bacilliformes » possédant un génome a ADN double brin circulaire. Les
Lipothrixviridae et les Rudiviridae sont des virus filamenteux a ADN double brin linéaire. A la
différence des Rudiviridae, dont les virions ont une apparence similaire a celle du virus de la
mosaique du tabac, les Lipothrixviridae sont flexibles et ont une enveloppe lipidique externe.
Malgré ces différences apparentes, ainsi que les différences dans les stratégies réplicatives,
des études génomiques et structurales suggérent que ces deux derniéres seraient issues
d'un ancétre commun. L'ordre des «Ligamenvirales», regroupant les familles des
Rudiviridae et des Lipothrixviridae, a donc été proposé (Prangishvili & Krupovic, 2012).

Les Inoviridae sont caractérisés par deux types de virions qui difféerent par la taille: longs et
fins ainsi que petits et plus épais (Plectovirus). La capside entoure de I’ADN simple brin
circulaire (Ackermann & Prangishvili, 2012). Enfin, un nouveau virus récemment décrit,
I’Aeropyrum coil-shaped virus (ACV), dont I'h6te est I'archée hyperthermophile Aeropyrum
pernix, a un virion composé d'un filament nucléoprotéique surenroulé de maniére
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hélicoidale et formant un cylindre. Cette capside entoure un génome a ADN simple brin
circulaire. C'est donc le seul virus hyperthermophile découvert a ce jour possédant ce type
de génome. Les auteurs de cette découverte supposent que la stabilité de I’ADN simple brin
pourrait résulter de sa taille (24.8 kb). Ce génome est deux fois plus grand que celui de
Iinovirus Pf4 (12.4 kb), considéré avant la découverte de 'ACV comme étant le plus grand
virus a ADN simple brin (Mochizuki et al., 2012).

Un autre groupe est constitué de virus pléomorphes, composé de familles infectant
des bactéries et des archées. Tous ont pour trait commun de posséder un génome composé
d’ADN double brin, circulaire ou linéaire. La seule famille de virus pléomorphes de bactérie
est celui des Plasmaviridae. Les autres familles ont pour hote des archées, dont la
particularité est d'étre extrémophile. Ainsi sont reconnues aujourd’hui les familles
suivantes : Fuselloviridae (virus fusiforme), Guttaviridae (virus en forme de gouttelette),
Ampullaviridae (virus en forme de bouteille), Globuloviridae (virus sphériques) ainsi que les
Bicaudaviridae (virus capables de subir une métamorphose caractérisée par la protrusion
d'appendices latéraux, et ceci uniquement lorsque le virus est a I'extérieur de son hote
(Prangishvili et al,, 2006c). Deux virus isolés de la méme espece archéenne halophile
Haloarcula hispanica n'ont pas encore été classés: le virus His1 a une morphologie qui
ressemble a celle des fusellovirus (morphologie du type citron), mais n‘appartient pas a
cette famille mais a un genre orphelin, les Salterprovirus (Bath & Dyall-Smith, 1998; Bath et
al., 2006) et le virus « Haloarcula Hispanica Pleomorphic Virus-1» (HHPV-1) est un virus
pléomorphe qui demeure encore non classé (Ackermann & Prangishvili, 2012).

Compte tenu de I'histoire de la microbiologie et de la découverte relativement
récente du domaine des Archaea en 1977 (Woese & Fox, 1977), la grande majorité des virus
de procaryotes, soit 98.5 %, décrits a ce jour a pour hote des représentants du domaine
Bacteria, mais cela refléte en grande partie la facilité de la « culture des virus » de bactérie et
I'effort qui leur a été alloué. Il est cependant surprenant de constater la diversité
morphologique exceptionnelle des virus d'archées (qui ne représente pourtant que 1.5 %
des virus de procaryotes décrits) comparée a celle des virus de bactéries. Etant donné le
faible nombre de virus décrits chez les archées, la faible diversité des hotes a partir desquels
des virus ont été isolés et la diversité morphologique de ces virus, il est probable que cette
diversité morphologique ne représente qu’une petite fraction des types morphologiques
encore a découvrir. Malgré I'expansion de I'exploration de différents types d'habitat, peu de
type d’environnement ont été étudiées a ce jour. Il est donc trés probable que notre
connaissance de la diversité virale augmente avec I|'exploration de nouveaux
environnements (Ackermann & Prangishvili, 2012).
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Taxons viraux infectant les bactéries et les archées
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Figure 3. Représentation schématique des morphologies des virions des virus de procaryotes (King et al., 2011).
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3.2.La nomenclature des virus des procaryotes

Différentes approches pour la nomenclature virale ont été proposées. Pour l'instant,
les virus de bactérie ont été nommés en utilisant des lettres grecques (ex: ¢,A,...) ou
romaines, des codes numériques (ex. phage 68), des morphologies particulieres (ex.
Rosebush), des références a des personnes ou des sources d'isolement (ex. Twort, Berlin) et
méme d’apres des créatures imaginaires (ex. Tweety) (Kropinski et al., 2009). Alors que la
créativité des noms n’est pas remise en cause, un probléeme fondamental se présente car il
n‘existe pour l'instant pas de nomenclature rationnelle de virus utilisée par le monde
scientifique. L'ICTV propose une nomenclature des taxons viraux, mais pas de nomenclature
pour des virus individuels. Cette nomenclature repose sur I'utilisation des noms de taxon
d'ordre supérieur déja existant quand cela est possible, I'abandon des noms faisant
référence a des personnes, l'utilisation des noms faciles (avec peu de syllabes et de
caractéres peu communs) et I|'abandon de |'utilisation de caracteres spéciaux (lettre
grecque, indice, exposant, trait d'union, bar oblique) sauf les sigles couramment utilisés (ex.
en médecine) (base de données ICTV).

Une nomenclature, basée les propriétés biologiques et structurales des virus, a été
proposée en 1966 par les auteurs Gibbs, Harrison, Watson et Wildy (systéme de
nomenclature dit « G.H.W.W. ») (Gibbs et al., 1966). Cette nomenclature s'exprime sous la
forme d'un cryptogramme. Ainsi, le virus de I'herpés est identifié ainsi :

virus de I'herpés =

)

D 7
2 X’

“lwn
ol <

ou "D" signifie ADN, "2" le nombre de brin, "74" le poids moléculaire de I’ADN, "X" le
pourcentage d’acide nucléique, "S" la forme sphérique de la particule virale et la forme
sphérique du nucléocapside, "V" pour I'héte qui est un vertébré et "o" signifie qu‘aucun
vecteur n‘est connu pour ce virus. Bien que plus structuré, ce type de nomenclature a été
critiqué pour sa complexité par les défendants de la nomenclature binomiale, comme Lwoff
(Lwoff, 1967).
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Une nomenclature plus récente sous forme d’'un code a été proposée pour les virus

de procaryotes par Kropinski, Prangishvili et Lavigne (Kropinski et al., 2009). Le nom du

virus serait alors constitueé :

a)

d)

d’'un préfixe basé sur le domaine de la cellule héte (Bactérie/Archée) sous forme de
vB (pour bactérie) et VA (pour archée)

d'une abréviation désignant I'hote (Genre-Espece) et analogue a la nomenclature
des enzymes de restriction (ex. Eco pour Escherichia Coli)

d'une lettre désignant la famille du virus (ex. A pour Ampullaviridae — les auteurs
proposent un tableau avec des lettres associées aux familles virales)

d'un nom commun choisi par le laboratoire qui caractérise le virus (les auteurs
proposent qu‘une combinaison de lettres/numéros soit longue d’au moins de trois
caracteéres et que soient évités : I'alphabet grec (celui-ci peut étre écrit comme sous
forme latine,"¢" devenant " phi "), les nombres romains, les nombres "o" et "1" et les
lettres "O" et "I" (ces derniéres pouvant étre confondues entre elles), ainsi que les
indices et exposants.

Ainsi, en utilisant ce systéme, le phage P1 deviendrait vB_EcoM-P1 pour «virus de

bactérie, Escherichia coli, Myoviridae, virus P1 ».

Malgré les différents systemes de nomenclature proposés, aucun n’est encore

majoritairement utilisé a ce jour.

4.

Les cycles viraux

Les virus de procaryotes peuvent se multiplier selon plusieurs stratégies différentes:

le cycle lytique, le cycle lysogene, I'interaction pseudolysogene et l'infection chronique
(Ackermann & DuBow, 1987; Weinbauer, 2004).

Les virus utilisant le cycle lytique comme mode de multiplication sont dénommeés

«virulents » ou « lytiques ». Le cycle lytique peut étre divisé en quatre étapes : I'adsorption,

Iinfection, la multiplication et la libération des particules virales. La premiére étape consiste

en la reconnaissance de récepteurs viraux sur la surface de la cellule hote par les particules

virales (inertes), suivi de I'attachement de ces particules. Au cours de la deuxieme étape, le

génome viral est injecté dans le cytoplasme de la cellule hote, la structure capsidiale du virus

restant vide sur la surface cellulaire. Chez les myovirus, cela est associé a la contraction de la

queue du virion. La phase de la multiplication des particules virales, correspondant a la
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phase de latence dans un suivi de croissance viral, correspond au moment oU la machinerie
réplicative de la cellule hote est détournée par le virus infectant afin de répliquer son propre
génome, suivi par fabrication de particules virales par la cellule hote et enfin I'encapsidation
des nouveaux génomes viraux dans les capsides protéiques. Apres la maturation des virions,
ceux-ci sont libérés par lyse cellulaire causée par des lysozymes viraux. Le nombre de virions
libérés par cellule, ou « Burst Size », dépend des virus. Pour le bactériophage T1, le nombre
de particules virales libérées varie entre 20 et 1000, mais ce nombre peut aller jusqu’a 10250
chez les Leviviridae (Ackermann & DuBow, 1987).

Le cycle lysogéne est réalisé par les virus « lysogenes » ou « tempérés ». Les deux
premiéeres phases du cycle sont identiques (adsorption, infection) a celle du cycle lytique. Le
virus peut ensuite poursuivre en cycle lytique ou devenir un prophage. Dans ce cas, il peut
loger sous forme de plasmide dans la cellule ou s’intégrer dans le chromosome de la cellule
hote. Les génes codant pour le cycle lytique sont alors réprimés. La cellule devient
«lysogene » et le génome du prophage est répliqué de maniére synchrone avec le génome
de la cellule, a priori, indéfiniment. L'équilibre peut étre rompu en cas d’induction, ou des
conditions le plus souvent défavorables a I'h6te font que le prophage bascule vers le cycle
lytique. La répression génique est levée et I'expression des genes du cycle lytique est
engagée. Il en résulte I'excision du prophage du génome de I'hGte et sa réplication de la
maniére décrite dans le cas du cycle lytique. La lysogénie peut apporter des bénéfices a la
cellule hote, comme l'immunité a la surinfection d'autres phages le plus souvent
apparentés. En revanche, si les phages ne sont pas homoimmunes, en général plusieurs
prophages peuvent loger simultanément dans le génome de I'h6te, on parle alors de
« polylysogénie »(Ackermann & DuBow, 1987).

Les virus peuvent interagir avec leurs hotes dans un état dit de « pseudolysogénie ».
Il s'agit d'un état ou le virus persiste sous forme de génome libre dans la cellule héte, se
maintenant de maniére stable dans la lignée cellulaire dont le cycle se déroule sans aucune
dégradation du génome viral. Cet état permet ainsi le redémarrage ultérieur du
développement du virus (Los & Wegrzyn, 2012). Ripp et Miller (Ripp & Miller, 1997)
décrivent la pseudolysogénie comme étant un état transitoire, entre I'état lysogene et I'état
virulent, qui devient persistant sous certaines conditions. Dans ce modéle, I'hote doit étre
en carence nutritive et donc d'énergie. Lors de l'infection, le virus injecte son génome dans
la cellule héte, mais est incapable de devenir lysogéne ou d’entamer un cycle lytique. Il se
maintient donc sous forme libre dans la cellule. Lorsque les conditions changent,
I'expression des génes lysogénes ou lytiques définira ensuite le cycle qu’entamera le virus.
La cellule héte peut étre curée du phage lors de I'infection lysogéne par excision sans cycle
lytique ou de l'infection pseudolysogene par ségrégation (Ackermann & DuBow, 1987;
Weinbauer, 2004).

17



Enfin, dans le cas de figure d'une « infection chronique », le virus se maintient dans
la cellule héte qui produit régulierement des virus. Les cellules hotes, dans un « état
porteur », semblent se diviser normalement tout en produisant des particules infectieuses

par bourgeonnement (sans lyse cellulaire), phénoméne notamment observé chez les

archées halophiles (Porter et al., 2007) et thermophiles (Geslin et al., 2003a). Dans le cas du
virus SDNV infectant Sulfolobus neozealandicus, il existe probablement un équilibre entre la
croissance de la population hote et la production virale qui, une fois rompue, aboutit a la

lyse cellulaire ou, au contraire, a une lignée cellulaire curée.

Les différents types de cycles viraux sont résumés dans la Figure 4.
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Figure 4: Représentation schématique des cycles viraux, de gauche a droite: cycle chronique, cycle lytique, cycle

pseudolysogéne et cycle lysogéne (d'aprés Weinbauer, 2004).
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5. La génomique des virus des procaryotes

A I'heure actuelle (02.2013), il existe dans la base de données du National Center for
Biotechnology Information (NCBI) 3027 génomes de virus séquencés, dont 2268 génomes
d’eucaryavirus, 721 génomes de bactériovirus et seulement 38 génomes d’archéovirus. Le
nombre de génomes complets séquencés d’eucaryotes est de 158, de 2351 bactéries et de
144 d'archées. On peut constater que le nombre de génomes séquencés de virus
d’eucaryotes est environ 14 fois plus important que le nombre de génomes d’organismes
eucaryotes, ce qui pourrait s'expliquer par la grande taille des génomes eucaryotes d'une
part et par l'intérét médical de séquencer des génomes de virus d’eucaryotes d'autre part.
En revanche, le nombre de génomes de bactérie séquencés excéde largement le nombre de
génomes de phage séquencés (2531 contre 722), ceci étant probablement le reflet de
Iintérét médical porté envers les bactéries potentiellement pathogénes. Dans les bactéries
séquencees logent également un grand nombre de prophages, dont le nombre pourrait
excéder celui des phages séquencés (Hatfull, 2008). La découverte récente des archées et la
découverte encore plus récente de leurs virus expliquent, sans doute, le faible nombre des
deux types de génomes séquencés proportionnellement aux autres.

5.1.La génomique des bactériophages

En 1976 a été publié le tout premier génome viral (@ ARN) d’un virus infectant un
procaryote, le bactériophage MS2 (Fiers et al., 1976) et en 1977 le premier génome viral a
ADN infectant une bactérie, le virus $X174 (Sanger et al., 1977). Le génome du virus X174
est également le premier génome synthétisé in vitro, ayant donné des virus viables, a partir
de fragments d’ADN de 5-6 kb par ligation séquentielle et réaction de PCR (Smith et al,,
2003).

Les génomes des bactériophages varient considérablement en taille, allant de 2435
bp chez le phage L5 de Leuconostoc a 316 674 bp chez le phage 201-phi2-1 infectant le genre
Pseudomonas. Par contre, la distribution des tailles de génome n’est pas uniforme
(Figure 5); il y une prédominance sur trois gammes de taille de génome : entre 30 kb et
50 kb (constituant environ 50 % des génomes séquencés), entre 5 kb et 10 kb (représentant
environ 20 % des génomes séquencés) et entre 100 kb et 200 kb (environ 6 % des génomes
séquences). Il est trés probable que cette distribution ne reflete pas la réalité, mais résulte
d’un biais imputable aux méthodes d'isolement des virus et des technologies de séquencage
disponibles au moment de leur séquencage (Hatfull, 2008).
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Figure 5 : Représentation des tailles de génome de phages (d'aprés Hatfull, 2008).

La diversité génomique des phages semble remarquable et ceci malgré un
échantillon de génomes séquencés hautement biaisé par rapport au nombre total de
particules virales estimé de ~103* (Hendrix, 2003; Hatfull, 2008). En général, les séquences
génomiques de phage, dont la gamme d’héte ne se chevauche pas, partagent rarement des
similarités de séquence. Il est donc probable que ces phages soient, au moins
transitoirement, isolés génétiquement 'un de I'autre (Hatfull, 2008). Il se pourrait méme
que les séquences de génes vraisemblablement homologues auraient divergé a ne plus
pouvoir en reconnaitre I'homologie au cours de I'évolution. Un exemple appuyant cette
hypothese est |'étude structurale de la protéine majeure de la capside des phages P22 et
HKg7 par microscopie cryoélectronique, qui démontre une conformation identique entre les
sous-unités capsidiques de ces deux phages et ce malgré I'absence de similarité de
séquences entre ces sous-unités (Hendrix, 2003; Jiang et al., 2003).
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5.2.Le mosaisisme des génomes viraux

Des études de génomique comparative menées chez les bactériophages caudés,
notamment chez les virus de bactéries lactiques, les mycobactériophages et les phages dits
«lambdoides » de bactéries entériques (Juhala et al., 2000; Proux et al., 2002; Pedulla et al.,
2003), suggerent une architecture génomique des phages de type mosaique. Selon ce
modele, les génomes de phage seraient organisés en modules génétiques codant pour des
fonctions (morphogénese de la capside, encapsidation du génome, établissement de la
lysogénie, réplication du génome et recombinaison et réqgulation de transcription) qui
subissent des modifications et des échanges par recombinaison génétique avec des
modules d'autres phages. Chaque génome peut alors étre considéré comme une
combinaison unique de ces modules (Hendrix, 2003; Hatfull, 2008; Krupovic et al., 2011). La
taille ainsi que le taux d'échange de ces modules varient beaucoup selon les phages de
morphologies différentes, selon la taille des phages et selon leur gamme d’hote (Hendrix et
al., 1999). Ces modules peuvent étre des groupes de génes régulés par un promoteur
commun, mais sont le plus souvent constitués d'un seul géne. Les modules les plus petits
peuvent étre composés de simples fragments de genes codant uniquement pour des
domaines protéiques, alors que les plus grands peuvent étre constitués de larges blocs de
genes, qui peuvent faire jusqu’a la moitié du génome du phage. Deux modeles ont été
proposés pour ce type d'échange génétique horizontal. Le premier propose qu'il existe de
courtes séquences conservées entourant les modules, qui serviraient de site pour la
recombinaison homologue. Bien que de courtes séquences conservées de ce type aient été
décrites, leur role demeure ambigu et le modeéle proposé expliquerait difficilement la
plupart des échanges de module constatés. Selon le second modéle, les recombinaisons se
produiraient aléatoirement et de maniere non-homologue, donnant naissance a un grand
nombre de descendants non-viables. Seules les « bonnes » recombinaisons, se faisant de
maniére a ne pas handicaper les fonctions importantes et de maniére a ce que le génome
résultant ait une taille «viable », soient alors sélectionnées. Ces recombinaisons se font
donc a des jonctions neutres, tels que les jonctions entre les génes, et peut donner
I'impression d’un processus prémédité. Les recombinaisons multiples, ainsi que l'importante
abondance des phages, permettraient de contrebalancer la faible fréquence des
recombinaisons viables (Hendrix, 2003; Hatfull, 2008). La recombinaison entre prophages
logeant dans le méme génome bactérien a également été décrite. La comparaison des
génomes de deux souches d'Escherichia coli suffisamment divergés a permis d‘identifier le
méme nombre de prophages, localisés dans les mémes sites, dans les deux génomes
bactériens. Malgré le nombre et les sites de prophages conservés entre les deux génomes,
les séquences des prophages présentent cependant des différences dues a de la
recombinaison entre prophages du méme génome héte (Casjens, 2003). Etant donné que
les phages subissent de la recombinaison avec des prophages lors d'une infection, la
recombinaison entre prophages est une source de diversité retrouvée chez les phages. Les
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bactériophages strictement lytiques constituent un cas particulier. Etant donné que les
phages lytiques ne deviennent a priori jamais des prophages, se pose la question de I'acces a
ces échanges de genes chez les phages virulents. L’ADN de I'h6te étant dégradé lors du
cycle lytique, la possibilité d'un transfert horizontal via la recombinaison diminue
probablement nettement par rapport aux phages tempérés. Certaines études suggeérent
que les phages virulents pourraient former des groupes cohérents du fait du nombre
d'échanges limités qu'ils ont avec des séquences extérieures a leur groupe (Hendrix, 2003).

Outre les échanges génétiques qui se font par recombinaison non homologue, les
génomes viraux peuvent également augmenter de taille par I'addition de « morons ». Les
morons (pour « more DNA ») sont des fragments d’ADN composés d'un géne flanqué entre
un promoteur de transcription et un terminateur de transcription facteur-indépendant, ce
qui permet leur expression autonome méme a partir d'un prophage réprimé. La
composition en nucléotides (comme le pourcentage de G+C par exemple) des morons est
différentes de celle des genes avoisinants, ce qui suggere fortement leur arrivée récente
dans les génomes viraux ou ils se trouvent. Le mécanisme par lequel ils s'integrent n’est pas
clair, mais une hypothése plausible est la recombinaison non homologue, responsable des
échanges de modules (Hendrix et al., 2000; Juhala et al., 2000; Hendrix et al., 2003).

5.3.La génomique des virus d’archées

Tous les archéovirusdécrits jusqu’a présent n’infectent que des représentants de
deuxdes principauxphyla du domaine des Archées : Les Crenarchaeota et les Euryarchaeota.
Les virus des crenarchées ne partagent pratiquement aucune similarité de séquences avec
les virus d’'euryarchées et sont souvent, de ce fait, discutés séparément (Krupovic et al.,
2011; Pina et al., 2011). Tous les virus d'archées contiennent de I’ADN double brin (excepté
deux virus, dont un hyperthermophile et un halophile, dont le génome est constitué d’ADN
simple brin) et on ne connait pour beaucoup de familles de virus d'archées qu’un seul
représentant. En conséquence, peu d’'études comparatives et de scénarios évolutifs ont pu
étre menés jusqu'a présent. De plus, une des propriétés communes a tous les virus
d'archées est la tres faible proportion des génes dont la fonction peut étre inférer par
comparaison avec des génes disponibles dans les bases de données (Krupovic et al., 2011;
Krupovic et al., 2012).

La diversité des morphotypes des virus associés aux euryarchées est considérée
comme étant moins importante que celle des crenarchées. Tous les virus d'euryarchées
isolés peuvent étre répartis en trois groupes morphologiques: les virus a morphologie téte-
queue (ressemblant aux virus bactériens de I'ordre des Caudovirales), les virus icosaédriques
sans queue et les virus en forme de citron ou pléomorphes. Les analyses comparatives ont
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révélé que I'évolution des génomes des virus d'archées de morphologie du type téte-queue
est régie par les mémes mécanismes que ceux décrits chez leurs homologues bactériens. Ils
subissent également des recombinaisons non homologues, de l'acquisition de genes
provenant de différentes sources et des réarrangements intergénomiques (Krupovic et al.,
2011).

Les virus a ADN double brin des crenarchées hyperthermophiles sont pour leur part
tres diversifiés morphologiquement et génétiquement. Des études de génomique
comparative ont pu démontrer que ces virus de familles différentes partagent néanmoins
un petit pool de genes commun, ainsi qu‘avec leurs hotes. La plupart de ces génes communs
codent pour des protéines impliquées dans les processus génétiques, tels que la réplication
d’ADN, la recombinaison, la régulation transcriptionnelle, ainsi que dans le métabolisme des
acides nucléiques et de leurs modifications. Ces genes sont vraisemblablement échangés
entre virus non apparentés et entre les virus et leurs hotes qui partagent une méme niche
écologique (Prangishvili et al., 2006b; Krupovic et al., 2011; Krupovic et al., 2012). Les virus
filamenteux de la famille des Rudiviridae et de la famille des Lipothrixviridae partagent au
moins 9 génes en commun. Des études structurales ont également permis de découvrir des
ressemblances au niveau de la protéine majeure constitutive de la capside des deux familles
de virus, ce qui semblait a priori contre-intuitif. En effet, les lipothrixvirus possédent des
virions flexibles et enveloppés dans une couche lipidique, alors que les virions de rudivirus ne
sont ni enveloppés, ni flexibles. S'appuyant sur ces résultats, I'ordre des « Ligamenvirales » a
été proposé pour regrouper ces deux familles (Krupovic et al., 2011; Prangishvili & Krupovic,
2012).

6. L’évolution des virus - comparaison structurale

La comparaison de génomes viraux permet de reconstruire des phylogénies de
genes et d’'observer les relations entre génomes. Par contre, cette approche n’est applicable
qu'a des systemes relativement proches sur I'échelle temporelle de I'évolution, ou qui
s'échangent du matériel génétique, afin que les similarités de séquence puissent étre
détectables et comparables. Pour des périodes de temps plus étendues, en raison d'un taux
d’évolution relatif élevé, les séquences virales deviennent trop éloignées pour étre
comparées. Malgré cela, on peut constater des similarités de structure chez les différents
virus. En se basant sur ces constatations et sur I'hypothése que les virus sont des entités
apparues trés tot dans |'évolution, les auteurs Bamford, Burnett et Stuart (Bamford et al.,
2002) proposent de s'appuyer sur des criteres de similarité structurale pour postuler la
parenté des différentes familles virales et créer des lignées virales. En effet, par
comparaison des protéines majeures de capside entre des virus d'animaux et des virus de
bactéries, les auteurs constatent une similarité conformationnelle dans le repliement de ces
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protéines, s'étendant jusqu’aux détails. Ils parlent alors d'un «moi» virale («self» en
anglais) qui reste le méme a travers le temps, malgré les modifications constantes des
génomes viraux. lls proposent ainsi trois lignées de virus: les virus icosaédriques a ADN
double brin du type PRD1/Adeno, les virus caudés a ADN double brin (incluant le virus de
I'herpés) du type HKg7 et les virus a ARN double brin du type BTV (Bamford et al., 2002;
Bamford et al., 2005) (Figure 6). Apres la découverte du virus icosaédrique STIV infectant
I'archée hyperthermophile Sulfolobus solfataricus, la morphologie icosaédrique a pu étre
observée chez des virus infectant les trois domaines de la vie (Rice et al., 2004). Des études
structurales sur le virion du STIV ont en effet révélé des similarités importantes avec les
protéines structurales des virus de la lignée du type PRD1 (Bamford et al., 2005; Maaty et
al., 2006). Par ces observations, Bamford propose un modele évolutif ou les cellules
modernes seraient issues d’une lignée monophylétique tardive et les virus proviendraient de
lignées polyphylétiques (Figure 7) (Bamford, 2003; Bamford et al., 2005). Une quatrieme
lignée a été ensuite ajoutée, regroupant les virus du type « picorna » (Figure 8) (Abrescia et
al., 2010; Abrescia et al., 2012).
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Figure 6 : Représentation des lignées virales selon la comparaison structurale des capsides (d'aprés Bamford et al., 2002)
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7. L’origine des virus

L’origine des virus demeure énigmatique. Le caractére ancien des virus est soutenu
par certaines propriétés des virus, comme par exemple |'existence de virus a génome
composé d’ARN simple ou double brin infectant des cellules d’eucaryotes et de bactéries (et
ceux-ci étant homologues entre eux). Les génomes a ARN pourraient étre des reliques d'un
monde ancien antérieur a I'ADN, le monde a ARN «RNA world». A partir de cette
supposition, trois hypothéses pour |'apparition des virus ont été postulées : 1) I'hypothése
«le virus d'abord », 2) I'hypothese « de la réduction », 3) I'hypothése « d’échappement »
(Forterre, 2006, 2009).

L’hypothése du « virus d'abord » propose que lors du réegne du monde a ARN, des
réplicons individuels existaient dans une soupe primordiale et les virus auraient émergé
comme parasites a ces réplicons. Cette hypothése suppose une apparition des lipides
membranaires, et donc des cellules, relativement tardive sur I'échelle de I'évolution (d'ou le
nom de I'hypothese du «virus d'abord » par rapport a I'apparition des cellules). Cette
hypotheése permettrait d’expliquer, au moins partiellement, l‘origine des membranes
cellulaires des archées et des bactéries dont la stéréochimie est différente. Malgré la
possibilité du caractére parasite des virus primitifs, cette hypothése est remise en question
pour son modele de métabolisme. L'apparition des ribosomes a d0 précéder I'apparition des
capsides et I'hypothese de ribosomes libres dans la soupe primordiale semble peu probable
(Forterre, 2006, 2009).

L'hypothése « de la réduction » part d'une supposition d'un monde a ARN ou les
cellules seraient apparues sous forme de cellules a ARN. Parmi les proto-cellules auraient
existé des cellules a ARN phagocytées par d'autres cellules qui auraient vécu avec ces
derniéres en endosymbiose. Les endosymbiontes auraient ensuite perdu leur machinerie
réplicative et auraient utilisé celle de I'hote. La capside, qui ressemble a la couche S des
bactéries actuelles, aurait été formée par réduction membranaire. Par sélection
Darwinienne, les endosymbiontes seraient devenues parasites d'autres cellules, des virus.
La transformation de cellules en virus, dans cette hypotheése, est supposée étre plus simple
dans un monde ancestrale a ARN que dans le monde actuel (Forterre, 2006, 2009).

L’hypothése de «|’échappement » suppose également un monde ancestral a ARN,
ou regnent les cellules a ARN et ou la transformation de cellules en virus se ferait
théoriquement plus facilement que dans le monde actuel. Dans cette hypothése, les proto-
cellules auraient eu un génome fragmenté. Ces fragments se seraient répliqués de maniére
semi-autonome et se seraient distribués dans des cellules filles de maniere aléatoire. Par
acquisition de la capacité d’encoder une capside, des fragments d’ARN auraient pu ensuite
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étre transféré d'une cellule a une autre et seraient devenus parasites (Forterre, 2006). Cette
hypotheése viendrait rejoindre la théorie des morons de Hendrix et co-auteurs, dans laquelle
ils émettent I'hypothése d'un géne ayant muté pour donner naissance a une protéine qui se
rassemble pour former une capside. Cette capside engloberait ensuite un réplicon, ce qui lui
conférerait un avantage. Ensuite, par ajout de morons, des entités virales naitraient
(Hendrix et al., 2000).

Les trois hypothéeses ne prennent en compte que la naissance de virus a ARN.
D’autres hypotheses ont été élaborées pour expliquer I'apparition des virus a ADN. Il est
possible qu'ils soient apparu indépendamment les uns des autres, ce qui serait en accord
avec le caractére polyphylétique proposé par Bamford (Bamford, 2003). Par contre, les
homologies détectées au niveau structural et mécanique entre les réplicases/transcriptases
a ARN viral, les transcriptases inverses et ADN polymérases et les hélicases d’ARN et d’ADN
suggerent que les virus a ADN auraient évolué a partir des virus a ARN. Ceci serait
également en accord avec |'existence de formes intermédiaires comme les rétrovirus et les
hepadnavirus. En prenant en considération la diversité des virus a ADN, il n’est pas non plus
exclu que les virus a ADN auraient évolué a partir des virus a ARN et qu’ensuite d'autres
virus a ADN aient évolué a partir de cellules primitives a ADN en subissant des mécanismes
de réduction similaire a ceux décrits dans I'hypothese de «réduction ». La découverte du
mimivirus plaiderait en faveur de ce type de scénario (Forterre, 2006).

D’autres hypotheses concernant ['évolution des virus et leur rdle dans
I’établissement des lignées cellulaires actuelles postulent notamment que I’ADN aurait été
inventé par les virus avant d'étre transféré aux cellules (Forterre, 2001), ce transfert ayant
été a l'origine des trois domaines du vivant (Bacteria, Archaea et Eukarya) (Forterre, 2006)
et que les virus seraient a I'origine du noyau des eucaryotes (Bell, 2001; Takemura, 2001) et
aussi a l'origine de la machinerie réplicative des mitochondries et des chloroplastes (Filee &
Forterre, 2005; Forterre, 2006).

8. Les méthodes de détection et de dénombrement des
virus de procaryotes

La quantité de particules virales estimée dans les océans est de l'ordre de 10*
particules (Suttle, 2005). Il a été estimé que cette abondance de particules virales excéderait
en moyenne d'un ordre de grandeur les particules planctoniques les plus abondantes apres
les virus, a savoir les bactéries. L'abondance des virus fluctue dans les différents
écosystémes aquatiques entre 10* et au-deld de 10° particules/ml (Wommack & Colwell,
2000). La connaissance de I'abondance virale n'apporte cependant pas d'information quand
a l'infectiosité des particules virales. Certaines études suggerent qu’une quantité non
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négligeable de particules pourrait rester infectieuses malgré les dommages infligés par le
rayonnement UV du soleil, notamment grace a la photoréactivation de la cellule hote
(Wilhelm et al.,, 1998). Des particules virales pourraient méme garder leur caractere
infectieux pendantdes dizaines d'années, voir une centaine d’années, dans les sédiments
(Suttle, 2005). Les microorganismes constituent go % de la biomasse vivante (Figure 9) dans
les océans et jouent un role primordial dans les cycles nutritifs et énergétiques. Il est estimé
que 20 % de cette biomasse est détruite tousles jours par les virus, révélant ainsi
I'importante incidence des virus dans le flux de matiere et d'énergie, ainsi que leur réle dans
la régulation des populations microbiennes (Suttle, 2007).

Biomasse Abondance

D Procaryotes

n Protistes
g Virus

Figure 9: Représentation de la biomasse et de I'abondance relative des microorganismes et des virus (d'aprés Suttle,
2007).

Il existe actuellement cing méthodes qui sont utilisées pour quantifier les virus de
procaryotes: i) la technique de plages de lyse, ii) la technique du nombre le plus probable,
iii) la microscopie électronique a transmission, iv) la microscopie a épifluorescence et v) la
cytométrie en flux. Les deux premiéres méthodes, qui sont des techniques de
dénombrement culturales, sont dites « indirectes », a la différence des autres méthodes, qui
sont qualifiées de « directes » car reposant sur des observations en microscopie (Tableau 1).

8.1.Les méthodes indirectes

La technique de plages de lyse consiste a utiliser des échantillons naturels qui sont
mélangés a du milieu de culture nutritif chauffé et contenant un agent gélifiant. A ce
mélange sont ensuite ajoutées des cellules d'une souche microbienne choisie. Le tout est
ensuite coulé dans une boite de Pétri contenant déja une couche composée du méme milieu
nutritif, ainsi que d'un taux plus élevé d'agent gélifiant. On obtient ainsi une boite avec une
double couche, qui est mise a incuber. Cette méthode peut étre également faite en simple
couche. L'apparition des plages de lyse permet ensuite le dénombrement viral sous forme
«d'agent formant des plages» («Plaque-forming units» ou PFU). Le titre est ainsi
déterminé et exprimé sous forme de PFU/ml dans |'échantillon de départ (Grabow, 2001;
Suttle, 2007). L'autre technique culturale pour le dénombrement des virus est la méthode
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du nombre le plus probable (NPP, ou en anglais MPN pour « most probable number »).
Cette méthode est également basée sur la mise en culture de I'échantillon brut avec une
souche choisie. Le milieu de culture sous forme liquide permet la culture des souches qui ne
poussent pas sur milieu solide. Une gamme de dilution de I'échantillon dans le milieu est
établie avec plusieurs réplicats par dilution. Les réplicats avec une absence de croissance de
la souche, ou avec une croissance de la souche suivie par une lyse, sont considérés comme
contenant au moins une particule virale. Le nombre de réplicats lysés peut étre utilisé pour
calculer le nombre de particules virales. Etant donné que cette technique est basée sur
I'utilisation de souches spécifiques, elle peut étre utilisée pour la détection de phages dans
I'eau potable. Ce systeme favorise la sensibilité de détection de phages, celle-ci étant plus
sensible en milieu liquide qu’en milieu gélifié. Les phages des lysats peuvent étre ensuite
isolés et caractérisés (Kott, 1965; Grabow, 2001; Suttle, 2007).

Ces deux meéthodes de dénombrement par approche culturale reposent sur
I'utilisation de souches particulieres. De ce fait, elles ne sont applicables qu’'a certains types
de virus spécifiques des souches choisies. Parmi ces virus, ces méthodes ne permettent la
détection que des virus lytiques et ayant gardé leur capacité infectieuse. Elles ne fournissent
aucune information quant a I'abondance totale des particules virales dans I'échantillon de
départ. Les particules détectées pouvant étre, dans un second temps, purifiées et
caractérisées, les techniques de plages de lyse et du NPP sont donc plutot adaptées a des
études qualitatives que quantitatives (Grabow, 2001; Suttle, 2007).
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Technique

Avantages

Désavantages

Techniques indirectes:

Plages de lyses et nombre
le plus probable

Bonne limite de détection

Discrimination entre virus infectieuses et virus
non "viables"

Possibilité d'isolement de virus

Possibilité de la caractérisation morphologique
et biochimique des virus

Forte sous-estimation de I'abondance totale de
virus

Détection limitée aux virus lytiques et ayant gardés

leur capacité infectieuse

Obligation de l'isolement et
culture des cellules hotes

Techniques directes:

Microscopie électronique a
transmission (MET)

Communs aux techniques
basées sur la fluorescence

Spécifiques a la
Microscopie a
épifluorescence (ME)

Spécifiques a la Cytométrie
en flux (CMF)

Tableau 1. Tableau récapitulatif des avantages et désavantages des différentes méthodologies de dénombrement virales

Dénombrement de I'abondance totale des virus

Discrimination entre virus et acides nucléiques
libres et particules colloidales associées a de
I'ADN

Identification morphologique des virus et
possibilité de découverte de nouveaux types de
virus

Dénombrement de I'abondance totale des virus

Méthodologies peu exigeantes en temps

Haute précision

Possibilité d'application sur le terrain

Matériel nécessaire
relativement peu coGteux

Pas de limite de détection
pour échantillons naturels

Distinction entre différentes
classes de taille de génome

(adapté et modifié d'aprés Weinbauer, 2004).

Equipement colteux nécessaire

Application sur le terrain impossible

Pas d'information quant a la capacité infectieuse
des particules dénombrées

La matiére particulaire peut masquer
les particules virales

Virus @ morphologies inconnues
potentiellement négligés

Méthodologie exigeante en temps
Faible précision et faible limite de détection

Pas d'information quant a la capacité infectieuse
des particules dénombrées

Discrimination entre virus et particules colloidales
associées a de I'ADN difficile/impossible

Pas d'information sur la morphologie
des particules virales

Distinction entre les procaryotes et les virus basée
sur la taille et I'intensité des particules fluorescentes

Equipement spécial nécessaire

Nécessité d'expertise
de cette méthodologie



8.2.Les méthodes directes

8.2.1. La microscopie électronique a transmission

En 1940, Ruska, Pfankuch et Kausche ont publié dans le méme journal deux articles
présentant les premiéres photos prise au microscope électronique a transmission (MET) de
bactériophages (Pfankuch & Kausche, 1940; Ruska, 1940) (Figure 10).

Figure 10 : Photo de microscope électronique, prise a un grossissement de 14 0oo x d'une cellule d'Escherichia coli entourée
de particules virales (d'aprés Ruska, 1940).

La coloration négative appliquée aux virus en microscopie électronique a
transmission (MET) a été introduite en 1955 par le chercheur Hall, qui appliqua cette
méthode pour visualiser des virus de plantes grace a une coloration négative a I'acide
phosphotungstique (Hall, 1955). En 1959, Brenner et Horne appliquérent la coloration
négative a la visualisation de bactériophages T2 d’E. coli (voir Figure 11) (Brenner et al.,
1959). Aujourd'hui, le phosphotungstate et l'acétate d'uranyle sont utilisés presque
exclusivement lors des observations en microscopie électronique a transmission
(Ackermann & Tiekotter, 2012).

Si la microscopie électronique est essentiellement consacrée aux études
descriptives : I'identification et la caractérisation de virus, d'autres applications de la
microscopie électronique incluent notamment la microscopie électronique a balayage, la
cryo-microscopie électronique (avec ou sans reconstruction en trois dimensions), I'immuno-
microscopie électronique, le sectionnement des cellules infectées et la technique
d'ombrage des particules ou digestions enzymatiques sur grilles de microscopes.
Cependant, ces techniques ne sont souvent pratiquées que par certains laboratoires
spécialisés et sont de ce fait moins courantes. La MET est I'outil le plus couramment utilisé
parmi les techniques de microscopie électronique appliquée a la virologie et permet
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d'effectuer a la fois des études descriptives de virus et aussi du dénombrement (Ackermann
& Heldal, 2010).

Les premiers dénombrements viraux directs ont été faits en MET et ont de suite
révélé une abondance inattendue de particules virales (Torrella & Morita, 1979; Ewert &
Paynter, 1980, 1980b), jusqu’a 10’ fois plus élevée que I'abondance virale décrite dans les
milieux aquatiques en utilisant la méthode indirecte des plages de lyse (Bergh et al., 1989).

Figure 11 : Photo de microscope électronique de particules virales T2 (Brenner, 1959).

Plusieurs méthodes pour le dénombrement viral par la MET ont été développées. La
premiére méthode a été développée par Riedel et Ruska, qui capturaient les virus en
utilisant un spray d'agar a volume connu et qui passaient ensuite les gouttes au microscope
électronique a transmission [(Riedel & Ruska, 1941) dans (Kellenberger & Arber, 1957)].
Sharp a ensuite développé une méthode de dépot de particules virales par centrifugation
sur des films collodion pour leur dénombrement [(Sharp, 1949), d'aprés (Kellenberger &
Arber, 1957)]. Ewert et Paynter appliquent cette méthode pour le dénombrement des
bactériophages dans les systemes aquatiques. La sédimentation des particules virales est
faite par ultracentrifugation a l'aide d'un rotor spécial permettant la sédimentation des
particules sur de I'agar. Une empreinte a I'aide d'un film de collodion est faite a partir de la
surface des blocs d’agar, puis contrastée et enfin observée au microscope (Ewert & Paynter,
1980b).

La méthodologie la plus communément utilisée actuellement en MET pour le
dénombrement viral est la sédimentation des particules virales a partir des échantillons
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d’eau brute, non filtrés et fixés au glutaraldéhyde, directement sur des grilles de MET, en
cuivre recouvert d'un film Formvar (Wommack & Colwell, 2000). Les techniques
développées se basent sur la centrifugation des particules virales a l|'aide d'une
ultracentrifugeuse. Les tubes a ultracentrifugation contiennent un support sur lequel sont
fixées les grilles de MET a |'aide d'un scotch double-face. L'échantillon est ensuite ajouté
dans ces tubes et l'ultracentrifugation permet de sédimenter les particules virales
directement sur les grilles. Une fois la centrifugation terminée, les grilles sont récupérées et
contrastées avec un agent contrastant tels que l'‘acétate d'uranyle a 2% et le
dénombrement viral peut étre fait (Borsheim et al., 1990; Sime-Ngando et al., 1996)
(Figure 12 et 13).

La matiere du support des grilles peut étre une résine Epoxy (une colle a deux
composants) (Borsheim et al., 1990) ou un mélange commercial adéquat d'une résine
polyester préaccélérée de type GTS et d'un durcisseur, le peroxyde d'éthylméthylcétone
(Soloplast-Vosschemie, France) (Sime-Ngando et al., 1996). L'ultracentrifugation se fait
entre 80000 g - 120000 g entre 9o min et 2h dans un rotor de type « Swing-bucket »
(Borsheim et al., 1990; Sime-Ngando et al., 1996) ce qui permet a priori la sédimentation
des particules virales de maniére perpendiculaire par rapport au fond des tubes.

Figure 12 : Représentation schématique des principales étapes du protocole suivi pour collecter les particules virales sur
grille MET. A) Le support est coulé dans un tube a ultracentrifugation et laissé durcir. B) Le support est enlevé du tube et du
scotch double-face ayant trois trous est collé sur le support. Les grilles sont placées dans les trous du scotch. C) Le support
est mis dans un tube a ultracentrifugation avec les grilles vers le haut du tube. D) L'échantillon a analyser est ajouté par-
dessus le support et le tout est mis a centrifuger. E) Aprés centrifugation, les grilles sont récupérées, colorées et observées
en MET (d'aprés Sime-Ngando et al., 1996).
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Figure 13 : Visualisation des virus et des bactéries, colorés a |'acétate d'uranyle provenant d’'un échantillon d’eau brut de la
Mer Adriatique. Les deux fléches indiquent deux particules virales de tailles différentes. Le virus en haut a gauche a une
taille approximative de 150 nm (d‘aprés Weinbauer 2004).

Alternativement, Montanié et collaborateurs passent par une étape de clarification
par centrifugation a 3000 g pour se débarrasser des cellules avant de concentrer les
particules virales. Apres, les auteurs ultracentrifugent le surnageant a 150 ooo g pour
concentrer les virus, qui sont ensuite resuspendus dans un volume d‘une solution tampon
qui est déposée sur des grilles de MET. Les virus sont adsorbés sur les grilles et observés en
MET apres avoir été contrastés au phosphotungstate (Montanié et al., 2002).

La limite de détection des particules virales, en utilisant la MET, est de I'ordre de 10*
particules/ml (Ewert & Paynter, 1980b). L'un des désavantages de I'utilisation de la MET
pour estimer |'abondance virale est la difficulté de détection des particules virales dans des
échantillons qui ont une haute concentration en matiére particulaire, tels que les débris
cellulaires, qui masquent les virus. Ce probleme a été soulevé notamment par Wommack et
collaborateurs dans les échantillons marins de Chesapeake Bay (Wommack et al., 1992). Un
autre probleme rencontré est la sous-estimation du taux de virus dans un échantillon ceci
étant imputable a deux facteurs: la sédimentation inégale des particules virales lors de la
centrifugation des échantillons et la coloration inégale du contrastant (menant a un défaut
d’identification des particules virales) (Wommack & Colwell, 2000). La sédimentation des
virus lors de la centrifugation ne se fait pas forcément de maniére parallele aux bords du
tube, mais plutot avec un biais vers les bords des tubes, ce qui conduit a une distribution
inégale des particules virales sur la surface de la grille. Ce biais peut étre corrigé en
dénombrant sur plusieurs grilles, mais rend le travail laborieux. Les virus de petite taille ne
sont pas toujours récupérables sur les grilles avec une efficacité de 100 %, ce qui s'ajoute au
biais (Suttle, 1993; Wommack & Colwell, 2000). Les observations en MET sont également
rendues difficiles par la présence d'artéfacts divers, qui peuvent mener a des estimations
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d’abondance virale imprécises (Hennes & Suttle, 1995; Weinbauer & Suttle, 1997). De par les
grossissements utilisés en MET lors des observations, la limite de détection pratique serait
de ce fait plutét de I'ordre de 10° particules/ml, ce qui rendrait cette méthode difficilement
applicable aux échantillons de milieux oligotrophes avec peu de particules virales (Jiang &
Paul, 1995, Wommack & Colwell, 2000).

8.2.2. La microscopie a épifluorescence

La limitation pratique de la MET est |'équipement nécessaire pour faire des
observations : un microscope électronique a transmission et une ultracentrifugeuse. Méme
pour les laboratoires qui ont acces a ce type d'équipement, la méthodologie de
dénombrement par la MET prend beaucoup de temps. Ce sont ces raisons qui ont été les
principales causes du développement de la méthodologie de dénombrement par
microscopie a épifluorescence (ME), utilisée couramment aujourd’hui pour estimer
I'abondance virale dans des échantillons d’eau et de sédiment (Suttle & Fuhrman, 2010).

La microscopie a épifluorescence pour estimer I'abondance virale est une variation
de la méthodologie, appliquée originellement pour dénombrer des bactéries (Francisco et
al., 1973). Dans cette technique, des virus sont capturés sur un filtre de porosité de 0.02 pm
et leurs acides nucléiques sont marqués a I'aide d'un fluorochrome. Les filtres sont ensuite
visualisés au microscope optique a un grossissement = x 1000, le fluorochrome fixé aux
acides nucléiques étant excité par une source lumineuse a une longueur d’onde précise. Le
fluorochrome émet a son tour un signal lumineux (fluorescence) et les virus sont alors
visualisables sous forme de petits points luminescents (Wommack & Colwell, 2000)

(Figure 14).

Apres avoir été adaptés pour la détection des bactéries (Porter & Fei, 1980), le DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole) a été utilisé en tant que fluorochrome pour I'estimation de
I'abondance des particules virales dans des échantillons naturels (Suttle & Fuhrman, 2010).
Des comparaisons initiales des techniques de dénombrement viral en MET et en ME, en
utilisant le DAPI comme fluorochrome, ont été faites sur des échantillons marins cotiers et
pélagiques du Japon. Les résultats obtenus étaient en accord, avec un rapport ME/MET
comprise entre 1.0 et 1.6 (Hara et al., 1991; Hara et al., 1996). Une concordance entre les
résultats obtenus par les deux méthodes a également été constatée dans une étude portant
sur I'effet des lysats de virus T3 et T4 sur des bactéries marines (Proctor & Fuhrman, 1992).
Cependant, la fluorescence du DAPI était souvent trop faible pour des observations
directes, nécessitant une étape de photomicrographie ou d'intensification d'image avant
dénombrement, ce qui avait pour effet de rendre ce dernier difficile (Noble & Fuhman,

1998).
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Figure 14. Photos prises en microscopie a épifluorescence avec différents fluorochromes : A) le Yo-Pro-1, B) le SYBR Green
1 et C) le SYBR Gold. Les fleches pleines désignent les virus (petits points luminescents) et les fleches discontinues
désignent des cellules procaryotiques (des points luminescents plus grands par rapport aux virus) (d’aprés Suttle et
Fuhrman, 2010).
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Les fluorochromes Yo-Pro-1, SYBR Green | et SYBR Gold peuvent également étre
utilisés en microscopie a épifluorescence. Noble et Fuhrman (Noble & Fuhman, 1998) ont
comparé |'utilisation de la ME mettant en ceuvre du SYBR Green | avec la MET, pour
dénombrer des bactéries et des virus. Leurs résultats indiquent également la probabilité
d’une sous-estimation de I'abondance virale par I'utilisation de la MET comparativement a
celle de la ME avec du SYBR Green, le rapport ME/MET étant de 1.3. Parallelement la
comparaison entre le fluorochrome SYBR Green | et I'acridine orange (utilisé initialement
pour le dénombrement bactérien en épifluorescence (Francisco et al., 1973)) a révélé des
résultats pratiquement identiques (103 + 4.2 %) lors de dénombrements bactériens. Le
SYBR Green n’interfere ni avec le sel ni les aldéhydes et de ce fait, les échantillons ne
nécessitent pas de traitements spéciaux avant analyse, comme c'est le cas lors de
I'utilisation du Yo-Pro-1. Les auteurs argumentent également que le SYBR Green | ne colore
pas les débris, comme le fait le Yo-Pro-1, et qu'il peut étre utilisé pour les études de
dénombrement dans les sédiments. Enfin, la période d’incubation du SYBR Green | est
nettement plus courte que celle du Yo-Pro-1 (15 min contre 48h), il se fixe a de I’ADN et a de
I’ARN et est peu cher (Noble & Fuhman, 1998), ce qui en fait un fluorochrome de choix. Le
SYBR Gold est un fluorochrome qui se fixe également a de I’ADN et de I'ARN et est aussi
sensible que le SYBR Green I. Sa fluorescence, lors de son excitation, dure cependant plus
longtemps que celle du SYBR Green | (Chen et al., 2001; Shibata et al., 2006), mais moins
que celle du Yo-Pro-1.Ce défaut mineur peut étre corrigé grace a l'utilisation d'un
agent « anti-fading» constitué d'un mélange de PBS/Glycérol/Phenylénediamine
(Noble & Fuhman, 1998; Shibata et al., 2006).

Dans une étude méthodologique comparative de dénombrement viral, Bettarel et
collaborateurs ont comparé l'utilisation de la MET et celle de la ME en association avec les
fluorochromes DAPI, Yo-Pro-1 et SYBR Green | (Bettarel et al., 2000). Les résultats
concordent une fois encore avec les études précédentes, montrant une abondance moins
élevée de virus lors de l'utilisation de la MET par rapport a la ME, quelque soit le
fluorochrome vutilisé, et une variabilité plus importante des résultats en MET. Des trois
fluorochromes utilisés, les résultats d'abondance virale étaient les plus faibles en utilisant le
DAPI. Lors de l'utilisation des deux autres fluorochromes, les résultats étaient similaires
jusqu’a un seuil de 5 x 10 particules/ml, a partir duquel les concentrations obtenues avec le
SYBR Green | étaient moins élevées. Les auteurs pensent que cette différence serait induite
et par une plus courte durée de fluorescence du SYBR Green | par rapport au Yo-Pro-1. Les
comptages seraient donc sujets a un biais pour peu qu‘aucun logiciel d’analyse d'image ne
soit utilisé pour fixer rapidement une image. L'hypothese d’acides nucléiques libres,
pouvant expliquer les différences de résultats entre la MET et la ME, a également été
suggérée et examinée. Les auteurs ont alors traité leurs échantillons a la RNase et a la
DNase et ont constaté une diminution de 39 % a 53 % du nombre de particules considérées
comme virales en ME. Ceci concorde avec les résultats de Hara et collaborateurs (Hara et al.,
1991) qui ont observé une abondance virale supérieure d'un tiers en ME avec du DAPI
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comparativement a I'emploi dela MET sur des échantillons marins pélagiques de Sagami
Bay. Par contre, Hennes et collaborateurs, ainsi que Drake et collaborateurs, qui ont
compareé les résultats d’abondance virale en ME avec et sans traitement a la DNase sur des
échantillons marins du Golfe du Mexique et de la Baie de Chesapeake, respectivement,
n‘ont noté aucune différence significative (Hennes & Suttle, 1995; Drake et al, 1998).
Bettarel et collaborateurs ont cependant estimé que seul 15.4 % du biais de la surestimation
d’abondance virale pouvaient étre imputés aux acides nucléiques libres. lls avancent
I'hypothése que les diminutions de I'abondance virale observées, suite a des traitements a la
RNase ou a la DNase, seraient la conséquence de la dégradation des particules virales par
ces enzymes. Des études comparatives entre échantillons traités et non traités a la DNase
ou la RNase ont été faites en MET et en ME. En moyenne, les auteurs ont observé une
diminution d'abondance virale de 16.1 % en MET et 26.4 % en ME et concluent que le
traitement des échantillons a I'aide de ces enzymes devraient étre évité (Bettarel et al.,
2000). La dégradation des particules virales par la DNase est également I'hypothese
suggérée par Jiang et collaborateurs (Jiang & Paul, 1995) pour expliquer la diminution entre
33 % et 48 % de I’ADN encapsidé dans les cultures du phage T2 et dans le plancton du Golfe
du Mexique.

8.2.3. La cytométrie en flux

Appliquée initialement aux cellules eucaryotes (Gray et al, 1975), ensuite aux
bactéries (Bailey et al., 1977) et enfin aux phages (Hercher et al., 1979), la cytométrie en flux
(CMF) est également une technique, qui peut étre employée pour le dénombrement direct
microbien et viral. Elle est également baséesur la détection de luminescence ou de
fluorescence. La fluorescence peut étre obtenue comme en ME, en utilisant des
fluorochromes qui se fixent sur les acides nucléiques. L'excitation se fait ensuite grace a une
lampe a mercure, ou le plus souvent, grace a un laser. La détection des particules
fluorescentes se fait a I'aide de photomultiplicateurs, qui amplifient le signal fluorescent
avant qu'il ne soit numérisé. Des milliers de signaux par seconde peuvent étre captés (Wang
et al.,, 2010). Les signaux peuvent étre ensuite analysés par des logiciels sur ordinateur,
permettant ainsi le dénombrement des particules fluorescentes.

Plusieurs fluorochromes peuvent étre utilisés, selon le type d'analyse désirée. Les
fluorochromes utilisés pour le bactérioplancton non pigmenté incluent notamment le SYTO
13, le YOYO-1, le Yo-Pro-1, le PicoGreen, le TOTO-1, le TO-PRO et les fluorochromes de la
série du SYBR (Vives-Rego et al., 2000). Dans le protocole mis en place pour dénombrer des
virus dans les milieux aquatiques, Marie et collaborateurs utilisent le SYBR Green | comme
fluorochrome (Marie et al., 1999). Le SYBR Gold peut étre utilisé comme fluorochrome
alternatif a SYBR Green | et est réputé pour avoir une fluorescence plus stable que le SYBR
Green | (Chen et al., 2001). En revanche, aprés comparaison entre plusieurs fluorochromes,

39



a savoir le SYBR Green |, le SYBR Green I, le PicoGreen et I'OliGreen, Brussaard et
collaborateurs concluent que le fluorochrome le mieux adapté aux analyses cytométriques
des virus aquatiques est le SYBR Green | (Brussaard et al., 2000), avec des résultats meilleurs
que ceux obtenus avec le SYBR Gold (Brussaard, 2004).

Lors de la comparaison des trois méthodes directes de dénombrement viral, a savoir
la MET, la ME et la CMF, une assez bonne corrélation a pu étre observée par Marie et
collaborateurs (Marie et al., 1999). Les résultats acquis par la CMF étaient généralement
plus élevés que ceux issus des deux autres méthodes. Toutefois, les mesures par ME, avec
du DAPI ou du SYBR Green |, étaient pourtant plus élevées que celles obtenues avec la CMF,
mais uniquement en présence de faibles concentrations virales, mais 35 % moins élevées
pour de hautes concentrations virales. La sous-estimation de I'abondance virale en utilisant
la MET par rapport a la CMF était de I'ordre de 15 %. Une forte corrélation entre les
méthodes de la microscopie a épifluorescence et la cytométrie en flux a également été
constatée sur des échantillons marins probablement dominés par des bactériophages
(Brussaard et al., 2010), ce qui est en accord avec les résultats obtenus sur les grands virus
de I'algue Phaecystis par Marie et collaborateurs (Marie et al., 1999). Lors de ces analyses,
I'importance de la conservation (mode et durée) des échantillons a été soulevée. Wen et
collaborateurs constatent une perte d’abondance virale, par analyse en ME, de 16.4 % dés la
premiére heure apres fixation et entre 20 % et 35 % au bout de 4h (Wen et al., 2004). Pour
éviter de telles pertes, il est a présent recommandé de plonger les échantillons dans de
I'azote liquide (technique dite de « flash-freeze ») et de conserver les échantillons a -80°C si
les analyses ne peuvent étre faites dans I'heure qui suit la fixation (Marie et al., 1999;
Brussaard, 2004; Wen et al., 2004).

Un des avantages de la cytométrie en flux est la possibilité de discerner plusieurs
populations de virus. Ces populations peuvent étre identifiées par des analyses
biparamétriques, en observant l'intensité de la fluorescence en fonction du « side scatter »
qui exprime la taille et la structure des particules. Cependant, aucune corrélation linéaire
entre la taille du génome et I'intensité de la fluorescence n’a été établie (Marie et al., 1999;
Brussaard et al., 2000). D'autres avantages sont notés comme une meilleure précision, un
seuil de détection bas, une rapidité d'acquisition des données (permettant de manipuler un
grand nombre d’échantillons par jour) et la possibilité d’analyses multiparametriques. Parmi
les limitations, la cytométrie en flux partage avec la microscopie a épifluorescence le
manque d’information sur la capacité infectieuse des particules analysées. La confusion
potentielle entre les particules virales infectieuses, les particules colloidales associées a des
acides nucléiques, les particules virales défectives et les GTA est difficile a éviter. D'autres
désavantages sont la nécessité d'avoir le matériel nécessaire (dont I'entretien peut étre
coUteux) et le besoin de personnel possédant une expertise dans le domaine pour les
analyses (Marie et al., 1999; Brussaard et al., 2000; Vives-Rego et al., 2000; Weinbauer,
2004; Brussaard et al., 2010).
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8.3.Les méthodes moléculaires de détection virale

Il existe des techniques moléculaires complémentaires aux techniques de
dénombrement qui permettent la détection de virus, via leur génome, dans des échantillons
divers. Celles-ci sont essentiellement de deux types: séquence-dépendante et séquence-
indépendante. Parmi les techniques séquence-dépendantes, figure la PCR (ou « Polymerase
Chain Reaction ») ainsi que I'utilisation de puces a ADN. Ces techniques reposent sur la
connaissance des génomes des virus recherchés. Ainsi, la PCR nécessite I'utilisation
d’amorces, ce qui induit la connaissance des séquences génomiques virales pour créer des
amorces. Ceci limite donc la détection aux virus connus ou proches, mais ne permet pas
I'accés aux virus inconnus (Mokili et al., 2012). Une méthode consiste a utiliser des amorces
consensus. A partir d’alignements multiples de séquences conservées, les nucléotides les
plus fréquents a chaque position sont retenus et définissent la séquence de I'amorce.
L'utilisation de ces amorces est limitée a la détection de séquences relativement
conservées. Une autre approche consiste a utiliser des amorces dégénérées, faites d'un
mélange d'amorces dessinées a partir des différentes séquences retrouvées dans les
alignements multiples. Elles permettent la détection de plusieurs séquences différentes. Le
probléeme rencontré dans I'utilisation de ces amorces est la chute de concentration
d’amorces dans la réaction de PCR lorsque plusieurs séquences différentes sont présentes
dans I'échantillon. Les amorces sont alors vite épuisées lors des premiers cycles de réaction
de PCR et les amorces restantes se concentrent pouvant donner naissance a I'amplification
d'artéfacts (Rose et al., 1998). La méthodologie de PCR a été utilisée notamment pour
détecter des virus pathogenes de poisson (Arakawa et al., 1990), d’entérovirus, de I'hépatite
A et du HIV en utilisant la RT-PCR (ou Reverse Transcription PCR) (Ansari et al.,, 1992;
Kopecka et al., 1993; Tsai et al., 1993; Griffin et al., 1999) et des phages dans l'industrie
lactique (Brussow et al., 1994). Chen et Suttle (Chen & Suttle, 1995) ont appliqué cette
approche pour la détection de virus d'algues dans des échantillons environnementaux. Les
auteurs ont utilisé des amorces dégénérées pour I'amplification et l'identification du gene
codant pour I’ADN polymérase (pol) des virus qui infectent trois genres de micro-algue.

L'utilisation de puces a ADN appliquées a la virologie a été développée par Wang et
collaborateur (Wang et al., 2002; Wang et al., 2003). Pour la détection de virus, les puces
sont préparées avec des sondes qui s'hybrident avec des séquences virales connues et des
séquences de virus potentiellement nouveaux a condition que la similarité de séquence soit
suffisante. La méthode a été appliquée pour détecter des virus connus ainsi que des virus de
nouveaux taxons, surtout en virologie clinique (Mokili et al., 2012).

Contrairement a la détection de virus par PCR ou puce a ADN, les approches
métagénomiques et la PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) sont séquence-
indépendantes. La PFGE repose sur la concentration de la fraction virale extraite a partir
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d'un échantillon. Cette fraction est ensuite déposée dans de I'agarose puis traitée a la
protéinase et soumise a l'action de détergents. Les acides nucléiques viraux sont ensuite
séparés par électrophorése. Cette technique permet d'avoir une empreinte de la diversité
virale par I'obtention de bandes életrophorétiques de tailles différentes, correspondant aux
différents génomes viraux. Ainsi, des échantillons différents peuvent étre comparés. Des
bandes d’intérét peuvent étre ultérieurement récupérées et séquencées (Santos et al,
2012).

Dans la métagénomique microbienne, I’ADN total d'un échantillon peut étre extrait
et le géne codant pour I'’ARNr 16S peut étre amplifié. Etant donné que les virus sont
acellulaires et polythétiques, ils ne partagent donc ni gene ribosomique, ni géne universel,
ce qui empéche toute amplification deceux-ci. Pourtant, plusieurs techniques
d’amplification et de comparaison de génes viraux ont été développées notamment en
virologie clinique (Mokili et al.,, 2012), mais également en écologie virale dans différents
écosystemes (Breitbart et al,, 2002). Ces approches passent par une premiére étape de
concentration de la fraction virale. Une fois le compartiment viral isolé, une banque dite
«LASL» (ou «Linker-Amplified Shotgun Library ») est construite. Ceci nécessite la
réalisation d'une extraction des génomes viraux et de leur fragmentation, suivi de leur
amplification par PCR a l'aide de linkers auxquels les fragments sont associés. Les
fragments amplifiés sont ensuite clonés et séquencés, puis les séquences sont analysées par
comparaison aux bases de données in silico. L'étape de fragmentation et d’amplification par
PCR permet de contourner différents problémes, comme la toxicité de certains fragments
(codant par exemple pour les lysozymes) et permet de convertir I’ADN modifié (contenant
par exemple des acides nucléiques alternatifs) des virus en de ’ADN non-modifié (Breitbart
et al, 2002; Edwards & Rohwer, 2005). L'approche métagénomique a l'avantage de
permettre la détection des virus « cultivés », mais aussi des« non cultivés ». L'application de
cette approche a abouti au constat que 70 % des séquences obtenues ne présentaient
aucune homologie dans les bases de données et méme les séquences présentant des
similarités avec d'autres séquences, présentent souvent moins de 5o % de similarité.
Cependant, environ 30 % des ORF (« Open Reading Frame ») des virus cultivables séquencés
ne présentent aucun homologue (Rosario & Breitbart, 2011). Le faible taux de similarité
peut également étre interprété comme la résultante de la faible représentativité des virus
actuellement connus comparativement a la connaissance des communautés microbiennes,
dont seulement 10 % des séquences n‘ont pas d’homologues dans les bases de données.
Outre la dimension identitaire, la réalisation de bases de données métagénomiques virales
permet d'accéder a la vision de la diversité globale et de I'abondance relative des génotypes
viraux présents dans un échantillon donné. Ainsi, certaines analyses métagénomiques,
basées sur des modéles mathématiques, suggérent quelles communautés virales non
cultivées sont parmi les communautés les plus diversifiées sur terre (Breitbart et al., 2002;
Breitbart & Rohwer, 2005).
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La premiére étude de métagénomique virale appliquée a des échantillons naturels a
été effectuée par Breitbart et collaborateurs (Breitbart et al., 2002). Elle a permis de révéler
une tres large diversité virale dans les échantillons issus de deux écosystemes marins, le
Mission Bay et le Scipps Pier a San Diego. La majorité (65 %) des séquences obtenues ne
présentait aucune similarité de séquence avec les banques de données. Parmi les autres
séquences, des similarités ont pu étre identifiées au sein de toutes les familles de phages
caudés a ADN double brin, ainsi que parmi des familles de virus d'algues. En s’appuyant sur
des modéles mathématiques, il est apparu que le génome viral le plus abondant constituait
2-3 % de la population totale des deux communautés virales étudiées, 'une contenant
approximativement 374 types viraux et l'autre environ 7114. Dans une étude ultérieure par
Breitbart et collaborateurs (Breitbart et al., 2004a), les auteurs ont isolé la fraction virale
d’'un kilogramme de sédiment du Mission Bay et construit une banque de données
métagenomiques virales. Trois quart des séquences ne présentaient aucune similarité avec
les séquences accessibles dans les bases de données. Parmi le quart restant, la majorité des
hits appartenait a des phages a ADN double brin. Grace a un échantillonnage fait en
parallele pour I'étude de la communauté virale de la colonne d’eau sus-jacente (Breitbart et
al., 2002), la communauté virale des sédiments a pu étre comparée aux communautés
virales marines, dont celle de la colonne d’eau sus-jacente. Une composition trés différente
a pu étre constatée. Les auteurs notent un « trait marin » commun entre les virus détectés
qui pourrait suggérer une descendance phylogénétique commune. En analysant les
séquences issues du métagénome viral des sédiments, Breitbart et collaborateurs ont
également constaté un taux important de séquences présentant des similarités avec des
séquences lysogenes, ce qui suggérerait une prédominance d’'un mode de vie tempéré dans
les sédiments (Breitbart et al, 2004a). Les modeéeles mathématiques ont estimé la
population virale a plus de 10* parmi les 10" particules virales dans le kilogramme de
sédiment, ce qui suggererait que les communautés virales des sédiments marins
représenteraient un des plus grands réservoirs de séquences nucléotidiques inexplorées.

Dans une étude métagenomique menée a plus grande échelle, 184 assemblages
viraux (le terme «assemblage» étant utilisé au lieu de « communauté » par préférence
linguistique des auteurs) ont été obtenus a partir de 68 sites provenant de quatre régions
océaniques (Angly et al., 2006). Les échantillonnages ont été effectués en Colombie-
Britannique, au Golfe du Mexique, dans la mer des Sargasses et dans I'Océan Arctique et
ceci a plusieurs profondeurs (entre o m et 3246 m). Comparativement aux études
précédentes, une plus grande proportion de séquences, 91.4 %, ne partageait aucune
similarité avec celles disponibles dans les bases de données. Les auteurs ont attribué cette
forte proportion a un biais méthodologique. En effet, ces derniers ont préféré |'utilisation
du pyroséquencage (454 Life Sciences), qui génere de courts fragments de ~100 pb,
comparativement a la méthodologie de Sanger utilisée, entre autre, par Breitbart et
collaborateurs (Breitbart et al., 2002; Breitbart et al., 2004a), qui génére des fragments plus
longs de ~650 pb. De maniére générale, la majorité des séquences provenant des
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échantillons de I'Océan Arctique, de la Colombie Britannique et du Golfe de Mexique
présentait des similarités avec des séquences de bactéries. Les auteurs proposent que ceci
soit pour partie d0 a un biais reposant sur la nature des séquences disponibles dans les
banques de données, aux prophages encore non-identifiés parmi ces séquences et a un taux
élevé de transfert horizontal entre phages et hotes. Les échantillons présentant le plus de
similarité avec séquences disponibles dans les bases de données étaient ceux provenant de
I'Océan Arctique, qui semblaient étre dominés par des séquences de prophages. Les
échantillons de la mer des Sargasses étaient majoritairement constitués de séquences de
cyanophages et d’un nouveau clade de phage a ADN simple brin (Angly et al., 2006).

Globalement, cette étude a suggéré une diversité générale trés élevée, les
échantillons étant constitués probablement de plusieurs centaines de milliers d'especes,
variant régionalement sur un gradient Nord-Sud en latitude. Cependant la plupart des
especes virales semblait étre tres répandue. Avec une majorité d'especes virales partagées
entre les différentes régions océaniques, la plupart des différences entre les assemblages
viraux semblaient étre expliquées par la variation de la fréquence des especes les plus
communément présentes et non par |'exclusion de génomes viraux. Ces résultats appuient
la notion d'un « trait marin » postulée par Breitbart et collaborateurs (Breitbart et al., 2002).
lls suggerent également que les virus sont globalement trés dispersés et que les conditions
environnementales locales impriment une pression sélective favorisant certains types viraux
par rapport a d'autres (Angly et al., 2006). Cette étude semble appuyer, de ce fait,
I'hnypothese postulée par Breitbart et Rohwer (Breitbart & Rohwer, 2005) selon laquelle
«tout est partout». D'aprés cette hypothese, qui s'appuie sur 'analyse de résultats de
métagénomes viraux ciblant I'abondance virale du globe et sur les déplacements des virus a
travers des biomes (Breitbart et al., 2002; Sano et al., 2004; Breitbart et al., 2004a; Cann et
al., 2005), les virus seraient ubiquitaires sur le globe et la domination de certains types
viraux en un lieu donné serait expliquée par la pression sélective locale. Les auteurs
proposent un modele de « banque » (Figure 15) ou les virus dominants sont actifs et les
autres types viraux demeurent dans un état de quiescence. Les types viraux dominants
changent constamment suivant la domination des populations hotes et les conditions
environnementales. Les virus maintenus a I'état quiescent permettent d‘alimenter la
fraction active.
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Figure 15. Représentation schématique du modéle en « banque » proposé par Breitbart et Rohwer. Le schéma représente
la distribution génotypique virale, en fonction de I'abondance du rang, au sein d’'une communauté. Le génotype le plus
abondant est placé en « 1 » sur le rang, le second génotype le plus abondant est placé en deuxiéme position ainsi de suite.
Les génotypes les moins présents constituent la « banque » qui alimente la fraction active lors des changements de
conditions locales, telles que les variations de domination des souches hotes (adapté a partir de Breitbart et Rohwer,
2005).

La nature de la fraction inactive de virus, en revanche, est inconnue. Les auteurs
s'appuient sur le fait que malgré que la dégradation des particules virales soit généralement
élevée, elle a tendance a diminuer avec le temps. Une alimentation de différents types
viraux pourraient également provenir de lysogénes et de maniére allochtone. Breitbart et
Rohwer notent également que les métagénomes ne tiennent pas forcément compte du
phénotype de la communauté échantillonnée car I'expression et l'interaction des géenes
dépendent de leurs arrangements au sein des génomes. En effet, les unités de base de
I'organisation dans les génomes sont les opérons dans les génomes microbiens et les
modules (en mosaique) chez les phages. Bien que différentes, ces unités (ou clusters de
genes) sont semblables, relativement autonomes et peuvent se déplacer tout en conservant
leur fonctionnalité (Figure 16) (Breitbart & Rohwer, 2005).
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Figure 16. Représentation schématique de la relation entre les métagénomes, les modules de phages, les opérons et les
éléments génétiques mobiles. Les métagénomes sont des populations de génes dans un échantillon particulier.
L'arrangement de base de ces génes est constitué de modules de phages et d’opérons de microbes. Les éléments
génétiques mobiles « professionnels » facilitent le déplacement des modules et des opérons au sein des génomes. Tout
géne peut potentiellement devenir un élément génétique mobile «accidentel » via la recombinaison non-homologue
(adapté a partir de Breitbart et Rohwer, 2005).

La métagénomique virale représente un domaine d'études permettant d'apporter
beaucoup d’‘information quant a la diversité des virus dans les échantillons, ainsi qu’a leur
distribution a un niveau plus global. Une difficulté majeure de cette approche est d'arriver a
obtenir toute la fraction virale sans perdre trop de matériel ni inclure des contaminations.
Un autre inconvénient provient du volume important d’échantillon a traiter pour obtenir une
fraction virale analysable, 200 | d’eau ou 1 kg de sol étant recommandés (Edwards &
Rohwer, 2005). Les techniques de séquencage a haut débit, ainsi que le développement de
nouvelles techniques d’amplification, ont permis d’améliorer la construction de banques
métagénomiques virales. La détection des virus a ARN ou a ADN simple brin est ainsi a
présent possible et le développement des technologies de séquencage permet maintenant
d'éviter I'étape de clonage. Les avancées technologiques ont accéléré la construction de
métagénomes viraux, au point qu‘aujourd’hui au moins 24 banques couvrant de nombreux
environnements différents et représentant 810 Mpb sont disponibles (Rosario & Breitbart,
2011).
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9. L’abondance virale dans les milieux aquatiques

L'abondance virale dans les systéemes aquatiques est trés variable. Selon
I’écosystéme étudié, la densité virale peut étre a peine détectable (< 10* virus/ml) ou peut
atteindre une abondance importante excédant 10° virus/ml. La densité virale augmente
généralement avec la productivité et la concentration en nutriments du milieu.
L'importante variabilité de I'abondance virale suggere que les virus sont un composant actif
du plancton (Wommack & Colwell, 2000).

Quelque soit la méthode utilisée pour le dénombrement viral, certaines tendances
peuvent étre observées. Ainsi, dans les écosystemes marins, la densité décroit des cotes
(~10° - 107 VLP/ml) vers le large (~ 10° - 10° VLP/ml) et de la surface vers les couches
inférieures de la zone euphotique et atteint un minimum au niveau de |'océan profond
(~20*- 10 > VLP/ml) (Paul & Kellogg, 2000; Sime-Ngando & Colombet, 2009). Dans I'océan
profond, les sources hydrothermales peuvent toutefois faire exception avec une abondance
qui peut étre plus élevée (Ortmann & Suttle, 2005).

L’abondance virale varie également en fonction du temps et selon la profondeur de
I'océan. Hara et ses collaborateurs (Hara et al., 1996) ont échantillonné I'Océan Pacifique
Nord subarctique et subtropical a des profondeurs entre 0 m et 5ooo m. Ainsi, dans les
échantillons de la zone subarctique, I'abondance virale variait entre 6.0 x 10* VLP/ml a
5000 m de profondeur et 3.8 x 10° VLP/ml & 50 m de profondeur et les ratios virus:bactéries
(« Virus-to Bacteria Ratio » ou VBR) était compris entre 1.6 et 7.5, respectivement. Dans les
échantillons de la zone subtropicale, la densité virale était comprise entre environ 4.0 x 10°
VLP/ml & partir de 400 m de profondeur et environ 1.9 x 10° VLP/ml & 50 m de profondeur et
avec des VBR oscillant entre 1.0 et 8.7, le chiffre maximal étant atteint a 5000 m de
profondeur.

L’abondance virale suit également une certaine saisonnalité. Dans une étude de suivi
de I'abondance virale dans des échantillons cétiers de la mer Adriatique au cours du temps,
Weinbauer et collaborateurs (Weinbauer et al., 1994) ont observé un pic d’abondance virale
en été et a I'automne (jusqu’a 9.5 x 10’ VLP/ml), abondance qui diminuait ensuite en
dessous de 10° VLP/ml en hiver. Une variabilité saisonniére du VBR a été également
constatée avec des chiffres compris entre 0.9 et 89.1 (en automne) et 15.0 en moyenne.
Selon ces auteurs, les pics d'abondance pourraient correspondre aux blooms
phytoplanctoniques. Une variation temporelle a I'échelle de la journée a pu également étre
observée et les auteurs ont pu calculer une mortalité bactérienne variant entre 39.6 % et
212.2 %. Le VBR paraissait diminuer avec la profondeur de o m a 22 m, ce qui aurait pu étre
mis en relation avec une densité de population microbienne dans la couche thermocline de
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la surface, dont la production virale aurait donné des valeurs importantes de VBR pour la
surface (Weinbauer et al., 1994).

Dans les milieux dulgaquicoles, I'abondance virale est généralement plus élevée que
dans les écosystemes marins et augmente avec |'eutrophisation (Maranger & Bird, 1995).
Dans 22 lacs échantillonnés au Québec, Maranger et Bird ont trouvé une abondance virale
moyenne de 2.5 x 10® VLP/ml (Maranger & Bird, 1995). La variabilité temporelle reste
cependant importante comme l'indique par exemple les travaux de Hofer et Sommaruga
(Hofer & Sommaruga, 2001) qui ont calculé une densité en virus dans un lac oligotrophe
d'Autriche variant sur I'année entre <2 x 10* VLP/ml aprés la fonte de la glace et 4.6 x 10°
VLP/ml sous la glace, avec un VBR compris entre 0.1 et 11. Dans une autre étude réalisé sur
le réservoir Sep, un lac oligo-mésotrophe, Pradeep Ram et collaborateurs (Pradeep Ram et
al., 2005) ont observé une variation d’abondance allant de 0.6 x 10’ & 1.3 x 10° VLP/ml, le
VBR variant entre 2 et 12.

Il est important de noter que la différence entre les milieux marins et d’eau douce ne
se limite pas a une simple différence de la concentration en NaCl, mais couvre un large
éventail de facteurs biologiques, physiques et chimiques. En outre, les environnements
limnétiques comprennent une variété d'habitats y compris, par exemple, des ruisseaux, des
sources chaudes et des lacs alpins. Certaines des propriétés physico-chimiques qui les
différencient globalement de la plupart des écosystémes marins sont de plus grands
gradients temporels et spatiaux et des facteurs tels que la température, le pH, la salinité, la
saturation en oxygene, des concentrations plus élevées de matieres organiques dissoutes et
la délimitation physique des lacs, limitant les échanges de matériel génétique avec les
autres environnements (Middelboe et al., 2008).

Dans une étude réalisé sur un estuaire tropical ou se produit un mélange d’eau douce
et marine, Cissoko et collaborateurs (Cissoko et al., 2008) ont noté une diminution abrupte
de la concentration cellulaire et corrélativement une augmentation de I'abondance virale
quand des bactéries issues d’eau douce étaient mises dans un environnement marin, ce qui
suggére une activation des virus tempérés engageant un cycle lytique. A I'opposé, I'ajout
d’eau douce dans des échantillons marins a eu pour conséquence une croissance
bactérienne suivie d'une augmentation de I'abondance virale. Les auteurs expliquent ce
phénomeéne par une résistance plus forte aux variations d'osmose des communautés
microbiennes marines par rapport aux communautés microbiennes dulcicoles. Une autre
étude détaillée réalisée par Auguet et collaborateurs (Auguet et al.,, 2006) rapporte des
données précisant les variations saisonniéres de la structure du virioplancton le long un
gradient de salinité au niveau de l'estuaire de la riviere Charente (France). Des pics
d’abondance virale similaires ont été observés en été a la fois dans la riviere et dans
I'estuaire, oU la densité virale atteignait respectivement 20.8 x 10’ VLP/ml et 8.0 x 10’
VLP/ml. Les densités virales étaient plus faibles en hiver, diminuant a 3.6 x 20” VLP/ml dans
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la riviére et & 1.4 x 10’ VLP/ml dans I'estuaire. Ces auteurs ont aussi pu démontrer par des
techniques d‘analyse complémentaires, la MET et la PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis), la variabilité saisonniére de la structure des communautés virales en
rapportant I'existence d'une variabilité de la taille des génomes viraux et des capsides
virales selon les saisons. Leurs résultats suggerent une variation, et donc une diversité,
importante du virioplancton liée aux changements d‘activité et de structure des
communautés microbiennes.

D’autres études menées le long de gradients de salinité suggérent également une
importante dynamique virale liée a une variation de salinité. Ainsi, Bettarel et collaborateurs
ont constaté une diminution de la densité procaryotique et virale, par ailleurs intercorrélée,
de I'amont de la riviere Bach Dang (Vietnam), vers |'aval ou se fait le contact avec la mer
(Bettarel et al., 2011a). L'abondance procaryotique déclinait de 1.9 x 10’ cellules/ml pour la
partie en amont & 4.2 x 10° cellules/ml au niveau de la partie en aval. Corrélativement, la
densité virale déclinait de 1.5 x 10% VLP/ml de I'amont & 6.5 x 10’ VLP/ml a l'aval. La
proportion de cellules lysogénes variait entre o % et 5.4 % en présence d'une salinité nulle
ou faible, cependant qu’a partir d’un taux de salinité® de 21, la fraction de cellules lysogénes
augmentait jusqu’a un maximum de 27.1 % dans le site le plus en aval. Une corrélation
négative entre la production lytique de virus et la salinité a également été notée par ces
auteurs, qui ont suggéré que les virus marins tempérés étaient induits sous l'effet de la
baisse de la salinité engendrée par I'afflux d’eau douce. La diminution de la fraction
cellulaire inductible retrouvée en amont de la riviere serait alors due a linduction
progressive de ces derniers suite aux variations de la salinité. Dans une seconde étude
consacrée a l'incidence de la variation de concentration en NaCl, Bettarel et collaborateurs
(Bettarel et al., 2011b) ont étudié la relation virus-procaryote le long d'un gradient de
salinité allant de 10 %o a une concentration proche de la saturation du sel, soit 360 %o. Au-
dela d'une salinité de 240 %o, les auteurs ont constaté une augmentation considérable,
jusqu’a 5o fois par rapport a une salinité proche de zéro, de la densité procaryotique et
virale, ainsi que I'apparition d’haloarchées de morphologie cubique et de virus pléomorphes
(principalement fusiformes et linéaires). La fraction de cellules lysogéniques était
positivement corrélée avec la proportion de cellules de morphotype carré. La fraction des
cellules infectées lytiquement oscillait entre 0.8 % et 20.1 % entre 10 %o et 140 %o et n'était
plus détectable a des salinités supérieures a 190 %o. Les auteurs expliquent ces résultats par
une croissance bactérienne jusqu’a une salinité avoisinant les 250 %o, a partir de laquelle la
concentration en sel favorise la croissance des archées halophiles. L'abondance virale
atteignait une valeur de 6.8 x 10° VLP/ml dans ces milieux hypersalins, une abondance
probablement liée a la stabilité des particules virales dans ce type d’environnement. Une
forte abondance virale dans les milieux hypersalés pourrait s’expliquer par la stabilité des

®Les auteurs ne précisent pas l'unité qu’ils utilisent pour la mesure de la salinité. Ils utilisent sans doute la
salinité (S) d'un échantillon d'eau qui est donnée par le rapport K de la conductivité électrique de cet
échantillon d'eau de mer a 15 °C et a la pression atmosphérique normale
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particules virales dans des conditions de forte concentration ionique, ainsi que par le
manque de prédateurs microeucaryotes du type brouteurs qui diminuerait cette abondance
virale dans des conditions moins hostiles.

10. Les interactions hotes-virus dans les milieux

aquatiques

10.1. La virulence et ses implications

Les virus constituent une des principales causes de mortalité bactérienne dans les
écosystémes aquatiques par I'intermédiaire de la phase lytique de leur développement. Par
simple observation de virus en microscopie, il n‘est pas possible de discerner les virus
tempérés des virus virulents. Différentes approches ont donc été développées pour estimer
la fraction des virus lytiques, dont i) l'observation par MET des cellules visiblement
infectées, ii) le dénombrement de virions néoformés aprés une lyse de cellules bactériennes
infectées, iii) I'estimation de taux d’élimination des virus (ou « decay rate » qui suppose que
les virus se dégradent vite et donc que leur détection est la conséquence d'une production
récente) et iv) l'utilisation de traceurs viraux fluoromarqués par exemple (Sime-Ngando &
Colombet, 2009). Par ces différentes approches, il est estimé que 10 % a 5o % de la
production bactérienne journaliére sont détruits par les virus dans les eaux marines et entre
10 % et 20 % de la production bactérienne journaliere dans I'ensemble des systemes
aquatiques (Wommack & Colwell, 2000). La fluctuation de ces taux se fait entre des valeurs
proches de zéro et 100 % selon I'écosysteme étudié (Weinbauer, 2004).

Les virus jouent également un role indirect important dans les cycles
biogéochimiques en raison de leur implication dans la mortalité bactérienne. Des modeéles
mettent en évidence que les virus catalysent et accélérent la transformation de la matiere
de I'état particulaire (« particulate organic matter », ou POM, comprenant par exemple les
organismes vivants, matiére détritiques, etc...) en matiére dissoute («dissolved organic
matter », ou DOM, comprenant les produits de la lyse virale, dont les virus, les organites
cellulaires, molécules organiques et inorganiques, etc...), cette derniere étant
principalement recyclé par les bactéries hétérotrophes (Fuhrman, 1999; Wilhelm & Suttle,
1999; Middelboe et al., 2003). En conséquence, les virus « court-circuitent » une partie des
transferts trophiques, ce qui augmente la respiration globale et diminue le transfert du
carbone vers les niveaux trophiques supérieurs (Figure 17). La conversion par la lyse virale de
la matiére organique particulaire en agrégats organiques peut influencer la proportion des
nutriments (carbone, azote, phosphore, fer). En effet, une partie la matiére organique a fort
potentiel de sédimentation tend a séquestrer le carbone, ainsi que d'autres éléments, ceux-
ci devenant donc peu disponible au recyclage (Suttle, 2005). Toute la matiére n'étant pas
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forcément séquestrée, une partie peut également stimuler la croissance de certains groupes
d’hétérotrophes et d’eucaryotes auxotrophes (Weitz & Wilhelm, 2012).
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Figure 17. Représentation schématique du réle des virus dans les cycles biochimiques et dans la catalyse, par lyse virale, du
transfert des nutriments dans un « pool » de matiére organique dissoute (MOD) et particulaire (MOP) (d’apres Suttle,
2005).

Les bactéries forment une composante importante et diversifiée de la biomasse
marine et la structuration de leurs communautés en fonction des conditions biotiques et
abiotiques est encore relativement peu connue (Polz et al., 2006). Selon la théorie « killing
the winner», la diversité au sein des communautés microbiennes serait maintenue par
I'infection virale et la lyse des espéces dominantes les plus compétitives. La rencontre entre
les virus et les cellules hotes dépendant principalement de la densité de la population hote,
les especes dominantes seraient alors plus exposées que les dominées a I'infection virale et
leur destruction permettrait de maintenir les populations dominées dans |'écosystéme. Ce
modéle reposant principalement sur la lyse cellulaire, la lysogénie y est difficilement
intégrable (Thingstad & Lignell, 1997; Thingstad, 2000). Le modéle de la réserve en
« banque » de Breitbart et Rohwer s’appuie essentiellement sur cette théorie du « killing the
winner » (Breitbart & Rohwer, 2005).
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10.2. Les enjeux de la lysogénie

Certains résultats de recherche de prophage dans les souches bactériennes
séquencées suggerent qu'environ 60 % des bactéries portent au moins un prophage
(Casjens, 2003; Edwards & Rohwer, 2005). D'apres les études faites par Jiang et Paul,
environ 40 % des bactéries marines seraient effectivement lysogéniques (Jiang & Paul,
1994; Jiang & Paul, 1998; Paul, 2008). La lysogénie peut étre considérée comme une
stratégie avantageuse quand la densité cellulaire (et les ressources nutritives) est trop faible
pour une infection lytique (Stewart & Levin, 1984) ou quand le taux de dégradation des
particules virales libres est trop fort pour une propagation de type lytique (Lenski, 1988). Ces
suppositions reposent sur I'hypothése selon laquelle la fréquence de rencontre entre les
particules virales et les cellules hotes est trop faible pour qu’une production de virus par
cycle lytique puisse maintenir une population virale. Le virus se loge alors dans la cellule
hote sous forme de prophage et peut ainsi bénéficier d'une protection générale face a
I'environnement, notamment grace a au systéme de maintenance génomique de la cellule
qui I'héberge. Cette interaction est contraignante pour la cellule, car elle utilise des
ressources pour la réplication et la maintenance de matériel génétique supplémentaire et
elle coure un risque de lyse en cas d'induction. Le virus tempéré sous forme de prophage, en
revanche, est contraint de se répliquer au méme rythme que I'hote dans lequel il est
(Marsh & Wellington, 1994; Weinbauer, 2004).

Cependant, certains avantages peuvent étre apportés aux cellules hotes par les
prophages. Parmi les avantages acquis par conversion phagique, il y a entre autres une
immunité envers d'autres phages apparentés, I'acquisition de résistance aux antibiotiques
et de facteurs de virulence, ainsi que des modifications antigéniques et métaboliques
(Ackermann & DuBow, 1987). Un autre bénéfice potentiel pourrait étre |'élimination des
populations bactériennes non lysogénes, favorisant ainsi la croissancedes bactéries
lysogénes. En effet, suite a la lyse virale, les cellules peuvent relarguées des enzymes
lytiques parmi les particules virales. Les populations cellulaires non immunisées par la
présence d'un prophage et sensibles aux enzymes lytiques seraient potentiellement
éliminées, laissant plus de ressources aux populations lysogénisées (Stewart & Levin, 1984).

Etant donné qu'il n’est pas possible de distinguer les particules virales lysogénes des
particules lytiques dans une population virale, I'approche utilisée pour quantifier la
lysogénie dans la nature est la mesure de la fréquence de lysogénie dans les souches hotes
(marines) isolées. L'identification des lysogenes implique de soumettre les cellules a un
stress capable de provoquer une induction virale. Il existe de multiples agents inducteurs
dont les effets vont de la création de dommages physiques a la molécule d’ADN, en passant
par l'inhibition de la synthése d’ADN et I'impact nocif sur le métabolisme. Parmi les agents
causant des dommages directs a I’ADN, il y a entre autres des antibiotiques comme la
mitomycine C (Shiba et al., 1959; Levine, 1961; Reich et al., 1961), les radiations comme les
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UV (Lwoff et al., 1950) et les agents mutagénes comme les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (Jiang & Paul, 1996). Hormis I'utilisation de la mitomycine C, I'inhibition de la
synthese de I'ADN peut aussi étre obtenue a l'aide d'agent antigyrase comme la
novobiocine ou par la carence en thymine (Ackermann & DuBow, 1987). D'autres agents
inducteurs reconnus sont notamment la pression (Rutberg, 1965), le NaCl (Shkilnyj &
Koudelka, 2007), le peroxyde d’hydrogene (Lwoff & Jacob, 1952; Selva et al., 2009), I'acide
ascorbique et les chocs thermiques (Ackermann & DuBow, 1987). Les agents inducteurs les
plus couramment utilisés restent malgré tout la mitomycine C et les UV (Ackermann &
DuBow, 1987), la mitomycine C étant plus efficace (Weinbauer & Suttle, 1996; Jiang & Paul,

1998).

Dans des études portant sur des isolats bactériens marins, les chercheurs Jiang et
Paul ont constaté une plus grande fraction de lysogenes parmi les souches bactériennes
isolées de milieux marins oligotrophiques, que parmi celles isolées du milieu cotier et
estuarien. Environ 40 % des 167 isolats analysés contenaient des prophages. Ces auteurs
pensent également que ce nombre pouvait étre une sous-estimation du nombre réel, la
mitomycine C pouvant étre parfois inefficace dans I'induction de certains prophages. Mais
ils n"écartent pas non plus I'hypothese d’une plus grande sensibilité a I'induction des isolats
issus de milieux oligotrophes (Jiang & Paul, 1994; Jiang & Paul, 1998).

Une autre maniere d’estimer 'abondance des lysogenes en milieu naturel repose sur
le dénombrement viral aprés induction d’échantillons naturels. Dans une étude menée par
Jiang et Paul (Jiang & Paul, 1996), des échantillons marins cOtiers, estuariens et
oligotrophes du large ont été induits a I'aide de plusieurs agents, tels que la mitomycine C,
les radiations UV, la lumiere solaire, les hydrocarbures aromatiques et aliphatiques, la
température et la pression. Les études de dénombrement avant et aprés induction
indiquent un taux de lysogénie plus élevé dans les échantillons estuariens et cotiers, avec 11
échantillons inductibles sur 15 testés, par rapport aux échantillons oligotrophes. Le taux de
lysogénie variait de 10.5 et 67.3 % dans les échantillons estuariens et entre 26.5 et 78.3 %
dans les échantillons cotiers contre seulement entre 13.2 a 25 % dans les échantillons
oligotrophes. Ces résultats vont a I'encontre d'autres observations par ces mémes auteurs
apres culture pour lesquelles ils constaterent un pourcentage de lysogénie plus élevé en
milieu oligotrophe par rapport aux milieux cotier et estuarien (Jiang & Paul, 1994; Jiang &
Paul, 1998). Ces auteurs proposent quelques explications pour ces résultats contradictoires:
les bactéries issues de milieux estuarien et cOtier seraient métaboliquement plus actives et
donc plus inductibles, ce qui causerait un biais de dénombrement. Les bactéries en milieu
oligotrophe pourraient étre plus sensibles aux agents inducteurs et donc mourir sous I'effet
toxique avant d’étre induites. Une explication alternative repose sur la possibilité d’obtenir
des résultats plus variés en raison d'une plus faible densité cellulaire en milieu oligotrophe,
ce qui se traduirait par un biais de dénombrement. Par ailleurs, les auteurs ont également
constaté une induction par la température, au contraire de l'utilisation de la lumiére solaire
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et de la pression, ce qui suggérerait que ces derniers sont de faibles agents inducteurs (Jiang
& Paul, 1996). La plupart des études, effectuées notamment en soumettant des échantillons
aux rayonnements solaires ou UV, a différentes températures ou encore par ajout de
nutriments, ne sont pas arrivées a des données aisément interprétables (Wommack &
Colwell, 2000).

La lysogénisation de I'hote, ou la « décision lysogénie », dépend de la multiplicité des
infections a laquelle est soumis I'hGte, a son statut nutritionnel et a son taux de croissance
(Herskowitz & Banuett, 1984; Wilson & Mann, 1997). Dans un modele développé avec le
phage A, le cycle lytique est entamé par le phage lorsque la croissance de I'hdte est élevée
alors que le cycle lysogene I'est lorsque les cellules sont en carence nutritive, donc quand
I'énergie disponible n’est pas suffisante pour une haute production virale [(Gottesmann &
Oppenheim, 1994) dans (Weinbauer, 2004)]. Lenski fait également remarquer que la
distinction entre phage lysogéne et phage lytique est quelque peu artificielle dans la mesure
ou les conditions environnementales peuvent faire entamer le cycle lytique a des phages
lysogénes (Lenski, 1988).

Si plusieurs études ont été effectuées sur des échantillons provenant de milieu
marin, les milieux dulcaquicoles paraissent moins bien étudiés (Middelboe et al., 2008).
Cependant, Jacquet et collaborateurs (Jacquet et al, 2005) ont comparé attentivement
I'impact des virus et des protozoaires sur la mortalité du bactérioplancton du lac du Bourget
(France). Les résultats obtenus par ces auteurs ont suggéré une mortalité plus importante
suite a I'impact viral par rapport a la mortalité suite au broutage par les protozoaires. Les
VBR calculés ont oscillé entre g et 134, des rapports plus élevés que ceux trouvés dans
d’autres lacs étudiés, oU ils étaient compris entre o et 5o. De leur c6té, Clasen et
collaborateurs (Clasen et al., 2008) ont trouvé des VBR variant entre 0.4 et 32 et de 2.9 de
moyenne, ce qui était plus faible que les rapports trouvés dans les autres études. Dans une
étude comparative entre populations virales marines et d'eaux douces, les auteurs
Maranger et Bird (Maranger & Bird, 1995) ont observé un plus grand VBR dans les
échantillons d'eau douce, a savoir 22.5, que dans les échantillons marins, de |'ordre de 2.5.
Les auteurs n‘ont pas constaté de corrélation entre la richesse trophique des milieux et le
VBR.

En général, le taux de lysogenes semble fluctuer entre 0.1 % et 16 % dans les lacs
tempérés ou tropicaux et entre o % et 73 % dans les lacs en Antarctique (Sime-Ngando &
Colombet, 2009).

Globalement, le bénéfice que peut apporter la lysogénie a la cellule hote est ambigu
dans la littérature. Certaines études proposent que la lysogénie est bénéfique aux cellules
en raison des évenements de la conversion lysogénique, d'autres que les cellules
lysogéniques ont un taux de survie plus faible que les non-lysogénes et encore d’autres qu'il
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n'y pas de différence d’abondance entre les lysogenes et les non-lysogénes. La haute
densité de cellules-hotes a également été décrite comme un facteur déstabilisant dans le
processus d'interaction entre virus lytiques et cellules-h6tes. Ceci impliquerait alors que la
lysogénie aurait a contrario un effet stabilisant en présence d’'une forte densité bactérienne ;
ce qui a son tour serait contradictoire par rapport aux hypothéses postulant que la lysogénie
est au contraire privilégiée en cas de faible abondance cellulaire. Tout ceci mérite d'étre
exploré plus en détail pour bien cerner les relations entre populations hotes et populations
virales et I'incidence des facteurs influencant les stratégies lytiques et lysogénes dans divers
écosystemes (Weinbauer, 2004).

10.3. Les enjeux de lapseudolysogénie

La plupart des études effectuées in situ et en laboratoire suggere que la
contribution des virus lysogenes a la production totale du virioplancton est peu importante,
alors qu’environ 40 % des cellules bactériennes contiennent des prophages. Cependant, le
mode de propagation lytique semble incompatible dans beaucoup de milieux aquatiques ou
la concentration en nutriments, et par conséquent en cellules-hdtes, est faible. Une
stratégie alternative au cycle lytique et a la lysogénie, mais expliquant une production virale
continue dans des conditions défavorables, est la pseudolysogénie (Wommack & Colwell,
2000). Certaines observations seraient compatibles avec ce type de coexistence entre
phages et bactéries, notamment une production virale et cellulaire constante établissant un
certain état d’'équilibre, ou « steady-state ». Les populations cellulaires et virales peuvent
également étre constituées d'un mélange de cellules sensibles et résistantes aux phages,
ainsi que de phages lytiques et lysogenes. Cette hypothése peut étre compatible avec la
définition de la pseudolysogénie (Ackermann & DuBow, 1987; Williamson et al., 2003;
Weinbauer, 2004). Les conditions environnementales jouent certainement un role
important dans I'établissement de la pseudolysogénie. La concentration en nutriments, tels
que les acides aminés comme source d'azote, de carbone et d’énergie, peut agir comme
déclencheur métabolique pour la production lytique des pseudolysogenes. A la différence
des vrais lysogénes, les pseudolysogénes sont définis comme ne pouvant pas étre induits
par des agents déclenchant la réponse SOS de la cellule hote, tels que la mitomycine C
(Wommack & Colwell, 2000; Los & Wegrzyn, 2012). Ainsi, lors de I'étude du phage UT1 de
Pseudomonas aeruginosa, les chercheurs Ripp et Miller ont pu démontrer qu’apres 15 jours
de culture, au moins 20 % des cellules portaient le phage. Seule une fraction de ces cellules
produisaient des virions et le pré-prophage (ou le phage pseudolysogene) était transmis
aléatoirement lors des divisions cellulaires. Dans des conditions de carence nutritive, peu de
production virale peut étre observée. Toutefois, apres ajout de nutriments, une production
croissante du phage UT1 a été constatée. Ainsi, l'infection des cellules de P. aeruginosa par
le phage UT1 a montré des résultats différents selon les conditions nutritionnelles : dans un
milieu riche en nutriments, les phages ont entamé un cycle lytique alors qu’en carence
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nutritive, ils sont entrés dans un état pseudolysogéne (Ripp & Miller, 1997). Un autre
exemple dans lequel I'environnement joue un role clé dans la détermination du choix du
cycle viral est apporté par les études effectuées sur I'archée Halobacterium salinarium
(Torsvik & Dundas, 1980). A des concentrations élevées en NaCl (25 % - 30 %), qui favorisent
le développement des cellules, le virus HS 1 n'a pratiquement pas été produit. A des
concentrations en NaCl inférieures a 25 %, les chercheurs Torsvik et Dundas ont constaté
une production lytique importante de HS1. Afin d’expliquer ces résultats, les auteurs ont
proposé une stratégie de survie du virus dans laquelle celui-ci se propage de maniere lytique
lorsque les conditions environnementales deviennent défavorables pour I'hGte, c'est a dire
quand le taux de NaCl chute, ce qui, a terme, doit permettre d'assurer ainsi la survie du
virus. A des concentrations plus importantes de NaCl, les cellules se multiplient
normalement et les virus demeurent dans les cellules en évitant ainsi de tuer les cellules-
hotes. Alors que les détails concernant les différents aspects de la pseudolysogénie ne sont
pas encore connus, ce phénomeéne trouve une signification biologique attirante permettant
le maintien d'une production virale constante dans des conditions défavorables a la
propagation lytique des virus. Il est possible que la pseudolysogénie permette aux phages
de réagir rapidement aux conditions environnementales. La pseudolysogénie peut
également constituer une étape évolutive des virus dans I'établissement d'une lysogénie
permanente (Wommack & Colwell, 2000). En revanche, les mécanismes influencant la
décision du cycle lytique-lysogéne des phages tempérés dans les milieux naturels reste
malgré tout peu connus. La définition de la pseudolysogénie n’étant pas clairement établie,
une confusion entre les vrais lysogenes et les pseudolysogénes est toujours possible
actuellement. Différentes stratégies de survie virale semblent étre inclues dans le
terme « pseudolysogénie », générant ainsi une confusion qui masque son vrai role dans
I'environnement (Weinbauer, 2004; Los & Wegrzyn, 2012).
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11. Les virus dans les milieux a haute température

11.1. L’abondance dans les sources hydrothermales terrestres
et marines

Si plusieurs études ont été publiées décrivant I'abondance des microorganismes
dans les différents écosystemes aquatiques, I'abondance des communautés microbiennes
et virales dans les sources hydrothermales a été peu étudiée. Quelques données obtenues
dans des sources hydrothermales terrestres et marines sont cependant disponibles
(Tableau 2).

Abondance Abondance
Source Site d'étude  Température (°C) procaryotique virale VPR’ Références
hydrothermale (cellulesx 10°/ml) (VLPx 10°/ml)
Marine Gorda Ridge ND ~0.1 ~0.1-10 0.96-2.20 Juniper et al. 1998
profonde
East Pacific ND 0.98-2.64 3.13-14.8 1.19-3.73 Wommack et al. 2004
Rise (9°N)
1.8™ 54™ ND Williamson et al.
2008
Endeavour 1.8-90 1.3-446 1.5-990 6.4-10.0 Ortmann et Suttle
Ridge 2005
Marine Ile de Panarea 38-110 11" 1.9 1.0-54 Manini et al. 2008
cotiere
et Nord de 1800 — 12800° 2700 -5200° 0.8-12.7
Sulawesi
Terrestre Japon ND 1.7" 141" ND Chiura et al. 2002
Californie 73 -84 1.0-1.8 0.7 -70 ND Breitbart et al. 2004
Schoenfeld et al.
Yellowstone 74 -93 9.0-43.0 3.07-14.4 0.33-0.34 2008

Tableau 2. Tableau récapitulatif de I'abondance procaryotique et virale dans différentes sources hydrothermales. VPR =
Virus-to prokaryote ratio (= ratio virus/procaryote), ND = non déterminé, m = moyenne, s = sédiment (unité = g'l)

Les sites d'échantillonnage marins ciblés pour I'étude de I'abondance microbienne et
virale sont majoritairement situés au niveau des dorsales océaniques.

VPR = Virus-to procaryote ratio. Ce rapport remplace celui du VBR sans doute car il prend en compte les cellules
archéennes en plus de celles des bactéries.
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Juniper et collaborateurs (Juniper et al., 1998) ont prélevé des échantillons d’eau de
panaches hydrothermaux sur Gorda Ridge, au large de la Californie, afin d'étudier
I'abondance microbienne et virale liée a des anomalies de température. Par rapport a I'eau
de mer environnante, une abondance bactérienne significativement plus élevée dans les
eaux du panache a été constatée, alors qu’une abondance virale plus faible pour un panache
jeune et plus élevée pour deux panaches plus agés a été observée. Bien que des chiffres
exacts ne soient pas communiqués par les auteurs, une abondance bactérienne de I'ordre de
10“ cellules/ml et une concentration de virus de I'ordre de 10*a 10° VLP/ml a été constatée.
Le VBR calculé a oscillé entre 0.96 et 2.20. Dans une étude menée par Wommack et
collaborateurs (Wommack et al., 2004) sur le fonctionnement d'un instrument de
préléevement d’'eau, les auteurs ont échantillonné la ride médio-océanique du Pacifique,
I" « East Pacific Rise 9°N» par 3700 m de profondeur. Les fluides hydrothermaux ont
présenté une abondance microbienne comprise entre 0.98 x 10° bactéries/ml et 2.64 x 10°
bactéries/ml et une abondance virale mesurée variant entre 3.13 x 10° VLP/ml et 14.8 x 10°
VLP/ml. Un VBR de 1.19 pour la valeur minimale et 3.73 pour la maximale a été calculé.
Ortmann et Suttle (Ortmann & Suttle, 2005) ont également calculé I'abondance
microbienne et virale dans des échantillons de fluides hydrothermaux profonds au large de
la c6te ouest de I'’Amérique du Nord, au niveau de la ride d’Endeavour. Les échantillons ont
été prélevés dans les fluides sortant de fumeurs noirs et blancs ainsi que dans l'eau
environnante. Leurs résultats montrent une abondance oscillant entre 1.30 x 10° et 4.46 x
10° cellules/ml pour les procaryotes et 1.45 x 10° et 9.90 x 107 VLP/ml pour les virus. Le VBR
d’'une valeur minimale de 6.4 et maximale et 10.0 a pu étre observée. Les auteurs ont
détecté peu de microorganismes dans le fluide hydrothermal, mais ont cependant constaté
que l'eau environnante moins chaude est plus chargée en microorganismes. lls suggerent
que la baisse de température favoriserait le développement de communautés
microbiennes. Ortmann et Suttle constatent également une faible abondance en virus dans
I'eau a proximité directe des sources hydrothermales. lls proposent I'hypothése de
I'adsorption des virus aux particules qui précipitent lors de I'entrée en contact des fluides
hydrothermaux avec I'eau de mer environnante, diminuant ainsi la concentration virale
(Suttle & Chen, 1992; Ortmann & Suttle, 2005).

Deux études de métagénomique virale ont été menées dans les sources
hydrothermales océaniques profondes. Dans des échantillons provenant également de la
ride d’Endeavour, Williamson et collaborateurs (Williamson et al., 2008) ont révélé une
fraction inductible allant parfois jusqu'a la totalité des cellules provenant d'un site de
prélévement, ce qui suggere un haut taux de lysogénie dans ce type d'écosysteme. Environ
51 % des séquences virales obtenues ne présentaient aucune homologie avec les séquences
accessibles dans les bases de données, ce qui suggere une grande diversité de
communautés virales. Ainsi, les virus lysogenes joueraient un réle clé dans la structuration
des communautés procaryotiques dans les écosystemes extrémes géothermiques de
I'océan profond. Pour leurs analyses de métagénomique virale, Anderson et collaborateurs
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(Anderson et al., 2011) ont utilisé une base de données de CRISPR (ou « Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeat ») pour comparer leurs séquences métagénomiques
virales obtenues de la ride Juan de Fuca, dans le nord-est du Pacifique. Le systeme CRISPR
est un mécanisme potentiellement impliqué dans I'immunité antivirale et que I'on retrouve
a la fois chez les archées et les bactéries. Il consiste généralement en une série de
répétitions courtes, d’environ 20-50 pb de longueur, entre coupées par des séquences dites
«spacers » d’environ 25-75 pb. L'immunité serait créée lorsque des courtes séquences
dérivées des envahisseurs de type viraux ou plasmidique seraient incorporées entre les
séquences répétées par des genes impliqués dans la réponse CRISPR, connus sous le nom
« CRISPR associated (cas) genes». Lorsque les éléments génétiques mobiles seraient
identiques a des séquences préexistantes du type CRISPR déja présentes dans le génome de
I'note, ces éléments seraient reconnus comme envahissants et clivés par le systéme
CRISPR/Cas (Deveau et al., 2010; Horvath & Barrangou, 2010; Anderson et al., 2011). La
majorité des séquences obtenues (67.14 %) par Anderson et collaborateurs n'avaient pas
d’homologues dans la base de données SEED. Les analyses comparatives de viromes
montrent quelles séquences CRISPR issues des isolats provenant de cheminées
hydrothermales présentent plus de similarité de séquence avec des viromes obtenus a partir
de cheminées hydrothermales par rapport aux viromes issus d'autres types de sources
chaudes marines ou terrestres. Toutefois, un pourcentage élevé de similarité avec les
spacers issus de communautés microbiennes mésophiles suggere que le virome de la ride
Juan de Fuca est composé de virus qui pourraient potentiellement infecter divers groupes
taxonomiques, a la fois bactériens et archéens (Anderson et al., 2011).

Parmi les sources chaudes marines, I'abondance microbienne et virale a également
été étudiée dans des sources cotieres en Méditerranée aux fles de Panarea (3 m de
profondeur), et au nord de Sulawesi en Indonésie (jusqu’a 20 m de profondeur). Manini et
collaborateurs (Manini et al., 2008) ont constaté une abondance procaryotique et virale
faible dans les échantillons d’eau et de sédiment analysés. Dans les échantillons de fluides
hydrothermaux méditerranéens, I'abondance moyenne procaryotique était de 1.1 x 10°
cellules/ml, contre 2.0 x 10° cellules/ml dans les échantillons de contrdle d’eau de mer. Dans
les sédiments des cheminées hydrothermales des deux sites étudiés, I'abondance
procaryotique était plus élevée dans les précipités de sels sulfureux (entre 1.8 x 10° et 12.8 x
10° cellules/g) que dans les sédiments environnants (entre 0.83 x 10% et 4.01 x 10° cellules/q).
Un gradient décroissant d’abondance procaryotique a été constaté dans les sédiments des
deux sites a partir du coeur de la cheminée jusque dans un rayon de 200 cm. Une abondance
virale moyenne de 1.9 x 10° VLP/ml a été mesurée dans les sources hydrothermales de la
Méditerranée, par rapport une concentration de 8.8 x 10° VLP/ml dans les échantillons
témoin d'eau de mer. Un gradient décroissant d’abondance virale a également été constaté
dans les sédiments du Pacifique en s’éloignant du coeur de la cheminée alors qu’un gradient
inverse a celui-ci a été noté dans les sédiments de la Méditerranée, ou la densité virale était
plus importante dans les sédiments environnants. Des VPR (« virus-to-procaryote ratio » ou
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rapport virus/procaryotes) compris entre environ 1.0 et 5.4 ont été calculés dans les
échantillons liquides, contre 4.6 calculé dans les témoins. Dans les sédiments, un VPR
oscillant entre 0.8 et 12.7 a pu étre constaté, les valeurs maximales étant atteintes dans les
précipités a 200 cm du coeur des sources. En se basant sur les résultats de I'étude, les
auteurs suggerent que les virus seraient moins tolérant aux hautes températures que les
procaryotes, ce qui expliquerait la faible abondance des virus comparée aux autres systemes
cotiers étudiés. Par conséquent, limpact des virus sur I'abondance et la diversité des
communautés microbiennes serait faible dans ce type de milieu (Manini et al., 2008).

Si dans les sources chaudes marines les abondances procaryotiques et virales sont
globalement moins élevées que dans les systémes aquatiques mésophiles, elles
sembleraient I'étre encore moins dans les sources hydrothermales terrestres. Rice et
collaborateurs (Rice et al., 2001) n‘ont pas réussi a détecter de VLP par filtration directe et
visualisation par microscopie a épifluorescence dans des échantillons bruts issus des sources
acido-thermophiles de Yellowstone aux Etats-Unis. Zillig et collaborateurs (Zillig et al.,
1994) ont d0 concentrer 10* fois leurs échantillons de solfatares d’Islande afin de pouvoir
détecter des VLP en microscopie électronique transmission (Prangishvili, 2006a). Dans les
sources acido-thermophiles, I'abondance des VLP a été estimée, par Ortmann et
collaborateurs (Ortmann et al,, 2006) en microscopie a épifluorescence, a des valeurs
comprises entre 10° et 10° VLP/ml. Cependant, dans des sources chaudes japonaises, Chiura
et collaborateurs (Chiura et al., 2002) ont observé une densité procaryotique moyenne de
1.7 x 10° cellules/ml et une abondance de VLP moyenne de 1.41 x 10’ VLP/ml. Breibart et
collaborateurs (Breitbart et al, 2004b) ont mené une étude sur la dynamique des
populations de phage dans des sources chaudes (et de pH neutre) terrestres de la Californie.
Les auteurs ont observé a |'aide de la ME une concentration de procaryotes allant de 1.0 x
10° 4 1.8 x 105 cellules/ml. La densité de VLP minimale était de 0.07 x 10° VLP/ml et
maximale de 7.0 x 10° VLP/ml. Des tests d'induction par la mitomycine C dans certains de
ces échantillons a permis d’augmenter la concentration de VLP de 1.2 a 1.4 fois. Ceci
suggérerait un taux de 1 a 9 % de cellules portant un prophage, en prenant comme
hypotheése la production de 20 virions par cellule en moyenne. Une densité de VLP moins
importante a été observée dans des échantillons hydrothermaux plus chauds, par rapport a
celle dénombrée dans des échantillons dont les températures étaient en dessous de la limite
maximale viable connue pour les eucaryotes (62°C).Toutefois, quelques exceptions a cette
regle ont été constatées, ou la concentration de VLP mesurée a atteint des valeurs d’environ
3.0 x 10° VLP/ml & 73° C et & 82°C. Les auteurs font remarquer que dans les conditions de
thermophilie extréme, les virus constituent les seuls prédateurs des procaryotes, aucun
protiste n‘ayant encore été observé dans ces conditions a ce jour. Les auteurs ont
également estimé la production microbienne & des valeurs oscillant entre 8.0 x 10° et
1.75 x 10° cellules I'* jour™ et une production virale variant entre 1.0 x 10% et 1.5x 20% VLP |
jour™. Breitbart et collaborateurs ont finalement estimé un taux de dégradation des
particules virales qui s’élevait a 25 % lors de transfert d’échantillons hydrothermaux dans
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des sources plus fraiches ou sur glace, mais a 70 % - 82 % lors du transfert dans des
conditions bouillantes. Ces auteurs émettent I'hypothése que les phages thermophiles
pourraient constituer des vecteurs de transduction lors de leurs déplacements entre biomes.
Ceci concorde avec les observations de Chiura qui a démontré la capacité de transfert de
genes entre une VLP issue d'une source chaude et E. coli et B. subtilis (Chiura, 2002;
Breitbart et al., 2004b).

Une étude de métagénomique virale sur les sources hydrothermales terrestres de
Yellowstone a été publiée par Schoenfeld et collaborateurs (Schoenfeld et al., 2008). Dans
cette étude, les auteurs ont pu calculer les concentrations procaryotiques et virales en
effectuant une concentration de 400-600 litres d’eau a un volume de 100 ml. Dans la source
Bear Paw (74°C, pH 7.34) les auteurs trouvent une abondance procaryotique de 4.3 x 10°
cellules/ml et virale de 1.44 x 10% VLP/ml. Dans la source plus chaude et plus alcaline
Octopus (93°C, pH 8.14) les auteurs obtiennent une abondance procaryotique de 9.0 x 10°
cellules/ml et virale de 3.07 x 20° VLP/ml. Dans les deux sources, le rapport virus/procaryote
est inférieur a 1 (respectivement 0.33 et 0.34 pour Bear Paw et Octopus). Les auteurs
pensent que ces faibles rapports pourraient étre expliqués par le fait que la majorité des
virus thermophiles ne sont pas lytiques. En revanche, les résultats des analyses
métagénomiques suggerent que le mode de propagation lytique pourrait étre plus commun
qu’estimé actuellement. Une forte similarité de séquences virales a des séquences issues
d'autres sources thermoacidophiles a été constatée, bien que celles-ci aient été limitées a
quelques ORFs seulement. Environ 25 % des séquences issues de sources différentes ont
présenté des similarités importantes, suggérant une origine souterraine commune.
Globalement, les résultats ont montré une diversité virale moins importante qu’attendue, se
rapprochant de la diversité virale rencontrée dans les milieux tempérés. Une conservation
importante de séquences virales a été notée au niveau local et global au sein de sources
présentant pourtant différentespropriétés physiques et biogéochimiques. Les mécanismes
de conservation pourraient étre dus a une adaptation des virus, ayant des genes communs,
a des hotes différents, ou pourraient provenir d’une dispersion virale colonisant des sources
hydrothermales différentes. Les auteurs proposent une hypothése sur la dispersion des
virus selon laquelle une grande partie de celle-ci se ferait de maniére sous terraine. Une
abondance similaire mesurée dans des sources qui n'apparaissent que brievement
soutiendrait une connexion des eaux souterraines et une dispersion des virus dans celles-ci
(Schoenfeld et al., 2008).
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11.2. La diversité morphologique des virus thermophiles

Si les virus de morphologie caudée représentent environ 96.3 % des virus de
procaryotes décrits (Ackermann & Prangishvili, 2012), la diversité morphologique des virus
isolés dans les milieux extrémophiles est remarquable, particulierement chez les archées
hyperthermophiles (Geslin et al., 2005; Le Romancer et al., 2007) (Figure 18). Les virus
infectant des représentants des Euryarchaeota sont majoritairement composés de
morphotypes caudés et fusiformes, que l'on rencontre chez les méthanogénes et les
halophiles (Dyall-Smith et al.,, 2003; Prangishvili & Garrett, 2005). Seuls deux virus
d’euryarchées hyperthermophiles ont été décrits. Ces derniers présentent également un
morphotype fusiforme (Geslin et al., 2003a; Gorlas et al., 2012).

La majorité des nouvelles familles de virus caractérisées par de nouvelles
morphologies a été découverte associée a des especes hyperthermophiles et acidophiles qui
appartiennent au phylum des Crenarchaeota (Prangishvili & Garrett, 2005). Ces virus
représentent actuellement huit nouvelles familles : les Fuselloviridae et les Bicaudaviridae
(fusiforme), les Clavaviridae (bacilliforme), les Guttaviridae (en forme de goutte), les
Globuloviridae (sphérique), les Ampullaviridae (en forme de bouteille), les Rudiviridae et les
Lipothrixviridae (de morphologie filamenteuse formant ensemble |‘ordre proposé de
Ligamenvirales) (Ackermann & Prangishvili, 2012; Prangishvili & Krupovic, 2012). Une
neuvieme famille a été proposée récemment: les Spiraviridae (également en forme de
batonnet) (Mochizuki et al., 2012). La présence d’'appendices évolutifs chez le virus
icosaédrique STIV est un argument justifiant la création d’une nouvelle famille (Ackermann
& Prangishvili, 2012).

Comparativement, la diversité morphologique des virus de bactéries thermophiles
est plus restreinte. Des virus thermophiles n‘ont été décrits qu'a partir de trois genres:
Thermus, Geobacillus et Rhodothermus (Liu et al., 2009). Ces virus sont essentiellement
caudés et appartiennent aux familles classiques des Siphoviridae et des Myoviridae. Un seul
virus de morphotype filamenteux de la famille de Inoviridae et infectant Thermus
thermophilus a été décrit (Pederson et al., 2001). Des virus icosaédriques de la famille des
Tectiviridae ont été reconnus dans des isolats de Thermus provenant de sources alcalines
d’lslande (Yu et al.,, 2006), tout comme des virus sphériques ont été associés a des
Aquificales (Chiura et al., 2002).

Pour l'instant, tous les virus thermophiles décrits possedent un génome a ADN
double brin, mis a part le virus ACV d’Aeropyrum pernix dont le génome est simple brin
(Mochizuki et al., 2012). Alors que les séquences de 721 génomes de bactériovirus sont
accessibles aujourd’hui dans les bases de données, seuls dix génomes de phages
thermophiles dont six de Thermus, trois de Geobacillus et une de Rhodothermus sont
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disponibles. Paradoxalement, 30 génomes d’archéovirus sur les 38 séquencés sont
thermophiles, indiquant que I'effort porté sur ces nouveaux virus est plus important que sur
les virus caudés de bactéries thermophiles. Les hotes de ces archéovirus thermophiles
appartiennent pour 11 d’entre eux au genre Acidianus, 13 a Sulfolobus, un a Pyrobaculum, un
a Thermoproteus, 2 a Methanothermobacter, un a Pyrococcus et un a Thermococcus (base de
données NCBI).

dsDNA ssDNA
Q O @ @ Microviridae
Podoviridae Corticoviridae Tectiviridae
SH1
i =5 =
Sheovirices Lipothrixviridae Clavaviridae
—
I l
Rudiviridae
ssRNA
Ampullaviridae ﬁ @ @ O
Leviviridae
HHPV-1 Globuloviridae Plasmaviridae
dsRNA
Guttaviridae  Bicaudaviridae Fuselloviridae Salinrprovires Gystoviridae Seaiiiin

Figure 18. Représentation schématique des morphotypes de virus de procaryote thermophile. Les archéovirus sont colorés
en mauve et les bactériophages en bleu (adapté a partir d’Ackermann et Prangishvili, 2012).
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12. Les communautés microbiennes des sources
hydrothermales

12.1. Les Thermococcales, les Thermotogales et leurs virus

Les Thermotogales et lesThermococcales constituent des communautés
microbiennes découvertes dans les cheminées hydrothermales océaniques profondes. Ces
communautés sulfato-réductrices cohabitent dans des conditions d’anaérobiose a haute
température (Miroshnichenko & Bonch-Osmolovskaya, 2006). Les archées Thermococcales
et les bactéries Thermotogales partagent la méme niche écologique, ce qui a pu donner lieu
a des transferts horizontaux de génes entre ces deux communautés (Le Fourn et al., 2011) et
ou les conditions de vie pourraient se rapprocher de celles qui régnaient lorsque la vie est
apparue sur Terre (Wagner & Wiegel, 2008).

12.1.1. Les Thermotogales

L'ordre des Thermotogales est actuellement représenté par la famille des
Thermotogaceae, qui lui-méme est composé de 11 genres (base de données NCBI). Les
Thermotogales représentent une lignée phylogénétiquement ancestrale dans le domaine
des bactéries. Celle-ci est composée de microorganismes organotrophes, anaérobies stricts
et de modérément thermophiles a hyperthermophiles (Miroshnichenko & Bonch-
Osmolovskaya, 2006). Les cellules se présentent sous forme de batonnets entourés par une
gaine (Reysenbach, 2001) (Figure 19). De nombreux représentants des Thermotogales ont
été isolés dans les sources hydrothermales océaniques profondes (Miroshnichenko &
Bonch-Osmolovskaya, 2006; Nakagawa & Takai, 2006).

Récemment, des représentants mésophiles ont été découverts et cultivés (Nesbo et
al., 2006; Nesbo et al., 2010; Ben Hania et al., 2011). Suite a cette découverte, le genre

« Mesotoga » a été créée (Nesbo et al., 2012).

A I'heure actuelle, aucun virus n'a encore été décrit chez les Thermotogales.
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Figure 19. Image prise en MET d’une cellule de Thermotoga elfii. La gaine, ou la toge, est visible aux extrémités de la cellule.
La barre représente 1 um (d'aprés (Ravot et al., 1995)).

12.1.2. Les Thermococcales

Le phylum des Euryarchaeota est actuellement divisé en neuf classes, dont celle
desThermococci. Seul ordre représentant les Thermococci, les Thermococcales, est composé
d'une seule famille, les Thermococcacae, qui est a son tour subdivisée en trois genres:
Paleococcus, Pyrococcus et Thermococcus (base de données NCBI). Ce sont des archées en
forme de coque (Figure 20), sulfato-réductrices, hétérotrophes et anaérobies. Elles sont
également hyperthermophiles et neutrophiles. Des représentants de chaque genre ont été
isolés dans les sources hydrothermales océaniques (Prieur et al., 2004).

Figure 20. Image prise en MET d’une cellule de Thermococcus alcaliphilus. Un flagelle monotriche est visible a une
extrémité de la cellule en forme de coque. La barre représente 1 um (d’apres (Keller et al., 1995)
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Les virus des Thermococcales

Deux virus ont été décrits chez les Thermococcales: PAV 1 et TPVa1 (Geslin et al,,
20033; Gorlas et al., 2012). Le premier virus décrit chez les euryarchées hyperthermophiles
a été découvert dans une souche de Pyrococcus abyssi isolée a partir d'une source
hydrothermale profonde. Le virus PAV1 a une forme de citron, de morphologie similaire aux
Fuselloviridae et contient un génome composé d’ADN double brin circulaire de 18 kb. Le
virus semble se maintenir dans son hote en état porteur (Geslin et al., 2003a). Récemment,
un deuxieme virus a été décrit chez les Thermococcales, TPVa (Gorlas et al., 2012). Ce virus a
été découvert dans une nouvelle espece de Thermococcus, Thermococcus prieurii, isolée
également a partir d'une cheminée hydrothermale océanique profonde. TPV1 présente
également une morphologie fusiforme similaire aux virus de la famille des Fuselloviridae et
son génome est aussi constitué d’ADN double brin circulaire d’'une taille de 21.5 kb. Si TPV1
est produit de maniére chronique, similairement a PAV1, les analyses du génome viral
laissent supposer que le virus s'intégre au génome de I'héte.

A coté de ces deux virus, d'autres VLP potentielles ont été observées chez les
Thermococcales. Geslin et collaborateurs (Geslin et al.,, 2003b) ont réalisé des cultures
d’enrichissement a partir d'échantillons de cheminée hydrothermale sur un milieu
favorisant la croissance des Thermococcales et ont ensuite analysé les surnageants de
cultures en MET. Les auteurs ont pu distinguer neuf morphotypes distincts de VLP dans 15
enrichissements sur 89. Ces morphotypes étaient essentiellement de deux types:
fusiformes et filamenteux. Tous les isolats obtenus a partir de ces enrichissements
appartenaient aux Thermococcales.

Un autre type d'élément de transfert de genes potentiel a été décrit chez les
Thermococcales : Les virus-like vesicles (Soler et al., 2008) (Figure 21). Découvertes lors du
criblage de souches de Thermococcales pour la présence de virus par MET, ces vésicules
présentent des caractéristiques parfois proches des virus, c’est a dire une morphologie
grossierement sphérique et une taille comprise entre 5o nm et 100 nm de diametre. A la
différence des virus, différentes tailles de vésicules ont été observées au sein d’une souche
productrice. Les virus-like vesicles ont été observées également sous forme de chaine ou
« collier de perles » (Figure 21). Soler et collaborateurs ont également pu extraire de '’ADN
cellulaire a partir de ces vésicules et postulent que ces entités puissent participer a des
échanges de génes. Par conséquent, la taille étant globalement de I'ordre de celle des virus
et la présence d’ADN font que ces entités donnent un signal similaire a ceux de virus en
microscopie a épifluorescence. L'’ADN extrait de ces vésicules était de |'ordre de 20 kb et
correspondait a de I'ADN chromosomique ou plasmidique. Les auteurs n‘ont pas pu
déterminer si I'’ADN était intra-vésiculaire ou attaché a |'extérieur des vésicules, méme si
des observations en MET de vésicules en rupture suggére que I'ADN est intra-vésiculaire
(Soleretal., 2011).
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Ces auteurs ont trouvé 26 souches de Thermococcales productrices de vésicules
parmi les 34 criblées, dont T. gammatolerans, T. nautilus et T. kodakaraensis, ce qui suggeére
que la production de vésicules est une caractéristique répandue chez les Thermococcales. La
production de particules de type vésiculaire a également été décrite chez les eucaryotes
sous forme d’exosomes et chez les procaryotes sous forme de vésicules membranaires, ce
qui suggere que cette caractéristique est universelle dans les trois domaines du vivant
(Soler et al., 2008).

Figure 21. Photos de MET représentant les «virus-like vesicles » observées par Soler et collaborateurs. 1a-f
vésicules observées chez les souches a) Thermococcus 9/3, b) Thermococcus 29/2, c)Thermococcus 28/4, d) Pyrococcus
horikoschii, e)Thermococcus 29/3 et f) Thermococcus « nautilus » 30/1. 2 a-d présentent des « colliers de vésicules » observés
chez les souches a) Thermococcus « nautilus » 30/1, b) Pyrococcus horikoschii, ) Thermococcus 29/3A, d) Thermococcus 31/3.
La taille de la barre est 100 nm (d’aprés Soler et al., 2008).
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12.2. La niche écologique et la classification des Geobacillus

A I'heure actuelle, la famille des Bacillaceae est sous divisée en 41 genres, dont 4 ne
sont pas encore officiellement reconnus. Parmi ces genres, figure Geobacillus (Tableau 3)
(base de données NCBI). Pendant longtemps, la bactérie Bacillus stearothermophilus,
décrite en 1920 (Donk, 1920), est demeurée la seule espece du genre Bacillus
obligatoirement thermophile. Des les années 1980, d'autres especes thermophiles ont été
proposées sur la base de leurs caractéristiques phénotypiques. Des analyses de séquences
codant pour I'ARNr 16S effectuées par Ash et collaborateurs (Ash et al., 1991) ont divisé le
genre Bacillus en plusieurs groupes distincts. Les études phylogénétiques regroupaient
B. stearothermophilus, B. kaustophilus et B. thermoglucosidasius dans une lignée distincte de
Bacillus sensu lato. La cohérence phénotypique et phylogénétique de ce groupe a été
reconnue par Nazina et collaborateurs (Nazina et al., 2001) qui ont proposé la création du
genre « Geobacillus », avec G. stearothermophilus comme espéce-type. Ce genre comprend
(au moment de la rédaction de ce document) 16 espéces décrites, ainsi que 8 espéces et
deux sous-especes non reconnues officiellement (base de données NCBI) (Tableau 3).
Récemment, une révision taxonomique faite par Coorevits et collaborateurs (Coorevits et
al., 2012) propose une mise a jour de quelques especes figurant au sein du genre
Geobacillus. Elle inclut notamment le déplacement de G. tepidamans et de
G. caldoxyproteolyticus dans le genre Anoxybacillus, la création du genre Caldibacillus au
sein des Bacillaceae ayant comme seule représentante I'ancienne espece G. debilis et
Iinclusion de B. thermantarcticus dans le genre Geobacillus. Suite a ces modifications, les
auteurs proposent une mis a jour de la description du genre Geobacillus faite par Nazina et
collaborateurs. Les Geobacilli posséderaient des cellules en forme de batonnet, seraient
obligatoirement thermophiles, endosporulantes, chimio-organotrophes, aérobies ou
facultativement anaérobies avec une croissance faible et neutrophile (Tableau 4). Les sites
d’isolement de souches de Geobacillus comprennent notamment des sources
hydrothermales, des terres géothermiques, des réservoirs pétroliers, des composts et des
produits alimentaires (Coorevits et al., 2012).

68



Genres appartenant a la famille des Bacillaceae

Genres non reconnus des Bacillaceae

Aeribacillus
Alkalibacillus
Amphibacillus
Anoxybacillus

Bacillus
Caldalkalibacillus
Calditerricola
Cerasibacillus

Filobacillus

Geobacillus
Gracilibacillus

Halalkalibacillus

Halobacillus

Halolactibacillus

Lentibacillus
Lysinibacillus
Marinococcus

Microaerobacter

Natribacillus

Natronobacillus
Oceanobacillus
Ornithinibacillus
Paraliobacillus
Paucisalibacillus
Piscibacillus
Pontibacillus
Psychrobacillus
Saccharococcus
Salimicrobium
Salinibacillus
Salirhabdus
Salsuginibacillus
Sediminibacillus
Terribacillus
Thalassobacillus
Virgibacillus
Vulcanibacillus

Amylobacillus

Anaerobacillus

Aguisalibacillus
Tenuibacillus

Espéces appartenant au genre Geobacillus

Espéces et sous-espéces non reconnues des Geobacillus

G. caldoxylosilyticus
G. debilis
G. gargensis
G. jurassicus
G. kaustophilus
G. lituanicus
G. stearothermophilus
G. subterraneus
G. tepidamans
G. thermocatenulatus
G. thermodenitrificans
G. thermoglucosidasius
G. thermoleovorans
G. toebii
G. uzenensis

G. vulcani

G. anatolicus
G. bogazici
G. caldoproteolyticus
G. kave
G. kaustophilus subsp. Vulgivagus
G. thermoleovorans subsp. Stromboliensis
G. thermoparaffinivorans

G. tropicalis
G. uralicus
G. zalihae

Tableau 3. Liste de genres appartenant a la famille des Bacillaceae, dont le genre Geobacillus, qui est subdivisé en

24 espéces (base de données NCBI).
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Morphologie

Cellules

Gram

Spores

Colonies

Batonnets, mobiles avec flagelles péritriches,
cellules isolées ou pouvant former des chaines

Structure de la paroi cellulaire Gram positive,
mais la coloration des cellules pouvant varier

entre positive et négative

Une spore ellipsoidale par cellule,
terminale ou sub-terminale

Formes, couleurs et tailles variables

Métabolisme

Energie

Température

Oxygéne

pH

Autre

Chimio-organotrophes

Thermophiles obligatoires
Croissance observée entre 30°-80°C
avec des optimums de croissance entre 50°-60°C.

Aérobies, facultativement anaérobies
(mais avec une croissance faible)

Neutrophiles (variant entre 5.0 et 9.0 avec des optimums entre 6.2-7.5)

Facteurs de croissance, vitamines, NaCl et KC|

non nécessaires pour la croissance de la plupart des souches

Caractéristiques ADN

Pourcentage G+C

48.4 - 54.5 mol %

Distribution

Référence

Matiére organique/sol

Sols chauds

Sources

hydrothermales

Réservoirs de pétroles
chauffés géothermiquement

ex. compostes (ex. industriels),
terres géothermales (ex. Mont Melbourne Antarctique)

ex. terrestres (Yellowstone Etats-Unis...),
ex. océaniques profondes (ex. Fosses Mariannes...)

ex. gisements de pétrole (ex.Girkaliai en Lituanie...)

(Poli et al., 2006)
(Nicolaus et al., 1996)

(Zeigler, 2001)
(Takami et al., 2004)

(Kuisiene et al., 2004)

Tableau 4. Description de quelques caractéristiques du genre Geobacillus (adapté et modifié d’aprés Zeigler, 2001).
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12.2.1. Les virus des Geobacillus

Plusieurs virus infectant les Geobacillus ont été décrits dans la littérature. La
distribution des Geobacillus étant tres large, des souches porteuses de virus ont pu étre
isolées a partir desols chauds ou des sources hydrothermales (Tableau 5). Dans les
années 1960, quelques scientifiques se sont intéressés a des couples hdte-virus
thermophiles et a I'effet que la température pouvait avoir sur ces derniers. Le modéle
d’étude était souvent Bacillus stearothermophilus, qui a été ultérieurement reclassé dans
les Geobacillus sous le nom de Geobacillus stearothermophilus (Nazina et al., 2001). Le
bactériophage ¢p4 (Thompson & Shafia, 1962; Shafia & Thompson, 1964b) a été décrit
comme étant tempéré et possédant une morphologie sphérique. Les chercheurs ont mis
en évidence l'importance de l'ion calcium dans I'adsorption du phage ¢ps4 (Shafia &
Thompson, 1964a), ainsi que l'inhibition de |'adsorption en condition d'anaérobiose
(Thompson & Shafia, 1962). Onodera (Onodera, 1961) a également constaté des
particules virales sphériques lors de ses observations, mais de nature virulente. Malgré
un traitement des particules virales de 120 min a 100°C, ces particules ont été décrites
comme gardant leur capacité infectieuse.

Les autres phages de B. stearothermophilus isolés a partir de sols chauds présentent
la morphologie « téte-queue » rencontrée chez les Caudovirales. Parmi les virus décrits,
TP1 est tempéré (Welker & Campbell, 1965). Welker et Campbell ont comparé la
production virale de TP1 a différentes températures. Les auteurs ont constaté une
production plus importante a 55°C, qu’a 45°C et a 65°C, en dépit du fait que le temps de
génération des cellules-hdtes soit plus court a 65°C et que la lyse se fasse plus vite.
L'explication proposée par les auteurs est la thermosensibilité des particules virales.
Egbert et Michell (Egbert & Mitchell, 1967) ont observé une thermosensibilité du phage
virulent T¢3, dont la demi-vie bascula de 400 min a 60°C, a 120 min a 65°C, a 40 min a
70°C et a 12 min a 75°C. Une inactivation thermique du phage lytique TP84 a été
constatée, mais semblait étre milieu-dépendant. Dans le milieu de culture, peu
d’inactivation a été constatée méme aprés 12h a 65°C. Cependant, l'inactivation était
importante ala méme température dans un tampon sel-citrate (Saunders & Campbell,
1966). Sharp et collaborateurs ont isolé 13 phages de nature virulente. Malgré le fait
qu’ils soient caudés, la morphologie de la « téte » était variable, certains ayant des tétes
allongées (Sharp et al., 1985), ressemblant a des phages rencontrés par exemple chez
B. subtilis et B. thuringiensis (Ackermann et al., 1995).
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Nature de Nomdu Morphologie Typede Taille du
I'échantillon Hote virus du virus virus génome Références
Lait Bacillus thermophile ND ND Virulent ND (Koser, 1926)
(souche T60)
Lait Bacillus thermophile ND ND Virulent ND (Adant, 1928)
(souche T60)
Sol (serre) B.stearothermophilus ND Virus caudé  Virulent ND (White et al., 1955)
Compost Gram positive bacillus ND Sphérique Virulent ND (Onodera, 1961)
(Shafia & Thompson,
ND B. stearothermophilus (o IVA Sphérique ~ Tempéré ND 1964b)
(Welker & Campbell,
ND B. stearothermophilus ~ TP1(TP1C) Viruscaudé  Tempéré ND 1965)
(Saunders & Campbell,
Sol (serre) B. stearothermophilus TP84 Virus caudé  Virulent ND 1966)
Sol B. stearothermophilus T3 Virus caudé  Virulent ND (Egbert & Mitchell, 1967)
Ds, D6, D7, Prob.
Sol/composte B. stearothermophilus D8 Myoviridae  virulents ND (Reanney & Marsh, 1972)
Prob.
Sol/composte B. stearothermophilus D5 Myoviridae virulent ND (Reanney & Wood, 1973)
Sol et Compost  B. stearothermophilus 13 phages  Virus caudés Virulents ND (Sharp et al., 1985)
et Bacillus thermophile
Source
marine Geobacillus sp. E1(=GVE1) Siphoviridae  Virulent ADNdb 41 kb (Liu et al., 2006)
profonde
Source Wa
marine Bacillus sp. (=BVW1)  Viruscaudé  Virulent ADNdb 18 kb (Liv et al., 2006)
profonde
Source
marine Geobacillus sp. E2 (=GVE2) Siphoviridae  Virulent ADNdb 40.9kb  (Wang & Zhang, 2008)
profonde
Source
marine Geobacillus sp. D6E Myoviridae ND ADNdb 49.3kb  (Wang & Zhang, 2010)
profonde
Source
marine Geobacillus sp. GBSVa Myoviridae ~ Tempéré ADNdb 34.7 kb (Liv et al., 2009)
cotiére
Source
marine Bacillus sp. BVi Myoviridae ~ Virulent ~ ADNdb 35.1 kb (Livetal., 2010)
cotiére

Tableau 5. Tableau récapitulatif des phages infectant les espéces du genre Geobacillus. ND = non déterminé, db = double
brin, kb = kilopaire de base
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Plus récemment, d'autres phages de Geobacillus ont été isolés a partir de sources
hydrothermales marines profondes (Liu et al., 2006; Liu & Zhang, 2008; Wei & Zhang,
2008; Wang & Zhang, 2010) et cotieres (Liu et al., 2009; Liu et al., 2010). Le virus E1 (ou
GVE1) est un siphovirus virulent dont le génome de 41 kb est composé d’ADN double
brin. Le phage W1 (ou BVW1) est un virus caudé dont le génome, a ADN double brin, ne
fait que 18 kb. Deux autres phages ont également été isolés sur le méme site, dans les
sources hydrothermales marines profondes du Pacifique, E2 (ou GVE2)
(Wang & Zhang, 2008) et D6E (Wang & Zhang, 2010). Le phage E2 est un siphovirus
virulent, dont le génome est composé d’ADN double brin faisant 40.9 kb. Le phage D6E
présente une morphologie de myovirus avec un génome d’ADN double brin de 49.3 kb.

En provenance d'une source marine cétiere de Chine, le virus GBSVi, est en
revanche un myovirus de type tempéré. Son génome, également composé d’ADN
double brin, fait 34.7 kb (Liu et al., 2009). Un autre myovirus provenant du méme site
d'échantillonnage, a également été identifié. Le virus BV1 est lytique et sa capside
enferme 35.1 kb d’ADN double brin (Liu et al., 2010). Les virus E2 (ou GVE), GBSV1, BV1
et D6E ont été séquencés et les séquences génomiques sont accessibles dans la base de
données NCBI.

13. Introduction aux travaux de these

En raison d'une exploration des écosystemes thermophiles relativement récente,
essentiellement depuis les travaux de Brock (Brock, 1967), notre connaissance sur la
diversité, I'abondance et la distribution des communautés microbiennes thermophiles
demeure encore faible a ce jour. Ces microorganismes occupant des niches écologiques
tres spéciales et considérées comme improbables il y a encore peu de temps témoignent
de leur capacité d'adaptation a des milieux trés divers. La découverte de virus qui sont
associés a ces communautés témoigne a la fois d'une adaptation au niveau moléculaire
a ces milieux hostiles, aux autres microorganismes, ainsi que d’un dynamisme génétique
des communautés hotes par transfert de géenes médiés par ces virus.

L’'exploration de sources hydrothermales terrestres et marines permet a la fois
d’alimenter nos connaissances en termes de diversité microbienne, d’abondance globale
et relative de ces microorganismes par rapport a celle d’autres niches écologiques, ainsi
que d'apporter des éléments de réponse quant a la distribution de ces microorganismes.
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13.1. Les Terres Australes et Antarctiques Francaises (TAAF)

L’hémisphere nord abrite la majorité des sites géothermiques étudiés a ce jour. Les
sites géothermiques peuvent se manifester sous plusieurs formes, terrestres ou marines.
Les sites terrestres les plus connus sont sans doute les geysers de Yellowstone aux Etats-
Unis et ceux d'Islande, les sources chaudes de Beppu au Japon et les sources volcaniques de
Sicile en Italie. Les cheminées hydrothermales, généralement situées au niveau des rides
océaniques et découvertes plus récemment, offrent des écosystemes uniques, des « oasis
de vie» dans les fonds marins. Il existe également de l'activité géothermique dans
I’'hémisphere sud, de maniere peut étre surprenante, dans les zones polaires et subpolaires.

Les Terres australes et antarctiques francaises (TAAF) (Figure 22) sont composées de
cinq districts : Les fles Eparses, la terre Adélie, I'archipel de Crozet, I'archipel de Kerguelen,
les fles Saint Paul et Amsterdam. Ces trois derniers constituent les fles dites
« Subantarctiques ». Situées a la limite de I'océan Indien et Austral, les iles de Crozet,
Kerguelen, Amsterdam et SaintPaul sont des iles volcaniques. On ne trouve aujourd’hui des
sources hydrothermales que dans I'archipel des Kerguelen et sur Ille Saint Paul (site internet
des TAAF).
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Figure 22. Représentation schématique de la géolocalisation des Terres australes et antarctiques francaises.

Cette carte ne situe pas les iles Eparses (d'apreés I'institut polaire frangais Paul Emile Victor).
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Les iles Kerguelen ont été découvertes en 1772 par Yves Joseph de Kerguelen de
Trémarec. Aprés avoir été |'objet de plusieurs explorations scientifiques au courant du
XVIIE™ et XIX*™ siécle, elles ont pris une importance scientifique considérable depuis 1958,
année géophysique internationale, les programmes d'exploration des océans apportant de
nombreuses données scientifiques. L'archipel de Kerguelen est situé a une latitude
moyenne de 49°15’ sud, sensiblement I'équivalent de celle de Paris dans I'hémisphere nord,
et a une longitude moyenne de 69°30’est, a peu prés celle de Bombay, et se trouve au milieu
de la partie sud de I'océan Indien. Constitué d'une ile principale (Grande Terre) et d’environ
300 flots, I'archipel s'étend sur une superficie de 7 215 km?® et est la troisiéme plus grande ile
océanique apres I'lslande et Hawai. Les Kerguelen n’hébergent pas de résidents permanents
et sont cible de nombreuses études de tous les domaines. Elles présentent un intérét
particulier pour les géologues, puisqu’elles offrent une source d'informations unique sur les
terres émergées de vaste surface liées au magmatisme intra-plaque (Gautier et al., 1990;
Giret et al., 2003). Le climat de Kerguelen est océanique, froid et extrémement venteux. La
température moyenne annuelle y est de 4,5°C avec une amplitude faible d’environ 6°C (site
internet des TAAF). L'activité géothermique de I'archipel Kerguelen est liée au point chaud
de Kerguelen (Charvis et al., 1995). Elle se manifeste sur la péninsule Rallier-du-Baty, ainsi
qu’a Val Travers, respectivement au sud-ouest et a I'est de I'ile Grande Terre (Nougier et al.,
1982) (Figure 23). Les sources chaudes de Rallier du Baty se présentent sous deux formes :
fumerolles et mares de boue (Figure 24). Les sources ont une gamme de température qui
varie entre 50° et 100°C et sont généralement acides et chargées en minéraux. Le débit des
sources est faible, mais peut varier fortement avec les précipitations et les écoulements
provenant des glaciers. Les sources chaudes des Kerguelen sont de I'eau profonde marine,
dont la remontée est facilitée par la fracturation structurale de [I'archipel
((Chavagnac et al.)soumis). Les sources terrestres de Val Travers, en revanche, ne partagent
pas ce type de caractéristique. De débit beaucoup plus élevé, de I'ordre de 8 I/s (Nougier et
al., 1982), elles sont alcalines et globalement moins chaudes, aux alentours de 60°C
(Figure 25).
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Figure 23. Carte topographique des Tles Kerguelen. Situées a 49°15’ sud et 69°30’est, deux sites présentent
encore actuellement de I'activité géothermiques sous forme de sources hydrothermales : la péninsule Rallier du Baty et Val
Travers (carte fournie par I'Institut National de I'lnformation Géographique et Forestiére).

Figure 24. Des manifestations hydrothermales a Rallier du Baty. Sur la photo de gauche, une source chaude
apparait entre les rochers, couverts de végétation. Sur la photo de droite, des fumerolles peuvent étre observées,
surgissant entre des rochers nus.
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Figure 25. Source Val Traver n°1. La source chaude surgit entre les rochers couverts de végétation. La source, de
61 °C et de pH 9.8, a un haut débit constant. Quelques tapis microbiens jaunes et rouges sont visibles dans le coin gauche
en bas de la photo.

L'fle Saint Paul, située a une latitude de 38°42'sud et une longitude de 77°32’est et a
environ 1200 km de I'archipel de Kerguelen, est un cratére récent partiellement submergé
dans la mer (Figure 26 et 27). Avec Amsterdam, elle fait partie des iles les plus éloignées de
tout continent (site internet I'Institut polaire francais Paul Emile Victor). Son volcan initial
s'étendait sur 12 km?, mais ne couvre plus aujourd’hui que 6,5 km®. Le lac de cratére, qui
atteint 60 m de profondeur et 1 ooo m de diametre, n’est ouvert sur I'océan que par une
étroite passe de quelques metres de profondeur. La température moyenne annuelle se
situe entre 12 et 14°C, avec une amplitude thermique oscillant entre 2 et 26°C. Sa
géothermie est intimement liée a la dorsale indienne. Les manifestations volcaniques
actuelles se présentent sous forme de sources chaudes surgissant a quelques metres de
profondeur que I'on peut observer sur les rives du lac de cratére. L'eau chaude se mélange
avec l'eau du lac et I'on constate également la présence de remontée gazeuse. A plus
grande altitude, sur le rebord ouest du cratére, on peut trouver occasionnellement des
fumerolles et des terres chaudes (Doucet et al., 2003). Les sources hydrothermales sont
relativement chaudes, de I'ordre de 80°C et de pH neutre.
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Figure 26. Carte topographique de Ile Saint Paul. Située & 38°42’sud et une longitude de 77°32’est,
I'activité géothermique est majoritairement localisée dans le lac du cratére et sur ses plages (carte fournie par
I'IGN).

Figure 27. Photo prise depuis la gorfoutiere, au nord de I'lle Saint Paul. La vue en hauteur donne sur le lac du
cratére.
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13.2. Le projet HOTVIR

La localisation géographique des zones polaires et subpolaires rend ces sites
particulierement intéressants du fait de leur isolement géographique extréme. Alors que
I'étude des communautés microbiennes thermophiles des sites géothermiques de
I’Antarctique (tels que Monts Erebus, Melbourne, Rittman et les iles Shetland par exemple)
a été entamée vers la fin des années quatre-vingt (Hudson & Daniel, 1988; Hudson et al.,
1988), |'exploration de la diversité des microorganismes des sources hydrothermales des fles
subantarctiques reste encore a un stade tres préliminaire a ce jour.

Le programme IPEV (Institut Paul Emile Victor) n°408 « Hotvir » (IPEV-UBO-CNRS
2006-R50 HOTVIR) a débuté en 2006 dans le but de chercher des éléments de réponse a de
nombreuses questions sur la structure des communautés microbiennes thermophiles des
fles subantarctiques francaises sur les lles Kerguelen et Saint Paul. La diversité microbienne
de ces sources hydrothermales est-elle similaire a celle rencontrée dans les sites de
I'hnémisphére nord ou bien est-elle unique? Existe-t-il des similitudes entre les
microorganismes des iles subantarctiques et les écosystéemes analogues de la dorsale
indienne ou les autres points chauds de I’Antarctique ? A une autre échelle, trouve-t-on des
communautés microbiennes similaires dans les différentes sources chaudes des deux iles
australes étudiées? Si oui, comment s'effectue la dissémination de ces microorganismes,
par voie aérienne/souterraine ? Existe-t-il une dynamique des populations microbiennes liée
a l'activité d’éléments génétiques mobiles ?

Le programme Hotvir a comme objectifs de mieux comprendre la variabilité
géographique des communautés de microorganismes thermophiles, de contribuer a la
connaissance de la diversité microbienne et d'explorer la relation entre les éléments
génétiques mobiles et leurs hotes dans des conditions de milieu extréme.
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13.2.1. Lestravaux menés sous le programme Hotvir

Les campagnes et I’échantillonnage

Les campagnes d’échantillonnage sont organisées par I'lPEV en collaboration avec la
collectivité des TAAF (Terres australes et antarctiques francaises) et sont rendues possible
grace au bateau de ravitaillement, le Marion Dufresne. Le Marion Dufresne effectue des
rotations (ou des «OP») qui durent généralement un mois, pendant lesquelles il
approvisionne les districts. Les arréts par district sont de courte durée, de quelques heures a
quelques jours. Pendant ces arréts, les scientifiques effectuant une OP ont l'occasion
d’échantillonner. Le dépot sur site dépend des conditions climatiques qui peuvent limiter
leur accés par hélicoptére ou par zodiac. Le Marion Dufresne dispose de pieces laboratoire
équipées pour des manipulations simples. A bord se trouve également un congélateur
-80°C ou des échantillons peuvent étre stockés. En fonction du type de programme,
quelques caisses en aluminium par opération servent de transport pour le matériel
d’échantillonnage.

Suite a la campagne exploratoire de 2004/2005, cinq campagnes d'échantillonnage
ont été menées pendant les étés australs en 2006/2007, 2007/2008, 2008/2009, 2009/2010
et 2011/2012. Durant ces campagnes, plusieurs types d’échantillon ont pu étre récoltés. En
raison des contraintes logistiques, des échantillonnages de grand volume n‘ont pas pu étre
effectués, mais des échantillons de quelques millilitres (en cryotubes) quelques décilitres (en
bouteilles) ont pu étre prélevés. Grace a une bonbonne d’azote liquide, des cryotubes ont pu
étre mis en cryo-congélation in situ et ensuite transférés a -80°C au retour sur le bateau. La
nature des échantillons prélevés est détaillée dans le Tableau 6.
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Localisation Source Température (°C) pH Salinité (%)

Rallier du Baty (Kerguelen) RB1 82.0 3.4 o
RB 2 99.7 73 ¢}
RB3 97.0 7-5 0
RB 4 87.2 4.0 o
RB 5 82.5 7.3 o
RB o5 79-9-955 5.8-7.3 0
RB o7 94-97.8 5.1 ¢}
RB 10 83-90.0 6.3-8.0 o
RB13 84-93.6 6.1 o
RB 15 92.5-96.2 7.7 ¢}
RB 18 65.4 - 87.5 6.3 o
RB 21 92-96.4 7.3 o
RB 32 87.8-93.0 6.6 o
RB 35 55-60.0 4.1 o
RB 39 68-76.1 3.5 ¢}
RB 46 (vapeur) ND ND ND
Riviére 100.0 9.7 o
Plage du feu de joie 1 73.2 7.2 0
Plage du feu de joie 2 99.4 9.6 o
Val Travers (Kerguelen) VT 60.8 8.1-9.8 o
VT2 61.5 9.8 o
VT3 60.1 8.1 o
Saint Paul SPal 70.0 6.8 3.4
SPall 31.0 ND 3.4
SPa Il 16.0 ND 3.4
SP21 80.0 6.8 3.4
SP21l 35.0 ND 3.4
SP21Il 15.0 ND 3.4
SP2 bis 45.0 6.8 3.4
SP3 98.0 6.8 3.4
SPy4 (sol) 62.0 5.5 ND
SPog 52-98 6.4 3.4
SP 10 57.2 6.3 34
SP11 54 - 57 6.25 3.4
SP 11 bis 64 .0 6.45 3.4
SP 12 78 .5 6.70 3.4
SP13 64 .3 5.70 3.4
SP 39 73.2 5.60 3.4

Tableau 6. Tableau récapitulatif de la nature des sources hydrothermales échantillonnées dans les Terres
australes et antarctiques francaises. Les données sont des moyennes sur plusieurs campagnes. Les variations importantes
sont détaillées par un minima et maxima séparés par un tiret. ND= non déterminé
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Les travaux effectués sur les échantillons depuis le programme Hotvir

Les études concernant I'exploration de la diversité microbienne des sources
hydrothermales des TAAF a pu débuter dans notre laboratoire avant les travaux effectués
dans le cadre de cette these. Les travaux ont été conduits en paralléle a I'aide de méthodes
culturales et moléculaires. Ceci a permis I'obtention d'un certain nombre d'isolats et
d'informations sur la diversité potentielle des sources hydrothermales des Kerguelen.

Les études par approche moléculaire comprennent des analyses par méthodologie
de banque de clones et par DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis). Anne Postec,
en 2007-2008, a pu détecter par DGGE, en analysant des amplifications de séquence codant
pour I'’ARN 16S, les populations a priori dominantes dans les sources étudiées
(Tableau 7). Ses résultats suggerent une plus grande diversité bactérienne qu’archéenne. La
composition des communautés des sources cotieres de Saint Paul semble trés différente de
celle des sources terrestres de Kerguelen, surtout les populations bactériennes. Les
Thermales, typiques des sources chaudes terrestres, n‘ont pas été détectées avec cette
méthode dans les sources de Saint Paul. Les groupes bactériens mis en évidence
contiennent principalement des hétérotrophes impliqués dans la dégradation de matiere
organique, a I'exception des séquences proches de Hydrogenivirga sp. (Aquificae) dont les
deux espéces décrites sont autotrophes (et soufre-oxydantes). Les clones, dont les
séquences sont les plus proches des séquences d’ARNr 16S bactériens analysées, sont issus
de sources chaudes terrestres (Russie, Islande, Japon, Nouvelle-Zélande, Etats-Unis et
Antarctique), mais également de sources hydrothermales océaniques profondes (Okinawa,
Japon), comme dans le cas des CFB (Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides) détectées dans
les échantillons de Saint Paul. Les archées mises en évidence dans cette étude
appartiennent a des groupes thermophiles et hyperthermophiles. Les séquences obtenues a
partir des échantillons des sources terrestres de Kerguelen sont plus proches de clones
isolés dans des sources chaudes terrestres (comme Yellowstone aux Etats-Unis), alors que
celles issues des échantillons de Saint Paul sont au contraire plus proches de clones isolés a
partir de sources hydrothermales marines profondes (Fosse de Marianne). Anne Postec a
également obtenu un grand nombre de séquences qui n'avaient aucun représentant proche
cultivé. Ceci suggere la présence de microorganismes représentant de nouveaux taxons,
encore non décrits a ce jour.
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Localisation Bacteria Archaea

Rallier du Baty — Kerguelen (points chauds  Gommaproteobacteria Desulfurococcales
ou petites sources a faible débit, couleurs  Betaproteobacterio {lgnisphaero, Thermosphaero)
rouge a ocre) Thermus sp.

Chioroflexi

Firmicutes

(Sulfobocillus related)
Actinobacteria

Agquificae
(Hydrogenivirga sp.)
Val Travers — Kerguelen (sources trés Gommaproteobacteria incultivé
chaudes aux pH basiques, débit Thermus sp.
important)
Saint-Paul (petites sources, points Alphoprotecbacterio Desulfurococcales (Pyrofobus)

d'émisssion entre des cailloux a proximité  Cyanobacteria Archaeoglobales

de la mer) CrB (Archaeoglobus, Geoglobus)
Methanococcales

Tableau 7. Taxons détectés par approches moléculaires dans les d’échantillons bruts et analysées par méthodologie de la
DGGE. Les microorganismes les plus proches ont été déterminés par comparaison des données avec BLAST (d'aprés Anne
Postec)

Une autre approche moléculaire a été réalisée pour explorer la diversité
microbienne: la construction de banque de clones. Les travaux, réalisés par Audrey
Gramain et Francois Brillet en 2010 et 2011, se sont focalisés sur la détection d'archées
hyperthermophiles dans les sources chaudes terrestres de Rallier du Baty ainsi que sur les
vapeurs issues de ces sources, pour étudier les éventuels possibilités de dissémination des
microorganismes par voie aérienne. La majorité des séquences obtenues, aprés
amplification par PCR nichée des séquences codant pour I'’ARNr 16S, serait affiliée a des
archées hyperthermophiles phylogénétiquement distantes de tout taxon jusqu'alors isolé et
décrit (Figure 28). La grande majorité des séquences serait proche de représentants du
phylum des Crenarchaeota (dont beaucoup de clones ont été isolés dans les sources chaudes
terrestres acides), a I'exception de quelques rares séquences, appartenant a des
représentants du phylum  Euryarchaeota de I'ordre des Thermoplasmatales
(microorganismes spécifiquement acidophiles). Un petit groupe de séquences affilié a
Ignisphaera aggregans (Niederberger et al, 2006) (crenarchée hyperthermophile
neutrophile), ainsi que des séquences présentant des similarités avec des représentants du
phylum récemment découvert des Thaumarchaea (Spang et al., 2010) ont également été
découvertes.

Les microorganismes détectés dans les vapeurs et les sources d’eau présentaient de
grandes similitudes, mais de maniére surprenante, certains n‘ont cependant été détectés
que dans les vapeurs et pas dans les sources d'oU émanaient ces vapeurs. Ces données
suggérent que la dispersion des microorganismes par voie aérienne est probable et donc
des échanges entre communautés microbiennes de différentes sources chaudes est
envisageable.
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Figure 28. Arbre phylogénétique représentant les groupes (clusters) de séquences d'archées (hyper)thermophiles
présentes dans les sources hydrothermales terrestres (eaux, vapeurs et fumerolles) de Rallier du Baty (RB 21, RB riviére et
RB 46). Les séquences partageant au moins 97.5 % de similarité ont été groupées par cluster. La barre représente un taux
de substitution de 5 nucléotides pour 100 nucléotides. Longueur des séquences = 830 bp (d’aprés (Gramain et al., 2010)).

Les analyses réalisées a partir des banques de clones suggérent donc une diversité
archéenne impressionnante, si I'on considére la présence potentielle de nouvelles lignées,
ordres, familles, genres et especes d'archées ((Chavagnac et al.)soumise).

Des souches archéennes et bactériennes, aérobies et anaérobies, ont pu étre isolées
en culture. Parmi les archées hyperthermophiles d'intérét pour le laboratoire se trouvent les
Thermococcales, qui sont largement répandues au niveau des différentes sources
hydrothermales marines de la planete et qui constituent une part importante de la
population hétérotrophe microbienne de ce type d’écosysteme (Harmsen et al., 1997; Takai
et al., 2001). Anne Postec et Maria Ciobanu ont mis en culture sous anaérobiose des
échantillons marins cétiers de Saint Paul afin d'étudier la présence des Thermococcales dans
ces sources. Parmi les souches isolées, figuraient des Thermococcales mais également des
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bactéries thermophiles de l'ordre des Thermotogales, qui partagent la méme niche
écologique. Ceci a permis la description d'une nouvelle espece, Marinitoga litoralis
(Postec et al., 2010) , qui est la premiere d’origine cotiére et non profonde. D’autre part, des
représentants du genre Thermoanaerobacter ont également pu étre isolés a partir des
sources de Rallier du Baty (Tableau 8).

Source

T°C Nom de Nombre  Affihadon Seguence la plus Idenare Origine
Pisolar de paires  phylogenedgue  proche en bangue (%)
de bases
Rallier du Bary
2 60  MCI0. 768, 805  Bacteria Thermoanasrobacter 98 sowrce chauds
MCI11 Firmicutes peeudethanolicus Yellowstone,
ATCC 33223 UsA
1le Saint Paul
9 60 MCI . MC2 896,685, Bacteria Thermosipho 99 champ de pétrole.
11bis 60  MC6 772 Thermotogales  qfvicanus stamm Ob7 Mer du Nord
11bis 60 MC3 1359 Bacteria Marinitoga 96 sowrce
Thermotogales  hydrogemtolsrans hydrothermale
profonde, dorsale
Medio-Atanhque
11bis 80 MCS. MCS 762,762 _Archaeca Thermococcus sp 99 sowmes
Ewyarchasota  Ax01-65 hydrothermale
profonde, Juan de
Fuca. Pacifique
i1 80 MCA.MC5 768,777 Archaea Thermococcus sp. 93,89 sowwce
Ewyarchasota  Ax01-65 hwdrothermale
profonde, Juan de

Fuca. Pacifique

Tableau 8. Souches bactériennes et archéennes isolées en anaérobiose sur le milieu Ravot modifiée (Postec et al 2010).
L'identité des souches est établie a partir des séquences codant pour I'’ARN 16S et comparées dans les bases de données
avec l'outil BLAST. La souche MC 3 a été décrite comme une nouvelle espéce, Marinitoga litoralis (Postec et al 2010)
(d'aprés Maria Ciobanu).

Des souches ont également pu étre isolées en aérobiose. A. Postec et M. Ciobanu
ont utilisé pour cela le milieu 88 a pH 3 (Brock et al, 1972) pour sélectionner des
microorganismes thermo-acidophiles. Ainsi, neuf isolats d'Alicyclobacillus sp. ont pu étre
obtenus.

Des souches bactériennes neutrophiles ont également été isolées a 60-70°C. Samuel
Dupont et Olivier Le Goff ont utilisé pour cela le milieu 162 (Degryse et al., 1978), qui est un
milieu riche couramment utilisé pour isoler des bactéries du genre Thermus. Les séquences
codant pour I'ARN 16S de vingt-cinqg souches aérobies ont ainsi été comparées a des
séquences dans les bases données en utilisant I'outil BLAST. Quinze souches appartenaient
au genre Geobacillus de la famille des Bacillaceae, deux au genre Anoxybacillus et cinq au
genre Aneurinibacillus, appartenant avec les Anoxybacillus a la famille des Listeriaceae. Une
souche enfin était apparentée a l'espece Thermoactinomyces vulgaris de la famille des
Thermoactinomytaceae.
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Une souche ne présentait en revanche que trés peu de similarité avec les souches ci-
dessus. La comparaison de sa séquence ADNr 16S a permis de I'affilier au nouveau genre
récemment décrit Calditerricola de |la famille des Bacillaceae (Moriya et al., 2011). Poussant a
une température de 70°C, des spores terminales déformantes étaient visibles dans ces
cellules en forme de raquettes. Dans la mesure oU les deux seules especes de ce genre
Calditerricola ont été décrites comme non-sporulantes, une caractérisation plus poussée a
été initiée par Olivier Le Goff et Samuel Dupont.

Enfin, une souche de Geobacillus sp., isolée dans une source cotiere de Saint Paul, a
également servi pour des travaux expérimentaux de fossilisation de microorganismes.
Orange et collaborateurs (Orange & co-workers) soumis) ont utilisé cette souche pour
réaliser des expériences de silicification a long terme (sur cinq ans) dans la perspective de
renseigner sur les empreintes géologiques que peuvent prendre les bactéries aprés
fossilisation. Ces travaux ont permis de confirmer que les bactéries a Gram positif fossilisent
plus facilement que les bactéries a Gram négatif. De plus, par |'vtilisation de la technique de
LIVE/DEAD couplée a la MET, ils ont suivi au cours du temps le processus de dénaturation
cellulaire afin d'apporter des informations sur le potentiel de survie des cellules silicifiées.
Les expériences montrent que la silicification débute par un dépot de silicium sur la paroi
bactérienne avant d’envahir le cytoplasme. Les cellules préservées présentent des
structures similaires a celles rencontrées dans les roches dans la nature. La silicification se
présente également comme un processus capable de conserver des cellules sinon vivantes
du moins integres pendant potentiellement de longues durées.

13.3. L’organisation de la theéese

Le «Laboratoire de microbiologie des environnements extrémes (LM2E)»
s'intéresse a I'étude des microorganismes extrémophiles et plus particulierement aux
thermophiles. Son approche est organisée en trois volets complémentaires :

e [I'Exploration de la diversité microbienne des environnements extrémes
(Diversité microbienneet la diversité des éléments génétiques mobiles)

e Fonctionnement des communautés microbiennes (Cycles biochimiques
Interactions procaryotes/eucaryotes, et milieu abiotique)

e Maintenance du génome chez les Archées hyperthermophiles
(Caractérisation structurale et fonctionnelle des ADN polymérases de
Pyrococcus abyssi et de nouveaux interactants du complexe de réplication)

86



Cette thése s'inscrit dans la premiere thématique, I'exploration de la diversité
microbienne des environnements extrémes. Le site d'étude choisi, les Terres australes et
antarctiques francaises, présente des caractéristiques attrayantes pour ce type d'étude du
fait de sa géolocalisation particulierement isolée dans le grand Sud et de ses sources
hydrothermales de caractéristiquesphysico-chimiques diversifiées du fait de leur nature
marines et/ou terrestres.

Le travail de recherche mené dans le cadre de cette thése a été centré sur I'étude des
communautés microbiennes thermophiles et hyperthermophiles des sources
hydrothermales terrestres et cotiéres des Terres australes francaises dans la continuité des
travaux précédents (décrits ci-dessus). Le projet d'étude a été organisé autour de trois axes
principaux :

a) La description de I'abondance des microorganismes dans les sources
hydrothermales des Kerguelen et Saint Paul

b) La recherche et I'étude d’'éléments génétiques mobiles associés a des
microorganismes par approche culturale

c) L'étude d'un systéme hote-virus isolé a partir des sources hydrothermales
étudiées

Pour l'étude de l'abondance des microorganismes, trois méthodes directes de
dénombrement ont été explorées: La microscopie électronique a transmission (MET), la
microscopie a épifluorescence (ME) et la cytométrie en flux (FCM). Les observations en MET
ont également servi a identifier des VLP dans les échantillons bruts.

L'approche culturale a été choisie pour la recherche et I'étude d'éléments génétiques
mobiles. Les souches aérobies et anaérobies, déja disponibles suite aux travaux effectués en
amont de ma thése, ont été criblées en utilisant les techniques de la microscopie a
épifluorescence. Les souches donnant un signal négatif ont été induites a la mitomycine C
pour vérifier la présence de virus tempérés. Lors de l'isolement d'autres souches, la
présence de VLP a également été recherchée dans lescultures d’enrichissement. Plusieurs
structures intéressantes ont alors pu étre observées, dont une qui pourrait étre un virus
présentant une nouvelle morphologie encore non observée a ce jour. La présence de
vésicules semblables a celles décrites par Soler et collaborateurs (Soler et al., 2008), a pu
étre détectée dans les isolats de Thermococcales et dans les enrichissements culturaux, ou
ces derniéres étaient probablement présentes. Par ailleurs, des structures associées aux
flagelles ont été découvertes lors de la recherche de VLP sur les souches de Thermotogales.
Ce type de « gaine flagellaire » a déja été décrit chez des bactéries comme Bacillus Brevis
(De Robertis & Franchi, 1951), mais ne ressemble pas a celui observé au niveau des isolats de
Thermotogales.
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Enfin, I'étude d'un systeme hote-virus a été entreprise suite a la découverte d'un
nouveau myovirus infectant une souche apparentée a Geobacillus thermoleovorans, isolée a
partir d'un échantillon provenant de Saint Paul. Ce myovirus est tempéré. Afin de
comprendre quel pouvait étre I'impact des variations du milieu sur I'expression de ce virus,
I'impacte du NaCl et I'alternance aérobiose-anaérobiose sur la production virale ont été
étudiées. L'incidence d'une salinité élevée comme le passage a |'anaérobiose paraissent
déclencher la décision lytique du phage dans des proportions quelque peu différentes. La
gamme d’hote n'a pour le moment pas pu étre établie, en raison des problemes techniques,
les souches de références s’avérant elles-mémes potentiellement porteuses de virus. Le
génome du phage, constitué d’ADN double brin d’environ 38 kpb, a pu étre extrait,
séquenceé et son analyse a débuté.

La description de la souche appartenant au genre Calditerricola a pu étre terminée et
soumise a publication.

88



89



90



Matériel et méthodes :

1. L’échantillonnage lors des campagnes

Cing campagnes ont eu lieu lors du programme HOTVIR. Lors de ces campagnes,
des échantillons ont été prélevés sur trois sites présentant des sources chaudes de nature
différente:

Sources chaudes terrestres :
e Kerguelen - Rallier du Baty
e Kerguelen - Val Travers

Sources cotiéres marines :
e Saint Paul

Les sources du site Rallier du Baty sont les plus nombreuses, ainsi que les sources les
plus chaudes et les plus acides. La température des sources oscillent entre 50° et 100°C et
les pH varient entre 3 et 5. Cependant, elles sont de faible débit, formant des mares
boueuses, et leur volume fluctue en fonction des précipitations. De ce fait, leur température
et leur pH peuvent varier légérement d'un échantillonnage a I'autre. Les sources « Plage du
Feu de Joie » et « Riviére » constituent des exceptions par rapport aux autres sources de par
leur débit plus élevé et leur nature alcaline. Les sources chaudes couvrentune surface de
plusieurs centaines de metres carrés et sont séparées les unes des autres par quelques
metres pour les plus proches, et quelques centaines de métres pour les plus éloignées.

A Val Travers se trouvent trois sources. Elles présentent toutes les trois un haut débit
constant et forment de petits ruisseaux qui se jettent dans un lac qui est alimenté par des
glaciers. Ces sources alcalines présentent des valeurs peu fluctuantes de température (de
I'ordre de 60°C) et de pH (de l'ordre de g). Deux d’entres-elles, VT1 et VT2, sont séparées
d’une dizaine de metres et la troisieme, VT3, se situe un peu plus a I'écart des deux autres.

Les manifestations géothermiques de Saint Paul sont essentiellement de trois types:
hydrothermale sous-marine, hydrothermale de plage et terrestre. Les sources sous-marines
(SP1, SP2), sont peu profondes, séparées de la surface par une colonne d’eau d’environ 6
metres. Elles ont un pH neutre et sont relativement chaudes (70°C - 80°C). Quelques
sources hydrothermales sont situées sur la plage (SP3, SPog-SP13, SP39) ou elles surgissent
a proximité de I'eau de mer et ne sont recouvertes qu'a marée haute. Leur température
varie entre 5o°C et 98°C et leur pH est neutre. L'existence de vapeurs chaudes sur l'lle a été
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décrite (Doucet et al., 2003), mais jamais observée lors des missions. En revanche, nous
avons pu prélever de la terre géothermique a 60°C (SP4).

La nature des différentes sources est détaillée dans le Tableau 6 de I'Introduction, p.81.

1.1.Les campagnes précédentes

Pendant les campagnes de 2007, 2008 et 2009 des échantillonnages ont été réalisés
au niveau des sources hydrothermales terrestres sur Rallier du Baty et a Val Travers
(Kerguelen) et des sources hydrothermales marines de Saint Paul. Plusieurs prélevements
ont été effectués, afin que les échantillons et leur conditionnement soient adaptés aux
différentes analyses effectuées en laboratoire.

1.1.1. La préparation des cryotubes pour I'étude de I'abondance microbienne
et virale

Pour I'étude de I'abondance des communautés microbiennes et virales, des échantillons
d’eau de source ont été prélevés et conservés dans des cryotubes de 2 ml. Les échantillons
ont été fixés au glutaraldéhyde 2 % (160 pl de glutaraldéhyde a 25 % pour 2 ml) et au
formaldéhydea 2 % (108 pl de formaldéhyde a 37 % dans 2 ml).

Deux types d’échantillon ont été mis en cryotubes : des échantillons filtrés a 0.8/0.2 pm
pour I'étude de I'abondance virale et des échantillons bruts pour I'étude de I'abondance
globale.

Pour chaque source, les prélévements d’eau ont été effectués directement a la sortie de
la source. Les cryotubes ont été remplis, puis plongés dans une bonbonne d'azote liquide
(technique du « flash-freeze » (Marie et al., 1999; Brussaard et al., 2000; Chen et al., 2001;
Brussaard, 2004; Wen et al., 2004)). De retour sur le bateau, ceux-ci ont été ensuite
transférés et conservés au congélateur a -80°C. Pour les échantillons de Saint Paul, la
source étant située sous l'eau, des plongeurs ont prélevé les échantillons a la sortie de
chaque source a |'aide d'une seringue.
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1.1.2. La préparation des échantillons pour la réalisation de cultures
d’enrichissements

Pour la mise en culture des échantillons bruts, des prélevements de plus grand volume
ont été effectués. Dans le cas des sources terrestres de Kerguelen, de I'eau et des sédiments
ont été collectés dans des pots stériles de 100 ml en aérobiose et conservés ensuite a 4°C.
Les sources marines de Saint Paul ont été échantillonnées en aérobiose comme
précédemment et en anaérobiose dans des bouteilles Schott stériles de 200 ml, celles-ci
contenaient un petit volume de Na,S (2 ml de Na,S 10 % dans 200 ml d’échantillon, soit une
concentration finale de 0.1 % de Na,S) pour éviter I'oxydation des échantillons, ainsi qu'une
goutte de résazurine (4 %) comme indicateur visuel de |'oxydation (I'échantillon prend une
couleur rose lorsqu'il entre en contact avec de l'oxygene). Les bouteilles ont été scellées
avec des bouchons en caoutchouc et conservées a 4°C.

1.2.La campagne 2011 :

Pendant la campagne 2011, a laquelle j'ai participé, des échantillons des trois
sources terrestres thermo-alcalines de Val Travers, ainsi que des deux sources marines
cotieres principales de Saint Paul ont été prélevés.

1.2.1. La préparation des cryotubes pour I'étude de I'abondance microbienne
et virale

La préparation des cryotube pour I'étude que I'abondance microbienne et virale a été
effectuée comme décrit précédemment a la différence que la concentration finale en
glutaraldéhyde est passée de 2 % a 1 %. A Saint Paul, des plongeurs ont prélevé les
échantillons a la sortie de chaque source a I'aide de seringues. Pour un échantillonnage le
long de transects, des échantillons ont été prélevés au cceur de chaque source principale,
ensuite a proximité du coeur de chaque source (T° = 30°C) et enfin a un point plus éloigné de
chaque source, oU I'eau avait la méme température que I'eau environnante (T° = 16°C).
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L’annotation suivante a été utilisée pour les sites de prélevement correspondant aux

transects:

e SP1 correspondant au cceur de la source principale

e SP1 Il pour un point plus éloigné du cceur de la source SP1

e SP11ll pour point encore plus éloigné du cceur de la source SP1

e SP2 correspondant au cceur de la source principale

e SP2 Il pour un point plus éloigné du coeur de la source SP2

e SP1Ill pour point encore plus éloigné du coeur de la source SP2

e SP2 bis correspondant a une source annexe découverte a proximité de la source SP2

1.2.2. Les précipitations virales in situ

Le protocole est inspiré de celui décrit par Zillig et ses collaborateurs (Zillig et al., 1994).
Lors des prélevements d'eau de source en plus grand volume, 50 ml d’eau ont été filtrés a
0.8/0.2 um et ensuite transférés dans des tubes Falcon™ de 5o mL contenant des
concentrations de PEG 6000 de 10 % et de NaCl de 1M (soit 59 PEG 6000 + 2.9 g de NaCl
pour 5o ml d’échantillon), facilitant la précipitation des particules virales. Les échantillons
ont ensuite été conservés a 4°C.

2. Les méthodes culturales

2.1.L’anaérobiose

2.1.1. Les milieux

Le milieu utilisé pour la culture des Thermococcales et Thermotogales est le milieu de
Ravot modifié (Ravot et al., 1995; Postec et al., 2010), contenant pour 1 litre d’eau: 0.3 g de
NH,Cl; o.5 g de MgCl, x 6 H,O; 0.1 g de CaCl, x 2H,0; 0.5 g deKCl;0.83 g d’'acétate de
sodium trihydraté; 2 g d’extrait de levure ; 2 g de Bio-trypcase ; 30 g de seasalts; 3.3 g de
PIPES ; 2 g de maltose et 4 gouttes de résazurine (4 %). Le pH du milieu est ajusté a 6 et le
milieu est ensuite autoclavé. Apres autoclavage, 1 ml de solution de polyvitamines
(Balch et al., 1979), ainsi que 5 ml de K,HPO, (7 %) et 5 ml de KH,PO, (7 %) stériles sont
ajoutés au milieu. Ce milieu est également utilisé pour les enrichissements et |'isolement de
Thermococcales et Thermotogales.
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Le milieu pour les essais de mise en culture d'Ignisphaera aggregans est celui décrit
par Niederberger et ses collaborateurs (Niederberger et al., 2006). Il contient par litre d'eau :
1.3 g de (NH,),SO, ; 0.074 g de CaCl,; 0.28 g de MgSO, x 7H,0; 0.28 g de KH,PO,; 0.1 g
d’extrait de levure; 2.0 g de trypticase peptone; 2.0 g d'amidon; 0.6 g de cystine et 0. 28 g
de FeCl;. Il contient également 1 ml de solution d'éléments traces qui contient pour un litre
d’eau: 2.2 mg de MnSO,, 0.5 mg de ZnSO, x 7H,O ; 0.5 mg de H;BO, ; 0.016 mg de CuSO,;
0.025 mg de Na,MoO, x 2H,0 et 0.046 mg CoCl, x 6H,0. De la résazurine est ajoutée a
raison de 0.1 % (p:v) au milieu de culture. Le pH est réglé a 7.0.

2.1.2. La culture liquide et solide en anaérobiose

La culture en milieu liquide en anaérobiose

Pour la culture en anaérobiose des Thermotogales et des Thermococcales, le volume
choisi (généralement 20 ml) est réparti dans des fioles pénicilline stériles contenant environ
0.5 g de soufre élémentaire. Les fioles sont ensuite bouchées hermétiquement avec des
bouchons en caoutchouc et scellées. Pour obtenir I'anaérobiose, sept cycles de vide et de
gaz (azote) sont réalisés a I'aide d'aiguilles reliées a une rampe a gaz. Le milieu est ensuite
réduit avec un volume Na,S (10 %) correspondant a 1/200°™ du volume du milieu (ex. 200 pl
pour 20 ml de milieu). Le milieu est ensuite ensemencé avec la souche désirée. Pour les
souches pures, I'inoculation se fait par ajout de 1/200°™ du volume de la pré-culture par
rapport au volume du milieu (ex. 200 pl pour 20 ml de milieu).

Les Thermotogales sont cultivées généralement a une température avoisinant les 70°C
et les Thermococcales a une température plus élevée, de I'ordre de 80°- 85°C.

La culture en milieu solide en anaérobiose

La culture en milieu solide en anaérobiose est rendue possible grace a une enceinte
anaérobie, oU 'oxygéne est remplacé par un gaz inerte, I'azote. L'anaérobiose est assurée
avec un faible taux d’hydrogene (entre 3 % et 8 %) ainsi que du palladium, qui sert de
catalyseur pour permettre a I'oxygéne de réagir avec I'hydrogene pour former de I'eau.

La méthode de culture en anaérobiose est basée sur le protocole de Erauso et ses
collaborateurs (Erauso et al., 1995). La culture en milieu solide permet notamment de
réaliser des isolements de microorganisme a partir de cultures d’enrichissement. L'ajout de
Gelrite® (Merck & Co.) permet au milieu de solidifier et de rester solide méme a haute
température (pour I'isolement des Thermococcales, la température utilisée était de 80°C).
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Les boites de Pétri sont réalisées en deux parties : une « sous-couche » est d'abord coulée
dans les boites. Une fois celle-ci solidifiée, une «sur-couche», contenant les
microorganismes, est ajoutée.

La préparation de la « sous-couche » se fait de la maniere suivante. Du milieu liquide
(Ravot modifié) est préparé sous forme concentrée (deux fois). Parallelement, du Gelrite a
1.6 % (p:v) est ajouté a de I'eau stérile et la solution obtenue est portée a ébullition. Le
milieu et la solution eau/Gelrite sont ensuite placés dans I'enceinte anaérobie sur des
agitateurs chauffants. Une fois chauffé, le milieu est réduit avec un volume Na,S 10 %
correspondant a 1/50°™ du volume du milieu et la solution eau/Gelrite (d'un volume
équivalent a celui du milieu) y est ajoutée. Ceci permet I'obtention de milieu Ravot modifié
concentré une fois au lieu de deux fois. La solution obtenue est coulée dans des boites en
verre stériles et les boites sont laissées a température ambiante afin que la « sous-couche »
se gelifie.

Une fois celle-ci solidifiée, la «sur-couche » peut étre préparée. Le processus est
similaire a celui de la préparation de la « sous-couche ». Du milieu concentré deux fois est
utilisé, mais a la différence de la « sous-couche », la solution eau/Gelrite contient 0.4 % de
Gelrite. Cette solution est portée a ébullition et déposée dans I'enceinte anaérobie sur un
agitateur chauffant de la méme maniere que précédemment. Le milieu concentré deux fois
est réduit avec un volume Na,S 10 % correspondant a 1/50"eme du volume du milieu et
distribué dans des tubes Hungate a raison de 800 pul par tube. Dans chaque tube est ensuite
ajouté 100 pl d'inoculum (dilué généralement entre 10° et 10’ fois) et 100-150 pl d'une
solution de soufre colloidal. L'eau chaude contenant 0.4 % de Gelrite, est finalement ajouté
a raison de 1 ml dans les tubes Hungate et le contenu du tube est mélangé et coulé sur la
« sous-couche ». Une fois les deux couches solidifiées, les boites sont placées dans des jarres
en verre (7 boites par jarre) avec une bandelette en papier imbibée de 1 ml de Na,S 10 %
(pour maintenir I'anaérobiose dans les jarres). Les jarres sont fermées hermétiquement et
sont ensuite placées dans une étuve a température permettant la croissance du
microorganisme étudié (ex. 80°C -85°C pour les Thermococcales).

La formation des colonies se produit a l'interface entre les deux couches, oU les
conditions sont favorables a leur croissance (anaérobiose et accés aux nutriments ainsi
qu‘au soufre) (Erauso et al., 1995). Cette formation s’accompagne de I'apparition d'un
«halo» apparaissant sur la «sur-couche » qui témoigne de la consommation du soufre
colloidal. Lors de l'isolement, une colonie individuelle est piquée avec un cone de
micropipette qui est déposé dans un tube Hungate contenant du soufre élémentaire et 5 ml
de milieu. Les tubes sont fermés hermétiquement et mis a incuber dans des étuves avec des
températures appropriées. Apres croissance des microorganismes, les cultures sont utilisées
comme inoculum lors de I'étalement sur boite de Pétri. Apres trois étapes d’isolement sur
boite, la manipulation est terminée et la vérification par amplification du géene codant pour
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I’ARNr 16S est effectuée pour déterminer la pureté de la culture. L'appartenance de la
souche isolée a une espéce peut étre déterminée par comparaison de la séquence de ce
gene aux bases de données, telles que NCBI, a |'aide du logiciel BLAST (ou « Basic Local
Alignment Search Tool » (Altschul et al., 1990)).

La réalisation des cultures d’enrichissement

Dans le cas d'un enrichissement, I'inoculation se fait par ajout de 1/100éme, 1/50éme et
1/30"eme du volume du milieu avec I'échantillon brut (mélangé aux sédiments). Les fioles sont
ensuite placées dans des étuves aux températures de croissance des souches cultivées. La
culture d’enrichissement favorisant la culture des Thermotogales est placée a 70°C tandis
que et celle favorisant la culture des Thermococcales est placée a 80°C.

Les enrichissements qui ont été effectués sont indiqués dans le Tableau g.

Site Source Milieu Température (°C)
Rallier du Baty Plage du Feu de Joie 2 (PFJ2) Niederberger 70;80; 90
RB 10 Niederberger 70;80; 90
Saint Paul SP1 Ravot mod. 70;80; 90
SP 2 Ravot mod. 70;80; 90
SP3 Ravot mod. 70;80; 90
SP og Ravot mod. 70;80; 90
SP11 Ravot mod. 70;80; 90
SP 11 bis Ravot mod. 70;80; 90

Tableau 9. Tableau récapitulatif des cultures d’enrichissementeffectuées en anaérobiose.
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2.2.L’aérobiose

2.2.1. Milieux

Le milieu utilisé pour les enrichissements et l'isolement des Geobacillus et
Thermussont les milieux 162 et 160 (Degryse et al., 1978; Pétursddttir & Kristjansson, 1995).
Pour 1| de milieu 162 il faut : 898 ml d'H,0 ; 2.5 g d’extrait de levure ; 2.5 g de tryptone et 10
g de NaCl. Apres autoclave, y est ajouté 100 ml de « Base A» contenant pour11:1.32 g
d’acide nitrilotriacétique, 2.0 g de MgCl, . 6 H,O; 0.40 g de CaSO, . 2 H,0; 14.7 mg de
Nagcitrate . 2 H,0; 13.5 mg de FeCl; .6 H,0. Au milieu sont également ajoutés 20 ml de
«tampon B » contenant pour 1 |: 5.44 g de KH,PO,; 21.40 g de Na,HPO,. 2H,0. Le milieu
nécessite aussi 0.5 ml «d'éléments traces » contenant pour 1 | d'H,0: 12.8 g d'acide
nitrilotiacetique ; 1.0 g de FeCl, . 4H,0; 0.5 gde MnCl, . 4H,0; 0.3 g de CoCl,.6H,0; 0.2
de ZnCl,; o.05gde CuCl,. 2H,0; o.05 g de Na,MoO,. 2H,O; 0.02 gde H;BO,; 0.02 g de
NiCl, . 6H,0. Le pH est ajusté a 7.2. Pour obtenir des boites de Pétri avec du milieu solide,
2.8 % (p:v) d'agar sont ajoutés au milieu avant I'autoclave.

Le milieu 160 est identique a 162, si ce n’est pour la quantité de «tampon B» que I'on
ajoute qui n'est que de 2 ml dans un litre de milieu (au lieu de 20 ml pour le milieu 162).

Le milieu utilisé pour la culture de Geobacillus thermoleovorans est le milieu TM
(Liu et al., 2006). Il contient pour 1 1d'H,0 : 4 g d’extrait de levure ; 8 g de tryptone; 30 g de
NaCl; 2 gde MgCl, . 6 H,0; 0.73 g de CaCl,. 2H,0. Le pH est de 7.0.

2.2.2. La culture liquide et solide en aérobiose

La culture en milieu liquide en aérobiose

Pour la culture en aérobiose des Geobacillus et des Thermus, le volume choisi
(généralement 20 ml) est réparti dans des fioles pénicilline stériles. Les fioles sont ensuite
bouchées hermétiquement avec des bouchons en caoutchouc et scellées. Le milieu est
inoculé avec la souche désirée de la méme maniere que pour les cultures en anaérobiose,
c'est-a-dire par ajout de 1/200°™ de volume de la pré-culture de la souche désirée par
rapport au volume du milieu (ex. 200 pl pour 20 ml de milieu).
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La culture en milieu solide en aérobiose

Afin d’obtenir des boites de Pétri avec du milieu solide, a un litre de milieu sont ajoutés
28g d'agar avant autoclavage. L'agar peut étre utilisé comme agent gélifiant pour des
cultures qui n‘excedent pas les 70-75°C. A partir de 75°C, I'agar ne permet plus d'assurer la
solidité du milieu et le Gelrite peut étre utilisé comme agent gélifiant. Ceci est le cas
également pour des milieux acides dont le pH est inférieur a 5. Une fois que lescultures
d’enrichissement sont réalisées, des cultures peuvent étre ensemencées sur boite. Avec une
dilution adéquate (généralement entre 10° et 10’ fois), des colonies de morphologie
différente apparaitront sur les boites. Des colonies isolées peuvent ensuite étre repiquées et
striées sur des boites de Pétri. L'isolement de colonies est répété quatre fois. Chaque isolat
est ensuite identifié par des méthodes bioinformatiques, comme décrites précédemment.

La culture et description de la souche OLG2

Parmi plusieurs isolats issus de cultures d’enrichissement effectuées a partir
d’échantillons de terre chaude (SP4) de Saint Paul, un isolat présentait des caractéristiques
différentes de celles habituellement rencontrées chez le genre Geobacillus. Apres analyse
bio-informatique, il s’est avéré que cette souche, la souche OLG2" (accession : FN398054),
appartenait au genre récemment décrit Calditerricola. Présentant des caractéristiques
distinctes des deux especes décrites au sein de ce genre, quelques manipulations ont été
nécessaires pour achever la description de cette souche.

Pour I'hybridation ADN-ADN, la souche OLG2"est cultivée sur le milieu 160, qui est
celui qui permit son isolement. Pour ceci, une pré-culture est inoculée (a 1 %) sur 20 ml de
milieu 160 et a été mise a incuber sur la nuit a 80°C. Le lendemain, les 20 ml de pré-culture
ont été utilisés pour inoculer 2 | de milieu 160 pré-chauffés a 80°C. La culture a été répartie
dans des flacons Erlen® de 5 | et mis a agiter a 70°C dans une étude a agitation. Aprés 12h a
18h de culture, les cellules ont été culottées par centrifugation a 10 ooo g, pendant 30 min a
4°C. Afin d’obtenir 5 g de biomasse humide, 4 | a 5 | ont été nécessaires. La biomasse a été
conservée a -20°C. L'autre souche, avec laquelle la souche OLG2 a été hybridée est
Calditerricola yamamurae. Le procédé d'obtention de biomasse a été identique a celui décrit
pour la souche OLG2". L'hybridation ADN-ADN a été effectuée par la société DSMZ (ou
« Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen»), aprés envoi de la
biomasse dans un volume de 40 ml de solution eaufisopropanol (v:v) a température
ambiante.
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Afin de déterminer la gamme de température de croissance et la température optimale
de croissance de la souche, une pré-culture de la souche OLG2 a été inoculée (a 1 %) sur 20
ml de milieu 160 et mis a 80°C pour la nuit. Le lendemain, 20 ml de milieu de culture 160 ont
été répartis dans des fioles et pré-chauffés aux températures désirées. Une fois chauffés, les
milieux ont été inoculés a 1 % avec la pré-culture. Les fioles avec les milieux fraichement
inoculés ont été ensuite remises a incuber a leur température respective. Apres 6 h et 24h
de culture, leur densité optique a été mesurée a une longueur d’onde de 600 nm. Les valeurs
de densité les plus élevées ont été considérées comme indicatrice de la croissance optimale
de la souche. Des fioles non-inoculées ont servi de témoins et ont été mises a la
température de croissance optimale présumée de la souche. La manipulation a été
effectuée en deux parties : une premiére fois avec une gamme de température large, tous
les 10°C, pour établir la gamme de température de croissance. La manipulation a ensuite
été ensuite répétée avec une gamme de température plus restreinte, tous les 2°C, pour
déterminer avec plus de précision la température optimale. La culture de base, a partir de
laquelle les pré-cultures ont été effectuées, est la méme pour toutes les manipulations.
Toutes les manipulations ont été effectuées en duplicat.

Des photos des cellules de OLG2 en microscopie a contraste de phase et en MET ont
été obtenues en réalisant une culture inoculée a 1 % sur 20 ml de milieu 160 et incubée une
nuit a 80°C et a 70°C, afin d’étudier les différences morphologiques liées a la sporulation a
ces deux températures. Une goutte de chaque culture a été déposée entre lame et lamelle
et observée a I'aide d'un microscope a contraste de phase (Olympus BX60). Pour la MET, les
cellules ont été centrifugées a 10 ooo g pendant 20 min a 4°C. Les cellules ont ensuite été
resuspendues dans 200 pl de milieu de culture stérile, concentrant ainsi les cellules 100 fois.
Un volume de 10 pl des différentes cultures choisies a été déposé sur des grilles MET (en
cuivre) pendant 2 min et lI'excés de liquide a été ensuite absorbée a I'aide de papier
Whatman™. Un volume de 5 pl d’acétate d’uranyle a 2 % de concentration a ensuite été
déposé sur les grilles MET pour effectuer la coloration permettant le contraste. Apres 45 s,
l'excés d’acétate d'uranyle a été absorbé grace a du papier Whatman™. La grille a été
laissée sécher a l'air libre.

Pour construire un arbre phylogénétique basé sur les séquences codant pour | ‘ARNr
16S, des séquences de genes codant pour I'ARNr 16S des bactéries qui font I'objet de
comparaison peuvent étre récupérées dans la base de données NCBI. Les séquences sont
ensuite alignées grace au logiciel SEAVIEW (Gouy et al., 2010). Les séquences alignées sont
ensuite analysées avec le logiciel BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)
qui permet de tronquer les séquences. Une fois tronquées, les séquences sont re-analysées
avec SEAVIEW a l'aide duquel un arbre phylogénétique peut étre construit en utilisant la
méthode du neighbour-joining (Saitou & Nei, 1987) avec un bootstrap d'une valeur de 1000.
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3. L’étude de Pabondance microbienne et virale dans les
échantillons bruts

3.1.Le dénombrement microbien et viral par microscopie a
épifluorescence

Le dénombrement microbien et viral se fait par la méthode de microscopie a
épifluorescence. La méthodologie utilisée est basée sur le protocole de dénombrement
procaryotique et viral décrit par Patel et ses collaborateurs (Patel et al., 2007).

Pour les dénombrements dans les échantillons bruts, des dilutions différentes sont
testées pour estimer la meilleure dilution a utiliser pour le dénombrement. Les échantillons
des sources hydrothermales des Kerguelen sont dilués 10 fois dans du diluent A (constitué
de 10 mM de Tris-HCl, pH 7.5; de 8 mM de MgSO,, . 7H,0 et 50 mM de NaCl dans de I'eau
MilliQ.) (Sambrook et al., 1989), filtré a 0,02 pm.

Une fois dilués, les échantillons sont conservés dans de la glace et filtrés sur un filtre
Anodisc 25 de Whatman (porosité de 0,02 pm) a laide d’un appareil a filtration Whatman ™
connecté a une pompe a vide (Vacuum type glass holder). Les filtres sont déposés sur une
lame de microscope et laissés a sécher dans une boite de pétri a température ambiante ou
dans une étuve a 40°C. La coloration des filtres est effectuée avec 60 pl de SYBR Gold cing
fois concentré (SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain, InvitrogenTM) et apres coloration, les
filtres sont incubés a l‘abri de la lumiére pendant au minimum 1smin. De l'agent
« Anti-fading » est ensuite ajouté a raison de 5o pl par filtre. Cet agent (composé de tampon
phosphate salin (PBS) et Glycérol (v:v) et de 0,1 % de N'N'Diméthyle 1,4 Phenyléne Diamine
Sulfate) permet d’augmenter le temps de la fluorescence des particules apres excitation lors
des comptages. Les filtres sont observés au microscope a épifluorescence (Olympus BX60)
en utilisant la lumiere bleue comme source d’excitation et I'objectif x 100 pour les
observations (grossissement final de 1000 x).

Les comptages d’abondance sont effectués a I'aide d'un quadrillage qui se situe dans
I'objectif du microscope. Sa surface peut étre calculée grace une lame micrométrique. Lors
des comptages, un minimum de 200 particules est compté sur un minimum de 10 champs
de comptage de maniére a ce que si le nombre de particules est inférieur a 200, le nombre
de champs de comptage puisse étre augmenté. Si arrivé a 200 particules ne pose pas de
probléme dans les échantillons issus des cinétiques d'induction virale faites en laboratoire,
cela n'est pas toujours le cas dans les échantillons bruts des sources hydrothermales des
Kerguelen et de Saint Paul. Pour ces échantillons bruts, un minimum de 200 particules est
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compté lorsque cela est possible. Dans le cas contraire, les particules sont comptées sur 40

champs. La moyenne des particules est ensuite prise comme valeur pour I'échantillon.

L'abondance bactérienne et virale peut étre ensuite calculée en utilisant la formule

suivante :

(nombre de particules moyen dans un champ) x

Abondance (particules/ml)

Surface du filtre

Surface du champ

X dilution %

1

volume filtré (ml)

Le dénombrement se fait en triplicat de manipulation, lorsque cela est possible. Pour

une premiére estimation, deux aliquots de chaque source étaient disponibles et les

manipulations ont été faites en duplicat.

Les échantillons analysés sont détaillés dans le Tableau 10.

Année d’échantillonnage Site Echantillon Température (°C)
2009 Rallier du Baty (Kerguelen) RB o7 98.8
2009 RB 10 93.6
2009 RB 18 87.5
2009 RB 32 ND
2009 RB 35 99.6
2009 RB 36 ND
2009 RB 39 82.1
2009 PFJ1 ND
2009 PFJ2 99
2009 Saint Paul SP og 98
2009 SP 12 78.5
2009 SP13 64.5
2011 SP1 | 70
2011 SPa I 31
2011 SPa Il 16
2011 SP2 1 8o
2011 SP21l 35
2011 SP2 il 15
2011 SP2 bis 45
2011 Val Travers (Kerguelen) VT1 60.8
2011 VT2 61.5
2011 VT3 60.1

Tableau 10. Tableau récapitulatif des échantillons analysés en épifluorescence pour déterminer I'abondance virale et
Y

microbienne.
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3.2. Le dénombrement microbien et viral par cytométrie en
flux

Le dénombrement microbien et viral par cytométrie en flux demande une certaine
expertise, notamment pour la manipulation du cytométre, mais aussi pour l'interprétation
et I'analyse des résultats. Pour ceci, trois collaborations ont été sollicitées :

La premiére collaboration a eu lieu a Clermont-Ferrand, a I'Université Blaise Pascal, dans
le « Laboratoire Microorganismes : Génome et Environnement » (UMR CNRS 6023) avec le
Pr. Sime-Ngando et le Dr. Colombet pour des analyses préliminaires sur des échantillons
bruts des sources hydrothermales.

Une deuxieme collaboration, visant a comparer trois méthodes directes de
dénombrement procaryotique et viral, a été réalisée en Norvege, dans le « Laboratoire de
Microbiologie Marine », a I'Université de Bergen. La collaboration s’est faite avec le Dr.
Bratbak, le Dr. Heldal et le Dr. Ray.

La derniere collaboration était avec le Dr. Jacquet de I'Equipe BioFEEL de la « Station
d’'Hydrobiologie Lacustre » (INRA/UMR CARRTEL) a Thonon. La collaboration a eu lieu dans
I'optique de dénombrer les procaryotes et les VLP des échantillons obtenus lors de la
campagne d'échantillonnage de 2011, par cytométrie en flux.

Avant de commencer I'analyse des échantillons bruts au cytometre, une préparation des
échantillons et du cytomeétre est nécessaire. Le débit d’aspiration du cytométre est mesuré
a chaque mise en marche de la machine. Pour ceci, de I'eau ultrapure est pesée précisément
puis placée dans le cytometre. Le débit d'aspiration du cytométre est ensuite fixé (par
exemple en vitesse moyenne ou faible). Aprés un laps de temps déterminé précisément,
I'aspiration est terminée et |'eau résiduelle est pesée. Avec la différence des poids avant et
apres aspiration, ainsi que la durée de l'aspiration, il est possible de définir le débit
d’aspiration précis suivant la formule suivante :

Débit d'aspiration (ul/min) =

Poids initial — Poids apres aspiration
Temps (min)

Les poids doivent étre convertis en volume d'eau (par exemple, la valeur de la masse
volumique de l'eau a 4 °C est de 0,999973 kg/l). L'aspiration se fait au minimum pendant
15 min.
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Une préparation des échantillons est nécessaire avant analyse par cytométrie. Ceux-ci
sont sortis du congélateur a -80°C et laissés a fondre sur glace. Ensuite, les échantillons sont
dilués dans du tampon TE (Tris-EDTA). Les gammes de dilution habituelles sont 1:10, 1:100,
1:500 et 1:1000. En général on ajoute du glutaraldéhyde a une concentration finale de 0.5 %,
ce qui permet de fixer les échantillons et de conserver les structures biologiques.
Cependant, les échantillons ayant été fixés lors des campagnes, cette étape n'est pas
nécessaire lors de l'analyse des échantillons bruts des sources hydrothermales des
Kerguelen et Saint Paul.

Des billes commerciales (Invitrogen™)  sont ajoutées chaque tube a une
concentration connue. Elles servent au controle du bon fonctionnement de la machine. En
effet, comme elles apparaissent sur I'écran des résultats, elles permettent le contréle des
flux du cytometre. Leur complexité morphologique et leur fluorescence étant connues, elles
peuvent également servir de point de comparaison lors que des particules dispersées
sontobservées sur les cytogrammes.

Le fluorochrome utilisé est le SYBR® Green | (Invitrogen™) qui est ajouté ensuite dans
chaque échantillon a une concentration finale de 1 x. Les échantillons sont placés a 70°C
- 80°C a I'abri de la lumiére pendant 10 min, afin d’augmenter I'efficacité de pénétration du
fluorochrome. Aprés incubation, les échantillons sont laissés a refroidir a température
ambiante pendant 5 min a I'abri de la lumiére.

Apres ces préparations, les échantillons sont vortexés et peuvent étre analysés au
cytomeétre. Les débits d'aspiration utilisés sont généralement la vitesse moyenne ou faible
pour l'analyse des VLP. L'analyse d'un échantillon prend 1 a 2 min. Entre 200 et 800
événements/s sont souhaitables (Jonathan Colombet, communication personnelle).

Les analyses informatiques sont fait a I'aide du programme « CytoWin » (disponible sur
le site http://www.sb-roscoff.fr/Phyto/cyto.html#cytowin) ou WinMDI (Trotter, 1995).

L’abondance bactérienne et virale peut ensuite étre calculée avec la formule
suivante :

Abondance (particules/ml) _

Nombre d'évenements 1000 pl
X

Temps d'acquisition — pgpit d’aspiration (-~ )

min

X dilution

Le chiffre « 2000 pl » permet d’exprimer I'abondance en particules/ml.
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Pour les analyses des échantillons bruts au « Laboratoire Microorganismes : Génome et
Environnement », le side scatter (qui est un détecteur de granulométrie) était réglé a 700 et
le FL1 (qui est un détecteur de fluorescence) a 467. Dans le « Laboratoire de Microbiologie
Marine » a Bergen, le side scatter et le FL1 étaient réglés a 600 tous les deux. Pour le
dénombrement du bactérioplancton hétérotrophe, S. Jacquet utilise les parametres de
fluorescence E02-500-500-500-500 et seuil FLH1 a minimum 100. Pour le virioplancton, les
parameétres suivant ont été utilisés : 600-500-550-550 et un seuil de go pour le FLH1.

Les cytometres utilisés pendant les trois collaborations étaient des FASCalibur (Becton
Dickinson) muni d’un laser argon de 488 nm.

Les échantillons analysés sont les mémes que ceux analysés en épifluorescence.

3.3.La comparaison des méthodes de dénombrement

Pour les tests de corrélation entre les méthodes de dénombrement microbien et
viral, par microscopie a épifluorescence et par cytométrie en flux, un test non paramétrique
de rang de Spearman a été effectué avec le logiciel R (R-Development-Core-Team, 2005).

3.4. Le dénombrement et les observations virales par
microscopie électronique a transmission

Lors des collaborations effectuées au «Laboratoire Microorganismes: Génome et
Environnement » a Clermont Ferrand et au «Laboratoire de Microbiologie Marine » a
Bergen, la méthodologie de dénombrement et I'exploration de la diversité virale par
microscopie électronique a transmission ont été entreprises.

La méthodologie utilisée dans ces laboratoires est celle de la sédimentation des
particules virales a partir d’échantillons naturels d’eau de source directement sur des grilles
de MET, en cuivre recouverte d'un film de Formvar. Les tubes a ultracentrifugation
contiennent un support, sur lequel sont attachées les grilles de MET a l'aide d'un scotch
double-face. L'échantillon est ensuite ajouté dans ces tubes et les tubes sont placés dans un
rotor du type « Swing-bucket » et ultracentrifugés.

Au «Laboratoire Microorganismes: Génome et Environnement», les tubes sont
ultracentrifugés pendant 2 h. Une fois la centrifugation terminée, les grilles sont récupérées
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et contrastées avec 10 pl d'acétate d’'uranyle a 2 % pendant 30 s. Un ringage par une goutte
de H,O stérile pendant 5 s est ensuite effectué avant de laisser les grilles sécher a I'air libre.
La matiere du support des grilles est un mélange commercial fait d'une résine polyester
préaccélérée de type GTS et d'un durcisseur, le peroxyde d'éthylméthylcétone (Soloplast-
Vosschemie, France) (Sime-Ngando et al., 1996). L'ultracentrifugation se fait a 120 000 g
pendant 120 min a 4°C dans un rotor de type « Swing-bucket TST4114 ». L'observation est
effectuée al’aide d'un microscope JEOL 1200 EX.

A la différence a la méthodologie utilisée au « Laboratoire Microorganismes : Génome
et Environnement », la résine utilisée comme support de grilles MET au « Laboratoire de
Microbiologie Marine » a Bergen est une résine Epoxy commerciale (une colle a deux
composants) de Casco® (Borsheim et al, 1990; Ackermann & Heldal, 2010).
L'ultracentrifugation se fait a 8o 0oo g, pendant 30 min a 10°C dans un « Swing-bucket
SW4a ». Les grilles sont ensuite récupérées et colorées a I'aide de 10 pl d'acétate d'uranyle
2 % pendant 1 min. Une étape de ringage en utilisant 10 pl de H,O stérile est également
réalisée avant de laisser sécher les grilles a I'air libre. L'observation est effectuée a I'aide
d’un microscope JEOL 100CX.

Les observations se font a I'aide d'un microscope électronique a transmission et le
dénombrement peut se faire a l'aide d'une formule similaire a celle utilisée pour la
microscopie a épifluorescence :

Abondance (particules/ml) _

Surfacede la grille Surface du supportde la grille L 1
(N) x X - X dilution x — -
Surface du champ Surface de la grille volume échantillon (ml)

Ou « N » est le nombre de particules moyen observé dans un champ.

L'observation des échantillons bruts par MET permet également d’explorer la
diversité morphologique des VLP. Le « Laboratoire de Microbiologie des Environnements
Extrémes » ne disposant pas de rotor du type « Swing-bucket» pour tubes a grands
volumes, des échantillons bruts ont été explorés pour la diversité morphologique des VLP
en utilisant un rotor fixe Beckman « 70.1 Ti ». Pour ceci, une étape de pré-centrifugation des
échantillons bruts a été effectuée a 6000 g, pendant 15 min a 4°C. Les échantillons ont
ensuite été placés dans des tubes a ultracentrifugation et ont été ultracentrifugés a
100 000g, pendant 60 min a 4°C. Chaque culot est ensuite resuspendu dans 5o pl du diluent
A. Une grille MET est préparée en y déposant 10 pl de suspension virale et en laissant les
particules virales s'adsorber pendant 2 min. L'excés de la suspension virale est ensuite
enlevé & 'aide de papier Whatman™ et 10 pl d’uranyle acétate 2 % sont déposés, ce qui
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permet la coloration des particules virales sur la grille. Aprés 45 s, I'excés d'acétate d'uranyle
est enlevé a l'aide de papier Whatman™ et la grille est laissée & sécher a I'air libre.

Les observations en MET se font a la «Plateforme d'Imagerie et de Mesure en
Microscopie (PIMM) » de « I'Université de Bretagne Occidentale » a |'aide d'un microscope
de type JEOL JEM 1400. Les grossissements généralement utilisés sont de 60000 a
120 000 X.

Les échantillons bruts explorés pour I'abondance et la diversité morphologique des
VLP sont détaillés dans le Tableau 11.

Année d’échantillonnage Site Echantillon Filtré a 0.02 pm
2009 Rallier du Baty (Kerguelen) PFJ1 non
2009 RB 07 (cc) non
2009 RB 18 oui
2009 RB 35 oui
2009 RB 13 oui
2009 RB 15 oui
2009 RB 15 oui
2009 RB 18 oui
2011 Val Travers (Kerguelen) VT non
2011 VT2 non
2011 VT3 non
2009 Saint Paul SP1 oui
2009 SP2 oui
2011 SP1 | non
2011 SPa I non
2011 SPa Il non
2011 SP2 | non
2011 SP2 I non
2011 SP3 Il non

Tableau 11. Tableau récapitulatif des échantillons analysés en microscopie électronique a transmission pour déterminer
I'abondance ainsi que la diversité morphotypique virale.
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4. La diversité des VLP dans les isolats procaryotiques

4.1.Le criblage des souches procaryotiquespour la présence
de virus

Lors du criblage de souches microbiennes, on peut s'attendre a quatre cas de figure :
a) I'absence de virus dans la souche criblée, b) la présence de virus de type lytique, ) la
présence de virus de type lysogene ou pseudolysogene et d) la présence de virus infectant
son hote de maniere chronique.

L'absence de virus se traduit généralement en I'absence de signal en épifluorescence.
Ceci se traduit par une faible concentration de points observables en épifluorescence et par
I'absence d'observation de particules virales en MET.

La présence de virus de type lytique peut étre observée par le simple aspect de la
culture de la souche héte qui devient limpide suite a la lyse cellulaire. Ceci se vérifie par un
signal positif en épifluorescence et I'observation des virus en MET.

La détection de virus de type lysogene peut appeler a des manipulations
supplémentaires. Malgré une production potentielle par auto-induction, I'obtention de virus
en quantité suffisante pour la détection peut nécessiter une induction. L'agent inducteur
utilisé, la mitomycine C, agit au niveau de I'ADN en le sectionnant enzymatiquement de
maniéere a ce qu'il ne puisse plus servir comme modeéle pour la réplication et bloque la
croissance des bactéries (Shiba et al., 1959; Reich et al.,, 1961). Suite a l'induction, les
prophages logeant dans les souches porteuses de phage tempéré entament le cycle lytique
ce qui se traduit par le fait que la culture trouble devienne limpide, comme dans le cas des
«cultures » de virus virulents. Les observations au microscope a épifluorescence et/ou
électronique permettent ensuite de confirmer la présence de virus.

Les virus infectant leur hote de maniére chronique ou pseudolysogéne sont plus délicats
a détecter. Un stress subi par I'hote, comme par exemple l'induction, peut augmenter le
taux de virus produit, mais la concentration virale dans la culture reste souvent basse. Des
VLP peuvent quand méme étre détectées au microscope a épifluorescence. L'observation
en MET peut cependant nécessiter une étape supplémentaire qui consiste a concentrer les
particules virales par précipitationa partir de grands volumes de culture. Cette étape peut
également s'avérer nécessaire pour des virus lysogénes ou lytiques, si leur production est
faible. Etant donné la nature inconnue du mode de reproduction des virus lors de leur
criblage, toutes les cultures de souche pure atteignant la phase stationnaire de croissance
sans lyse apparente sont induites.
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La méthodologie de criblage pour la présence de virus est basée sur la détection des
particules de type viral a I'aide de la microscopie a épifluorescence. Les cultures positives en
épifluorescence sont ensuite analysées avec un microscope électronique a transmission
(MET), ce qui permet I'observation de la morphologie des particules virales.

Les cultures virosées sont centrifugées a 10 0ooo g pendant 20 min a 4°C afin de se
débarrasser des cellules et des débris cellulaires. Le surnageant obtenu est ultracentrifugé a
100 000 g, pendant 60 min a 4°C. Les culots viraux sont resuspendus dans 50 pl de diluent A.
Une grille de MET est ensuite préparée de la méme maniere que celle décrite
précédemment.

La méthodologie de criblage s'applique aussi aux enrichissements de culture. Dans
ce cas, seuls des inoculats secondaires d’enrichissement sont criblés pour éviter toute
contamination de VLP provenant directement des échantillons bruts utilisés pour inoculer
plutot que produits par les souches présentes dans les enrichissements.

Les souches criblées pour la présence de VLP sont détaillées dans le Tableau 12.

Source d'isolement Souche Séquence d'ADNr 16S la plus proche en banque NCBI Identité (%)
Saint Paul (SP o9) MCa Thermosipho africanus 99
Saint Paul (SP 09) MC 2 Thermosipho africanus 99

Saint Paul (SP 11 bis) MC3 Marinitoga litoralis 100
Saint Paul (SP 11) MC 4 Thermococcus sp. 93
Saint Paul (SP 11) MCg Thermococcus sp. 89

Saint Paul (SP 11 bis) MC6 Thermosipho africanus 99

Saint Paul (SP 11 bis) MC8 Thermococcus sp. 99

Saint Paul (SP 11 bis) MCg Thermococcus sp. 99

Rallier du Baty (RB 2) MC 10 Thermoanaerobacter pseudethanolicus 98

Rallier du Baty (RB 2) MC11 Thermoanaerobacter pseudethanolicus 98

Saint Paul (SP1) JP1 Thermococcus fumarii 99
Saint Paul (SP1) JP2 Thermococcus fumarii 99
Saint Paul (SP1) JP3 Thermococcus fumarii 99
Saint Paul (SP1) JP4 Thermococcus fumarii 99
Saint Paul (SP1) JPsg Thermococcus fumarii 99
Saint Paul (SP1) JP5 bis Thermococcus fumarii 99

Tableau 12. Tableau récapitulatif des souches criblées pour la présence de VLP.
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5. La description d’un systeme hoéte-virus

5.1.Les cultures virales et les tests d’induction

5.1.1. La culture de la souche SP4 SD de Geobacillus thermoleovorans et de
son phage GTV1

La culture de la souche SP4 SD de Geobacillus thermoleovorans a une croissance
classique en terme de culture bactérienne. Un criblage par épifluorescence a suggéré la
présence de virus.

Apres 12-15h de pré-culture de la souche SP4 SD, effectué en milieu TM, 1200 ml du méme
milieu stérile sont placé dans une fiole Erlenmeyer de 5oo ml au bain-marie a 65°C. Une fois
chauffé a 65 °C, le milieu est inoculé a o.5 % (v:v) avec la pré-culture et est placé sous
agitation au bain-marie. La croissance de la souche est ensuite suivie en mesurant la densité
optique (D.O.) de la culture a I'aide d'un spectromeétre a 600 nm de longueur d’onde. Le suivi
de croissance des cultures par mesure de D.O. permet de connaitre en temps réel la phase
de croissance (latence-exponentielle-stationnaire) ou se situe la culture étudiée. Les valeurs
de D.O. de la croissance de la souche SP4 SD varient entre 0.000 et environ 1.100, les
valeurs minimales correspondant au début de la phase de latence et les valeurs maximales a
la phase stationnaire. La phase exponentielle se situe entre 0.1 et 0.8. L'induction de la
souche se fait au début de la phase exponentielle, lorsque la D.O. atteint des valeurs entre
0.1-0.2 (0.150 par exemple) en ajoutant de la mitomycine Ca [1 pg/mlJfinale-

Suite a I'induction, la densité optique de la culture chute, traduisant la lyse virale, et
lorsque la valeur minimale est atteinte, l'incubation est terminée. Pour récupérer les
particules virales induites, une centrifugation a 10 ooo g, pendant 20 min a 4°C, est
effectuée pour se débarrasser des cellules restantes et des débris cellulaires. Le surnageant
est ultracentifugé a 100 0oo g, pendant 60 min a 4°C, pour concentrer les virus. Les culots
viraux sont ensuite resuspendus dans 150-200 pl de diluent A.
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La gamme d’héte du virus de G. thermoleovorans

Afin de déterminer la gamme d’'hote du phage de G. thermoleovorans SP4 SD, des
souches diverses sont cultivées en présence d'une solution virale provenant de
G. thermoleovorans SP¢ SD.

En premier lieu, un lysat de 50 ml de culture de G. thermoleovorans est réalisé et les
VLP sont resuspendues dans 200 pl de diluent A. Les souches pour la gamme d’héte sont
mises en culture sur le milieu TM. En phase exponentielle, 100 pl de concentration virale de
G. thermoleovorans sont ajoutés aux cultures et les cultures sont ensuite laissées a incuber
180 min. Parallelement, des plages de lyse sont réalisées, selon la méthodologie décrite par
Saunders et Campbell (Saunders & Campbell, 1966). Des boites de Pétri de 20 ml de milieu
TM gélifié a I'aide de 2 % d'agar sont réalisées. Pour la sur-couche, 300 pl d'une souche a
tester sont mis en présence de 100 pl de lysat viral provenant de G. thermoleovorans et au
mélange sont ajouté 2.5 ml de TM contenant 0.65 % d’agar. Le tout est coulé sur la boite de
Pétri, qui est ensuite mise a incuber a 60°C. Une boite avec une dilution de 10 x de la
solution virale et une boite contrdle sans solution virale sont réalisées.

Les souches testées comme hotes potentiels ont également été criblées en
microscopie a épifluorescence pour la présence de VLP. Les souches testées sont détaillées
sur le Tableau 13.

Espéce Souche
Geobacillus thermoleovorans DSM 5366

Geobacillus thermocatenulatus DSM 730
Geobacillus vulcani DSM 13174
Geobacillus lituanicus DSM 15325
Geobacillus kaustophilus DSM 7263

Geobacillus stearothermophilus SP4 Sa3 (isolée au laboratoire)
Thermus thermophiles DSMs579

Tableau 13. Tableau récapitulatif des souches testées pour les expériences de plages de lyse.

5.1.2. La culture de la souche MC6 de Thermosipho africanus et de sa VLP

Un criblage par épifluorescence a suggéré la présence de phages dans la souche MC 6 de
Thermosipho africanus, qui appartient a I'ordre des Thermotogales.

Du milieu Ravot modifié est réparti dans des fioles pénicilline en présence de soufre ou
de thiosulfate. Le milieu est réduit comme décrit précédemment. Ensuite, les fioles sont
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inoculées a 1 % (v:v) et mises a incuber a 70°C. La souche est induite avec de la
mitomycine C [1 pg/mllfinale aprés environ 12 h de culture, la culture est laissée a incuber a
70°C pendant 180 min. Les cellules sont ensuite éliminées par centrifugation a 10 ooo g,
pendant 20 min a 4°C. Les VLP sont concentrés suivant différents protocoles. Les volumes
de culture varient selon les tests de concentration utilisés, mais généralement un volume de
500 ml est utilisé.

Tests d’induction

Afin d'investiguer des méthodes d’induction alternatives a la mitomycine C, d'autres
agents inducteurs ont été testés.

La souche MC 6 a été mise en culture a partir d'un méme inoculum. En phase
exponentielle, une culture a été induite a la mitomycine C [1 pg/mllfinale, @ Une deuxieme
culture a été ajouté du NaCl a 10 % en concentration finale. Une culture servant de témoin
n'a pas été induit. Le temps d’incubation aprés induction était de 180 min et I'effet de
I'induction a été observé en microscopie a épifluorescence.

Des tentatives d'induction par différentes concentrations de NaCl ont été réalisées sur la
souche de G. thermoleovorans SP4 SD, cultivée sur du milieu TM sans NaCl. Les différentes
concentrations finales en NaCl étaient de 3 %, 10 %, 20 %, 30 % et 36 %. L'effet
d’anaérobiose a également été expérimenté. La stabilité de la mitomycine C a également
été investiguée. Un aliquot de 1 ml de concentration [100 pg/ml] a été placé pendant 180
min a 80°C et ensuite a été utilisé pour induire une culture de G. thermoleovorans en phase
exponentielle de la maniere décrite précédemment.

5.2.Purification et concentration du virus de Geobacillus
thermoleovorans et des VLP de Thermosipho africanus

Si le virus de la souche SP4 SD de G. thermolovorans est produit en quantité suffisante
pour ne pas devoir passer par une étape de concentration, ceci n'est pas le cas pour les VLP
d’'un nouveau type de morphologie découverte dans la souche MC 6. Pour I'étude de ces
VLP, plusieurs tentatives de concentration et de purification ont été effectuées.
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5.2.1. La concentration par ajout de PEG 6000

Ce protocole est basé sur celui décrit initialement par Lewis et Metcalf (Lewis & Metcalf,
1988). Du milieu Ravot modifié, d'un volume total de 5oo ml, est réparti, en présence de
soufre, dans des fioles pénicilline a raison de 5o ml par fiole. Les cultures sont inoculées a
1 % (v:v) avec la souche MC6 et mises a incuber a 70°C. Aprés 12h de culture, ces derniéres
sont induites en phase exponentielle a la mitomycine C [1 pg/mllsinale. Les cultures sont
remises a incuber a 70°C pendant 180 min. Les cellules et les débris sont ensuite éliminés
par centrifugation a 6000 g, pendant 20 min a 4°C. Du PEG 6000 et du NaCl sont ajoutés au
surnageant a raison de 50 g (10 %) et 29 g (12 M) respectivement, et le tout est placé sous
agitation et a 4°C pendant au moins 9o min. La solution est ensuite centrifugée a 10 0oog,
a 4°C pendant 30 min dans des tubes de centrifugation en polycarbonate Nalgene®
(Thermo Scientific). Le précipité obtenu sur les parois des tubes est resuspendu a I'aide
d'une oese stérile dans 4 ml de diluent A (filtré a 0.0 2pm). Les culots sont ensuite
rassemblés dans un tube.

Le surnageant peut étre retraité avec du PEG 6000 et du NaCl de la méme maniére que
décrite précédemment, afin de précipiter les VLP qui seraient restées en solution. Les culots
sont alors également rassemblés et mis en commun avec les culots obtenus précédemment.

Les 4 ml de resuspension sont centrifugés a 10 0oog, a 4°C pendant 30 min. Le culot
résultant est suspendu dans 15 ml de diluent A et laissé a 4°C pendant une nuit, de fagon a
ce que les virus se détachent du PEG 6000. Le lendemain, une centrifugation a 6000 g
pendant 20 min a 40°C est effectuée pour se débarrasser du PEG 6000 résiduel et le
surnageant est réparti dans des tubes. Le surnageant est ensuite concentré par
ultracentrifugation a 100 0ooog, pendant 60 min a 4°C. Les culots viraux sont resuspendus
dans du diluent A et rassemblés de maniere a ce que le volume total final n‘excede pas 250
pl. Ces 250 pl de solution virale peuvent étre ensuite déposés sur un gradient de
purification.

Alternativement a la concentration par ultracentrifugation, le surnageant viral peut étre
concentré par tubes Amicon® (de Millipore™) disposant d'un filtre de 30 KDa. La
centrifugation dans ces tubes se fait a 5ooo g, pendant 1cmin a 4°C. Une solution
concentrée d’environ 200 pl a 300 pl est alors récupérée.
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s2.2. Laconcentration par ajout de FeCl,

Ce procédé, dit de «floculation chimique », est basé sur le protocole décrit par John et
ses collaborateurs (John et al., 2011). La préparation de 5oo ml de culture se fait comme
décrite précédemment pour la concentration par ajout de PEG 6000. Les 5oo ml de
surnageant contenant les VLP sont obtenus et une solution de FeCl, stérile y est ajoutée de
maniére a ce que la concentration finale des ions de fer soient de [1 mg/I] (la solution de
FeCl; doit étre préparée a une concentration 10 g de fer par litre, soit 4.83 g de FeCl;x 6 H,O
dans 100 ml d’eau MilliQ. L'ajout de la solution est alors de 5o pl dans 500 ml de solution
virale).La solution est placée sous agitation a température ambiante pendant 60 min. Cette
solution virale est ensuite centrifugée a 10 0ooo g, pendant 20 min a 4°C. Les culots obtenus
sont repris dans un volume de 10 ml de tampon de resuspension contenant 0.25 M d’acide
ascorbique, et 0.2 M de Mg,EDTA a pH 6 et filtré a 0.0 2um. La solution de Mg,EDTA
n'étant pas disponible, une solution de tampon de resuspension a pu étre construite a partir
de MgCl,, EDTA et acide ascorbique en respectant les proportions moléculaires des ions
magnésium. L'acide ascorbique peut étre remplacé par I'acide oxalique, si nécessaire. Le
tampon de resuspension doit étre préparé le jour de la manipulation. Une fois le tampon de
resuspension ajouté, le tout est homogénéisé et une centrifugation de 5000 g, pendant 20
min a 4°C est réalisée pour se débarrasser des agents floculants. Le surnageant est ensuite
ultracentrifugé a 100 0oo g, pendant 60 min a 4°C. Les culots viraux sont resuspendus dans
du diluent A et rassemblés de maniére a ce que le volume total final n‘excede pas 250 pl. Ces
250 pl de suspension peuvent étre ensuite déposés sur un gradient de purification.

Alternativement, aprés floculation la solution peut étre filtré a sur un filtre membranaire
de Whatman en polycarbonate de porosité 0.8 um. Les virus précipités forment une matrice
capturée sur le filtre qui est ensuite placé dans 10 ml de tampon de resuspension. Une fois le
précipité dissout, les virus peuvent étre concentrés par ultracentrifugation a 100000 g,
pendant 60 min a 4°C. Les culots viraux sont resuspendus dans du diluent A et rassemblés
de maniére a ce que le volume total final n‘excéde pas 250 pl. Les culots viraux peuvent étre
obtenus également par concentration de la solution virale en utilisant des tubes Amicon®
comme décrite précédemment. Ces 250 pl de suspension peuvent étre ensuite déposés sur
un gradient de purification.

Les protocoles décrits ci-dessus ont été également appliqués a des volumes de culture
de 1l et de 2 | et pour T. africanus MC 6. Les quantités de solutions ont été adaptées aux
différents volumes de cultures a chaque fois.

Une fois qu’une solution d’environ 200 pl de VLP est obtenue, celle-ci peut étre
déposée sur un gradient de densité afin de purifier les VLP par ultracentrifugation. Pour
ceci, plusieurs solutions peuvent étre utilisées, dont les plus communes sont le chlorure de
césium (CsCl), I'lodixanol (ou OptiPrep™) ou encore une solution de sucrose. Le principe
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repose sur la séparation des particules de tailles et de poids différents le long d'un gradient
de densité en utilisant comme force de séparation l'ultracentrifugation. Une revue
reprenant les différentes solutions, matériels et méthodologies utilisés a cet effet a été
publiée par Lawrence et Steward: «Purification of viruses by centrifugation »
(Lawrence & Steward, 2010).

5.2.3. La purification par utilisation de chlorure de césium

Les virus ayant potentiellement des densités différentes, le taux de chlorure de césium a
utiliser pour la formation du gradient peut varier. Une liste de virus appartenant a des
familles différentes et des densités de chlorure de césium respectives a utiliser peuvent étre
trouvée dans une publication de Thurber et collaborateur: « Laboratory procedures to
generate viral metagenomes » (Thurber et al., 2009). Le gradient se formant au cours de
I'ultracentrifugation dans le cas de chlorure de césium, une solution de celle-ci est préparée
en ayant déterminé d'abord une densité voulue. Le chlorure de césium se présente sous
forme de poudre a mélanger a une solution liquide. La solution a utiliser est de préférence le
tampon utilisé pour la resuspension virale, comme le diluent A. Pour faire correspondre la
densité choisie du gradient et le poids de chlorure de césium a mélanger dans un volume
donné de tampon, la formule suivant peut étre utilisée :

CSCImasse = Vsolution X (psolution - psolvent) X1.35

oU CsClmasse €5t la masse de Chlorure de césium a utiliser (en g), Vsoistion €St le volume de la
solution de chlorure de césium, psoiution €St la densité voulue pour la solution de chlorure de
césium (g/ml) et psovent €St la densité du diluent utilisé (g/ml) (Lawrence & Steward, 2010).

Une fois que la solution de chlorure de césium est préparée, la solution virale est déposée
sur le gradient. Le tout est ultracentrifugé a 124000 g, pendant 300 min a 12°C.
Normalement une bande est visible, correspondant a la fraction virale ayant migré selon la
densité des particules virales.

Les densités testées pour les fractions de VLP de la souche MC6 sont : 1.24;1.298; 1.32;;
1.36

La densité testée pour le myovirus de G. thermoleovorans est de 1.55 et 1.5

Une bande, correspondant a la fraction virale, générée par un gradient de chlorure de
césium n’est pas toujours visible si la fraction est peu concentrée en VLP. Pour détecter une
bande, un détecteur d'absorbance « Teledyne Isco UA-6 Absorbance Detector » a été utilisé.
Cette machine est munie d'une source de rayonnement ultra-violet et d'un détecteur de ces
rayonnements. Le gradient, oU se trouve la fraction virale potentielle, est passé au
détecteur. Une solution tres dense de chlorure de césium est ensuite introduite au fond du
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tube de maniére a ce que la solution déja présente dans le tube entre dans la machine. Le
gradient passe ensuite devant le rayonnement UV émit par la machine. Lorsque la fraction
virale passe devant le détecteur de rayonnement UV, un pic d'absorbance des acides
nucliques est détecté et la fraction peut étre récupérée au niveau d'un collecteur de la
machine.

5.2.4. La purification par l'utilisation d'iodixanol

Deux maniéres de former un gradient d’iodixanol ont été testées.

La premiére consiste a préparer plusieurs solutions de densités différentes et a les
déposer les unes sur les autres par ordre décroissant de densité. A partir de la solution mere
a 60 %, quatre solutions sont réalisées dans du diluent A: a 45 %, a 40 %, a 35 % et a 30 %.
Elles sont disposées comme indiqué plus haut et laissées incuber pendant la nuit a 4°C. Le
lendemain, la fraction virale est déposée sur le gradient et le tout est ultracentrifugé a
150 000 g, pendant 360 min a 10°C. Cette méthode a été testée pour les fractions de VLP de
la souche MC 6.

La deuxieme méthode a été construite a partir des données d'Axis-Shield détaillées dans
I’Application Sheat n°Vo3 (http://www.axis-shield-density-gradient-media.com/Vo3.pdf).
Cette méthode consiste a préparer une solution d’iodixanol a 20 %. La fraction virale est
ensuite déposée sur ce gradient. L'ultracentrifugation se fait avec le rotor 70.1 Ti de
Beckman, a 70 ooo rpm (environ 335000 g) a 15°C pendant 300 min. Le gradient est ainsi
autoformé au cours de la centrifugation. Les parametres changent selon le rotor, il est donc
important de respecter ces parameétres pour le rotor 70.1 Ti. Ce protocole a été testé pour
les fractions virales de G. thermoleovorans. Une variation de ce protocole a également été
expérimentée, ou les 20 % d'iodixanol ont été remplacés par une solution a 30 % ou a 35 %.

5.2.5. La purification par I'utilisation d’une solution de sucrose

Pour une purification en utilisant un gradient de sucrose, une solution de 25 % de sucrose
est préparée dans du diluent A. La solution est laissée incuber a 4°C pendant une nuit. Le
lendemain, la fraction virale est déposée sur la solution. Le tout est ultracentrifugé a
54 000 g pendant 120 min, a 4°C. Une ultracentrifugation a 150 ooo g, pendant 300 min a
4°C a également été testée.

Le gradient de sucrose a été testé pour les fractions de VLP de la souche MC 6.
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5.3.Les cinétiques de croissance de la souche SP4 SD avec et
sans induction

Quatre cinétiques de croissance de la souche SP4 SD, décrites ci-dessous, ont été
réalisées. La premiére cinétique de croissance a été effectuée sans induction et a servi de
culture témoin. La deuxieme cinétique a compris une étape d’induction de la souche
SP4 SD par la mitomycine C. La troisiéme cinétique décrit la réponse de la souche SP4 SD a
I'induction suite aux conditions d'anoxie. La quatrieme cinétique a été réalisée en utilisant
un choc osmotique comme moyen d’induction, par ajout de NaCl [3 %].

5.3.1. L'induction par ajout de la mitomycine C

Une pré-culture de 10 ml de la souche SP4 SD de Geobacillus thermoleovorans est
inoculée dans le milieu TM. Le lendemain, pour chaque culture, 100 ml de milieu TM sont
placées dans une fiole Erlenmeyer de 500 ml et sont chauffés jusqu’a 65°C. Une fois chaud,
le milieu de chaque fiole Erlenmeyer est inoculé avec 0.5 ml (inoculation 0.5 % v:v) de pré-
culture et les cultures sont placées en agitation dans un bain-marie. La croissance des
cultures est ensuite suivie en effectuant des points de mesure de densité optique (D.O.)
(A = 600 nm) sur des échantillons de 1 ml. Une fois la D.O. mesurée, goo ul de I'échantillon
sont mis en cryotube contenant 18 pl de glutaraldéhyde 25 % (concentration finale de
0.5 %) lesquels sont ensuite plongés dans de I'azote liquide (technique du « flash-freeze »)
et conservés a -80°C. L'induction de la souche SP4 SD par l'utilisation de la mitomycine C
[1 pg/ml] a lieu au début de la phase exponentielle (a une valeur de D.O. avoisinant
0.150)-600nm)- Des échantillons sont prélevés tout les 30 min tout au long de I'expérience
jusqu’a ce que la croissance de la souche SP4 SD atteigne la phase de croissance
stationnaire. Pour la culture contréle non-induite, ceci est effectué jusqu’a la phase
stationnaire de la souche, qui atteindra une valeur maximale en D.O. (environ 1.100)-00nm)-
Pour la culture induite par la mitomycine C, la cinétique est réalisée jusqu'a ce que la D.O.
chute a une valeur avoisinant 0.050, correspondant a la lyse des cellules provoquées par des
virus.
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5.3.2. L'induction par anoxie

L'induction par mise en conditions d’anaérobiose est effectuée au début de la phase
exponentielle de la croissance de souche, comme pour I'ajout de la mitomycine C. La culture
est alors transférée de la fiole Erlenmeyer pour étre mise en bouteille Schott de 5oo ml a
I'aide de seringues de 50 ml. La bouteille Schott a été préalablement bouchée a I'aide d'un
bouchon en caoutchouc et scellée avec un bouchon a vis. Une fois fermée, I'anaérobiose a
été réalisée dans la bouteille en y plantant une aiguille, connectée a une rampe a gaz, a
travers le bouchon et en faisant le vide. Une deuxiéme aiguille a ensuite été plantée a
travers le bouchon et de I'azote a été injecté pendant 20 s (a 1 bar de pression) et la
surpression est évacuée grace a la deuxiéme aiguille, technique dite de « flush ».

5.3.3. L'induction par choc osmotique - NaCl

La cinétique est similaire a celle décrite ci-dessus. A la différence des deux autres, cette
cinétique impose que la souche SP4 SD soit cultivée sur du milieu TM sans NaCl. La pré-
culture, ainsi que les cultures de la cinétique méme, sont cultivées sur du milieu TM a 0 % de
Nacl.

Comme décrit précédemment, lorsque la culture atteint le début de la phase
exponentielle, elle est induite. Ceci se fait par ajout de 3 g de NaCl dans la culture
(atteignant ainsi 3 % de NaCl en concentration finale). Les prélevements d’échantillon se
font ensuite comme décrit, jusqu’a ce que la culture atteigne la phase stationnaire de
croissance.

Toutes les cinétiques ont été réalisées avec un controle non-induit et en duplicat de
culture.

5.3.4. Le dénombrement bactérien et viral des cultures induites

Les échantillons conservés a -80°C sont laissés a décongeler sur de la glace pour les
dénombrements bactériens et viraux des cinétiques d’induction de la souche SP4 SD. Une
fois décongelés, des dilutions adéquates pour le dénombrement bactérien (variant entre
10" et 10™*) et viral (variant entre 10™ et 10) peuvent étre effectuées. Une centrifugation a
6000 g pendant 20 min a 4°C est réalisée au préalable pour se débarrasser des cellules. Les
dilutions sont faites dans 5 ml de diluent A (filtrée a 0,02 pm).
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Le procédé utilisé pour le dénombrement est celui décrit précédemment pour le
dénombrement procaryotique et viral dans les échantillons bruts par microscopie a
épifluorescence. A la différence des échantillons bruts, le dénombrement peut se faire sans
I'interférence de sédiments et de débris divers et donc un minimum de 200 particules peut
étre compté sur un minimum de 10 champs de maniere a ce que si le nombre de particules
est inférieur a un total de 200, le nombre de champs de comptage puisse étre augmenté. La
moyenne des valeurs est ensuite prise comme valeur pour I'échantillon et les abondances
bactérien et viral peuvent étre comptées en utilisant la formule employée précédemment.

6. L’analyses des acides nucléiques

6.1. Les solutions utilisées :

- EDTA: Acide Ethyléne Diamine Tétraacétique

- Tampon TE: Tris-HCl 20 mM, EDTA 2mM, pH 8

- Tampon TNE : Tris-HCl 0.2 M, NaCl 0.1 M, Na,EDTA 5o mM, pH 8

- Tampon TAE : Tris/Acétate/EDTA (solution commerciale Eurobio)

- PCl: Mélange Phénol/Chloroforme/Alcool Isoamylique (25 :25 :1)

- SDS:Sodium Dodecyle Sulfate,

- Sarkosyl : Sodium Lauroyl Sarcosinate

- Acide acétique glacial : acide acétique 100 %

- Isopropanol : alcool isopropylique, propan-2-ol ou IsoPropyl-Alcohol (en anglais)

- Protéinase K : la concentration utilisée est de [20 mg/ml], dissoute dans une solution
de Tris-HCl 10 mM, pH 8 et 0.5 mM de CaCl,

- Lysozyme : la concentration utilisée est de [5o mg/ml]

- RNase A : la concentration utilisée [10 mg/ml] (Sigma R6513)
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6.2.Lextraction de PADN total des bactéries

Apres une culture d’environ 12 h, les cellules de la souche étudiée sont culottées a l'aide
d'une centrifugation a 10 ooo g pendant 20 min a 4°C. Le culot est ensuite resuspendu dans
un volume de 700 pul de TNE et la suspension est transférée dans un tube Eppendorf. A ceci
sont ajouté 20 pl de lysozyme et la solution est laissé incuber a température ambiante
pendant 15 min. Un volume de 100 pl de SDS (a 10 %) et 100 pl de Sarkosyl (a 10 %) sont
ajoutés a cette solution. Le tube est immédiatement inversé pour homogénéiser la solution.
Ensuite, 5o pl de protéinase K sont ajoutés et la réaction de digestion protéique se fait a
55°C pendant 60 min. Aprés digestion, 1 volume de PCl (970 pl) est ajouté a la solution et le
tout est homogénéisé par agitation. Le tube est alors centrifugé a 14 ooo rpm, pendant 15
min a 4°C. Deux phases sont alors visibles : la phase inférieure, organique (composée de la
solution de phénol) et la phase supérieure, aqueuse (comportant I’ADN). Entre les deux
phases peut étre observé un agrégat protéique. Ainsi, 850 pl de la phase aqueuse du tube
sont récupérés et transférés dans un nouveau tube et a celle-ci est ajouté un volume égal de
chloroforme. Le tube est centrifugé a 14 ooo rpm pendant 5 min a 4°C. Deux fractions sont
de nouveau visibles et 750 pl de la fraction supérieure sont récoltés dans un nouveau tube.
Un volume de 525 ul d'isopropanol (I'équivalent de 0.7 de volume de la fraction récupérée)
est ensuite ajoutée au tube et celui-ci est placé a -20°C pendant 6omin afin que I'’ADN
précipite. Apres incubation, le tube est centrifugé a 14 ooo rpm pendant 20 min a 4°C. Le
culot, comprenant de I’ADN, est resuspendu et lavé dans 5oo pl d’éthanol a 70 % froid. Le
tube est ensuite recentrifugé a 14 ooo rpm pendant 5 min a 4°C et le culot d’ADN est séché
au SpeedVac® (Thermo scientific) pour éliminer les traces d'éthanol.

Le culot est repris dans 100 pl d'une solution TE a 4°C et laissé se resuspendre pendant
12h. La solution resuspendue est traitée a la RNase A a raison de 1 pl a 37°C pendant 1h.
L’ADN peut étre conservé a 4°C ou a -20°C pour une plus longue durée.

6.3.Extraction ADN circulaire fermé de maniéere covalente (ou
ADNccc)

Ce protocole est basé sur la technique de lyse alcaline (Birnboim & Doly, 1979).

Un volume de 100 ml de culture incubé pendant 12h est nécessaire pour cette
extraction. La culture est centrifugée a 10 0oo g pendant 20 min a 4°C. Le culot bactérien
est ensuite resuspendu dans 600 pl d'une solution de TNE froide. Les cellules sont ensuite
lysées avec 600 pl de solution de lyse (composée d'une solution a base d’eau MilliQ avec
une concentration de 0.2 N de NaOH et 1 % de SDS) et préparée le jour méme. Apres
homogénéisation de la solution, la lyse est arrétée en y ajoutant 700 pl d'une solution de
neutralisation (eau MilliQ avec une concentration de 3 M d’acétate de potassium a pH 4.8
ajusté avec de l'acide acétique glacial). Apres homogénéisation, le mélange est centrifugé a
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20817 g pendant 20 min a 4°C. Le surnageant est ensuite réparti dans deux tubes Eppendorf
de 2 ml a raison de 850 ul par tube.

De maniéere similaire a celle du protocole d'extraction d’ADN total, au 850 pl de
surnageant, comportant ’ADNccc, est ajouté un volume égal de PCl. Aprés agitation, les
tubes sont centrifugés a 20817 g, pendant 15 min a 4°C. Ensuite, 750 pl de la phase
supérieure de chaque tube sont récupérés et a ces 750 pl est ajouté un volume égal de
chloroforme dans deux nouveaux tubes. Les tubes sont centrifugés a 20817 g pendant
5 min a 4°C. Un volume de 650 pl de la fraction supérieure de chaque tube est récolté dans
deux nouveaux tubes. Ensuite, un volume de 455 pl d'isopropanol est ajoutée aux tubes et
ceux-ci sont mis a -20°C pendant 1 h afin que I’ADNccc précipite. Aprés incubation, les tubes
sont centrifugés a 20817 g pendant 20 min a 4°C. Les culots, de 'ADNccc, sont resuspendus
et lavés dans 500 pl d’éthanol a 70 % froid. Les tubes sont recentrifugés a 20817 g pendant
5 min a 4°C et les culots sont séchés au SpeedVac® (Thermo scientific).

Les culots séchés sont repris dans 30 pl de solution de TE et laissés a 4°C pendant 12 h,
afin que ceux-ci se resuspendent. Les solutions sont ensuite traitées a la RNase A a raison de
1 pl a 37°C pendant 1 h afin d’éliminer les traces d’ARN abondante dans ces préparations.
Les solutions d’ADNccc sont finalement réunies et conservées a 4°C.

6.4.L’extraction de PADN viral

Le protocole d'extraction d’ADN viral est inspiré du protocole de Smeesters et
collaborateurs (Smeesters et al., 2011).

La fraction virale récupérée du gradient a I'aide d’une micropipette est tout d'abord
dialysée pendant trois heures sur un filtre de porosité 0.02 pm (Millipore) contre 100 ml de
diluent A. La fraction dialysée généralement d'un volume de 200 pl est ensuite traitée a la
TurboDNase (Invitrogen™) en l'incubant a 37°C en présence de 1 pl de DNase [2U/ul] afin
d’éliminer toutes traces d’ADN chromosomique libre dans la fraction virale. Apres
incubation, sont ajoutés 5o pl d’EDTA (a 1 M) et 50 pl de SDS (a 5 %). Ensuite, 15 pl de
protéinase K sont ajoutés et le tout est incubé a 55°C pendant 60 min. Le volume de la
solution est ensuite ajusté a oo pl avec du diluent A. Un volume équivalent de PCl y est
ajouté, le tout est homogénéisé par agitation. Les tubes sont ensuite centrifugés a 20817 g,
pendant 15 min a 4°C. Ensuite, 450 pl de la phase aqueuse supérieuresont récupérés et a
ceux-ci est ajouté un volume égal de chloroforme dans un nouveau tube. Le tube est
centrifugé a 20817 g pendant 5 min a 4°C. Un volume de 400 pl de la fraction supérieure
obtenue est transféré dans un nouveau tube. Ensuite, un volume de 93 pl d'acétate
d’ammonium (a 3 M), ainsi que 350 pl d'isopropanol, sont ajoutés au tube. Celui-ci est placé
a -20°C pendant 60 min pour permettre a I’ADN viral de mieux précipiter. Aprés incubation,
le tube est centrifugé a 20817 g pendant 20 min a 4°C. Le culot d’ADN obtenu est lavé avec
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500 pl d’éthanol a 70 % froid. Le tube est recentrifugé a 20817 g pendant 5 min a 4°C et le
culot d’ADN est séché au SpeedVac® (Thermo scientific).

Le culot séché est repris dans 30 pl de solution TE et laissé se resuspendre a 4°C pendant
12 h. L'’ADN viral est traité a la RNase A a raison de 1 pl a 37°C pendant 60 min. L’ADN est
conservé a 4°C.

6.5.Les digestions enzymatiques de PADNccc et de I’ADN viral

Afin de déterminer la taille approximative de 'ADNccc ou de I'’ADN viral, des analyses de
profils de restriction sont réalisées. Généralement, le volume de la réaction est de 20 pl. Ce
mélange réactionnel comprend :

- 15.0 pl d’ADNccc ou viral d'une concentration minimale de [20 ng/pl]

- 2.0 pl de tampon de réaction (concentré 10 fois)

- 1.5 pl d’enzyme de restriction (a concentration de 10u/pul)

- 1.5 pld’eau MilliQ stérile

Les enzymes de restriction utilisées pour les digestions sont Hindlll, EcoRI, et Mbol
(fournies par Promega). Toutes les réactions de digestions sont effectuées a 37° pendant
240 min.

6.6.L’amplification du gene codant pour PARNr 16S par PCR

La réaction de PCR du géne codant pour I'’ARNr 16S est effectuée sur un volume de
25 pl et comprend :

e 17.38 ulde H,O (MilliQ)

e 2.5puldetampon [10x]

e 1.5ulde MgCl, [25 mM]

e o.5uldedNTP[40 mM]

e 1.0 pld'Amorce forward [10 mM]

e 1.0 puld’Amorce reverse [10 mM]

e o0.12 plde Taq « Go » [5U/ul]

e 1puld’ADN génomique (concentration minimale de 20 ng/ul)

Pour I'amplification de la séquence codant pour les ARNr 16S des bactéries et des
archées, deux couples d’amorces différents sont utilisés avec deux programmes différents,
respectivement.
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Les amorces employées pour |I'amplification de la séquence d’ADNr 16S bactérien
sont I'amorce 8F (5'-AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG-3') et I'amorce 1492RU (5'-CGG TTA
CCT TGT TAC GACTT-3'). Pour I'amplification, le programme PCR suivant a été réalise :

95°C 300s

95°C 30s
57°C  30s
72°C 90

72°C 480s
4°C o

L'accolade indique les températures et les temps qui définissent un cycle. Pour

I'amplification, 25 cycles sont effectués.

Les amorces employées pour I'amplification de la séquence d’ADNr 16S archéen
sont I'amorce 4F (5'-TCC GGT TGAT CCT GCC RG-3') et I'amorce 1492RU (5'-CGG TTA CCT
TGT TAC GACTT-3'). Pour I'amplification, le programme PCR suivant a été réalisé :

95°C 300s

95°C 30s
57°C 30s
72°C 90

72°C 480s
4°C o

L'accolade indique les températures et les temps qui définissent un cycle. Pour

I'amplification, 30 cycles sont effectués.
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6.7.Préparation de gel d’agarose et électrophoreéese

La visualisation d’ADN par électrophoréese est effectuée sur gel d’agarose a 1 %,
contenant du bromure d'éthidium a o.5 pg/ ml, dans un bain de TAE [1x]. La migration
est réalisée a 8o kv, 400 mA pendant 1 h. Le gel est ensuite révélé sous UV. Les
marqueurs de taille utilisés sont le « Smart Ladder » d’Eurogentec (a raison de 5 pl)
allant jusqu’a 10 kb et le « A Hind Ill DNA Ladder » de Sigma-Aldrich® (a raison de 0.5 pl),
allant jusqu‘a 23 kb.

7. L’analyse du génome du virus GTV1

Le génome de la souche G. thermoleovorans SP4 SD a été séquencé de novo selon la
technologie GS-FLX (Roche) complémentée par un séquencage sur HiSeq 2000 (lllumina).
Le séquencage a abouti a l'obtention d'une banque de 354 contigs couvrant a priori
I'intégralité du génome bactérien. Ces séquences ont été annotées dans un premier temps
a l'aide du serveur RAST « Rapid Annotation using Subsystem Technology » et du logiciel
d'analyse SEED (Aziz et al., 2008; Aziz et al., 2012), afin de repérer la présence de génes
d’origine virale. Dans une seconde étape, une réannotation plus fine a été effectuée sur
certains contigs a I'aide de Phage SEED (Overbeek et al., 2004; Overbeek et al., 2005; Aziz
et al., 2008; Disz et al., 2010). L'identification des cadres ouverts de lecture (ORF) a été faite
par une approche heuristique (GeneMark Heuristic). Chaque séquence codante (CDS)
prédite a ensuite été comparée dans les bases de données NCBI a |'aide du logiciel BLAST
(Blastx) (Altschul et al, 1990). Des fonctions putatives ont été retenues pour chaque
séquence en utilisant une valeur seuil d’E-value de 10™. En paralléle, ces séquences ont
également été comparées acelles référencées dans la base de données Pfam
(Finn et al., 2010).
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Résultats et Discussion :

1. L’abondance des Microorganismes

Jusqu'a présent, aucune étude n'a encore été faite sur 'abondance microbienne et
virale des sources hydrothermales des TAAF. Ainsi, nous avons été confrontés au choix de la
méthode a utiliser pour le dénombrement viral. Les techniques indirectes de
dénombrement, peu adaptées a la microbiologie environnementale, n‘ont pas été
explorées. Les techniques directes, la microscopie électronique a transmission (MET), la
microscopie a épifluorescence (ME) et la cytométrie en flux (CMF) ont donc été privilégiées.

Afin d'avoir une estimation d’abondance se rapprochant le plus de la réalité, nous
avons décidé d'explorer chacune des trois méthodes de dénombrement, permettant a la
fois de trouver celle qui fournirait les résultats les plus fiables. Pour ceci, trois collaborations
ont été mise en place, afin de compléter les pratiques utilisées au laboratoire : une au
« Laboratoire Microorganismes : Génome et Environnement » (UMR CNRS 6023) avec le
Dr. Sime-Ngando et le Dr. Colombet; une au « Laboratoire de Microbiologie Marine » a
Bergen, Norvege, avec le Dr. Bratbak, le Dr. Heldal et le Dr. Ray et enfin avec la « Station
d'Hydrobiologie Lacustre, Equipe BioFEEL » (INRA/UMR CARRTEL) avec le Dr. Jacquet.

1.1.Les analyses préliminaires d’abondance microbienne et
virale

1.1.1. Les analyses préliminaires par microscopie a épifluorescence

Les analyses de différents échantillons par ME ont été faites en deux temps: en
premier lieu, des échantillons des différentes sources ont été observés en ME afin d'établir
une liste de sources potentiellement dénombrables. Ce travail a permis de ne retenir que
quelques sources sur lesquelles des analyses détaillées ont été effectuées.

Pour les analyses préliminaires, des gammes de dilution ont été faites. De maniere
peut étre surprenante, la dilution 10x semblait étre adaptée a pratiquement la totalité des
échantillons de tout type. Les échantillons non dilués contenaient souvent des agrégats
importants ou des « matrices », de nature inconnue, noyant la fluorescence de maniére a ne
pas pouvoir distinguer de particules séparées et empéchant ainsi tout dénombrement
(Figure 29). Surtout, les tentatives de dénombrement ne concordaient pas avec les données
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obtenues a une dilution de 10 x. Toutes les dilutions au-dela de 10 x se sont avérées non
adaptées au dénombrement en raison de concentrations trop faibles.

Figure 29. Deux photos prises en ME sur des échantillons de la source VT3 de Val Travers. La photographie du haut
représente un échantillon non dilué de VT3 et la photographie du bas représente le méme échantillon dilué 10x. Dans les
deux photos, des microorganismes fluorescents peuvent étre observés, ces derniers étant plus facilement quantifiables
dans la photographie du bas.

Toutefois, si la dilution de 10x nous a permis de dénombrer des procaryotes et des
VLP dans les échantillons bruts, elle n’était pas idéale pour suivre les standards imposés par
le protocole de Patel et collaborateur (Patel et al., 2007). Selon ces derniers, un nombre
minimum de 200 particules (virales ou de cellules procaryotiques) doit étre compté sur un
minimum de 10 champs. Le cas échéant, le nombre de champs doit étre augmenté de
maniére a atteindre au moins 200 particules. Pour nos échantillons, ce standard a été
respecté pour les particules virales, mais n‘a pas toujours pu étre appliqué aux cellules
procaryotiques. Cependant, une observation d'une quarantaine de champs a été respectée.
Au-dela, la perte progressive du signal, augmentant graduellement avec le temps, rendait
tout comptage aléatoire.
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Quelles que soient la nature ou la provenance des échantillons, les analyses
préliminaires ont permis d'établir que I'abondance virale et microbienne est faible quand
celle-ci est détectable. Cette abondance avoisine les 10* a 10° particules/ml dans les sources
de Rallier du Baty. La valeur du VPR présente des différences selon les sources, avec des
valeurs inférieures a 1 pour certaines et pouvant atteindre jusqu’a 150 pour d’autres. Pour les
sources de Val Travers et de Saint Paul, les valeurs d’abondance oscillent entre 10* et 10°
particules/ml. Les valeurs de VPR associées sont quant a elles comprises entre o et 7, avec

une majorité de valeurs proches de o.

Si I'on se réfere aux résultats préliminaires, aucun lien de causalité ne peut étre
entrevu entre les parameétres physico-chimiques (pH, température, salinité) des sources
hydrothermales et I'abondance microbienne et virale qui y est mesurée. En effet, une
abondance microbienne et virale faible et peu variable peut étre constatée dans toutes les
sources étudiées, malgré la variabilité des parametres physico-chimiques de ces dernieres
(les sources du Rallier de Baty étant trés chaudes et acides, celles de Val Travers chaudes et
alcalines et celles de Saint Paul chaudes et de pH neutre).

Ces données préliminaires suggérent globalement deux tendances : une abondance
microbienne et virale généralement faible dans les sources hydrothermales des TAAF, ce
qui est cohérent avec les données de la littérature sur les sources hydrothermales, et une
variabilité relative dans les abondances des microorganismes et des particules virales au
sein des sources chaudes d'un méme site, qui ne semble pas directement dépendante des
facteurs température, salinité et pH.

1.1.2. Les analyses préliminaires par cytométrie en flux

Une série d'échantillons a pu étre analysée au cytometre en flux au « Laboratoire
Microorganismes : Génome et Environnement» de Clermont-Ferrand. La majorité des
échantillons contenait peu de microorganismes et de particules virales identifiables. Une
partie des échantillons ne présentait que du bruit de fond, identifiable par son
positionnement et sa densité sur les diagrammes a deux dimensions (FL1 vs SSC). Dans
beaucoup d’échantillons, la présence de particules virales était probable, mais noyée dans
un bruit fond et donc constituait des populations difficilement discernables. Les tentatives
de dénombrement étaient, de ce fait, trés subjectives.

Au « Laboratoire de Microbiologie Marine» a Bergen, Norvége, une série
d’échantillons a pu étre analysée dans un contexte de comparaison de méthodes de
dénombrement. Les résultats des échantillons examinés au cytometre de flux ont conduit a
des conclusions générales similaires a cellesfaitesau « Laboratoire Microorganismes
Génome et Environnement ». Une manipulation supplémentaire a cependant été effectuée.
Une culture pure du virus PAV1 de Pyrococcus abyssii, préparée au laboratoire, fixée au
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glutaraldéhyde et ensuite conservée a -80°C, a été également examinée. Le virus PAV1 est
un virus fusiforme constitué d'une capside de 120 nm x 8o nm, enfermant un génome
composé d’ADN double brin circulaire de 18 kb (Geslin et al., 2003a). Il n‘existe pas, a ma
connaissance, d'études faites sur la détection des virus fusiformes (ni, a ce titre, sur des virus
extrémophiles) a I'aide d'un cytométre en flux. De ce fait, nous ne disposions pas de repéres
pour la détection de ce virus. Nous n‘avons pas réussi a identifier de zones peuplés
clairement par le virus recherché sur les cytogrammes. Des cellules hétes du virus  P. abyssi,
en revanche, ont pu étre devinées.

En général, la position des virus sur les cytogrammes est située prés de I'origine des
deux axes, en raison de leur petite taille et de leur faible fluorescence. Toutefois, bien que
différentes populations virales puissent étre identifiées et discriminées I'une de l'autre, leur
positionnement relatif sur le cytogramme n’est pas dépendant de la taille de leur génome ni
de leur morphologie (Brussaard et al., 2000). De ce fait, dans notre expérience la position de
PAV1 n’a pu ni étre formellement prédite ni identifiée. L'hote de PAV1 étant cultivé en
présence de soufre, il nest pas impossible que ce dernier ait interféré avec les analyses. Un
autre point peut étre également avancé: lors de la préparation des échantillons pour
analyse par cytométrie, les virus subissent un traitement a la chaleur (80°C) pendant 10 min,
ce qui permet d'augmenter la perméabilisation des capsides, facilitant ainsi la fixation du
fluorochrome au génome viral. PAV1 étant un virus hyperthermophile, Il n’est pas
impossible que ce traitement soit moins efficace pour ce type de virus que pour les virus
mésophiles. Par extension, cette remarque est également valable pour les VLP des sources
hydrothermales, qui sont plus résistantes au stress thermique que leurs équivalents
mésophiles.

Ainsi, les analyses préliminaires ont pu confirmer la faible abondance virale et
microbienne globale déja constatée en épifluorescence. Elles ont néanmoins révélé une
abondance globalement plus élevée dans les sources cotieres que dans les autres sources
hydrothermales des TAAF.

1.2.Les analyses sur les échantillons de la campagne 2011

Lors de la campagne de terrain 2011, deux types de source hydrothermale ont pu
étre échantillonnés : trois sources terrestres alcalines, celles de Val Travers a Kerguelen, et
deux sources cotiéres de pH neutre a Saint Paul. Eu égard aux analyses préliminaires, nous
avons pu effectuer des analyses d’abondance plus approfondies sur celles-ci. Concernant les
sources marines de Saint Paul, trois points ont été échantillonnés en fonction du gradient de
température (70°C; 31°C; 16°C pour SP1 et 80°C; 35°C; 15°C pour SP2), le long d'un
transect partant du coeur des sources dans le but d’étudier 'abondance microbienne et
virale en fonction notamment de la température.
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La stratégie adoptée pour le dénombrement microbien et viral des échantillons a été
de coupler les deux méthodes directes, la microscopie a épifluorescence et la cytométrie en
flux.

1.2.1. Cas des sources cotieres de Saint Paul

Les transects des sources SP1 et SP2

Les sources SP1 et SP2 sont situées a environ 6 m de profondeur dans le cratere de
Saint Paul. Les eaux des sources se mélangent donc avec la colonne d’eau de mer tempérée
a leur sortie. Les transects sont donc composés d’eau hydrothermale pour les échantillons
dénommeées « SP1|» et « SP2 | » d’eau de mer pour les échantillons « SP1 [ll » et « SP2 1l »,
et enfin les échantillons « SP1 I » et « SP2 Il » résultent d’'un mélange d’eau de source et
d’eau de mer.

Les résultats du dénombrement microbien et viral des transects des sources SP1 et SP2 sont
présentés dans le Tableau 14 et sous forme de graphiques (Figure 30 et 31).
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Méthode ME CMF ME CMF
Taux de procaryotes Taux de procaryotes Tauxde VLP Taux de VLP
Année Site (x 10° cellules/ml) (x 10° cellules/ml) (x20° particules/ml)  (x 10° particules/ml)
2011 SPal 8.50 (+ 1.75) 3.62 (+0.19) 9.76 (£ 1.62) 2.95(x0.32)
2011 SPall £4.04 (+ 0.66) 8.37(x0.53) 8.79 (£ 2.6) 11.21(+1.7)
2011 SPalll 11.56 (+ 0.93) 16.89 (+ 0.65) 75.21 (+ 4.03) 46.93 (+3.34)
2011 SP21 17.59 (+ 0.85) 15.58 (£ 0.74) 70.7 (£ 0.85) 61.76 (* 4.92)
2011 SP2 1l 6.93 (x 0.46) 8.38 (x 0.43) 31.55 (£ 0.46) 24.4 (£ 1.41)
2011 SP21lI 12.92 (£ 0.97) 18.61 (+3.03) 56.09 (+ 0.97) 34.32 (£ 8.4)
Méthode ME CMF
VLP-to-Prokaryote VLP-to-Prokaryote
Année Site Ratio Ratio
2011 SPal 1.15 (¢ 0.22) 0.82 (+ 0.09)
2011 SPall 2.18 (+ 0.84) 1.34 (x 0.2)
2011 SPalll 6.51 (+0.9) 2.78 (+ 0.09)
2011 SP21 4.02 (£ 0.21) 3.97 (+ 0.25)
2011 SP21I 4.55(x0.1) 2.91(+ 0.06)
2011 SP21ll 4.34 (£ 0.13) 1.84 (+ 0.18)

Tableau 14. Tableau récapitulatif des données d’abondance microbienne et virale des transects SP1 et SP2. SP1 | = 70°C;
SP1 Il = 31°C; SPa Il = 16°C SP2 | = 80°C; SP2 Il = 35°C; SP2 Ill = 15°C. ME= microscopie a épifluorescence;

CMF =cytomeétrie en flux.
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Figure 30. Représentation graphique de I'abondance microbienne et virale, avec déviation standard, dans les
échantillons du transect fait a la source SP1. La température des échantillons varie le long du transect: SP1 | = 70°C;
SPa Il = 31°C; SPa Il = 16°C. ME= microscopie a épifluorescence ; CMF =cytométrie en flux; VLP= Virus-like particle;
VPR=rapport VLP/procaryotes.
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L'abondance microbienne est comprise entre 3.6 (+ 0.2) et 8.5 (+ 1.7) x 10°
cellules/ml au coeur de la source SPi |, entre 4.0 (+ 0.7) et 8.4 (+ 0.5) x 10° cellules/m| au
point SP1 Il et entre 1.2 (+ 0.1) et 1.7 (+ 0.1) X 10° cellules/ml au point SP1 Ill. La
concentration de cellules est donc de I'ordre de 10° cellules/ml dans le coeur de la source et
une concentration de moins d’un ordre de grandeur plus élevé peut étre constatée dans les
eaux tempérées environnantes. Ainsi, une augmentation de la concentration microbienne,
en s'éloignant du cceur de la source et suivant un gradient décroissant de température, peut
étre notée.

Le taux de VLPse situe entre 2.9 (+ 0.3) et 9.8 (+ 1.6) x 10° VLP/ml au coeur de la
source SP11, entre 0.9 (x 0.3) et 1.1 (+ 1.7) X 10° VLP/ml au point SP1 Il et entre 4.7 (+ 0.0) et
7.5 (+ 0.0) x 10° VLP/ml au point SP1 Ill. Le taux de VLP augmente de maniére plus
importante que la concentration en cellules de procaryote en s’éloignant du coeur de la
source. Si une tendance de I'augmentation de la concentration microbienne et virale peut
étre notée, elle demeure cependant peu importante.

De maniére intéressante, le rapport VLP/procaryotes augmente également le long
du transect en s'éloignant de la source hydrothermale. Le rapport est de 0.8 (+ 0.1) - 1.1
(£ 0.2) pour la source hydrothermale méme SPa I, augmente a 1.3 (+ 0.2) - 2.2 (+ 0.8) au
point SP1 1l et est de I'ordre de 2.8 (+ 0.0) - 6.5 (+ 1.0) dans les eaux environnantes, a SP1 Il

Pour la source SP2 |, 'abondance microbienne est comprise entre 1.6 (+ 0.1) et 1.8
(+ 0.1) x 10° cellules/ml. Elle est comprise entre 6.9 (z 0.5) et 8.4 (+ 0.4) x 10° cellules/ml au
point SP1 Il et entre 1.3 (+ 0.1) et 1.9 ( 0.3) x 10° cellules/ml & SP1 IIl. La concentration en
cellules procaryotiques est de I'ordre de 10° cellules/ml au coeur de la source chaude,
partageant approximativement la méme valeur que celle des eaux environnantes. Elle
atteint une valeur légérement plus faible au point intermédiaire SP2 Il. Les données
suggérent que la concentration globale en procaryotes demeure similaire dans les trois
points du transect, sans détecter d’augmentation ou de diminution de la concentration en
fonction du déplacement dans celui-ci. La concentration de VLP se situe entre 6.2 (+ 0.5) et
7.1 (+ 0.1) X 10° VLP/ml pour la source SP2 |, entre 2.4 (+ 0.1) et 3.1 (+ 0.0) X 10° VLP/ml au
site SP2 Il et entre 3.4 (£ 0.1) et 5.6 (+ 0.1) X 10° VLP/ml pour le point éloigné SP2 IlI. Le taux
de VLP demeure de I'ordre de 10° particules/ml, diminuant sensiblement en s'éloignant du
coeur de la source. De maniére similaire a la concentration microbienne, 'abondance de VLP
semble le plus faible a la source intermédiaire SP2 II. Globalement, la concentration semble
peu varier, diminuant cependant légérement en se déplacant sur le transect du coeur vers
les eaux tempérées environnantes.
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Figure 31. Représentation graphique de I'abondance microbienne et virale, avec déviation standard, dans les
échantillons du transect fait a la source SP2. La température des échantillons varie le long du transect: SP2 | = 80°C;
SP2 Il = 35°C; SP2 Ill = 15°C. ME= microscopie a épifluorescence ; CMF =cytométrie en flux; VLP= Virus-like particle;
VPR= rapport VLP/procaryotes.

Le rapport VLP/procaryotes est de 4.0 (+ 0.2) pour la source hydrothermale méme
SP2 |, augmente a 2.9 (+ 0.1) - 4.5 (+ 0.1) au site SP2 |l et est de I'ordre de 1.8 (+ 0.2) - 4.3
(£ 0.1) dans I'eau de mer, a SP2 lll. La valeur reste relativement stable sur le transect.

Ainsi, les deux sources hydrothermales cotiéres de Saint Paul sont caractérisées par
des abondances microbienne et virale qui oscillent entre 10° et 10° particules/ml.
L'abondance des populations microbiennes et virales semble étre plus élevée dans la source
SP2 | que dans SP1 I. Le rapport VLP/procaryotes est en moyenne de 2.5 pour les deux
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sources, mais il est a noter que le ratio VPR est quatre fois plus élevé dans la source SP2 |
que dans la source SP1 |, 4.0 contre 1.0 respectivement. Peu de différences peuvent étre
constatées entre I'abondance microbienne et virale des points intermédiaires des transects,
SP1 Il et SP2 Il. Le VPR est, cependant, deux fois plus élevé dans SP2 Il que dans SP1 I,
atteignant des valeurs moyennes de 3.7 contre 1.8, respectivement. Les données
d’abondance de cellules procaryotes et de VLP fluctuent peu entre SP1 Ill et SP2 Ill, avec un
VPR qui oscille en moyenne entre 3.1 et 4.6. Ceci semble peu surprenant, et caractérise le
milieu marin dans lequel se trouvent les sources chaudes bien que celles-ci soient éloignées
I'une de I'autre d’environ un kilometre.

Globalement, aucune tendance claire ne peut étre tirée des variations d'abondance
microbienne et virale le long des transects, qui ne présentent pourtant pas de variations
similaires. Cependant, il est surprenant d’observer une variation aussi faible entre les
abondances microbienne et virale des sources hydrothermales et celles des eaux cotieres.

De maniére générale, les sources hydrothermales sont caractérisées par une
abondance microbienne de l'ordre de 10° cellules/ml avec une variation d’un ordre de
grandeur. Le taux de VLP/ml est quant a lui globalement similaire a celui de I'abondance
microbienne, les VPR étant souvent inférieurs a 5.0 donc relativement faibles (se référer au
Tableau 2 p. 57 de I'introduction). Ainsi, 'abondance microbienne et virale des sources
hydrothermales SP1 | et SP2 | se situent bien dans la gamme d’abondance microbienne et
virale des sources hydrothermales, avec toutefois des valeurs légérement plus élevées que
la moyenne (étant plutdt de I'ordre de 10° cellules et particules/ml). Les VPR sont situés
entre 1 et 4, ce qui se rapproche également des autres systémes hydrothermaux marins
étudiés.

Les systéemes cotiers tempérés abritent la plus forte concentration de particules
virales des systémes marins avec des taux compris habituellement entre 10° - 10’
particules/ml, ce taux diminuant a 10° - 10° particules/ml dans les eaux de surface de I'océan
(Paul & Kellogg, 2000). Dans les systéemes pélagiques, le VPR est oscille globalement entre 3
et 10 (Weinbauer, 2004). L'eau de mer du cratére de Saint Paul contient des concentrations
microbienne et virale légérement plus importantes que les sources hydrothermales, qui
correspondent aux valeurs basses observées dans les écosystemes cétiers. Le ratio VPR

demeure cependant faible, puisque compris entre 1 et 6.

Dans I'étude menée par Manini et collaborateurs (Manini et al., 2008) sur la diversité
des procaryotes et I'abondance virale dans les sources hydrothermales cétiéres de Ile
Panarea et de Sulawesi, les auteurs ont dénombré entre 1.1 et 2.0 x 10° cellules
procaryotiques/ml, le nombre maximal correspondant a un échantillon contréle d’'eau
environnante. Le taux de particules virales était compris entre 1.9 et 8.8 x 10° particules/ml,
le nombre maximal correspondant a nouveau a celui du controle. Les VPR oscillaient entre
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1.0 et 5.4, le chiffre le plus important ayant été noté dans I'échantillon controle. Les
résultats que nous obtenons sur Saint Paul s'apparentent assez bien a ceux de cette étude,
malgré le taux d'un ordre de grandeur plus faible comparativement a I'étude de Manini et
collaborateurs. Comme dans le transect de la source SP1 de Saint Paul, les sources de
Panarea semblent contenir des concentrations virales qui croissent en fonction de la
distance par rapport au coeur de la source. Les auteurs ont également noté que ceci ne se
vérifiait pas pour les sources de Sulawesi, ce qui est tout a fait le cas de la source SP2. Le
rapport entre les VLP et les cellules procaryotiques est relativement faible dans ces sources
et ne semble pas étre plus élevé dans le controle. En se basant sur des concentrations virales
plus faibles que celles typiquement observées dans les systémes cotiers, ainsi que sur les
faibles nombres de VPR, Manini et collaborateurs proposent une hypothese selon laquelle
les virus seraient moins tolérants a la chaleur que les procaryotes (Manini et al., 2008).

Un des avantages du cytometre en flux réside dans la possibilité de discerner des
populations cellulaires et virales différentes. Parmi les populations microbiennes qui ont pu
étre détectées sur les transects des sources SP1 et SP2, nous trouvons trois populations
phytoplanctoniques, dont une population picoplanctoniqueriche en phycoérythrine du type
Synechococcus spp.. Les Synechococcus sont des cyanobactéries ubiquitaires présentes dans
tous les écosystémes marins & des concentrations comprises entre 5.0 x 10> et 1.5 X 10°
cellules/ml (Partensky et al., 1999). En revanche, les Synechococcus thermophiles peuplent
les sources hydrothermales terrestres généralement alcalines, allant jusqu’a des
températures de 75°C (Klatt et al., 2011; Ward et al., 2012). Cependant, quelques études
suggérent la présence de cyanobactéries thermophiles marines, trouvées a proximité de
sources hydrothermales cotieres (Tarasov et al., 1999; Tarasov et al., 2005; Tarasov, 2006),
dont celles de Panarea (Maugeri et al., 2013). Des populations de picocyanobactéries sont
observées a raison de 1.2 x 10* cellules/ml dans la source SP1 |, cette concentration
augmentant le long du transect a 7.1 x 10" cellulesiml dans I'échantillon SPa IIl.
Parallélement, la concentration en picocyanobactéries est de 6.5 x 10* cellules/ml dans la
source SP2 | et de 7.8 x 10* cellules/ml dans I'échantillon SP2 Il, mais présente une chute de
concentration au point SP2 Il comparable a celle de la composante cellulaire procaryotiques
(hétérotrophes) et virale. L'abondance phytoplanctonique globale, comprenant les trois
populations phytoplanctoniques, varient entre 1.3 x 10* et 1.0 x 10° cellules/ml dans le
transect SP1 en s’éloignant du cceur de la source. La concentration du phytoplancton est
comprise entre 1.3 x 10* et 1.1 x 10° cellules/ml en s’éloignant de SP2 | vers SP2 Ill, avec une
concentration plus faible a ces deux dernieres dans I'’échantillon SP2 1.

Il est inhabituel de trouver des populations phytoplanctoniques dans des sources
hydrothermales cotiéres, les cyanobactéries thermophiles peuplant essentiellement les
sources hydrothermales terrestres. Phototrophes, il est peu probable que ces populations
proviennent des profondeurs d'oU émergent les sources de Saint Paul qui surgissent sur les
pentes immergées de cratére a une température comprise entre 70°C et 80°C. Il est trés
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probable que les eaux environnantes abritent des populations phytoplanctoniques a une
concentration moyenne de 1.1 x 10° cellules/ml et que ceseaux se mélangent avec les eaux
des sources hydrothermales avant ou des leur sortie, a l'orifice ou I'échantillonnage a été
effectué. Ceci pourrait expliquer, en partie, la faible différence entre les concentrations
microbiennes et virales des sources hydrothermales et celles régnant dans les eaux
environnantes qui se rapproche plus d'un systéme marin océanique que d’un systéme cotier.

1.2.2. Autres sources de Saint Paul

Parmi des autres sources de Saint Paul, qui ont pu étre étudiées pour I'abondance
microbienne et virale, nous trouvons les sources SP2 bis (de la campagne 2011 et qui se
trouve a quelques métres de la source SP2, sous 6 m de profondeur et dont la température
est mesurée a 45°C), SPog, SP12 et SP13 (de la campagne 2009 et qui sont des sources
cotiéres situées dans la zone de balancement des marées et peu distantes de SP2. Ces
sources ont une température respective de 98°C, 78°C et 64°C). Seule la source SP2 bis a
été étudiée en utilisant la ME et la CMF, les autres sources n'ayant pu étre analysées que par
la CMF. Les résultats du dénombrement microbien et viral de ces sources sont présentés
dans le Tableau 15 et sous forme de graphiques (Figure 32).

Méthode CMF CMF ME ME
Taux de
Taux de procaryotes Tauxde VLP procaryotes Taux de VLP
Année Site (x 10° Cellules/ml) (x 10° particules/ml) (x 20° Cellules/ml)  (x 10° particules/ml)
2009 SPog 1,48 (£ 1,01) 4,27 (£7,03) ND ND
2009 SP12 1,22 (+ 0,16) 1,09 (+ 0,13) ND ND
2009 SP13 28,2 (x0,4) 3,43 (+ 0,06) ND ND
2011 SP2bis 548 (x1,72) 32,96 (2 0,17) 5,56 (£ 0,78) 33,11 (x 6,76)
Méthode CMF ME

VLP-to-Prokaryote

Année Site Ratio VLP-to-Prokaryote Ratio
2009 SPog 2,89 (x0,24) ND
2009 SP12 0,89 (£ 0,23) ND
2009 SP13 0,12 (+0) ND
2011 SP2 bis 6,01 ( 2,43) 4,41 (+0,63)

Tableau 15. Tableau récapitulatif des données d’abondance microbienne et virale des autres sources de Saint Paul. SP2 bis
= 45°C; SPog = 98°C; SP12 = 78°C ; SP13 = 64°C.ND = Non Déterminé. ME= microscopie a épifluorescence;
CMF =cytométrie en flux.
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Figure 32. Représentation graphique de I'abondance microbienne et virale, avec déviation standard, dans les
sources SP2 bis, SPog, SP12 et SP13. La température des échantillons varie selon les sources: SP2 bis = 45°C;
SPog = 98°C; SP12 = 78°C ; SP13 = 64°C. ME= microscopie a épifluorescence; CMF =cytométrie en flux;
VLP= Virus-like particle ; VPR= rapport VLP/procaryotes.
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La source sous-marine SP2 bis a un taux de cellules procaryotiques et de VLP
similaire & celui de I'eau de mer environnante, de I'ordre de 10° cellules et particules
virales/ml. Le VPR est compris entre 4.4 (+ 0,6) et 6.0 (+ 2.4). Les sources cotiéres exondées
SPog et SP12 ont une abondance microbienne et virale de I'ordre de 10° cellules et particules
virales/ml, plus faible que les taux mesurés dans SP1 | et SP2 I. Les VPR sont faibles,
inférieur a 2 pour SPog et inférieur a 1 pour SPi12. La source SP13 semble avoir la
concentration la plus élevée en cellules procaryotiques, soit 2.8 (+ 0.0) 10° cellules /ml, mais
une concentration de VLP plus faible d’'un ordre. Le VPR de la source SP13 mesuré a 0.12
(+ 0.0) est le plus faible de toutes les sources de Saint Paul.

Les concentrations microbienne et virale des sources SPog, SP12 et SP13 sont donc
globalement plus faibles que celles mesurées dans les sources SP1 | et SP2 |, a I'exception
toutefois de I'abondance cellulaire de la source SP13. Ces sources ne sont immergées que
pendant la marée haute. Il est intéressant de noter qu’aucune signature de populations
phytoplanctoniques n'a été identifiée dans ces sources a marée basse. A I'opposé, des
populations phytoplanctoniques ont été détectées dans la source SP2 bis a raison de
2.14 x 10° cellules/ml.

Ces données suggerent un mélange d’eaux environnantes avec celles des sources
hydrothermales expliquant ainsi la présence de populations phytoplanctoniques dans les
échantillons des sources SP1, SP2 et SP2 bis. Les sources cétiéres (SPog, SP12 et SP13) sont
sans doute polluées par les microorganismes de la colonne d’eau a marée haute, mais ils
sont probablement dégradés par la chaleur de ces sources, les rendant de ce fait
indétectables.

1.2.3. Cas des sources chaudes terrestres de Val Travers - Kerguelen

Parmi les sources chaudes terrestres des Kerguelen, seules celles de Val Travers ont
pu étre étudiées pour I'abondance microbienne et virale. Les trois sources VT1, VT2 et VT3
sont des sources alcalines, dont la température est de 60.8°C; 61.5°C et 60.1°C,
respectivement. Elles surgissent du sol a flan de vallée, formant des ruisseaux a fort débit
qui se jettent en contre bas dans la riviere qui serpente en fond de vallée. Les
dénombrements ont été effectués en par ME et la CMF et les résultats sont présentés dans
le Tableau 16 et la Figure 33 sous forme de graphiques.
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Méthode ME CMF ME CMF
Taux de procaryotes Taux de procaryotes Tauxde VLP Tauxde VLP
Année Site (x 10° Cellules/ml) (x 10° Cellules/ml) (x 20° particules/ml)  (x 10° particules/ml)
2011 VT1 6,52 (+1,35) 0,7 53,96 ( 8,62) 1,33 (£ 0,07)
2011 VT2 5,48 (+ 0,58) 0,97 (£ 0,2) 12,77 (+ 1,59) 1,52 (£ 0,07)
2011 VT3 21,78 (£3,73) 10,41 (£ 1,25) 19,11 (+ 1,63) 27,8 (x0,99)
Méthode ME CMF
VLP-to-Prokaryote VLP-to-Prokaryote
Année Site Ratio Ratio
2011 VTa 8,28 (+3,04) 1,89
2011 VT2 2,33(x0,38) 1,56 (£ 0,34)
2011 VT3 0,88 (+ 0,07) 2,67 (+0,36)

Tableau 16. Tableau récapitulatif des données d'abondance microbienne et virale des autres sources de Val Travers
VT1=61°C; VT2 = 61°C; VT3 = 60°C. Pas de déviation standard disponible pour I'abondance microbienne de VTz, ni pour
son VPR, en CMF. ME= microscopie a épifluorescence ; CMF =cytométrie en flux.

Cellules/ml

6,25E+06

1,25E+06

2,50E+05

5,00E+04

1,00E+04

Abondance microbienne

= ME
VLP/ml
mCMF

VT2

VT3

6,25E+06

1,25E+06

2,50E+05

5,00E+04

1,00E+04

Abondance virale

B ME

B CMF

VTl VT2

VT3

Figure 33. Représentation graphique de I'abondance microbienne et virale, avec déviation standard, dans les
sources VT1 (61°C), VT2 (61°C) et VT3 (60°C). ME= microscopie a épifluorescence; CMF =cytométrie en flux;
VLP= Virus-like particle; VPR= rapport VLP/procaryotes. Pas de déviation standard disponible pour I'abondance

microbienne de VT1, ni pour son VPR, en CMF.
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Figure 33 (suite)

Dans les sources VT1 et VT2, 'abondance microbienne et virale est de I'ordre 10°
cellules/ml. Les populations microbiennes et virales sont plus élevées d'un ordre de
grandeur dans la source VT3 (10° cellules/ml). Pour cette source, comme pour la source VT2,
le ratio VPR est faible, de I'ordre de 2. Le ratio VPR de VT1 est en moyenne deux fois plus
élevé comparé aux deux autres sources. Il existe globalement peu de différences entre les
concentrations microbienne et virale des sources VT1 et VT2. Ceci est peu surprenant car les
sources ne sont séparées que d’'une dizaine de metres, il est donc probable qu’elles aient la
méme origine.

Dans I'étude menée par Breitbart et collaborateurs (Breitbart et al., 2004b) sur les
sources hydrothermales terrestres de Casa Diablo et The Little Hot Creek, en Californie, les
auteurs dénombrent des cellules procaryotiques a raison de 1-2 x 10° cellules/ml et entre 0.7
et 70 x 10° particules virales/ml. Ces sources font entre 73°C - 84°C et ont un pH variant entre
7 et 8. Schoenfeld et collaborateurs (Schoenfeld et al., 2008) ont également trouvé une
abondance microbienne et virale similaire, variant entre 10° - 10° cellules et particules
virales/ml sur les sources Bear Paw, dont le pH mesurée est de 7 et la température de 74°C
et Octopus qui est plus chaude et alcaline, 93°C et de pH 8 (Yellowstone). Les ratios VPR
calculés étaient toutefois trés faibles, puisqu’inférieurs a 1. Comparativement, les sources
de Val Travers ont des abondances équivalentes, légerement plus élevées dans le cas de
VT3. Les sources de Val Travers sont, cependant, moins chaudes et plus alcalines que les
sources Californiennes et de Yellowstone. Selon une estimation faite par Fulton et
collaborateurs (Fulton et al., 2009), les sources hydrothermales acides (pH < 4) et a
température élevée (T°> 8o °C) hébergeraient généralement des abondances comprises
entre 10° et 107 cellules hotes/ml et entre 10* et 10° particules virales/ml.
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1.3.Comparaison des deux méthodes de dénombrement:
Microscopie a épifluorescence et cytométrie en flux

Si la méthode de dénombrement microbienne et virale par microscopie électronique
a transmission s’est avérée inadaptée a la mesure des abondances microbienne ou virale des
sources, la microscopie a épifluorescence et la cytométrie en flux ont au contraire permis
d’en donner une estimation correcte. Les deux méthodes ne donnent pourtant pas les
mémes valeurs. Des corrélations peuvent cependant étre observées. Une corrélation de
Spearman significative, r =0.66 (p= 0.044), entre les deux méthodes peut étre constatée
pour le dénombrement des cellules de procaryote (Figure 34 A). En revanche, pour le
dénombrement des VLP la corrélation n’est que marginalement significative entre ces deux
méthodes, r =0.59 (p= 0.080) (Figure 34 B). Cette faible valeur corrélative est influencée par
les données obtenues sur la source VT1, pour laquelle le taux de VLP/ml est 4o fois plus
élevée avec la méthode de ME par rapport a la méthode par CMF (Tableau 17). Une
corrélation tres significative, r =0.90 (p= 0.002) pourrait étre observée entre les deux
méthodes pour le dénombrement des VLP, si les données de VT1 ne sont pas prises en
compte (Figure 34 C).

En comparant les données d'abondance microbienne et virale, dénombrée avec les
deux méthodes utilisées, une tendance peut étre observée. Les données obtenues par
microscopie a épifluorescence sont globalement plus élevées que celles mesurées par la
méthode de cytométrie en flux (Tableau 17).
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Figure 34. Comparaison de l'abondance microbienne (A) et virale (B) dénombrée en utilisant la méthodologie de
microscopie a épifluorescence et de cytométrie en flux. Dans le graphique (C) est présentée une comparaison des deux
méthodes de dénombrement de particules virales sans les données de VTx.

Rapport ME/CMF abondance Rapport ME/CMF abondance Rapport ME/CMF de
Année Site procaryotique VLP VPR
2011 SPal 2,35 3,31 1,41
2011 SPall 0,48 0,78 1,63
2011 SPalll 0,68 1,60 2,34
2011 SP21 1,13 1,14 1,01
2011 SP21I 0,83 1,29 1,56
2011 SP21ll 0,69 1,63 2,36
2011 SP2 bis 1,90 1,40 0,73
2011 VT1 9,27 40,64 4,38
2011 VT2 5,63 8,41 1,49
2011 VT3 2,09 0,69 0,33

Tableau 17. Comparaison des abondances microbienne et virale, mesurées en utilisant la microscopie a épifluorescence
(ME) et la cytométrie en flux (CMF). VPR= rapport VLP/procaryotes.
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Dans le cas de la mesure des abondances procaryotiques, on constate une tendance
a mesurer des abondances plus élevées de procaryote par ME que par CMF. Ceci est
également le cas pour l'estimation de I'abondance virale, dont les chiffres sont
généralement plus élevés en ME qu’en CMF. Ceci se vérifie également dans les rapports
ME/CMF des VPR, qui ne varient que peu, indiquant qu‘une estimation plus élevée de
I'abondance en ME est générale, plutot que spécifique pour les cellules ou les particules
virales. Les rapports de VPR étant néanmoins supérieurs a 1, on constate une légére
surestimation du dénombrement des VLP.

Toutes les études de mesure des abondances microbienne et virale faites a I'aide de
la cytométrie en flux et rapportées dans la littérature ont été, a ce jour, effectuées sur des
systemes aquatiques tempérés. De fortes corrélations sont rapportées entre les deux
meéthodes de dénombrement. Ainsi, Marie et collaborateurs (Marie et al., 1999) ont noté
une corrélation (r=0.97, n=14) entre ces deux méthodes, avec des valeurs obtenues par CMF
qui excédaient de 30 % en moyenne celles de la ME, lors d'analyses d’échantillons marins.
De leur c6té, Chen et collaborateur (Chen et al., 2001) ont constaté une abondance virale 1.1
fois plus élevée par la technique CMF dans des échantillons du lac Erie. Lors de I'étude de
mise en point portant sur le dénombrement des populations bactériennes et virales des
sédiments du lac Léman et du lac du Bourget, Duhamel et Jacquet (Duhamel & Jacquet,
2006) ont également rapporté une corrélation entre CMF et ME pour les bactéries (r= 0.84)
et les virus (r= 0.74), la CMF donnant des valeurs une a deux fois plus élevées. Ces auteurs
suggérent que cette différence pourrait étre en partie expliquée par un artéfact technique
lié au temps d'exposition des fluorochromes, dont la fluorescence diminue
progressivement, diminuant le signal. Les analyses étant plus rapides en CMF, il n'y aurait
pas de perte de fluorescence et plus de particules pourraient étre comptées. Brussaard et
collaborateurs (Brussaard et al., 2010) ont également signalé une forte corrélation (r= 0.89,
p< 0.0001) entre des comptages de particules virales marines effectuées en CMF et en ME.
En conclusion, tous les auteurs sont actuellement unanimes a considérer que les deux
approches méthodologiques aboutissent en général a des résultats qui peuvent varier, mais
qui restent concordants. Par rapport a la ME, la CMF surestimerait les valeurs d'abondance.
Ceci est a relativiser si I'on considere que Marie et collaborateurs (Marie et al., 1999) ont
observé une sous-estimation de la concentration virale dans une culture de Phaeocystis,
lorsque les abondances étaient faibles.

Pour se forger une opinion plus tranchée, focalisons-nous sur les données acquises
au niveau des eaux marines (tempérées) de Saint Paul. Des abondances microbiennes plus
faibles (entre 17 % et 52 %) sont mesurées en ME par rapport a la CMF. Les valeurs les plus
proches ont été obtenues pour les sites SP1 Il et SP1 1l, ainsi que pour SP2 Il et SP2 IlI, alors
qu'une valeur supérieure caractérise le cceur de la source SPi1. Cette différence est
également plus marquée lorsque I'on considére les résultats de dénombrement des sources
chaudes de Val Travers. Il faut donc admettre que, dans le cas des sources chaudes,
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I'hypothése d'un artéfact lié a la perte de signal, suite a une exposition prolongée des
fluorochromes en ME, ne peut étre retenue. Cependant, ceci n'écarte pas I'hypothese d'une
surestimation dans le contexte des sources chaudes qui pourraient étre due a la présence
d’ADN libre en suspension. A ma connaissance, il n‘existe pas d'étude rapportant la mesure
en teneur d’ADN libre dans les sources hydrothermales. Il est donc difficile d’estimer la
contribution des acides nucléiques libres dans ces milieux extrémes. Toutefois, il pourrait
étre avancé que cette contribution est probablement minime, en raison des conditions
dénaturantes qui regnent dans ces environnements.

Une autre raison explicative peut étre énoncée. Elle tient a la nature des
échantillons. L'observation par microscopie a épifluorescence a permis de visualiser les
échantillons. En microscopie épifluorescence, le bruit de fond d'autofluorescence s’est
révélé relativement fort, perturbant sans doute la discrimination entre les cellules, les
particules virales et les particules colloidales. Cet effet était particulierement marqué dans
I'échantillon VT1, ce qui pourrait expliquer les fortes différences d'abondance constatées
in fine. L'analyse des variances (Tableau 18) effectuées sur les résultats de comptage
apporte un éclairage et montre en effet que la CMF est une méthode plus robuste et plus
précise.

Méthode ME CMF ME CMF
Taux de procaryotes Taux de procaryotes Taux de VLP Taux de VLP
Site (Cellules/ml) (Cellules/ml) (particules/ml) (particules/ml)
SPal 3,07E+10 3,60E+08 2,64E+10 1,00E+09
SPall 4,32E+09 2,79E+09 6,74E+10 2,90E+10
SPalll 8,66E+09 4,29E+09 1,63E+11 1,12E+11
SP21 7,15E+09 5,52E+09 3,79E+11 2,42E+11
SP21I 2,13E+09 1,83E+09 2,80E+10 2,00E+10
SP21ll 9,34E+09 9,17E+10 1,13E+11 7,05E+11
SP2 bis 6,06E+09 1,03E+10 4,58E+11 4,95E+11
VTa 1,83E+10 ND 7,44E+11 4,83E+07
VT2 3,37E+09 4,05E+08 2,54E+10 5,36E+07
VT3 1,39E+11 1,57E+10 2,64E+10 9,80E+09

Tableau 18. Tableau représentant la variance des concentrations des cellules de procaryotes et de particules virales dans les
sources hydrothermales des TAAF. La variance est calculée a partir des données de dénombrement faites en triplicat pour
chaque site. Pas de variance disponible pour les cellules de procaryotes énumérées en CMF. ND= non déterminé.

Finalement, il est difficile d'arriver a une conclusion claire et tranchée et ceci ne fait
que confirmer les conclusions des différentes études comparatives antérieures réalisées
dans ce but. Il nen demeure pas moins qu'il est important de poursuivre ces investigations
méthodologiques afin d’améliorer les protocoles de dénombrement qui restent perfectibles,
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surtout si I'on prend en considération les remarques (récentes) de Forterre et collaborateurs
portant sur les difficultés de dénombrement (Forterre et al., 2013).

2. La diversité des Microorganismes

2.1.La diversité des VLP dans les échantillons bruts

Lors des collaborations avec le «Laboratoire Microorganismes: Génome et
Environnement » a Clermont-Ferrand et avec le « Laboratoire de Microbiologie Marine » a
Bergen, tres peu de VLP ont pu étre observées en MET sur nos échantillons bruts, rendant
utopique une quelconque estimation quantitative. Cependant, la visualisation des
échantillons bruts par MET est indispensable pour observer la morphologie des VLP.
L'observation par MET permet a la fois d'identifier des morphologies connues, mais
également de décrire de nouvelles formes et d’en donner les dimensions.

Cependant, le traitement infligé aux virus, lors de la phase de concentration (par
ultracentrifugation, congélation/décongélation, notamment) ou pendant la coloration a
I'acétate d'uranyle peut altérer la forme ou les dimensions apparentes des particules
(Ackermann & Heldal, 2010). L'ultracentrifugation peut par exemple fractionner les
particules et suite a ceci, les composants des virions peuvent devenir inidentifiables ou étre
confondus comme des particules virales a part entiere. Par exemple, les virus appartenant a
I'ordre des Caudovirales ont tendance a se fractionner au niveau du col reliant la queue a la
capside, résultant en des capsides et des queues détachées, qui peuvent étre interprétées
comme étant des VLP filamenteuses (Ackermann & Tiekotter, 2012). La coloration positive
a l'acétate d'uranyle a, quant a elle, une tendance a réduire la taille des capsides de 10 % a
15 %. Ceci se ferait suite a la condensation de I’ADN double brin, pour lequel I'acétate
d’uranyle a une forte affinité (Huxley & Zubay, 1961).

Lors des observations faites a Clermont-Ferrand, seuls quelques-uns des échantillons
présentent des particules qui pourraient étre assimilés a des VLP. Dans I'échantillon nommé
Plage du Feu de Joie 1 (PFJ1), quatre particules de morphologie différente peuvent étre
observées (Figure 35 a-d).

147



T200inm!

200 nm

Figure 35. Photos de VLP prises a I'aide d’un microscope électronique a transmission (aprés une coloration négative) dans
les échantillons Plage du Feu Joie (a - d) et SPa (e-h). Les dimensions des particules sont détaillées dans le Tableau 19.
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Site Source Morphologie de VLP Dimensions de VLP Référence de la photo

Rallier du Plage du Feu de Joie 1 Fusiforme 150 NM X 100 NM Figure 35a
Baty (PFJ1)
(Kerguelen)

Vésicule 100 NM X 90 M Figure3s b

Caudé @ (capside) =70 nm Figure 35

queue =15NmM X 325 NM

Sphérique @ (capside) = 200 nm Figure 35d
@ (noyau) =85 nm

Saint Paul SP1 Caudé @ (capside) =75 nm Figure3se

queue =130 NM

Caudé @ (capside) = 5o nm Figure 35 f

queue = g5 nm

Caudé @ (capside) = 55 nm Figure3sg

queue =30 nNmM

Icosaédre @ (capside) = 65 nm Figure 35 h

Tableau 19. Différents morphotypes et dimensions de VLP observés dans différents échantillons bruts.

La premiere forme (Figure 35 a) représente wune particule fusiforme
d’approximativement 150 nm de longueur et 100 nm de largeur. Ces dimensions sont plus
importantes que celles de la plupart des représentants des virus fusiformes décrits
essentiellement chez les microorganismes extrémophiles, qui font généralement environ
100 nm de longueur et 60 nm de largeur (Pina et al., 2011). L'aspect de cette VLP differe
également par ses bords plus clairs en contrastes par rapport au centre de la particule,
rendant sa coloration apparente moins uniforme. Ceci pourrait étre d0 a la coloration des
acides nucléiques, qui se présentent généralement sous un aspect foncé dans les
préparations de MET. L'acétate d'uranyle peut également engendrer la formation d'un
« halo» autour de la capside, le centre apparaissant alors plus foncé et les contours plus
clairs et flous (Ackermann & Tiekotter, 2012). Cette VLP n’est pas sans rappeler cette
découverte par Borrel et collaborateurs (Borrel et al., 2012) dans les sédiments du fond du
Lac Pavin, oU des conditions anoxiques regnent. Parmi ces VLP, une ressemble
particuliéerement (Figure 36 b), mais avec des dimensions plus grandes (environ
370 NM X 250 nM).

Une deuxiéme VLP putative observée dans |'échantillon PFJ 1 (Figure 35 b) a une forme
vésiculaire légérement ovale. Elle a une dimension d’environ 100 nm de longueur et go nm
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de largeur. Elle présente une morphologie surprenante par ses deux zones plus claires de
part et d'autre de la particule. Ceci n’est pas sans rappeler la structure apparente de
particules virales enveloppées infectant des animaux et similaires en raison de la présence
de I'enveloppe, ce qui modifie la pénétration du contrastant (Roingeard, 2008; Goldsmith &
Miller, 2009).
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Figure 36. Photos de VLP prises a I'aide d’un microscope électronique a transmission (aprés coloration négative) dans les
échantillons de sédiments du Lac Pavin (d’apres Borrel et al. 2012).

Une forme de VLP, de type caudée, a également été identifiée dans I'échantillon PFJa1
(Figure 35 c). Cette particule présente une morphologie typique des représentants de I'ordre
des Caudovirales. La téte a un diamétre d’environ 70 nm. La partie caudale fait environ
325 nm de longueur et 15 nm de largeur. L'aspect général de cette particule permet
d'assigner cette VLP a la famille des Siphoviridae. Cette VLP parait attachée a un débris.

Il est a noter que la présence de débris a été observée en cytométrie en flux. Certains
échantillons étaient caractérisés par un bruit de fond important masquant parfois les zones
du cytogramme ou les VLP sont trouvées. Suite a la présence de fortes concentrations de
débris, les VLP pourraient étre adsorbées a ces derniers, qui une des causes de la perte des
particules virales dans la mer (Suttle & Chen, 1992; Juniper et al., 1998).

La quatrieme VLP observée a une forme sphérique d'un diamétre d’environ 200 nm
(Figure 35 d). Elle présente une morphologie apparemment constituée « core » plus dense et
plus opaque aux électrons. Le core, d’environ 85 nm de diametre, apparait entouré d'une
membrane. Cette VLP ressemble également a certaines VLP décrites par Borrel et
collaborateurs (Borrel et al., 2012) dans le Lac Pavin (Figure 36 d-g). Les VLP décrites par ces
auteurs ont un diametre total d’environ 220 nm, le core se réduisant a environ 110 nm. Ces
particules rappellent, par leur morphologie, les virus appartenant a I'ordre des Herpesvirales.
Les auteurs notent également que ce type de VLP n’a pas encore été associé a des
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procaryotes et pourrait, de ce fait, représenter une nouvelle famille de virus
(Borrel et al., 2012).

Pendant mon séjour a Bergen, quatre VLP ont pu étre identifiées que dans un unique
échantillon, provenant de la source cétieére marine SP1 de Saint Paul (Figure 35 e-h). Parmi
de ces quatre VLP, trois apparaissent caudées, appartenant de ce fait aux Caudovirales
(Figure 35 e-g). La premiere (Figure 35 e) est composée d'une téte de diametre approximatif
de 75 nm. La queue a une longueur d’environ 130 nm. La capside de la deuxieme VLP (Figure
35 f) a un diametre légérement plus petit, d’environ 5o nm. Sa queue, d’une longueur voisine
de 95 nm, semble étre attachée a un débris. Ces deux premieres VLP ont une morphologie
plutot caractéristique des Siphoviridae. Au contraire, la troisieme qui exhibe une queue plus
courte (approximativement 30 nm) et une capside d’environ 55 nm de diamétre (Figure 35 g)
ressemble davantage aux virions de la famille des Podoviridae. Le diametre de la capside
correspond a celle attendue pour les Podoviridae (entre 5o nm et 60 nm), mais la queue
semble plus longue que celles rencontrées dans cette famille (10 nm) (Ackermann & Heldal,
2010). |l pourrait donc s'agir de la queue d'une VLP appartenant plus probablement aux
Myo- ou Siphoviridae, mais ayant été cassée lors de la manipulation de I'échantillon
(ultracentrifugation etc.). Une quatrieme VLP (Figure 35 h) présente une capside
icosaédrique d’environ 65 nm de diamétre. Cette VLP pourrait étre apparentée aux
Tectiviridae, dont les virus possédent une capside icosaédrique enfermant de I’ADN double
brin, ou bien alors celle des Leviviridae, qui regroupe des virus icosaédriques, mais dont le
génome est de I'ADN simple brin. La présence putative de virus apparentés a la famille des
Tectiviridae a déja été rapportée associé a des bactéries thermophiles du genre Thermus. La
présence de virus a ADN simple brin en condition hyperthermophile a tout récemment été
mise en évidence chez des archées (Mochizuki et al., 2012). La possibilité d'observer la
présence de virus a ADN simple brin de la famille des Leviviridae n'est donc pas a exclure, au
motif que les membres de cette famille n‘ont jusqu’a ce jour toujours été décrits qu’en
milieu tempéré. Cependant, il se peut que ce soit tout simplement un artefact
d’observation, une simple capside isolée détachée de la partie caudale d’'un bactériophage.

Seuls les échantillons analysés avec la technique de centrifugation directe sur les grilles
de MET décrite par Sime-Ngando et collaborateurs (Sime-Ngando et al., 1996), ainsi que
Barsheim et collaborateurs (Borsheim et al., 1990), ont permis |'observation de VLP.

Aucune VLP n’'a été détectée dans les échantillons filtrés a 0.2 um in situ et ensuite
précipités au PEG 6000. Il est possible que lors de la resuspension du culot viral, apres
centrifugation avec un rotor fixe, une perte importante ait lieu, empéchant la visualisation
des virus, puisque la limite de détection théorique des particules virales, en utilisant la MET,
est de I'ordre de 10" particules/ml (Ewert & Paynter, 1980b) dans le meilleur des cas. Il est
cependant possible que cette limite soit plus élevée, de I'ordre de 10° - 10° particules/ml
(Roingeard, 2008). Si I'on considére a la fois le seuil de détection de la méthode
d’observation et la faible abondance virale caractérisant les sources chaudes
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(Prangishvili, 2006a), il n'est pas du tout surprenant que la détection de particules virales
soit si infime dans nos échantillons.

2.2.La diversité des VLP dans lescultures d’enrichissement
d’isolats bactériens et archéens thermophiles

Des structures représentant potentiellement des VLP et des particules de type
vésiculaire ont pu étre observées dans trois enrichissements de culture, réalisés en
anaérobiose, visant a cultiver des Thermotogales, des Thermococcales et I'archée
hyperthermophile Ignisphaera aggregans: SP1, SPog et SPi1 sur milieu Ravot modifié
(Postec et al., 2010) a 70°C, SP3 sur le méme milieu, mais a deux températures différentes
(70°C et 8°C) et PFJ2 sur milieu Niederberger (Niederberger et al., 2006) a 70°C.

Dans la culture d’enrichissement sur milieu Ravot modifiéa 70°C, réalisé a partir de
I'échantillon SP1, trois VLPs ont été photographiées (Figure 37 a-d). Ces trois VLP
présentent une morphologie de type binaire composée d'une capside icosaédrique attachée
a une queue (Figure 37 a-c). Deux de ces particules (Figure 37 a et b) exhibent les mémes
dimensions avec une capside dont le diametre approximatif est de 55 nm de diamétre, et
une queue d'environ 245 nm de longueur. Les queues sont d’une apparence flexible, ce qui
suggére que ces deux particules appartiendraient a la famille des Siphoviridae. La deuxieme
particule semble étre attachée a une vésicule d'un diametre de 275 nm. La troisiéme
particule virale (Figure 37 ¢) a une capside de diametre légérement plus large, de I'ordre de
65 nm et une queue plus courte comparée aux deux autres particules caudées. La capside a
un aspect sphérique ce qui est probablement d0 a la coloration, I'acétate d’'uranyle pouvant
gonfler les structures protéiques. La queue, d’environ 165 nm, n’est pas courbée et la
flexibilité de cette derniére n'est donc pas vérifiée. Cette particule pourrait donc étre un
siphovirus ou un myovirus. La queue contractile d'un myovirus peut perdre sa gaine lors de
la préparation ne laissant apparent que le tube centralde la queue, ce qui peut aboutir a une
interprétation erronée (Ackermann & Tiekotter, 2012). L'observation de nombreuses autres
particules a morphologie identique dans I'échantillon suggérerait que ces particules sont
plutot des représentants de la famille des Siphoviridae. Enfin, la quatriéme particule a une
morphologie sphérique de type vésiculaire, avec un diametre d’environ 225 nm (Figure
37 d). Elle présente un core de coloration plus claire de 200 nm, entouré d'une membrane
plus foncée. Cette particule ressemble vraiment aux « virus-like vesicles » décrites par Soler
et collaborateurs (Soler et al., 2008) dans les cultures de Thermococcales, qui sont des
archées hyperthermophiles marines (Figure 38 a). En revanche, cette particule vésiculaire
présente un diameétre deux fois plus grand que celui des vésicules décrites par Soler et
collaborateurs, qui ont généralement un diamétre variant entre 5o nm et 200 nm.
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Figure 37. Photos de VLP prises a I'aide d'un microscope électronique a transmission (aprés coloration négative) sur le
surnageant des culturesd’enrichissementeffectuées avec SP1 sur milieu Ravot a 70°C (a - d), avec SP3 sur milieu Ravot a
70°C (e) et 80°C (f - h) et avec SPog sur milieu Ravot a 70°C (i). Les dimensions et les morphotypes des particules sont
détaillés dans le Tableau 20.
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Milieu/ Morphologie Morphologie Référence de la
Source Température des cellules de VLP Dimensions de VLP photo
SPa Ravot modifié/70°C Batonnets Caudé @ (capside) = 55 nm Figure37aetb
queue =245 nm
Caudé @ (capside) = 65 nm Figure37c
queue =165 nm
Sphérique @ =225nm Figure37d
SP3 Ravot modifié/70°C Coques/ Sphérique @ =200nm Figure37e
Batonnets
Ravot modifié/80°C Coques Tubulaire 675 nm x 60 nm Figure 37 f
Sphérique @ =100 nm Figure37g
Sphérique @ =120nm Figure3zh
SP o9 Ravot modifié/70°C Batonnets Sphérique @ =375nm Figure 37i

Tableau 20. Différents morphotypes et dimensions de VLP observés dans différentes cultures d’enrichissement.

Figure 38. Photos de « virus-like vesicles », colorées négativement, observées a I'aide d’un microscope électronique a

transmission dans les surnageants des souches de Thermococcales. Plusieurs types de morphotype peuvent étre observés :
a) vésiculaire, b) allongé, c) en « collier de perles ». La barre, dans b et c, représente 100 nm (d’apres Soler et al. 2008).

154



Les observations faites sur le surnageant des cultures d’enrichissement sur milieu
Ravot modifié, a 70°C et a 80°C, avec SP3 et a 80°C avec SP1, ont révélé la présence de
particules de type «virus-like vesicles » (Soler et al., 2008) (Figure 37 e - h, avec la photo e)
prise du surnageant d'un enrichissement a 70°C et les photos f-h) d’un enrichissement a
80°C) . Dans la Figure 37 e), un amas de plusieurs vésicules, de diamétre de l'ordre de
200 nm, est visible. Cet amas est a proximité d'une structure membranaire, a laquelle sont
attachés plusieurs flagelles. L'amas est vraisemblablement une cellule de Thermococcale
endommagée. Une excroissance en formation est visible (mise en évidence par une fléche
dans la Figure 37 e). Dans la Figure 37 f), une structure tubulaire, d’environ 675 nm de
longueur et 60 nm de largeur, avec une extrémité sphérique, vésiculaire, peut étre
constatée. La Figure 37 g) présente un autre type de structure composée d’'un chapelet de
plusieurs vésicules, d’environ 100 nm de diametre. Soler et collaborateurs (Soler et al., 2008)
ont décrit plusieurs variations autour des « virus-like vesicles », dont des entités tubulaires
avec des bourgeons vésiculaires a leurs extrémités ainsi que d‘autres structures qu'ils
nomment des « colliers de perles ». Afin de permettre la comparaison, j'ai intégré une copie
d'une figure de Soler (Figure 38 b) qui présente une structure tubulaire similaire a celle
observée dans I'enrichissement SP3 a 70°C, cette structure ayant une longueur plus petite
(440 nm), mais une largeur plus importante (75 nm). Le chapelet de type « collier de perles »
peut également étre observé sur la Figure 38 c).

Un autre type de particule vésiculaire a été visualisé dans le surnageant de culture de
SPog, faite sur du milieu Ravot modifié a 70°C (Figure 37 i). Cette particule a un diametre
approximatif de 375 nm, et présente un core plus foncé d’environ 200 nm de diametre. Cette
vésicule présente des similarités avec une VLP photographiée dans les sources chaudes
terrestres de Little Hot Creek en Californie ( Figure 39 a) par Breitbart et collaborateurs
(Breitbart et al., 2004b). Les dimensions de la particule sont cependant plus petites (82 nm
de diamétre extérieur avec le core faisant environ 70 nm). Chiura et collaborateurs (Chiura et
al., 2002) ont également constaté la présence de particules vésiculaires (Figure 39 b) dans
des sources hydrothermales terrestres de Nakanoyu en Japon. Ces vésicules, ou « Budding-
like » particles, seraient produites par des bactéries logeant sur des mats de soufre. Ces
vésicules semblent également avoir des dimensions plus petites que celle observée dans les
cultures d’enrichissement de SPog, puisque le diametre est de I'ordre de 210 nm avec un
core de 125 nm. Breitbart et collaborateurs ayant également travaillé sur des sources
hydrothermales terrestres, il n‘est pas exclu que la VLP qu'ils ont photographié soit une
vésicule produite par type de bactérie proche de celles décrites par Chiura et collaborateurs.
La vésicule observée dans le surnageant de culture de SPog présente également des
similitudes morphologiques avec des rétrovirus de rongeurs (Figure 39 c), dont I'aspect
vésiculaire peut avoir une coloration plus dense au niveau du core entouré d'une membrane
plus claire. La taille de ces rétrovirus est toutefois de diametre plus petit (Roingeard, 2008).
Qu'il s'agisse des rétrovirus, des particules décrites par Breitbart et collaborateurs (Breitbart
et al., 2004b) ou par Chiura et collaborateurs (Chiura et al., 2002), le morphotype de ces
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éléments présente un core plus dense enfermant théoriquement un génome entouré d'une
couche externe moins dense d'origine probablement cellulaire .

100 nm

Figure 39. Des virus de morphotype vésiculaire et la production de vésicules de bactéries thermopbhiles visualisées en
microscopie électronique a transmission (coloration négative): a) photo de VLP & morphotype vésiculaire dans un
échantillon brut de source hydrothermale (Little Hot Creek en Californie) par Breitbart et collaborateurs (d'aprés Breitbart
et al. 2004); b) production de vésicules dans des sources hydrothermales terrestres de Nakanoyu en Japon par des
bactéries logeant dans des mats de soufre (d'aprés Chiura et al. 2002); c) rétrovirus de rongeur par Roingeard et
collaborateurs (d'aprés Roingeard 2008).

Dans le surnageant de I'enrichissement de [|‘échantillon PFJ2, sur milieu
Niederberger cultivé a 70°C, des particules filamenteuses ont pu étre observées (Figure 40
a-d). Ces particules varient en longueur entre 100 nm et environ 175 nm, etont une largeur
approximative de 35 nm avec un aspect flexible. Elles paraissent étre composées de
constituants simples (mis en évidence par la fleche dans la Figure 40 c) tassés en répétition
et formant ainsi des corps filamenteux. Ces structures ne ressemblent a aucun type de
virions connus. Les virus filamenteux des procaryotes (hyper)thermophiles sont en général
formés de sous unités protéiques capsidiques plus petites et entassées de maniere plus
dense, donnant un aspect général plus « lisse » lorsqu'ils sont observés en microscopie. Les
rudivirus font généralement une vingtaine de nanométre de largeur (Prangishvili et al.,
1999; Vestergaard et al., 2005), a part TTV4 qui fait 35 nm de largeur (Zillig et al., 1996), et
sont rigides. L’Aeropyrum coil-shaped virus (ACV) est également rigide fait environ 30 nm
de largeur (Mochizuki et al., 2012). Les lipothrixvirus sont des virus flexueux dont la largeur
varie entre 20 nm et 40 nm (Janekovic et al., 1983), et sont enveloppés (Prangishvili &
Garrett, 2005). Les inovirus, qui infectent généralement des procaryotes non extrémophiles,
sont souvent trés long (800 nm - 2000 nm) et peu larges (environ 6 nm), ainsi que flexueux
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(Marvin, 1998). Aucune morphologie correspondant a ces morphotypes viraux ne semble
donc correspondre aux caractéristiques observées sur la particule de I'enrichissement PFJ2.
Ce type de morphologie ne parait pas étre non plus rencontrée chez des virus d’eucaryotes
(Ruigrok et al., 2011; Stubbs & Kendall, 2012). Parmi les virus infectant les animaux, le
morbillivirus des Paramyxoviridae (virus de la rougeole) présente des virions flexibles et
d'aspect «en dents de scie» (Ruigrok et al., 2011) (Figure 41) se rapprochant
éventuellement le plus de la structure observée dans I'enrichissement PJF2. La taille et
I'aspect des structures issues de |’échantillon PFJ2 suggerent qu'il pourrait s'agir d'un
nouveau type de morphologie virale, méme si la possibilité d’agrégation de protéines
d’organites cellulaires, comme des constituants de flagelle, ne peut pas étre écartée.

Figure 40. Photos de VLP prises a |'aide d'un microscope électronique a transmission (aprés coloration négative) dans la
culture d’enrichissement PFJ2, sur milieu Niederberger a 70°C (a - d).
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Virus de la rougeole
Figure 41. Photos de morbillivirus prises a I'aide d’'un microscope électronique a transmission(apres coloration négative).
Sur la photo de gauche, des capsides intactes sont présentes et sur la photo de droite, des capsides digérées avec de la
trypsine peuvent étre observées (d'aprés Ruigrok et al. 2011).

Quatre particules partageant des traits communs ont été identifiées dans
I’enrichissement SP11, sur milieu Ravot modifié a 70°C (Figure 42 a-c). La Figure 42 a),
présente une particule globuleuse, anguleuse, de 50 nm de diamétre, a laquelle est associée
une série de cing anneaux, eux-mémes rattachés a un filament d’approximativement 520 nm
longueur et 7 nm de largeur. Les anneaux succedent a une structure cylindrique d’environ
25 nm de large et 40 nm de longueur (indiquée une fléche bleue) reliant les anneaux a la
téte angulaire. Les anneaux font environ 15 nm de largeur et, tassés I'un aprés I'autre, 30 nm
de longueur (indiqués par une fleche noir).

Une particule de morphologie assez similaire peut étre observée dans La Figure 42 b).
Elle differe notamment par la disparition de partie anguleuse. Cette VLP putative parait
divisée en trois parties : une structure en forme corps tubulaire, lui-méme attaché a une
piece cylindrique intermédiaire, suivi d’un long filament de 665 nm de longueur sur lequel
sont positionnés des anneaux identiques a ceux précédemment décrits a proximité de la
piéce intermédiaire. Le corps cylindrique (indiqué par une fleche bleue), dont les dimensions
sont de I'ordre de 40 nm de largeur et 55 nm de longueur, est prolongé par une structure
tubulaire dont le diameétre oscille entre 35 nm et 25 nm de largeur (a la partie apicale) et de
115 nm de longueur environ. La structure tubulaire semble étre attachée a une structure
globuleuse qui pourrait s’apparenter a une vésicule d’environ 60 nm de diamétre avec un
centre clair.
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Figure 42. Photos de VLP prises a I'aide d'un microscope électronique a transmission (aprés coloration négative) dans le
surnageant de la culture d’enrichissement SP11, sur milieu Ravot a 70°C (a - b). Les fleches noires indiquent les structures
en anneauy, les fleches bleues indiquent le corps cylindrique. Les dimensions et les morphotypes des différentes particules

sont résumés dans le Tableau 21.
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Figure 42 (suite). Photos de VLP prises a I'aide d'un microscope électronique a transmission (aprés coloration négative)
dans le surnageant de culture de I'enrichissement SP11, sur milieu Ravot a 70°C (c - d). Les fleches noires indiquent les
structures en anneauy, les fleches bleues indiquent le corps cylindrique et la fleche jaune désigne des spicules sur la
«couronne ». Les dimensions et les morphotypes des particules sont détaillés dans le Tableau 21.
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Morphologie des Morphologie
Source Milieu/Température cellules de VLP Dimensions de VLP Référence de la photo

SP11 Ravot modifié/70°C Batonnets Inconnue @ (capside) = 5o nm Figure 42 a

corps cylindrique = 40 nm x 25 nm

anneaux =30 NM X 15nm
filament =7 nm x 520 nm

Inconnue structure tubulaire Figure 42 b
=115NmM X 25 NM

corps cylindrique = 40 nm x 55 nm

anneaux =30 NM X 15 Nm
filament =7 nm x 665 nm

Inconnue @ (bulbe) =70 nm Figure 42 ¢

tige =29o0nm x15nm

anneaux =30 NM X 15nm
filament =7 nm x 2400 nm

Inconnue Figure 42d
corps cylindrique = 65 nm x 30 nm
structure tubulaire = 375 nm x 25
nm

anneaux =30 NM X 15nm
filament =7 nm x 805 nm

épis =20nmx 4 nm

Tableau 21. Différents morphotypes et dimensions de VLP observés dans la culture d’enrichissement SPa1.

La troisieme particule, quoique différente, présente des similitudes morphologiques
avec les deux premiéres (Figure 42 c). Elle se compose d’une partie apicale allongée comme
la deuxiéme particule, possede un tres long filament (environ 2400 nm) qui supporte une
fois de plus une série d’au moins 5 anneaux de 15 nm de largeur. Le filament et les anneaux
sont reliés a la structure tubulaire (15 nm de largeur et 290 nm de longueur) par
I'intermédiaire d'une sorte de bulbe (de 70 nm de diamétre qui remplacerait la piéce
cylindrique observée sur les VLP 1 et 2 (Figure 42 a et b). Il subsiste pourtant un doute sur
cette structure car on ne peut pas écarter la possibilité que ce dernier puisse étre un
fragment de flagelle qui serait venu se coller sur la VLP. Néanmoins, son aspect flexueux
serait atypique pour un fragment de flagelle. La rareté de ce type de VLP fait qu'il est
quasiment impossible de conclure a ce stade des observations.

Une quatrieme particule présente égalementcing anneauxa l'identique des VLP
précédentes (Figure 42 d). Elle est aussi prolongée par un filament de la méme largeur, mais
dont la longueur differe puisque mesurée a environ 8o5 nm. Les anneaux semblent étre une
fois de plus associés a un corps cylindrique d’environ 30 nm de largeur et 65 nm de longueur.
Ce corps cylindrique est prolongé, comme la particule observée dans la Figure 42 b), par une
structure tubulaire d’environ 25 nm de largeur et 375 nm de longueur. A la différence des
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trois VLP précédentes, cette particule présente une particularité unique : elle semble porter
une couronne de spicules (indiquée par une fléche jaune) a I'extrémité du corps cylindrique a
proximité des anneaux. Ces spicules font environ 4 nm de largeur et 20 nm de longueur.

Quoique d‘allure distincte, ces quatre VLP partagent des traits communs. A ma
connaissance, elles présentent également la particularité de ne ressembler a aucun virus
déja décrits dans la littérature. Les caractéristiques communes portent sur la présence d'un
systeme d'anneaux attachés a un filament de méme épaisseur, mais variant en longueur. Si
ces VLP sont de nature virale, on pourrait penser que I'ensemble filament et anneaux
constitue la partie virion qui entre en contact avec la cellule hote. L'autre extrémité pourrait
correspondre a |'équivalent de la capside. En suivant cette hypothése, les différences
architecturales observées chez ces quatre particules pourraient alors s'expliquer
essentiellement de deux maniéres: soit une déformation de cette capside, qui pourrait
apparaitre parfois sphérique ou au contraire allongée sous la contrainte du traitement ou
alors parce que celle-ci réagit comme le font les myovirus, soit il s'agit en fait d’'un artéfact
d’observation correspondant a I'association stochastique du virion a des débris cellulaires.

La littérature rapporte de nombreux exemples de déformation de virion suite aux
traitements chimiques ou mécaniques de purification. Les virions peuvent également
changer d'apparence suite a des changements d’osmolarité. Par exemple, une osmolarité
plus élevée que celle requise pour la croissance de la souche-hote (GE23) du virus
hyperthermophile PAV1, engendre la formation de particules virales tubulaires, allongées,
comparativement aux particules virales fusiformes habituellement observées (Figure 43)
(Geslin et al., 2003a). Parmi les modifications morphologiques de la capside s’effectuant a
I'extérieur de la cellule-hote, I'exemple le plus étudié est sans doute celui des myovirus. Les
myovirus connaissent une modification structurale de la partie caudale du virion lorsqu’ils
entrent en contact avec la cellule héte. La gaine extérieure se contracte la rendant plus
épaisse et simultanément le tube central se projette vers la cellule de maniére a provoquer
Iinjection du génome viral (King et al., 2011).

Figure 43. Photos de capsides de PAV1 prises a l'aide d'un microscope électronique a transmission (aprés coloration
négative). Sur la photo de gauche figurent des capsides intactes. Sur la photo de droite peuvent étre observés des virions
allongés suite a des conditions osmotiques défavorables. La barre représente 100 nm (d'aprés Geslinet al. 2003a)
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Un autre exemple exceptionnel concerne I'archéovirus hyperthermophile Acidianus
two-tailed virus (ATV). Ce virus est fusiforme, mais développe deux protrusions distales
lorsque celui-ci se trouve a I'extérieur de la cellule-héte et a des températures plus basses
que la température optimale de croissance de I'h6te (Figure 44) (Haring et al., 2005).

E
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Figure 44. Photos de microscopie électronique a transmission (coloration négative) de capsides du virus ATV. Le virus
fusiforme développe des protrusions a |'extérieur de la cellule et présente ainsi une plasticité morphologique remarquable.
La barre représente dans les trois photos supérieures 5oo nm et la barre des cinq photos en partie basse représente
100 nm (d’aprés Haring et al. 2005)

Les virus peuvent étre également associés a des débris divers. Une culture peut
contenir des protéines, des sucres, des sels, des débris cellulaires etc. qui peuvent interférer
avec les observations en MET (Ackermann & Tiekotter, 2012). Ainsi, dans notre cas, il est
possible que le pseudo virion soit en réalité composé d'au moins la partie filamenteuse
associée aux anneaux et de la partie cylindrique d'oU semble sortir les anneaux. Cette
structure peut étre alors associée a des débris divers, comme des fragments de flagelle
(comme cela pourrait étre le cas de la particule observée en Figure 42 c), ou des vésicules
déformées (Figure 42 b), ou de petite taille (Figure 42 a).

Le filament, prolongeant les anneaux, est observé dans les quatre VLP
photographiées dans I'enrichissement SP11. Si sa largeur, de I'ordre de 7 nm, ne varie pas
entre les différentes VLP, sa longueur, en revanche varie. Sa faible largeur et sa longueur
changeante suggerent que cette structure pourrait étre dénaturée ou correspondre a un
élément viral expulsé lors de sa préparation. Ceci n'est pas sans rappeler les phénoménes
d’expulsion de I'ADN génomique viral sous certaines conditions osmotiques (Jeembaeva et
al., 2008; Evilevitch et al., 2011). En microscopie a épifluorescence, ceci peut se traduire par
la présence de petits points lumineux, correspondants aux capsides, prolongés par des
filaments fluorescents, correspondant aux génomes partiellement éjectés de chaque
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capside (Gunnar Bratbak, communication personnelle). Toutefois, 'ADN n’aurait pas
I'apparence, aprés colorationa 'acétate d'uranyle, que présente les filaments observés au
niveau des quatre particules décrites ci-dessus (Gunnar Bratbak ; PaoloTavares; Rudi Lurz,
communications personnelles). L’ADN viral aurait une apparence sombre, comme dans les
photos de 'ADN du phage ¢29 de B. subtilis, visualisé par MET par Grimes et Anderson
(Figure 45) (Grimes & Anderson, 1997).
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Figure 45. Photo de 'ADN du phage $29 de Bacillus subtilis prise a I'aide d’'un microscope électronique a transmission
(apres coloration négative a I'acétate d’uranyle). La barre représente 250 nm (d’aprés Grimes et Anderson 1997)

Le filament serait alors plutét de nature protéique, ou nucléoprotéique (Gunnar
Bratbak ; Paolo Tavares; Rudi Lurz, communications personnelles). Il existe de nombreuses
observations de virions associés a des structures filamenteuses. Prestel et collaborateurs
(Prestel et al., 2012) ont découvert et caractérisé, dans des échantillons provenant du désert
du Sahara, un phage proche du type siphovirus, dont I'extrémité de la queue est tres
flexible, formant une morphologie en «ruban» (Figure 46). Les auteurs suggerent qu'il
pourrait s'agir d'une modification de la queue permettant la reconnaissance de I'héte,
substituant les fibres caudales qui pourraient représenter des structures trop fragiles dans
I'environnement extréme ou ces phages ont été trouvés.
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Figure 46. Photo du phage Sol P11 prise a I'aide d’'un microscope électronique a transmission (apres coloration négative). La
queue de ce siphovirus a une morphologie surprenante en « ruban ». La barre représente 100 nm (d’aprés Prestel et al.
2012)

Les nucléoprotéines virales peuvent également former des structures qui peuvent
apparaitre filamenteuses lors des observations en MET. Chez les virus infectant les animaux,
notamment les Rhabdoviridae, les Filoviridae, les Bunyaviridae, les Arenaviridae et les
Orthomyxoviridae, les nucléoprotéines peuvent s'associer pour former des structures
hélicoidales avant la maturation des capsides (Figure 47) (Ruigrok et al., 2011).

Si la coloration de ces ensembles nucléoprotéiques parait assez semblable a celle des
filaments des VLP observées I'enrichissement SPi1, ils ont cependant un aspect compact
qui ne correspond pas a ce qui peut étre observé sur les photos de I'enrichissement SP11.
Parmi les virus de crenarchées hyperthermophiles, le virus ACV d'Aeropyrum pernix présente
une capside de morphologie cylindrique, formée d'un filament nucléoprotéique doublement
enroulée sur elle-méme (Mochizuki et al., 2012). Lorsque la capside est rompue, le filament
se débobine et forme des filaments qui ressemblent a ceux qui sont observés dans
I'enrichissement SP11 (Figure 48).

165



Virus de Marbourg

A

Virus dela fi

Figure 47. Photos de nucléocapsides de virus d’animaux prises a I'aide d'un microscope électronique a transmission de
différents virus animaux. Les nucléocapsides immatures s‘assemblent pour former des structures apparaissant
filamenteuses en MET. Les virus sont colorés négativement, a |'exception du virus de Pichinde qui est ombré

(d'aprés Ruigrok et al. 2011).

Figure 48. Photos du virion du virus ACV prises a I'aide d'un microscope électronique a transmission. Les filaments
nucléoprotéiques constituant le virion sont visibles dans des particules rompues (a), se dissociant occasionnellement I'un
de l'autre (b). Les fleches indiquent les points de dissociation des filaments nucléoprotéiques. La barre représente 200 nm
(a) et 500 nm (b) (d’aprés Mochizuki et al. 2012).
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Des fibres probablement de nature nucléoprotéique ont également été constatées
chez le virus hyperthermophile PSV (Pyrobaculum spherical virus), par Haring et
collaborateurs (Haring et al., 2004) (Figure 49). Les auteurs ont noté la présence de
filaments de 6 nm de largeur sortant des virions rompus. Ces filaments forment alors deux
fibres formant des boucles. Une analyse de Fourier a révélé une périodicité d’environ (2.8
nm)™ dans ces filaments (Haring et al., 2004). La longueur des filaments n’est pas précisée,
mais dépend probablement du degré de déroulement des fibres nucléoprotéiques. Ceci
pourrait expliquer la longueur inhabituelle (2400 nm) du filament de la particule de la
Figure 42 c).

Figure 49. Photo de microscopie électronique du virus PSVen coloration négative. Le virus est rompu et des filaments
nucléoprotéiques sortent du virion. Une périodicité d’environ (2.8 nm)™ est mis en évidence. Les fleches indiquent les
boucles que forment ces filaments. La barre représente 100 nm (d’apres Haring et al. 2004).

Le milieu Ravot est couramment utilisé au laboratoire pour la croissance des
Thermotogales et des Thermococcales. Ce milieu (Ravot et al., 1995), et sa version modifié
(Postec et al., 2010), ont été mis en ceuvre pour la croissance des Thermotogales. Le milieu
Ravot a également été utilisé par Geslin et collaborateurs dans notre laboratoire pour des
enrichissements de Thermococcales, afin de cribler pour la présence de VLP associées a ces
derniers (Geslin et al., 2003b). Prenant en compte la diversité des VLPs observées dans les
enrichissements de Thermococcales, mais le faible nombre de virus décrits chez les
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Thermococcales (les deux seuls virus ayant été caractérisés également dans notre
laboratoire), ainsi que I'absence de virus décrits chez les Thermotogales a ce jour, les
enrichissements faits avec le milieu Ravot modifié ont été criblés pour la présence de VLP
afin d’en découvrir davantage.

Les enrichissements SP1, SP3, SPog et SP11 mis a 70°C, analysés au microscope a
contraste de phase et électronique a transmission, semble étre tous peuplés par
desThermotogales. Cette impression repose sur |'observation de cellules présentant une
morphologie en forme de batonnet, mobiles et prolongées par des membranes appartenant
vraisemblablement a la toge.

Les enrichissements SP3 mis a 80°C, analysés au microscope a contraste de phase et
électronique a transmission, semble étre composés par des Thermococcales. Les cellules
observées sont en forme de coques uniques et mobiles. La ciliature lophotriche, identifiée
en MET, est une des caractéristiques des Thermococcales (Bertoldo & Antranikian, 2006). La
présence de «virus-like vesicles », décrites uniquement chez les Thermococcales (Soler et
al., 2008; Soler et al, 2011) suggére que les coques cultivés dans les enrichissements
appartiennent a I'ordre des Thermococcales. La présence de ces vésicules dans le surnageant
de I'enrichissement SP1 a 70°C suggérerait également la croissance de Thermococcales au
sein des Thermotogales.

Lors des tentatives de culture d'lgnisphaera aggregans, détecté dans les
enrichissements réalisé sur le milieu décrit par Niederberger et collaborateurs (Niederberger
et al., 2006) avec l'échantillon PFJ 2, une croissance microbienne a été constatée
uniquement a 70°C. Des cellules en batonnet peuvent étre observées. Il faudrait, cependant,
poursuivre par des études moléculaires la caractérisation des populations microbiennes
pour identifier ces dernieres, les caractéristiques morphologiques n’étant pas assez
distinctives pour permettre leur identification.

2.3.La diversité des VLP dans les isolats anaérobies

2.3.1. Le criblage des souches de Thermococcales

Six souches de Thermococcales ont pu étre isolées a partir d'un des enrichissements
de SP1 a 80°C sur le milieu Ravot modifié. Les analyses phylogénétiques ont montré que
tous ces isolats partageaient 99 % de similarité de séquence ADNr 16S avec Thermococcus
fumicolans. Ces 6 isolats, auxquels il faut ajouter 6 autres préalablement isolés au

168



laboratoire par M. Ciobanu a partir de la source SP11 bis, ont émis un signal positif en ME
sans avoir eu besoin de traiter les cultures a la mitomycine C, afin d’induire I'expression d’un
hypothétique virus lysogéne.

L'observation en MET a permis de conclure a une absence de virus dans tous les cas,
et ce malgré un signal positif en épifluorescence. Toutefois, I'observation en MET a révélé la
présence de vésicules dans toutes ces cultures.

Le diameétre de ces vésicules varie entre 200 nm et 160 nm (pour exemple, se référer
a la Figure 50). Des morphologies allongées et tubulaires, comme précédemment observées
dans I'enrichissement SP3 a 70°C, sont présentes. Ces structures tubulaires font 75nm de
largeur et 550 nm de longueur (Figure 5o b).

Figure 5o. Photos de vésicules colorées négativement en microscopie électronique a transmission : a) Plusieurs
vésicules sont visibles dans la souche MCg ; b) des formes allongées/tubulaires ont été observées dans la souche
MCg; c) des vésicules de taille différente sont présentes dans la souche MC8 ; d) une vésicule avec un noyau bien
contrasté est observable dans la souche MCs.

L'ordre des Thermococcales comporte une famille, les Thermococcacae, elle-méme
divisée en trois genres : Thermococcus, Paleococcus et Pyrococcus (base de données NCBI).
Depuis la recherche de virus associés aux archées de cette famille au début des années
2000, des travaux récents ont rapportés l'existence commune de ce type de vésicules,
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notamment chez différentes especes des genres Thermococcus (T. kodakaraensis, T.
gammatolerans et T. nautilus) et des especes de Pyrococcus (P. horikoschii) (Soler et al.,
2008; Gaudin et al., 2012). Soler et collaborateurs ont découvert des vésicules dans 26
souches sur 34 (Soler et al., 2008). Lors d'une autre étude faite dans notre laboratoire, des
cellules d'une souche du genre Palaeococcus sp. isolée dans une source hydrothermale
profonde a pu étre observée en MET et parmi ces cellules, des vésicules ont pu étre
identifiées. Ces « virus-like vesicles » ont été renommées récemment « membrane vesicles »
(Gaudin et al,, 2012). Une étude a pu démontrer que ces vésicules membranaires sont
produites par la membrane cellulaire contenant la protéine OppA. Cette protéine est
impliquée dans le métabolisme peptidique et les vésicules pourraient ainsi jouer un role
dans l'acquisition des peptides. Les vésicules sont également capables de véhiculer de
I’ADN, dont des plasmides. L’ADN étant protégé de la thermodégradation, ces vésicules
membranaires ne présenteraient un nouveau mécanisme d’échange génétique (Soler et al.,
2008; Gaudin et al., 2012).

Au-dela du simple fait que nos analyses permettent d'ajouter I'espece fumicolans a la
longue liste des espéces de Thermococcales productrices de «membrane vesicles»,
confirmant ainsi le caractére tres commun de ce type de production, ceci pointe toute la
difficulté d'utiliser la ME comme méthode d'approche de |'abondance virale dans les
échantillons issus des écosystemes chauds.

2.3.2. L'étude des VLP de Thermosipho africanus

Parmi les souches de Thermotogales criblées pour la présence de VLP, un signal
faible a été détecté en microscopie a épifluorescence dans la souche MC 6, appartenant a
I'espéce bactérienne Thermosipho africanus et qui a été isolée au laboratoire par M. Ciobanu
a partir de la source chaude cotiere SP11 bis qui jouxte la source SPi1 étudiée dans le
paragraphe précédent. Afin de confirmer la présence de ce signal, cette souche a été
soumise a un traitement a la mitomycine C [1 pg/mllfinale afin d’induire un éventuel virus.
L'induction a effectivement permis de confirmer la présence d'un signal de fluorescence
plus importante laissant présager I'existence d'un virus. Apres centrifugation différentielle
pour culotter les cellules, le surnageant de culture a été analysé par MET pour rechercher la
présence de VLP.

C'est ainsi que différentes formes de VLP ont pu étre observées (Figure 51 a-c).
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Site Morphologie Référence de la

d'isolement Souche Espéce de VLP Dimensions de VLP photo
Saint Paul MC 6 Thermosipho Inconnue bulbe = 65 nm x 75 nm Figuresia
(SP11 bis) africanus anneaux =30 NM X 15 NmM

filament =7 nm x 850 nm

inconnue bulbe = 65 nm x 55 nm Figure 51 b
corps cylindrique =20 nm x 35
nm

anneaux =30 NnMmXx15nm

filament =7 nm x 3500 nm

inconnue @ (bulbe) = 50 nm Figure s1c
corps cylindrique = 40 nm x 25
nm

anneaux =30 NM X 15 NmM
filament =7 nm x 520 nm

tige =260 nm x 20 nm

Tableau 22. Différents morphotypes et dimensions de VLP observés en MET dans les surnageants de la culture de la
souche MC 6, Thermosipho africanus.

Figure 51. Photos de VLP (colorés négativement) visualisées au microscope électronique a transmission dans la souche
MC 6, Thermosipho africanus. Les pointes de fleche noire indiquent les structures en anneaux, les pointes de fléche bleue
indiquent le corps cylindrique. Les dimensions des particules sont résumées dans le Tableau 22.
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Deux des particules photographiées (Figure 51 a et b) partagent une architecture
générale similaire, globalement sphérique associée a une série de 5 anneaux, reliés a un
filament de taille variable. La troisieme particule (Figure 51 c) différe des deux premiers par
la présence d'un corpuscule allongé, ce qui rappelle tout a fait la VLP de la Figure 42 c)
décrite dans le paragraphe précédent et observée dans la culture d’enrichissement de
I'échantillon SP 11, faite sur le méme milieu a 70°C.

La premiére VLP (Figure 51 a) présente une architecture globulaire avec une téte de
I'ordre de 75 nm de largeur et 65 nm de longueur. Cette téte parait constituée de différents
éléments si I'on en juge par les différences de contraste entre la partie périphérique et le
centre qui est occupé par une sorte de cylindre. A I'image d'un bilboquet, cette structure
sphérique est surmontée par I'association d’'une série de 5 anneaux. Ces 5 anneaux, de
mémes dimensions que ceux décrits précédemment au niveau des VLP observées dans
I'enrichissement SP11, donnent l'impression d'étre une prolongation extérieure de la
structure tubulaire visible au centre de la sphere. Le filament attaché a ces anneaux a une
largeur de 7 nm et une longueur de 850 nm.

La deuxiéme VLP (Figure 51 b) a une morphologie composée de trois parties: une
téte en forme de bulbe ovoide, d'approximativement 55 nm de largeur et 65 nm de
longueur, prolongée d'une partie cylindrique d’environ 35 nm de largeur et 20 nm de
longueur, elle-méme attachée a 5 anneaux identiques a ceux décrits précédemment. Cette
VLP fait tout a fait penser a une ampoule électrique a culot vissable. La encore, il semble
que les anneaux se prolongent par un filament de 7 nm de largeur de longueur trés
importante, environ 3 500 nm.

Enfin, la troisieme particule (Figure 51 c), présente une architecture différente
constituée a nouveau de trois parties dont seule la partie «téte» differe vraiment des
précédentes. Au lieu d'étre globuleuse ou sphérique, cette téte est allongée. Ses dimensions
sont d’environ 20 nm de large et 260 nm de long. La partie cylindrique attachée a la téte se
prolonge sur 5o nm de longueur, faisant environ 55 nm de largeur. Le filament, attaché aux
anneaux, fait 7 nm de large et 3200 nm de long.

L'observation de ces VLP dans la culture de Thermosipho africanus isolé de la source
SP11 bis conforte les observations réalisées précédemment au niveau des cultures
d’enrichissement des échantillons de la source SP11, en milieu Ravot, dédié a la croissance
des Thermotogales et des Thermococcales. La similitude de morphologie qui caractérise ces
différentes VLP indique bien que dans les enrichissements nous avions certainement réussi
a cultiver des Thermotogales. Ceci concorde d‘ailleurs bien avec I'observation concomitante
de cellules a toga.

S'il peut étre admis que ces particules sont associées a des Thermotogales, il n'est
cependant pas possible d'affirmer avec certitude que ces particules soient des virus. La
possibilité que ces structures ne soient que des organites cellulaires de Thermotogales ne
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peut pas étre écartée. Parmi les observations effectuées en MET lors du criblage pour la
présence de VLP dans ces échantillons, des fragments de flagelle ont pu étre
photographiés. La mobilité, et les organelles le permettant, de Thermosipho africanus
n‘ayant pas encore été décrite dans la littérature, cette espéce serait, d'aprés mes
observations, mobile avec des flagelles mono- ou lophotriches (Figure 52). Ces flagelles
paraissent surmontés d'une gaine ayant un aspect en « filet de péche » (mise en évidence
par une fleche noire).

200 nm

Figure 52. Photos d'un flagelle de Thermosipho africanus (souche MC6) visualisé au microscope électronique a
transmission (coloration négative). Une partie médiane de la cellule est visible a laquelle est attaché un flagelle. Le flagelle
est entouré par une gaine (mis en évidence par une fléche noire). Une partie du flagelle est visible ou la gaine est absente
(mise en évidence par une fleche jaune).
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Figure 53. Photos de flagelles de Thermosipho africanus (souche MC 6) visualisés au microscope électronique a
transmission (coloration négative) : a) une cellule est partiellement visible a laquelle est attachée un flagelle, couvert en
partie par une gaine qui se débobine ; b) des fragments de gaine sont visibles, détachés de flagelles ; c) des fragments de
flagelle nuspeuvent étre observés avec une gaine détachée, mise en évidence par une fleche noire.

Cette gaine mesure environ 30 nm (+5 nm) de large et commence au point d'ancrage
du flagelle. Elle entoure le flagelle sur une certaine longueur difficilement quantifiable car
elle a tendance a se dérouler lors de la préparation des grilles de MET (Figure 53 a), se
retrouvant parfois méme séparée du flagelle (Figure 53 b et c). Si la présence de gaines
flagellaires chez les Thermotogales n'a pas encore été évoquée dans la littérature, elle a
néanmoins déja été décrite chez d'autres ordres bactériens. Initialement décrit chez Bacillus
brevis (De Robertis & Franchi, 1951), les gaines flagellaires ont été ensuite découvertes chez
Vibrio metchnikovii (van lterson, 1953; Follett & Gordon, 1963; Glauert et al., 1963) puis
étudiées chez d'autres espéces du genre Vibrio, notamment lors des études sur la
participation des flagelles dans la pathogénicité (Bari et al., 2012). La gaine (Figure 54) serait
une excroissance provenant de la membrane externe par extension.
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Figure 54. Photos d’un flagelle de Vibrio metchnikovii visualisé au microscope électronique a transmission (coloration
négative) a un grossissement de 125 000 x (d’aprés Follett et Gordon 1963)

Chez Vibrio cholerae, elle comporte des protéines membranaires externes qui
participent a l'intégrité du flagelle (Bari et al., 2012). Le role de la gaine flagellaire demeure
encore un mystére, mis a part sa participation a l'intégrité du flagelle (Bari et al., 2012).
Certains auteurs argumentent que le flagelle muni d'une gaine pourrait faciliter la
colonisation de certains types d’environnements spécifiques, comme les muqueuses par
Helicobacter pylori (Kostrzynska et al., 1991).

Les flagelles de la souche MC 6 ont une gaine qui a un aspect de «filet de péche »
(Figure 53 b), différente de celles qui ont été décrites chez Vibrio et de Helicobacter ; mais
plus ressemblante dela gaine flagellaire de Pseudomonas rhodos qui est de constitution
hélicoidale (Figure 55) (Schmitt et al., 1974). Le flagelle et la gaine associée de la souche
MC6 est cependant plus large (environ 20 nm de largeur de flagelle prolongée de 10 nm de
gaine) que I'ensemble décrit chez P. rhodos (13 nm de largeur de flagelle prolongée de 5 nm
de gaine) chez qui la gaine est composée de trois bandes hélicoidale étroitement liées,
faisant chacune 4.7 nm de largeur, séparées I'une de |'autre par 4.7 nm et tournant autour du
flagelle avec un angle de 27° (Lowy & Hanson, 1965; Schmitt et al., 1974).
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Figure 55. Photos de flagelles de Pseudomonas rhodos visualisés au microscope électronique a transmission (coloration
négative). Des flagelles couverts d’une gaine sont visibles et présentent un aspect « strié ». Des flagelles démunis de gaine
peuvent également étre observés et ont un morphotype plus clair (d'aprés Schmitt et al. 1974).

La gaine du flagelle de MC 6 présente donc des caractéristiques différentes de celles
qui ont été décrites. Sa présence pourrait étre liée a la particularité des Thermotogales, la
toge membranaire. La présence de gaines flagellaires de ce type a été notée dans
I'enrichissement SP11, ce qui soutiendrait a nouveau la présence de Thermotogales dans
cette culture.

Il est important de remarquer que, parfois, les flagelles détachés du corps cellulaire
de MC 6 peuvent apparaitre associés a une vésicule a |'extrémité du point d'ancrage
(Figure 56). Dans la mesure ou ce type de structure pourrait faire penser a une VLP, il est
nécessaire de bien comprendre ce que peuvent étre ces structures.
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Figure 56. Photos de flagelle de T. africanus (MC 6), visualisé au microscope électronique a transmission (coloration
négative). Un flagelle est partiellement couvert de sa gaine et est associé a une vésicule.

Dans une étude publiée par DePamphilis et Adler (DePamphilis & Adler, 1971)
portant sur le crochet du flagelle d’Escherichia coli, les auteurs constatent la présence
occasionnelle des vésicules associées ces derniers (Figure 57). lls constatent qu'il s'agit
d'artéfact de préparation résultant d'une «vésiculation » de fragments de la membrane
cytoplasmique (DePamphilis & Adler, 1971).1l est possible que les vésicules attachées aux
flagelles de MC 6 se forment suite a la séparation des flagelles des cellules lors de la
préparation des grilles de MET. Le point d'ancrage arracherait alors une partie de la
membrane (a laquelle il est attaché) qui se renfermerait ensuite sur elle-méme formant une
vésicule membranaire.

Figure 57. Photos de flagelle d’'Escherichia coli, visualisé au microscope électronique a transmission (coloration au
phosphotungsténe). Un flagelle associé a une vésicule. Grossissement de 200 000 x (d'aprés DePamphilis et Adler 1971).
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Toutes les particules de type viral, découvertes dans I'enrichissement SP11 et la
souche MC 6, comporte une structure annelée. L'aspect en « anneaux » de ce composant
n‘est, une fois encore, pas sans rappeler I'apparence du point d'ancrage d'un flagelle de
bactérie a Gram négatif (Figure 58). Y’aurait-il un lien entre ces VLP et les flagelles de
Thermosipho décrits précédemment ?
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Figure 58. Représentation schématique du point d’ancrage d’un flagelle de bactérie Gram négative (adapté d’aprées (Jensen
et al., 2002)).

De nombreuses observations en MET ont finalement permis d'observer le point
d’encrage d'un flagelle de T. africanus (Figure 59). Une observation minutieuse révéle que
les dimensions de I'extrémité du flagelle (43 nm, 37 nm et 27 nm pour les trois anneaux
visibles dans la Figure 59) ne correspondent pas aux différentes mesures faites sur les VLP
de I'enrichissement SP11 ou de la souche MC6.

Figure 59. Visualisation par MET (coloration négative) du point d’ancrage d'un flagelle de T. africanus (MC 6).

179



Il est donc tres peu probable que les VLP décrites précédemment soient des
fragments de flagelle détachés et portant une vésicule membranaire.

Une derniére hypothese existe. Ces VLP pourraient également correspondre a des
composants du systéme de sécrétion cellulaire (Rudi Lurz, communication personnelle).
Chez les bactéries a Gram négatif pathogénes, tels que Salmonella, Shigella, ou Yersinia, il
existe un systeme de sécrétion de type lll, qui est responsable de la translocation de divers
facteurs, dont les facteurs de virulence, dans la cellule héte lors de I'établissement d’'une
interaction entre les deux protagonistes. Le systéeme de sécrétion en question est composé
d’'une base en anneaux multiples, traversant le systeme pariétale, prolongée d'une aiguille
(Figure 60) (Kubori et al., 1998; Poyraz et al., 2010).

ADP+Pi  ATP

Figure 60. Représentation schématique du systéme de sécrétion de type Ill de Salmonella typhimurium, traversant la
membrane interne (en bleue) et la membrane externe (en jaune) (d’aprés Fronzes et al. 2008).

Méme si les dimensions de ce systeme sécrétoire sont relativement similaires a
celles des VLP observées dans I'enrichissement SP11 et la souche MC 6, ce systeme de
sécrétion, n'a pas une morphologie globalement semblable aux VLP photographiés
(Figure 61).
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Figure 61. A gauche, représentation schématique du systéme de sécrétion de type Ill de Shigella flexneri. A droite, photos
de MET (coloration négative) de systéme de sécrétion de type lll de S. flexneri. La barre représente 10 nm (d'aprés
(Tamano et al., 2000)).

En effet, l'aiguille présente un aspect plus rigide, alors que les particules sont
associées a des filaments flexibles. De la méme maniére, les anneaux observés chez les VLP
sont tous identiques, ce qui n'est pas le cas des anneaux du systéme de sécrétion de type lIl.
On peut donc raisonnablement écarter cette hypothése et cette confusion.

Il existe d'autres types de systeme de sécrétion chez les microorganismes, en
particulier les pili de type IV. Les pili de type IV (Figure 62) sont des organelles de la surface
des cellules que I'on peut trouver chez plusieurs bactéries a Gram négatif. lls peuvent avoir
plusieurs fonctions, telles que la motilité cellulaire par mouvement en torsion ou par
reptation, I'adhésion a un substrat, I'échange d’ADN par transformation et ils présentent
des facteurs clé de virulence chez plusieurs bactéries, telles que Pseudomonas aeruginosa,
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis et Escherichia coli. Les pili sont assemblés a
partir de milliers de sous-unités, les pilines, formant des fibres d’environ 5 nm a 8 nm de
large et jusqu’a plusieurs micrometres de long (Skerker & Berg, 2001; Craig et al., 2003;
Collins et al., 2005; Fronzes et al., 2008). Se pourrait-il que nos VLP correspondent a ces
structures cellulaires ?
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Figure 62. Représentation schématique d’un pili de type IV de Neisseria gonorrhoeae, traversant la membrane interne (en
bleue) et la membrane externe (en jaune) (d’aprés Fronzes et al. 2008).

Si I'architecture du point d'ancrage de pili de type IV n‘est pas ressemblant au
systeme d’anneaux observés chez les VLP associées aux Thermotogales de |'enrichissement
de SP11 ou encore observées chez MC 6, il est toutefois possible que ces anneaux soient
tout simplement adsorbés a des débris cellulaires, dont des pili de type IV, ce qui donnerait
alors I'apparence d'une VLP complexe. Dans la mesure oU nous n'avons pas réussi a purifier
ces VLP tant a partir des cultures d’enrichissement que la souche pure MC 6, il est
impossible d'apporter une réponse définitive a cette question.

Un autre point d'interrogation demeure : celui de la nature du long filament fin et
flexueux qui semble partie intégrante des VLP. L'observation de ce type de filament, qui est
trop fin pour constituer la capside intégre d'un virus, a été rapportée dans la littérature lors
de I'étude d'autres virus, en particulier un virus hyperthermophile. C'est ainsi que dans les
années 8o, le virus TTV1 infectant la crenarchée hyperthermophile, Thermoproteus tenax, a
pu étre visualisé en association a des filaments qui ont été assimilés a des pili par les auteurs
(Figure 63) (Janekovic et al., 1983).
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Figure 63. Le virus TTV1 de la crenarchée hyperthermophile, Thermoproteus tenax, attaché vraisemblablement a un pili,
photographié en MET et coloré négativement (photographie du haut) et ombré au phosphotungsténe (photographie du
bas). La barre représente 5oo nm (d'aprés Janekovic et al. 1983).

Si nous étions dans cette configuration, nos particules virales pourraient alors n’étre
constituées que de la structure en anneaux associée a une capside de morphologie
cylindrique ou sphérique. Il est possible que la structure en anneaux soit internalisée dans la
capside et ne sorte qu’une fois que le virus entre en contact avec les récepteurs viraux de la
cellule héte, subissant en conséquence une alternation architecturale comme chez les
myovirus. Il serait alors possible d'imaginer que des virus s'adsorbent par exemple a des
structures comme les systemes de sécrétion de type IV. Ceci est le cas de plusieurs phages,
notamment les phages filamenteux Ff d’E. coli et CTXd de V. cholerae (Rakonjac et al.,
2011).
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Lors des observations en MET, j'ai remarqué que les gaines flagellaires de MC 6
avaient tendance a se débobiner pour donner naissance a un filament (Figure 64).

Figure 64. Photo de flagelle de T. africanus (MC 6), visualisé au microscope électronique a transmission (coloration
négative). Un flagelle partiellement couvert de gaine est associé a une vésicule. La gaine parait se décomposé en filaments
(mise en évidence par la fleche noire).

Ce filament présente un aspect similaire aux filaments qui sont associés aux VLP. |l
pourrait étre ainsi imaginé que les particules virales reconnaissent des récepteurs viraux sur
des gaines flagellaires ce qui expliquerait leur association fréquentes aux filaments. De ce
fait, la gaine pourrait servir de récepteur viral (Sjoblad et al., 1983). Si des phages utilisant le
flagelle comme récepteur viral tels que le virus PBS de B. subtilis (Figure 65) existent, a ma
connaissance, aucun phage utilisant la gaine flagellaire comme cible n'a encore été décrit. Il
y a peu de doute que ce type d'interaction phage-hdte existe et il serait intéressant
d’explorer ce genre d'adsorption viral.
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Figure 65. Photo du phage PBS de Bacillus subtilis, visualisé au microscope électronique a transmission (coloration
négative). Le phage est adsorbé au flagelle d'une cellule de B. subtilis SB19. Grossissement 120 ooox (d'aprés (Raimondo et
al., 1968)

Les différentes particules que nous avons vues associées aux cultures de
Thermotogales, de la souche MC 6 et I'enrichissement SP11, sont des structures tres
organisées; aussi il est peu probable qu'il ne s'agisse que de débris cellulaires (de nature
protéique) aléatoirement adsorbés lors de la préparation des échantillons pour I'observation
en MET. Un doute subsiste avec I'hypothése que nous serions en présence d’organelles
cellulaires de Thermotogales. En effet, les systemes de sécrétion de différents types n'ayant
pas été décrits chez cet ordre, il n'existe pour l'instant pas de possibilité de les comparer aux
particules observées dans cette étude. Cependant, certains indices suggéreraient qu'il s'agit
plutot de particules virales que d’'organelles cellulaires. Parmi ces indices figure la réponse
des microorganismes cultivés en présence de mitomycine C ou de NaCl. Sans ajout de la
mitomycine C [1 pug/mllsinale 0U de NaCl [10 %]sinale, deux agents au potentiel d'induction
virale avéré, le signal en ME est faible comparativement a ce qui est observé suite a I'ajout
de I'une ou I'autre de ces molécules.

Hélas, a ce stade de I'étude, il m'est impossible de conclure sur la nature de cette
VLP. Malgré de nombreuses tentatives de purification et/ou de concentration de ces VLP a
partir de cultures MC 6, je n'ai pas réussi a purifier, méme partiellement, ces éléments qui
paraissent fragiles. De plus, se superpose un probléme de production, ces VLP paraissent
produites en relativement faible quantité si j'en juge par la difficulté de les observer en MET.
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2.4. Criblage des souches aérobies pour Ia
présence de VLP

Pendant les premiers mois de ma these, je me suis familiarisé avec les cultures de
microorganismes thermophiles et hyperthermophiles en réalisant I'isolement de bactéries
croissant en aérobiose. Ces travaux, ainsi que des précédents menés en amont de ma thése,
ont abouti a l'obtention d'une collection d'isolats aérobies thermophiles variés. Jai
poursuivi par le criblage de ces isolats pour la présence de VLP. C'est ainsi que le surnageant
de culture de quatre souches nommeées RB 39 a, RB 39 c1, SP4 SD et OLG 2 a été analysé en
ME en premier lieu. Chacune de ces souches donnant un signal positif en ME, I'’ADN codant
pour I'’ARNr 16S a été amplifié par PCR et comparé par BLAST (Altschul et al., 1990) contre
les banques de données NCBI pour savoir dans quel taxon nous nous positionnions. C'est
ainsi que les souches RB 39 a, RB 39 C1 et SP4 SD ont été identifiées comme appartenant au
genre Geobacillus. En revanche, le dernier isolat, OLG2, présentait une homologie avec un
tout nouveau genre bactérien dénommé Calditerricola (Moriya et al., 2011) et regroupant
deux nouvelles especes.

2.4.1. Description de la souche OLG2"

En 2008, Oshima et Moriya ont isolé deux isolats bactériens hautement
thermophiles a partir de compost agricole (Oshima & Moriya, 2008). Ces isolats ont ensuite
été bien caractérisées et décrits comme appartenant a un nouveau genre, Calditerricola
(Moriya et al., 2011). Ce nouveau genre appartient a la famille des Bacillaceae, et présente
des liens de parenté avec le genre Planifilum, de la famille des Thermoactinomycetaceae
(voir Annexe).

L’analyse de la séquence ADN codant pour I’ARNr 165 a révélé que la souche OLG2"
partage 99 % de similarité avec les espéces Calditerricola satsumensis et Calditerricola
yamamurae. Mais la souche OLG2' présente cependant des propriétés physiologiques
différentes. Une des caractéristiques la distinguant est sa propension a sporuler, ce qui,
d’apres Oshima et Moriya, n'est ni observée chez C. satsumensis ni chez C. yamamurae, et
ce, a quelques conditions de culture que ce soit (Moriya et al., 2011). A température
optimale, 78°C, les cellules d’OLG2" se présentent sous la forme de batonnets de
3.2 pm (x 0.6 pm) x o.5um (+0.2 pum) de dimension. Dans des conditions de croissance
suboptimale telle qu’a une température de 70°C, OLG2' produit des spores terminales
déformantes dont la taille avoisine 1.1 nm de diamétre. La sporulation implique I'expression
de genes multiples pour la formation et la germination des spores
(Paredes-Sabja et al., 2011) dans l'ordre des Bacillales. Une hybridation ADN-ADN entre
OLG2" avec C. yamamurae a révélé une identité de séquence de 55.1 %. En prenant en
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compte le seuil d'identité de 70 % sous lequel on considere que deux souches sont
représentatives de deux espéces distinctes (Wayne et al., 1987), ceci démontre qu’OLG2"
n‘est pas un isolat appartenant a l'espece C. yamamurae. Pour des raisons techniques,
I'hybridation ADN-ADN entre OLG2' et C. satsumensis n'a pas pu étre effectuée. Cette
souche, en collection a la DSMZ (DSM-45223) et a la JCM (14719") ne pousse en effet que
difficilement. Plusieurs tentatives de culture ont également suggéré des contaminations
importantes, les cultures présentant plusieurs types de morphologie cellulaire (coques et
batonnets de différentes tailles et apparences). Néanmoins, le taux de G+C de la souche
OLG2" étant établi a 63.7 %, contre 70 % chez C. satsumensis, OLG2' peut étre considérée
comme une espece a part, si lI'on prend en compte le seuil de différence de 5 % (Rossello-

Mora & Amann, 2001).

Ainsi, bien que OLG2'soit trés proche des especes C. yamamurae et satsumensis,
nous proposons que celle-ci soit la représentante d'une nouvelle espéece intitulée
« Calditerricola clavaformis » (cla’va.for.mis. cla’va de L.n. clava, raquette; L. adj. formis
morphologie; N. L. adj. clavaformis en forme de raquette). La publication rédigée suite a la
description d’OLG2" peut étre consultée dans I’Annexe.

Malgré un premier signal positif en épifluorescence, il n'a pas possible de visualiser
de VLP dans cette souche, ce qui n'a pas été le cas pour les trois autres isolats apparentés au
genre Geobacillus.

2.4.2. La découverte de bactériovirus dans les isolats de Geobacillus

A la suite de I'observation d'un signal fort en épifluorescence, les surnageants de
culture des trois isolats Geobacillus sp., (RB39 a, RB3g c1 et SP4 SD) ont été concentrés puis
explorés en MET. Si l'analyse n'a pas permis de révéler la présence de particules dans le
surnageant de culture de la souche RB39 a, en revanche, les deux autres souches, RB3g c1 et
SP4 SD se sont bien révélées porteuses de virus (Figures 66 et 67)
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Figure 66. Photographie prise en MET (coloration négative) du surnageant de culture de RB3g Cz. Trois fragments sont mis
en évidence par des fleches. Dans ces fragments peuvent étre devinées la gaine extérieure (fragment en haut de I'image),
la queue (fragment a gauche de I'image) et la téte (a droite de I'image) d’'un myovirus.

Figure 67. Photographies prises en MET (coloration négative) du phage de SP4 SD. Sur la photographie de gauche est
visible le virus sous une forme non contractée. Dans la photographie de droite peuvent étre observées trois particules
virales attachées a un fragment de membrane cellulaire. Ces virus présentent le deuxiéme morphotype, aprés contraction,
du phage SP4 SD.

Les particules virales observées chez RB39 Ci et de SP4 SD présentent des
caractéristiques de myovirus, a savoir une capside icosaédrique, une queue rigide composée
d'une gaine externe et d'un tube interne subissant une modification morphologique lors de
I'entrée en contact avec la cellule hote (King et al., 2011). Dans la mesure oU nous avons
accumulé un certain nombre de données caractérisant les sources chaudes de Saint Paul, j'ai
choisi de poursuivre I'étude en focalisant les analyses sur le couple héte-virus SP4 SD, choisi
comme modéle d’étude.
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3. La description du systeme hote-virus SP4 SD

L'analyse comparative de la séquence codant pour I’ARNr 16S de I'isolat SP4 SD a
confirmé I'affiliation de celui-ci a I'espéce Geobacillus thermoleovorans (similitude 99 %)
(Figure 68).

A partir de cet isolat cloné, j'ai pu obtenir un virus purifié, que j'ai nommé GTVa pour
« Geobacillus thermoleovorans virus 1 » dans la mesure oU aucun virus associé a cette espece
thermophile n'a encore été décrit dans la littérature.

L'analyse bibliographique a en effet permis de recenser |'existence de plusieurs virus
inféodés au genre Geobacillus. La description des virus de Geobacillus a vraisemblablement
débuté avec l'isolement d'un premier phage a partir d’'un Bacille thermophile par Koser en
1926 (Koser, 1926). Plusieurs descriptions de virus de Geobacillus ont été faites plus
récemment (Tableau 5 - Introduction p. 72), dont celles de six nouveaux virus isolés a partir
d'isolats non identifiés mais appartenant au genre Geobacillus a partir de sources
hydrothermales marines chinoises (Liu et al., 2006; Wang & Zhang, 2008; Liu et al., 2009;
Liu et al., 2010; Wang & Zhang, 2010). Le génome de quatre d’entre a été séquencé: les
virus GBSV1, BV1, D6E et GVE2 (Wang & Zhang, 2008; Liu et al., 2009; Liu et al., 2010;
Wang & Zhang, 2010). GBSV1, BV1 et D6E font partie de la famille des Myoviridae, et
possedent un génome a ADN double brin de taille 34.7 kb, 35.2 kb et 49.3 kb,
respectivement. GVE2 est au contraire un siphovirus qui posséde également un génome a
ADN double brin de 40.9 kb.

Parallelement a I'obtention d‘information génomique sur les virus de Geobacillus,
plusieurs génomes de I'héte Geobacillus ont également été séquencés (ou sont en cours de
séquencage) (base de données NCBI et Tableau 23). En analysant le contenu génétique de
ces souches, j'ai découvert que des génes d'origine virale peuvent étre identifiés dans huit
d’entre-elles. Les séquences identifiées ont des tailles qui varient entre 20 kb et 89 kb, avec
une majorité comprise entre 30 kb et 40 kb, ce qui correspond bien a la dimension des
génomes des quatre virus isolés et décrits dans ce genre. Ces données vont étre utiles dans
des analyses comparatives avec le nouveau virus GTVa.

Aucunes des souches des différents especes de Geobacillus testées pour la gamme
d’héte n'a présenté des plages de lyse, lorsque ces deniéres ont été cultivées sur boite en
présence du virus GTV1. Les surnageants de culture de ces souches ont été analysés en ME
et chacune des souches de référence (provenant de la DSMZ), mise a part une, présentait un
signal positif pour la présence de VLP. Il est donc possible que ces souches soient porteuses
de virus tempérés. L'absence de plage de lyse lors de I'ajout de GTVa serait alors explicable
par la mise en place d’'une immunité a la superinfection par des phages homologues dans les
souches testées.

189



0.002
Saccharococcus thermophiius ATCC 43125 (X70430)

Geobacillus subterraneis 34T (AF276306.1)

Geobaciilus thermodenitrificans BGSC94A2 (AY608961.1)

Geobaciifus vulcani 35-1 (AT293805.1)
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Figure 68. Figure représentant le positionnement de la souche Geobacillus SP4 SD au sein de différents taxons du genre Geobacillus dans un arbre phylogénétique construit avec les
séquences codant pour '’ARNr 16S par la méthode Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987). Les valeurs positionnées au niveau de chaque nceud expriment les valeurs du bootstrap (1000
rééchantillonnages). La barre indique deux substitutions par mille nucléotides. Les numéros d’accession respectifs sont indiqués entre parenthése aprés chaque souche.
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Projets de

Espéce Geobacillus séquengage sézouic:czses NOTéZi::nZZChe Accession Taille Plasmide Taille Plasmide Prophage apprl)a(:lr:?ative
de souches
G. thermoleovorans - 1 CCB_US3_UF5 CP003125 3.60 Mb - - oui 41 kb
G. staerothermophilus 5 0 - - - 1 (souche 18) 62.8 kb - -
G.thermoglucosidasius 1 2 C56-YS93 NC_015660 3.99 Mb 2 80.8 et 19.6 kb oui 42 kb
TNO-09.020* NZ_CMO001483 3.74 Mb - - - -
G.kaustophilus - 2 HTA 426 NC_006510 3.59 Mb 1 47.9 kb oui 39 kb
NBRC 102445%* - - - - - -
G.thermodenitrificans - 1 N680-2 NC_009328 3.61 Mb 1 57.7 kb oui 89 kb
G. caldoxylosilyticus 2 - - - - - - - -
G. debilis 1 - - - - - - -
G. zalihae 1 - - - - - - -
G. toebii 1 - - - - - - - -
G. jurassicus 1 - - - - - - - -
Geobacillus sp. 1 6 Y412MC52 NC_014915 3.67 Mb 1 45.1 kb oui 40 kb
C56-T3 NC_014206 3.65 Mb 0 - oui 20 kb
WCH70 NC_012793 3.51 Mb 2 33.9et 10.3 kb non -
YA.1MC1 NC_014650 3.91 Mb 1 71.6 kb oui 39 kb
Y412MC61 NC_013411 3.67 Mb 1 45.1 kb oui 32 kb
G1i1MCl6* NZ_ABVH00000000 3.55 Mb - - - -

Tableau 23. Tableau récapitulatif des souches de Geobacillus séquencées et accessibles dans la base de données NCBI. Les résultats d’une recherche du nombre de souches séquencées par

espéce de Geobacillus, du nombre de projets de séquencage et de la recherche d’éléments extra-chromomiques au sein des souches séquencées sont détaillés.

- = annotation du génome n’a pas été effectuée.




Le virus GTV1 présente une capside icosaédrique de 55 nm de diametre, reliée a une
queue de 130 nm de long et 17 nm de large (Figure 67). Une plaque basale, parfois détachée
(Figure 69), peut étre observée. Aucune fibre caudale liée a la plaque basale, ni de
moustaches (« whiskers ») liées au collier, n'a été identifiée dans les préparations de MET.
Mis a part pour les fibres caudales et les « whiskers », GTV1 partage des caractéristiques
morphologiques avec deux des cing genres de la famille des Myoviridae : le genre « P2-like
viruses » et « Mu-like viruses». Les «P2-like viruses», dont l'espece type est le virus
Enterobacteria phage P2, sont caractérisés par une capside d’environ 60 nm de diametre,
une queue de 135 x 18 nm munie d'un collier a une extrémité et six fibres caudales de I'autre.
Les «Mu-like viruses», dont I'espéce type est le virus Enterobacteria phage Mu, sont
également caractérisés par une capside d’environ 60 nm de diamétre et une queue de
120 x 18 nm. lls possédent également une plaque basale a laquelle sont liées six courtes
fibres caudales (King et al., 2011).

Figure 69. Photographie prise en microscopie électronique a transmission du virus GTV1. La fleche indique une
plaque basale détachée du virion.

Dans une étude, Lavigne et collaborateurs (Lavigne et al., 2009) ont réalisé une
comparaison de similarité de séquences protéiques, combinée avec des données physico-
chimiques, ayant utilisé les génomes de 102 myovirus. Ces auteurs constatent que le
transfert horizontal des genes ne masque que partiellement la parenté des phages et
proposent trois sous-familles dans la famille des Myoviridae: les Peduovirinae, les
Teequatrovirinae et les Spounavirinae. Le genre «P2-like viruses » est compris dans la sous-
famille des Peduovirinae, en revanche le type « Mu-like viruses » ne serait affilié a aucune
des trois sous-familles proposées. Ainsi, dans I'hypothése ou le virus GTV1 appartiendrait
au genre « P2-like viruses », il serait ainsi un myovirus de la sous-famille des Peduovirinae.
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3.1.La relation de GTV1 et de son hote SP4 SD

Lors de la culture de la souche SP4 SD de G. thermoleovorans, aucun phénomene de
lyse, laissant supposer la présence de bactériophage, n'a été constaté. En revanche, a I'ajout
de mitomycine C, la turbidité de la culture SP4 SD en phase de croissance disparait pour
laisser place a un milieu limpide. Ceci est caractéristique de la présence d'un virus de type
lysogéne, dont la réplication est induite sous I'effet inducteur de I'agent chimique. GTV1
serait donc un virus lysogene et inductible.

La mitomycine C est couramment utilisée en tant qu’agent inducteur de virus
tempérés. Si son effet sur I'ADN est connu (Shiba et al., 1959; Reich et al., 1961), la
concentration nécessaire a l'induction de provirus est relativement peu documentée,
surtout en conditions extrémes. Il semble que la concentration nécessaire pour une
efficacité maximale soit dépendante tout d’abord de la densité de population bactérienne et
de la nature du milieu de culture. La concentration nécessaire pour une action maximale est
de I'ordre de 20 pug mitomycine C/ml pour une population d’environ 1-2 x 10° cellules/ml
chez les bactéries mésophiles (Reich et al., 1961). Toutefois, cette valeur n‘exprime que son
action délétére sur I’ADN bactérien, conduisant a la mort cellulaire, mais pas I'efficacité de
son pouvoir inducteur a I'égard des prophages, qui est une conséquence de l'inhibition de la
synthese d’ADN (Otsuiji et al., 1959).

Il est important de noter que la mitomycine C se dénature sous l'effet d'une
augmentation de température et en fonction de I'augmentation ou la diminution des
valeurs du pH a partir d'une valeur de pH neutre (Edwards et al., 1979). Ceci a donc
nécessairement une incidence sur le pouvoir inducteur en présence de microorganismes
extrémophiles, qu'ils soient thermophiles, acidophiles ou toute autre combinaison de ces
deux parameétres. C'est en particulier le cas de G. thermoleovorans SP4 SD qui est
thermophile. Les études réalisées sur différents systemes hote-virus hyperthermophiles au
cours des derniéres années montrent cependant que la mitomycine C reste active méme a
des températures supérieures a 70°C, comme par exemple dans le cas de I'archéovirus ATV
et de son hote Acidianus, cultivé a 75°C et a pH 3, pour lequel une concentration de
[0.5 pug/mllsin, de mitomycine C est suffisante pour son induction (Prangishvili et al., 2006c¢).
Généralement, ces différentes études s'accordent pour utiliser une dose de mitomycine C
d’'une concentration de [1.0 pg/ml]sinate, C& qui est probablement Iégerement surconcentré.
Pour I'étude de GTV1, un aliquot de mitomycine C d'une concentration de [100 pg/ml] a été
placé a 80°C pendant 3 h et aprés incubation, cette solution a été utilisée pour induire le
virus GTV1 a raison de [1.0 pg/mllfinale. Une lyse compléte de la culture bactérienne de la
souche SP4 SD a pu étre observée. Ainsi, si une dégradation de la mitomycine C a bien liey,
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une quantité suffisante de composé actif persiste néanmoins pour permettre I'induction. La
quantité nécessaire de mitomycine C pour induire est donc probablement moins importante
que la concentration couramment utilisée dans les manipulations de laboratoire, a savoir
[1.0 pg/mlfinale.

Si la mitomycine C est un puissant agent inducteur, I'effet inducteur d'autres agents
physico-chimiques a déja été décrit dans la littérature. Parmi ces agents, figurent
notamment le stress oxydatif, plus précisément I'effet de I’ H,O, (Lwoff & Jacob, 1952; Selva
etal., 2009), ainsi que le sel (NaCl) (Husson-Kao et al., 2000; Shkilnyj & Koudelka, 2007).

Afin de définir la relation hote-virus du phage GTVi, des suivis de croissance
bactérienne couplés a une induction virale par ajout de mitomycine C ont été effectués dans
un premier temps. Puis, dans une seconde étape, et pour se rapprocher des conditions
naturelles régnant dans les sources hydrothermales de Saint Paul, I'impact de différents
stress environnementaux sur la relation hote-virus a été testé. Ainsi, Iimpact du Nadl,
mimant la transition entre I'eau non salée de la source chaude dans la colonne d’eau de mer,
et I'alternance aérobiose-anaérobiose sur |'expression du virus ont été étudiés.
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3.1.1. La cinétique de croissance de I'hote avec et sans induction par ajout de
mitomycine C
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Figure 70. Graphique représentant un suivi de croissance de la souche SP4 SD (sphéres bleues pleines) et la production du
virus GTVz (carrés rouges pleins) en fonction du temps. Suite a une induction a la mitomycine C, la production du virus
GTVa (carrés rouges vides) et la croissance de la souche SP4 SD (sphéres bleus vides) sont représentés en fonction du
temps. La fleche noire indique le moment d’ajout de la mitomycine C. MC= mitomycine C.

Lors de la culture de SP4 SD sans mitomycine C, une production croissante de GTVa,
parallele a la croissance cellulaire, peut étre observée (Figure 70). Comparativement, I'ajout
de la mitomycine C au début de la phase exponentielle de croissance de SP4 SD (a 6.2 x 10’
cellules/ml) permet in fine une augmentation significative de la production du virus GTV1.
Apres ajout de l'agent inducteur, la croissance bactérienne se poursuit pendant environ
40 min, mais a un taux plus faible que précédemment. Une faible production virale persiste
pendant cette période. Ensuite, la croissance cellulaire se dégrade, la population
bactérienne diminuant inéluctablement tandis que la teneur en virus ne fait que s’amplifier.
A 210 min, un taux six fois plus élevé de virus peut étre constaté dans la culture induite
comparée a la culture contrdle non-induite. A 240 min, la production virale semble atteindre
un plateau. Aprés 300 min de culture, soit 160 min aprés induction, I'abondance
bactérienne n’est plus quantifiable car sous le seuil de détection de la microscopie a

4

épifluorescence correspondant approximativement a 10 cellules/ml
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(Lemarchand et al., 2001). Il est probable que les concentrations cellulaires atteignent leurs
valeurs minimales a 240 min en parallele avec la phase plateau de la production virale.
L’abondance maximale de virus est atteinte a la fin du suivi de production virale, a 480 min,
ou elle atteint 8.3 x 10" particules/ml. Par comparaison, la concentration virale dans la
culture contrdle atteint 3.4 x 10" particules/ml pour un taux de bactéries de 1.3 x 10°
cellules/ml.

La concentration relativement élevée de particules virales dans la culture non-induite
est probablement due a une induction spontanée d’une partie de la population bactérienne.
Cette concentration demeure relativement constante tout au long de la croissance de la
souche héte. Un tel phénomene d'induction spontanée a déja été rapporté dans les années
1950, ce phénomeéne étant lié a I'état physiologique de la cellule (Lwoff, 1953).

Si lI'induction spontanée est un trait commun aux phages tempérés, quels que soient
les types de phage ou de souche héte, les causes déterminant ce phénoméne demeurent
encore mal connues (Carrolo et al., 2010). Plusieurs facteurs sont probablement impliqués.
En général, la production virale par induction spontanée est inférieure de plusieurs ordres de
grandeurs par rapport a une production induite (Livny & Friedman, 2004). Par exemple, la
souche LT-2 de Salmonella typhimurium, portant le phage P22, a une fréquence d’induction
spontanée d'une cellule sur 10 0ooo par génération in vitro (Levine, 1961). Pour des souches
lysogénes d’E. coli portant le virus H-19B qui code pour la toxine Stx-1, la fréquence est
d’une cellule sur 20 000, mais est d'une cellule sur 7000 pour le virus 933W, codant pour la
toxine Stx-2 (Livny & Friedman, 2004). La fréquence d'induction spontanée des phages
parait donc étre relativement variable. Pour les cellules lysogenes de SP4 SD, il n'est pas
possible d'estimer précisément la fréquence d'induction spontanée a ce stade d’analyse
sans réaliser une expérience de «one step growth», décrite initialement par Ellis et
Delbrick (Ellis & Delbruck, 1939), de maniére a connaitre le « burst size ». Toutefois, ce taux
semble a priori relativement élevé si I'on en juge par les valeurs d’abondance observées.
Une estimation peut étre effectuée sur la base du suivi de production virale. Entre la fin de la
phase de latence aprés induction a la mitomycine C a 180 min de culture et 300 min de
culture, une diminution de 9.1 x 10’ cellules/ml peut étre observée. Durant cette période,
une augmentation de 6.0 x 10™ particules virales/ml peut étre constatée. En supposant que
la diminution de I'abondance cellulaire est uniquement due a la lyse virale suite a I'induction,
il y aurait alors une production moyenne de 664 virions par cellule. Il s'agit d’une simple
estimation, car cet ordre de grandeur peut varier notamment avant la phase stationnaire ou
la production virale atteint sa valeur maximale et la concentration cellulaire sa valeur
minimale. Il doit également étre tenu compte de I'action bactéricide de la mitomycine C,
comme le rapporte Levine sur la souche LT-2 de S. typhimurium apres 60 min d'incubation
en présence de mitomycine C a 1ug/ml, suite a laquelle une mortalité de 11 % des cellules
est observée (Levine, 1961).
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Ainsi le « burst size » de GTV1 est approximativement de 664 virions par cellule,
valeur probablement sous-estimée.
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Figure 71. Graphique représentant les VBR de la culture non induite (carrés rouges pleins), de la culture induite a la
mitomycine C (carrés rouges vides) en fonction du temps. La fleche noire représente le moment de I'induction. MC=
mitomycine C.

L'analyse du VBR, qui définit le rapport entre le bactérioplancton et le virioplancton
d’'un systeme écologique donné (Wommack & Colwell, 2000), conforte ces hypothéses
(Figure 71). Quoique rarement employé pour l'analyse d'une culture in vitro, il permet
toutefois de comparer de maniére relative I'évolution de la production virale en fonction du
temps. Dans nos expériences, une diminution du VBR peut étre constatée dans la culture
controle entre 120 min et 180 min. Le VBR augmente globalement de 7 au début du suivi de
croissance jusqu’a atteindre 27 a la phase stationnaire. Ainsi, en conditions optimales de
croissance, la souche SP4 SD aurait une production virale variant entre 7 et 27 fois plus
élevée que sa propre abondance. Il est probable qu'in vivo ces chiffres soient plus faibles, les
conditions de croissance étant moins optimales que celles d'une culture sur milieu riche.

Comparé au contrdle précédent, le VBR augmente fortement dans le temps a la suite

de I'ajout de la mitomycine C, révélant trés nettement l'augmentation extrémement forte
de la production virale vraisemblablement consécutive a la lyse des cellules-hotes.
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3.1.2. La cinétique de croissance de I’'hote avec et sans induction par la mise
en condition d’anaérobiose
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Figure 72. Graphique représentant un suivi de croissance de la souche SP4 SD (sphéres bleues pleines) et la production du
virus GTV1 (carrés rouges pleins) en fonction du temps. Suite a une induction par passage en conditions d'anaérobiose, la
production du virus GTVa (carrés roses vides) et la croissance de la souche SP4 SD (sphéres turquoises vides) sont
représentées en fonction du temps. La fléche noire indique le moment du transfert de la culture induite en anaérobiose.
an= anaérobiose.

Geobacillus thermoleovorans est une espéce aéro-anaérobie facultative. Cependant,
en conditions d'anaérobiose, la croissance est faible (Deflaun et al., 2007; Dinsdale et al.,
2011). Dés que la culture de SP4 SD est placée en conditions d'anaérobiose, le taux de
croissance chute pour atteindre une valeur proche de zéro. La concentration se maintient
aux alentours 5 x 10’ cellules/ml et décline légérement avec le temps (Figure 72).
Parallelement, la production virale de GTVi reste soutenue et atteint méme des
concentrations quasiment similaires a celles décrites précédemment pour la culture témoin.
A partir du passage en anaérobiose, I'abondance virale augmente de 5.5 x 10® particules/ml
a 2.3 x 10" particules/ml. On peut émettre I'hypothése que cette augmentation n’est pas
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uniquement la conséquence d‘une induction spontanée, mais le résultat d'un stress
anoxique qui agirait comme un agent inducteur. La croissance bactérienne serait alors
annihilée par la lyse virale. La production virale continuerait jusqu'a atteindre une valeur
maximale stationnaire. Dans cette phase, la production cesserait probablement suite a une
multiplicité d'infection (M.O.l. ou « multiplicity of infection ») élevée qui favoriserait le cycle
lysogene (Herskowitz & Banuett, 1984).
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Figure 73. Graphique représentant les VBR de la culture non induite (carrés rouges pleins), de la culture induite par
anaérobiose (carrés roses vides) en fonction du temps. La fleche noire représente le moment de I'induction.
an. = anaérobiose

Lorsque la bactérie est soumise au stress anoxique, une augmentation du VBR est
observée (Figure 73). Celle-ci est moins importante que dans le cas de figure de la culture
induite par la mitomycine C, mais significativement plus forte que dans le cas de la culture
témoin non induite, comme l'indique le VBR dont la valeur passe de 7 a un peu pres de 625
(soit 25 fois plus élevé comparativement au témoin). Cette évolution du VBR traduit bien
I'effet stressant de I'anaérobiose qui agirait en tant qu’inducteur pour la décision du passage
de la lysogénie a la phase lytique.

La croissance en anaérobiose de G. thermoleovorans n'a pas été particuliérement
étudiée. Cependant, on voit bien qu’une alternance aérobiose-anaérobiose peut influencer
la relation de I'hdte et son virus modifiant par la méme la dynamique des populations. En
réponse aux conditions d'anaérobiose, les procaryotes vont activer des voies métaboliques
alternatives a la respiration d’oxygéne, tels que la respiration anaérobie, la fermentation ou
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encore la photosynthése anoxygénique (Patschkowski et al., 2000). Dans une étude récente,
Isabella et Clark ont constaté l'induction de I'expression de plusieurs génes chez
N. gonorrhoeae suite a la transition d'une culture aérobie en conditions d’anaérobiose
(Isabella & Clark, 2011). Parmi I'expression des genes induits figuraient en particulier des
genes impliqués dans la réparation d’ADN, mais surtout des genes du phage lysogéne
Ngoda. Une autre étude rapporte un cas chez P. aeruginosa (Platt et al., 2008). Dans cette
étude, les auteurs ont constaté que parmi les 62 genes les plus exprimés en culture
anoxique, 33 genes sont impliqués dans la production de phages, suggérant fortement le
lien de causalité entre anaérobiose et induction virale.

Les résultats des expériences réalisées sur la souche thermophile SP4 SD indiquent
que ce phénomeéne existe également en condition a haute température.

3.1.3. La cinétique de croissance de I'hote avec et sans induction par ajout de
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Figure 74. Graphique représentant un suivi de croissance de la souche SP4 SD (sphéres bleues pleines) et la production du
virus GTVa (carrés rouges pleins) en fonction du temps. Suite a une induction par ajout de NaCl [30 g/l], la production du
virus GTV1 (carrés mauves vides) et la croissance de la souche SP4 SD (sphéres bleues claires vides) sont représentées en
fonction du temps. La fleche noire indique le moment I'ajout du NaCl.
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Dans le but de se rapprocher des conditions environnementales des sources
hydrothermales de Saint Paul, une transition d'un milieu sans NaCl a un milieu de
concentration de NaCl de 3 % a été envisagée pour étudier |'effet d'un choc osmotique sur le
couple GTV1/SP4 SD. En supposant que le taux de NaCl des sources hydrothermales de
Saint Paul soit nul, 'émergence au fond du cratére submergé de ces dernieres conduirait a
un mélange de l'eau de source avec l'eau de mer. La transition serait alors
d'approximativement o0 % a 3 % de NaCl.

Une fois le NaCl ajouté apres 120 min de culture, la souche SP4 SD sort de la phase
de croissance exponentielle (Figure 74). La croissance entre ensuite dans une période
stationnaire de croissance durant environ 60 min. A 180 min de culture, une croissance
exponentielle reprend pour atteindre une nouvelle phase stationnaire 360 min de culture.
Comparativement a la croissance d'une souche témoin, le NaCl semble induire un retard de
croissance qui cependant est finalement comblé. La production virale, en revanche, ne
semble pas connaitre de période stationnaire apres ajout du NaCl, sa concentration
augmentant de maniere exponentielle jusqu’a environ 240 min de culture, puis comme dans
la culture témoin, atteint un plateau.
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Figure 75. Graphique représentant les VBR de la culture non induite (carrés rouges pleins) et de la culture induite par ajout
de NaCl [30 g/I] (carrés mauves vides) en fonction du temps. La fleche noire représente le moment de I'induction.
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En comparant le VBR de la culture témoin et celuide la culture induite au NaCl 3 %
en fonction du temps, une production virale globalement plus importante peut étre
constatée dans la culture induite par NaCl (Figure 75).

Une diminution du VBR de la culture témoin au temps 150 min est observable,
similairement a celui de la culture témoin de I'expérience précédente, consécutivement a la
forte croissance bactérienne exponentielle comparée la production virale. La culture induite
au NaCl ne connait pas de croissance exponentielle et cette diminution du VBR n’est, de ce
fait, pas visible. En revanche, lors de la période stationnaire entre 120 min et 180 min de
culture, le VBR continue a augmenter de maniere importante. La période stationnaire
correspond sans doute a une période d'adaptation au choc osmotique et aux nouvelles
conditions de culture, car la croissance bactérienne reprend aprés cette période de 60 min.
Une fois arrivée a 180 min, la production virale atteint son maximum et suit un plateau. La
croissance bactérienne continuant, le VBR décroit corrélativement. Le taux d’induction
spontanée semble ainsi diminuer, car la production virale cesse. Il pourrait s'agir de
I’établissement d’un équilibre entre la production virale et la croissance bactérienne, suite a
I'adaptation aux nouvelles conditions de culture qui suit le choc osmotique.

Suite a l'induction au NaCl, la production virale est deux a sept fois plus élevée que
dans la culture témoin, la différence maximale étant atteinte juste aprés ajout de NaCl.

L'influence du sel sur la décision lytique des phages a fait I'objet d’études en culture,
mais aussi en conditions naturelles dans les années passées. Chez les halophiles, le sel joue
un role dans la décision du virus HS1 de |'archée Halobacterium salinarium, puisqu’en
présence de concentrations tres élevées en NaCl, HS1 n’est pas produit tandis que des
concentrations de NaCl plus faibles semblent stimuler une production lytique de HS1
(Torsvik & Dundas, 1980). Chez la bactérie thermophile Streptococcus thermophilus,
Iinfluence du NaCl sur l'induction de son prophage a également pu étre démontrée
(Husson-Kao et al., 2000). Ainsi une teneur de 2 % en NaCl induit une lyse cellulaire
consécutive a l'induction de son prophage et ceci a n'importe quelle moment de sa
croissance. Une troisiéme étude sur culture rapporte I'influence du sel sur la lysogénie du
phage N34 de la bactérie mésophile E. coli (Shkilnyj & Koudelka, 2007). En transférant
des cultures dans des milieux a teneur en NaCl variable, les auteurs ont constaté une
augmentation de l'induction spontanée corrélée a la concentration en NaCl. Le taux
d’induction spontanée était 25 fois plus élevé dans un milieu contenant 200 mM de Nacl
comparativement a un milieu sans NaCl. Ce taux augmentait pour étre 75 fois plus élevé en
présence de 300 mM de NaCl. Shkilnyj et Koudelka ont pu établir que le NaCl modifiait
I'expression de la protéine répresseur 434 modulant la décision lysogénie/virulence du
phage N34 dont I'affinité & ’ADN diminuait consécutivement & I'augmentation de la
concentration intracellulaire en cations monovalents. Ainsi, son action inhibitrice sur les
génes codant pour le cycle lytique était levé et le cycle lytique engagé par le phage X434,
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Ces mémes auteurs ont également constaté que I'effet du choc osmotique sur la fréquence
d’induction spontanée était transitoire. Ils argumentent qu’aprés adaptation aux nouvelles
conditions osmotiques, I'effet du sel sur les genes est relevé. De maniére intéressante, cela
se situea environ 60 min apres |'ajout de NaCl, ce qui rappelle tout a fait nos observations
sur la culture SP4 SD en présence de sel. A la différence de la production virale A3,
I'augmentation de la fréquence de I'induction spontanée de GTV1 n’est que de 2 a 7 fois plus
élevée, d'un ordre de grandeur plus faible que celui du phage A%, Ne connaissant pas la
fréquence d'induction spontanée de SP4 SD, ces résultats sont difficilement explicables. |l
est possible que I'effet du choc osmotique n’influence le répresseur de GTV1 en moindre
mesure que le répresseur 434 du phage N3,

L'influence du NaCl en conditions environnementales a également été
particulierement étudiée dans un contexte de gradient de salinité, notamment dans les
zones estuariennes. Cissoko et collaborateurs ont, par exemple, observé une diminution
couplée de la concentration cellulaire et de I'abondance virale quand des bactéries issues
d’eau douce se retrouvaient en eau de mer, suggérant une activation des virus tempérés
(Cissoko et al., 2008). Dans une autre étude analysant la distribution des populations virales
et stratégies de vie dans I'estuaire de Bach Dang (Vietnam), Bettarel et collaborateurs ont
postulé I'hypothése selon laquelle une induction de phages lysogéniques marins se
produirait au niveau de la zone de mélange d'eau de mer avec I'eau de la riviere
consécutivement a la variation d'osmolarité (Bettarel et al., 2011a). Dans une seconde étude
sur les caractéristiques écologiques des virus planctoniques et procaryotiques le long d'un
gradient de salinité, Bettarel et collaborateurs ont observé I'existence d'une corrélation
négative entre la fraction de cellules infectées lytiquement (déterminée a partir de la
fraction des cellules visiblement infectées ou « FVIC ») et le taux de salinité, suggérant une
augmentation de la lysogénie en fonction de la concentration croissante du sel (Bettarel et
al., 2011b).

Ainsi, a I'image de ce qui a été décrit précédemment, il apparait que le phage
tempéré GTVa1 de la souche thermophile G. thermoleovorans SP4 SD est sensible aux
fluctuations de la teneur en sel de son milieu de vie, ce qui selon les conditions
environnementales influencerait la décision lysogénique ou lytique de son phage. C'est a ma
connaissance la premiére fois que ceci est expérimentalement mis en évidence dans un
contexte de source hydrothermale. Ainsi I'émergence de la source chaude d’eau douce dans
I'eau de mer pourrait déclencher I'entrée en phase lytique du virus, ce qui pourrait se
traduire par |'apparition de bouffées virales dans I'environnement immédiat de la source.
Ceci pourrait également se produire au niveau des sources cotieres dans la zone de
balancement des marées au moment oU celles-ci sont exondées et |'eau douce libérée sur
un sol salé.
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L'effet du choc osmotique et les mécanismes mis en place en réponse au choc par la
souche SP4 SD ne sont pas connus. Cependant, une adaptation a I'augmentation de la
concentration de NaCl peut étre constatée et la période d'adaptation est accompagnée par
une augmentation de la production virale. Cette production virale est sans doute liée a une
augmentation de la fréquence d'induction spontanée du virus GTV1. Ainsi, il est possible
que le NaCl agisse sur un répresseur viral régulant les génes codant pour le cycle lytique du
virus GTV1 d’une maniére analogue a celle décrite pour le virus N™™%3% d'E. coli (Shkilnyj &
Koudelka, 2007). L'effet de plusieurs autres concentrations de NaCl supérieures a 3 % et
jusqu'a 10 % a été testé sur la souche SP4 SD sans que l'on puisse toutefois déceler
d’'adaptation aux nouvelles conditions de cultures. Suite a |'augmentation de |Ia
concentration en NaCl a une valeur supérieure ou égale a 10 %, un blocage de la croissance
de la souche SP4 SD a pu étre constaté.

En conclusion, si les effets du sel et de I'anoxie sur la décision lysogénique des virus
procaryotiques ont été rapportés en conditions tempérées, ceci n'avait pas encore été
documenté en contexte chaud. Ceci n’est pas sans intérét pour bien comprendre les
relations entre ces hotes extrémophiles et leurs virus dans des conditions
environnementales tres fluctuantes, puisque les sources chaudes peuvent, comme dans les
cas des sources chaudes marines de Saint Paul, subirent d'importantes variations de
température, d’anoxie, de salinité et méme de pH sur des temps courts. On peut donc
penser que méme si le réseau trophique d’'une telle niche écologique est trés simple, en
raison de l'effet de la température, les fluctuations de ces parameétres doivent moduler de
facon relativement complexe (effet de synergie et/ou antagonisme) les dynamiques
populationnelles dans les sources hydrothermales.

3.2.La génomique

Les analyses d’extraction et de digestion enzymatique indiquent que le virus GTVa
possede un génome composé d'une molécule d’ADN double brin. Les profils de digestion de
I’ADN viral extrait a partir de virus purifié suggérent que la taille du génome virale serait de
I'ordre de 36 kb (Figure 76 A). La digestion de I"’ADNccc (ccc pour « covalently closed
circular ») non encapsidé extrait directement a partir des cellules de G. thermoleovorans
SP4 SD par les mémes enzymes de restriction donne des profils de restriction différents.
L’ADNccc digéré par I'enzyme EcoRI donne naissance a bande d’environ 2.2 kb (Figure 76
B3). Ce profil differe de celui de I'ADNccc natif (Figure 76 B2). Aucun site de restriction
reconnu par I'enzyme Hindlll ne semble étre présent dans I’ADNccc, celui-ci présentant un
profil identique a celui de I’ADNccc natif apres digestion (Figure 76 Bg).
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Figure 76. Profils de digestion de 'ADN de GTVi purifié (A) et de 'ADNccc, présent dans la souche G.
thermoleovorans SPs SD (B) par enzymes de restriction, visualisés sur un gel d’agarose a 1 % apreés électrophorése. 1)
Echelle Eurogentec, 2) ADN natif, 3) ADN digéré avec I'enzyme EcoRI, 4) ADN digéré avec I'enzyme Hind Ill et 5) ADN
digéré avec I'enzyme Mbol (uniquement visible dans la figure A). kb= kilo paire de bases.

Ces résultats suggerent que I’ADNccc ne correspondrait pas a 'ADN génomique
viral. Il pourrait s'agir d'un petit plasmide. On peut en déduire qu’a priori 'ADN génomique
viral n’est pas présent sous forme libre dans la cellule de I'hote, ou bien en quantité non
détectable. GTV1 est un phage tempéré, on peut émettre I'hypothése que celui-ci se trouve
sous forme de prophage intégré dans le génome de son héte.

Dans I'optique de confirmer cette hypothése et poursuivre la description de GTVa, le
génome de la souche SP4 SD a été séquencé de novo. Cela nous a permis d'obtenir les
séquences correspondant au génome de SP4 SD et une série d’analyses bioinformatiques
préliminaires ont pu étre entamées. Parmi les 384 contigs couvrant a priori I'intégralité du
génome bactérien, au moins un contig de 61,35kb contient des signatures virales. L'analyse
bioinformatique a permis de détecter la présence d'un élément viral intégré dont le génome
aurait une taille estimée de 38,842 kb. Ce génome, qui est constitué 71 cadres ouverts de
lecture putatifs (ORFs) et dont le contenu en G+C est de 45.28 %, pourrait correspondre au
génome du virus GTV1. Pour 33 de ces ORFs, des fonctions ont pu étre prédites dont un
certain nombre sont en relation avec des fonctions ou des structures typiquement virales.
36 ORFs partagent des similarités avec des génes de fonction inconnue a ce jour et trois ne
présentent aucune similarité avec des séquences présentes dans les bases de données
(Tableau 24).
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Longueur

Longueur (a.a.) Séquence la plus similaire/ % de similarité Fonction prédite et/ou
ORF Start Stop Brin (a.a) (BLAST) organisme structure prédite
Hypothetical protein BV1_gp4o/ 95 %/
1 459 1 - 152 196 Bacillus virus 1 (YP_001425620.2)
FtsK_SpollIE family protein/ 88 %/ : .
2 1843 527 - 438 438 Bacillui virus 1 (YPy_501522914.1) FtsK/SpollIE family protein
3 1950 2120 + 30
Hypothetical protein GKos50/ 100 %/
4 2771 2424 - 115 115 G. kaustophilus HTA426 (YP_146403.1)
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase/ 99 %/ LyéM superfanjnlyl
G. kaustophilus HTA426 (YP_146402.1) (peptidoglycan-binding
5 3178 2897 - 93 226 : - : module)
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase/ 100 %/ N-acetylmuramoyl-L-alanine
6 3578 3180 - 110 222 G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 (YP_004980754.1) amidase
Hypothetical protein GKo548/ 96 %/ Holin family
7 3994 3575 - 139 139 G. kaustophilus HTA426 (YP_146401.1)
Hypothetical protein GY4MCa_o644/ 82 %/
8 4214 4080 - 44 46 Geobacillus sp.Y 4.1MC1 (YP_003988083.1)
Hypothetical protein/ 100 %/
9 4590 4216 - 124 124 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980752.1)
Phage-related putative tail protein/ 100 %/
10 5131 4601 - 176 476 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980751.1)
Phage-related putative tail protein/ 100 %/ . .
11 6030 5176 - 254 476 G. thermgleovorans ECB_USg_UFZ (YP_004980751.1) Phage tail fibre protein
Hypothetical protein/ 82 %/ DUF 2313 (Putative phage tail
12 6647 6036 - 190 194 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980750.1) protein)
Hypothetical protein Desmer_3270/ 70 %/
13 7256 6651 - 106 238 Desulfosporosinus meridiei DSM 13257 (YP_006623018.1)
Protein of unknown function (DUF2793)/ 70 %/
14 8282 7269 - 338 341 Desulfosporosinus youngiae DSM 17734 (ZP_09656704.1)
Hypothetical protein BAZO_08446/ 64 %/
15 8700 8287 - 135 134 Bacillus azotoformans LMG 9581 (ZP_11312950.1)
Baseplate Jj 92 %/ Baseplate protein
16 9742 8705 - 345 346 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980749)
Hypothetical protein/ 99 %/ DUF 2634 (Putative baseplate
17 10148 9735 - 137 137 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980748) related protein)
Hypothetical protein/ 100 %/ G. thermoleovorans CCB_US3_UF5
18 10405 10148 - 85 85 (YP_004980747)
Hypothetical protein/ 99 %/ G. thermoleovorans CCB_US3_UF5
19 11366 10407 - 319 319 (YP_004980746)
Peptidoglycan-binding lysin domain-containing protein/ 88 %/ LysM famil
20 12042 11368 - 222 223 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980745) 4 Y
Phage tape measure protein/ 92 %/
21 13277 12039 - 412 752 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980744)
Phage tape measure protein/ 98 %/
22 14295 13342 - 315 752 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980743)
Hypothetical protein/ 100 %/
23 14880 14479 - 133 133 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980743)
Core tail protein/ 100 %/
24 15356 14892 - 154 154 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980742)
Sheath tail protein/ 99%/ Phage tail sheath protein
25 16673 15375 - 432 432 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980741) 9 P
Hypothetical protein/ 82 %/
26 16855 16673 - 60 60 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980740)
Hypothetical protein/ 84 %/
27 17246 16839 - 135 135 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980739)
Hypothetical protein/ 100 %/ DUF646 (Putative tail-related
28 17634 17236 - 131 132 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980738) protein)
Hypothetical protein/ 98 %/
29 17831 17634 - 65 121 G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 (YP_004980737)
Hypothetical protein/ 97 %/
30 18000 17815 - 35 121 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980737)
Hypothetical protein/ 100 %/ Phage gp6-like head-tail
31 18343 18002 - 112 113 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980736) connector protein
Hypothetical protein/ 100 %/
32 18489 18346 - 22 47 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980735)
Gp7/99 %/
33 19321 18503 - 272 272 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980734 )
Methyl-accepting chemotaxis protein scaffolding protein/ 99 Phage minor structural
34 19617 19342 - 91 185 %]/ G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 (YP_004980733) protein GP2o
Methyl-accepting chemotaxis protein scaffolding protein/ 98 Phage minor structural
35 19900 19703 - 84 185 %/ G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 (YP_004980733) protein GP2o
Hypothetical protein GC56T3_1371/ 79 %/
36 20307 20023 - 94 94 Geobacillus sp. C56-T3 (YP_003670971)
SPPa family phage head morphogenesis protein/ 92 %/ Phage Mu F (Minor head
37 21655 20300 - 357 485 G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 (YP_004980731) related protein)
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38 23072 21648 474 474 Phage portal protein, SPP1/ 99 %/ Portal protein
G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 (YP_004980730)
Terminase large subunit/ 99 %/ Terminase (Terminase 3
39 24348 23086 349 349 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980729) superfamily)
Terminase small subunit/ 96 %/ Terminase (Terminase 2
40 24775 24335 146 146 G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 (YP_004980728) superfamily)
Hypothetical protein GBVE2_gpo61/ 87 %/
41 24936 24796 46 49 Geobacillus virus E2 (YP_001285867)
Hypothetical protein GYMC61_0618/ 99 %/
42 25288 25070 72 72 Geobacillus sp. Y412MC61 (YP_003251778)
Phage transcriptional regulator, ArpU family/ 97 %/
43 25747 25304 147 166 Geobacillus sp. Y412MC61 (YP_003251777)
Hypothetical protein/ 97 %/
44 26136 25888 69 69 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980723)
Hypothetical protein Geoth_0768/ 69 %/
45 26860 26270 194 183 G. thermoglucosidasius C56-YS93 (YP_004586847)
Hypothetical protein ICW_o3104/ 70 %/ RusA
46 27290 26871 138 138 Bacillus cereus BAG2X1-2 (ZP_17379879) (Endodeoxyribonuclease)
DUTPase/ 93 %/ Hydrolases
47 27799 27290 169 169 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980717)
Hypothetical protein GYMC61_o609/ 87 %/
48 28105 27938 54 55 Geobacillus sp.Y 412MC61 (YP_003251769)
Hypothetical protein BAZO_11449/ 54 %/
49 28535 28110 140 141 Bacillus azotoformans LMG 9581 (ZP_11313545)
DnaB domain-containing protein helicase/ 59 %/ DnaB C
50 29763 28510 415 420 Bacillus bataviensis LMG 21833 (ZP_11308737) -
Hypothetical protein GC56T3_0247/ 49 %/
51 30023 29760 87 87 Geobacillus sp. C56-T3 (YP_003669892)
Prophage LambdaBaoz, DNA replication protein/ 47 %/ Dna_D (DnaB_2)
52 30248 30024 70 259 Bacillus cereus G9241 (ZP_00240336)
Putative replication protein/ 78 %/
53 30804 30310 149 283 Geobacillus virus E2 (YP_001285845)
Hypothetical protein/ 87 %/
54 30980 30810 55 55 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980713.1)
DNA-binding phage-related protein/ 98 %/ RecT (recombination and
55 31851 30970 275 289 Geobacillus phage GBSV1 (YP_764458) repair)
Yqal/ 99 %/ Yqal
56 32813 31848 321 321 Geobacillus phage GBSV1 (YP_764457)
Hypothetical protein BH3545/ 60 %/
57 33004 32810 63 66 Bacillushalodurans C-125 (NP_244412)
58 33233 33084 39
Hypothetical protein GPGV1_gp55/ 98 %/
59 33406 33212 63 63 Geobacillus phage GBSV1 (YP_764510)
Hypothetical protein GPGV1_gp54/ 98 %/
60 33698 33417 91 91 Geobacillus phage GBSV1 (YP_764510)
Hypothetical protein GPGV1_gp52/ 100 %/
61 34009 33695 104 162 Geobacillus phage GBSV1 (YP_764508)
Hypothetical protein/ 100 %/
62 34087 34404 105 105 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980705)
Hypothetical protein/ 100 %/
63 34542 34393 49 49 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980704)
Prophage antirepressor/ 96 %/ . )
64 34768 34556 70 187 G. thermoleovorargs CCB_US3_UF5 (YP_004980703) Phage antirepressor protein
Phage associated-antirepressor protein/ 71 %/ Bro-N (Phage associated
65 35346 34765 189 255 Bacillus methanolicus PB1 (ZP_10132706) antirepressor)
Predicted transcription regulator/ 99 %/ . . .
66 35597 35361 78 78 Bacillus virus 1P(YP_oog522916 ) Helix-turn-helix domain
Immunity repressor protein/ 100 %/
67 35942 36211 89 156 Bacillus virus 1 (YP_001425626)
Hypothetical protein/ 92 %/
68 36232 36675 143 146 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980700)
69 37322 36702 117
Hypothetical protein/ 95 %/
70 37473 37655 57 57 G. thermoleovorans CCB_US3_UFs5 (YP_004980697)
DNA integration_recombination protein/ 99 %/ Phage integrase
71 37658 38842 394 394 Geobacillus phage GBSV1 (YP_764501)

Tableau 24. Tableau représentant les cadres ouverts de lecture (ORF) putatifs du virus GTV1. Les ORF prédit, ainsi que leur
position dans le génome, leur sens de lecture et leur longueur en acides aminés (a.a.) sont représentés. La séquence
représentant le plus de similarité, ainsi que sa longueur en acides aminées, est présentée pour chaque ORF. Le
pourcentage de similarité, I'organisme auquel appartient chaque séquence et sa fonction prédite par Pfam et BLAST sont
associées. Le numéro d'accession de chaque souche est mis entre parenthéses.G. thermoleovorans = Geobacillus
thermoleovorans.
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Un mosaicisme typique des génomes de bactériophages caudés peut étre deviné au
sein du génome de GTV1. En effet, I'analyse des fonctions prédites montre I'existence d'une
organisation fonctionnelle et synténique. Ainsi, de I'ORF 2 a 'ORF 7, des fonctions liées a la
reconnaissance et aux interactions entre le virus et la paroi bactérienne sont identifiées.
Celles-ci comprennent notamment des genes codant pour des amidases (ORFs 5 et 6) et
une holine (ORF 7), impliquées dans I'hydrolyse de la paroi bactérienne. Un opéron
fonctionnel peut étre également identifié entre 'ORF 10 et I'ORF 37, ou de nombreux genes
codant pour des protéines structurales du virion sont prédits. Ainsi, des genes nécessaires
pour la formation de la structure caudale du virion (ORFs 10-12, ORFs 24-25 et ORF 28),
pour la plaque basale (ORFs 16 et 17), pour la téte (ORFs 34-35 et 37) ainsi que pour
Iinteraction entre la téte et la queue (ORF 31) peuvent étre clairement identifiés. Cette
région est ensuite suivie par une série d’'ORFs codant pour des protéines participant au
remplissage du virion par le génome viral, dont la «portal protein» (ORF 38) et des
terminases (ORFs 39 et 40). Une quatrieme région virale rassemblerait des génes impliqués
dans les mécanismes de transcription (ORF 43) et de réplication de I’ADN viral (ORFs 5o, 52
et 53) ainsi que sa restriction (ORFs 46 et 47). Ces ORFs sont suivis de génes codant pour des
fonctions liées a la recombinaison génétique (ORFs 55 et 56). Trois ORF impliqués dans la
régulation de la transcription (ORFs 64-66) sont également observés. Finalement, une
intégrase est identifiable dans le dernier ORF (ORF71). La majorité des génes viraux prédits
est présente sur le brin - .

Parmi les 72 ORFs prédits sur le génome de GTV1, 44 présentent également des
similarités avec des séquences de nature procaryotique affiliées au genre Geobacillus ou
Bacillus et 12 avec des séquences de virus infectant des isolats environnementaux
thermophiles de ces 2 genres. Parmi ces virus figurent GBSV1 (Geobacillus sp.), BV1 (Bacillus
sp.) et GVE2 (Geobacillus sp.), 3 virus infectant des souches isolées de sources chaudes
marines cotiéres (GBSV1 et BV1) ou profonde (GVE2).

Ainsi, six ORFs (ORFs 55, 56, 59, 60, 61 et 71) de GTV1, se situant dans la région
terminale allant des génes impliqués de la recombinaison a l'intégration (ORF 71) partagent
des similarités de séquence avec des génes de GBSV1. Ce dernier est un virus tempéré dont
le génome, plus petit, a une taille approximative de 34.7 kb et code pour 54 ORFs. GBSV1
infecte une souche de Geobacillus isolée dans une source cotiére chinoise extrémement
distante du lieu d'isolement de notre virus GTVi. Le fait qu'il partage certains genes
communs pose la question de la dissémination de ces éléments génétiques au sein des
océans ou par une voie souterraine par un réseau d'aquiféres pouvant relier les sources
chaudes entre-elles.

4 ORFs (ORFs 1-2 et ORFs 66-67) présentent une similitude avec quatre genes
retrouvés chez BVz, tandis que 2 ORFs (ORF 41 et ORF 53) sont communs avec des genes du
virus GVE2. La présence de ces genes suggere fortement |'existence de phénomeénes
d’échange génétique entre ces différents types de virus. En effet, contrairement a GTVz1, ces
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deux virus sont de nature lytique, et de surcroit, si BV1 est également un myovirus, GVE2 est
en revanche un siphovirus.

Il est également intéressant de constater que parmi les 44 ORFs de GTV1 présentant
des similarités de séquence avec des souches du genre Geobacillus, 37 sont partagés avec la
souche Geobacillus thermoleovorans CCB_US3_UFs5, dont le génome est intégralement
séquenceé et accessible en banque génomique. L'intérét réside en particulier dans le fait
qu‘une majorité de ces ORFs possede des fonctions virales prédites. Ceci permet de poser
I'hypothése que ce génome bactérien héberge un prophage qui n’a a ce jour pas été détecté
comme tel. L'analyse bioinformatique par l'utilisation du logiciel Prophinder (Lima-Mendez
et al.,, 2008), m'a permis de détecter la présence d'un génome prophagique d’une taille de
41497 bp, contenant au moins 64 ORFs. Parmi ceux-cis certains sont donc communs avec
GTV1. Une nouvelle fois, se pose la question des modalités de dispersion de ces structures
génétiques puisque G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 est issue d'une source chaude
(terrestre ou marine) située en Malaisie, ce qui indiquerait une aire de dispersion couvrant
une région plus large que I'océan Indien, ce qui pourrait alors signaler une dispersion tres
ancienne impliquant la dérive des plaques.

Quoique ces éléments d'analyse génomique ne soient que tres parcellaires, ils
apportent un éclairage intéressant sur I'existence de différents éléments viraux chez les
représentants thermophiles des genres Geobacillus et Bacillus, éléments viraux qui
partagent des génes en commun synonyme d’échanges génétiques.
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Conclusion et perspectives :

L’écologie virale a connu un développement considérable suite a la découverte d'une
abondance phénoménale de VLP dans la mer, quantifiées a I'aide de méthodologies de
dénombrement directes. En utilisant la microscopie électronique a transmission, Berg et
collaborateurs ont découvert une abondance virale aquatique de 10° a 10’ fois plus élevée
que les estimations antérieures qui avaient été faites en utilisant la méthodologie de
dénombrement par plages de lyse (Bergh et al., 1989), bouleversant ainsi la perception des
écologistes microbiens sur l'importance des virus dans les écosystémes naturels. Par
extrapolation a partir des évaluations d’abondance procaryotique dans des milieux naturels
différents, il a été estimé que les virus constitueraient I'entité biologique la plus abondante
de la biosphére avec une abondance de 1.2 x 10°° particules dans I'océan ouvert, 2.6 x 10%°
dans le sol, 3.5x 10> dans la sub-surface océanique et comprise entre 0.25 et 2.5 x 10%* dans
la sub-surface des sols (Mokili et al., 2012). Les virus seraient dont omniprésents dans tous
types d’environnement, y compris les milieux extrémes. Ainsi, I'abondance virale serait de
I'ordre de 10°-10% particules/ml dans les glaces polaires et de 10° dans les eaux sous-
jacentes, de 10° particules/g dans les sédiments marins profonds et atteindrait les
abondances les plus élevées mesurées dans les systémes aquatiques, allant jusqu'a 10°
particules/ml dans les milieux hypersalins tels que les marais salants et les lacs alcalins
(Le Romancer et al., 2007).

Les valeurs du VPR permettent d'apporter des informations complémentaires et
précieuses a la simple mesure de |'abondance procaryotique et virale. Elles sont
généralement élevées dans les environnements riches en éléments nutritifs, suggérant une
plus forte productivité virale de la part des procaryotes lorsque ces derniers sont dans des
conditions favorables a leur croissance (Wommack & Colwell, 2000). Il est généralement
admis que les facteurs influengant le taux d’élimination viral sont de nature physico-
chimique (rayonnement UV, température, pH, etc.) ou biologique (broutage par des
protozoaires, dégradation par des exo - ou ecto-enzymes, adsorption dans la matiere
détritique, etc.). Toutefois, les effets de ces différents parametres sur les virions demeurent
encore peu connus et nécessitent vraiment d'étre documentés (Sime-Ngando & Colombet,
2009).

Parmi les environnements qualifiés d’extrémes, les environnements a haute
température représentent un modele intéressant pour I'étude de la dynamique virale
notamment en raison de la faible influencede ses paramétres biologiques sur cette derniere.
En effet, un nombre important de sources hydrothermales qui ont été étudiées ont une
température qui excéde la limite maximale tolérée par les organismes eucaryotiques. Les
virus deviennent alors les seuls prédateurs connus des organismes procaryotiques dans ces
milieux (Breitbart et al., 2004b). Si aujourd’hui plusieurs études majeures ont été menées
pour analyser et comprendre I'abondance et la dynamique des populations virales dans les
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océans et les milieux dulquacicoles, trés peu de données sont actuellement disponibles sur
ces aspects dans les systémes chauds. On dénombre a ce jour huit études, la moitié
consacrée aux sources chaudes terrestres (Chiura et al., 2002; Breitbart et al., 2004b;
Schoenfeld et al., 2008), I'autre aux sources marines (Juniper et al., 1998; Wommack et al.,
2004; Ortmann & Suttle, 2005; Manini et al., 2008; Williamson et al., 2008).

De l'analyse de la littérature, il ressort que I'abondance procaryotique et virale est
généralement faible dans sources hydrothermales, puisque évaluée a 10*-10° particules/ml.
Deux principales hypothéeses mutuellement non exclusives ont été émises pour expliquer
une faible abondance virale dans les sources hydrothermales: I'instabilité des virions a
haute température et une tendance vers les cycles viraux a phase intracellulaire prolongée
(lysogénie, infection chronique et pseudolysogénie). La premiére hypothése suggere que les
virions subiraient des dommages irréversibles suite a I'exposition de maniére prolongée a
des hautes températures, combinées a d'autres parameétres environnementaux
défavorables, tels que des pH acides (Fulton et al., 2009). La deuxiéme est basée sur une
constatation faite sur les virus hyperthermophiles isolés et caractérisés. Exceptés le TTV1 de
I'archée  Thermoproteus qui est lytique (Prangishvili, 2006b), tous les virus
hyperthermophiles isolés a ce jour sont lysogénes ou se maintiennent en état porteur. La
deuxiéme hypothese rejoint la premiére dans la mesure ou les conditions défavorables de
I'environnement favoriseraient le développement de virus dont le cycle de vie permet une
exposition minime aux conditions hostiles (Rice et al, 2001; Ortmann et al., 2006).
Favorisée par un état porteur, la production plus ou moins constante de virions sans mort
cellulaire permettrait de ce fait a la fois la propagation des virus, tout en assurant
simultanément le maintien des virus résidant dans les populations procaryotiques qui les
produisent. Les hotes de ces virus sont par ailleurs souvent insensibles aux agents
inducteurs (Prangishvili, 2006b). Les rares virus lytiques hyperthermophiles font donc
exception et vont a I'encontre de cette théorie. La stabilité a haute température des
particules virales hyperthermophiles n'a été que trés rarement étudiée. La relative faible
biomasse cellulaire caractérisant en général ces écosystemes a haute température pourrait
également expliquer la faible densité en particules virales qui y est retrouvée (Rice et al.,
2001; Prangishvili, 2006a). Il est fort probable que chacune des hypothéses émises contribue
peu ou prou a la faible concentration en particules virales dans les sources hydrothermales.
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Les travaux que j'ai menés sur les sources chaudes de différents territoires des TAAF ont
vocation a enrichir nos connaissances dans ce domaine, et ce d’autant que rares sont les
études menées sur des systémes chauds en hémisphere sud et en zone totalement isolées
et dans un contexte plutot froid. Malheureusement, la contrepartie de I'isolement de ces
environnements vierges de toute pollution humaine est la grande difficulté a y mener des
suivis temporels. Les résultats obtenus au cours de mon travail suite aux dénombrements
des populations procaryotique et virale dans les sources chaudes de Kerguelen ou de Saint
Paul montrent que ces systémes hydrothermaux suivent bien la tendance générale des
environnements chauds, a savoir la présence d'une abondance procaryotique et virale
globalement faible. Peu de variation dans les abondances cellulaire et virale peut étre
constatée entre les différentes sources malgré une certaine variabilité dans les parametres
physico-chimiques de ces derniéeres. Les valeurs VPR relativement basses calculées pour ces
sources suggérent que la productivité virale y est faible. Hormis toute considération du
caractere thermophile de ces écosystémes, les données d’abondance procaryotique et
virale combinées aux valeurs de VPR mesurées dans les sources chaudes sont tout a fait
similaires a celles caractérisant les environnements oligotrophes.

Dans un avenir proche, Il serait important de poursuivre ces études d'abondance dans les
nombreuses sources présentes sur la péninsule Rallier du Baty (Kerguelen), dont les
parametres physico-chimiques different des sources de Val Travers (Kerguelen) et de Saint
Paul. Davantages d'études sur I'abondance des microorganismes dans les systemes chauds
sur une échelle plus globale seraient nécessaires pour explorer les caractéristiques
oligotrophes de ces milieux. Cela pourrait permettre notamment d‘apporter des
informations quant au type d'habitat et a l'effet de différents parameétres sur les
communautés procaryotiques et les virus associés. Il est envisageable que la haute
température soit moins défavorable a la croissance microbienne et ait un effet moins nocif
sur les particules virales qu’estimé actuellement. La faible abondance virale pourrait ainsi
étre plus intimement liée a I'état physiologique des populations-hotes, dont la croissance
serait influencée par l'oligotrophie du milieu. Ainsi, les parametres physico-chimiques
pourraient avoir une influence indirecte plus importante que directe sur |'abondance des
microorganismes.

Mes travaux m’ont vraiment permis de prendre conscience de la grande difficulté a
dénombrer correctement les abondances populationnelles de ces écosystemes aquatiques
chauds en employant les méthodologies communément utilisées pour ce type de mesure
dans les systemes tempérés. La faiblesse relative des abondances, qui fréle
dangereusement la limite de détection par les méthodes de dénombrement directes,
nécessite d'analyser des volumes d’échantillon plus importants, ce qui impose plus de
manipulations (concentration, etc.) et induit certainement une perte en composants
cellulaires ou viraux plus importante. La méthodologie d'ultrafiltration tangentielle
permettrait de concentrer des volumes importants d’eau avec une méthode qui a été mise
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au point pour le virioplancton marin par Suttle et collaborateurs (Suttle et al., 1991) et
optimisé par Wommack et collaborateurs (Wommack et al., 2004). Des concentrations
importantes de 4000 a 20 000 fois ont été notamment nécessaires pour effectuer I'étude de
la communauté des phages dans les sources chaudes de la Californie menée par Breitbart et
collaborateurs (Breitbart et al., 2004b), ainsi que pour réaliser I'étude de métagénomes et
de dénombrements viraux menée par Schoenfeld et collaborateurs (Schoenfeld et al.,
2008). Une concentration permettrait également de faciliter I'observation potentielle en
MET de nouveaux morphotypes viraux, les environnements a haute température ayant
contribués de maniere importante a la découverte de plusieurs nouvelles familles de virus
ces dernieres décennies (Pina et al., 2011; Ackermann & Prangishvili, 2012). Cependant, si la
concentration permettrait une meilleure détection des microorganismes, une nécessité
d’optimisation des protocoles de dénombrement adaptés aux échantillons de sources
hydrothermales subsiste. Les protocoles des méthodes de dénombrement direct ont été
mis au point pour les micro-organismes marins essentiellement au courant des 15 dernieres
années. L'application de la CMF pour les comptages de particules virales devient
progressivement plus courante. Cependant, la mise au point de la détection du
virioplancton a été faite a I'aide d'échantillons aquatiques tempérés. Les travaux de
Brussaard et collaborateurs (Brussaard et al., 2000) ont permis de démontrer que plusieurs
populations virales différentes peuvent étre détectées et discernées entre-elles. Toutefois,
les auteurs notent que le positionnement relatif des populations virales dans les
cytogrammes ne peut pas étre prédit en fonction de la taille du génome et ou de la
morphologie des virus dénombrés. De plus, il est possible que des variations existent dans
les résultats de dénombrement lorsque les mémes échantillons sont analysés dans des
laboratoires différents (Duhamel & Jacquet, 2006). Il serait, de ce fait, intéressant de régler
de maniére précise les protocoles de dénombrement afin d'identifier les populations virales
(hyper)thermophiles. Il existe, a [I'heure actuelle, huit familles d'archéovirus
hyperthermophiles de morphotype différent, ainsi que plusieurs familles encore non-
reconnues (Ackermann & Prangishvili, 2012). Des représentants de chacune des familles
étant disponibles en culture pure, des paramétres de détection par chacune d’entre-elles en
CMF pourraient étre définis. Les protocoles de CMF, parmi lesquels figurent notamment
I'étape de perméabilisation des virions par traitement a haute température, seraient ainsi
adaptés aux virus hyperthermophiles. Certains cytometres sont également munis d'un
dispositif permettant de récupérer des populations identifiées. Des populations virales
pourraient potentiellement étre récupérées par la suite, lors de I'analyse d’échantillons
bruts, et visualisées en MET.

Au laboratoire est actuellement en projet la mise en place de I'utilisation d'aptameéres
pour la détection et la concentration virale (Odile Vandenabeele-Trambouze). Les
aptameéres sont utilisés comme outils en virologie clinique. lls peuvent servir dans la
purification et la détection de biomolécules, en tant qu’agents antiviraux et potentiellement
dans la thérapie génique (James, 2007). Les aptameéres sont acides nucléiques simple brin
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(ADNss ou ARNSss), ayant des propriétés de reconnaissance moléculaire similaires a celles
des anticorps. A la différence a ces derniers, la sélection des aptaméres d'intérét peut étre
faite in vitro, facilitant de ce fait leur obtention (Odile Vandenabeele-Trambouze,
communication personnelle). Le processus de production de la plupart des aptameres est
dénommeé « SELEX » pour «systematic evolution of ligands by exponential enrichment ». Le
procédé est basé sur la production de séquences (ADNss ou ARNSss) aléatoires incubées in
vitro en présence de la molécule d’intérét. Les séquences avec les plus hautes affinités sont
alors récupérées et amplifiées (James, 2007). L'usage de ces derniers serait alors
envisageable essentiellement selon deux maniéres: la purification et la concentration des
particules virales et I'indentification de virus (couplé a leur dénombrement), et ceci dans des
échantillons bruts ou des surnageants de cultures. Pour la purification et concentration des
particules virales, les aptameres seraient fixés sur un support, dans une colonne, a travers
laquelle un échantillon brut (ou un surnageant de culture) est coulé. Les virions seraient
retenus et pourraient étre ultérieurement récupérés permettant ainsi une concentration
virale et/ou l'identification de virions spécifiques. Cette méthode pourrait répondre au
besoin de protocoles efficaces de concentration virale dans les cultures ou les échantillons
bruts et servirait ainsi d'alternatif aux méthodologies de concentrations par PEG60oo ou
FeCl; couramment utilisées a I'heure actuelle. L'indentification des particules virales en
utilisant les aptameéres serait envisageable par incubation des échantillons bruts en
présence de ces derniers, auxquels seraient greffés des fluorochromes. Les échantillons
seraient ensuite analysés au cytomeétre en flux ou l'identification de virions se ferait plus
aisément, a I'aide d'un signal fluorescent annexe provenant du fluorochrome.

Les environnements a tres haute température étant essentiellement peuplés par des
archées hyperthermophiles (Lépez-Garcia & Forterre, 2000), il serait également intéressant
d’identifier ces derniéres sur les cytogrammes en utilisant des cultures pures. Elles
pourraient également étre récupérées lors de leur identification ultérieure dans des
échantillons bruts, cultivées en laboratoire, et criblées pour la présence d'éléments
génétiques mobiles.

Aux virus et leurs hotes (hyper)thermophiles s’ajoutent les « membrane-vesicles », ou
« MV » (Soler et al., 2008; Gaudin et al., 2012). Présentant des caractéristiques similaires aux
virus, telles que la taille, la morphologie et la présence d’ADN, elles peuvent étre facilement
confondues avec de vrais virus. Caractérisés dans les milieux tempérés, I’ADN libre ou
attaché aux particules colloidales (Deflaun et al., 1987; Paul et al., 1987; Paul et al., 1989),
ainsi que les GTA et les « phage-like particles» (Lang et al., 2012) peuvent également se
présenter sous forme de faux-positifs lors du dénombrement de particules virales par les
méthodes de comptage directe. Ainsi, se pose la question fondamentale de la proportion de
vrais virus parmi ceux qui figurent dans les résultats de I'estimation de I'abondance virale.
Forterre et collaborateurs arrivent également a cette conclusion (Forterre et al., 2013)
(Figure 77). Les auteurs soulignent également que la ME est utilisée lors de la construction
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de métagénomes viraux pour valider la présence de virus et |'absence de contaminants
cellulaires dans les échantillons environnementaux. lls notent que I'abondance des GTA et
des MV est probablement plus élevée qu’estimé actuellement et constatent qu’a I'heure
actuelle il n‘existe pas de maniere suffisamment fiable de discriminer les GTA et les MV des
«Vrais » virus.

GTA

Légende

Figure 77. Schéma représentant différents types de particule contenant des acides nucléiques dans I'environnement et
pouvant fluorescer lors des analyses en microscopie a épifluorescence. Le cercle bleu plein a gauche représente une cellule
produisant des vésicules (« membrane vesicles ») et de 'ADN extracellulaire. Le cercle bleu vide a droite représente une
«virocell » (= cellule productrice de virion, définie par Forterre et collaborateurs (Forterre, 2010)) produisant des particules
virales et des GTA (« Gene transfer agents »). L'’ADN est représenté sous forme de cercle ovoide plein de couleur vert,
faisant référence a la fluorescence. L’ADN de couleur vert foncé est viral et verte claire est cellulaire. Adapté a partir de
(Forterre et al., 2013)

Le probléme de discrimination entre les vrais virus et les autres particules contenant des
acides nucléiques est trés difficile en ME. En revanche, la CMF étant a priori capable de
discriminer entre différentes populations (et de récupérer des populations identifiées pour
des manipulations ultérieures), il semblerait crucial d’effectuer des analyses de tous types
de particules contenant des acides nucléiques afin d’explorer la proportion des faux positifs
parmi les particules virales. Comme pour les virus de haute température, les analyses
pourrait étre réalisées dans un premier temps a |'aide de cultures pures afin d’estimer la
production de MV et de GTA, qui demeure encore a ce jour peu connue. Dans un deuxiéme
temps, les proportions de MV, de GTA et d’ADN libre pourraient étre évaluées dans les
échantillons bruts. Le dénombrement par MET pourrait servir de méthode complémentaire,
comme le fait également remarquer Forterre et collaborateurs (Forterre et al., 2013). Il est
important de noter que dans le contexte de cette étude, la production de GTA, de MV et
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d’ADN libre n'a pas été encore quantifiée dans les systemes a haute température. De plus, la
présence méme de GTA et d’ADN libre n'a pas été, a ma connaissance, décrite dans les
sources chaudes. Il est cependant probable que leur présence ne représente qu‘une
proportion minime dans ces écosystémes. A haute température les acides nucléiques libres
se dénaturent probablement rapidement en absence de protection capsidique ou
vésiculaire. Dans le cas de figure ou les GTA, les MV et I'ADN libre constitueraient une
fraction importante des VLP dénombrées, il serait sans doute judicieux d’employer la notion
« gene transfert agents » au lieu de VLP par millilitre d’échantillon. Dans cette circonstance,
il serait raisonnable d’'élargir la notion «d'agent de transfert de géne» pour y inclure
également les MV, I'ADN libre (associé a des particules colloidales), dont la capacité de
transfert de genes a déja été démontrée (Deflaun et al., 1987; Paul et al., 1989; Lang et al.,
2012).

La métagénomique virale a connu des avancées importantes depuis la mise au point de
protocoles pour la construction de métagénomesviraux marins (Breitbart et al., 2002). Les
progrés dans les méthodes de séquencage et la diminution du co(t associé ont permis la
construction de 24 métagénomes viraux a partir d’échantillons environnementaux. A travers
ces métagénomes, il a été possible d’explorer la structure de communautés virales et
d’identifier de nouveaux virus ainsi que de nouveaux genes viraux (Rosario & Breitbart,
2011). L'étude des communautés virales a grande échelle, menée par Angly et
collaborateurs (Angly et al., 2006), a suggéré une diversité virale générale trés élevée dans
les océans, les échantillons contenant probablement jusqu’a plusieurs centaines de milliers
d’'especes. L'avantage de |'approche métagénomique est I'exploration des virus
« cultivables » et « non-cultivables », reflétant les structures des communautés virales dans
leur ensemble. Les communautés virales des sources chaudes restent encore trés
majoritairement inexplorées. Il existe, a I'heure actuelle, trois métagénomes viraux
construits a partir d'échantillons de sources hydrothermales : deux proviennent de sources
hydrothermales océaniques profondes et un de sources chaudes terrestres. Snyder et
Young suggerent que les environnements acides a haute température seraient idéales pour
des études de métagénomique comparative (Snyder & Young, 2011). Les auteurs
argumentent que ce type d’environnement contient une diversité microbienne restreinte,
composée typiquement de moins de 10 especes d'archées dominantes et 10-100 types
viraux dominants. La dynamique virale pourrait ainsi étre étudiée en construisant des
métagénomes procaryotiques et viraux, dont I'évolution serait suivie en fonction du temps.
Les résultats préliminaires obtenus a partir d’échantillons de Yellowstone révéleraient une
dynamique virale intéressante fluctuant sur une échelle de temps se comptant en mois.

Cependant, si les progres technologiques continuent a faciliter I'acquisition importante
de données brutes, la grande majorité demeure inexploitable. Ceci est la conséquence de
I'analyse bioinformatique qui permet l'identification des séquences des métagénomes
obtenues. A I'heure actuelle, les métagénomes viraux comprennent 810 Mpb de séquences
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(représentant ~ 70 % de la totalité des séquences obtenues par la métagénomique virale)
qui ne présentent aucune similarité avec les bases de données (Rosario & Breitbart, 2011).
L'absence de similarité de séquence est sans doute lié au faible nombre de virus séquencés
(721 génomes de bactériovirus et seulement 38 génomes d’archéovirus), au biais lié a la
nature de virus séquencés (la majorité des phages séquencés sont des virus de bactéries
pathogenes de I|'humain et des animaux, plutét que des phages de bactéries
environnementales non-pathogénes) et a celui de I'annotation et de la validation des genes
des virus séquencés (30 % des génes viraux auraient une fonction encore inconnue
(Rosario & Breitbart, 2011). La métagenomique virale présente ainsi un potentiel intéressant
pour la compréhension de la structure des communautés virales, leur répartition sur une
petite et une grande échelle, ainsi que de I'évolution au cours du temps de ces aspects. Afin
de pouvoir exploiter les données générées par la construction de métagénomes viraux, la
nécessité de décrire plus de nouveaux virus devient indispensable. La découverte de
nouveaux virus, leur séquencage et I'annotation de génes validés par des manipulations in
vitro seraient essentiels pour alimenter les bases de données contre lesquelles sont
comparées les séquences.

Les méthodes culturales influencent fortement la découverte de nouvelles souches
procaryotiques et des virus associés. Les enrichissements de culture en fiole permettent
essentiellement la culture d’'un nombre restreint de souches procaryotiques. Les souches
poussant les plus aisément dominent vite la culture d’enrichissement diminuant en
conséquence la diversité microbienne. Une maniére de préserver une certaine diversité
microbienne est d’effectuer des cultures en bioréacteur. Les échantillons bruts sont alors
mis en culture dans des conditions contrélées (pH, température, flux du milieu choisi, apport
en gaz) et la culture en continu permet de récupérer a fur et a mesure les microorganismes
s'y développant. Dans la culture d'échantillons bruts des cheminées hydrothermales en
fiole, il a pu étre constaté que les Thermococcales se développaient généralement vite et
dominaient les cultures d’enrichissement. Néanmoins, en utilisant des bioréacteurs, une
plus grande diversité microbienne a pu étre maintenue, avec le développement de plusieurs
especes bactériennes au cours du temps (Postec et al., 2005; Postec et al., 2007).

La mise en place d'une méthodologie complémentaire a la culture en bioréacteur est
actuellement en cours au laboratoire: I'immobilisation de procaryotes dans des billes de
polymere (Gwenaélle Le Blay ; communication personnelle). Des fragments d'échantillons
environnementaux sont immobilisés dans des billes de 1 a 2 mm de diameétre, composées
de gellane et de xanthane. Ces billes sont ensuite mises en culture dans un bioréacteur, dont
elles occupent approximativement 30 % du volume. Les microorganismes se développent
au sein du gel dont les échanges avec les nutriments présents dans le milieu de culture sont
maintenus. Les cellules colonisent progressivement les billes et sont pour partie relarguées
dans le milieu de culture. L'avantage de I'immobilisation cellulaire , par rapport aux cultures
« planctoniques », est notamment une meilleure stabilité des différentes populations
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microbiennes qui peuvent étre cultivées sur de longues périodes, I'absence de lessivage des
souches les moins compétitives qui sont maintenues dans les billes, la protection des
cellules face aux forces de cisaillement, une protection contre I'oxygéne (dans le cas de
cultures anaérobies), ainsi qu'une meilleure interaction entre les cellules et la formation
potentielle de biofilms (Cinquin et al, 2004) et (Gwenaélle Le Blay; communication
personnelle) .

Une diversité microbienne intéressante ayant été détectée dans les sources
hydrothermales des TAAF par des approches moléculaires lors de travaux antérieurs a ce
travail de these, il serait ainsi envisageable d'isoler de nouvelles especes procaryotiques en
réalisant des cultures en bioréacteur. Le milieu de culture sortant des bioréacteurs pourrait
étre également analysé pour la présence de VLP et utilisé pour effectuer des tests
d’infection sur des isolats déja disponibles. Cette approche a déja fait ses preuves. Des
études menées sur des enrichissements, effectués en bioréacteur en anaérobiose a 85°C,
inoculés avec des échantillons provenant de sources hydrothermales de Yellowstone ont
révélé la présence de plusieurs morphotypes viraux différents, incluant des virions caudés,
filamenteux, sphériques et en forme de cuillére (Rachel et al., 2002; Garrett et al., 2010). Au
laboratoire, la présence d'un signal positif en épifluorescence a déja été détecté dans un
milieu de culture provenant d'un bioréacteur (a culture «planctonique ») contenant un
enrichissement fait avec des échantillons de cheminées hydrothermales (Byrne et al., 2009).
Il serait ainsi intéressant de poursuivre cette étude en incluant la méthodologie
d'immobilisation de procaryotes.

Les méthodes culturales fournissant des souches permettraient le criblage de nouveaux
virus. Il est probable que les virus d'archées isolés, constituant les nouvelles familles virales
des procaryotes décrits ces dernieres décennies, ne représenteraient qu'une fraction des
familles virales existantes et encore non découvertes. De plus, les virus d'archées décrits
n‘ont été isolés qu’‘a partir d'un nombre limité d'especes archéennes, provenant d'une
gamme étroite d'habitats. Par opposition, la derniere description d’un virus de bactérie
constituant une nouvelle famille virale a été faite dans les années 1970 (Ackermann &
Prangishvili, 2012). Prestel et collaborateurs (Prestel et al., 2012) ont cependant découvert
une variabilité morphologique inattendue des bactériovirus dans des environnements
extrémes, suggérant qu’une diversité de morphotype viral de phage pourrait encore
attendre sa découverte.

Il serait ainsi intéressant de poursuivre la description de la VLP découverte associée a la
souche MC 6 de Thermosipho africanus. Pour ceci, il serait nécessaire d'obtenir de hautes
concentrations de particules afin de pouvoir en extraire le génome. Une haute
concentration serait également nécessaire pour définir sa densité sur un gradient de
chlorure de césium ou d'iodixanol, permettant également la purification des particules
virales. Pour la formation d'un gradient adéquat, le type de rotor utilisé est sans doute
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important. Selon les recommandations de Lawrence et Steward dans le Manuel d’Ecologie
Virale Aquatique (Lawrence & Steward, 2010), les rotors a angle fixe peuvent étre utilisés
pour une séparation isopycnique. Cependant, plusieurs tentatives de purification avec des
protocoles différents ont été effectuées sur la VLP de la souche MC 6 et sur le virus GTV1
durant ce travail sans succés, hélas. Le protocole de gradient de densité en utilisant
Iiodixanol, qui a été mis au point en se basant sur des données différentes détaillés par le
fournisseur Axis-Shield (Application Sheat n°Vo3 : http://www.axis-shield-density-gradient-
media.com/Vo3.pdf), a permis d'obtenir une fraction virale lorsque ce protocole a été testé
avec les particules virales de GTVi. La séparation avec une allure zonale plut6t
qu'isopycnique. Toutefois, il semblerait que I'utilisation d'un rotor du type « swing-bucket »
soit nécessaire pour une meilleure séparation (constatation personnelle ; Julien Lossouarn,
communication personnelle). Les rotors du type «swing-bucket» sont par ailleurs
couramment utilisés pour la purification virale et seraient parfaits pour une séparation
zonale et isopycnique (Lawrence & Steward, 2010).

La description de nouveaux couples hote-virus permettrait aussi d’apporter des éléments
pour mieux comprendre la dynamique des populations procaryotiques et virales dans les
écosystémes chauds. La recherche de nouveaux virus pourrait aboutir a la découverte de
représentants de nouvelles familles virales et/ou des virus ayant subit des modifications
morphologiques permettant 'adaptation a ce type de milieu. Un exemple est celui du virus
Sol P11, qui est un siphovirus, mais dont la queue forme un «ruban » se substituant aux
fibres caudales, qui pourraient représenter des structures trop fragiles dans son
environnement (Prestel et al., 2012). Si plusieurs familles virales avec des morphotypes tres
variés ont été découvertes dans les milieux a tres haute température, aucun virus de |'ordre
des Caudovirales n'a été encore décrit a des températures excédant 80°C. La présence de
Caudovirales a cependant déja été constatée dans des enrichissements a 85°C (Rachel et al.,
2002) et dans des souches de méthanogenes hyperthermophiles in silico (Krupovic et al.,
2010). En revanche, a des températures moins élevées, plusieurs virus appartenant a I'ordre
des Caudovirales ont été décrits, notamment associés a des Geobacillus et des Thermus. ||
serait intéressant d'effectuer des comparaisons de séquence de virus au sein des Geobacillus
afin d’'explorer les similarités. Cela pourrait notamment apporter des informations quant
aux échanges de modules génétiques au sein des virus des systémes chauds.

La comparaison de séquences microbiennes pourrait apporter des éléments de réponse a
la question de l'occurrence de genes communs au sein des populations thermophiles,
isolées par des barrieres virtuelles mésophiles. Ainsi, la caractérisation des populations
microbienne et virale permettrait non seulement d‘alimenter les bases données
génomiques, mais également de comparer les génomes de ces espéces. A travers ces
comparaisons génomiques, il serait possible de postuler des hypotheses quant a la
dispersion des microorganismes extrémophiles. Les sources chaudes constituent-elles des
«ilots dans un océan mésophile virtuel », caractérisés par une diversité microbienne et
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virale propre a chaque source du fait de leur isolement géographique ? Peut-on, au
contraire, retouver des populations apparantées au sein des sources chaudes ? Si oui, a une
échelle locale, continentale ou planétaire? Existerait-il une dissémination des
microorganismes thermophiles a la maniere postulé par Breitbart et Rohwer (Breitbart &
Rohwer, 2005) oU « tout est partout et I'environnement détermine les espéces dominantes
et dominées » et oU « I'ensemble des especes constituent une "banque" génomique inactive
avec une potentialité d'activation déclenchée par I'environnement » ? Si la dissémination
des microorganimes par voie aéroportée et par les courants d’eau a été démontrée pour les
microorganismes mésophiles, il n’existe virtuellement aucune donnée sur ces aspects pour
les populations microbienne et virale extrémophiles. Quelques données obtenues par
Audrey Gramain sur les sources de Rallier du Baty suggérent qu‘une dissémination par voie
aéroportée est cependant possible. Ainsi, les populations microbiennes se déplacent
probablement de source en source par voie souterraine, mais également par voie aérienne.
Si cela est vrai pour les cellules, il est tout a fait concevable que la dissémination des virus se
fasse de maniere similaire. Ainsi, un échange de genes médié par les virus entre les
populations microbiennes serait envisageable a la maniére «d'un courrier aérien » entre
différents sources chaudes.

De maniere complémentaire a la comparaison génomique des populations microbienne
et virale, il serait également intéressant de comparer les séquences de myovirus de
Geobacillus avec celles des myovirus de différentes espéces de Bacillus. La gamme de
température a laquelle croissent les Geobacillus est large (30°C - 80°C) et leurs habitats sont
variés (Coorevits et al., 2012). Ainsi, un échange potentiel d’éléments génétiques mobiles
avec des especes de Bacillus mésophiles pourrait étre envisageable, malgré le fait que la
gamme d'hotes des virus de procaryote soit généralement restreinte aux espéeces d'un
méme genre (Ackermann & Prangishvili, 2012). L'échange d’éléments génétiques mobiles
entre microorganismes mésophiles thermotolérants et thermophiles modérés permettrait
ainsi une alimentation génétique remontant une échelle virtuelle de température.

Afin de mieux comprendre la dynamique des populations virales dans les écosystemes
chauds, il faudrait poursuivre les dénombrements viraux de GTV1 in vitro, suite a I'induction
par différents stress. La production virale pourrait étre mesurée par exemple suite a I'ajout
de différents taux de NaCl, a I'ajout d’autres types de sel, a des fluctuations de température
ou de pH. L'effet inducteur de la carence nutritive pourrait également étre exploré. Ces
manipulations permettraient de simuler les conditions subites in vivo, et le couple SP4 SD-
GTV1 servirait ainsi de modeéle pour une meilleure compréhension des paramétres
influencant la production virale. D'autres couples hotes-virus pourraient étre isolés et
I'influence de différents parameétres sur la production virale pourraient étre étudiée. Il est
probable que l'effet inducteur de différents paramétres sur différentes especes
procaryotiques n’est sans doute pas le méme. Ainsi, si le NaCl a un effet inducteur sur
Escherichia coli (Groman, 1965; Shkilnyj & Koudelka, 2007) et Streptococcus thermophilus
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(Husson-Kao et al., 2000), il n‘en est rien pour un genre proche, Salmonella thompson
(Smith, 1953). Les résultats des analyses effectuées avec le couple héte-virus étudié dans ce
travail ont permis d’éclairer l'effet que pourraient potentiellement avoir différents
parameétres environnementaux sur la production virale.

L’exploration de la diversité virale par la MET a suggéré la présence de nouveaux types
de VLP associés aux microorganismes qui se développent dans ces sources chaudes. La
présence de MV a également été notée, témoignant l'importance potentielle que ces
derniéres pourraient avoir en tant qu’agents de transfert de génes. Les observations en MET
ont également permis I'observation de nouvelles structures cellulaires chez les organismes
thermophiles, a savoir I'existence de gaines flagellaires. Leur role demeure un mystere, mais
elles pourraient participer a la colonisation de certains types d’environnement spécifique,
comme cela a été suggéré pour la gaine de Helicobacter pylori (Kostrzynska et al., 1991).

Les données obtenues suite a I'exploration de I'abondance procaryotique et virale et de la
diversité virale par la MET, ainsi que les résultats acquis avec le modele héte-virus SP4 SD -
GTV1, permettent de dessiner un esquisse du type d’écosysteme que sont les sources
hydrothermales des Terres australes et antarctiques francaises. Les résultats sont en accord
avec la littérature actuelle sur les écosystémes chauds et les populations microbienne et
virale qui les peuplent. Ainsi, ces travaux permettent d'alimenter la connaissance sur ce type
de milieux. Les résultats obtenus au cours de cette these ne concernent cependant qu‘une
fraction des communautés microbiennes et virales qui peuplent ces sources chaudes. Une
poursuite de la caractérisation des populations procaryotiques et I'étude de la dynamique
virale au sein de ces sources chaudes, isolées d’environ 3000 km de tout continent et
indemne de toute activité humaine, serait séduisant pour une compréhension plus complete
de l'activité microbienne dans ce type d’écosystéme.
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Abstract

A novel thermophilic, heterotrophic, aerobic bacterium, designated strain OLGZT, was
isolated from a geothermally heated soil of Saint-Paul Island, in the Southern Indian
Ocean. Cells of strain OLG2" were Gram-positive spore-forming motile rods of 5-6 um long.
Growth was observed at temperatures ranging from 55° to 90°C (optimum at 78°C),
between pH 6.5 and 8.5 (optimum at 7.5) and with 0.0-2.5 %(w/v) NaCl (optimum at
1.0%).The total DNA G+C content was 63.7 mol% . The dominant fatty acids in strain OLG2'
were iso-C17,0 and anteiso Ci7.0. It contained MK7 as main respiratory quinone, together
with MK6 and MKS8. On the basis of 16S rRNA gene sequence similarity, the novel isolate
belongs to the order Bacillales and is related to the genus Calditerricola. It shares 99.4%
and 99.1% 16S rRNA sequence identity with Calditerricola satsumensis and C. yamamurae,
its closest phylogenetic relatives. On the basis of DNA-DNA low relatedness, genotypic and
phenotypic distinctness, we propose that strain OLG2' represents a novel species of the

genus Calditerricola, for which the name Calditerricola clavaformis sp. nov. is proposed.

The type strain is oLG2" (DSM 22675 = JCM 16306 = UBOCC 3068).



42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

The high-temperature environments are crucial biotopes for the understanding of
fundamental biological and evolutionary processes on Earth. If most areas of geothermal
activities studied so far are located in the North hemisphere (Yellowstone, Iceland,
Kamchatka, etc.), the South hemisphere harbors also such singular ecosystems, and
surprisingly in polar and subpolar regions. This is the case of French Southern and Antarctic
Territories (Terres Australes et Antarctiques Francaises). Microbial communities of these
archipelagos, and notably those of the Kerguelen and Saint Paul Islands, remain unexplored
and represent for scientists a future full of promises due to their extreme geographic

isolation.

Geothermal soils harbor a variety of moderately and highly thermophilic micro-organisms.
Several strains isolated from such particular habitats belong to the genera Geobacillus (Blanc
et al., 1997; Coorevits et al., 2012;) and Anoxybacillus of the family Bacillaceae (Belduz et
al., 2003; Dulger et al., 2004; Poli et al., 2006, 2009). Recently, two strains belonging to the
novel genus Calditerricola within the family Bacillaceae were isolated from a Japanese high
temperature compost by Oshima and co-workers (Oshima et al., 2008; Moriya et al., 2011).
Calditerricola satsumensis and Calditerricola yamamurae are aerobic, Gram-negative, non-
spore-forming, extremely thermophilic bacteria growing optimally at temperatures of 78°C

and 72°C, respectively.

In this study, a novel thermophilic bacterial isolate, strain OLG2", isolated from a geothermal
soil of the Saint Paul Island is described. Based on the results of a polyphasic taxonomic

analysis, strain OLG2' represents a novel species of the genus Calditerricola.
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Saint-Paul Island (38°43’ S, 77°31’E) is a tiny island corresponding to the emerged part of a
partially sunk volcano located in the vicinity of the Southern Indian Ridge in the South Indian
Ocean. lts crater harbors terrestrial and shallow submarine hot springs as well as heated
soils. In 2006, geothermally heated soils at 61°C were sampled and stored at 4°C until
analysis.

About 10 mg of soil were used to inoculate 5 ml of medium 160 (Skirnisdottir et al., 2001)
and incubated at temperatures ranging from 60°C to 80°C. The medium 160 contained (I™}):
2.5g yeast extract (Difco Laboratories), 2.5g tryptone, 10g NaCl, 0.132g nitrilotriacetic acid,
0.2g MgCl,.6H,0, 40mg CaS04.H,0, 1.47mg Nascitrate.2H,0, 1.35mg FeCl;.6H,0, 10.88mg
KH,PO,4, 42.8mg Na,HPO4.2H,0. The medium was supplemented with 0.5ml of trace
elements which contained (I'l): 12.8g nitrilotiacetic acid, 1.0g FeCl,.4H,0, 0.5g MnCl,.4H,0,
0.3g CoCl,.6H,0, 0.2g ZnCl,, 0.05g CuCl;.2H,0, 0.05g Na;Mo00,4.2H,0, 0.02g H;BO,, 0.02g
NiCl,.6H,0. The pH of the medium was adjusted to 7.2 and plates were prepared with 2.8%
(w/v) agar. After 2-3 days incubation, orange-yellow round and smooth colonies were
observed on plates incubated at 72°C. They were about 2 mm in diameter after 2 days
incubation. One well isolated colony was picked and purified by repeated streaking (3 times)
at 72°C on medium 160 plates and referenced as strain OLG2'.

Morphological characteristics of the cells were determined by light microscopy (Olympus,
BX60) and by transmission electron microscopy (Jeol JEM 100 CX Il) after negative staining
with 2% (w/v) uranyl acetate.

Observations revealed rod-shaped cells of 2.5-3.8 um in length and 0.4-0.7 um in width (Fig.
1a). Cells occurred mostly singly. Most cells produced a terminal spore of approximately 1.1
um diameter (Fig. 1b) when incubated at temperatures below the optimal temperature for

growth (78°C). Spores were also consistently detected in old cultures, whatever the
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conditions in which they were grown. Spores deformed cells. For Gram determination,
vegetative cells were stained using the method of Gregersen (1978) and the Gram type was
confirmed using the KOH test (Buck, 1982). Both methods clearly demonstrated that the

isolate was a Gram-positive bacterium.

Unless stated otherwise, physiological characterization was carried out aerobically in
medium 160 in duplicate and the cell suspension was incubated with agitation in the dark.
Growth was monitored routinely by measuring the increase in optical density at 600 nm
using a spectrophotometer or by direct cell counting using a modified Thoma chamber
(depth 10 um). Growth rates were calculated using linear regression analysis of five to nine
points along the logarithmic portions of the resulting growth curves. The determination of
the temperature range for growth was tested over the range 45-95°C (with increments of
5°C). The strain was found to be hyperthermophilic, growing at 55-90°C. Salt tolerance was
tested at 78°C in medium 160 prepared with 0-6% (w/v) NaCl (with increments of 1%). The
NaCl concentrations allowing growth ranged from 0% to 2.5% NaCl, with an optimum at 1%.
The pH range for growth was tested at initial pH 2.0-9.0 (at intervals of 0.5 pH unit) at 78°C,
in medium 160 buffered and adjusted to the required pH (initial pH at 20 °C), as described
elsewhere (Alain et al., 2002). Growth was observed at pH 6.5-8.5 (optimum about pH 7.5).

The strain was found to be strictly aerobic. Heterotrophic growth was observed in medium
160 containing trace elements and proteinaceous substrates. To examine possible carbon
sources other than yeast extract and tryptone, strain OLG2' was cultivated in a minimal
medium (medium 160 without tryptone and yeast extract) containing one single carbon
source. Amino acids (0.2% w/v) and carbohydrates (0.2% w/v) were tested as potential

carbon and energy sources. Growth was not observed when tryptophan, tyrosine, proline,
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asparagine, threonine, glutamate or glutamine were used as substrates. Under these
experimental conditions, the isolate did not metabolize L(+)arabinose, D(+)galactose,
D(+)lactose, D(+)cellobiose, D(-)ribose, D(+)xylose, starch, D(+)rhamnose, cellulose,
(D+)maltose, (D+)mannose or D(+)glucose. The isolate utilized polypeptides or protein
sources such as peptone (Difco), tryptone (Difco), vitamin free-casein acid hydrolysate
(Sigma) as well as complex sources such as beef extract (Difco) or yeast extract (Difco) as
carbon and energy. The ability of the strain to grow anaerobically and to ferment complex
organic matter or carbohydrates (yeast-extract 2 g.I"}, peptone 2 g.I" and glucose 2 g.I™) was
investigated under an atmosphere of N, (100%) on a degassed and reduced medium 160.
Strain OLG2' did not ferment proteinaceous substrates nor carbohydrates. Differential

phenotypic characters of strain OLG2" and Calditerricola species are shown in Table 1.

In order to analyze fatty acids and respiratory quinones, strain OLG2" was grown on medium
160 at 70°C for 12h. Fatty acid analysis was performed using the MIDI system (Microbial
Identification System). Quinone and fatty acid analyses were carried out by the Identification
Service of the Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. The fatty acid
composition of the novel isolate in the mid-exponential phase of growth was dominated by
is0-C17.0 (62.43%) and by anteiso-Cy70 (15.73%), accounting for approximately 78% of the
total. The presence of Cis.1w9c, an unsaturated fatty acid, was detected in OLGZT, whereas
the two other strains of the genus Calditerricola harbored the unsaturated Cig.,w9,12¢ fatty
acids instead. Strain OLG2" also contained iso-Cis.; w7¢ and iso-Cig w9c, not found in the
other two Calditerricola strains.

The respiratory quinones in strain OLG2' consisted of the major compound MK7 (96%) and

minor amounts of MK6 (2%) and MK8 (2%).
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The DNA G+C content was determined by HPLC method (Mesbah et al., 1989; Tamaoka &
Komagata, 1984) after purification of cell DNA by chromatography on hydroxyapatite
according to Cashion et al. (1977). The novel isolate had a DNA G+C content of 63.7 mol%
close to the value obtained for C. yamamurae YMO722" (64.0 mol%) but far from that of C.

satsumensis YMO81' (70.0 mol%).

Both strands of the almost complete 165 rRNA gene of strain OLG2" were amplified from a
single colony using the universal primers 8F, 1492R (Delong et al., 1992) and Eub-int (5’-GCG
CCA GCA GCC GCG GTA A-3’), and then sequenced with the Bid Dye technology (Beckman
Coulter Genomics, Essex, UK). Contiging was performed from 5 overlapping sequence
fragments. The sequence obtained was a continuous stretch of 1455 bp. An initial
comparison of this sequence to those in available databases by use of the BLAST program
(Altschul et al.,, 1990) revealed that this strain was closely related to Calditerricola
satsumensis YMO81' and Calditerricola yamamurae YMO722'. A multiple 165 rRNA gene
sequence file was then generated with the closest phylogenetic neighbours using the
program BioEdit and a phylogenetic reconstruction was performed using SEAVIEW version 4
(Gouy et al,. 2010). The evolutionary distance matrices were calculated by the method of
Jukes & Cantor (1969) and a phylogenetic tree was constructed using the neighbor joining
algorithm (Saitou & Nei, 1987)( Fig. 2). Phylogenetic reconstruction indicated that the novel
isolate belonged to the genus Calditerricola, family Bacillaceae, order Bacillales, phylum
Firmicutes. Within this lineage, the novel isolate grouped robustly with C. satsumensis and C.
yamamurae, sharing respectively 99.4% and 99.1% 16S rRNA gene sequence identity with

the type strains of these species.
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To further elucidate the taxonomic relationships of strain OLG2' with the two
representatives of the genus Calditerricola, DNA-DNA hybridizations were performed. For
DNA-DNA hybridizations, cellular DNA was purified according to Cashion et al. (1977). Public
collections were unable to provide active growing cells of C. satsumensis YMO81" so DNA-
DNA hybridizations were performed only between C. yamamurae YMO722" and strain
OLG2". Hybridizations were carried out as described by De Ley et al. (1970) with
modifications described by Huss et al. (1983), using a model Cary 100 Bio UV/VIS-
spectrophotometer equipped with a Peltier-thermostatted 6x6 multicell changer and a
temperature controller with in situ temperature probe (Varian). These analyses were carried
out by the Identification Service of the Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen. The mean degree of DNA-DNA relatedness between strain OLG2" and C
yamamurae YMO722" was 55.1% (value of 49.2% in the second measurement). This value
falls below the threshold value of 70% for species delineation, indicating that both strains
are distinct genomic species. In addition, the large difference in DNA G+C contents of strain
OLG2" and C. satsumensis YMO81' suggests that these two strains belong also to two

different species (Rossello-Mora & Amann, 2000) (Table 1).

Calditerricola satsumensis YMOS81' and Calditerricola yamamurae YMO722" are
heterotrophic, aerobic, Gram-negative, non-spore forming, rod-shaped bacteria distantly
related to the genera Planifilum and Geobacillus. While species of the genera Planifilum and
Geobacillus are thermophilic or moderate thermophilic, species of Calditerricola are
extremely thermophilic with optimal temperatures for growth of 78°C for C. satsumensis,

72°C for C. yamamurae and 78°C for the novel strain OLG2". Such as strain OLG2', Planifilum
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and Geobacillus species were described to produce endospores (Moriya et al., 2011;
Hatayama et al., 2005), but Calditerricola satsumensis and C. yamamurae were not. Strain
OLG2' differs also from the two species of the genus Calditerricola by its Gram reaction as
determined by KOH test and staining. Although Gram staining is sometimes known to vary
among species of the same genus, e.g. the genus Geobacillus (Nazina et al., 2001; Coorevits
et al., 2012), spore-formation constitutes a distinctive characteristic, involving multiple gene
expression in the formation and germination of the spores within the order Bacillales

(Paredes-Sabja et al., 2011) .

On the basis of these observations, and of phenotypic and genotypic distinctness, we
propose that strain OLG2" should be described as a novel species of the genus Calditerricola,

for which the name Calditerricola clavaformis is proposed.

Description of Calditerricola clavaformis sp.nov.

Calditerricola clavaformis (cla’va.for.mis. cla’va from L.n. clava, a cudgel, club; L.adj. formis

morphology; N. L. adj. clavaformis club-shaped)

Cells are Gram-positive, rod-shaped, 2.5-3.8 um in length and 0.4-0.7 um in width, with
terminal and oval endospores. Optimal growth occurs aerobically at 78°C (range 55-90°C),
pH 7.5 (range 6.5-8.5), 1% (w/v) NaCl (range 0.0-2.5). No hydrolysis of arabinose, galactose,
lactose, cellobiose, ribose, xylose, starch, rhamnose, cellulose, maltose and mannose
observed. Utilizes tryptone and yeast extract, beef extract as carbon and energy sources.

The DNA G+C content is 63.7%.
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We also propose that sporulation should be included as a feature belonging to the genus

Calditerricola.

The type strain is Caldiclava clavaformis, OLG2", DSM 22675T = JCM 16306T = UBOCC 3068.
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Fig. 1
Contrast-phase micrograph (a) and transmission electron micrograph (b — c) of cells of strain

OLG2" showing endospore shape and position. Bars, 5 um (a) and 1 pm (b-c)



Characteristics ymos1' YM0722" oLG2"

Colony colour Cream-yellow Cream-yellow Orange-yellow
Spores No No Terminal
Gram Negative Negative Positive

Growth conditions

Temperature range 56-83 56-81 55-90
Optimum temperature (°C) 78 72 78
NaCl range (% w/v) 0.3-4.0 0.0-2.0 0.0-2.5
Optimum NaCl (% w/v) 2 1,6 1
pH range 6.6-8.9 6.3-9.1 6.5-8.5
Optimum pH 7,5 7 7,5
DNA G+C content (mol%) 70 64 63.7
Polar lipids PE, APL PE,PGL,APL ND

Major cellular fatty acids (%)

i50-Cys.0 10.5 11.3 4.78
anteiso-Cysq 2.2 2.6 3.01
Cis0 6.4 6.9 4.93
i50-C1g.0 11 9.7 5.59
Ciz0 1,6* no 0.61
i50-C17.0 55.4 54.3 62.43
anteiso-Cy7 13.7 14.3 15.73
Ciso 1.1* 0.4 0.83
is0-Cyg.0 no no 0.98
is0-Cy9,9 no no 0.29
is0-Cyg,w9,12¢ 0.9 0,8 no

is0-Cygq7cC no no 0.23
is0-Cyg,W9c no no 0.65

329 Tablel

330 Comparison of phenotypic characteristics of Calditerricola satsumensis strain YMOS81',
331  Calditerricola yamamurae strain YMO722" (Moriya et al., 2011) and strain OLG2' (this study).

332 ND= not determined, *= values obtained at 70°C.
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Fig. 2

Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences using the neighbour-joining method
(Saitou & Nei, 1987) showing the position of strain OLG2" within the genus Calditerricola and
among related taxa. Numbers at branching points refer to bootstrap values based (1000

resamplings). Bar, 1 substitution per 100 nucleotides positions.















Résume:

Les virus peuvent étre retrouvés dans tout les écosystémes oU de la vie est présente. lls
constituent I'entité biologique la plus abondante de la biosphére. Si de nombreuses données sont
disponibles sur I'abondance et la dynamique virale dans les écosystémes aquatiques tempérées, peu
d’'études ont été menées sur ces aspects dans les milieux extrémes, dont les sources
hydrothermales. Dans |'étude présentée dans ce manuscrit, les communautés procaryotiques et
virales des sources hydrothermales des Terres australes et antarctiques francaises (TAAF) ont été
explorées. Dans un premier temps, les cellules procaryotiques et les particules de type viral (VLP)
ont été dénombrées dans plusieurs sources chaudes terrestres et marines cotiéres. L'abondance
microbienne et virale est de I'ordre de 10° - 10° particules/ml dans les deux types de source avec des
rapports VLP/procaryotes (VPR) qui sont généralement faibles, concordant ainsi avec les données
rares actuellement disponibles dans la littérature. Dans un second temps, la diversité
morphologique des VLP a été analysée par observation au microscope électronique a transmission.
La présence de VLP de morphologies différentes a pu étre constatée dans quelques échantillons
bruts, mais également dans des cultures d’enrichissement, oU elles étaient associées a des
Thermococcales et des Thermotogales. Finalement, quelques souches isolées de ces échantillons ont
été criblées pour la présence de virus aboutissant a la description d'un nouveau bactériovirus
tempéré associé a une bactérie thermophile Geobacillus. L'effet d'un choc osmotique en présence de
NaCl et l'effet d'un stress anoxique sur la production virale ont également été étudiés. La
caractérisation du virus GTV1 a ensuite été entamée. Il appartient a la famille des Myoviridae et a un
génome composé d’ADN double brin de 38841 pb, composé de 72 ORF prédits. Enfin, I'étude de la
diversité microbienne a permis de décrire une nouvelle espece bactérienne hautement thermophile,
Calditerricola clavaformis sp.nov.

Abstract:

Viruses thrive in all types of ecosystems where life is found. They represent the most
abundant biological entity of our biosphere. Though several studies have been conducted on viral
abundance and dynamics in mesophilic aquatic ecosystems, these aspects remain largely
unexplored in extremophilic environments, such as hot springs. In this study, prokaryotic and
associated viral communities of the French Southern and Antarctic Lands hot springs were explored.
First, prokaryotic cells and Virus-like particles (VLP) were enumerated in several terrestrial and
inshore hot springs. The results reveal an abundance of 10° - 10° particles/ml in both types of hot
springs studied. The virus-to-prokaryote ratios (VPR) were generally low, confirming thus actual
knowledge in these types of ecosystems. The morphological diversity of VLP was then studied in
raw samples as well as in enrichment cultures containing Thermococcales and Thermotogales.
Several isolates obtained from these samples were then screened for viral particles which led to the
discovery and description of a temperate phage (GTV1) of a thermophilic bacterium belonging to
the genus Geobacillus. The effect of NaCl and anoxic stress on the viral production was studied. The
genomic characterization of the GTV1 was started and revealed a 38441 bp genome with 71
predicted ORF. Finally, microbial diversity studies led also to the discovery of a new extremely
thermophilic bacterium, Calditerricola clavaformis sp.nov.



